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Introduccién General

Esta Tesis explora el impacto de la presencia de 3-nitrotirosina (NO2Tyr), una modificacién
postraduccional (PTM) nitroxidativa, en el fibrindgeno (Fg), una proteina plasmética esencial
en el proceso de coagulacion sanguinea. El Fg es susceptible a nitracion, pudiendo ocurrir
alteraciones en su funcion, contribuyendo a enfermedades trombéticas. Esa nitracion puede
ocurrir en situaciones de distrés nitroxidativo, cuando se producen en exceso especies reactivas
de oxigeno (ROS) y nitrdgeno (RNS) que son moléculas altamente reactivas, capaces de
modificar biomoléculas. La isquemia cerebral aguda del accidente cerebrovascular isquémico
(ACVi), resultante de la obstruccion del flujo sanguineo al cerebro, conduce a un aumento en
la produccion de ROS y RNS, y asi a distrés nitroxidativo. El estudio se centra en cémo la
nitracion del Fg podria estar relacionada con el ACVi y busca proporcionar una comprension
maés profunda de los mecanismos involucrados a través de diversas técnicas analiticas y de

modelado molecular.

Andlisis de 3-Nitrotirosina en Fibrinbgeno mediante LC-MS/MS

En este Capitulo, se desarrollaron y optimizaron métodos avanzados de Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Masas Tandem (LC-MS/MS) para localizar y cuantificar los

sitios de nitracion en el Fg. Utilizando un sistema QTOF, se identificaron con éxito veinte sitios



diferentes de nitracion de tirosina (Tyr) en las tres subunidades del Fg. La cuantificacion
relativa de NO,Tyr se realizo midiendo el &rea bajo la curva de los picos en los cromatogramas.
Luego, utilizando un sistema QqQLIT de alta sensibilidad, se analizaron muestras clinicas. Los
resultados revelaron un mayor nivel de NO.Tyr en el Fg de pacientes con ACVi en

comparacién con los controles, especificamente en los residuos BTyr*®2, BTyr*® y yTyr®°,

sugiriendo que la nitracién de Tyr podria tener aplicaciones diagndsticas.

Analisis de 3-Nitrotirosina en Plasma mediante métodos ELISA

Este Capitulo se centra en el desarrollo de ensayos de Inmunoabsorciéon Ligados a Enzimas
(ELISA) para la cuantificacion de NO2Tyr en el Fg y el plasma. Se produjeron estandares de
Fg nitrado (Fg-NO2Tyr) y anticuerpos especificos para la deteccion de Fg. Se desarrollaron
ensayos ELISA que permitieron detectar y cuantificar Fg, Fg-NO2Tyr y NO2Tyr. A pesar de
las dificultades derivadas de la compleja matriz del plasma humano, se logré identificar
concentraciones elevadas de NO-Tyr en plasma de pacientes con ACVi. La técnica ELISA
mostrd ser efectiva para detectar niveles de NO2Tyr. Los resultados indicaron un estado de
distrés nitroxidativo en los pacientes con ACVi, lo cual es consistente con estudios previos y
subraya la importancia de NO,Tyr como biomarcador potencial.

Fibrinoformacién y Fibrinolisis en Plasma de Pacientes con ACVi

Este Capitulo evalud los procesos de fibrinoformacién y fibrinolisis en plasma de pacientes
con ACVi y en controles. Se analizaron parametros clave como el tiempo de coagulacion (Tc),
la absorbancia maxima y el tiempo de fibrinolisis (Tf). Los resultados mostraron que los
pacientes con ACVi tenian un Tc significativamente mayor y un Tf prolongado en comparacion
con los controles, lo que sugiere una capacidad fibrinolitica reducida. Estas alteraciones en la
coagulacién vy fibrinolisis podrian estar relacionadas con la nitracion del Fg y ofrecen una

perspectiva sobre la alteracion en la funcionalidad del codgulo en pacientes con ACVi.

Andlisis de 3-Nitrotirosina en Trombos de ACVi

En este Capitulo, se investigaron trombos obtenidos de pacientes con ACVi tratados con
trombectomia mecanica. Se utilizaron técnicas como SDS-PAGE, Western Blot y LC-MS/MS
con inmunoprecipitacion (IP) para identificar proteinas nitradas en los trombos. Se encontrd
que los trombos mostraban una heterogeneidad significativa en términos de tamafio, textura y
composicion, con la presencia de proteinas nitradas como el Fg, MMP-9, y actina

citoplasmatica. Estas proteinas nitradas estan involucradas en la funcion cerebral y la



neuroinflamacién, y podrian servir como biomarcadores Utiles para la evaluacion clinica del
ACVi. A pesar de las limitaciones del método de IP, los resultados ofrecieron una nueva

perspectiva sobre la nitracion de proteinas en los trombos.

Modelado Molecular v Simulaciones de Dinamica Molecular del Fibrinbgeno Humano

El Capitulo final se enfoca por un lado en el modelado y simulacion de la estructura completa
del Fg humano utilizando técnicas de modelado por homologia y simulaciones de dinamica
molecular (MD); y por otro lado en el estudio de la influencia de NO2Tyr en su estructura e
interacciones, mediante simulaciones de MD. Se construyé un modelo teérico tridimensional
del Fg que incluyo6 las tres cadenas completas Aa, BB y v. La simulacion revel6 que el Fg
presenta flexibilidad en las regiones aC y brind6 una estructura completa y estable coherente
con lo reportado en bibliografia. Las simulaciones de MD del Fg-NO>Tyr mostraron cémo la
nitracion de Tyr®® en la cadena vy afecta la estructura del bolsillo Da, alterando la interaccion
con el ligando y potencialmente influenciando la polimerizacion vy fibrinolisis del Fg. Estos
resultados proporcionan una comprension mas detallada de como las PTMs, como la nitracion,

impactan la estructura y funcionalidad del Fg.

Conclusién General

La Tesis ofrece una vision integral sobre el impacto de la nitracion en el Fg y su relacion con
el ACVi. Mediante el desarrollo y uso de técnicas analiticas avanzadas para su deteccion y
cuantificacion, junto con estudios funcionales y modelado molecular, se demostr6 por un lado
que la nitracién de Tyr en el Fg esta presente en situacion de ACVi; y por otro, que podria
tiener un efecto significativo en la estructura y funcion de esta proteina crucial para la
coagulacién. Se ha logrado una comprension mas profunda de esta PTM en Fg y su relacion
con la patologia isquémica. Los hallazgos sugieren que la nitracion podria ser un mecanismo
relevante en la patogénesis del ACVi y podrian contribuir al desarrollo de nuevos
biomarcadores y enfoques terapéuticos. La investigacion subraya la importancia de continuar
explorando las PTMs en el Fg, asi como en otras proteinas relacionadas, para mejorar la

comprension de las enfermedades cardiovasculares y avanzar en la practica clinica.
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General Introduction

This Thesis explores the impact of 3-nitrotyrosine (NO2Tyr), a nitroxidative post-translational
modification (PTM), on fibrinogen (Fg), a plasma protein essential in the blood coagulation
process. Fg is susceptible to nitration, which can lead to functional alterations and contribute
to thrombotic diseases. This nitration can occur under conditions of nitroxidative distress,
where there is an excess production of highly reactive molecules, reactive oxygen species
(ROS) and reactive nitrogen species (RNS), capable of modifying biomolecules. Acute cerebral
ischemia resulting from ischemic stroke (IS) leads to increased production of ROS and RNS,
thereby causing nitroxidative distress. The study focuses on how Fg nitration might be related
to IS and aims to provide a deeper understanding of the mechanisms involved through various

analytical and molecular modelling techniques.

Analysis of 3-Nitrotyrosine in Fibrinogen Using LC-MS/MS

In this Chapter, advanced Liquid Chromatography coupled with Tandem Mass Spectrometry
(LC-MS/MS) methods were developed and optimised to locate and quantify nitration sites in
Fg. Using a QTOF system, twenty different tyrosine (Tyr) nitration sites in the three subunits
of Fg were successfully identified. Relative quantification of NO.Tyr was performed by
measuring the area under the curve of the peaks in the chromatograms. Clinical samples were

then analysed using a highly sensitive QqQLIT system. The results revealed higher levels of



NO,Tyr in the Fg of IS patients compared to controls, specifically in the pTyr*?, fTyr*'®, and

380

yTyr®® residues, suggesting that Tyr nitration could have diagnostic applications.

Analysis of 3-Nitrotyrosine in Plasma Using ELISA methods

This Chapter focuses on the development of Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA)
for quantifying NO-Tyr in Fg and plasma. Nitrated Fg (Fg-NO-Tyr) standards and specific
antibodies for Fg detection were produced. ELISA assays were developed, enabling the
detection and quantification of Fg, Fg-NO>Tyr, and NO>Tyr. Despite challenges arising from
the complex matrix of human plasma, elevated concentrations of NO.Tyr were identified in
the plasma of IS patients. The ELISA technique proved effective in detecting NO2Tyr levels,
and the results indicated a state of nitroxidative stress in IS patients, consistent with previous

studies and highlighting the importance of NO2Tyr as a potential biomarker.

Fibrin Formation and Fibrinolysis in Plasma of IS Patients

This Chapter evaluated the processes of fibrin formation and fibrinolysis in the plasma of IS
patients and controls. Key parameters such as coagulation time (Ct), maximum absorbance,
and fibrinolysis time (Ft) were analyzed. The results showed that IS patients had significantly
longer Ct and prolonged Ft compared to controls, suggesting reduced fibrinolytic capacity.
These alterations in coagulation and fibrinolysis may be related to Fg nitration and offer insight

into the altered clot functionality in IS patients.

Analysis of 3-Nitrotyrosine in IS Thrombi

In this Chapter, thrombi obtained from IS patients treated with mechanical thrombectomy were
investigated. Techniques such as SDS-PAGE, Western Blot, and LC-MS/MS with
immunoprecipitation (IP) were used to identify nitrated proteins in the thrombi. The thrombi
showed significant heterogeneity in size, texture, and composition, with the presence of nitrated
proteins such as Fg, MMP-9, and cytoplasmic actin. These nitrated proteins are involved in
brain function and neuroinflammation and could serve as useful biomarkers for the clinical
evaluation of IS. Despite the limitations of the IP method, the results provided new insights

into protein nitration in thrombi.

Molecular Modelling and Molecular Dynamics Simulations of Human Fibrinogen

The final Chapter focuses on the modelling and simulation of the complete structure of human
Fg using homology modelling techniques and molecular dynamics (MD) simulations, as well



as studying the influence of NO2Tyr on its structure and interactions through MD simulations.
A theoretical three-dimensional model of Fg was constructed, including the complete Aa, Bj,
and y chains. The simulation revealed that Fg exhibits flexibility in the aC regions and provided
a complete and stable structure consistent with previous literature. MD simulations of Fg-

NOTyr showed how nitration of Tyr%®°

in the y chain affects the structure of the Da hole,
altering ligand interaction and potentially influencing Fg polymerization and fibrinolysis.
These results provide a more detailed understanding of how PTMs, such as nitration, impact

the structure and functionality of Fg.

General Conclusion

The Thesis offers a comprehensive view of the impact of nitration on Fg and its relationship
with IS. Through the development and use of advanced analytical techniques for its detection
and quantification, along with functional studies and molecular modelling, it was demonstrated
that Tyr nitration in Fg is present in IS conditions and it could have a significant effect on the
structure and function of this crucial coagulation protein. A deeper understanding of this PTM
in Fg and its relationship with ischemic pathology has been achieved. The findings suggest that
nitration could be a relevant mechanism in the pathogenesis of 1S and may contribute to the
development of new biomarkers and therapeutic approaches. The research underscores the
importance of continuing to explore PTMs in Fg, as well as in other related proteins, to improve

the understanding of cardiovascular diseases and advance clinical practice.

Vi
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Capitulo 1: Introduccion General



1. Fibrinégenoy Fibrina

1.1. Estructura del Fibrindgeno

El fibrindgeno humano (Fg) es una macromolécula glicoproteica de sintesis hepatica, cuyo
peso molecular (PM) es de aproximadamente 340 kDa, y vida media de unos 4 dias. Constituye
el 4% del total de las proteinas plasmaticas, lo cual lo convierte en una de las mayoritarias, con
una concentracion fisiologica de aproximadamente entre 200 y 400 mg/dL. Tiene un papel
central en la hemostasia, formando las redes de fibrina (Fb) del coagulo, aunque no es su Unica

funcién.

Dominio-aC Dominio-aC

Region aC Region aC

Conector-aC Conector-aC

Triple a-hélice } Triple a-hélice
enrollada enrollada

L ] FpB ~ FpA FpA " FpB L )

Region D Region D

Region E

Figura 1.1. Modelo esquematico de la estructura tridimensional completa del Fibrinégeno humano. Cadenas Aa: rojas.

Cadenas Bf: azules. Cadenas y: verdes. Se representa con un circulo gris la regién E central, donde se conectan los entremos

N-terminales de todas las cadenas. De la region E emergen los fibrinopéptidos A (FpA) y B (FpB). Esta region central esta

conectada con las regiones D laterales por triple a-hélices enrolladas. Las regiones D contienen las porciones C-terminales

de las cadenas BB y y, formando estructuras globulares llamadas nddulo-B y nédulo-y, respectivamente. Finalmente, las

porciones C-terminales de las cadenas Aa forman las regiones aC, que emergen de las hélices enrolladas. Esta regién se

subdivide ademas en un conector-aC y un dominio-aC.

Esta molécula, de 45 nm de largo y 9 nm de grosor, esta compuesta por dos juegos de tres
polipéptidos: Aa (alfa, isoforma predominante Aa-2 con 625 residuos, 66,5 kDa), BB (beta,
461 residuos, 52,0 kDa) y y (gama, isoforma predominante ya con 411 residuos, 46,5 kDa),



unidos mediante enlaces de hidrogeno y 29 enlaces disulfuro. Tiene dos regiones D conectadas
a una region central E mediante segmentos de triple a-hélices (hélices enrolladas) unidas por
seis puentes disulfuro. En la region E estan los extremos amino-terminales (N-terminales)
unidos por cinco puentes disulfuro simétricos y un “anillo” peptidico cerrado a traves de un
puente disulfuro. Los extremos carboxilo-terminales (C-terminales) de las cadenas BB y y se
encuentran en las regiones D, formando el nédulo-f y el nédulo-y, respectivamente. Mientras
que los extremos C-terminales de la cadena Aa forman una estructura independiente Ilamada
region aC, de una longitud de aproximadamente 400 residuos, con dos subregiones llamadas
conector-aC y dominio-aC, cuya estructura es parcialmente desordenada por lo cual no se
puede observar en el cristal. En la Figura 1.1 se puede observar un modelo de la molécula

completa de Fg, mostrando las regiones mencionadas. Finalmente, las cadenas B3 y y contienen

364

carbohidratos unidos mediante enlaces N-glucosidicos a residuos de Asn°®* en la cadena B y

Asn®® en la cadena y, formados por 4cido sialico, galactosa, manosa y N-
acetilglucosamina.l2®! La molécula de Fg tiene cuatro sitios de union a calcio de alta afinidad,

uno en cada nédulo-y y otro en cada nddulo-B.[45!

El Fg es una molécula muy heterogénea. Existen variantes fisioldgicas de la secuencia
aminoacidica de las cadenas Aa y y con diferentes PM, cargas y funciones de la proteina. En
adicion, la unién covalente a carbohidratos también modifica su PM.?! La variante AaE
contiene 236 aminoacidos mas que la cadena Aa y esta presente en el llamado Fg de alto PM,
de 420 kDa, el cual representa un 30% del Fg total circulante.[’] También existe una cadena y’
minoritaria producto del splicing alternativo del transcripto primario que implica la sustitucion
de la secuencia 408-411V en ya por una secuencia anionica de 20 aminoacidos (y"408-427) que
contiene dos residuos de tirosina (Tyr) sulfatados.!®°! Estas cadenas son capaces de transportar
trombina y factor X111 (fX111) en su extremo C-terminal.*® Las cadenas y” representan el 8%
del total de cadenas y y determinan que existan otras tres variantes de Fg de distinto PM: Fg 1
v-y (85% del total), Fg 2 heterodimérico y -y (15% del total) y Fg homodimérico y"-y" (1% del
total).[*]



1.2. Formacion de Fibrina

Cada cadena Aa contiene un fibrinopéptido A (FpA, Aal-16) en su extremo N-terminal, que

al ser clivado por trombina en el enlace Arg-Gly, deja expuesto un sitio de polimerizacion
llamado botén Ea, que da inicio a la formacién de Fb. Una porcién de Ea es la secuencia }'Gly-

Pro-Arg-Val?® (GPRV) que se encuentra N-terminal.['? Cada botén Ea se combina con un
bolsillo complementario en la region D (Da) de otra molécula de Fg. El bolsillo Da se encuentra
entre los residuos 337 y 379 de la cadena y (n6dulo-y). La asociacion entre Eay Da les permite
a las moléculas de Fb alinearse a través de las regiones finales y centrales que se superponen
de forma desplazada una longitud de medio monémero, para formar fibrillas doble cadena.

Estas fibrillas se asocian lateralmente para crear fibras con maltiples hebras.[*®!

La liberacion del fibrinopéptido B (FpB, Bf1-14) por accién de la trombina es mas lenta que
la del FpA. Este proceso expone otro sitio de polimerizacion, botén Eg, que comienza con los
residuos 1°Gly-His-Arg-Pro'® (GHRP) de la cadena B, e interacttia con un sitio complementario
de la cadena 3 en la region D, el bolsillo Db. Esta interaccion contribuye a la asociacion lateral
induciendo rearreglos en el nodulo-p de la region D, que promueven contactos intermoleculares
nodulo-B:nddulo-p. La polimerizacion de Fb des-BB (carente de FpB) resulta en el mismo tipo
de estructura fibrilar que con la Fb des-AA (carente de FpA), pero la resistencia del coagulo es
menor. La Figura 1.2 muestra el inicio del proceso de formacion de la red de Fb.['4

La region oC se origina en el residuo 220, donde emerge de la triple a-hélice. Es un brazo
flexible que puede disociarse y reasociarse intermolecularmente mediante interacciones no
covalentes, favoreciendo la agregacion bilateral para formar haces de mayor grosor.l*! Los
coagulos de Fb que se forman de un Fg carente de la porcién C-terminal de las regiones aC
presentan tiempos de coagulacion prolongados, turbidez disminuida y generan fibras mas
delgadas.[*®! En algunos casos las regiones aC estan cercanas y conectadas no covalentemente
a la region E, pero se disocian luego del clivado de FpB, lo que los deja disponibles para la
interaccion con regiones aC de otra molécula, promoviendo la asociacion lateral de méas
fibrillas.

Existen dos sitios constitutivos de auto-asociacion en el nodulo-y de la region D, que participan
en el ensamble y entrecruzamiento de la Fb, llamados yx. y D:D. El sitio yx. se superpone a la
region de entrecruzamiento, y la asociacion intermolecular entre dos sitios yx. promueve el

alineamiento de estas regiones para que se dé la transglutaminacion mediada por fXII1 activado

4



(FX111a).[*"! Cada sitio D:D esta situado en la porcion externa de la region D entre los residuos
275 y 300 del nédulo-y. Estos sitios son necesarios para el correcto alineamiento D-D.
Disfibrinogenemias congénitas como el Fg Tokyo Il (yYR275C), que presentan interacciones D-
D defectuosas, generan redes con mas ramificaciones debido al lento ensamble de Fb e

inapropiado posicionamiento de los monémeros.*8l

Fibrinogen m;%’»"&'a"&'a‘

Thrombln . FpA
) K FpB
(‘ holes
Fibrin monomer c,v,r,c,qcx,{,f,',f,v, ‘

B.A

\ knobs

%.:m ‘»’-b"-»'u"&"*:;

Half-staggered protofibril

Figura 1.2. Conversion de Fibrinégeno a Fibrina mediada por trombina. Cadenas Aa: rojas. Cadenas Bf: azules. Cadenas y:
verdes. La conversion de fibrindgeno en fibrina mediada por trombina procede mediante la eliminacién proteolitica de los
fibrinopéptidos de los extremos N-terminales de las cadenas Aa (FpA, 16 aminoacidos) y BB (FpB, 14 aminoacidos), quedando
el mondmero de fibrina. La exposicidn de los nuevos N-terminales en las cadenas a y B permite el encaje de estos “botones”
o “knobs” (A'y B) en “bolsillos” o “holes” (a y b) de los dominios globulares C-terminales de las cadenas y y B (nédulo-y y
nddulo-B, respectivamente). Las regiones aC promueven posteriormente la agregacion de protofibrillas semi-desplazadas en
fibras de fibrina integradas en una red de fibrina. Imagen extraida de revisién “Fibrinogen and fibrin: synthesis, structure,
and function in health and disease” de Alisa S. Wolberg.!14

En el sitio de entrecruzamiento presente en el nodulo-y, el fXllla cataliza la formacion de y
dimeros introduciendo enlaces covalentes intermoleculares amida entre el grupo amino de la
Lys*% de una cadenay y el grupo carbonilo de la GIn3% de la otra.[*®] EI mismo tipo de enlaces
son generados mas lentamente entre GIln y Lys de las cadenas Aa, creando a-oligomeros y
polimeros, y entre cadenas y y Aa.[??l Se han propuesto dos tipos de entrecruzamientos: el
longitudinal que liga los extremos de dos mondmeros alineados, y el transversal que entrecruza

cadenas y de dos mondmeros en hileras diferentes; existiendo evidencia el transversal seria el

tipo mas probable de entrecruzamiento.!*!



1.2.1. Arquitectura de la Red de Fibrina

La arquitectura de la Fb no es igual en todos los casos, existen muchas variaciones en su
estructura asociadas tanto a situaciones fisioldgicas como patoldgicas. Esta puede ser
homogénea o heterogénea si posee poros o nudos, respectivamente. Usualmente una
arquitectura compacta de porosidad disminuida se asocia con fibras mas finas y con muchas
ramificaciones, mientras que una estructura abierta generalmente se relaciona a fibras

gruesas.[?!] La estructura de la red de Fb determina la velocidad de lisis.!??]

En las redes de Fb existen dos tipos de ramificaciones.?®l La primera se da cuando dos fibrillas
doble cadena, mediante interacciones débiles, convergen lateralmente para formar fibrillas de
cuatro cadenas: la union bilateral. La convergencia lateral de fibrillas adicionales genera una
version multifibrillar de esta estructura. El otro tipo de ramificacion, llamada equilateral, se
forma por interacciones convergentes entre tres monoémeros de Fb, generando tres fibras doble
cadena. Este tipo de uniones se forman con mayor frecuencia cuando el clivado de los
fibrinopéptidos es lento, y produce redes mas ramificadas con una matriz menos porosa que la

formada en condiciones de altos niveles de trombina.[?4]

Existen muchos factores influyentes en las caracteristicas de la red de Fb: la concentracion y
calidad del Fg, la fuerza iénica del medio, la concentracién de iones calcio, la concentracion
de trombina y algunos estados patolégicos como diabetes mellitus (DM). Al aumentar la
concentracion de Fg la Fb resulta mas compacta y rigida, de mayor turbidez, menos permeable
y mas dificil de lisar.[?51 Otro ejemplo es que el Fg de alto PM genera una Fb maés abierta y
favorece el crecimiento de estructuras capilares.[?®! La presencia de anormalidades congénitas
0 adquiridas en el Fg también alteran su funcionalidad provocando desordenes hemostaticos.
El calcio mantiene la estructura y estabilidad a la vez que aumenta el grosor de las fibras, la
rigidez y resistencia mecanica de los geles de Fb.[?"]

1.3. Fibrinolisis

La fibrinolisis se da cuando la plasmina, producto de la activacién del plasmindgeno por el
activador tisular del plasmindgeno (tPA) cliva proteoliticamente a la Fb. EI tPA es sintetizado
por las células endoteliales vasculares y circula en el plasma. La activacion del plasmindgeno
mediada por tPA se ve acelerada ante la presencia de Fb y polimeros de Fg entrecruzados. La
activacién del plasmindgeno ocurre cuando éste se afiade al tPA unido a Fb, formando un

complejo ternario. Posteriormente el clivado de la Fb por la plasmina, que hidroliza enlaces



arginil y lisil en las hélices enrolladas, crea sitios de union adicionales, potenciando la
fibrinolisis. Hay dos sitios en la Fb involucrados en la activacion del plasmindgeno por tPA:
a148-160 (similar afinidad por tPA y plasminogeno) y y312-324 (exclusivamente tPA). Ambos
sitios son cripticos en el Fg, pero se exponen durante la formacion de la red de Fb, como
consecuencia de interacciones intermoleculares D:E que inducen cambios conformacionales
en la region D.[?82%30] Esa exposicion se revierte cuando el complejo se disocia. Sin embargo,
en el Fg hay un sitio de union a plasmindgeno de alta afinidad en la porcion distal del dominio-
aC, en la cual también hay un sitio de union a tPA, lo cual regula la fibrinolisis dejando al
plasmindgeno disponible para la formacion del complejo ternario en el sistema Fb.[3!

La degradacion del Fg por plasmina genera fragmentos X, Y, D y E. El fragmento X resulta
cuando se clivan las regiones aC, y cuando ocurre el clivado en la mitad de una de las regiones
de triple hélices enrollada se generan los fragmentos Y y D. El subsecuente clivado de los
fragmentos Y produce los fragmentos D y E.[*?! Debido al entrecruzamiento, los productos de
degradacion de Fb son diferentes, y la degradacion se da mas lentamente. EI mas pequefio,
llamado complejo 1 es DD/E y resulta del clivado de ambas triple hélices manteniéndose las
uniones no covalentes entre la region E central de una molécula y dos regiones terminales D
de otras dos moléculas. EI complejo 2 consta de dos fragmentos YD/DY idénticos orientados
como imagen especular. ElI complejo 3 contiene las subunidades YY y DXD intactas, y el
complejo 4 son los fragmentos YXD o DXY (Figura 1.3).F1 La ruptura posterior de los
complejos mas grandes lleva a la formacion del complejo 1.5

S N

DD/E YD/DY YY/DXD

Figura 1.3. Representacion esquematica de la degradacion de Fibrina por plasmina. Se muestra una fibrilla de doble cadena.
Las lineas punteadas indican el sitio de clivado por plasmina para generar los complejos 1 (DD/E), 2 (YD/DY) y 3 (YY/DXD).
Imagen extraida de revisién “Fibrinogen: Structure, Function, and Surface Interactions” de Cristina Fuss et al.3!



La velocidad de la fibrinolisis estd estrechamente relacionada con la arquitectura de la red de
Fb. Dado que la plasmina corta transversalmente fibras individuales, las fibras delgadas seran
cortadas antes que las gruesas. Redes de estructura abierta se lisan a mayor velocidad que las
compactas, a causa de la menor cantidad de fibras por unidad de volumen y que los

componentes fibrinoliticos pueden moverse mas libremente dentro de la red.[?!!

El inhibidor de plasmina, az-antiplasmina (o2-AP), puede ser entrecruzado covalentemente a
las cadenas Aa en la posicion 303, por el fXIlla, y su presencia aumenta la resistencia a la
fibrinolisis.**1 Ademas, el inhibidor del activador del plasminogeno (PAI-1y -2), un inhibidor
de la activacion de plasminogeno por tPA, puede ser entrecruzado a la Fb en varios sitios en el

dominio-aC lejanos al a:303, amplificando la resistencia a la fibrinolisis.[*!

1.4. Otras Interacciones con Fibrindgeno v Fibrina

La union de trombina a Fg se da a través de un sitio de reconocimiento en la trombina: exositio
1.1%61 Esa interaccion no slo promueve el clivado y liberacion de FpA y, eventualmente, FpB,
sino que genera una Fb con potencial de unirse a trombina, pero no como su sustrato. Esta
capacidad de la Fb se le llama actividad antitrombina | (AT-1)31y est4 representada por dos
tipos de sitios de union a trombina, uno de baja afinidad en la region E (dos por molécula
aproximadamente) y otro de mayor afinidad en la region D de moléculas que contienen una
cadena y".[*® La union de baja afinidad involucra residuos en los extremos N-terminales de las
cadenas a, By 1. Los sitios de alta afinidad se encuentran en los extremos C-terminales de
las cadenas y~ entre los residuos 414 y 427, y los residuos de Tyr sulfatados en 418 y 422
incrementan el potencial de union. Existen estudios que relacionan la deficiencia o defecto en

la actividad AT-1 con mayor riesgo de sufrir enfermedades tromboembélicas.[*]

La lipoproteina(a) (Lp(a)) es un complejo lipoproteico aterogénico formado por apoLp(a) unida
mediante puentes disulfuro a la mitad apoLp B-100 de la lipoproteina de baja densidad (LDL).
Se une a la Fb y Fg degradados por plasmina, en el dominio-aC mediante un mecanismo lisina
dependiente, compitiendo con el plasmindgeno por los sitios de unidn, y es entrecruzada al Fg

en presencia de fXIlla. Su presencia en el Fg tiene un efecto inhibidor de la fibrinolisis.[*"]

La glicoproteina rica en histidina (HRGP) es una proteina plasmatica y plagquetaria que se une
especificamente al Fg y la Fb de forma idnica. La union a Fg tiene efecto sobre la cinética de
conversion de Fg a Fb, enlenteciéndola y generando geles de menor turbidez. La interaccion

con Fb tiene un rol en la interaccion célula-célula entre plaquetas y macréfagos.*!l Una alta
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proporcion de esta proteina circula ligada al plasmindgeno lo cual reduce la concentracion

efectiva de plasmindgeno.*l

Ademéas de mediar el ensamble de Fb, la secuencia p15-42 une heparinal®®! y participa en
interacciones celulares y con la matriz. Dicha secuencia media el spreading plaquetario,¥ la
proliferacion fibroblastica, la union con células endoteliales,*® la formacion y proliferacion de
capilares interactuando con el receptor endotelial vascular cadherina (VE-cadherina)“®! y la
liberacion de factor de von Willebrand (VWF).1 El spreading plagquetario es un proceso por
el cual las plaquetas adherentes primero se aplanan en los sitios de lesién vascular y aumentan
su &rea de contacto mediante la deformacion de la membrana plasmatica, el cual constituye un

paso crucial para la hemostasia y la trombosis.

Ocurren muchas interacciones celulares con el Fg y Fb a través de la unién a integrina por las
secuencias Arg-Gly-Asp (RGD) en Aa572-575 (RGDS) y posiblemente en A095-98
(RGDF).I*81 En el caso de las plaquetas, los sitios RGD compiten con la secuencia ya400-411

por la unién a la integrina oupPs.1*!

La integrina leucocitaria ampB2 (Mac-1) es un receptor de Fg (y Fb) de alta afinidad en
monocitos y neutrdfilos activados, muy importante en la respuesta inflamatoria.[®°! El sitio de
union al Mac-1 se encuentra en la region D y contiene dos secuencias peptidicas: y190-202
(P1) y y377-395 (P2). P1 es parte integral del nodulo-y mientras que P2 esta inserto en este

nodulo y forma una lamina-p antiparalela con P1.554

La superficie de interaccion con Fg méas importante es el receptor GP Ilb-1lla de las plaquetas.
Esta interaccion se da luego de que el Fg se une a las integrinas plaquetarias. Existen seis de
estos sitios en una molécula de Fg. Una secuencia de 11 aminoécidos en el extremo C-terminal
de las dos cadenas y es crucial para el reconocimiento especifico de la integrina aunfs (que
forma parte de GP Ilb-111a) en las plaquetas activadas, permitiendo la union de una plaqueta en
cada extremo o de una plaqueta con las dos interacciones. Esto es esencial para la incorporacion
de Fg granular al coagulo en formacion, y este Fg también es un cofactor para la agregacion y

liberacion.”4

En adicion a las muchas interacciones ya comentadas, hay otras proteinas que se unen al Fg y

Fb y afectan su comportamiento. La fibronectina se une a la cadena o en la region C-terminal

de la Fb a través del entrecruzamiento por fXIlla con el residuo GIn3® de la primera,®3



incrementando el grosor y la rigidez del coagulo.® El factor de crecimiento fibrobléstico-2
(FGF-2) y el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) se unen a Fg y potencian la
proliferacion celular. La interleuquina-1p (IL-1pB) es participante de la respuesta inflamatoria

y también se une al Fg (y Fb).5

2. Estrés Oxidativo

Las células utilizan oxigeno (O-) para generar energia y forman especies reactivas radicalarias
y no radicalarias, con propiedades oxidantes y nitrantes, como resultado principalmente de la
produccidn de adenosin trifosfato (ATP) mitocondrial. La produccion de oxidantes bioldgicos
es necesaria para mantener la homeostasis celular y se ha demostrado que es crucial para los
procesos fisioldgicos. Mas especificamente, las especies reactivas superoxido (O2™) y oxido
nitrico (NO") son productos de la funcién celular normal y se utilizan en varios procesos
fisioldgicos. Esto incluye la sefializacion celular, la respiracion mitocondrial, la vasodilatacion
y la defensa celular durante la fagocitosis por células inmunitarias como los neutréfilos. Esos
agentes reactivos, si no son detenidos por la accion de antioxidantes, que forman especies no
toxicas, forman parte de una cadena de propagacion donde se combinan con otros para formar
especies mas dafiinas.[®®! Estos antioxidantes forman parte de un sistema de defensa natural que

todos los organismos poseen.

o,

Controls HZOZ Controls

BR--. NO _ G

0,

ROOH

7N
Low Exposure High Exposure
Specific Targets Unspecific Targets

Oxidative Eustress Oxidative Distress
Redox Signaling Disrupted Redox Signaling

Adaptive Responses
(e.g. NF-kB, Nrf2, HIF)
Physiology / Pathophysiology
Health / Disease

Figura 1.4. El estrés oxidativo y su relacion con la sefializacion redox. Diversos oxidantes son producidos por fuentes
enddgenas o exdgenas. Sus niveles en estado estacionario también son controlados por reacciones de eliminacion
(sumideros). Una baja exposicién a oxidantes permite dirigirse a objetivos especificos en el uso de la sefializacion redox
(eustrés oxidativo), mientras que una alta exposicién conduce a una sefializacién redox interrumpida y/o dafio a
biomoléculas (distrés oxidativo). Las respuestas adaptativas modulan y contrarrestan estos efectos. El resultado contribuye
a los procesos de salud y enfermedad. Extraido de “Oxidative Stress: Eustress and Distress in Redox Homeostasis” de Helmut
Sies.[58]
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Cuando las especies reactivas se producen en exceso y no son equilibradas por la capacidad
antioxidante, puede producirse estrés oxidativo y efectos adversos asociados. El concepto de
estrés oxidativo fue formulado en el afio 1985 y ha ido evolucionando con el tiempo y los
numerosos hallazgos realizados. Se define como un “desbalance entre oxidantes y
antioxidantes a favor de los oxidantes, llevando a una disrupcion de la sefializacion y control
redox y/o a dafio molecular”.[5"%8 E| estrés oxidativo se clasifica de acuerdo a la intensidad,
desde lo fisioldgico (eustrés) al estallido toxico que dafia biomoléculas (distrés). La exposicion
a bajas concentraciones de especies oxidantes y nitrantes se utiliza para sefializacion redox con
dianas especificas, mientras que la alta exposicion resulta en dafio a dianas inespecificas.[®®! La

Figura 1.4 esquematiza estas definiciones.

2.1. Distrés Nitroxidativo

Dada la gran diversidad de oxidantes con sus amplios rangos de reactividad quimica y
bioldgica, se han definido varios subtipos de estrés oxidativo, de acuerdo a la forma en que se
generan. Uno de esos subtipos es el estrés nitroxidativo (estrés oxidativo y nitrativol®®)) que
representa la actividad nitrativa del peroxinitrito (ONOO"). Entonces, el distrés nitroxidativo
es un proceso en el cual la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y nitrogeno
(RNS) supera los mecanismos antioxidantes generando un desbalance a favor de las primeras.
Por ende, representa un estado en el cual hay niveles elevados de ROS y RNS, los cuales, como
ya se indico, son productos del metabolismo de los organismos aerobios, que han sido
parcialmente reducidos y tienen una alta reactividad y capacidad oxidante y nitrante. En la
Tabla 1.1 se presenta una lista de ellos.[6262]

La sobreproduccion de estas especies, asi como la deficiencia de mecanismos antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos, lleva a un estado de desequilibrio prooxidante con divergentes
efectos en las funciones celulares como ser diferenciacion y crecimiento celular, sefializacion
de factores de crecimiento, respuestas mitogénicas, modulacion de la matriz extracelular y
disparo de apoptosis, inactivacion de NO°, deteccion de O, y estimulacion de genes
proinflamatorios y quinasas.[®®! Los agentes oxidantes y nitrantes tienen un muy breve tiempo
de vida media (mili, micro o nanosegundos), baja selectividad y elevada reactividad, por lo
cual reaccionan facilmente con biomoléculas intra y extracelulares como lipidos, proteinas,
acidos nucleicos y membranas, dafiando su estructura y funcionalidad. Por ejemplo, su accion
sobre las proteinas puede resultar en una pérdida o ganancia de funcién. No obstante, también

existe evidencia de que estas especies al producirse de forma regulada ayudan a mantener la
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homeostasis a nivel celular en tejidos sanos, tienen un papel como segundos mensajeros y

modulan vias de sefializacién.[64

Durante la situacion de distrés nitroxidativo, estos oxidantes y nitrantes biolégicos pueden
reaccionar con los lipidos, proteinas y/o el ADN, alterando su funcién normal, lo cual tiene
diversas implicaciones en enfermedades.l®® La magnitud y las consecuencias del distrés
nitroxidativo dependen tanto de la intensidad como de la duracién de la condicién. Existen
numerosos estudios que demuestran que el distrés nitroxidativo estd involucrado en la

fisiopatologia de enfermedades como DM, hipertension arterial (HTA), enfermedad

cardiovascular, aterosclerosis, tabaquismo y envejecimiento.[®]

Especies Reactivas del Oxigeno (ROS)
Especies Radicales Especies No Radicales
02" Superoxido H20; Perdxido de hidrégeno
OH® Hidroxilo HOCI Acido hipocloroso
RO>* Peroxilo (O] Ozono
CnH2n+2)-1"° Alquilo 10, Oxigeno singulete
RO* Alcoxilo RCO Carbonilos excitados
HO>* Hidroperoxilo ROOH Hidroperoxido
HQ’ Semiquinona
Especies Reactivas del Nitrogeno (RNS)
Especies Radicales Especies No Radicales
NO* Oxido nitrico ONOO Peroxinitrito
NO;* Di6xido de nitrégeno ONOOH Acido peroxinitroso
ONOOCO2” Nitrosoperoxicarbonato
02NOO° Peroxinitrato
ROONO Alquilperoxinitritos
\PIOF] Triéxido de dinitrégeno
N204 Tetradxido de dinitréogeno
HNO: Acido nitroso
NO2* Catidn nitronio
NO2 Nitrito
NO Anidn nitroxilo
NO* Catidn nitroxilo
NOCl Cloruro de nitrilo

Tabla 1.1. Especies Reactivas de Oxigeno y Nitrégeno, radicalarias y no radicalarias. Ademas, existen otras

especies reactivas de cloro, bromo, azufre, selenio y carbonilo.
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Las principales fuentes de ROS y RNS son la cadena de transporte electronico de la
mitocondria y el reticulo endoplasmatico.[”] Son producidos por todos los tipos celulares
(neutrofilos, monocitos, macréfagos, etc.) y existen enzimas capaces de sintetizarlos también,
las mas importantes son la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa,
xantina oxidasa (XO) y o¢xido nitrico sintasa (NOS); pero también hay otras como la
mieloperoxidasa (MPOQO), aldehido oxidasa, ciclooxigenasa (COX), lipoxigenasa,
deshidrogenasa, triptofano-dioxigenasa y flavoproteina-deshidrogenasa.[®®! La Figura 1.5
muestra esquematicamente cudles son las fuentes enddgenas de ROS y RNS.

Metales de transicion:

Lisosomas MPO

Membrana plasmatica:
S lipooxigenasas,
0 _A prostaglandina sintasa,
NAPDH oxidasa

Peroxisomas:
oxidasas y
flavoproteinas

Reticulo endoplasmatico:
oxidacion microsomal,
flavoproteinas y enzimas CYP

Citoplasma:

xantina-oxidasa y NOS
Mitocondria:

transporte electrénico

Figura 1.5. Fuentes enddgenas de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. MPO: mieloperoxidasa. NOS: dxido nitrico
sintasa.

2.2. Especies Reactivas de Oxigeno

En los organismos eucariotas méas del 90% de las ROS son producidas en la cadena de
transporte electronico, durante la cual un pequefio nimero de electrones son transferidos al O2
de forma prematura, formando O2", una ROS primaria.[%® Las células inflamatorias fagociticas
del sistema inmune, como los neutrofilos, utilizan O>™ y peroxido de hidrogeno (H202) para
destruir a los patogenos. Esta reaccion es catalizada por la enzima de membrana NADPH
oxidasa que genera O™ al donar electrones desde NADPH al Oa.

En celulas no fagociticas, citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-1p e

interferon gama (IFN-y), al unirse a sus receptores estimulan la generacion de ROS importantes
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para la sefializacion. Varios factores de crecimiento, al unirse con sus receptores tambien los
generan e inician sefiales mitogénicas, y también, dependiendo de su isoforma, son capaces de
inhibir o activar a la NADPH oxidasa.[’"™ Otros estimulos como angiotensina I1, serotonina, 5-
hidroxitriptamina, bradiquinina, trombina y endotelina, también generan especies oxidantes al

interactuar con receptores acoplados a proteina G.["]

El radical hidroxilo (OH") es una de las ROS mas reactivas; tiene una vida media de 10°°
segundos in vivo, y, por lo tanto, cuando se produce, reacciona en su sitio de formacién. Bajo
condiciones fisioldgicas normales, el OH' se produce mediante la escision del H2O», catalizada
por metales de transicion, en un proceso conocido como la reaccion de Fenton.’ Bajo
condiciones de estrés oxidativo, como las que ocurren durante el estallido respiratorio, el
exceso de O2" promueve la liberacion de hierro libre de proteinas que contienen hierro, como
las proteinas hierro-azufre (4Fe-4S). El hierro divalente liberado (Fe**) puede participar en la
reaccion de Fenton catalizada por metales, produciendo radicales altamente reactivos (Fe?* +
H,0, — Fe®" + OH" + OH").

2.3. Especies Reactivas de Nitrogeno

Las RNS incluyen los radicales NO" y didxido de nitrégeno (NO2"), ONOQO-, y otros 6xidos de
nitrégeno y productos que se generan cuando el NO* reacciona con el O, y alcoxilo (RO"). El
NO tiene un rol importante en el sefialamiento celular, vasodilatacion y respuesta inmune. Es
una pequefia molécula neutra sintetizada de forma constitutiva a nivel endotelial por la eNOS
en una reaccién donde la L-arginina y el Oz son convertidos en NO" y citrulina a través de un
proceso oxidativo de cinco electrones, requiriendo varios cofactores como flavin adenin
dinucleétido (FAD), flavin mononucleétido (FMN), NADPH, tetrahidrobiopterina y hemo.l’]
Existiendo, ademas, una forma constitutiva neuronal (nNOS) y una forma inducible (iNOS).
El NO" también es producido probablemente por reacciones no enzimaticas como la reaccion
de nitritos con el &cido en el estomago.["? EI NO" no es particularmente problematico in vivo,
ya que existen mecanismos suficientes para prevenir su acumulacion. Es menos reactivo que
el O." y difunde desde la célula a través de la membrana celular hacia los globulos rojos (GR).
Una vez en los GR, se convierte en nitrato (NOs") mediante una reaccion con oxihemoglobina,
lo que limita su vida media a medio segundo.l”>"81 EI NO" en concentraciones micromolares
inhibe la catalasa y el citocromo P-450, involucrados en el metabolismo oxidativo. De manera
similar, también puede inhibir a la enzima citocromo c¢ oxidasa, lo que incrementa

transitoriamente la fuga de O>™ de la cadena de transporte de electrones mitocondrial.

14



2.3.1. Formacion de Peroxinitrito

Como ya se dijo, el NO" es un radical libre y como tal puede participar en reacciones con otras
especies reactivas.l’”"1 Por otro lado, el O, existe en forma de anidn, el cual es mas propenso a
donar un electrén que a aceptar uno de otra molécula. Cuando ambas especies, NO'y O, son
sintetizadas en proximidad, la reaccion limitada por difusion entre el 02"y el NO* (Km 10*° M-
1s1) produce un agente fuertemente oxidante y nitrante: el ONOO". La reaccion radical-radical
entre el 02" y el NO" para producir ONOO"™ es mas rapida que la reaccion entre el 02" y la
superoxido dismutasa (SOD) para su dismutacion (k = 1,9 x 10° M1s™), y compite eficazmente
con ella.[”® Entonces el interjuego entre la produccion y eliminacion de O2™y su reaccion con
el NO® modulan la actividad biolégica de éste. Un aumento de 10 veces tanto en O2™ como en
NO' puede resultar en un aumento de 100 veces en la formacion de ONOO". En condiciones
inflamatorias hay un aumento de los reactivos del orden de 1000 veces, lo que resulta en un
aumento de 1000000 veces en la formacion del producto ONOO-.["! EI ONOO" a pH
fisiolégico es capaz de protonarse para dar acido peroxinitroso (ONOOH, pKa = 6.8) que

genera OH* y NO>", 0 se descompone a NOs™ (Figura 1.6).[8%

'NO, + CO;”

T 35%

[ONOch'Z] Eofb NO; +CO;

COz | m
"NO + OF — ONOO™ === ONOOCH ﬁ[No ‘OH] WNog
ﬂ\ RHJ T 30% | IV
M 'NO, + -OH

Figura 1.6. Vias de reaccién del peroxinitrito. Los nimeros | a V indican posibles destinos del peroxinitrito: las reacciones
directas incluyen la oxidacidn de un electréon de centros metalicos de transicion (Fe, Mn, Cu) (1); la oxidacion de dos electrones
con un sustrato objetivo (RH) (1) y la formacidn de nitrosoperoxicarbonato (ll1), que se descompone rapidamente en radicales
secundarios. El 4cido peroxinitroso sufre homolisis para producir radicales libres NO,* y OH* (IV) o se reorganiza a nitrato (V).
Imagen extraida de “Unraveling peroxynitrite formation in biological systems” de Rafael Radi et al.[80]

En comparacion con el anion, el ONOOH es mas reactivo y podria ser el responsable de la
mayoria de las reacciones citotoxicas atribuidas al ONOO". Sus principales reacciones incluyen

oxidaciones de uno y dos electrones y nitraciones.
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El enlace O-O del ONOOH puede ser roto homolitica y heteroliticamente:
Ruptura homolitica:  HOONO <« OH* + NO2*
Ruptura heterolitica:  HOONO <> OH" + NO,*

La primera reaccion rinde dos oxidantes potentes y podria ser responsable de la oxidacion,
mientras que la segunda genera un poderoso agente nitrante y podria guiar las reacciones de
nitracion. lones metélicos podrian catalizar el clivado heterolitico porque la separacion inicial
de cargas requiere una alta energia de activacion. Sin embargo, la ruptura homolitica no es
posible cinética ni termodinamicamente,®® y se ha postulado que el rearreglo del &cido
peroxinitroso para dar acido nitrico involucra un intermediario de alta energia: ONOOH*, el
cual reacciona con sustratos para formar productos similares a los formados por el radical
OH".1%] Entonces:

H* + ONOO™ «> ONOOH
ONOOH < ONOOH*
ONOOH* — NO3™ + H*

Ademas, la interaccion del ONOO" con bicarbonato, presente en el medio, es importante para
su reactividad. Las especies formadas por la reaccion del ONOO" con el carbonato son mas
reactivas y de menor vida media que el ONOO". Estas especies serian radicales libres

bicarbonato:
ONOO + HCO3 + H* — HCO3" + NO2" + HO"

Por esto, e independientemente del mecanismo involucrado, el contenido de bicarbonato en

una reaccion es un factor importante a tener en cuenta.

La reaccion del ONOOH con H20> se da por un mecanismo de un electron y resulta en la

liberacion de oxigeno:
ONOOH + H,0, — 05" + H,0 + NO," + H*
0, + H < HOy
HO, + Oy + Ho0 «» HoOp+ Oy + HO-
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Asi, el NO' es prooxidante pues el ONOO™ generado es un agente fuertemente oxidante y
nitrante a nivel de proteinas y lipidos de membrana e intracelulares.®® Incluso a pH fisiol6gico
su relativa estabilidad le permite difundir a través de largas distancias a escala celular y hasta
atravesar membranas. El anion ONOO" es relativamente estable en soluciones basicas (pH>12)
y puede mantenerse congelado a -80 °C por semanas. En solucidn tiene un color amarillo y se

determina su concentracion midiendo absorbancia a 302 nm (e = 1670 M-*cm™).[84

Existe una relacion inversa entre reactividad y especificidad, es decir que las especies altamente
reactivas son menos especificas con lo que reaccionaran. Por ejemplo, se ha demostrado que el
OH" es tan reactivo que solo puede difundir aproximadamente el diametro de una proteina
desde su sitio de produccion. En contraste, el ONOO" reacciona mas lentamente que el OH’,
por lo que su area de accion es mayor y mas selectiva en cuanto a con qué reaccionara. En
consecuencia, el ONOO" puede influir en procesos bioldgicos. Se ha demostrado que el ONOO"
es mas eficiente en la produccion de iones OH™ que la reaccion de Fenton. El radical OH' puede
hidroxilar al acido benzoico, y también reacciona con muchos compuestos fen6licos como
fenol, salicilato y Tyr,®!y residuos de Tyr en proteinas abstrayendo el hidrégeno, y el NO*
restante del ONOO" luego reacciona con el anillo aroméatico para formar derivados 3-

nitrotirosina (NO2Tyr) a través del radical intermediario tirosilo (Figura 1.7).186:87]
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Figura 1.7. Vias de oxidacion de la tirosina por peroxinitrito. Los compuestos representados son tirosina (1), radical tirosilo
(1), aducto de radical tirosina-hidroxilo (lll), 3-nitrotirosina (IV), 3,3'-ditirosina (V), 3-hidroxitrosina (VI), todos los cuales
pueden producirse durante las reacciones de oxidantes derivados del peroxinitrito con la tirosina. Tanto el CO3* como el
NO,* pueden realizar una abstraccion de un electrén de la tirosina para producir el radical tirosilo, mientras que el OH®
predominantemente conduce a la formacién de un aducto de radical que puede descomponerse por eliminacién de agua en
radical tirosilo, o ser oxidado a 3-hidroxitrosina, entre otras reacciones. También se muestran o-tirosina (VII) y 3-clorotirosina
(VIn), productos de la reaccién del OH® o HOCI con la tirosina, respectivamente. Imagen extraida de “Unraveling peroxynitrite
formation in biological systems” de Rafael Radi et al. 180
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El triptéfano también puede ser nitrado.[®®! Esta reaccion de nitracion involucra el clivado
heterolitico del ONOOH para generar el ion nitronio (NO2") y el anién hidroxilo (OH"), como

se mostrd anteriormente, y el NO>" nitra al sustrato.

Son al menos tres las vias oxidativas que hacen al ONOO" tan reactivo: descomposicion
catalizada por ion hidrégeno (H*) para formar un intermediario con la reactividad del radical
OH" y NO2",8% reaccion directa del anion con grupos sulfhidrilos,®® y reaccion con iones

metalicos para formar potentes agentes nitrantes parecidos al ion NO2*.[°1

El ONOO" esta involucrado en la patologia de muchas enfermedades, en la mayoria de las
cuales la evidencia que lo implica es la deteccion de NO2Tyr en los tejidos dafiados. Algunas
de esas enfermedades son ateroesclerosis, artritis reumatoide, enfermedades
neurodegenerativas, inflamacion aguda y sindrome de distrés respiratorio (ARD).°2 Este
compuesto puede oxidar seroalblmina bovina (BSA) generando grupos carbonilos, y se ha
encontrado que altas concentraciones causan fragmentacion. También induce la peroxidacion
de lipidos y la nitracion de proteinas y compuestos fendlicos de bajo peso molecular, que se
asumen como una marca de la presencia de ONOO" in vivo. Aungue hay otros agentes nitrantes
como el NO2', éstos no contribuyen a la formacién de NO2Tyr in vivo por la existencia de
reacciones competitivas. En las proteinas del plasma humano aproximadamente el 0.7 % de los
residuos de Tyr estan nitrados. En las proteinas de los leucocitos polimorfonucleares la fraccion

de residuos nitrados es mayor (1.4 %).[%l
2.3.2. Significancia Biol6gica del Peroxinitrito

Los efectos del ONOO" in vitro se han probado usando concentraciones tan altas como 0.1-1
mM para producir efectos medibles. Sin embargo, debe tenerse en cuenta la rapida
descomposicion del ONOO" in vivo y compararse la toxicidad en unidades de tiempo por
concentracion. La exposicion neta al ONOO™ puede ser calculada por la cinética de seudo

primer orden de su descomposicidn. La concentracién de ONOO" a tiempo t es:
[ONOO~], = [ONOO™], e~ ¥t

Donde k es la constante de descomposicion del ONOO". Integrando esta ecuacion con

respecto al tiempo desde cero a infinito se obtiene la exposicién neta:

® —[ONOO~ ® ONOO~
[ ton00r3,ae = N0 " 104007
. k 0 k
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con unidades de tiempo por concentracion. Se puede calcular que la exposicion a, por
ejemplo, un bolo de 250 uM es equivalente a una exposicion estable a 1 uM durante 7

minutos.[%49°]

2.4. Mecanismos Antioxidantes

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que retrasa o inhibe la oxidacion de un
sustrato.l®® Los antioxidantes son aquellas sustancias que previenen la produccion o
neutralizan las ROS y RNS, cuando estas se encuentran en concentraciones significativas.[®’]
Esa defensa antioxidante que tiene como objetivo contrarrestar los efectos negativos de los
agentes oxidantes, se puede clasificar como interna o externa (origen nutricional), y como
enzimatica y no enzimatica. Los mecanismos antioxidantes enzimaticos incluyen a la SOD,
que se encuentra en tres isoformas (Cu/Zn, mitocondrial y extracelular) y cataliza la
dismutacion de O,™ en H20; y 0.1 También es importante la enzima glutation peroxidasa
(GSH-Px) que reduce al H20; y peroxidos lipidicos a agua y alcoholes lipidicos oxidando
glutation (GSH) a disulfuro de glutatién. Otras enzimas antioxidantes son la catalasa (CAT)
que convierte H2O2 en Oz y H2O, hemo oxigenasa (HO), glutation reductasa (GSH-R) y
peroxiredoxinas. Los antioxidantes no enzimaticos son moléculas de bajo peso molecular como

el GSH, la vitamina C, vitamina E, carotenoides y retinoides.

Los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos actan de manera cooperativa; por ejemplo, la
reduccién de la vitamina C por el tripéptido antioxidante GSH es respaldada por la GSH-R,
que regenera el GSH reducido utilizando NADPH como reductor. Otro buen ejemplo de como
los antioxidantes actuan cooperativamente es el antioxidante a-tocoferol (vitamina E), un
antioxidante no enzimatico, que se ha demostrado que es uno de los antioxidantes mas
eficientes en la neutralizacion de lipidos mediante reduccion. El radical tocoferoxilo resultante
es luego reducido nuevamente a su forma original por el anién soluble en agua ascorbato
(vitamina C). Estos antioxidantes no enzimaticos requieren reduccion enzimética para volver
a su estado anterior. En la mayoria de las células, los tres antioxidantes enzimaticos mas
abundantes son SOD, CAT y GSH-Px.[*°

2.5. Modificaciones Postraduccionales Nitroxidativas en Proteinas

Como ya se comentd, los oxidantes y nitrantes bioldgicos pueden modificar biomoléculas,
incluyendo ADN, lipidos y proteinas. Las principales razones para un aumento en el nivel de

proteinas oxidadas o nitradas pueden desglosarse en cuatro factores principales: un aumento
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en la tasa de produccién de ROS o RNS, una disminucién en la eliminacion de esas ROS o
RNS por antioxidantes, una mayor susceptibilidad de las proteinas (por ejemplo, debido a una
estructura alterada) y, finalmente, una disminucion en la tasa de eliminacion de proteinas

modificadas por proteasas.!*?!

Las proteinas pueden ser oxidadas o nitradas, entre otras modificaciones posibles, de varias
formas, todas consideradas modificaciones postraduccionales (PTMSs) nitroxidativas. Estas
modificaciones pueden ocurrir de maltiples maneras. El primer tipo de modificacion involucra
la escision oxidativa del esqueleto de la proteina o de la cadena lateral de los aminoacidos. Los
residuos mas susceptibles a este tipo de modificaciones de escision oxidativa del esqueleto son
Pro, Arg, Lys, Thr, Glu y Asp. EI mecanismo involucra la abstraccion de un atomo de
hidrogeno a por un radical, causando la escision del esqueleto en el enlace peptidico; esto deja
un radical centrado en carbono, que reacciona con O. para formar un intermedio radical
peroxilo-alquilo, seguido por la formacion de un peroxido de alquilo y, finalmente, un radical
alcoxi. En ausencia de oxigeno, el radical de carbono formado durante la fragmentacion
oxidativa del péptido también puede formar un enlace cruzado carbono-carbono con otra

proteina.[101]

Otro tipo de modificacion postraduccional que puede ocurrir es en las cadenas laterales de los
aminodcidos, las cuales varian en su susceptibilidad a la modificacion.[*°? Por ejemplo, la
fosforilacion esté involucrada en las vias de sefializacion celular, la metilacion y la acetilacion
en la regulacién de la transcripcion génica y la funcion proteica; y la hidroxilacion en las vias

de excrecion del metabolismo de farmacos.

Algunas de modificaciones son una consecuencia quimica del distrés nitroxidativo; por
ejemplo, la formacion de carbonilos en los aminoacidos Lys, Pro, Thr y Arg son marcas bien
establecidas y medidas del dafio oxidativo general. Los aminoécidos que contienen cadenas
laterales de azufre, Cys y Met, son especialmente destacables ya que se encuentran entre los
residuos mas sensibles a la oxidacion por casi todas las formas de oxidantes biolégicos. Las
modificaciones oxidativas en las cadenas laterales de Cys incluyen mono, di y tri oxidacion,
llamadas respectivamente &cidos sulfénico, sulfinico y sulfénico.l*%! Incluso bajo condiciones
leves de distrés oxidativo, los residuos de Cys pueden modificarse a disulfuros y la Met a
metionina sulfoxido (MeSOX). Las modificaciones oxidativas de estos aminoacidos son
reversibles, y podrian considerarse las unicas modificaciones verdaderamente reversibles de

los residuos de aminoacidos. Fisiolégicamente, la formacion de disulfuros es la consecuencia
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mas comun de la oxidacion de Cys, y es reversible mediante la reduccién de vuelta al estado
de tiol por el sistema de tiorredoxina. La Met también tiene una cadena lateral que contiene
azufre, la cual puede ser oxidada por una variedad de oxidantes bioldgicos. La forma oxidada
de la Met, MeSOX, al igual que la Cys, puede ser reducida a su estado original. Esta reduccion
es catalizada enzimaticamente por la metionina sulféxido reductasa (MSR), vy
consecuentemente, la MSR se considera una enzima antioxidante y de reparacion de
proteinas.['° La oxidacion de los residuos de Met usualmente tiene poco efecto bioldgico, y
la reduccion ciclica de MeSOX actla como un eliminador innato de oxidantes bioldgicos para

proteger a las proteinas de modificaciones oxidativas irreversibles extensas.

También se ha reportado que la His es uno de los aminoacidos mas susceptibles a reacciones
de oxidacion. Una modificacion comin de la His es la 2-oxo-histidina, que ocurre tras la
exposicion al H20,.[1%1 Otro residuo susceptible a las PTMs nitroxidativas es el Trp, que puede
modificarse a N-formilquinurenina; quinurenina, 5-hidroxitriptéfano, 7-hidroxitriptéfano y

nitrotriptofano.

Como se describio anteriormente, las modificaciones en los residuos de Tyr después de la
exposicion a especies nitrantes pueden formar NO2Tyr, que se considera un posible marcador

de isquemia e inflamacidn.[0¢l

El dltimo tipo de modificacién en las proteinas es la adicién indirecta de productos oxidativos

moleculares, por ejemplo, la adicion del producto de la peroxidacion lipidica malondialdehido.

Debido a que las proteinas tienen muchas funciones Unicas diferentes, tales modificaciones
nitroxidativas pueden tener diversas consecuencias funcionales. Por ejemplo, las
modificaciones estructurales oxidativas en las enzimas pueden inhibir su actividad normal. Las
enzimas con metales cerca de su sitio activo son particularmente susceptibles a la oxidacion
catalizada por metales, lo que conlleva una inhibicién de la funcién. Este tipo de
modificaciones puede tener efectos leves o severos en el sistema celular, dependiendo del
porcentaje y la ubicacion de la modificacion oxidativa.['®’1 La funciéon celular de los
organismos bioldgicos depende de la funcionalidad de las proteinas, las cuales proporcionan
multiples niveles de estructura, permiten el movimiento intra y extracelular, llevan a cabo
reacciones enzimaticas y realizan la sefializacion celular para gestionar las vias bioldgicas. Las
modificaciones descritas, por lo tanto, pueden tener varias implicaciones para los sistemas

biologicos y en la patologia de diversas enfermedades.
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3. Accidente Cerebrovascular Isquémico

3.1. Isquemia Cerebral Aguda

Se ha observado que existe una relacion entre el distrés nitroxidativo y la isquemia cerebral
aguda (ICA).[*%¢1 | a ICA se define como una disminucion del flujo sanguineo a los tejidos
cerebrales, lo cual impide el adecuado aporte de oxigeno, glucosa y otros nutrientes, llevando
a cambios metabolicos y, si no se reestablece en un corto periodo de tiempo, muerte celular,
debido al desarrollo de una serie de eventos fisiopatoldgicos denominados en su conjunto

“cascada isquémica”, dentro de los que se encuentra en distrés nitroxidativo.%

Cabe comentar que el tejido cerebral es altamente susceptible al dafio metabdlico e isquémico,
y al estrés oxidativo. Representa el 2% del peso corporal, pero consume el 20% del O corporal
(156pumol/100g/min). Tiene una alta y especifica actividad metabdlica y un alto consumo de
O2. El mecanismo para obtencion de ATP es casi exclusivamente la fosforilacion oxidativa
(FO). Es un tejido que no tiene reservas de energia y tiene menor cantidad de antioxidantes en
comparacion a otros tejidos. Ademas, contiene altas concentraciones de lipidos facilmente
peroxidables (acidos grasos poliinsaturados) y muchas regiones del cerebro tienen un alto

contenido de hierro.110

Durante un accidente cerebrovascular isquémico (ACVi), el cual representa el 85% de los
accidentes cerebrovasculares (ACV), ocurre una situacion de ICA. ElI ACVi se define como el
rapido desarrollo de signos clinicos de una disfuncion neuroldgica, debido a infarto. Segun las
Estadisticas Sanitarias Mundiales del 2019 de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el
ACV es la segunda causa de muerte y la primera de discapacidad a nivel mundial. Globalmente,
3.3 millones de personas murieron por ACVi en 2019, con una incidencia anual es de 7.6
millones y una prevalencia de 77.2 millones.*' Es una de las principales causas de
morbimortalidad a nivel global, con consecuencias invalidantes en los sobrevivientes, y una
alta incidencia de eventos secundarios, representando un problema de salud publica con
elevado costo sanitario. Un estudio retrospectivo del Instituto de Neurologia del Uruguay,
basado en el analisis de los certificados de defuncion, en el periodo comprendido entre 1997 y
2006, mostro tasas de mortalidad entre 96.5 y 114 muertes por ACV cada 100.000 habitantes

por afio.[**?

El mecanismo de un ACVi implica la disminucion o el blogueo del suministro de sangre al

cerebro debido a un trombo o engrosamiento del endotelio luminal, originado por
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hipercoagulabilidad, hipofibrinolisis o un estado inflamatorio, llevando a un estado de ICA. La
patogenia de la ICA es extremadamente compleja e involucra multiples mecanismos, entre los
cuales se encuentra la generacion de radicales libres, los cuales contribuyen al dafio neuronal
estructural y funcional, a través de su interaccion nociva con un gran numero de moléculas

proteicas, lipidicas y nucleares, y de la iniciacion de vias de sefializacion intracelulares.[**%]

Es bien sabido que el tejido cerebral es muy vulnerable a la isquemia, es incapaz de almacenar
energia y requiere un aporte constante de oxigeno y glucosa en concentraciones adecuadas para
mantener su integridad funcional y estructural. Una oclusion vascular que cause un déficit de
estas sustancias va a desencadenar mecanismos patologicos que tienen como resultado la
muerte celular e injuria cerebral.[**4 Ocurre un desequilibrio idnico y una liberacion excesiva
de glutamato hacia el espacio extracelular, seguido de un incremento dramético en la
concentracion de calcio ionico intracelular, el cual activa vias intracelulares como el estrés

nitroxidativo.l*! La Figura 1.8 muestra el desarrollo de la cascada isquémica.

La cascada isquémica puede subdividirse en tres fases de formacién de ROS y RNS: 1)
despolarizacion mitocondrial, 2) isquemia quimica y 3) reperfusion. La primera ocurre por
deprivacién de oxigeno y glucosa que inhibe al complejo 1V, acumulandose intermediarios de
la cadena respiratoria habiendo fuga de electrones y déficit de ATP. Durante la despolarizacién
mitocondrial se agota el ATP intraneuronal debido a la falta de sustratos para su produccion
(O2 y glucosa) y hay una reduccion de la actividad de las bombas de iones dependientes de
ATP (Na'/K™-ATPasa) que despolariza la membrana. La afectacion de los gradientes i6nicos
transmembrana causa un influjo de Ca®* a través de canales de Ca?* voltaje dependientes.
Luego aumenta la actividad neuronal con eflujo de aminoacidos excitatorios como glutamato.
La liberacion excesiva de glutamato también es mediada por la estimulacion de terminales
presinapticas por Ca?" y por la alteracion del sistema de eliminacion e inactivacion de
glutamato, que es dependiente de ATP vy voltaje. El glutamato activa los receptores
ionotrépicos de tipo NMDA y no-NMDA (N-metil-D-acido aspartico), aumentando ain mas
la concentracion citoplasmatica de Ca?*. El resultado final es la acumulacion intracelular de
Ca?" induciendo la activacion de enzimas como proteasas, lipasas, nucleasas, proteinquinasas,
X0y NOS.

La segunda etapa, de isquemia quimica, ocurre 25-35 minutos después, por activacion de XO
debido a la deprivacion de ATP que produce sustratos de ésta, y de proteasas, fosfolipasa A2
(PLA2), nucleasas, proteinquinasas, COX y NOS. Las enzimas Ca®" dependientes son

23



activadas y se modula su sintesis, y producen ROS y RNS (PLA2, COX-2, XO, iNOS, nNOS).
La alteracion funcional de la cadena de transporte de electrones aumenta la produccién de Oz™,
el cual dismuta a H2O., precursor del OH". Se producen altas concentraciones de NO por la
nNOS y iNOS, que reacciona con O>" produciendo ONOOQO" que al ser protonado forma el
altamente reactivo ONOOH, que reacciona con moléculas biol6gicas importantes o es
convertido a OH’, como se expuso anteriormente.

La tercera es la rapida reoxigenacion que genera dafio isquemia/reperfusion (I/R), donde
continda la accién de enzimas, ocurre liberacién de Fe y acumulacion de células inflamatorias.
El NO® producido por enzimas también exacerba el dafio isquémico inhibiendo la cadena
respiratoria y liberando hierro de la ferritina. El hierro también es liberado de proteinas como
resultado de la disminucion del pH y producto de la reduccion de Fe** inducida por Oz,
potencia la produccién de OH" mediante la reaccion de Fenton. Por Gltimo, la acumulacién de
células sanguineas inflamatorias (neutrofilos y monocitos) contribuyen a mantener el distrés

nitroxidativo.

| Flujo
Sanguineo

1 Liberacion
glutamato

Sobrecarga
Ca%t

Produccion de
ROS y RNS

Alteracion
Nat/K*

Excitotoxicidad

Inflamacion
post isquémica
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Acidificacion

Produccién de
ROS y RNS
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Figura 1.8. Detalle de eventos que ocurren durante la cascada isquémica. Fases de la cascada isquémica: despolarizacion
mitocondrial (naranja), isquemia quimica (gris), reperfusién (amarillo). | y 1: disminucién y aumento. FO: fosforilacion
oxidativa. ATP: adenosin trifosfato. ROS: especies reactivas de oxigeno. RNS: especies reactivas de nitrégeno. BHE: barrera
hematoencefalica.
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Es particularmente interesante el fenomeno de dafio por I/R que ocurre cuando el suministro
de sangre al tejido ha estado privado de O se restablece. Aunque la reperfusion es esencial
para la recuperacion del tejido, puede paraddjicamente causar dafio adicional. Los mecanismos
del dafio por I/R incluyen el distrés oxidativo, que, al restaurar el flujo sanguineo, ocurre una
rapida generacion de ROS y RNS dada por productos toxicos acumulados en las células durante
la isquemia; la inflamacion, ya que en la reperfusion se activa la respuesta inflamatoria, que
involucra la infiltracion de leucocitos en el tejido, liberacion de citoquinas proinflamatorias y
activacion del complemento, lo que contribuye al dafio tisular; la disfuncion mitocondrial que
puede conducir a la apoptosis 0 necrosis celular; la disfuncién del endotelio aumentando la

permeabilidad vascular y edema; asi como la activacion de la coagulacion.

En suma, los mecanismos fundamentales que llevan a dafio isquémico y muerte celular por
ROS y RNS son: distrés nitroxidativo, excitotoxicidad y desbalance idnico, y apoptosis. La
superposicion de estos mecanismos lleva a la peroxidacion lipidica, desnaturalizacion de
proteinas, ruptura de cadenas polinucleotidicas, modificacion de bases, pérdida de la integridad
de lamembrana, falla de los organelos y muerte celular por necrosis o apoptosis.[**8! La pérdida
de integridad celular se da por aumento de la permeabilidad de membrana celular, alteracion
del transporte ionico y de las funciones de barrera, disrupcion de la barrera hematoencefalica
(BHE), alteracién del tono vascular y flujo sanguineo, aumento de la agregabilidad plaquetaria,
inflamacidn, apoptosis, necrosis y autofagia. Existe evidencia de que el distrés nitroxidativo
inducido por la excitotoxicidad es el principal evento causante del dafio cerebral [117:11€]

Especificamente, la generacion de radicales libres en la ICA, segln varios estudios, viene dada
por los siguientes mecanismos: estimulacion de los receptores NMDA por el glutamato,
disfunciéon mitocondrial, activacion de nNOS, inducciéon de NOS y COX, autooxidacion de
catecolaminas, metabolismo de acidos grasos, liberacion de &cido araquidonico, migracion de
neutréfilos y leucocitos capaces de generar aniones O2™, conversion de xantina deshidrogenasa

a X0 y acidosis intracelular.[11%:120.121]
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3.2. Fuentes de Especies Reactivas en Isqguemia Cerebral Aquda

La mitocondria es una fuente importante de radicales libres pues alli ocurre el proceso de
generacion intracelular de energia (ATP), el cual involucra la reduccion de Oz a H2O. Durante
este proceso de transferencia de electrones puede haber fuga de éstos, genrando varias
moléculas radicalarias intermediarias como el O2" y el H20. (Figura 1.9). La reaccion entre
estas dos especies en presencia de metales (hierro intracelular), lleva a la formacion de otro

radical, el OH", uno de los més potentes que existen.
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Figura 1.9. Cadena de transporte electrénico mitocondrial. Esquema de la cadena de transporte electrénico mitocondrial.
Esta consiste en una serie de complejos enzimaticos (I-1V) y transportadores méviles (coenzima Q [Co Q] y citocromo c [Cit
c]) ubicados en la membrana interna de la mitocondria. Estos complejos transfieren electrones desde donadores de alta
energia, como NADH y FADH,, hasta el oxigeno molecular, lo que genera un gradiente de protones utilizado por la ATP sintasa
para la produccion de ATP. Durante este proceso, una pequefia proporcidn de electrones puede escapar prematuramente,
principalmente desde los complejos | y lll, reduciendo el oxigeno de forma incompleta y formando superéxido (0,7), una
especie reactiva de oxigeno. MMI: membrana mitocondrial interna, MME: membrana mitocondrial externa.

También el metabolismo del acido araquiddnico a través de las vias de la COX y lipooxigenasa
es una fuente importante de O2™ en neuronas postisquémicas.[*?? En adicion, la microglia
activada y los leucocitos perifericos que infiltran generan oxidantes luego de la reperfusion por
el sistema nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa (NOX).!%1 En resumen, las
principales fuentes de radicales libres en ICA incluyen la disrupcion del metabolismo
mitocondrial, la fuga de electrones durante el transporte electronico mitocondrial, y respuestas

inflamatorias al dafo cerebral.
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Otra fuente de agentes nitrantes y oxidantes es el estado inflamatorio, que existe previo, durante
y posterior al evento cardiovascular isquémico, que recluta células del sistema inmune
productoras de ROS y RNS.[*?4 E| fenotipo fisiopatoldgico vascular asociado al riesgo de
desarrollar enfermedad cardiovascular aterosclerética presenta susceptibilidad a deposicion de
lipidos, formacion de trombos, infiltracion de células inmunes, inflamacion y perfiles
hemodinamicos aberrantes. La aterosclerosis, una de las causas subyacentes de ACVi, se define
como una enfermedad inflamatoria, con un componente de distrés oxidativo como perturbador
de la homeostasis vascular. La inflamacion en la aterosclerosis es causada por las placas
ateroscleréticas y la alteracion de los fenotipos de las células vasculares.*?®1 Mas
especificamente, las células endoteliales arteriales expresan la molécula de adhesion celular
vascular 1 (VCAM-1), la cual se une a los leucocitos y promueve la inflamacion.[*261271 Dyrante
la respuesta inflamatoria, los macrofagos y los neutrofilos responden a los quimioatrayentes y,
posteriormente, producen O>” y NO", los cuales, como ya se expuso, forman ONOO". Varias
otras ROS y RNS pueden producirse durante la respuesta inflamatoria, entre ellos el HOCI", el
H202, y el radical OH".[*?81291 E| distrés nitroxidativo podria ser ademas un factor causal de
ICA y actualmente el objetivo principal de los esfuerzos investigativos en esa area es entender
los mecanismos moleculares que subyacen a la injuria isquémica, para proponer y desarrollar

enfoques preventivos, diagnosticos y terapéuticos.*%

Es dificil medir los compuestos oxidantes de forma directa por su corta vida media, sin
embargo, es posible demostrar indirectamente su produccion en condiciones patologicas como
ICA, determinando los niveles de antioxidantes o de los productos de la reaccion entre esos
compuestos y otras moléculas como proteinas.[**¥ Se ha encontrado que existe una mayor
produccion de especies nitroxidantes durante el dafio isquémico.l*3?l Como ya se dijo, estas
especies pueden reaccionar con proteinas produciendo PTMs nitroxidativas que influencian la
estructura y funcion de estas. Particularmente la presencia de NO;Tyr es evidencia de
modificaciones mediadas por RNS en condiciones de distrés nitroxidativo. El Fg es una
proteina plasmatica abundante involucrada en la formacion del trombo, y se ha observado que
es altamente susceptible a tales PTMs nitroxidativas, por lo que representa un potencial
biomarcador.[33 El dafio nitroxidativo y las modificaciones del Fg poseen potencial como
biomarcadores de enfermedades, proporcionando posibilidades para el diagnéstico y una
mayor comprension de patologias. El anélisis de NO2Tyr y de Fg nitrado en residuos de Tyr
(Fg-NO2Tyr) permitiria el disefio de biomarcadores especificos para el dafio nitroxidativo en

condiciones de ICA.
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4. Determinacion de 3-Nitrotirosina y Fibrindgeno Nitrado

La NO2Tyr in vivo por dos mecanismos: la via del ONOO/ONOOH y la de hemoperoxidasas,
Ilevando a la formacién de radicales tirosilo y NO2", que se combinan para formar NO2Tyr libre
0 en los residuos proteicos, al agregar un grupo nitro. La tasa de nitracion se eleva cuando se
encuentran metales de transicion o ciertas metaloproteinas (como CuzZnSOD).[*34 Resulta de
interés su uso como biomarcador. Un biomarcador es una caracteristica biologica que se puede
medir y evaluar objetivamente como un indicador de procesos normales, patologicos o de
respuesta a una intervencion terapéutica. Los biomarcadores se utilizan en la medicina y la
investigacion clinica para diagnosticar enfermedades, evaluar la progresion de una patologia,
y predecir o monitorear la respuesta a un tratamiento. Por ejemplo, niveles elevados de ciertas
proteinas en la sangre pueden servir como biomarcadores para identificar la presencia de
enfermedades cardiovasculares o cancer. En el caso de la NO2Tyr y del Fg-NO,Tyr, se ha
propuesto su uso como biomarcador de distrés nitroxidativo y enfermedades que cursan con

ese fenomeno.

Se han empleado varios meétodos para detectar NO>Tyr, que combinan una tecnologia de
separacion como Cromatografia Liquida de Alto Desempefio (HPLC por sus siglas en inglés)
y Cromatografia de Gases (GC por sus siglas en inglés), con sistemas de deteccion como
absorbancia, fluorescencia, ensayos electroquimicos y Espectrometria de Masas (MS por sus
siglas en inglés), cada uno de los cuales presenta desventajas debido a la compleja preparacion
de muestras destinada a superar las limitaciones de selectividad o sensibilidad. Se han
desarrollado métodos que implican derivatizaciones de NO,Tyr, para su deteccion mediante
GC con un limite de deteccion de 0.5 ng de NO,Tyr por inyeccion.[**®! La GC proporciona la
mejor sensibilidad pero requiere una derivatizacién previa al anélisis, mientras que la HPLC
no lo requiere, pero también es menos precisa. Con el objetivo de aumentar la sensibilidad se
han incorporado pasos previos de extraccion y HPLC a los métodos de MS.[*¢! Acoplar HPLC
a la MS puede superar tales limitaciones, permitiendo una identificacion robusta y sin
ambigledades de las modificaciones sin producir artefactos durante los pasos de derivatizacion
de la cromatografia. Por esta razon, la MS se considera la técnica estandar de oro para
identificar modificaciones en proteinas.[**l El analisis mediante MS es, sin embargo, tanto

laborioso como complejo.

Ademas, para aplicaciones clinicas, se han desarrollado ensayos inmunoquimicos de tipo

ELISA (Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas). Los ensayos inmunoldgicos son un
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medio rapido y economico para identificar tales modificaciones. Existen muchos anticuerpos
y técnicas tipo ELISA para identificar y cuantificar la NO2Tyr. Un estudio realizado por
Safinowski et al.**® compar¢ diferentes inmunoensayos para la NO,Tyr. El estudio concluyo
que existen inconsistencias en la confiabilidad de los resultados. Las discrepancias observadas
se atribuyeron a la baja abundancia de NO,Tyr. Existen algunas limitaciones criticas con el
ELISA, incluyendo: (i) los anticuerpos pueden mostrar cierta union no especifica, y (ii) la
NO-Tyr puede no estar accesible para el anticuerpo en algunos sitios de la proteina debido a la
estructura terciaria y cuaternaria.**°! La fiabilidad de las técnicas de inmunoensayo depende en
gran medida de la especificidad y la avidez de los anticuerpos utilizados; los anticuerpos

comerciales disponibles actualmente son conocidos por mostrar variaciones en la avidez.

4.1. Espectroscopia Ultravioleta-Visible

Se puede cuantificar el contenido de NO>Tyr utilizando su cambio espectral en soluciones
alcalinas. El pKa del grupo fendlico de NO,Tyr es 7.5, considerablemente menor al de la Tyr
(aprox. 10). Ambos compuestos tienen un pico de absorbancia a 280 nm a pH 3.5. Sin embrago,
NO.Tyr presenta un pico adicional a 365 nm en soluciones acidas (pH aprox. 5) o a 430 en
condiciones basicas (pH aprox. 9.5) (Figura 1.10). Asi, puede calcularse la concentracion de
NO.Tyr con el incremento de la absorbancia a 430 nm. Cabe aclarar que este método es de baja

sensibilidad y seria deseable utilizar muestras relativamente puras.[*4°]

1.5
o 1.0}
U -
% 1 nitrotyrosine
2 L/ PHA0N,
o ’I \\
2 1 nitrotyrosine / \
<054 /
0.0' - T T T T T T T T T !
250 300 350 400 450 500
Wavelength (nm)

Figura 1.10. Espectros UV-visible de tirosina y 3-nitrotirosina. Espectros ultravioleta-visible de tirosina y 3-nitrotirosina en
50 mM de formiato de amonio, pH 3.5 (lineas continuas); y 3-nitrotirosina en 50 mM de borato de sodio, pH 10 (linea
discontinua). Compuestos a una concentracion de 0.2 mM. Imagen extraida de “Detection and quantitation of nitrotyrosine
residues in proteins: In vivo marker of peroxynitrite” de Crow e Ischiropoulos.[140]
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4.2. Cromatografia Liquida de Alto Desempefio

Esta técnica permite la separacion de NO>Tyr de los otros componentes de la muestra. La
HPLC requiere una preparacion previa que involucra la hidrolisis acida de las proteinas para
generar aminodcidos, aunque también se ha usado la hidrdlisis enzimética. Es un método
complejo pues es posible la creacion o destruccion de NO2Tyr en el proceso de hidrdlisis,
ademas de que se debe verificar que ésta haya sido completa. Aunque los limites de deteccion
son buenos, no es los suficientemente sensible para el andlisis de pequefias cantidades de
proteina (menos de 100 ug). Los detectores que se utilizan pueden ser ultravioleta, de
fluorescencia (luego de llevar a cabo una modificacion estructural sobre NO2Tyr generando un

compuesto fluorescente) o electroquimico.[*4!]

4.3. Espectrometria de Masas

Los métodos protedmicos para el estudio de las proteinas nitradas se encuentran en continuo
desarrollo y son desafiantes técnicamente. Han revelado aspectos claves en cuanto a la
nitracion de proteinas tanto in vivo como in vitro, aunque es complejo lograr objetivos como la

identificacion, mapeo y cuantificacion de proteinas nitradas.

Una buena metodologia para la caracterizacion y cuantificacion de proteinas tirosin-nitradas in
vivo es el uso combinado de electroforesis en 2 dimensiones con deteccion inmunoquimica de
NO,Tyr, seguido de la identificacion de proteinas mediante MS regular, sumado el
inmunoenriquecimiento de péptidos tirosin-nitrados y la identificacion de esos péptidos con un

experimento de MS tandem. Cabe comentar que esta metodologia es costosa.

Los enfoques protedmicos para estudiar la nitracion de proteinas, solos o en combinacién con
técnicas inmunoquimicas o bioanaliticas, son herramientas muy Utiles para identificar
biomarcadores asociados a patologia oxidativa, identificar las especies nitrantes in vivo, arrojar
luz sobre los efectos estructurales y funcionales de la nitracion de residuos especificos, y
obtener proteinas nitradas puras para su uso en estudios posteriores. Es muy importante que la
investigacion de proteinas nitradas, y el consecuente desarrollo metodologico en protedmica,
permite la identificacion de proteinas y péptidos nitrados especificos, como biomarcadores y
predictores de enfermedades, como participantes en la sefializacion celular y como moléculas

involucradas en enfermedades degenerativas, autoinmunes e inflamatorias.
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4.4. Ensayos de Inmunoabsorcion Ligados a Enzimas

Los estudios inmunoquimicos se llevan a cabo utilizando anticuerpos comerciales policlonales
y monoclonales anti-NO2Tyr. Estos anticuerpos son generados mediante la inmunizacién de
conejos con BSA o hemocianina extraida de molusco (keyhole limpet hemocyanin, KLH),
tratadas con ONOQO'. Los anticuerpos obtenidos son purificados por afinidad. Las técnicas de
ELISA han sido ampliamente utilizadas para la investigacion, bioanalisis y diagnéstico
clinico.l**? Para establecer una técnica de este tipo que sea efectiva para determinado
biomarcador, es clave poder seleccionar el par de anticuerpos primario y secundario que

reconozcan especificamente dicho biomarcador con alta afinidad y sin reacciones cruzadas.

Khan et al. desarrollaron un ensayo ELISA competitivo para la determinacion de proteinas
nitradas en fluidos biologicos. Para la cuantificacion de la nitracion se construyen curvas de
calibraciéon determinando la unién del anticuerpo al antigeno inmovilizado en diluciones
seriadas de BSA nitrada (BSA-NO-Tyr). Este método es semicuantitativo pues la afinidad del

anticuerpo por la NO2Tyr del analito puede no ser la misma que por el BSA-NO,Tyr.[}4l

4.5. Estado del Arte

La identificacion de proteinas especificas nitradas tiene como objetivo echar luz sobre los
mecanismos moleculares de diversas patologias. La identificacion y cuantificacién de los
residuos de Tyr que sufren nitracion en el Fg, in vivo e in vitro, es una tarea que ain no se ha
logrado completa ni conclusivamente. La Figura 1.11 muestra la reaccion de oxidacién de Tyr
que al perder un electron genera el radical tirosil, el cual luego de reaccionar con NOy’
evoluciona a NO,Tyr. Ademas, esa modificacion quimica funcional produce una disminucion

del pKa del grupo hidroxilo fenélico en 3 unidades.[*34!

Las PTMs del Fg han sido implicadas en la patologia de varias enfermedades, a menudo
involucrando la formacion deficiente de coagulos y sus efectos subsecuentes.[***] Niveles
elevados de Fg y nitracion de Tyr del Fg han sido implicados en varias enfermedades
tromboticas arteriales y venosas. El Fg nitrado ha sido especificamente identificado en
enfermedades como el ARD, 141 cancer de pulmén, 48] enfermedad renal en etapa terminal,[47]

enfermedad de las arterias coronarias,[**¢1 y en pacientes con tromboembolismo venoso.[*4°!

Mas especificamente, se han detectado modificaciones de NO>Tyr en la cadena B del Fg
mediante Western Blotting (WB), en el plasma de muestras tomadas de pacientes con ARD.
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Figura 1.11. Tirosina, radical tirosilo y 3-nitrotirosina. La oxidacidon de un electrén de la tirosina produce Tyr*® que, al
reaccionar con *NO,, evoluciona a 3-nitrotirosina. Tyr* puede ser reducido de nuevo a tirosina por reductores (Rd) en
competencia con la reaccion de nitracion. Imagen extraida de “Protein Tyrosine Nitration: Biochemical Mechanisms and
Structural Basis of Functional Effects” de Rafael Radi.[134

Parastatidis et all*®! analizaron muestras de fumadores mediante MS, con el objetivo de
identificar los residuos de NO2Tyr, encontrando que los residuos 322 y 452 de los extremos C-

terminales de las cadenas 3 son los principales sitios de nitracion in vivo.

Un estudio realizado por Shacter et al.[*sX] mostrd que el Fg es la proteina plasmatica mas
susceptible a la oxidacion. El estudio mostré que la aloimina, siendo la proteina plasmatica
mas abundante, tenia los mayores niveles absolutos de oxidacion. Sin embargo, en cuanto a la
proporcion de oxidacion a proteina, el Fg mostr6 20 veces mas oxidacion que la albdmina. El
estudio concluy6 que el Fg es la proteina plasmatica mas susceptible a la oxidacion. Por otro
lado, se ha demostrado que los niveles de NO2Tyr son mayores en pacientes con enfermedad
arterial coronaria en comparacién con controles sanos, 9.1 pumol/mol de Tyr y 5.2 pmol/mol
de Tyr, respectivamente.[52]

ll-Raga et al*>® estudiaron la presencia de Fg-NO,Tyr inmunoquimicamente, en coagulos
formados bajo condiciones nitroxidativas in vitro y en cortes de cerebro de pacientes que
habian fallecido a causa de un ACVi; y estudiaron el Fg purificado de plasma de ratas sometidas
a isquemia cerebral focalizada y humanos que sufrieron ACVi, cuantificando la nitracion de
éste espectrofotométricamente. Encontraron Fg-NO>Tyr en los codgulos formados bajo
condiciones nitroxidativas y en los cortes de parénquima cerebral. También encontraron un

incremento en la cantidad de Fg-NO-Tyr plasmatico en las muestras de plasma de los modelos
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de isquemia cerebral en ratas, con un pico a las 3 horas, y en los pacientes ACVi en
comparacion con controles sanos. Otro factor que se estudid en este trabajo fue como la
nitracion del Fg afectaba su estructura y funcidén en la hemostasis, mediante estudios de
fluorescencia intrinseca, microscopia electronica de transmision y estudios de
tromboelastometria; obteniendo como resultados que de hecho hay un cambio estructural
intrinseco generando estructuras globulares diferentes a las varillares en el Fg nativo. Con
respecto a la funcionalidad se observd un mayor tiempo de coagulacion (indicando que hay
una disminucion en la accion de la trombina, enlenteciendo la formacion de Fb), un mayor
tiempo de formacién del codgulo (indicando que se afecta la interaccion del Fg con las
plaquetas), y una disminucion de la maxima firmeza del coagulo. Los tromboelastogramas
también mostraron una disminucién en la amplitud de los coagulos nitrados, lo cual esta
directamente relacionado con la disminucion de su firmeza. Analizando la persistencia del
coagulo en el tiempo se pudo cuantificar la lisis maxima midiendo la maxima firmeza del
coagulo, mostrando que la nitracién inhibe la fibrinolisis haciendo los coagulos mas estables.
De hecho, existen numerosos informes de la alteracion hemostatica funcional, hacia un estado

protrombo6tico, que ocurre ante la nitracion del Fg.*54

Un estudio realizado por Vadseth et al.[*®l mostr6 de forma especifica la formacion de NO2Tyr
en el Fg y alteraciones funcionales en las propiedades fisicas del Fg/Fb que podrian llevar a un
estado pro-tromboético. Los datos indican que la nitracién de Tyr altera selectivamente la
funcidn y las propiedades fisicas del Fg, promoviendo la aceleracion de la coagulacion, lo cual

puede explicar la asociacion entre la nitracion del Fg y la enfermedad arterial coronaria.

Meredith et al.[*** mapearon las modificaciones NO,Tyr generadas in vitro sobre el Fg,

mediante MS, encontrando que los residuos mas susceptibles son las Tyr?’” y Tyr®® de la

cadena o, las Tyr'* y Tyr*”® de la cadena B, y la Tyr'® de la cadena y, aunque también

identificaron otros residuos NO2Tyr.

Luo et al.l*®l estudiaron las nitraciones del Fg mediadas por ONOO", simulando las
condiciones in vivo, mediante electroforesis en gel y vieron que las cadenas y son las méas
susceptibles, luego analizaron en profundidad esas cadenas utilizando un enfoque de

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masas tandem (LC-MS/MS) obteniendo

como resultados que los principales sitios de injuria son los residuos de Tyr'22, Tyr?88 Tyr3%0

Tyr374 y Tyr389.
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Tang et al.[*>" desarrollaron una técnica inmunoquimica (ELISA tipo sandwich) para detectar
Fg nitrado in vitro agregado a fluidos biolégicos (plasma y suero humano). Ademas, estudiaron
los digestos tripticos de Fg nitrado mediante LC-MS/MS y encontraron 26 residuos de Tyr

nitrados in vitro.

Se ha podido determinar la estructura cristalografica del Fgl**® (codigo Protein Data Bank
[PDB] 3GHG). Sin embargo, no ha sido resuelta en su totalidad, pues faltan secuencias muy
relevantes como las que quedan expuestas cuando el FpA y FpB son clivados por trombina, y
que tienen un rol fundamental en la polimerizacion de la Fb, asi como una gran porcion de
aprox. 400 aminoacidos en el extremo C terminal de las cadenas a, que representan las regiones
a C y estan involucradas en el proceso de formacion de la red de Fb y en la interaccion con

otras protel'nas como se comentd anteriormente.

De la revision realizada podemos concluir que el Fg nitrado participa en el proceso de isquemia
cerebral, aumentando su concentracién y afectando la cinética, arquitectura, viscosidad y lisis
del coagulo que forma, lo cual es consistente con un riesgo aumentado de complicaciones
trombdticas. Los estudios funcionales realizados arrojan datos concordantes con respecto a la
disminucion en la fibrinolisis, y hay trabajos que indican que tanto la velocidad inicial de
formacion de Fb como la firmeza del codgulo es mayor. También se ha desarrollado un método
inmunoquimico que permite la deteccion de Fg nitrado artificialmente adicionado a plasmas
comerciales, sin embargo, actualmente no existe una técnica tipo ELISA para la determinacion
de Fg nitrado en plasma humano, de uso en la préctica clinica enfocado a ACVi. Ademas,
existen diferentes informes sobre los sitios de nitracion in vitro del Fg, no habiendo
descripciones de los residuos nitrados en el Fg de plasma de pacientes que sufrieron ACVi. Si
bien la nitracion del Fg se conoce que afecta el mecanismo global de la formacién del coagulo
y su posterior lisis, no se conocen los mecanismos moleculares que explican tales alteraciones.
Finalmente, la estructura del Fg no esta completa, faltando secuencias fundamentales para la

funcién.

En el presente trabajo se busca determinar la presencia de Fg-NO>Tyr en pacientes que
sufrieron ACVi, con dos métodos validados para plasma humano, de potencial aplicacion en
estudios biomédicos y la practica clinica. Se muestra el desarrollo de estos métodos y se analiza
su utilidad como herramientas de diagnéstico temprano, pronostico y/o seguimiento del
tratamiento de esta enfermedad. Estos métodos estan basados en LC-MS/MS y ELISA. Por
otro lado, se pone a punto y se realiza un estudio funcional del codgulo de Fb formado a partir
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de plasma de pacientes ACVi. Siguiendo con el foco en las redes de Fb formadas, y su entorno,
se realiza un estudio de trombos extraidos por trombectomia mecéanica, para caracterizar su
composicion en cuanto a proteinas nitradas. Finalmente, se profundiza en el conocimiento de
la estructura del Fg, y de los cambios que sufre cuando ocurren PTMs nitroxidativas in vivo en
condiciones de ICA. Para esto se realiza un modelo in silico, completando la estructura
reportada, y se ensaya un modelo conteniendo residuos de NO,Tyr, que intenta justificar las

alteraciones funcionales informadas.

El distrés nitroxidativo es un factor de riesgo para la aterosclerosis a través de mecanismos
como disfuncién endotelial, inflamacion y oxidacion de LDL, y la aterosclerosis es la principal
causa de las ECV, como el ACVi. El mecanismo de un ACVi se basa en la obstruccion del
flujo sanguineo por un trombo o émbolo, cuyo componente principal es el Fg. Esto conduce al
proceso patoldgico de la ICA, la cual a su vez perpetta el estado de distrés nitroxidativo,
generando mas ROS y RNS, lo que provoca dafio tisular y molecular. La hipotesis de este
trabajo es que existe nitracion del Fg en un ACVi, que ocurre antes, durante y después del
evento agudo, afectando el proceso de fibrinoformacion y fibrinolisis, siendo un factor

desencadenante y perpetuador de la isquemia al formar un trombo que ocluye la luz vascular.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Desarrollar herramientas de diagnéstico para detectar marcadores nitroxidativos de patologia
isquémica cerebral. Profundizar en el entendimiento de la nitracion de Tyr, una PTM no

enzimatica nitroxidativa que ocurre sobre el Fg, y su relacion con esta patologia.

5.2. Objetivos especificos

1. Desarrollo de métodos de LC-MS/MS y ELISA para la determinacion de Fg nitrado en

residuos de Tyr, en muestras de plasma humano.

2. ldentificacion, cuantificacion y caracterizacion de Fg nitrado en residuos de Tyr, por
condiciones nitroxidativas in vitro y de isquemia cerebral aguda in vivo, mediante los

métodos desarrollados.

3. Puesta a punto de método para el estudio funcional de fibrinoformacion y fibrinolisis, y su

aplicacién a plasma de pacientes que sufrieron ACVi y controles.
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Estudio de proteinas nitradas en trombos de pacientes que sufrieron ACVi mediante IP y
LC-MS/MS.

Modelado molecular de la molécula completa de Fg, y realizacion de simulaciones de
dindmica molecular (MD) que evaluen el efecto de la presencia de NO,Tyr.
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Capitulo 2: Metodologia
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1. Datos Clinicos y Aspectos Eticos

Se realiz6 un estudio observacional, analitico, longitudinal retrospectivo de casos y controles
en pacientes consecutivos que consultaron en el Departamento de Emergencia del Hospital
Maciel, con diagndstico clinico-imagenoldgico de ACVi, que cumplian con los criterios de la
OMS. Los pacientes fueron evaluados por integrantes del equipo de medicina interna, quienes
aplicaron un protocolo preestablecido de recoleccion de sangre y datos con variables afines a
la investigacion, que incluia datos filiatorios, de la anamnesis, del examen fisico, de los
antecedentes personales de factores de riesgo cardiovascular (FRC) y del tratamiento. Para la
clasificacion etiologica se emple6 el criterio Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment
(TOAST),[*> y el estado neuroldgico fue evaluado al ingreso mediante la Escala de Accidente

Cerebrovascular de los Institutos Nacionales de Salud (NIHSS).

El criterio de inclusion fue la presencia de un ACVi de menos de 36 horas de evolucion y haber
firmado el paciente o un familiar a cargo el consentimiento informado de participacion en el
estudio. La confirmacion del diagnostico clinico, su naturaleza, topografia y la extension de la
lesion se determind mediante una tomografia axial computada de craneo sin contraste. Cuando
fue necesario se agregd resonancia magnética nuclear (NMR) de craneo, valoracion cardiaca
mediante electrocardiograma, ecocardiograma transesofagico y eco Doppler de vasos del

cuello.

Los datos clinicos de los pacientes, que incluyen informacién demogréfica, historial médico,
gravedad del ACVi (escala NIHSS), tiempo desde el inicio de los sintomas hasta la extraccion
de sangre o la trombectomia, y detalles del procedimiento, se recopilaron a partir de los

registros médicos de los pacientes.

Ademas, se recolectd una muestra de sangre, informacion demogréafica e historial familiar y
personal de enfermedades cardiovasculares de pacientes ambulatorios sin ACVi (grupo

control).

Todos los protocolos fueron examinados y aprobados por los Comités de Etica del Hospital
Maciel y la Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica (Exp. N° 101900-000409-
16), los cuales siguen los estandares éticos establecidos en el Decreto Ministerial 158/19
relativo a la investigacion en seres humanos, y en la Declaracion de Helsinki. Se obtuvo el
consentimiento informado de todos los participantes. Los procedimientos que involucraron

animales adhieren a las guias ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments)
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y fueron autorizados por el Comité de Etica de Experimentacion Animal de la Facultad de
Quimica (Exp. N° 101900-001846-19).

2. Produccion de Estandares de Proteinas Nitradas

2.1.Produccién de Peroxinitrito

El ONOO" se sintetiz6 segun lo descrito por Beckman et al®®l con modificaciones.[**% En
resumen, se agrego H>0O> a una solucion de nitrito de sodio en un matraz enfriado a 0 °C en un
bafio de hielo, con agitacion continua, seguido por la rapida adicién de acido clorhidrico y
luego hidroxido de sodio para detener la reaccion. El exceso de H>O: se neutraliz6 mediante la
adicién de dioxido de manganeso sélido seguido de filtracion para eliminar el solido. La
concentracion de ONOO" se determind mediante el aumento en la absorbancia a 302 nm
(€302nm = 1670 M~tcm™) en 1.2 N de NaOH.

2.2 Tratamiento Nitrante de Proteinas

Para el desarrollo de los métodos de LC-MS/MS y ELISAs se produjeron estandares de Fg y
BSA nitrados.

Se utilizo Fg aislado con polietilenglicol (PEG)!6 a partir del plasma de donantes sanos como
fuente de Fg para los tratamientos in vitro con ONOO". Este Fg fue nitrado in vitro utilizando

ONOO  sintetizado en el laboratorio, a diferentes equivalentes molares.

Se nitré Fg (4 mg/mL) con el ONOO" sintetizado, en un medio 100 mM de fosfato de potasio,
25 mM de bicarbonato de sodio, 100 uM de acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), pH
7.4. Se afiadio un pequefio volumen de la solucién de ONOO" a un tubo conteniendo la solucion
de Fg, seguido inmediatamente por una agitacién vigorosa. Dado que se utiliz6 buffer
conteniendo bicarbonato, es probable que se haya formado el anion ONOOCO3", potenciando

la nitracion de Tyr.

Para obtener Fg con diferentes grados de nitracion, se utilizaron tres relaciones molares
diferentes de ONOO" a Fg: 200 (Fg-NO-Tyrl), 100 (Fg-NO2Tyr2) y 10 (Fg-NO-Tyr3) moles
de ONOO" por mol de Fg. La concentracion de NO2Tyr en cada caso se determind midiendo
la absorbancia de una solucidn alcalina del Fg nitrado (pH > 9) a 420 nm (¢420nm = 4300
M™lcm™), y la concentracion de Fg se determind midiendo la absorbancia de una solucion
neutra (pH = 7) a 280 nm (£280nm = 5.14 x 10° Mtcm™). Finalmente, el contenido de NO,Tyr

en el Fg nitrado se estimd como la razén molar de NO.Tyr a Fg. Las preparaciones de Fg
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nitrado se dializaron contra 0.02 M de citrato de sodio, 0.15 M de NaCl, pH 7.4, con 1 mM de
floruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 0.2 g/L de azida de sodio, y se almacenaron a -80 °C

como soluciones stock de 1 mg/mL.

Tambieén se le realiz6 un tratamiento nitrante, siguiendo el mismo método de nitracion, a BSA
comercial (A7030, Sigma-Aldrich) para obtener BSA-NO-Tyr (3 moles de NO>Tyr/mol de
BSA). Adicionalmente, un pool de plasma citratado de donantes sanos fue nitrado utilizando
el mismo protocolo, con una relacion molar de ONOO-/proteina total de 5, obteniendo plasma

nitrado ex vivo.
3. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masas tAndem

3.1.Desarrollo de método de LC-MS/MS para localizacion de sitios de nitracién y
cuantificacion relativa

3.1.1. Digestion en Solucion

Para el desarrollo de un método de LC-MS/MS para la identificacion de sitios de nitracion en
Fg, los estandares de Fg-NO>Tyr producidos, asi como un control de Fg no tratado (una
preparacion comercial de Sigma-Aldrich) fueron digeridos en solucién con tripsina en
presencia del surfactante RapiGest SF (Waters, Reino Unido), siguiendo el procedimiento
recomendado por el fabricante. En resumen, 100 puL de RapiGest SF al 0.1% se afiadieron a 20
uL de solucion de Fg (aproximadamente 100 pg) y se mezclaron vigorosamente. Se agrego
ditiotreitol (DTT) a cada muestra para obtener una concentracién final de 5 mM y se incubé a
60 °C durante 30 minutos. Los residuos de Cys libre fueron alquilados mediante la adicion de
iodoacetamida a una concentracion final de 15 mM, incubandolos a temperatura ambiente en
la oscuridad durante 30 minutos. Finalmente, se agregd tripsina de grado MS (2.25 pg;

Promega, Southampton, Reino Unido) y las muestras se incubaron a 37 °C durante la noche.

Para preparar las muestras para LC-MS/MS, se afiadié acido trifluoroacético (TFA) 99% para
obtener una concentracién final del 1% y se permitid reaccionar durante 30 minutos a 37 °C.
Las muestras tratadas con acido fueron luego centrifugadas a 10000 g durante 10 minutos a
temperatura ambiente, y los sobrenadantes clarificados se transfirieron a un tubo de
microcentrifuga limpio y se secaron al vacio. Los pellets se reconstituyeron en 30 pL de
eluyente A (ver abajo) y se transfirieron a viales de vidrio con tapa de rosca para autosampler
(Chromacol, Speck y Burke Analytical, UK).
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3.1.2. Andlisis Espectrométrico de Masas — Método no dirigido: IDA

En primera instancia la MS se realiz6 en el modo de Adquisicion Dependiente de Informacion
(IDA, por sus siglas en inglés), y se llevo a cabo la evaluacion de los espectros. En el modo
IDA, el instrumento selecciona y aisla automaticamente iones especificos para su posterior
analisis. Este enfoque permite obtener informacion detallada sobre los componentes presentes
en la muestra. Después de la adquisicion de los espectros, se procedié a la evaluacion de los
mismos para analizar la informacion contenida en los datos obtenidos. Este proceso incluye la
identificacion de peptidos, la determinacién de PTMs, y la cuantificacion de las especies
presentes, entre otros anélisis relevantes. Las muestras fueron analizadas en un sistema de MS
TripleTOF® 5600 (QTOF, SCIEX, UK) acoplado a un sistema de HPLC Dionex Ultimate
3000 (Thermo Scientific, UK). Se utilizaron dos fases mdviles: solvente A (98% H20, 2%
acetonitrilo, 0.1% acido férmico) y solvente B (98% acetonitrilo, 2% H.O, 0.1% acido
férmico). La solucion de péptidos se cargo en una pre-columna C18 (C18 PepMap™, 5 pm,
0.5 x 5 mm, Thermo Scientific, UK) utilizando solvente A a 20 uL/min antes de la separacion
en una columna nano-HPLC (C18 PepMap™, 5 um, 0.075 x 150 mm, Thermo Scientific, UK).
La velocidad de flujo durante la separacion fue de 0.3 uL/min, con una elucion gradiente desde
2% hasta 45% de solvente B durante 45 minutos, seguido de un aumento a 90% de solvente B
en 1 minuto. La gradiente se mantuvo en 90% de solvente B durante 5 minutos y luego se
reequilibrd al solvente inicial durante 5 minutos. El tiempo total por corrida cromatogréfica fue
aproximadamente 1 hora. Los péptidos eluidos de la columna fueron ionizados con un voltaje
de spray de 2.4 kV, una temperatura de fuente de 150 °C, un potencial de de-clustering de 50
V y gas cortina de 15. Se recopilaron escaneos en modo de ion positivo en un rango de 350—
1250 Da durante 250 ms utilizando el modo de alta resolucion TOF-MS. Se utiliz6 IDA para
recopilar datos de MS/MS con los siguientes criterios: los 15 iones mas intensos con estados
de carga de 2+ a 5+ y una intensidad minima de 500 ocurrencias por segundo utilizando
exclusion dinamica durante 30 s, una adquisicién de 100 ms de duracién y una energia de
colision fija de 50 + 15 V. Las areas de pico en los cromatogramas de iones extraidos (XICs)
de los péptidos principales fueron integradas por PeakView® y se calcul6 el porcentaje de

nitracion del péptido.

Se utilizo el motor de bisqueda Mascot (Matrix Science, UK, version 2.4.0) para interrogar la
seccidn de taxonomia Mammalia de la base de datos SwissProt (2018 _08). Esta base de datos
contiene la isoforma 1 de la cadena a, la cadena B, y la isoforma ys (incluyendo el péptido

sefial) de la cadena y del Fg. Las busquedas se realizaron en archivos raw.wiff utilizando el
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motor de busqueda Mascot con el convertidor de datos de SCIEX, con modificaciones variables
de nitracion de Tyr y Trp (+45 Da), aminacion de Tyr (+15 Da), oxidacion de Met, Tyry Trp
(+16 Da), trioxidacion de Cys (+48), formacion de quinurenina a partir de Trp (+4 Da),
deamidacién de Asn y GlIn (+1 Da), y carbamidometilacion de Cys (+57 Da). Esta ultima se
buscdé como una modificacion variable porque los tratamientos nitroxidativos pueden causar
modificaciones irreversibles de la Cys que impiden la reaccidn con iodoacetamida. La proteasa
seleccionada fue tripsina, con un méximo de 2 pérdidas de cortes permitidas. Los péptidos
identificados por Mascot fueron validados mediante la secuenciacion de novo de los datos de
MS/MS utilizando el software de analisis PeakView®, version 2.2. Este enfoque de
secuenciacion de novo implica la determinacion directa de la secuencia de aminoacidos del
péptido a partir de los datos de fragmentacion generados durante la MS/MS. La validacion
mediante secuenciacion de novo proporciona una confirmacion adicional de la identificacion
de péptidos y contribuye a la precision de los resultados obtenidos a través de la busqueda en

bases de datos.

3.1.3. Andlisis Espectrométrico de Masas — Método dirigido: MRM y SRM

Luego, cuando se tuvieron identificados los sitios de nitracion se realizO MS en modo de
Monitoreo de Reaccion Mdltiple (MRM, por sus siglas en inglés) y Monitoreo de Reaccion
Seleccionada (SRM, por sus siglas en inglés). Estos son enfoques especificos y altamente
sensibles utilizados en analisis cuantitativos de compuestos especificos en una muestra. En
MRM, se seleccionan algunas transiciones especificas de precursor a producto de
fragmentacion para cada ion que se desea monitorear. MRM se utiliza cominmente en la
cuantificaciéon de compuestos especificos en mezclas complejas, la instrumentacion se
configura para monitorear multiples pares precursor-producto durante el tiempo de ejecucion
del experimento, es particularmente til para la cuantificacion de biomoléculas, como péptidos,
proteinas y metabolitos. SRM es similar a MRM y a menudo se utiliza de manera
intercambiable. La principal diferencia radica en que, en SRM, la seleccion de la transicion
precursor-producto se realiza de manera mas especifica y selectiva, en lugar de monitorear
maultiples transiciones, SRM se centra en un numero limitado de transiciones especificas, es
especialmente valioso en aplicaciones donde la especificidad y la sensibilidad son criticas,
como en la cuantificacion precisa de biomarcadores en muestras biolégicas. Ambos modos
(MRM y SRM) son esenciales en la MS cuantitativa, proporcionando una capacidad

excepcional para la deteccion y cuantificacion precisa de compuestos especificos en muestras
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complejas. Estos métodos son ampliamente utilizados en areas como protedmica,

metaboldmica y analisis de pequefias moléculas.

Para la aplicacion de estos métodos dirigidos los péptidos fueron separados y analizados
utilizando un sistema de MS QTrap® 5500 (QqQLIT, SCIEX, UK) acoplado a un sistema de
HPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, UK). Se utiliz6 el sistema de solventes
descrito anteriormente. La solucion de péptidos se cargd directamente en una columna C18
(C18 PepMap™ 100, 5 um, 300 um x 25 cm, Thermo Scientific, Hemel Hempstead, Reino
Unido) a 5 pl/min y se eluy6 utilizando una gradiente de 2% a 45% de solvente B durante 45
minutos. La ionizacion de los péptidos se logré con un voltaje de rociado configurado en 5.5
kV, una temperatura de fuente de 150 °C y un potencial de decluster de 70 V. El tiempo total
de exploracién fue de 0.7 s, el tiempo de retencidn varid entre 20 y 70 ms dependiendo de las
transiciones, y las energias de colision se calcularon para todas las transiciones y se
establecieron en el segundo cuadrupolo utilizando iones de las series b 0 y. Las transiciones se
desarrollaron en base a los péptidos modificados identificados en los anélisis anteriores. Se
consideraron picos cuantificables si la relacion sefial-ruido era >8. El porcentaje de nitracion
del péptido se calculo a partir de estos datos. Estos métodos se aplicaron al analisis de muestras

clinicas, realizando los experimentos por triplicado.

3.2.Cuantificacion de Fg Nitrado en plasma mediante método LC-MS/MS.

El Fg de las muestras de plasma de pacientes se enriquecié mediante precipitacion con
glicina.*> Los pellets obtenidos se volvieron a disolver en un volumen minimo de 50 mM de
Tris, 140 mM de NaCl, pH 7.4 (20-50 pL) para el analisis mediante MS. Para este andlisis se
llevd a cabo la digestion en solucion utilizando RapiGest SF explicada anteriormente. Se aplico

el método SRM desarrollado previamente para el analisis de muestras bioldgicas.
3.2.1. Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico se realizo utilizando el software SPSS Statistics. Se analizaron 24
muestras de ACVi y 24 muestras controles. La distribucion de probabilidad gaussiana del
conjunto de datos de la poblacion para cada cohorte clinica se evalué mediante una prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Cuando la prueba K-S rechazo la hipdtesis de distribucion gaussiana,
se utilizo la prueba no paramétrica de Mann-Whitney U (M-W) para comparar los datos de las

muestras clinicas, que consisten en dos conjuntos de muestras independientes.

43



4. Ensayos de Inmunoabsorcion Ligados a Enzimas

4.1.Desarrollo de ELISAs

La BSA y el anticuerpo monoclonal murino anti-NO.Tyr biotinilado (ndmero de clon
CC.22.8C7.3) fueron obtenidos de Sigma Aldrich y Cayman Chemical (EE. UU.),
respectivamente. El Fg, el ONOO™ y el anticuerpo policlonal de conejo anti-Fg enriquecido por
afinidad de columna fueron producidos internamente en nuestro laboratorio. Una fraccion de
este anticuerpo se conjug6 con peroxidasa de rabano (HRP, anti-Fg/HRP) para su uso como

anticuerpo secundario, también internamente.
4.1.1. Obtencion de anticuerpo policlonal de conejo anti-Fg

Para obtener suero hiperinmune anti-Fg de conejo, se inmunizaron 2 conejos con una
preparacion de Fg (3 dosis cada 20 dias), y 10 dias después del segundo recuerdo, se extrajo

sangre.

Para obtener anticuerpos anti-Fg, se precipito el suero hiperinmune de conejo con sulfato de
amonio al 37% de saturacién para obtener una fraccion enriquecida en inmunoglobulinas. El
precipitado se separo por centrifugacion, se disolvié en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) y se dializ6 contra PBS hasta la ausencia de sulfato en el permeado. La concentracion
de proteinas se determind por absorbancia a 280 nm. Se prepar6 una columna de afinidad con
Fg inmovilizado de manera covalente en Sepharose-BrCN (GE Lifesciences), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La fraccién de anticuerpos especificos para Fg se purifico
mediante cromatografia de afinidad de antigeno, eluyendo la fraccion retenida en la columna a
pH &cido. Se dializ6 contra un tampén de glicina 0.1 M, NaCl 0.15 M, pH 8.2, y se determino
la concentracion de inmunoglobulina por absorbancia a 280 nm (¢ = 1.4 mg*cm™). Una
fraccion de estas inmunoglobulinas anti-Fg enriquecidas se conjug6 con HRP segun el método

del periodato.[*62!
4.1.2. Western Blotting

Las muestras de Fg y los estandares de Fg-NO>Tyr fueron desnaturalizados, reducidos y
caracterizados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE por sus siglas en inglés) al 10%. Estos se tifieron con Coomassie Blue para
visualizacion de proteinas. Las mismas muestras se analizaron por WB utilizando anti-Fg como
anticuerpo primario en un caso, y anti-NO->Tyr como anticuerpo primario en el otro. Para esto,

las bandas de proteinas de Fg y Fg-NO>Tyr se transfirieron a nitrocelulosa, los sitios no
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especificos se bloquearon con 4% de BSA en PBS-Tween 20 durante 1 hora a temperatura
ambiente, luego se incubaron con el anticuerpo primario a 1 ug/mL en PBS-T durante la noche
a 4 °C. Después del lavado, se incub6 con extravidina: fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich)
cuando el anticuerpo primario era anti-NO2Tyr biotinilado; y con inmunoglobulina/HRP anti-
conejo cuando el anticuerpo primario era anti-Fg. El desarrollo del color se realizd con 5-
Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) / Tetrazolio Nitroazul (NBT) en el primer caso y con

sustrato HRP (Millipore) en el segundo.
4.1.3. ELISA para determinacion de Fibrindgeno

Se realiz6 un ELISA de captura o sandwich para la determinacion de Fg. En una placa se
inmovilizaron los anticuerpos de captura policlonales anti-Fg de conejo a una concentracion
de 2 mg/mL. Después de la incubacion con la muestra, se agrego anti-Fg/HRP en una dilucion
de 1/4000 como anticuerpo secundario. El desarrollo del color se inicié mediante la adicion de
H20: y el cromdgeno 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB), permitiendo desarrollarse durante
10 minutos a temperatura ambiente y detenido mediante la adicion de acido sulfarico (H2SOa)
4 M. La absorbancia se determiné a 450 nm. Se realizaron curvas de calibracion con diluciones

seriadas de Fg y Fg-NO2Tyr.
4.1.4. ELISA para determinacion de 3-nitrotirosina en Fibrindgeno

Para la deteccion de residuos de NO2Tyr en Fg, se llevo a cabo un ELISA de captura utilizando
anticuerpos policlonales de conejo anti-Fg inmovilizados en la fase solida a 2 mg/mL en BSA
1 mg/mL, y un anticuerpo monoclonal de raton anti-NO>Tyr biotinilado a 0.25 pg/mL como
sonda de deteccion. Se utilizaron extravidina:HRP y H.O2/TMB como sustrato y cromogeno,
respectivamente. La reaccion se detuvo después de 10 minutos con la adicién de H.SO4 4 My
el desarrollo del color se determind a 450 nm. Se realizaron curvas de calibracion con

diluciones seriadas de estandares de Fg-NO2Tyr.

4.1.5. ELISA para determinacion de 3-nitrotirosina total

Para la deteccion de NO2Tyr total (el aminoacido libre o unido a proteinas), se llevo a cabo un
ELISA de inhibicién o competitivo. Las muestras se incubaron previamente con anticuerpos
monoclonales de raton anti-NO2Tyr biotinilado a 0.5 pg/mL durante la noche a 4°C en tubos
Eppendorf, con el fin de bloquear parcialmente su reaccion posterior con la proteina adsorbida
en el pocillo. La curva de calibracion se construy6 incubando diluciones seriadas de BSA-
NO,Tyr. Paralelamente, se inmoviliz6 BSA-NO,Tyr a 10 pg/mL en la fase solida en un buffer
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de acetato a pH 4.6 y se incubd durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, la mezcla previamente
incubada de muestra y anticuerpo se transfirio a la placa que contenia el antigeno inmovilizado
y se incubo durante 1 hora a 37°C, seguido de una incubacién con extravidina:HRP durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se afiadio sustrato H202/TMB en un buffer de acetato a pH
4.6, se detuvo la reaccion después de 10 minutos con la adicion de H.SO44 M y se determind

la absorbancia a 450 nm.

4.2 Determinacion de nitracion en plasma con método ELISA

Se utilizé el ensayo de inhibicion optimizado para la cuantificacién de NO2Tyr (libre y unida
a proteinas) para analizar muestras de plasma de pacientes con ACVi y controles. Se utilizo el
procedimiento descrito, incubando diluciones 1/10 del plasma con anti-NO,Tyr biotinilado
durante la noche a 4°C. Se determind la concentracion total de NO2Tyr en las muestras de
plasmay se calculd su relacion molar con el contenido de Fg (determinado mediante el método
de Clauss). Se analizaron 21 muestras de ACVi y 21 muestras de control.

4.2.1. Estudio de Factores de Riesgo Cardiovascular

Los valores de Fg se dicotomizaron en categorias de alterado y no alterado segun el valor de
referencia proporcionado por el fabricante del reactivo (no alterado: <400 mg/dL). De manera
similar, los valores de Proteina C Reactiva (PCR) se dicotomizaron en categorias de alterada y
no alterada, con alterado definido como valores que superan los asociados con bajo riesgo
cardiovascular segun los criterios de la American Heart Association (1.5 mg/L). Se defini6 un

punto de corte arbitrario de 62 afios para la edad como FRC.
4.2.2. Analisis Estadistico

Se analizaron 21 muestras de ACVi y 21 muestras controles. Para evaluar la distribucién de
probabilidad gaussiana, se empleo la prueba de Kolmogorov-Smirnov. El analisis inferencial
involucro el uso de la prueba t de Student para distribuciones gaussianas y la prueba de Mann-
Whitney U para distribuciones no gaussianas al comparar dos muestras independientes, con
una significancia establecida en p < 0.05. Se utilizé la prueba de Chi-cuadrado para comparar
las proporciones de sexo entre los dos grupos. Para el analisis de varianza, se empled la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de comparaciones post-hoc utilizando la prueba de
Mann-Whitney U, con una significancia establecida en p < 0.05. Los datos se presentan como

media £ CI195% (intervalo de confianza del 95%) o mediana £ IQR50 (rango intercuartil).
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5. Ensayos de Fibrinoformacion y Fibrinolisis

Se realizaron estudios funcionales de fibrinoformacion y fibrinolisis en pacientes con ACViy
controles. Utilizando el equipo Multiskan EX y el protocolo descrito por Larsen y Hvas!% se
planted realizar estudios que permitan evaluar de manera simultanea la formacion vy lisis del
coagulo. En primer lugar, se realizaron pruebas con muestras de pacientes sanos, con el fin de
poner a punto la técnica elegida. Se trata de un ensayo para evaluar la formacion vy lisis de la
Fb. Para esto se mezclé plasma pobre en plaquetas citratado, con un activador de la coagulacion
(factor tisular [TF] recombinante) y con fosfolipidos y Ca?* para inducir la formacién de Fb
(Recombiplastin 2G, HemosIL). Simultaneamente se agregd tPA para inducir la lisis (Actilyse,
Boehringer Ingelheim). Se emplea un principio turbidimétrico dado que la red de Fb primero
se forma y luego se lisa en la cubeta con lo que la turbidez aumenta y luego disminuye. Se
registro la absorbancia continuamente durante 1.5 hrs para generar curvas de formacion-lisis
del coagulo gque muestran la absorbancia medida en funcion del tiempo, las cuales fueron

analizadas posteriormente.

Para cada muestra se obtuvo una curva de fibrinoformacion y fibrinolisis (por duplicado), y de
éstas se extrajeron los siguientes parametros: altura de pico, tiempo de fibrinoformacién o
tiempo de coagulacion (Tc, definido como el tiempo desde que comienza la fibrinoformacion
(cuando la derivada cambia de 0 a un valor positivo) hasta el tiempo del pico), tiempo de
fibrinolisis (Tf, definido como el tiempo a partir del pico hasta que termina la fibrinolisis
(cuando la derivada cambia de un valor negativo a 0)) y relacion entre estos. Se analizaron 52
pacientes con ACVi, 22 muestras de pacientes sin factores de riesgo para desarrollar un ACVi
(CSFR), (HTA, DM, dislipemia, consumo de tabaco, o antecedente de ACVi) y 37 de controles
de poblacion general con algun factor de riesgo (CCFR), en duplicados. Se comprobé la
distribucion gaussiana con un K-S test y luego se compararon los resultados entre grupos

mediante test de hipotesis t-Student para dos muestras independientes.
6. Estudio de Nitracion en Trombos mediante Inmunoprecipitacion y LC-MS/MS

Se realizd una busqueda de nitracion en trombos de pacientes con ACVi tratados con
trombectomia mecanica. Los trombos analizados en este estudio se obtuvieron de pacientes
clinicos que experimentaron un ACVi y fueron sometidos a trombectomia mecanica como
parte de su tratamiento. La decision de realizar la trombectomia mecéanica fue tomada por el

neurointervencionista a cargo segun criterios clinicos estandar y hallazgos de imagenes. La
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trombectomia mecéanica se realizo utilizando técnicas establecidas y dispositivos disponibles
comercialmente. El dispositivo especifico y el enfoque se determinaron segun las
caracteristicas individuales del paciente y la ubicacion del vaso obstruido. Después de una
trombectomia mecanica exitosa, los trombos recuperados se recopilaron del dispositivo de
trombectomia y se colocaron en un recipiente estéril. Se tomo precaucion para minimizar la
contaminacion externa durante el proceso de recopilacion. Al recogerlos, los trombos se
transportaron inmediatamente al laboratorio y se mantuvieron a una temperatura controlada,
manejandolos con precaucion durante todo el proceso de transporte. Los trombos se recibieron
congelados en solucion salina. El descongelado se realizd en un bafio de hielo y luego a
temperatura ambiente. Se llevo a cabo una primera centrifugacion de 8 minutos a 8000 rpm en
un minispin (F45-12-11, 6 cm de radio) a temperatura ambiente, y el sobrenadante se separd y
transfirio a otro tubo para su analisis (sobrenadante, S). El pellet se resuspendi6é con buffer
TENS (Tris-EDTA-NaCl, pH 7.4) y se triturd a temperatura ambiente hasta la disgregacion
total del coagulo. Finalmente, se centrifugd durante 10 minutos a temperatura ambiente a 10000
g Yy el sobrenadante se transfiri6 a otro tubo para un analisis adicional (extracto, E). Para cada
trombo, se analizaron dos muestras, el primer sobrenadante (S) y el segundo (E).

6.1.Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecilsulfato de Sodio

Las muestras de proteinas se resolvieron en una SDS-PAGE para observar bandas proteicas de
interés y comparar patrones, realizar WB y el anélisis de MS posterior a la inmunoprecipitacion
(IP). Las muestras se prepararon mezclandolas con un volumen apropiado de buffer de muestra
para SDS-PAGE conteniendo un agente reductor (B-mercaptoetanol), y se calentaron a 95°C
durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas. Se prepar6 un gel de resolucién al 10% y
un gel de apilamiento al 4% utilizando una solucién de gel de poliacrilamida (acrilamida, bis-
acrilamida, buffer de Tris-HCI, SDS y persulfato de amonio, seguido por la adicion de
tetrametiletildiamina como catalizador). EI gel se ensamblé vertiendo la solucion de gel de
resolucion en una caja de fundicion de gel, dejando espacio en la parte superior para agregar el
gel de apilamiento y se permitid que el gel polimerizara durante aproximadamente 30 minutos.
Se agrego el gel de apilamiento, se insertd un peine para crear pozos de muestra, y se dejo
polimerizar. Para la electroforesis la caja de gel se coloco en un tanque de electroforesis lleno
de buffer de corrida (Tris-glicina), y las muestras, junto con un marcador de PM (10-250 kDa),
se cargaron en los pozos. La electroforesis se llevo a cabo a un voltaje constante (90 V) hasta
que el frente de tinte alcanzo la parte inferior del gel de resolucion. Después de la electroforesis
el gel se coloco en una solucidn de tincion (45% metanol, 10% acido aceético, 0.1% Coomassie
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Brilliant Blue) para la visualizacion de proteinas, el gel se agitd suavemente durante 1 hora y
luego se destifio para eliminar el exceso de tinte (la solucion de destefiido contiene los mismos
componentes que la de tincion, excepto el Coomassie blue). Para la captura y analisis de
imagenes el gel tefiido se coloco en un sistema de documentacion de gel y sistema de imagen
de quimioluminiscencia (Fujifilm LAS-4000), y se capturé una imagen de este. Las
intensidades de las bandas y los pesos moleculares se analizaron utilizando un software

adecuado (ImageJ) y comparando las bandas con el marcador de PM.

6.2.Western Blotting

Después de la electroforesis, las proteinas del gel de SDS-PAGE se transfirieron a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizando un sistema de transferencia en
humedo. La transferencia se llevo a cabo en un tampon de transferencia (buffer de Tris-glicina
que contiene metanol) a 90 V durante 1 hora a 0°C. La membrana se bloqued con una solucion
de bloqueo (5% de BSA en tampdén de Tris-salino con Tween 20 [TBST]) durante
aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente. La membrana se incubd con un anticuerpo
primario especifico para la proteina objetivo durante la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios
utilizados fueron un anticuerpo monoclonal de ratén desarrollado contra NO.Tyr (39B6,
sc32757), uno que reconoce la cadena de o de Fg (anti-Fibrinogen o, C-7, sc-398806) y uno
que reconoce la cadena Pde Fg (anti-Fibrinogen P, D-4, sc-271035) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.). La membrana se lavo con TBST para eliminar el anticuerpo primario no
unido y otros contaminantes, y se incub6 con un anticuerpo secundario conjugado a HRP como
enzima de deteccion durante 1.5 horas a temperatura ambiente. Finalmente, la membrana se
lavd nuevamente con TBST para eliminar el anticuerpo secundario no unido. El anticuerpo
anti-raton ligado a HRP se dejé reaccionar durante 4 minutos antes de la deteccion usando
quimioluminiscencia mejorada (kit ECL - 34078, Thermo Fisher Scientific, Hemel Hempstead,
Reino Unido), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La sefial se capturd utilizando
un sistema de imagen de quimioluminiscencia. Las intensidades de las bandas se cuantificaron
utilizando el software de analisis por densitometria ImageJ. Se realizé una normalizacion
comparando las bandas de proteinas objetivo con la proteina total para tener en cuenta las
variaciones en la carga de proteinas. Se utilizé una relacién entre la intensidad de la banda de

interés y la proteina total de la muestra estimada con coloracion por rojo Ponceau S.
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6.3.Inmunoprecipitacion

Se realizé una IP con el kit Dynabeads™ Protein G Immunoprecipitation No. 10007D
(Invitrogen). En resumen, los pasos se detallan a continuacion. (1) Las perlas magnéticas se
resuspendieron en el frasco, se transfirieron 50 pg de perlas a un tubo, y el sobrenadante se
elimind después de magnetizar las perlas. (2) Se afiadio el anticuerpo (anti-NO2Tyr) (10 ug)
diluido en 200 pL de Buffer de Unién y Lavado de Anticuerpos, se incubd con rotacion durante
10 minutos a temperatura ambiente. Luego, se coloco el tubo en el imén y se elimino el
sobrenadante, y el complejo magnético anticuerpo-perla se resuspendio en 200 pL de Buffer
de Union y Lavado de Anticuerpos y se lavd suavemente por pipeteo. Se repitio este paso
colocando el tubo en el iméan y eliminando el sobrenadante. (3) Se afiadidé la muestra que
contenia el antigeno (aproximadamente 1000 L) y se pipete6 suavemente para resuspender el
complejo magnético anticuerpo-perla. Se incubd con rotacion durante 120 minutos a
temperatura ambiente para permitir que el antigeno se uniera al complejo magnético
anticuerpo-perla. (4) Se colocé el tubo en el iman y se transfirio el sobrenadante a un tubo
limpio para su analisis posterior. EI complejo magnético anticuerpo-perla-antigeno se lavo tres
veces con 200 pL de Buffer de Lavado en cada lavado, separandolo con el iman, eliminando
el sobrenadante y resuspendiéndolo suavemente entre cada lavado. (5) Se resuspendio el
complejo magnético anticuerpo-perla-antigeno en 100 pL de Buffer de Lavado y se transfirid
la suspension a un tubo limpio. Esto se recomienda para evitar la co-elucidn de proteinas unidas
a la pared del tubo. (6) La solucion del complejo magnético anticuerpo-perla-antigeno se trat6
en condiciones reductoras desnaturalizantes, y se cargdé en un gel de SDS-PAGE para su

separacion.

6.4.1dentificacion de Proteinas Inmunoprecipitadadas mediante LC-MS/MS

6.4.1. Digestion en Gel

Después de secar, las bandas del gel se destifieron en acetonitrilo:agua (ACN:H20, 1:1), se
redujeron y alquilaron (los enlaces disulfuro de los residuos de cisteina se redujeron con 10
mM de DTT durante 1 hora a 56 °C, y luego los grupos tiol se alquilaron con 10 mM de
iodoacetamida durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad) y se digirieron in
situ con tripsina de grado de secuenciacion (Promega, Madison, WI) segun lo descrito por
Shevchenko et al*®*l con modificaciones menores. Las piezas de gel se deshidrataron con
suficiente ACN. Se quité el ACN y las piezas de gel se secaron en una centrifuga de vacio. Las

piezas de gel secas se volvieron a hidratar en 100 mM de Tris-HCI pH 8, 10 mM de CaClz con
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tripsina a 12.5 ng/ul durante 1 hora en un bafo de hielo. Se eliminé el buffer de digestion y los
geles se volvieron a cubrir con 100 mM de Tris-HCI pH 8, 10 mM de CaCl; y se incubaron a
37°C durante 12 horas. La digestion se detuvo con la adicion de 1% de TFA. Los sobrenadantes
completos se secaron y luego se desalaron en ZipTip C18 (Millipore) hasta el analisis

espectrométrico de masas.
6.4.2. Analisis Espectrométrico de Masas

El digesto proteico desalado se secd, se resuspendié en 10 pl de &cido formico al 0.1% y se
analiz6 mediante LC-MS/MS en un sistema de MS LTQ-Orbitrap Velos Pro (LIT-Orbitrap,
Thermo Scientific) acoplado a un sistema de HPLC Easy-nLC 1200. Los péptidos fueron
concentrados (en linea) por cromatografia de fase reversa utilizando una precolumna C18 RP
de 0.1 mm x 20 mm (Thermo Scientific), y luego se separaron usando una columna bioZen 2.6
um Peptide XB-C18 RP de 0.075 mm x 250 mm (Phenomenex) operando a 0.25 pl/min. Los
péptidos se eluyeron utilizando un gradiente dual de 60 minutos. EI perfil del gradiente se
configurd de la siguiente manera: 5—25% de solvente B durante 45 minutos, 25-40% de
solvente B durante 15 minutos, 40—100% de solvente B durante 2 minutos y 100% de solvente
B durante 18 minutos (solvente A: &cido formico al 0.1% en agua, solvente B: &cido formico
al 0.1%, 80% de acetonitrilo en agua). La ionizacion se realizé utilizando un emisor LC-MS
de acero inoxidable con un didmetro interno de 30 pm (Proxeon) a una tension de pulverizacion
de 2.1 kV con una lente S del 60%. La resolucion del Orbitrap se ajust6 a 30000. Los péptidos
se detectaron en escaneos de 400 a 1600 amu (1 pscan), seguidos de veinte escaneos MS/MS
dependientes de datos (Top 20), utilizando un ancho de aislamiento de 2 u (en unidades de
masa/carga), una energia de colisién normalizada del 35%, y exclusién dindmica aplicada
durante periodos de 60 segundos. La criba de estados de carga estaba habilitada para rechazar

iones protonados no asignados y con carga Unica.

La identificacion de péptidos a partir de los datos crudos se realizd utilizando el motor de
busqueda PEAKS Studio XPro (Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, Ontario, Canadd). La
busqueda en la base de datos se llevo a cabo contra Uniprot-homo sapiens (79684 entradas;
version de UniProt 09/22) (base de datos decoy-fusion). Se utilizaron las siguientes
restricciones para las busquedas: clivaje triptico después de Arg y Lys (semi especifico), hasta
dos sitios de clivaje perdidos, y tolerancias de 20 ppm para iones precursor y 0.6 Da para
fragmentos de MS/MS. Las busquedas se realizaron permitiendo la oxidacion opcional de Met,
la carbamidometilacion de Cys y la oxidacion de Tyr/Trip a nitro. Las tasas de descubrimiento
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falso para coincidencias de espectros de péptidos y para proteinas se limitaron a 0.01. Solo se
consideraron como identificaciones confiables aquellas proteinas con al menos dos péptidos

Unicos descubiertos en los analisis de LC-MS/MS.

7. Modelado Molecular y Simulaciones de Dinamica Molecular

Las técnicas computacionales del modelado molecular del Fg y simulaciones de MD se
realizaron para obtener una estructura completa de la molécula de Fg y para evaluar el efecto
de la nitracion. El Fg presenta una estructura compleja con muchos sitios de interaccion con
otras proteinas y consigo mismo para polimerizar. Ademas, se ha demostrado que sufre PTMs
nitroxidativas en patologias como ACVi. Se cuenta con una estructura cristalografica a la cual
le faltan secciones en los extremos N y C terminal de las 3 cadenas, siendo el extremo C-
terminal de la cadena Aa el mas afectado. En consecuencia, su estructura tridimensional (3D)
no esta resuelta en su totalidad, ni en su nivel terciario ni cuaternario, siendo un verdadero

desafio lograr un modelo completo.

7.1.Modelado del Fibrindgeno Completo

En primera instancia se propuso obtener tal modelo completo a los efectos de disponer de una
estructura completa que nos permitiera posteriores estudios de las muchas zonas de interaccion
que existe en la molécula de Fg, y, en particular, investigar el impacto de las PTMs en su
estructura y los posibles cambios en su funcionalidad asociadas a patologias.

Mientras las simulaciones de MD atomisticas proporcionan detalles a nivel atdmico sin
precedentes, una limitacion significativa reside en la escala de tiempo y longitud que se puede
alcanzar con los recursos computacionales disponibles. Alternativamente, los modelos de
grano grueso (coarse grained, CG, por sus siglas en inglés) se han usado histéricamente para
capturar la fisica a escalas de tiempo y longitud mas grandes sin sacrificar la informacion
estructural subyacente esencial.[*651%6] Este enfoque se utilizo para modelar las regiones aC que
comprenden aproximadamente 400 aminoacidos. Finalmente, para validar el modelo completo,
se realizaron simulaciones de MD atomisticas. Este método es capaz de simular el
comportamiento dinamico de una estructura y validar el modelo rigido inicial si se logra una

situacion estable.

Para construir el nuevo modelo completo, se modelaron la isoforma 2 de la cadena Aa
incluyendo FpA, la cadena Bp incluyendo FpB y la isoforma ya de la cadena y. Se

seleccionaron Aa-2 y ya porque son las isoformas predominantes. No se incluyeron los
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péptidos sefial. Para crear el modelo de Fg, se descargo la estructura cristalografica del Fg
humano del Banco de Datos de Proteinas (PDB ID: 3GHG)**! como un ensamblaje biolégico
y se utilizé como plantilla. Los aminoécidos 1-26 y 201-625 no estan resueltos en la cadena
Aa del cristal del Fg humano; estas porciones representan al FpA, al boton Ea y una porcién
de 6 residuos de la cadena Aa en la seccion N-terminal, y la region aC completa en la seccion
C-terminal. Los aminoacidos 1-57 y 459-461 no estan resueltos en la cadena Bf del cristal del
Fg humano; la porcion N-terminal representa FpB, el botdn Eg y una porcion de 39 residuos
siguientes. Los aminoacidos 1-13 y 395-411 no estan resueltos en la cadena y del cristal del Fg
humano. Todas las regiones faltantes en las cadenas B y v, y los extremos N-terminales de las
cadenas Ao se construyeron mediante modelado por homologia utilizando el motor Phyre2
(Protein Homology/analogy Recognition Engine V 2.0).1%67 La secuencia de los extremos C-
terminales de las cadenas Aa (regiones aC) se modelaron de novo, agregandolas a la estructura
cristalografica como una cadena lineal de aminoécidos usando el software MOE (Molecular
Operating Environment ChemComp 2022.02),[%81 y realizando una simulacion de MD de CG
para permitir el plegamiento de esas regiones. El proceso de construccion se muestra en la

Figura 2.1.
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Figura 2.1. Proceso de construccion de la molécula completa de Fibrindgeno. El proceso comienza con la estructura cristalografica del
fibrindgeno (cédigo PDB: 3GHG). Las porciones N-terminales y C-terminales de las cadenas BB y y, asi como las porciones N-terminales de
las cadenas Aa, se afiadieron inicialmente basandose en modelado por homologia para obtener una estructura intermedia. Las porciones
C-terminales de las cadenas Aa se incorporaron utilizando simulaciones de dindmica molecular de grano grueso para alcanzar la estructura
final. Posteriormente, se realizaron simulaciones de dindmica molecular a nivel atémico para refinar y estabilizar la estructura, asi como

para observar su evolucion.
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7.1.1. Simulacién de Dinamica Molecular de Grano Grueso

7.1.1.1.Preparacion de la Estructura

A partir de las coordenadas del Fg humano con las porciones C-terminales 201-625 de las
cadenas Aa agregadas manualmente como una cadena lineal de aminoacidos, y después de una
minimizacion en vacio, se realiz6 una conversion de la molécula de todos los dtomos a un
modelo de CG utilizando el campo de fuerza SIRAH.[® Se minimiz6 el sistema en vacio
durante 50000 pasos. Luego, el sistema fue solvatado utilizando una caja de agua con un buffer
de 15 A. Después de la adicion de las moléculas de agua, el sistema fue neutralizado y se
afiadieron iones Na* y CI" hasta alcanzar una concentracion de sal de 0.15 mol/L, emulando

una fuerza ionica fisioldgica.
7.1.1.2.Protocolo de la Simulacién de Dindmica Molecular de Grano Grueso

La estructura completa se prepar utilizando VMDIE y el plugin LEaP de AmberTools20.[17H]
La simulacién de MD se realiz6 empleando el software de MD NAMD (Not Another Molecular
Dynamics Program) v.2.14,[172 con el campo de fuerza de CG SIRAH. Todas las etapas de los
protocolos de simulacion MD se llevaron a cabo con solvente explicito utilizando el modelo
de agua WT4 en el ensamble isobarico-isotérmico (NPT). En todos los casos, se aplico un corte
de distancia de 10.0 A para las interacciones no enlazadas de corto alcance y 10.0 A para las
funciones de suavizado; las interacciones electrostaticas de largo alcance se calcularon
utilizando el método Particle Mesh Ewald (PME).I*”] Las interacciones de Van der Waals
(VdW) se calcularon utilizando el método 12-6 LJ.12741751 Primero, el sistema se someti6 a un
protocolo de minimizacién de energia durante 50000 pasos. Durante las siguientes etapas de
annealing, equilibracién y produccion, la presidén se mantuvo en 1 atm usando el barostato de
piston de Nosé-Hoover Langevin,['’®177l y las ecuaciones del movimiento de Newton se
integraron utilizando el método de integracion de Verlet en velocidad*"® con un paso de
tiempo de 20 fs. La etapa de annealing consistié en 0.25 ns de simulacion, con una rampa de
temperatura de 0.25 ns donde la temperatura se elevé de 60 K a 310 K, y los atomos definidos
por la seleccion "backbone™ se restringieron. Durante las etapas de equilibracion y produccion,
la temperatura se mantuvo en 310 K utilizando el termostato de Langevin. La etapa de
equilibracion consistio en 20 ns de simulacion y los atomos definidos por la seleccion
"backbone" se restringieron. La etapa de produccion consistio en 0.5 us de simulacion y no se

restringieron atomos. La simulacion de CG se realizd con condiciones periodicas de contorno.
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7.1.2. Simulacién de Dinamica Molecular Atomistica

7.1.2.1.Preparacion de la Estructura

Después de modelar las porciones faltantes, se ensamblo todo como se muestra en la Figura
2.1 y se realizd una minimizacion de energia y una corta simulacion de MD atomistica para
estabilizar y refinar ain mas la estructura. El sistema se solvat6 utilizando una caja de agua con
un buffer de 15 A, con dimensiones de 457.95, 301.87, 154.65 (X, y, z en A) y se coloc6 en (-
237.53,-161.46, -64.03) y (220.42, 140.41, 90.62) como coordenadas minimas y maximas. La
molécula también se rotd para minimizar el volumen de la caja de solvente. Se colocaron un
total de 679677 moléculas de agua modelo TIP3P,7°! obteniendo un total de 1931136 a4tomos
en la caja. Después de la adicion de las moléculas de agua, el sistema present6 una carga neta
total de -8. El sistema se neutralizd y se afiadieron un total de 1906 iones CI" mas 1914 iones

Na*, logrando una concentracion de sal de 0.15 mol/L, emulando una fuerza iénica fisiolégica.
7.1.2.2.Protocolo de la Simulacién de Dindmica Molecular Atomistica

La estructura se prepar6 utilizando VMD vy el plugin QwikMD.!8% |a simulacién de MD se
realiz6 empleando el paquete de MD NAMD. Se utilizé el campo de fuerza CHARMM36
(Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics).[*:182 Todas las etapas se llevaron a
cabo con solvente explicito utilizando el modelo de agua TIP3P en el ensamble NPT. En todos
los casos, se aplico un corte de distancia de 12.0 A para las interacciones no enlazadas de corto
alcance y 10.0 A para las funciones de suavizado; las interacciones electrostaticas de largo
alcance se trataron utilizando el método PME. Primero, el sistema se sometié a un protocolo
de minimizacion de energia durante 20000 pasos. Durante las siguientes etapas de annealing,
equilibracion y produccion, la presion se mantuvo en 1 atm usando el piston de Nosé-Hoover
Langevin, las ecuaciones de movimiento se integraron utilizando el esquema de pasos maltiples
r-RESPA para actualizar las interacciones de corto alcance cada 1 paso y las interacciones
electrostaticas de largo alcance cada 2 pasos, y se eligié un paso de integracion de 2 fs. La
etapa de annealing consistio en 0.29 ns de simulacién, con una rampa de temperatura de 0.25
ns donde la temperatura se elevéd de 60 K a 310 K, y los atomos definidos por la seleccion
"backbone" se restringieron. Durante las etapas de equilibracion y produccion, la temperatura
se mantuvo en 310 K utilizando la dindmica de Langevin. La etapa de equilibracion consistié
en 1.00 ns de simulacion y los atomos definidos por la seleccion "backbone™ se restringieron.

La etapa de produccion consistié en 30 ns de simulacién y no se restringieron atomos.
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7.1.3. Andlisis de la Trayectoria obtenida

La trayectoria obtenida se analiz6 para evaluar la estabilidad termodinamica, estructural y
geométrica de la proteina. Los graficos se prepararon con Xmgracel*® y las estructuras
proteicas se visualizaron con VMD. La informacion de las energias durante la dinamica se
extrajo en VMD, y se analizo la evolucion de la energia total con sus componentes de energia
cinética y energia potencial, asi como las contribuciones de las fuerzas de VdW vy
electrostaticas de esta Ultima energia. Todas estas energias se han representado en graficos en
funcion del tiempo de produccion. Se graficaron Radio de Giro (RG) y Area de Superficie

Accesible al Solvente (SASA) para evaluar la estabilidad.

También se realizé un analisis estructural, con la evolucion de la Desviacion Cuadratica Media
(RMSD) de los carbonos alfa (C.) de la proteina y de cada cadena en las trayectorias de
simulacion de MD calculadas como un promedio y graficadas en funcién del tiempo de
produccion. Se calculé la Fluctuacién Cuadratica Media (RMSF) de la trayectoria de
simulacion de MD usando un script y se graficaron las fluctuaciones del backbone de la
proteina (eje Y) como funcidn de la posicion de los residuos de cada cadena en el Fg (eje X).
El modelo 3D final obtenido se represent6 en colores segin el RMSF de cada residuo. La
estructura inicial se utiliza como referencia para los célculos de RMSD y RG, para poder

comparar la magnitud de los cambios geométricos en los sistemas.

También se realiz6 una extraccion de una pose al inicio, mitad y final de la simulacién y la
superposicion de ellas también se muestra. Finalmente, se calcularon el nimero de enlaces de
hidrogeno y las energias de interaccion entre las diferentes cadenas del Fg, observando

interacciones no enlazantes de VdW vy electrostaticas, que fueron graficados.

7.2.Simulaciones de Dindmica Molecular del Fibrin6geno vy Fibrindégeno Nitrado

Por otro lado, se procedio a estudiar el comportamiento de la molécula cuando estan presentes
ciertos residuos de NO2Tyr. Se decidio realizar el experimento con las posiciones de Tyr que
mostraron estar en mayor porcentaje en pacientes con ACVi en el experimento de LC-MS/MS

452 y Tyr475 de la cadena BB y

que se detall6 anteriormente.[*3¥ Esos tres residuos son: Tyr
Tyr3® de la cadena v, y se encuentran en los nédulos que contienen los bolsillos de interaccion

a través de los cuales una molécula de Fg interacciona con otra para comenzar a polimerizar

(bolsillos Db y Da, respectivamente).
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7.2.1. Parametrizacion del Residuo de 3-Nitrotirosina

Para esto, el residuo NO.Tyr fue previamente parametrizado en el Campo de Fuerza General
CHARMMB36. Brevemente, para la parametrizacion de NO.Tyr, al cual se llamd NTY, se

realizaron los siguientes pasos:

1. En MOE, se crea una Tyr y se modifica enlazando un nitrégeno (N) a CE2, al que se enlazan
dos oxigenos (O), uno con doble enlace y el otro con carga -1. Se renombraron los atomos:
HE2 a NE2, O1 a ON1y 02 a ON2. Luego, se exporta como NTyr en formatos pdb y mol2.

2. En cgenff.umaryland.edu, se carga NTyr.mol2 y se genera NTyr.str con atomtypes, cargas
y pardmetros. Se copia el residuo TYR en el archivo de topologia top_all36_prot.rtf y se hacen
las siguientes modificaciones: renombrar TYR a NTY, actualizar atomtypes y cargas segin
NTyr.str, agregar el grupo nitro, y ajustar los enlaces y angulos. Se guarda el archivo como
top_all36_prot NTyr.rtf. La Figura 2.2 muestra un fragmento de este archivo de topologias,

con la representacion del nuevo residuo de NTY.

3. En el archivo de parametros par_all36m_prot.prm, se afiaden los nuevos parametros de
BONDS, ANGLES y DIHEDRALS para los atomtypes diferentes. Se guarda el archivo como
par_all36m_prot_NTyr.prm.

7.2.2. Simulaciones de Dinamica Molecular Atomisticas

7.2.2.1.Preparacion de las Estructuras de Fibrindgeno y Fibrindgeno Nitrado

Para explorar el impacto estructural de los residuos NO,Tyr dentro de estos bolsillos de

interaccion intermolecular que presenta el Fg, se crearon dos modelos de Fg, ambos obtenidos

452 475

a partir de la estructura cristalografica. Uno de ellos con los residuos Tyr en la

y Tyr

380 en la cadena y modificados a NO,Tyr, mientras que el otro modelo, sin

cadena B y Tyr

modificar, se utiliz6 como control. La estructura se prepard utilizando VMD vy el plugin
QwikMD. Cada sistema de Fg (no modificado y modificado) se agrego a una caja de agua y se
neutralizd con NaCl a una concentracion de 150 mM.

7.2.2.2.Protocolo de las Simulaciones de Dindmica Molecular Atomisticas

Los sistemas completos se relajaron mediante simulaciones de MD atomistica utilizando el
paquete NAMD, con el campo de fuerza CHARMMS36, y con las mismas condiciones de

presion, temperatura, método de integracién de las ecuaciones de Newton y paso de tiempo, y

57



todas las especificaciones indicadas en la seccion 7.1.2.2. La etapa de produccion consistio en

140 ns de simulacion y no se restringieron atomos.
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Figura 2.2. Residuo NTY en el archivo de topologias.

7.2.3. Anélisis de las Trayectorias obtenidas

Para observar la evolucion de la estructura general se calcularon los RMSD y RMSF. Ademas,

se observaron y compararon los entornos de Tyr y de NO2Tyr, incluyendo sus RMSDs. Para

los ligandos presentes en los bolsillos de interaccion, también se realizo la observacion del

entorno y se realizaron célculos de energias de interaccidn con el bolsillo, con el complemento

NAMD Energy, observando interacciones no enlazantes de VdW y electrostaticas. Finalmente,

se obtuvo un video de la trayectoria que permite observar la evolucion de la estructura de los

bolsillos conteniendo a los ligandos y las NO2Tyr presentes en el entorno. Aqui se muestran

las poses inicial y final de esos sitios de interés.
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Capitulo 3: Analisis de 3-Nitrotirosina en
Fibrindgeno mediante LC-MS/MS
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1. Introduccién

1.1.Fundamentos de Espectrometria de Masas

1.1.1. Espectrometria de Masas

La MS caracteriza los iones moleculares basandose en su relacion masa-carga (m/z) y
utilizando su respuesta a campos eléctricos 0 magnéticos.[*®! También se puede utilizar para
caracterizar y confirmar modificaciones nitroxidativas en los residuos aminoacidicos, ya que
estas alteran la masa del ion molecular. La salida de datos resultante, o espectro, se presenta
como intensidad en el eje y, versus m/z en el eje X. La relacion m/z es la relacion entre la masa
molecular y el nimero de cargas del ion, y la intensidad es la abundancia relativa del ion
molecular.!8] |os espectrometros de masas contienen una fuente de ionizacion, al menos un
analizador de masas (dependiendo de si es simple o tindem) y un detector de masas. La técnica
se basa en la generacion de iones en fase gaseosa del analito en la fuente de ionizacion, seguida
de la separacion segun la relacion m/z de los fragmentos ionizados producidos. Esto implica el
uso de uno o méas de uno de los varios tipos de analizadores de masas y la deteccion por un
detector. Existen varios tipos diferentes de fuentes de ionizacion de MS, analizadores de masas

y detectores, algunos de los cuales se comentaran a continuacion.

1.1.2. Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento para Espectrometria de Masas

En primer lugar, las muestras deben ser separadas antes de inyectarlas en el espectrémetro de
masas. Para lograr esto, la MS se conecta a un sistema de HPLC. La cromatografia se basa en
diferentes fases moviles y estacionarias para separar moléculas segun sus afinidades. Este
sistema de cromatografia opera a alta presion para lograr una buena resolucién de separacion.
La mayoria de las configuraciones de HPLC para protedmica utilizan HPLC en fase reversa,
con una fase estacionaria hidrofébica no polar y una fase movil acuosa polar. Las proteinas o
péptidos se eluyen de la columna utilizando un gradiente de disolvente organico no polar. Los
respectivos eluidos se separan por su tiempo de retencion en una fase estacionaria no polar,
como una columna de silice con cadena de 18 carbonos (C18). Las columnas en fase reversa
son muy adecuadas para el analisis por MS, ya que ofrecen analisis variado, compatibilidad
con sistemas de ionizacion y, lo mas importante, alta reproducibilidad y eficiencia de

separacion.[87]
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1.1.3. lonizacién por Electrospray

Los enfoques de MS del presente estudio utilizan como método de ionizacién la ionizacion por
electrospray (ESI, por sus siglas en inglés). En este método el solvente se introduce en la fuente
de ionizacidn a través de una fina aguja capilar, mantenida a un alto potencial (2-4kV), lo que
resulta en un fino spray de gotas. Estos iones en fase gaseosa se producen como resultado de
cuatro procesos principales. (1) La formacién de gotas altamente cargadas debido al potencial
proporcionado por la aguja capilar. (2) La evaporacion del solvente portador que es potenciada
por el calentamiento de la fuente de ionizacién. (3) La introduccion de un flujo de gas nitrégeno
caliente conocido como gas de secado, que hace que el tamafio de las gotas disminuya y la
densidad de carga aumente. (4) Durante la etapa final, la gota alcanza su limite de Raleigh y
sufre fision de Coulomb, donde la gota explota en gotas méas pequefias y estables. Este proceso
continlia hasta que se forman iones en fase gaseosa de moléculas individuales. Cualquier vapor
de solvente restante o material sin carga es barrido por gas nitrdgeno, conocido como gas

cortina.

La ESI puede producir iones con carga positiva y negativa mediante la adicion de acidos o
bases volatiles a los solventes, ya sea proporcionando o eliminando protones. Como una técnica
de ionizacién suave que produce proteinas intactas ionizadas, la ESI es muy adecuada para el
anélisis de biomoléculas como proteinas.['®8 Existen otras técnicas de ionizacion suave
adecuadas para biomoléculas como proteinas, entre las cuales la mas conocida es la

desorcién/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI, por sus siglas en ingés).[*8]
1.1.4. Disociacién Inducida por Colision y Patrones de Fragmentacion de Péptidos

Las técnicas de ionizacion suave permiten analizar los iones moleculares, como los péptidos,
sin fragmentacion. Sin embargo, la elucidacion estructural de biomoléculas requiere la
fragmentacion subsiguiente del ion precursor o ion padre. Existen varias técnicas para la
fragmentacion de proteinas o péptidos para su posterior analisis con MS tandem; las méas
comunes son la disociacion por transferencia de electrones (ETD por sus siglas en inglés), la
disociacion inducida por colision (CID por sus siglas en inglés) y la disociacion por colision
de alta energia (HCD por sus siglas en inglés). Los enfoques de MS que se exponen en el
presente estudio utilizaron fragmentacion por CID. Las moléculas de péptido o proteina entran
en la celda de colisién y colisionan con un gas inerte, como nitrdgeno o argén. La energia

cinética producida se convierte en energia interna, lo que resulta en la vibracion y ruptura de
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los enlaces, y la fragmentacion del ion molecular en iones fragmento méas pequefios (iones

producto o hijos).

Se pueden producir varios tipos de iones producto a partir de péptidos: los iones a, b y ¢
corresponden a fragmentos de péptidos donde la carga reside en el extremo N-terminal,
mientras que los iones X, y y z tienen la carga en el extremo C-terminal. Tipicamente, la CID
genera predominantemente iones fragmento de las series b e y, donde los péptidos se rompen

alrededor del enlace peptidico.[**]
1.1.5. Analizadores de Masas de Cuadrupolo y Tiempo de Vuelo

Un analizador de masas de cuadrupolo (Q) utiliza cuatro electrodos de varilla paralelos
dispuestos en formacién cuadrada alrededor de un eje central. Se aplica una corriente continua
negativa a las cuatro varillas, mientras que una corriente alterna de radiofrecuencia positiva se
superpone a dos de las varillas en cualquier momento dado, moviéndose en sentido horario
alrededor de las varillas desde el eje x al eje y. La combinacion de radiofrecuencia alterna y
corriente continua fija varia en magnitud y permite que el cuadrupolo funcione como un filtro

de iones.

Cuando se inyectan iones a lo largo del eje central z, su trayectoria a través del cuadrupolo
hacia el detector depende del potencial de radiofrecuencia aplicado. Si la proporcién del
potencial de radiofrecuencia desestabilizador no es demasiado grande o pequefio para los iones
correspondientes, estos seguiran una trayectoria en espiral clara a través del cuadrupolo hacia
el detector. El equilibrio del potencial aplicado permite una selectividad precisa de masas; los
iones cuyas masas no son estables con el potencial aplicado se dispersan y no son detectados.
Asi, los iones de la muestra se separan segun la estabilidad de sus trayectorias en el campo
eléctrico oscilante. Este equilibrio de potencial aplicado puede alternarse y utilizarse en modo
de escaneo, lo que permite seleccionar para su deteccion todas las masas posibles dentro de un

rango dado.*°H

El analizador de masa de tiempo de vuelo (TOF) funciona aplicando un alto voltaje de 5000 V
a la placa posterior, lo que acelera los iones y los expulsa desde la fuente de iones hacia una
regién de deriva. Aqui no hay campo eléctrico ni magnético adicional, por lo tanto, no hay mas
aceleracion. Si todos los iones tienen la misma energia cinética, pero difieren en masa, los iones
mas ligeros llegaran al detector mas rapido que los iones de mayor masa. Los iones de la
muestra se separan por el tiempo que les lleva alcanzar el detector, relativo a su velocidad, la

cual esta relacionada con su masa.[t
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Para igualar la energia cinética de los iones, estos pasan por un reflectron. Este reflectron esta
compuesto por anillos huecos de carga positiva con un gradiente creciente, disefiados para
detener y redirigir los iones. El reflectron termina en una rejilla donde el potencial se vuelve
mayor que el potencial de aceleracion original. Cuanta mas energia cinética tenga el ion, mas
profundamente penetrara en el reflectron y mas se ralentizara. Este proceso iguala la energia
cinética de los iones antes de que comiencen su viaje medido de tiempo de vuelo hacia el
detector, asegurando que todos los iones de la misma masa lleguen al detector al mismo tiempo,

mejorando asi la resolucion.

Un instrumento con sistema TOF ofrece muchas ventajas, incluyendo tasas de adquisicion
rapidas, continuidad espectral y un rango dindmico excepcional. Un sistema hibrido que
combina un analizador de cuadrupolo con un analizador de TOF proporciona alto rendimiento
en términos de sensibilidad, resolucion y velocidad de adquisicion de datos, denominandose
Cuadrupolo-Tiempo de Vuelo (QTOF). En este tipo de espectrémetro de masas se cuenta con
un cuadrupolo (Q1) que actua como un filtro de masas, seleccionando los iones precursores
que seran fragmentados en la celda de colisién. Una celda de colision (Q2) que es utilizada
para la CID, donde los iones seleccionados colisionan con un gas inerte y se fragmentan. Y un
analizador de TOF que proporciona una alta resolucion y precisién de masas, midiendo el
tiempo que tardan los iones en viajar una distancia conocida, permitiendo determinar su
relacion m/z con gran exactitud. Este sistema es el que se utiliza en los primeros experimentos
no dirigidos del presente Capitulo (TripleTOF® 5600).

1.1.6. Analizadores de Masas de Triple Cuadrupolo y Trampa de lones Lineal

Un sistema de Triple Cuadrupolo (QgQ) cuenta con un primer cuadrupolo (Q1) que actia como
un filtro de masas, seleccionando iones con una relacién m/z especifica, una segunda seccién
(Q2) conocida como celda de colision, donde los iones seleccionados se fragmentan mediante
CID, y un tercer cuadrupolo (Q3) que selecciona los iones fragmentados para su posterior
analisis.

Una Trampa de lones Lineal (LIT) contiene electrodos lineales, que son un conjunto de

electrodos que generan un campo cuadrupolar para atrapar y manipular iones en el eje central.

Un sistema hibrido Triple Cuadrupolo — Trampa de lones Lineal (QqQLIT) combina las
ventajas de ambos tipos de dispositivos, ofreciendo mayor flexibilidad y capacidad analitica.
El funcionamiento incluye una seleccion inicial de iones en la cual los iones generados en la

fuente de ionizacién se introducen en el primer cuadrupolo (Q1), donde se selecciona un ion
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especifico segun su m/z. Luego ocurre la fragmentacion en la cual los iones seleccionados en
QL1 se envian a la celda de colision (Q2), donde colisionan con un gas inerte y se fragmentan
en iones mas pequefios. Luego ocurre la seleccion de fragmentos donde los iones fragmentados
se envian al tercer cuadrupolo (Q3), donde se seleccionan fragmentos especificos segin su m/z
para el analisis posterior. Lo siguiente es la transferencia a la LIT donde los iones seleccionados
en Q3 se transfieren a la LIT, donde se pueden realizar manipulaciones adicionales.
Finalmente, la manipulacién y andlisis en la LIT incluye el aislamiento de iones (se pueden
seleccionar y aislar iones especificos dentro de la trampa), la fragmentacion adicional (MS",
los iones aislados pueden ser sometidos a fragmentacion adicional para obtener mas
informacidn estructural), el escaneo de masa (se puede realizar un escaneo completo de m/z
para identificar todos los iones presentes en la trampa), y la deteccion (los iones manipulados
en la LIT se detectan para el andlisis cuantitativo y cualitativo).

Este espectrometro de masas hibrido QqQLIT presenta ventajas como una alta sensibilidad y
especificidad, pues la combinacién de QqQ y LIT permite una identificacion y cuantificacion
precisa de compuestos con alta sensibilidad. Presenta versatilidad analitica ya que la LIT afiade
flexibilidad para realizar experimentos MS", aislamiento y fragmentacion detallada de iones.
Tiene una mejor resolucion y capacidad de manipulacion de iones debido a que la LIT permite
la concentracion y manipulacion detallada de iones, mejorando la resolucién y el analisis. Este

sistema es el que se utiliza en los experimentos dirigidos del presente Capitulo (QTrap® 5500).
1.1.7. Programas de Monitoreo de Reacciones Mdltiple y Seleccionada (MRM y SRM)

Los programas de MRM y SRM son modos similares de analisis en MS, donde MRM analiza
multiples iones precursor y productos, mientras que SRM analiza solo uno. EI modo MRM
utiliza tres cuadrupolos, dos como analizadores de masa y uno como celda de colision. El
cuadrupolo 1 (Q1) selecciona el ion precursor deseado por su masa. El cuadrupolo 2 (Q2)
genera los iones fragmento de este ion precursor mediante CID. El cuadrupolo 3 (Q3) esta
configurado para seleccionar masas especificas de iones fragmento del ion precursor. Este
método proporciona una sensibilidad aumentada, ya que solo los iones de interés pasan por los
Q1 y Q3 y alcanzan el detector.!®¥l En estos modos, los sistemas de QgQ tienen algunas

ventajas sobre los sistemas de QTOF.

Los sistemas de cuadrupolo normalmente estan limitados por su tipo de exploracion, ya que al
escanear a través de un rango de masas limita la tasa de adquisicion y, por lo tanto, la

sensibilidad. Sin embargo, en los modos MRM y SRM se supera este problema, y los sistemas
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de QQgQ son mas sensibles que los sistemas de QTOF, debido al tiempo muerto requerido por

este ultimo para calcular el tiempo de vuelo.

Por estas razones, los sistemas QqQ son ideales para cuantificar iones de masa conocida con
alta sensibilidad. Sin embargo, estos analizadores de masa estan limitados en resolucion de
masa Yy en el rango de masas de 1 a 4000 m/z, en comparacién con los sistemas de Q-TOF, que
tienen un rango de analisis de masa de 20 a 20000 m/z.[194.1%I

Los sistemas de TOF muestran menos sensibilidad que los sistemas basados en QqQ en modos
MRM o SRM. Sin embargo, para identificar analitos desconocidos y hacer una bdsqueda
inicial, el sistema TOF es méas adecuado. Pero lo mas importante, bajo condiciones normales,
ofrece una mayor resolucion de masa que los sistemas basados en QQqQ, lo que lo hace adecuado

para identificar modificaciones en aminoacidos, en modo IDA.

1.2.Espectrometria de Masas Tandem como técnica para analizar Proteinas Modificadas

La MS/MS puede utilizarse en el andlisis de proteinas para confirmar secuencias peptidicas
que contienen PTMs nitroxidativas. El andlisis por MS mide la relacion m/z de los analitos
ionizados, y las modificaciones nitroxidativas en las proteinas alteran la relacion m/z tanto de
la proteina intacta como de los residuos donde ocurrid la modificacion, permitiendo la
identificacion del sitio de la PTM. El método actualmente aceptado para identificar PTMs

implica aislar el aminoéacido modificado dentro de la secuencia proteica.*%!

Existen dos enfoques principales para identificar modificaciones en proteinas, top-down (de
arriba hacia abajo) y bottom-up (de abajo hacia arriba). EI primero implica el analisis de
proteinas intactas y sus productos de fragmentacion en MS, mientras que el segundo implica
la digestion proteolitica de proteinas en péptidos mediante proteasas como la tripsina antes del
andlisis. Este Ultimo es el enfoque mas comun en protedmica y para identificar modificaciones

en proteinas en biologia.

Para facilitar el analisis de datos, existen varias herramientas de blsqueda estadistica como
Mascot©, PEAKS©, Sequest©, ProteinPilot©, Tandem®©, Ommsa®© y Phenyx®©, cada una con
ventajas y desventajas. En la mayoria de los casos, las secuencias peptidicas se buscan en una
base de datos de proteinas (datos in silico), y cualquier secuencia en la base de datos que
coincida parcialmente con la secuencia experimental se investiga para ver si se ajusta a los

datos. Las herramientas de busqueda son susceptibles a identificaciones falsas debido a la
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naturaleza tolerante al error de los motores de busqueda, y por esta razén, la validacion manual

mediante secuenciacion de novo es crucial para tener confianza en las asignaciones.

Un estudio realizado por Stevens et al. ilustra la importancia de la precision de resolucion de
masas altas al identificar residuos de Tyr nitrados utilizando MS/MS y la necesidad de validar
manualmente los datos mediante secuenciacion de novo para evitar problemas con moléculas
isobéricas (péptidos de la misma masa, constituidos por diferentes aminoécidos). EI mismo
estudio sugirio validar manualmente todos los picos de espectros MS/MS con una abundancia
relativa de aproximadamente el 20% o mas.[**”1 Un estudio realizado por Petersson et al.
destaca que el barrido de ion precursor con un analizador de masa de cuadrupolo se puede
utilizar para la deteccién selectiva de péptidos nitrados, basado en una digestion triptica de
BSA-NO,Tyr.[1%I

Existen varias técnicas especificas de anélisis de datos y modos de MS que pueden utilizarse
para identificar y cuantificar modificaciones en proteinas. Estas incluyen la pérdida neutra, el
barrido de ion precursor y los métodos SRM y MRM dirigidos, como se menciond

anteriormente.

En el barrido de ion precursor, el tercer analizador de masa (Q3) estéa fijado para detectar una
masa especifica de ion fragmento y escanea los iones precursores que generan este ion producto
mediante fragmentacion en la celda de colision. ComlUnmente, se detectan y cuantifican los

iones imonio de aminoécidos oxidados como iones producto.

En el barrido de pérdida neutra, el fragmento reportero es no cargado y se monitorea
escaneando con ambos analizadores de masa (Q1 y Q3) con un desplazamiento de masa

correspondiente a la masa eliminada.

La busqueda o mineria de conjuntos de datos de alta resolucion de experimentos no dirigidos
también puede lograrse mediante XICs de ventana estrecha. Los XIC de ventana estrecha
utilizan una alta resolucion de masa para permitir la busqueda de iones reporteros, con una
ventana de masa muy estrecha, lo que proporciona una reduccién significativa en falsos

positivos de moléculas isobaricas.
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2. Resultados

2.1.Desarrollo de métodos LC-MS/MS

Se logré el desarrollo de métodos LC-MS/MS para localizacion de sitios de nitracion y su
cuantificacion relativa. La presencia de NO2Tyr fue identificada mediante anélisis de MS en
un sistema QTOF de Fg nitrado in vitro y digerido en solucion. Mascot pudo identificar las
cadenas Aa, BB y y del Fg con un promedio de cobertura de secuencia del 56%, 76% y 80%,
respectivamente, y confirmo que la isoforma predominante de la cadena Aa era la 2 y de la
cadena y era la ya. La cobertura de secuencia de las cadenas Aa y y es mejor de lo que se indica,
ya que Mascot asumid las isoformas largas. Se identificaron veinte sitios diferentes de nitracion
de Tyr en las tres subunidades del Fg, de los 50 sitios presentes dentro de las isoformas
predominantes del Fg. Todos los péptidos conteniendo esta modificacion, y sus
correspondientes péptidos no modificados, fueron validados mediante secuenciacién de novo
del espectro MS/MS. Una vez confirmado el péptido nitrado se procedié a su cuantificacion
relativa al péeptido no modificado, utilizando el area bajo la curva sus picos en los XICs. La

Figura 3.1 muestra los espectros MS/MS y los XICs de dos péptidos de interés.
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Figura 3.1. Identificacion de 3-nitrotirosina en el péptido triptico BGSWYSMR de fibrinégeno nitrado in vitro. Espectros
MS/MS del péptido triptico B*72GSWYSMR*78 (A) y su correspondiente péptido nitrado mostrando la presencia de
nitrotirosina $*2GSWNO,YSMR*78 (B) con los iones de la serie y marcados. El cambio de masa/carga de 556.30 Da a
601.29 Da de y4 confirma la presencia de la modificacidn nitrotirosina en BY47>. Los correspondientes cromatogramas
de iones extraidos de las formas nitrada y no modificada del péptido BGSWYSMR son utilizados para la cuantificacion
relativa en el fibrinégeno control (C) y en el fibrindgeno tratado con peroxinitrito (D).
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En general, la proporcion de tratamiento mas alta produjo mas modificaciones y/o niveles mas
altos de NO,Tyr en los péptidos en comparacion con las proporciones de tratamiento mas bajas,

aunque no siempre hubo una clara dependencia de la dosis. La nitracion en los residuos pTyr'?,

475

BTyr*" y yTyr®®® fue la mas consistentemente identificada, a pesar de que Tyr*’® mostré una

modificacion relativamente baja en porcentaje. En la Tabla 3.1 se exponen los péptidos

conteniendo NO>Tyr identificados, con sus caracteristicas y cuantificacion relativa.

Fue dificil detectar la nitracion del Fg en muestras clinicas mediante analisis no dirigido (IDA),
lo que sugiere que el nivel de modificacion era menor que en el Fg nitrado in vitro. Por lo tanto,
para mejorar la selectividad y la sensibilidad, se desarrollé6 un método de andlisis MS de tipo
MRM en un analizador QqQLIT. Se utilizaron datos de péptidos nitrados en Fg nitrado in vitro
del experimento anterior (modo IDA, no dirigido) para seleccionar posiciones especificas de
Tyr y determinar los fragmentos idénicos a monitorear. Se seleccionaron nueve residuos de Tyr
para el analisis: Tyr®?, Tyr?’" y Tyr®® de la cadena Aa; Tyr'?, Tyr*%®, Tyr®? y Tyr*’® de la

380 v Tyr®® de la cadena v. Esta seleccion se realizo con el criterio de incluir

cadena Bp; y Tyr
todas las posiciones nitradas observadas en el nivel mas bajo de nitracién, mas dos posiciones
observadas en el nivel medio de nitracion y dos posiciones observadas en el nivel mas alto de
nitracion. Para cada uno de esos residuos de Tyr, se seleccion6 un péptido nativo y el péptido
nitrado correspondiente, priorizando aquellos que mostraban picos XIC de mayor intensidad
con relaciones sefial-ruido adecuadas. Se seleccionaron tres transiciones con el objetivo de
lograr una identificacion correcta basada en la especificidad (presente solo en el ion principal
de interés), la intensidad (mayor relacion sefial-ruido) e incluyendo el residuo de Tyr en
cuestion, para cada uno de los iones de péptido. En la Tabla 3.2 se exponen las caracteristicas

de los péptidos seleccionados
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Tabla 3.1. Péptidos de Fibrindgeno conteniendo 3-nitrotirosina identificados. Se muestran los péptidos de Fibrindgeno (Fg) conteniendo residuos de 3-nitrotirosina (Y roja)
agrupados por cadena de Fg, indicando el % de nitracion en los tres estandares de Fg nitrado (se indican las relaciones molares de ONOO/Fg utilizadas).

Relacion Molar ;. Masa tedrica del Masa observada
Cadena i Sitio de . - g . p L L. . m/z lon Rt®
de E ONOO'/Fg Tirosina Secuencia peptidica modificada identificada?® péptido del péptido (carga) score! (min)

& 200 100 10 modificado® modificado® &
% de nitracién
de Tirosinaf
33 0 2 Y62 “DSDWPFCSDEDWNY*4°K53 2007.72 2007.87 670.23 (3+) 92 35.5
55 0 0 Y95 88| KNSLFEY**>QK®’ 1313.66 1313.76 657.89 (2+) 55 24.5
Aa

69 75 O Y277 22GGSTSY**>*GTGSETESPR?®’ 1616.66 1616.77 809.39 (2+) 83 19.2
15 8 0 Y589 582QFTSSTSY**>NRGDSTFESK>° 2085.89 2086.05 696.36 (3+) 43 21.7
46 4 1 Y71 S3REEAPSLRPAPPPISGGGY**°R”? 2151.08 2151.25 718.09 (3+) 94 22.5
16 - 0 Y149 125NSVDELNNNVEAVSQTSSSSFQYMY*45LLK!52 3211.46 3211.71 1071.58 (3+) 69 37.9
2 0 0 Y172 164 DNENVVNEY***SSELEK'7® 1812.77 1812.90 907.46 (2+) 61 29.8
25 - 0 Y222 212) ESDVSAQMEY**>CR2%4 1631.66 1631.77 816.89 (2+) 79 28.6
BB 14 0 0 Y315 314NY+SCGLPGEYWLGNDK328 1829.77 1829.91 915.96 (2+) 87 32.8
21 0 0 Y375 354 AHYGGFTVQNEANKYQISVNKY*+*>R376 2731.31 2731.48 911.50 (3+) 131 25.0
24 0 1 Y408 3%6TMTIHNGMFFSTY**>DR*1° 1880.78 1880.92 627.98 (3+) 102 28.0
1 0 0 Y447 46YY+BS\WGGQYH**TWDMAKE 1757.68 1757.82 879.91 (2+) 13 32.8
9 0 0 Y452 4BYYWGGQY**TWDMAK?*8 1712.69 1712.82 857.42 (2+) 71 32.3
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3 11 Y475 A2GSWY*>SMR*7® 930.37 930.42 466.22 (2+) 33 26.4
14 0 Y135 135y+45LQEIYNSNNQK? ¢ 1557.71 1557.80 779.91 (2+) 41 23.3
7 0 Y140 15y +4SLQEIY***NSNN QK4 1602.69 1602.81 802.41 (2+4) 37 26.5
13 0 Y288 ZB3TSTADY**SAMFK?*? 1178.49 1178.57 590.29 (2+) 54 26.6
' 23 0 Y375 365CHAGHLNGVYY***QGGTY**>SK382 2100.87 2101.02 701.35 (3+) 74 22.0
53 0 Y380 35CHAGHLNGVYYQGGTY**>SK382 2055.89 2056.02 515.01 (4+) 68 20.8
22 3 Y389 3B ASTPNGY**>*DNGIIWATWK39° 1937.89 1938.04 970.03 (2+) 108 34.1

2 Los numeros en superindice indican la posicidn del residuo al comienzo y al final de la secuencia. El residuo de tirosina modificado se muestra en rojo.

® Las masas tedricas se calculan a partir de la secuencia de péptidos.

¢Las masas observadas se calculan a partir de la relacion m/z del ion observado en el espectro de masas.
4El puntaje de ion es el puntaje promedio Mascot MOWSE para los péptidos individuales.

Rt es el tiempo de retencion del péptido durante la cromatografia.
fLa cuantificacion relativa del péptido nitrado se calculé como un porcentaje del péptido total de esa secuencia (nitrado + no modificado).
—indica una posicién de la tirosina no cubierta.
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Tabla 3.2.

Péptidos tripticos de Fibrindgeno seleccionados para el analisis MRM y SRM.

Cadena

Posicion de Tirosina

Secuencia del péptido de Fg®

lon precursor
m/z (carga)

Masa del ion producto (serie)

Energia de colision
(volts)

Rt
(min)

Aa

Y62

4SDSDWPFCSDEDWNYK®3

4SDSDWPFCSDEDWNY*4°K®3

982.45 (2+)

1004.95 (2+)

424.25 (y3)°
610.35 (y4)
1216.57 (y9)

318.12 (b3)
655.34 (y4)
1101.51 (y8)

47.14

48.24

34.6

36.7

Y277

22GGSTSYGTGSETESPR?®’

2GGSTSY**>*GTGSETESPR?®”

786.90 (2+)

809.40 (2+)

862.45 (y8)
1020.54 (y10)
1183.62 (y11)

862.45 (y8)
1020.54 (y10)
1228.61 (y11)

37.56

38.66

18.3

20.8

Y589

S82QFTSSTSYNR®:

SSZQFTSSTSY+45N R591

595.81 (2+)

618.31 (2+)

727.39 (y6)
814.43 (y7)
915.49 (y8)

772.38 (y6)
859.42 (y7)
960.47 (y8)

28.19

29.30

19.8

23.0

BB

Y71

SEEAPSLRPAPPPISGGGYR’?

S“EEAPSLRPAPPPISGGGY**°R7?

651.05 (3+)

666.05 (3+)

596.32 (y6)
806.48 (y8)
903.54 (y9)

641.31 (y6)
833.94 (y**16)
851.47 (y8)

29.25

29.97

25.2

27.0

Y408

3%TMTIHNGMFFSTYDR*?

39 TMTIHNGMFFSTY**SDR*10

612.98 (3+)

627.98 (3+)

554.30 (y4)
641.34 (y5)
788.42 (y6)

599.29 (y4)
686.33 (y5)
833.41 (y6)

27.42

28.14

29.8

31.9
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349.22 (y3)
4“5YYWGGQYTWDMAK?8 556.95 (3+) 464.25 (y4) 24.73 32.8
650.35 (y5)
Y452

959.48 (y7)
4“YYWGGQY* S TWDMAK?*8 857.42 (2+) 1144.60 (y9) 41.01 33.7
1201.60 (y10)

393.22 (y3)
A72GSWYSMR478 443.73 (2+) 556.30 (y4) 20.74 26.2
742.40 (y5)
Y475

393.22 (y3)
2GSWY*SSMR478 466.22 (2+) 601.29 (y4) 21.85 29.5
787.38 (y5)

424.22 (b**8)
365CHAGHLNGVYYQGGTYSK3%2 671.35 (3+) 612.35 (y6) 30.23 21.7
1066.57 (y9)
Y380

424.22 (b**8)
365CHAGHLNGVYYQGGTY*45SK382 515.01 (4+) 657.34 (y6) 23.75 23.4
946.50 (b9)

505.32 (y4)
3#3ASTPNGYDNGIIWATWK3* 632.02 (3+) 691.42 (y5) 28.34 33.9
804.51 (y6)
Y389

434.27 (y3)
BASTPNGY**SDNGIIWATWK3?® 970.03 (2+) 691.41 (y5) 46.53 35.7
840.47 (y**14)

2 Los numeros en superindice corresponden a la posicidon del aminoacido en la proteina madura para los residuos de inicio y fin. Los residuos modificados se muestran en
rojo.
b Las transiciones mostradas en negrita fueron seleccionadas para el método SRM.
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El método MRM se evalud con Fg-NO-Tyrl y Fg comercial como control negativo. Todos los
residuos seleccionados fueron encontrados en el Fg nitrado, y no se encontré ninguno en el Fg
comercial. Dado que la busqueda de 3 iones producto por cada péptido precursor resultaba muy
costosa en términos de tiempo, se desarroll6 el método SRM, utilizando los mismos iones
precursores, y solo una transicion (la de mayor intensidad). La Figura 3.2 muestra un ejemplo

de XICs obtenidos en modo MRM y SRM para un péptido particular.
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Figura 3.2. Comparacion de los analisis MRM y SRM del péptido B5*EEAPSLRPAPPPISGGGYR?2 del fibrindgeno nitrado
in vitro. Cromatogramas de iones extraidos del péptido B>*EEAPSLRPAPPPISGGGYR’2 que contiene el residuo de tirosina
71, obtenidos mediante analisis MRM del péptido de fibrindgeno no tratado (A) y nitrado (B); y los obtenidos mediante
analisis SRM de fibrindgeno no tratado (C) y nitrado (D). Se muestran las areas bajo las curvas de las transiciones
seleccionadas (que en Ay B son 3,y en Cy D es una), y el porcentaje relativo calculado de cada péptido. Se observé un
ligero desplazamiento en el tiempo de retencién (AR:) absoluto debido a la variacion cromatografica entre los
experimentos (se muestra la diferencia en los tiempos de retencidn entre el péptido nativo y el modificado).
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2.2.Cuantificacion de Fibrindgeno Nitrado en plasma con método LC-MS/MS

Se realizo la cuantificacién de nitracion en Fg de pacientes con ACVi comparando con

controles mediante método LC-MS/MS en modo SRM desarrollado.

El método SRM desarrollado se aplicé para analizar Fg enriquecido de muestras de plasma
pertenecientes a dos grupos clinicos: pacientes con ACVi y pacientes de control no
inflamatorio. Para cada muestra, se calcularon los porcentajes de NO,Tyr para cada una de las
posiciones de Tyr seleccionadas detectadas. Se compararon estadisticamente los niveles
medios de nitracion en cada uno de los residuos de Tyr, en ambos grupos clinicos. Una prueba
de Kolmogorov-Smirnov rechazo la distribucion gaussiana de los datos resultantes, y luego se
utilizé una prueba de Mann-Whitney U para comparar los dos grupos clinicos entre si (n = 24
en cada grupo). La Figura 3.3 muestra boxplots para cada residuo de Tyr analizado,

comparando los dos grupos.

Al comparar los grupos de pacientes con ACVi y los pacientes de control no inflamatorio, se

encontrd una diferencia significativa para tres residuos especificos de tirosina: PTyr?2, BTyr*/®

452 475

y yTyr38O. Para los residuos de tirosina BTyr , los porcentajes de NO.Tyr

y BTyr
observados en las muestras del grupo de control no inflamatorio fueron muy bajos, similares a

los observados para las muestras de Fg no modificado. Aunque se observo cierta nitracion en

380

el residuo yTyr®*” en las muestras del grupo control, se demostrd un nivel significativamente

589 389

mas alto en el grupo de ACVi. Los residuos de tirosina aTyr%, oTyr no mostraron

yyTyr
diferencias entre los grupos de ACVi y control, con niveles de nitracion similares a las muestras

de Fg no tratado. Para los residuos aTyr% y yTyr®® los niveles de nitracién fueron bajos,

589

excepto en algunas muestras. Para el residuo de tirosina aTyr*®® y pTyr*%® hubo un alto

background, lo que probablemente indica interferencia de la matriz.
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Figura 1.3. Boxplots del porcentaje de nitracién para cada residuo de tirosina estudiado, en las muestras clinicas. Los
boxplots comparan pacientes con ACVi (Ischemic Stroke) e individuos controles (Control) para todos los residuos de
tirosina analizados. La cadena de fibrindgeno de origen se indica con un prefijo a, f or y antes del numero del residuo
de Tyr (Y). Los asteriscos indican los valores P arrojados por el test de Mann-Whitney U en los casos que se obtuvo una
diferencia significativa: * p<0.003, ** p<0.001. Para mayor claridad, tres puntos de datos no se muestran en los gréficos,
todos en el grupo ACVi (6.7 % en Y62, 5.4 % en aY589 and 7.5 % en Y408; pacientes fumadores). Las flechas negras
en los ejes y sefialan el valor medio del fibrinégeno no tratado. Las flechas rojas indican datos de pacientes fumadores.
El rectangulo central abarca desde el primer cuartil hasta el tercer cuartil (el rango intercuartil), un segmento dentro del
rectangulo muestra la mediana, la cruz muestra la media y los "bigotes" por encima y por debajo de la caja muestran las
ubicaciones del minimo y maximo. Los valores atipicos fueron excluidos en la figura para una mejor presentacién, pero
se incluyeron en el analisis estadistico.
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Con el fin de explorar cualquier asociacion potencial entre los residuos de NO,Tyr detectados
y la condicion de ACVi, se generaron curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC)

para evaluar la capacidad de cada posicion de NO2Tyr para predecir el ACVi, ya sea de manera

individual o en diferentes combinaciones. La presencia de NOTyr en la posicion pTyr*®?

mostro la mejor asociacion con la enfermedad, con el mayor area bajo la curva (AUC) de 0.920
(95 % CI: 0.807 a 1.034). En cambio, no se observo asociacion para los residuos aTyr62,
BTyr’L, BTyr*%® y vTyr3®. Ademas, se investigé la asociacion entre el ACVi y diferentes
combinaciones de posiciones de NO,Tyr. Los mejores resultados se observaron cuando se

combinaron BTyr*®2, BTyr*® y yTyr® con un AUC de 0.896 (95 % CI: 0.790 a 1.002),

380 452 0

ligeramente superior al AUC obtenido cuando yTyr™" se combin6 ya sea con BTyr

BTyr475-

Por altimo, se compard el patrén de nitracion de los residuos de Tyr seleccionados, cuando la
nitracion fue realizada in vivo (ACVi), ex vivo (plasma nitrado) e in vitro (Fg nitrado). Se

observo que el perfil de nitracion in vivo difiere del in vitro o ex vivo. El residuo més nitrado

invivo fue el yTyr3® 408

que contribuy6 en aprox. la mitad de la nitracion total, sequido del BTyr
con un aprox. 20%. En contraste, las condiciones in vitro generan una distribucion méas
homogénea de la nitracion, dentro de esos nueve residuos seleccionados. Por otro lado,

comparando la nitracion ex vivo con la in vitro, aquella presenta como sitios mas nitrados el

589 389

aTyr>*® y el yTyr>*®, mientras que in vitro las més nitradas fueron los tres residuos de Tyr de

la cadena Ao.

Los detalles de todos los resultados relativos a este Capitulo, incluidos las curvas ROC y los

perfiles de nitracion se encuentran publicados en Medeiros et al.[*84]
3. Discusion

El enfoque de este Capitulo fue la identificacion y cuantificacion de sitios de modificacién en
el Fg humano generados in vitro después del tratamiento con ONOO", y generados in vivo
después de un ACVi. El objetivo era identificar modificaciones estables en los péptidos del Fg
que pudieran ser buenos marcadores potenciales de isquemia e inflamacién. La hipotesis era
que se pueden identificar de manera consistente modificaciones nitroxidativas especificas de
secuencia y dependientes de la concentracion, similares a las que podrian esperarse durante un

ACVi, en el Fg humano después del tratamiento con ONOO'.

76



Aunque se cree que la produccion de ONOO™ y la formacion de NO,Tyr ocurren en el
ACVi,['*®l hasta el momento no se han realizado estudios que investiguen la nitracion de
residuos especificos de Tyr del Fg en esta condicion ni su valor como marcador diagnostico.
Por lo tanto, en este estudio primero se mapearon los sitios de formacion de NO2Tyr en Fg
tratado con ONOO" in vitro utilizando LC-MS/MS, y se demostrd que a una relacion molar de
200:1 ONOO:Fg, 20 de los 49 residuos de Tyr observados fueron modificados. En términos
del nimero de sitios modificados y porcentaje de NO-Tyr por péptido, fue generalmente menor
con las relaciones de tratamiento mas bajas. El andlisis identifico 7 sitios de nitracion de Tyr
que no han sido reportados previamente: aTyr®, aTyr??2, BTyr3Y, pTyr3™, yTyr?88 yTyr¥®y
yTyr¥. Luego se desarrollaron métodos dirigidos para detectar la nitracion de los residuos

mas susceptibles (MRM y SRM), y se aplico el método SRM al Fg enriquecido de muestras de
plasma de pacientes con ACVi, y de pacientes con condiciones no inflamatorias segun los bajos
niveles de PCR. Con este método se pudo proporcionar la primera evidencia que demuestra
que el porcentaje de nitracion de Tyr en Fg aumenta en las primeras 36 horas del ACVi, en
comparacion con condiciones no isquémicas y no inflamatorias, y que la nitracion de residuos
especificos o combinaciones de residuos puede tener potencial como herramienta diagndstica.
El andlisis de la nitracion de Fg in vitro y la comparacion con la nitracion bajo condiciones

fisiopatoldgicas proporciona algunas perspectivas cientificas interesantes.

El mapeo de la nitracion de Tyr en Fg tratado in vitro se llevo a cabo utilizando un enfoque no
dirigido de LC-MS/MS, lo que permitié investigar la susceptibilidad dependiente de la
concentracion de ONOO" de las diferentes cadenas y de los residuos dentro de ellas a la
nitracion de Tyr. Hasta donde podemos determinar, este es el primer estudio que cuantifica
como porcentaje de modificacidn el nivel de nitracion en péptidos especificos de Fg utilizando
XICs de un enfoque de LC-MS/MS IDA. La dependencia de la concentracion de nitracion de
Fg por ONOO" en relaciones molares de 1.7:1 a 170:1 ha sido reportada previamente por
Nowak et al.l** utilizando WB con anticuerpos policlonales anti-NO;Tyr, y también
observaron una alta susceptibilidad de los residuos de Tyr de la cadena Aa a la modificacion.

Tres estudios previos utilizaron LC-MS/MS para investigar la nitracion de Fg. Meredith et al.

277 135

informaron que Tyr<'" en la cadena Aa y Tyr~° en la cadena y eran los residuos de Tyr mas
susceptibles a la nitracion por SIN-1 (3-morfolinosidnonimina, un generador de ONOO),
aunque no se reportaron valores de porcentaje de nitracion. El residuo aTyr?’’ también fue el

mas altamente modificado en nuestro estudio, pero yTyr!®® fue modestamente nitrado en un
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14% para el tratamiento mas alto. Luo et al. identificaron 15 sitios de NO2Tyr en la cadena y
de los cuales Tyr'??, Tyr?®8 Tyr’® Tyr3™ y Tyr®? fueron los mas susceptibles, pero no
cuantificaron el grado de modificacion en residuos especificos.!*%¢l, Tang et al. utilizaron una
relacion molar de ONOO™:Fg de ~330, y reportaron siete residuos de Tyr nitrados en la cadena

Aa (dos de ellos en la isoforma menos comun), diez sitios de NO2Tyr en la cadena B y nueve
en la cadena y, de los cuales oTyr?’", BTyr’L, BTyrt’2, BTyr'®, yTyr®® y yTyr®® fueron los

mas nitrados.*>" Este estudio no utilizo la intensidad de sefial MS primaria para calcular el
grado de nitracion de péptidos, sino que report6 el nimero de espectros MS/MS identificados
para los péptidos nitrados o nativos utilizando el algoritmo SEQUEST, aparentemente sin
secuenciacion de novo. Esto, junto con la mayor proporcion de ONOQO™ que utilizaron, puede
haber contribuido a un mayor nimero de posiciones nitradas reportadas en comparacion con
nuestros hallazgos. Un tercer estudio utilizo la captura de afinidad de Fg nitrado y sus péptidos

tripticos para enriquecer péptidos nitrados, lo que llevé a un enfoque en la cadena Bj, donde

322 y BTyr*2.115%9 Sjn embargo, el

se detectaron consistentemente 2 residuos diferentes, fTyr
uso de la captura de péptidos significd que no se pudo determinar el porcentaje de modificacion

de estos péptidos.

Aungue la nitracion de Tyr pudo detectarse en la relacion de tratamiento més baja con ONOO"
, No se detectd NO,Tyr en Fg de muestras clinicas mediante el enfoque no dirigido, lo que
probablemente refleje el bajo porcentaje de modificacion presente. Para abordar esta
limitacion, otros autores emplearon un paso de captura con anticuerpos contra
NO,Tyr, 1150150202011 o Hp|_C de intercambio cationicol?%? para el enriquecimiento de proteinas
0 péptidos nitrados antes del analisis de LC-MS/MS, pero, como se mencionod anteriormente,
esto puede introducir sesgos. En contraste, en el presente trabajo se utilizé un analisis dirigido

de MS/MS para mejorar la sensibilidad, incluyendo transiciones para detectar modificaciones

408 475

observadas en el tratamiento mas bajo con ONOO™ (Tyr® de la cadena o, Tyr’*, Tyr®%y Tyr

de la cadena P, y Tyr®® de la cadena y) asi como otras que fueron consistentemente nitradas

(Tyr277 y Tyr589 de la cadena a, Tyr452 de la cadena B y Tyr380 de la cadena 7). Este método
SRM permitid la deteccion de residuos de NO2Tyr en muestras de Fg nitradas con ONOO" y

en muestras clinicas, y no en las muestras de Fg sin tratar. Para tres de los residuos de Tyr

452 475 380

analizados (Tyr™< e Tyr"' en la cadena B y Tyr*" en la cadena vy), se observé un nivel de

nitracion relativo significativamente mayor en Fg de plasma de pacientes con ACVi en

comparacion con Fg de plasma de pacientes con condiciones no inflamatorias. Es interesante
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que el grupo de ACVi contuviera algunas muestras con un porcentaje de nitracion alto para la
mayoria de los residuos de Tyr analizados; aunque aparecian como valores atipicos y no eran
estadisticamente relevantes, podrian reflejar un subconjunto de pacientes mas gravemente

afectados que podrian explorarse méas a fondo en un conjunto de muestras méas grande.

El analisis de curvas ROC sugirié claramente una asociacion entre la nitracion de residuos
especificos de Tyr (BTyr*®%; BTyr*®2+pTyr* > +yTyr®®0; BTyr*>2+yTyr*®; BTyr* S +yTyr3%) y
la cohorte de ACVi. Esto respaldaria la hipotesis de que el Fg es un objetivo de nitracion
durante el ACVi, y concuerda con hallazgos previos que indican que la nitracion del Fg afecta
la polimerizacion del Fg, la arquitectura del coagulo y las propiedades fisicas tanto in vitrol44!

como in vivo.[1?Y

La ubicacion de NO2Tyr en el Fg también ha sido analizada en otras condiciones patoldgicas.
Parastatidis et al. realizaron un andlisis LC-MS/MS de Fg nitrado en fumadores y no

fumadores; el paso de inmunoenriquecimiento para péptidos nitrados resulté en la deteccion

322 452

principalmente de péptidos de la cadena B, con BTyr reportados como los

y BTyr

452

principales sitios de nitracion.[*>*) Curiosamente, aunque la BTyr*>* nitrada fue un predictor

importante de ACVi en nuestro estudio, no estuvo muy nitrada in vitro. También observamos

322

un péptido que contiene BTyr>“ en el anélisis no dirigido de Fg tratado con ONOO", pero el

sitio de nitracién fue PTyr2. Esta diferencia puede reflejar el enfoque metodoldgico distinto,
la patologia diferente de la cohorte estudiada, o que las reacciones nitroxidativas que ocurren
in vivo difieren de las que ocurren in vitro. Como ya se comento, in vivo, el ONOO™ no es el
Unico agente nitrante, estando presente otros capaces de producir NO2Tyr como NO°, NO>',
HNO: y NO.Cl. Otro estudio que utiliz6 IP inform6 que la cadena Bf del Fg tendia a presentar
reactividad positiva a anticuerpos policlonales anti-NO>Tyr en pacientes con sindrome de
ARD.[*] Estos hallazgos pueden explicarse por el hecho de que la cadena BB contiene mas
residuos Tyr que las otras dos cadenas, por lo que hay maés sitios posibles de nitracién, pero
también respalda nuestra observacion de que dos de los tres residuos de Tyr con mayor
porcentaje de nitracion en el ACVi provenian de la cadena Bf3. Un analisis de los objetivos de
nitracion plasmatica en la enfermedad renal cronica en etapa terminal, una condicién que
exhibe altos niveles de inflamacion y estrés nitroxidativo, encontrd que las tres cadenas del Fg
estaban nitradas junto con varios otras proteinas plasmaticas, pero no mapeo las ubicaciones
de los residuos de NO,Tyr.[147]
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Si bien los datos discutidos anteriormente muestran que los residuos de Tyr seleccionados para
el analisis fueron indicadores utiles de nitracion en pacientes con ACVi (nitracién in vivo),
descubrimos que el perfil de nitracion de residuos (el porcentaje de contribucién de residuos
especificos a la nitracion total del Fg) fue bastante diferente para el Fg nitrado in vitro o ex
vivo. En particular, unos pocos residuos especificos de NO2Tyr (yTyr®, fTyr% y oTyr®?)
predominaron in vivo, mientras que la distribucion de la nitracion in vitro fue mas homogénea.
Hay varias razones posibles por las cuales el perfil de nitracion puede ser diferente. Como se
menciond anteriormente, los tratamientos de Fg y plasma in vitro utilizaron un buffer de
bicarbonato, lo que conduce a la formacién del anion peroxinitrosocarbonato y altera el perfil
de PTMs nitroxidativas. Se considera que esta concentracion de bicarbonato genera niveles
fisiologicos de CO2,2%1 por lo tanto, no deberia, por si misma, explicar las diferencias con las
muestras clinicas. No obstante, seria de interés realizar experimentos in vitro sin bicarbonato
para determinar si esto resulta en un perfil de nitracion similar a los hallazgos in vivo.
Alternativamente, in vivo, diferentes agentes podrian ser responsables de la nitracion, como el
acido peroxinitroso y las hemo peroxidasas; ademas, la concentracion de proteinas es mayor y
otras proteinas pueden competir por la nitraciéon. Las modificaciones dominantes in vivo fueron
aquellas que dieron un alto porcentaje de modificacion in vitro, lo que sugiere que son mas
susceptibles. Otra posible causa del patrén diferencial de nitracidn es que la formacién continua
de agentes nitrantes en dosis bajas puede tener una accién diferente a un tratamiento en bolo,
y el entorno local (pH, antioxidantes, competencia) asi como el estado conformacional de la
proteina también pueden influir en la selectividad de la nitracion. Cualquiera sea la razon
subyacente, esto ilustra la dificultad de reproducir el entorno nitroxidativo fisioldgico in vitro,
y sefiala la necesidad de tener precaucién al extrapolar datos obtenidos in vitro a situaciones
fisiopatoldgicas, inclusive para el disefio analitico. Por lo tanto, una posible limitacion de este
estudio es que el método MS/MS dirigido se basé en residuos de Tyr observados como nitrados
in vitro; aunque estos demostraron diferencias significativas en el ACVi, es posible que otros
residuos hayan sido mas extensamente modificados o hayan tenido mayor poder

discriminatorio.

Una diferencia importante en el presente estudio, en comparacién con la mayoria de los otros
que investigan patologias relacionadas con el distrés nitroxidativo, incluyendo la demostracion
mediante inmunoensayo del aumento de NO,Tyr-Fg en el plasma de pacientes con ACVi, %l
es que nuestro grupo control son pacientes con condiciones patoldgicas no inflamatorias. Esto

es importante, ya que la comparacion con una cohorte de voluntarios sanos probablemente
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llevaria a una sobreestimacion de las diferencias; ademas, no proporciona informacién sobre
el valor diagndstico de un marcador para una enfermedad especifica. EI hecho de que en este
estudio la cohorte de control no sea un grupo sano puede explicar al menos parcialmente por
qué la NO,Tyr en PTyr*® mostré valores mas dispersos en comparacion con el grupo ACVi.
Por otro lado, el nivel de nitracidn en las muestras clinicas podria depender en gran medida del
tiempo transcurrido entre el evento isquémico y la toma de muestras de sangre, por lo que es
interesante que se observaran diferencias en una etapa relativamente temprana (1-36 h después
de los primeros sintomas), que es el periodo en el que el diagnostico diferencial seria mas Util.
Finalmente, debido al uso de pacientes con condiciones no inflamatorias, fue dificil emparejar
perfectamente algunos pardmetros; especificamente, la edad, el tabaquismo y el consumo de
alcohol. Estos podrian ser factores confundentes contribuyendo a las diferencias en los niveles
de NO2Tyr, aunque no hubo evidencia de que el Fg de los fumadores dentro de la cohorte de
ACVi se agrupara en niveles altos de NO-Tyr. Por lo tanto, es posible que exista una asociacion

entre los niveles elevados de NO2Tyr y el ACVi.
4. Conclusion

Este es el primer estudio en investigar la presencia de NO>Tyr-Fg en las primeras etapas del
ACVi, y en utilizar un enfoque dirigido de LC-MS/MS para mostrar el aumento de nitracién
de residuos especificos de Tyr en una cohorte de ACVi en comparacién con una con patologia
no inflamatoria. Los datos sugieren que el NO-Tyr-Fg puede ser un biomarcador de procesos
isquémicos agudos que podria ayudar con un diagndstico especifico y mas temprano del ACVi.
Sin embargo, se necesita mas trabajo con un conjunto de muestras mas grande y una cohorte
de enfermedad no inflamatoria mejor emparejada, incluyendo fumadores, para confirmar esto
y explorar el valor diagnéstico de ubicaciones adicionales de NO>Tyr. Los diferentes perfiles
de nitracion de Tyr observados enfatizan el potencial del mapeo de NO,Tyr para distinguir
entre diferentes condiciones experimentales, fisiologicas o patoldgicas, pero también sefialan
la necesidad de tener cautela al extrapolar resultados in vitro, asi como de tener estandares de
Fg nitrado que se asemejen a las circunstancias fisiologicas. Para la cuantificacion absoluta de
NOTyr, se necesitarian péptidos nitrados y nativos etiquetados isotépicamente. A pesar del
enorme desafio que representa la cuantificacion de residuos especificos de NO2Tyr,
herramientas mas especificas podrian, en ultima instancia, reducir la mortalidad, los déficits

neuroldgicos y el dafio sistémico asociados con el diagndstico tardio.[2%4]
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Capitulo 4: Analisis de 3-Nitrotirosina en Plasma
mediante ELISA
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1. Introduccién

1.1.Fundamentos de ELISAs

Aunque los enfoques de MS son capaces de proporcionar informacion muy detallada sobre las
proteinas nitradas, son complejos y requieren mucho tiempo para llevarse a cabo, y por estas
razones los enfoques basados en anticuerpos para medir la nitracion de proteinas son mucho
mas populares. EI ELISA es un tipo bien establecido de inmunoensayo que tiene muchas
aplicaciones, incluida la deteccion de proteinas modificadas. El ensayo se basa en anticuerpos
conjugados a una enzima que se unen por fuerzas no enlazantes a un antigeno, y la
cuantificaciéon de la reaccidén enzima-sustrato respectiva se logra frecuentemente mediante
espectrofotometria. La adicién del sustrato provoca una reaccién mensurable, cuya magnitud

es proporcional a la cantidad de antigeno unido a la placa.[2052%

Brevemente, existen cuatro variaciones de los inmunoensayos tipo ELISAs. (1) Los ELISAs
directos implican la unién del antigeno a la fase s6lida, seguido por un anticuerpo marcado con
una enzima. Este tipo de ensayo generalmente dificulta la medicién de muestras complejas, ya
que las proteinas contaminantes compiten por los sitios de unidn al plastico. (2) Los ELISAs
indirectos también implican la unién del antigeno a la fase sélida, pero en este caso, el
anticuerpo primario no estd marcado. Luego se afiade un segundo anticuerpo conjugado con
una enzima, dirigido al primer anticuerpo. Este formato se usa con mayor frecuencia para la
deteccion de anticuerpos especificos en sueros. (3) Un tercer tipo de ELISA es el ensayo de
competencia o inhibicion, que implica la adicion simultdnea de anticuerpos o proteinas
“competidores”. La disminucion de la sefial en las muestras donde se afiade el segundo
anticuerpo o proteina da un resultado altamente especifico. (4) El Gltimo tipo de ensayo es el
ELISA sandwich o de captura. Los ELISAs sandwich implican la unién de un anticuerpo de
captura a un soporte de fase sélida. Luego se afiaden muestras que contienen antigeno conocido
0 desconocido en una matriz o tampdn que minimizara la unién a la fase sélida. Luego se afiade
un anticuerpo marcado con una enzima para la deteccion. EI ELISA sandwich es el método
que proporciona los resultados mas especificos y sensibles para antigenos encontrados en

concentraciones muy bajas.[?07:20¢l

1.2.Consideraciones de los Inmunoensayos para Analizar Proteinas Modificadas

Los inmunoensayos, al igual que todos los ensayos, tienen ventajas y desventajas, la mayoria

de las cuales dependen de la especificidad de los anticuerpos utilizados. Hay disponibles
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anticuerpos dirigidos a una variedad de residuos que contienen modificaciones, incluyendo
anti-NO.Tyr. Los anticuerpos son conocidos por su capacidad de reaccionar cruzadamente con
compuestos que son estructuralmente similares a su analito/molecula objetivo. A medida que
el tamafio del analito/molecula objetivo disminuye, aumenta la probabilidad de reactividad
cruzada. Esto es relevante al considerar péptidos pequefios y residuos de aminoacidos
modificados, ya que se consideran moléculas pequefias. Moléculas de bajo peso molecular
(<1000 kDa), como péptidos y aminoacidos modificados, no pueden provocar una respuesta
inmune por si mismas. Por lo tanto, requieren la modificacion mediante su union a portadores
mas grandes como proteinas completas. Un portador comun es la KLH, que esta
filogenéticamente alejada de las proteinas de mamiferos y, por lo tanto, puede conjugarse a una
molécula de bajo PM para aumentar su masa e inmunogenicidad.’?°®! Un estudio realizado por
Franze et al. produjo 6 anticuerpos con alta afinidad por la NO.Tyr, todos los cuales utilizaron
una proteina portadora para mejorar la inmunogenicidad, y se probaron en su capacidad para
detectar proteinas nitradas en inmunoensayos como ELISA.[?1% E| anticuerpo monoclonal 1A6
complementario de la NO.Tyr estd bien caracterizado y disponible comercialmente. Sin
embargo, no esta claro si este anticuerpo reconoce todas las proteinas que contienen residuos
de Tyr nitrados. Ese estudio destaco el efecto de la adsorcion competitiva de la proteina nativa
en ensayos inmunoquimicos directos, donde la proporcion de proteina nativa suele ser mayor
que la modificada, y la capacidad limitada de union a la placa puede saturarse antes de que se
una toda la proteina. Por lo tanto, es dificil obtener una representacion precisa de la proporcion
de NO2Tyr en una muestra. Una forma de evitar este problema es utilizar el ensayo de
sandwich, gue evita este efecto y se cree que puede detectar cantidades minimas de proteina
nitrada en muestras, incluso en presencia de un exceso alto de proteina nativa. La naturaleza
del ELISA de sandwich significa que la proteina nitrada se captura exclusivamente de la
muestra en la placa antes de afadir el anticuerpo detector. Ademas, parece que las afinidades
de los anticuerpos por las proteinas nitradas no solo estan gobernadas por el nimero de residuos
de NO2Tyr por molécula de proteina, sino también por su posicion en la estructura, con sitios

de unidon mas o menos favorables.

Otra consideracién importante que resalta la naturaleza cruzada de muchos anticuerpos
disponibles comercialmente es cdmo las técnicas tipo inmunoensayo muestran variabilidad
entre muestras de laboratorio. Esto es cierto tanto para la especificidad de los anticuerpos como
para las variaciones en la afinidad de los anticuerpos.?!*l También deben considerarse

maultiples otros factores al comparar resultados entre laboratorios; por ejemplo, la afinidad entre
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el anticuerpo y la placa de microtitulacion, dado que existen variaciones significativas entre

tipos de placas.?*%

Cuando se consideran mezclas de proteinas, el ELISA es como maximo semicuantitativo. Esto
se relaciona con la conformacion de la proteina y la capacidad de un anticuerpo dado para
acceder y unirse al epitope de interés, lo cual puede verse afectado por el entorno molecular,
como el pH. Tanto el estudio realizado por Khan et al. como el de Duncan sefialaron que una
baja especificidad anticuerpo-antigeno conduce a datos deficientes, y que los anticuerpos
complementarios a la NO2Tyr muestran variaciones en su especificidad, dependiendo de los

aminodcidos adyacentes al residuo de NO,Tyr.[143:213]

1.3.Factores de Riesgo Cardiovascular

Un factor de riesgo es cualquier caracteristica, condicion o comportamiento que aumenta la
probabilidad de que una persona desarrolle una enfermedad o sufra un evento adverso en salud,
como un ataque cardiaco, cancer o ACVi. Los factores de riesgo pueden ser modificables, como
el tabaquismo, la mala alimentacién y el sedentarismo, o no modificables, como la edad, el
sexo Y la genética. Identificar y controlar los factores de riesgo es clave en la prevencion y
manejo de enfermedades. Los FRC convencionales y modificables para el ACVi incluyen
HTA, dislipidemia, DM, tabaquismo y arritmias (particularmente fibrilacion auricular).?*4! Los
FRC no modificables incluyen antecedentes familiares y personales de ACVi, edad avanzada
y sexo masculino, existiendo una accion sinérgica entre todos ellos.[*S] También existen
asociaciones entre la presencia de FRC y parametros bioquimicos alterados como la PCR y el

Fg en pacientes que han sufrido un ACVi.[?¢]

En este Capitulo se involucra el estudio de la presencia de FRC como potenciales influyentes
en los resultados de concentracion de NO2Tyr en el plasma de pacientes con ACVi, obtenidos
mediante ELISA, y evaluando su rol como posibles variables confundentes al comparar con

los datos del grupo control.
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2. Resultados

2.1.Desarrollo de métodos ELISA

2.1.1. Produccion de estandares de Fg-NO-Tyr e inmunoglobulinas de conejo anti-Fg

Para la preparacion Fg-NO.Tyrl, la presencia de residuos de NO,Tyr se confirmé mediante
WB con un anticuerpo monoclonal de raton anti-NO>Tyr biotinilado, observando sefiales en
las tres bandas correspondientes a las cadenas de la molécula de Fg. Tambiéen se realiz6 WB
de Fg utilizando inmunoglobulinas de conejos inmunizados con Fg como anticuerpo primario,
mostrando que reconocen las tres bandas correspondientes a las cadenas del Fg. Imagenes de

estos resultados se encuentran en Medeiros et al.[217]
2.1.2. ELISA para determinacion de Fibrindgeno

El ELISA de tipo sandwich disefiado para la deteccion de Fg presentd un Limite de
Cuantificacion Minimo (LLOQ) de 0.01 pg/mL. El coeficiente de variacion interensayo (CV)
fue del 12.5%. La recuperacion promedio fue del 90+4%. La Figura 4.1 ilustra el rendimiento
de este método, mostrando que el rango de trabajo permanece consistente, siendo
independiente de si el Fg capturado presenta 0 no presenta residuos de NO,Tyr (también se
analizaron diluciones seriadas de Fg-NO>Tyr1, Fg-NO>Tyr2 y Fg-NO.Tyr3).

2.1.3. ELISA para determinacion de 3-Nitrotirosina en Fibrindgeno

El ELISA de sandwich para la deteccion de Fg-NO>Tyr fue utilizado para determinar su
presencia en preparaciones de Fg-NOTyr, y los resultados fueron concordantes con los
obtenidos por espectrofotometria UV-Vis. Las Figuras 4.2a y 4.2b muestran las curvas de
calibracién usando los tres estandares de Fg-NO2Tyr, que presentan comportamientos distintos,
con diferentes rendimientos, demostrando que el nivel de nitracién en la muestra afecta la
cuantificacién. También se observd que este sistema no detecta Fg no nitrado, que se utilizd

como control negativo, confirmando la especificidad de este método.

Por otro lado, se analizaron diferentes mezclas de Fg nitrado con Fg no nitrado, variando la
concentracion de ambas preparaciones, pero manteniendo constante la concentracion total de
proteina, y se compararon con las mismas concentraciones de Fg-NO-Tyr1 en ausencia de Fg
no nitrado (Figura 4.3). Este experimento mostro que el Fg nativo compite con Fg-NO2Tyrl
por la unién al anticuerpo inmovilizado en la fase sélida, lo que influye en la sefial obtenida.

Se calcul6 un LLOQ de 0.5 nM de NO-Tyr en Fg, en caso de que solo haya Fg-NO>Tyr en la
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muestra, con un rango de trabajo que se extendié a 2.6 nM, lo que hace a un método de alta
sensibilidad. EI CV interensayo fue del 14%. La recuperacion promedio fue del 99+5%.
Aunque el método presentd una buena sensibilidad, cuando se analizaron muestras de plasma
no se obtuvieron sefiales significativas que pudieran interpolarse en la curva de calibracion. Se

cree que esto se debe al efecto de la compleja matriz del plasma humano.
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Figura 4.1. Curvas de calibracion obtenidas en el ELISA sandwich para la deteccidon de Fibrinégeno. Los gréficos
muestran la densidad éptica a 450 nm en funcién de la cantidad de Fibrindgeno (Fg) afiadido al pozo, en nM. Los circulos
y cuadrados representan las medias de las DO de triplicados intraensayo. Para evaluar el impacto de la nitracién del Fg
en la cuantificacion, también se generaron curvas de calibracién con estandares de Fg nitrado, revelados con un
anticuerpo policlonal anti-Fg conjugado con HRP (anti-Fg) y con un anticuerpo monoclonal anti-nitrotirosina biotinilado
(anti-NY). (a) Fg nativo como estandar con anti-Fg como anticuerpo secundario. Los circulos negros representan los
puntos de datos. (b) Nivel de Fg nitrado 1 (FgNY1) como estdndar, revelado con anti-Fg (circulos negros) y anti-NY
(cuadrados grises). (c) Nivel de Fg nitrado 2 (FgNY2) como estandar, revelado con anti-Fg (circulos negros) y anti-NY
(cuadrados grises). (d) Nivel de Fg nitrado 3 (FgNY3) como estandar, revelado con anti-Fg (circulos negros) y anti-NY
(cuadrados grises). Las curvas de ajuste sigmoideo se muestran como lineas continuas y el intervalo de confianza del
95% (CI195%) como lineas discontinuas en cada grafico. Conversion a pg/mL de Fg: [nM]*340/1000.

2.1.4. ELISA para determinacion de 3-Nitrotirosina total

El ELISA de inhibicion disefiado para la determinacion de NO2Tyr total presenté un LLOQ de
45 nM de NO,Tyr en BSA, el CV interensayo fue del 20%, y la recuperacion fue del 96+7%.
Se presenta la curva de calibracion en la Figura 4.4.
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Figura 4.2. Curvas de calibracion en el ELISA sandwich para la deteccion de Fibrinégeno nitrado. Los puntos de datos
representan las medias de las densidades dpticas de triplicados intraensayo. Los graficos muestran la densidad dptica a
450 nm en funcién de la cantidad de nitrotirosina (a) o fibrinégeno (b) afadidos al pozo, en nM. Se analizaron tres
estandares de Fg nitrado: FgNY1 (circulos), FgNY2 (diamantes) y FgNY3 (tridngulos). Los paneles inferiores de tanto (a)
como (b) hacen un acercamiento en el rango del cual se obtuvo una ecuacién de linea de tendencia, que se muestra,junto

con su valor R2,
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Figura 4.3. ELISA sandwich para la determinacion de Fibrindgeno nitrado, efecto de la presencia de Fibrindgeno nativo.
Las densidades dpticas a 450 nm en funcion de la concentracidn de nitrotirosina en nM mientras se analizan muestras
de una mezcla de fibrinégeno nitrado estandar 1 (FgNY1) y fibrindgeno no nitrado (Fg), variando la concentracion de
ambas preparaciones de fibrinégeno, pero manteniendo la concentracién total constante. Se analizaron concentraciones
totales de 0.125 pg/mL (triangulos) y 0.250 pg/mL (diamantes). Ademas, se muestra la curva para FgNY1 en ausencia de
Fg no nitrado para comparacion (circulos).
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Figura 4.4. Curva de calibracion del ELISA de inhibicion para la determinacién de 3-nitrotirosina total. (a) Curva de
calibracidn obtenida en el ELISA de inhibicion para la deteccidn de nitrotirosina total, usando BSA nitrada (BSA-NO,Tyr)
como estandar. El grafico muestra la densidad dptica a 450 nm en funcién del logaritmo decimal de la concentracién de
nitrotirosina en nM, cubriendo el rango total de concentraciones de BSA-NO,Tyr analizadas. Los cuadrados negros
representan puntos de datos, siendo la media de las densidades dpticas de triplicados intraensayo. La linea continua
negra es un ajuste logistico de 4 parametros, representando una curva sigmoidea. Las lineas punteadas negras
representan el intervalo de confianza del 95% (CI95%), y la cruz gris indica el punto de inflexidn, que es la concentracién
inhibitoria media (IC50). Los pardmetros del ajuste logistico son los siguientes: maximo (max): 1; minimo (min): 0.01;
IC50: 147.25; coeficiente de Hill: -0.87; R2: 0.996. (b) Ampliacion de la curva de calibracion correspondiente al rango de
trabajo que permite un ajuste de tendencia lineal entre 45 nM y 720 nM de nitrotirosina. La linea discontinua gris es la
tendencia lineal usada en ese rango de densidades dpticas para simplificar los calculos. Se proporciona la ecuacién de
esa linea de tendencia y su valor de R2. Como se puede observar, a pesar de que el ajuste logistico de 4 parametros es
mas apropiado, la linea de tendencia lineal se mantiene dentro del intervalo de confianza del 95% del ajuste logistico de
4 pardmetros.
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2.2.Andlisis de nitracion en plasma con método ELISA v correlacién con FRC

Se realizo la determinacion de NO2Tyr total en plasma de pacientes con ACVi y controles con
el método ELISA de inhibicion. EI grupo de control mostrd una concentracion mediana de
NO2Tyr de 2.26 uM (IQR50 1.46 - 4.63) y una relacion molar con el Fg de 0.149 (IQR50 0.116
- 0.372). El grupo de pacientes con ACVi mostré una mediana de concentracion de NO,Tyr de
3.69 UM (IQR50 2.74 - 4.83) y una relacion molar con el Fg de 0.297 (IQR50 0.205 - 0.382).
El andlisis estadistico realizado rechaz6 la igualdad de los valores medios de las
concentraciones de NO>Tyr, con una diferencia de 1.431 y un valor p de 0.0341. En cuanto a
las relaciones molares de NO>Tyr a Fg, la prueba de hipotesis arrojo un p de 0.0336, con una
diferencia estimada de 0.147, también rechazando la igualdad de los valores medios con

significancia estadistica.

La concentracion de Fg en el grupo control presentd una mediana de 455.0 mg/dL (IQR50
412.0-521.0), mientras que en el grupo ACVi fue de 457.0 mg/dL (IQR50 424.0-550.0). El test
de hipdtesis arrojé un valor p de 0.5456, con lo cual no se puede rechazar la igualdad de
medianas. En cuanto a la concentracion de PCR, el grupo control presentd una mediana de 2.5
mg/L (IQR50 0.8-3.1) mientras que en el grupo ACVi fue de 3.5 mg/L (IQR50 2.0-9.2). El test
de hipdtesis resulto en un p de 0.0168, indicando una diferencia significativa con una variacion
de 1.0 mg/L.

Se realizd un analisis comparativo de valores medios de nitracidn y variables epidemioldgicas
(FRC) en ambas cohortes estudiadas. La Figura 4.5 expone graficos de columna que
representan las medias o medianas con CI195% o IQR50, respectivamente (dependiendo de la
distribucion de frecuencia de la variable), de los valores de las variables cuantitativas
estudiadas. Ademas, las proporciones de sexo para ambos grupos estudiados se representan en
grafico de barras. El analisis estadistico comparativo mostrd que no hay evidencia estadistica
para rechazar la igualdad en las proporciones de sexo y las concentraciones de Fg entre los dos
grupos. Sin embargo, para el resto de las variables evaluadas (edad, PCR, NO2Tyr y

NO.Tyr/Fg), se rechazé la igualdad de valores medios, con valores p inferiores a 0.05.

En la Figura 4.6 se grafican las concentraciones de NO>Tyr dentro del grupo ACVi,
subdividiéndolo segun la presencia de FRC, PCR alterada y Fg alterado. El analisis estadistico
comparando valores medios mostré que no hay diferencias significativas en los valores de

NO2Tyr dentro de ninguno de los subgrupos tomados.
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Continuando con el estudio de FRC dentro del grupo ACVi y su potencial influencia en los
valores de NO,Tyr, la Figura 4.7 presenta un analisis que compara la concentracion de NO2Tyr
de cada subgrupo de ACVi, con los valores del grupo control que se toman como referencia en
este caso, para observar la influencia de cada FRC y de la alteracion de PCR y Fg en los niveles
de NO2Tyr. Se observa que los individuos con DM y niveles elevados de PCR tienen los valores
maés altos de NO2Tyr en comparacion con los del grupo control, mientras que los individuos

mayores de 62 afios y fumadores presentaron una tendencia hacia valores mas altos.

Del mismo modo que en la Figura 4.6, en la Figura 4.8 se grafican las concentraciones de
NO.Tyr dentro del grupo control, considerando el sexo, la edad y la presencia de PCR alterada
y Fg alterado. Se observa que ninguno de los factores considerados influye en los valores de
NO2Tyr.

Finalmente, en la Figura 4.9 se ilustra una comparacion entre las concentraciones de NO,Tyr
de ambas cohortes estudiadas, diferenciando por subgrupos de edad, sexo y valores de PCR y

Fg alterados.

La estadistica descriptiva de las caracteristicas epidemioldgicas y todos los detalles
correspondientes a este Capitulo se pueden encontrar en Medeiros et al.[?*]
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Figura 4.5. Analisis comparativo de los valores medios de las variables en las cohortes estudiadas. Los diagramas de
columna comparan el grupo ACVi (iCVA) y control (CTL) en todas las variables medidas, y representan las medias o
medianas, con CI95% o IQR50, respectivamente, de los valores de las variables cuantitativas estudiadas (edad, proteina
C-reactiva [CRP], fibrindgeno, nitrotirosina, relacién molar de nitrotirosina a fibrinégeno [NY/Fgl), y graficos de barras
que representan las proporciones de sexo para los grupos CTL y ACVi. Las estrellas rojas indican p < 0.05 en el andlisis
inferencial para la comparacion de los valores medios entre grupos.
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Figura 4.6. Analisis de valores de 3-nitrotirosina del
grupo ACVi, considerando la presencia de FRC e
inflamatorios. Diagramas de los de
nitrotirosina en pM dentro del grupo ACVi, en

valores

presencia y ausencia de cada uno de los FRC (edad 262,
sexo hipertension [AHT],
[Dyslip], diabetes [DM],
tabaquismo, arritmia, ACVi previo [piCVA]), proteina C-
reactiva elevada [CRP], y fibrinégeno elevado [Fg],

masculino, arterial

dislipidemia mellitus

mostrando medianas, rango intercuartil y los valores
de p obtenidos en el analisis inferencial.

Figura 4.7. Influencia de factores de riesgo cardiovascular e

inflamatorios en el grupo ACVi. Se evalud la influencia de la presencia

de cada FRC en los valores de nitrotirosina (NO,Tyr) dentro del grupo

ACVi (iCVA), comparados con los valores de NO,Tyr dentro del grupo

control. Se realizo la prueba de Kruskal-Wallis y la comparacién post

hoc con la prueba de Mann-Whitney U. Los valores de p menores a

0.05 se indican con una estrella roja (p = 0.043 para la diabetes
mellitus [DM] y p = 0.041 para la proteina C-reactiva elevada [CRP]),
y aquellos menores a 0.1 se indican en la figura (edad y tabaquismo).

Se muestran las medianas.
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Figura 4.9. Comparacion de los niveles de
3-nitrotirosina en los grupos ACVi y CTL,
subdivididos segun la presencia de algunos
FRC. Se comparan los valores medios de 3-
nitrotirosina en pM en cada cohorte
estudiada, subdividida segun la presencia
de algunos FRC e inflamatorios. Se compara
la influencia de la presencia de sexo
masculino, edad > 62 afios, y parametros
inflamatorios (proteina C-reactiva [CRP]
alterada vy fibrindégeno [Fg] alterado). Las
estrellas rojas representan un valor de p <
0.05 obtenido en el andlisis inferencial.



3. Discusion

En este estudio, se desarrollaron métodos ELISA para la cuantificacion de Fg, Fg-NO2Tyr y
NOTyr total. Posteriormente, se analizaron muestras de plasma de pacientes con ACVi y de
individuos de control utilizando el método desarrollado para la determinacion de NO2Tyr total.
Se compararon los niveles de NO.Tyr en ambos grupos y se evaluo la asociacion de estos
niveles con la presencia de FRC, y parametros inflamatorios como Fg alterado y PCR alterada
en ambos grupos. El objetivo final era identificar un nivel diferencial de nitracion que pueda
utilizarse posteriormente en la practica clinica, proporcionando una herramienta potencial para

la evaluacion de pacientes con ACVi en futuros estudios prospectivos.

Se han empleado varios métodos para identificar, cuantificar y caracterizar aminoacidos y
proteinas nitradas tanto in vivo como in vitro, combinando tecnologias de separacion como
HPLC o GC con sistemas de deteccion que incluyen absorbancia, fluorescencia, ensayos
electroquimicos y MS. Ademés, se han desarrollado ELISAs para aplicaciones
clinicas.[*42143157] Establecer una técnica efectiva para un biomarcador es crucial, lo que
requiere la cuidadosa seleccion de anticuerpos primarios y secundarios que reconozcan
especificamente al biomarcador con alta afinidad y sin reactividad cruzada.?*” Estudios
previos relevantes de proteinas nitradas en fluidos bioldgicos utilizando métodos ELISA
incluyen a Khan et al,** quienes desarrollaron un ELISA competitivo para la determinacion
de proteinas nitradas en plasma humano, y a Tang et al,[*5"] quienes desarrollaron un ELISA

de sandwich para detectar Fg nitrado in vitro afiadido a plasma y suero humano.

El ELISA de inhibicion para la determinaciéon de NO2Tyr libre o unida a proteinas es un método
semicuantitativo sensible para analizar muestras de plasma. Es particularmente util para
manejar un numero sustancial de muestras sin necesidad de un procesamiento extenso, como
lo requieren los métodos de determinacion HPLC y MS. Es importante sefialar que las muestras
analizadas son una mezcla de proteinas y aminoacidos, y la union del anticuerpo a la NO2Tyr
esta influenciada por el entorno circundante. Por lo tanto, no exhibe la misma afinidad por la
NO.Tyr libre que por la NO2Tyr unida a proteinas, y esta afinidad puede variar segun la
proteina. Ademas, la curva de calibracion se genera utilizando solo una proteina, la BSA-

NO-Tyr en este caso, lo que lo convierte en un método semicuantitativo.

Comenzando con la observacion de las caracteristicas epidemioldgicas y las variables medidas
en las poblaciones analizadas (edad, proporciones de sexo, PCR, Fg, NO2Tyr y cociente
NO2Tyr/Fg), se destacan diferencias y similitudes (Figura 4.5). El grupo de ACVi tiene una
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edad promedio mas alta, atribuida al disefio experimental en el que se seleccion6 un grupo de
control sin FRC, lo que reduce la edad promedio en ese grupo. Dado que las condiciones
vasculares tienden a desarrollarse con la edad, esto podria representar una variable
confundente. La PCR mostr6 valores mas altos en el grupo ACVi, probablemente debido al

estado inflamatorio de la lesion, lo que la convierte en una posible variable confundente.

Las concentraciones de NO>Tyr son més altas en el grupo ACVi, lo que sugiere que en
individuos que experimentaron este evento agudo isquémico ocurrieron procesos que llevan a
la nitracion de residuos de Tyr. Un hallazgo destacado es que el grupo de control también
mostro cierto nivel de nitracion basal (este hallazgo también se hizo en el Capitulo 3). Por lo
tanto, la presencia de nitracion no parece ser un fenémeno exclusivamente relacionado con la
patologia; mas bien, es el aumento en la nitracion lo que resulta de interés. Suponiendo que la
concentracion de NO>Tyr medida se origin6 unicamente a partir del Fg, las relaciones molares
calculadas sugieren que la cantidad de residuos de NO-Tyr por molécula de Fg es mayor en

ACVi, lo que indica una mayor nitracién de Fg en pacientes ACVi que en controles.

La aumentada nitracion de Tyr observada en individuos del grupo de ACVi podria haber
ocurrido antes del evento, durante el evento, o ambos. Una forma de abordar esta pregunta seria
disefiar un experimento en el que se seleccionen individuos con las mismas caracteristicas
epidemioldgicas que los pacientes de ACVi (edad, sexo, FRC, marcadores inflamatorios) como
grupo de control. Si estos individuos tuvieran los mismos valores de NO,Tyr que los pacientes,
es mas probable que la nitracion se deba a la presencia de FRC y estuviera presente antes del
evento. De lo contrario, si los valores fueran mas bajos, es mas probable que la nitracion haya
ocurrido durante el evento. Otro enfoque para responder a la pregunta es a través de un estudio
de cohortes en el que se sigan a poblaciones con y sin FRC y se mida la nitracion antes y
después de que ocurra un ACVi. Este disefio permitiria examinar los cambios en los niveles de
nitracion a lo largo del tiempo, proporcionando informacion sobre la relacién temporal entre la

nitracion y el inicio de un ACVi. Este tipo de estudios son costosos y complejos.

Para aclarar las causas del aumento observado de NO,Tyr en ACVi, con los resultados que se
obtuvieron, se analizo si esos valores mostraban una diferencia en la presencia o ausencia de
algin FRC o marcador inflamatorio dentro de este grupo (Figura 4.6). El analisis estadistico
arrojo resultados inconcluyentes en cuanto a los valores de NO.Tyr cuando el individuo

presentaba o no alguno de estos factores. Una situacion similar ocurrio con el grupo de control,
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en el que se evaluaron los factores de edad, sexo y niveles elevados de PCR y Fg, sin obtenerse

resultados concluyentes (Figura 4.8).

Ademas, cabe sefialar que el grupo control no presenta ningin FRC, y esta distincion podria
ser un factor que contribuye al aumento de NO2Tyr en ACVi en comparacion con el grupo
control. Sin embargo, como Yya se indicd, la comparacion de los niveles de NO2Tyr dentro de
los casos de ACVi, con y sin FRC, no revel resultados concluyentes. Por lo tanto, es necesario

continuar con los estudios, aumentando en tamafio muestral.

Por otro lado, también las concentraciones de NO,Tyr fueron analizadas en individuos dentro
del grupo de ACVi que presentaban FRC para observar cual FRC contribuyé mas a los niveles
diferenciales de nitracion. Como se muestra en la Figura 4.7, los FRC que tuvieron la mayor
influencia en aumentar los niveles de NO>Tyr fueron la DM, la PCR aumentada, la edad
avanzada y el tabaquismo. En relacién al tabaquismo, un estudio previo encontré una diferencia
en el contenido de NO.Tyr entre fumadores y no fumadores.*° Sin embargo, en nuestro
estudio no se encontraron resultados concluyentes que apunten a una diferencia entre los
individuos fumadores y no fumadores con ACVi, aunque si se encontrd esta influencia
mencionada. Esto puede explicarse por el hecho de que las poblaciones de fumadores y no
fumadores estudiadas son diferentes: en este caso los individuos comparados fueron pacientes
con ACVi. Esto podria implicar que esta condicién médica eleva los niveles de NO,Tyr
independientemente de la presencia o ausencia de fumar como FRC. Sin embargo, como ya se

dijo, si se hall6 una influencia del tabaquismo.

Al comparar los niveles de NO2Tyr entre los grupos CTL y ACVi, tanto en presencia como en
ausencia de FRC como la edad avanzada, el sexo masculino, la PCR y el Fg alterados (Figura
4.9), se revelaron diferencias entre los subgrupos (individuos con y sin los factores estudiados
dentro de cada grupo). En cuanto a la edad, se observo una distincion en los valores de NO2Tyr
entre ACViy CTL para individuos menores de 62 afios. Esto sugiere que aquellos menores de
62 contribuyen mas a la diferencia general en NO>Tyr observada entre los grupos. No se
obtuvieron resultados concluyentes para aquellos mayores de 62, lo que indica que no se puede
saber como la edad estaria influyendo como variable confundente. En cuanto a la PCR alterada,
solo se observo una diferencia en los valores de NO2Tyr entre ACVi con niveles elevados y
CTL con niveles normales. Esto implica que los niveles elevados de PCR pueden influir en el
aumento de los niveles de NO2Tyr, lo que es consistente con el resultado discutido

anteriormente de que la PCR elevada es uno de los factores que mas contribuyen al aumento
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de NO,Tyr. Finalmente, los individuos en ambos grupos con niveles normales de Fg mostraron
una diferencia en los valores de NO,Tyr, a diferencia de los individuos con niveles elevados
de Fg. En otras palabras, aquellos con niveles normales de Fg muestran la mayor diferencia en
NO,Tyr entre los grupos, mientras que los niveles elevados de Fg podrian ser una variable a
considerar (cuando los niveles de Fg son altos, los niveles de NO2Tyr en el grupo CTL no
difieren de los del grupo ACVi). En resumen, es mas probable que los individuos menores de
62 afios y aquellos con concentraciones de Fg dentro de los valores de referencia tengan valores
de NO>Tyr que puedan diferenciar entre ACViy CTL.

Una limitacion del estudio es el pequefio tamafio de la muestra y se deberia repetir o ampliar
aumentando el tamafio de la muestra. Otra limitacién es la presencia de la edad avanzada y la
PCR elevada como posibles variables confundentes, las cuales podrian abordarse
seleccionando un grupo de control con una distribucion de edad y valores de PCR similares a
los casos. Los resultados obtenidos sugieren la existencia de un estado de distrés nitroxidativo
en las condiciones de enfermedad estudiadas. Tanto la NO2Tyr libre como el Fg-NO2Tyr
podrian servir como biomarcadores para procesos isquémicos agudos e inflamatorios,
ofreciendo utilidad potencial en la prevencion, deteccidén temprana y diagnéstico especifico del

ACVi. Esto fomenta mas esfuerzos de investigacion.

Estos resultados que indican distrés nitroxidativo representado por un aumento en la nitracién
de moléculas en ACVi se alinean con los hallazgos del Capitulo 3 realizados utilizando LC-
MS/MS. En ese estudio, observamos un aumento en la nitracion de residuos especificos de Tyr
en Fg de pacientes con ACVi en comparacion con controles. La consistencia entre ambos

experimentos, realizados de manera independiente, apoya la hipotesis de la presente Tesis.
4. Conclusion

En linea con el objetivo general de esta Tesis, generar conocimiento que ayude a descubrir los
mecanismos detras del evento cerebrovascular isquémico, el presente Capitulo se enfocé en la
identificacion de niveles de nitracion diferencial, utilizando una metodologia de préactico uso
clinico como los métodos ELISA, para ofrecer una herramienta clinica valiosa que pueda
evaluar a los pacientes con ACVi en estudios futuros. A pesar de las complejidades
metodoldgicas en la cuantificacion de residuos de NO>Tyr, la determinacion exitosa en
muestras de plasma humano demostro una diferencia notable de contenido entre los pacientes
con ACVi y el grupo de control. Esto subraya el desafio de implementar la determinacion de

NO.Tyr en la préctica clinica, enfatizando la necesidad constante de mejorar la sensibilidad y

98



especificidad, especialmente al trabajar con matrices de plasma complejas. Si bien se requiere
una mayor optimizacion, el potencial del ELISA como una herramienta analitica futura para

evaluar riesgo o diagnosticar ACVi y reducir la morbilidad y mortalidad asociadas es evidente.
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Capitulo 5: Fibrinoformacion y Fibrinolisis en
plasma de ACVi
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1. Introduccién

La Fb (y el Fg) puede ser caracterizada por diferentes propiedades, las mas estudiadas son la
cinética de formacion y lisis de la Fb, la estructura, la permeabilidad, elasticidad y
compactabilidad del codgulo formado.

1.1.Hemostasis Primaria y Secundaria

La hemostasis es un proceso complejo que tiene como objetivo detener el sangrado cuando se
produce una lesidon en un vaso sanguineo. Este sistema implica una serie de reacciones en
cascada que resultan en la formacion de un coagulo de Fb, que luego es degradado para
mantener el equilibrio. Ademas, involucra mecanismos inhibitorios y activadores que hacen
que este proceso esté finamente regulado. Consta de cinco fases. (1) Fase vascular: ocurre
vasoconstriccion tras la pérdida de integridad de las paredes vasculares y dafio de las células
endoteliales vasculares por una lesion en el vaso sanguineo. En este momento el muasculo liso
del vaso sanguineo se contrae para minimizar la pérdida de sangre. (2) Fase plaquetaria (o
hemostasis primaria): en primer lugar, ocurre la captura y adhesion plaquetaria donde las
plaquetas se adhieren al sitio de la lesion, especialmente a las proteinas del subendotelio
expuestas como el coldgeno y VWF; luego ocurre la activacién plaquetaria (secrecion,
agregacion y contraccion) donde las plaquetas se activan y cambian de forma (spreading),
liberando sustancias quimicas (granulaciones) que reclutan mas plaquetas al sitio de la lesion;
y finalmente la agregacién plaquetaria donde las plaquetas se agregan, formando un tapon
plaquetario temporal. (3) Fase de la coagulacion (o hemostasis secundaria) en la cual se da la
cascada de coagulacién y la formacion de Fb. La cascada de coagulacidn es una serie de
reacciones enzimaticas en las que participan factores de coagulacion, que se puede dividir, para
su estudio, en tres vias: intrinseca, extrinseca y comun. La via intrinseca (también llamada via
de contacto) se activa por el contacto de la sangre con superficies cargadas negativamente
(como colageno), e incluye los factores XII, X1, IX 'y VIII. La via extrinseca (también llamada
via del TF) se activa por el TF liberado por las células dafiadas, e incluye el factor VIl y el
complejo TF-fVI1la. La via comun es la convergencia de ambas vias en la activacion del factor
X. Esto lleva a la conversion de protrombina (factor Il) en trombina (factor Ila). En la
formacion de Fb la trombina convierte el Fg en Fb al clivar los FpA y FpB, que se polimeriza
para formar una red insoluble que estabiliza el coagulo plaquetario. La Figura 5.1 muestra los
procesos que ocurren hasta este punto.?*®! (4) Fase de retraccion del coagulo: las plaquetas
contraen el coagulo para reducir su tamafo y facilitar la reparacion del tejido. (5) Fase de
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fibrinolisis: una vez que el vaso sanguineo esta reparado, el coagulo de Fb es degradado por el

sistema fibrinolitico, principalmente mediante la accion de la plasmina.
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Figura 5.1. Mecanismo de la hemostasis primaria y secundaria. Ante una lesién del endotelio ocurre vasoconstriccion y se
activan la hemostasis primaria y secundaria. La hemostasis primaria involucra la activacion, adhesion, secrecion, agregacion
y contracciéon plaquetaria. El modelo de la hemostasis secundaria plantea dos vias, extrinseca (via TF) e intrinseca (de
contacto) que convergen en una via comun. En la via intrinseca se ensamblan el fXII, la precalicreina (PKLK) y el cofactor de
alto peso molecular (HMWK), lo que lleva a que el fXII sea activado por HMWK a fXlla, mientras que la PKLK es activada por
fXlla a calicreina (KLK). El fXlla generado activa el fXI a fXla, que luego convierte el fIX a fIXa. En la via extrinseca el complejo
TF-Vlla en la superficie celular activa el fIX y/o el fX a través de una protedlisis limitada. Finalmente, la via comin promueve
la producciéon de trombina (flla), que transforma Fg (fl) en Fb (fla), activa al fXIll e indirectamente activa las plaquetas para
mantener la reaccidn, entre otras funciones. Extraido de “Hemostasis Strategies and Recent Advances in Nanomaterials for
Hemostasis” de J. Du et al.[218]

1.2.Fibrinolisis

La fibrinolisis es el proceso fisioldgico continuo de ruptura del coagulo de Fb y, normalmente,
esta estrictamente regulado para mantener el equilibrio entre la formacion y la lisis de la Fb.
Este equilibrio asegura la hemostasis en caso de dafio en la pared del vaso, mientras que
previene la formacion excesiva de Fb y la obstruccion del suministro de sangre. Como ya se
indico, al activarse el sistema de coagulacién, el Fg circulante se convierte en Fb, y el coagulo
de Fb se estabiliza mediante entrecruzamiento por el fXIlla. La plasmina es la principal

proteasa fibrinolitica y circula en la sangre en su forma de zimogeno, el plasminogeno. La Fb
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reticulada proporciona una superficie de unién para el plasminogeno, que luego es convertido
en plasmina por el tPA (también existe en menor proporcién un activador del plasmindgeno de
tipo urokinasa, uPA). La fibrinolisis esta regulada por las proteinas antifibrinoliticas, az-AP, el
PAI-1 y -2, y el inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina (TAFI). Finalmente, la
estructura del propio coagulo de Fb influye en la fibrinolisis, ya que se ha encontrado que los
codgulos de Fb mas densos con poros mas pequefios son menos susceptibles a la lisis,
probablemente porque la union del plasmindgeno y del tPA a la Fb se ve obstaculizada por el
menor tamafio de los poros. La Figura 5.2 muestra un esquema del proceso fibrinolitico.
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Figura 5.2. Resumen del proceso fibrinolitico. Al activarse el sistema de coagulacién, el Fg circulante se convierte en Fb. La
plasmina es la principal proteasa fibrinolitica y circula en la sangre como plasmindgeno. El plasmindgeno es convertido en
plasmina por el activador de plasmindgeno tisular o tipo urokinasa (tPA/uPA), siendo tPA el mdas abundante. La fibrinolisis
estd regulada por las proteinas antifibrinoliticas a2-antiplasmina (a2-AP), el inhibidor del activador de plasmindgeno (PAI-1
y -2), y el inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina (TAFI). Extraido de “Fibrin Clot Formation and Lysis in Plasma” de
J. Larsen y A. Hvas.[163]

La fibrinolisis alterada ocurre en una variedad de contextos clinicos. Sin embargo, los ensayos
de coagulacién rutinarios actuales, como el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT)
y el tiempo de protrombina (PT), no son sensibles a la fibrinolisis. Los productos de
degradacion de Fb circulantes en niveles altos indican un aumento en el recambio de Fb, pero
usualmente reflejan mas una actividad procoagulante aumentada con formacion de Fb que una
hiperfibrinolisis. Por lo tanto, resultaria Gtil un método para evaluar la capacidad fibrinolitica

en la investigacién y en el laboratorio clinico.
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1.3.Estudios de Formacion, Lisis y Estructura del Coagulo

La cinética de formacion del codgulo se puede estudiar determinando la densidad optica (DO)
en funcién del tiempo, obteniéndose perfiles de turbidez que son curvas sigmoideas o
exponenciales que son caracterizadas mediante tres parametros: la fase lag, la pendiente y la
DO méaxima.[?2% |a fase lag solo esta presente en las curvas sigmoideas y se corresponde al
tiempo de inicio de la coagulacién. La pendiente representa la velocidad de fibrinoformacion.
Y la DO maxima esta asociada a la densidad de la estructura final de la Fb. En la Figura 5.3 se

muestra un ejemplo de esta curva de formacion de coagulo.
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Figura 5.3. Perfil de turbidez durante la coagulacién. Se observa la DO a 450 nm en funcién del tiempo en segundos (sec)
durante la formacién del gel de fibrina en presencia de fibrinégeno y trombina. En los momentos indicados con flechas (1, 2
y 3) se tomd una muestra de la mezcla para determinar fibrinopéptido A (FpA, circulos negros) y fibrinopéptido B (FpB,
circulos vacios). Se puede observar la forma sigmoidea de la curva, la fase lag y la DO maxima. Ademas, se puede observar
que el FpA se libera antes que el FpB. Extraido de “Fibrin gel structure and clotting time” de B. Blombéck y M. Okada.[219]

La dinamica de formacion y lisis del codgulo, asi como propiedades de este, se pueden estudiar
mediante tromboelastometria (TEM). Esta es una técnica que estudia las propiedades cinéticas
y viscoelasticas del coagulo en tiempo real, y es especialmente Gtil en situaciones clinicas
donde se necesita una evaluacion rapida y detallada del estado de coagulacion del paciente,
como en cirugias complejas, manejo de trauma y cuidados intensivos. Esta técnica provee
informacion a través de diferentes parametros: tiempo de coagulacion (CT) definido como el
tiempo de inicio de formacién del coagulo, que es el tiempo que transcurre entre que comienza
la medida hasta que la amplitud del codgulo alcanza los 2 mm; el tiempo de formacién del

coagulo (CFT) es el tiempo desde que empieza a formarse el coagulo hasta que alcanza 20 mm
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de amplitud; la amplitud 5 minutos luego del CT (A5); la maxima firmeza del codgulo (MCF)
que es la maxima amplitud del codgulo y da informacion acerca de su fuerza y estabilidad, que
dependen de la interaccion con plaquetas activadas y Fg, y su valor normal es mayor a 50 mm;
la lisis m&xima (ML) describe el grado de fibrinolisis relativo a la MCF alcanzada (porcentaje
de firmeza perdida), representa la estabilidad del coagulo y su valor normal es un 15 % de la
MCEF alos 60 minutos de la formacion del mismo; y el indice de lisis a los 30 minutos (L130)
que mide la degradacion del codgulo 30 minutos después de la MCF. El principio fundamental
es la deteccion de los cambios en la resistencia al movimiento de una sonda dentro de la muestra
de sangre entera (analiza la parte plasmatica y celular de la coagulacion) a medida que se forma

y se degrada el coagulo.

Tiene varios modos, dependiendo de los reactivos que se agreguen. Cuando se agrega TF para
activar la via extrinseca de la coagulacion se genera una figura denominada EXTEM, cuando
se activa la via intrinseca mediante el agregado de &cido elagico se obtiene INTEM, y cuando
se agrega citocalasina D que inhibe la accion plaquetaria se obtiene FIbTEM. EXTEM evalla
los cambios viscoelasticos en la polimerizacion de Fb y la resistencia contréctil plaquetaria,
inducidos mediante la activacion de la via extrinseca de la coagulacién. FibTEM también se
basa en la activacion de la via extrinseca, incluyendo un inhibidor de la contraccién plaquetaria,
lo que hace que las propiedades viscoelasticas de los coagulos formados por EXTEM se deben
ala polimerizacion de la Fb y plaquetas, mientras que en FibTEM se debe sélo a la contribucion
del Fg para formar la malla de Fb. Existen otros modos como el ApTEM (agregado de
aprotinina que es un inhibidor de plasmina, responsable de la fibrinolisis), y el HepTEM
(agregado de heparinasa, un inhibidor de heparina). Cada uno de estos, ensayados en conjunto
siguiendo un adecuado algoritmo diagnostico, ayuda a dilucidar causas de sangrado o
trombosis. La Figura 5.4 muestra TEMs normales en diferentes modos. 22
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Figura 5.4. Tromboelastogramas normales. Se observa la cinética de la hemostasis de un trombo normal, mediante el
tromboelastograma en cuatro modos diferentes (EXTEM, INTEM, FibTEM y ApTEM), donde se pueden ver los pardmetros
asociados. Extraido de “Tromboelastometria” de D. Gonzalez.[220]

La estructura de la Fb se puede evaluar por microscopia electronica de barrido o microscopia
confocal.?? Asi, puede cuantificarse el nimero de ramificaciones por unidad de éarea y
diferenciarse los tipos (bilaterales o equilaterales). Existe una clasificacion para las diferentes
estructuras de las redes de Fb, que las divide en cinco grupos: redes normales o con estructura
semejante a la normal, redes con una estructura menos ordenada con importante cantidad de
nudos o poros, redes porosas clase A, redes porosas clase B (Fb altamente ramificada, con
grandes poros Yy fibras delgadas y fragiles), y redes muy ramificadas sin grandes poros y
fragiles.[?! El grado de entrecruzamiento puede ser evaluado mediante electroforesis en gel y
la permeabilidad se estudia midiendo el flujo de un fluido a través del gel, utilizando el

coeficiente de permeabilidad especifica como parametro.

Las propiedades viscoelésticas, cuantificadas por estudios reométricos,???l evaltan la
consistencia de la Fb a traves del modulo elastico y el médulo viscoso. El primero estd asociado
a la dureza y rigidez del material y el segundo con la deformabilidad y viscosidad del
componente fluido. Estos estudios evallan la respuesta del material a pequefias deformaciones
sin alterar su estructura, a diferencia del estudio de compactabilidad que cuantifica el colapso

de las fibras ante grandes deformaciones.[??!

Para evaluar ademas otra de las caracteristicas de la Fb, su lisabilidad, se puede utilizar un

método densitométrico cinético, registrando la DO en funcién del tiempo y determinando el
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tiempo de lisis luego de la formacion del coagulo, agregando de un agente trombolitico como
tPA.[224] Este método es el que se utiliza en los experimentos del presente Capitulo, e implica
la generacién de curvas de fibrinoformacion y fibrinolisis del codgulo, de los cuales se derivan
pardmetros como la fase lag (tiempo hasta la formacion inicial de Fb), tiempo de coagulacién
(Tc, tiempo que transcurre entre que termina la fase lag y se llega a la absorbancia maxima);
absorbancia maxima (méaxima concentracion de Fb en la cubeta), integral o area bajo la curva
(formacion neta de Fb), y el tiempo de lisis al 50% (tiempo desde el pico hasta el 50% de la
lisis del codgulo). En la Figura 5.5 se muestra un ejemplo de curva de fibrinoformacion y

fibrinolisis de coagulo.[*6l
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Figura 5.5. Curva de fibrinoformacion y fibrinolisis de coagulo esperada. Se observa la forma y los parametros derivados de
una curva de fibrinoformacion y fibrinolisis de coagulo. La forma y los valores de referencia de los parametros puede variar
considerablemente con el tipo y la concentracion de activadores de la coagulacion, tPA y Ca?* utilizados. Extraido de “Fibrin
Clot Formation and Lysis in Plasma” de J. Larsen y A. Hvas.[163]

2. Resultados

Se realizaron los estudios funcionales de fibrinoformacion y fibrinolisis en pacientes con ACVi
y en controles sin ACVi ni antecedentes de ACVi (CSFR y CCFR). Se evalud la formacion del
coagulo ex vivo y se obtuvieron curvas de fibrinoformacion y fibrinolisis que permiten
visualizar el comportamiento de la formacion y lisis del coagulo de cada muestra. La Figura

5.6 muestran las curvas obtenidas en una de las corridas realizadas.
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Figura 5.6. Curvas de fibrinoformacion y fibrinolisis de coagulo obtenidas. Se observan todas las curvas obtenidas en la
corrida 3. Controles sin factores de riesgo (CSFR): verde. Controles con factores de riesgo (CCFR): azul. ACVi: diferentes
tonalidades de naranja. Se puede ver una forma similar para los 3 grupos.

Se puede observar que las curvas de fibrinoformacion y fibrinolisis presentan la forma
esperada, con una fase lag, una pendiente positiva que indica el comienzo de la formacion del
coagulo, un pico, y finalmente una pendiente negativa que se va volviendo menor. En cuanto
a los parametros derivados como pico de absorbancia, integral bajo la curva y 50% del tiempo
de lisis, estos se encuentran cercanos a los intervalos de referencia planteados por Neergaard-
Petersen et al.l??®] que se muestran en la Tabla 5.1, con la interpretacion de las posibles

alteraciones.

Tabla 5.1. Interpretacion de parametros derivados de curvas de formacion y lisis de coagulo

. . Intervalo de .
Parametro Interpretacion . Alteraciones
referencia
. /M. Actividad procoagulante aumentada; alto Fg
. Maxima .
Absorbancia concentracién de Fb plasmatico.
maxima 0.18-0.74 { : Actividad procoagulante disminuida, puede
alcanzada en el . . (o
(UA) ocillo deberse a bajos niveles plasmaticos de factores de
P ) coagulacién o Fg
., “N: Actividad procoagulante aumentada; actividad
Formacién neta de . . L .
b anticoagulante enddgena disminuida; capacidad
Integral Equilibrio 'entre la fibrinolitica disminuida
i q ., 219-1051 { : Actividad procoagulante o estabilidad del
(UA*s) formaciény ) e . .
. coagulo disminuida, puede deberse a bajos niveles
descomposicion de . L
circulantes de factores de coagulacién, Fg o fXIII;
Fb. . e
actividad fibrinolitica aumentada
. /M: Capacidad fibrinolitica disminuida, puede
Tiempo desde que se . . .
alcanza la méxima deberse a bajos niveles circulantes de
, lasmindgeno, altos niveles de PAI-1 y/o TAFl o
Lisis 50% concentracion de Fb 309 - 1565 P inog . el e v/
hasta que se lisa el tratamiento antifibrinolitico
50% gel coseulo { : Actividad fibrinolitica aumentada, puede
? gulo. deberse a altos niveles plasmaticos de tPA o uPA
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En el presente trabajo se hizo foco en el tiempo de fibrinoformacion o coagulacion (Tc), en la

altura de pico (o absorbancia maxima) y en el tiempo de fibrinolisis (Tf).

En cuanto a los Tc (desde el comienzo de formacion del codgulo hasta el maximo del pico) se
observa una media £ 1C95% de 679 + 79 s para los CSFR, 707 £ 69 s para los CCFR y 877
64 s para los ACVi. El test estadistico realizado comparando los Tc de los grupos CSFR y
CCFR arrojé un p de 0.61. Comparando los Tc del grupo CCFR y ACVi se obtuvo un p de
0.0006. Entre los grupos CSFR y ACVi el p fuede 0.0003. El valor del Tc es mayor en el grupo

ACVi con significancia estadistica (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Distribucion de tiempos de coagulacién en cada grupo clinico estudiado. Distribucidn de tiempos de coagulacion
(Tc) para cada grupo. Se toma como Tc desde que comienza el proceso de formacién del codgulo hasta el tiempo del pico
maximo. CCFR y CSFR: p =0.61. CCFR y ACVi: p = 0.0006. Existe una diferencia significativa entre grupo ACViy grupos CCFRy
CSFR, observéandose valores mas elevados para ACVi. CSFR: verde. CCFR: azul. ACVi: naranja.

En cuanto a la absorbancia méaxima obtenida para cada grupo, el grupo CSFR presento una
media = 1C95% de 0.6684 + 0.0549 UA, el grupo CCFR 0.7091 + 0.0646 UA y el grupo ACVi
0.7676 £ 0.0524 UA. El anélisis estadistico arrojo un p de 0.36 al comparar los grupos CSFR
y CCFR, y un p de 0.12 al comparar los grupos CCFR y ACVi, no observandose diferencias
significativas (Figura 5.8).
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Figura 5.8. Distribucidn de absorbancia maxima en cada grupo clinico estudiado. Distribucidn de alturas de pico para cada
grupo. CCFRy CSFR: p = 0.36. CCFRy ACVi: p =0.12.

También se estudio la relacion entre la altura de pico obtenida y la concentracion de Fg medida
mediante el método de Clauss, observandose una tendencia a correlacion lineal, con un R? de
0.45 (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Correlaciéon de la absorbancia maxima con la concentracion de Fibrinégeno en cada individuo estudiado.
Concentracidn de fibrindgeno en funcidn de la absorbancia maxima, para cada muestra. Se observa una tendencia lineal al
relacionar ambos valores, la cual se muestra en la linea roja. CSFR: verde. CCFR: azul. ACVi: naranja.
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Los valores de Fg determinados con el método de Clauss (VR 200 — 400 mg/dL) fueron de
316.7 £ 24.3 mg/dL en el grupo CSFR (valores normales), 412.6 + 45.4 mg/dL en el grupo
CCFR (valores ligeramente aumentados), y 589.7 + 36.3 mg/dL en el grupo ACVi (valores

aumentados).

Finalmente, comparando los Tf (duracion de la lisis) se observa una media + 1C95% de 1371
+ 140 s para los CSFR, 1340 + 101 s para los CCRF y 1602 + 124 s para el grupo ACVi. El
analisis estadistico arrojo un p de 0.43 al comparar los Tf entre los grupos CSFR y CCFR, un
valor p de 0.0017 al comparar los Tf entre CCFR y ACVi, y un valor p de 0.018 entre CSFR y
ACVi. El grupo ACVi presenta un valor medio mayor a los otros dos grupos, con diferencia
estadisticamente significativa (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Distribucion de tiempos de fibrindlisis en cada grupo clinico estudiado. Distribucidn de tiempos de lisis para
cada grupo. Se toma como tiempo de lisis desde el tiempo del pico maximo (donde comienza la lisis) hasta el tiempo final.
CCFRy CSFR: p =0.43. CCFR y ACVi: p =0.0017. CSFR y ACVi: p = 0.018. Existe una diferencia significativa entre grupo ACViy
grupos CCFR y CSFR, observandose valores mas elevados para ACVi. CSFR: verde. CCFR: azul. ACVi: naranja.

Al analizar las relaciones Tf/Tc, se obtuvieron valores de 2.280 + 0.292 para el grupo CSFR,
2.199 + 0.238 para el grupo CCFR, y 1.952 + 0.146 para el grupo ACVi, sin observarse
diferencias estadisticamente significativas (p = 0.61 entre CSFR y CCFR, y p = 0.11 entre
CCFR y ACVi).
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3. Discusion

La forma de la curva, la tasa de formacion y lisis de Fb, y por los tanto los valores de referencia
para los pardmetros derivados, varian considerablemente segun el tipo y las concentraciones
finales de los activadores de la coagulacion, del tPA y del Ca?* utilizados. De hecho, se ha
demostrado que la activacion con TF (como es este caso) resulta en una mayor formacion neta
de Fb que con trombina, con una formacion maxima de Fb mas alta, una integral mas alta y un
tiempo de lisis mas prolongado.?? El ensayo también es sensible a la concentracion de tPA,
ya que una concentracion final més alta de tPA aumenta la lisis neta, lo que conduce a una
integral disminuida y tiempos de lisis mas cortos. Todo esto hace que la comparacion entre
laboratorios sea dificil, y que los valores de referencia encontrados en bibliografia se tomen
solamente como guia. Cabe sefialar que también se ha descrito una considerable variacion entre
laboratorios incluso con el mismo protocolo y plasma de referencia, lo que indica que este
ensayo de formacion y lisis del coagulo es sensible incluso a pequefias diferencias en el equipo,
los reactivos y las habilidades manuales.[?>" Por lo tanto, es recomendable el establecimiento
de intervalos de referencia locales, para implementar el ensayo con éxito en el laboratorio de

investigacién. En nuestro caso se cont6 con el conjunto de muestras control para comparar.

Se observaron curvas de fibrinoformacion vy fibrinolisis que permiten visualizar la tendencia
de la formacidn vy lisis de un coagulo. En los pardmetros derivados Tc, absorbancia méxima y
Tf, y en la relacion Tf/Tc, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos CSFR y CCFR. Cuando se compara con el grupo ACVi, se encuentran diferencias
con significancia estadistica para el Tc y para el Tf, siendo mayor en el grupo ACVi, en ambos
casos. Este resultado es concordante con el hecho de que no hay diferencias al comparar las
relaciones Tf/Tc entre controles y ACVi. Estos hallazgos apuntan a que los tiempos de
coagulacidén serian mayores en los pacientes con ACVi, es decir que el tiempo que transcurre
entre que comienza a formarse el codgulo y este alcanza su maxima turbidez es mayor; y que
a su vez la lisis de este coagulo ocurre de forma mas lenta. Segun la Tabla 5.1, una lisis

aumentada indica que por algun motivo la capacidad fibrinolitica esta diminuida.

Otro hallazgo interesante es que la altura de pico de las curvas correlaciona positivamente con
la concentracion de Fg determinada por el método de Clauss, en todos los grupos estudiados.
Y, si bien esos valores de absorbancia no mostraron diferencias significativas, la absorbancia
méaxima del grupo ACVi es mayor, al igual que la concentracion de Fg de este grupo, que se

encuentra por encima de los valores de referencia. Estas observaciones coindicen con lo que
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indica la Tabla 5.1, que la absorbancia maxima aumentada puede ser causada por un

incremento en la concentracion de Fg plasmatico.

Estos resultados pueden interpretarse como que en los pacientes ACVi el coagulo se forma
durante mas tiempo, alcanzando una altura de pico consistente con la cantidad de Fg que
contienen, y luego tarda méas tiempo en ser degradado. Cabe repetir que, sin embargo, la altura
de pico no resultd ser diferente a la de los grupos controles.

Se han realizado estudios de este tipo en condiciones clinicas cardiovasculares como sindrome
coronario agudo, enfermedad arterial coronaria, trombosis venosa profunda, embolismo
pulmonar, y ACVi, donde el hallazgo frecuente fue un aumento en el tiempo de lisis.[?2822%
También se observo este aumento del Tf en DM, disfuncion hepatica y sepsis.[239231.2321 Ep g
caso de coéagulos de pacientes ACVi, Undas et al.?®*! realizaron ademés estudios de
permeacion y microscopia electrénica y reportaron que estos presentan una red menos porosa
y por tanto menos susceptible a fibrinolisis, siendo méas compacta, con una mayor masa de
coagulo y con fibras mas gruesas. En otro trabajo, se reporta propiedades alteradas de coagulos
de pacientes con sindrome coronario agudo, haciéndolos mas resistentes a la fibrinolisis, y
correlaciona estas caracteristicas con estrés oxidativo, apuntando al Fg como responsable de
las observaciones, por su susceptibilidad a PTMs oxidativas, que generan cambios en la

funcionalidad del proceso hemostatico.?34

Con la premisa de que el Fg de los pacientes con ACVi estaria nitrado, apoyada por los
resultados expuestos y discutidos en los Capitulos 3 y 4, resulta interesante preguntarse como
afectaria esta modificacién a la fibrinoformacién vy fibrinolisis, y si esto es algo que estamos
observando. Se han realizado estudios funcionales y de imagen en coagulos conteniendo Fg
nitrado in vivo e in vitro, encontrandose cambios en la cinética, arquitectura, rigidez y
fibrinolisis. Parastatidis et all**! observaron un aumento en la absorbancia y turbidez final en
muestras conteniendo Fg nitrado, un aumento en la velocidad inicial de formacién del coagulo,
lo cual asocian a una aceleracion de la agregacion lateral, y un aumento en la firmeza del
coagulo, lo cual se asocia a disminucion en la tasa de fibrinolisis. Sus hallazgos apuntan a una
consecuencia funcional de la nitracion del Fg, hacia una ganancia de funcion de este. Esos
hallazgos concuerdan en parte con lo reportado por Vadseth et all® que al analizar la
polimerizacion de muestras de pacientes con enfermedad coronaria arterial, y muestras de Fg

nitrado in vitro, hallaron una fase de latencia mas corta, un rapido aumento de la velocidad
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inicial y una turbidez final aumentada. Una diferencia de este reporte con el anterior

mencionado, es que no se observo alteracion en la lisis.

Otro estudio interesante a comentar es el realizado por Ill-Raga et al,*>¥ quienes mediante
TEM analizaron trombos formados en condiciones nitroxidantes, y observaron un aumento en
el tiempo de formacion de Fb, disminucion en la firmeza y amplitud del coagulo, e inhibicion
en la fibrinolisis haciendo los codgulos mas estables. Cabe aclarar que en este estudio los
cambios observados pueden deberse a una nitracion global de proteinas y factores de la cascada
de la coagulacion y fibrinolisis. Los autores plantean que la nitracion de Fg enlentece la
formacion del coagulo, a la vez que lo hace mas resistente a fibrinolisis y que este proceso
puede ser una respuesta protectora para modular la coagulacion de modo de permitir una
perfusion parcial en las etapas iniciales de la hemostasis, pero que en etapa mas avanzada del

proceso estabiliza el coagulo.

Como se puede ver, los resultados en cuanto a la funcionalidad del Fg cuando esta nitrado
resultan controversiales, y esto puede deberse a las condiciones de nitracion ensayadas, ya que
en algunos estudios se utilizan muestras nitradas in vivo por el proceso fisiopatoldgico de
distrés nitroxidativo, mientras que otras se tratan de Fg aislado nitrado in vitro. En el caso de
lo expuesto en el presente Capitulo, el Fg habria sido nitrado in vivo, y los resultados se
asemejan a lo reportado por IlI-Raga et al. Sin embargo, existe la necesidad de seguir
estudiando la fibrinoformacion vy fibrinolisis, para corroborar estos resultados. También seria

atil la observacion de la estructura del coagulo, y la determinacion de nitracion en el mismo.
4. Conclusion

El presente Capitulo tuvo como objetivo el estudio de la funcionalidad del coagulo formado ex
vivo a partir de plasma de paciente con ACVi. Existen multiples reportes que indican una
alteracion en las caracteristicas funcionales observables de estos coagulos, que se atribuyen a
cambios estructurales, sin haber demasiada evidencia de la causa de esos cambios. Resulta
interesante observar las alteraciones funcionales del coagulo, pues se evidencian clinicamente
como una situacion protrombética debido a hipercoagulabilidad o a hipofibrinolisis, o
hemorragica debido a hipocoagulabilidad o hiperfibrinolisis. Del mismo modo, resulta
interesante conocer las causas de esos cambios, que pueden ser alteraciones estructurales,
causadas a su vez por situacion de inflamacion y distrés nitroxidativo. Este Capitulo hace las
veces de pivote entre los dos anteriores en los que se generd evidencia de la existencia de

nitroxidacion en el Fg y plasma de pacientes con ACVi; y los dos siguientes, donde se ahondara
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en la composicidn del coagulo formado in vivo (trombo) y se observara mediante experimentos
in silico como la existencia de residuos de NO,Tyr afecta la estructura regional de la molécula
de Fg.
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Capitulo 6: Analisis de 3-Nitrotirosina en Trombos
de ACVi
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1. Introduccién

1.1.Composicién de los Trombos

La introduccion exitosa de la trombectomia endovascular ha cambiado notablemente el sistema
de atencion y la estrategia de tratamiento para el ACVi, incluyendo mejoras en cuanto a una
extension de la ventana terapéutica, el uso de imagenologia avanzada para la seleccién de
pacientes, el desarrollo de nuevas técnicas de trombectomia, el diagnostico y el triaje
prehospitalario de los pacientes, y el surgimiento del concepto de centro de tratamiento de
ACVi. Con todo esto ha habido una mejora en los resultados clinicos de los pacientes con ACVi
y su prondstico.?*! Ademas, ha permitido el acceso a los trombos frescos, con la posibilidad
de su investigacion para el desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas que permitan
evaluar el contenido del trombo, la etiologia del ACVi, la eficacia de la trombectomia, [236-2%]

las complicaciones de esta y el tratamiento.[238:239.240]

Estudios histologicos han mostrado una gran diversidad estructural en los trombos. Esta
heterogeneidad esta relacionada al lugar e instauracion del trombo, por lo que las caracteristicas
del trombo pueden de alguna manera representar el mecanismo fisiopatolégico de formacion
del mismo, que incluye factores como la hemodinamica, el flujo sanguineo, el cizallamiento
(shear) y la turbulencia en el sitio. Un trombo formado en una region de injuria endotelial es
diferente al formado en un flujo sanguineo estatico o recirculante.l?#1242 Existen antecedentes
que han mostrado que la proporcién del contenido de eritrocitos 0 GR a agregados de
Fb/Plaquetas (FP), pueden asociarse a la etiologia del ACVi y el prondstico.243244l
Tradicionalmente se sostiene que un trombo de origen cardiaco es dominante en GR y Fb
debido a un flujo lento, mientras que el de origen arterial es dominante en plaquetas debido a
un flujo répido. Sin embargo, estudios mas recientes con muestras mas grandes mostraron que
la dominancia de GR se observaba en los trombos arteriales o no cardiacos y la dominancia de

FP en los trombos cardiacos. 245246

Los leucocitos o globulos blancos (GB) también suelen estar presentes en el trombo. La
ensefianza tradicional sobre la formacion del trombo se ha centrado en plaquetas, GR y Fb. Sin
embargo, los GB tienen un importante rol en la trombosis. Estudios recientes han demostrado
el papel de los neutrofilos y las trampas extracelulares de neutréfilos (NETs por su sigla en
inglés) en la formacion del trombo.[?*"1 Las NETs son estructuras en forma de red de fibras de
ADN que comprenden histonas y granulos que son liberados por neutréfilos activados. El papel
principal de las NETSs es atrapar y eliminar patogenos. Se ha demostrado que estas desempefian
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un papel importante en la trombosis arterial y venosa.[?*324%1 junto con la red de Fb, las NETs
forman un andamio del trombo. También estan activamente involucradas en la trombosis
mediante su interaccion con plaquetas, GR y moléculas de adhesion plaquetaria como el Fg, el
VWEF vy la fibronectina. Existe una creciente comprension de los mecanismos protrombdticos
mediados por los GB (tromboinflamacion).l?% La tromboinflamacion es un proceso patoldgico
que relaciona la formacion de trombos y la inflamacion. Este término se utiliza para describir
la interaccion y la retroalimentacion entre los mecanismos de coagulacion y los procesos
inflamatorios. En la tromboinflamacién, los elementos de la respuesta inflamatoria, como las
células inmunitarias y las citoquinas, pueden activar la coagulacion sanguinea, mientras que
los componentes de la coagulacion, como el Fg y las plaquetas, pueden promover la
inflamacion. Este proceso es especialmente relevante en enfermedades cardiovasculares como
ACVi donde la formacién de trombos y la inflamacion de los vasos sanguineos juegan un papel
crucial, asi como en enfermedades autoinmunes, sepsis, y sindrome de respuesta inflamatoria

sistémica.

Los trombos de ACVi son complejos y variados. Los componentes celulares y moleculares
pueden estar presentes en diferentes proporciones en diferentes trombos, e incluso dentro de
un mismo trombo. Aln queda mucho por aprender sobre qué relaciones existen entre la
composicion del trombo, las diversas caracteristicas de la oclusion y los resultados del
tratamiento. Una mejor comprensién de los tipos de trombos y sus caracteristicas puede ser un
avance significativo en el cuidado del ACVi. En Gltima instancia, utilizar esta informacion para
entender cdmo interacttan los trombos con los medicamentos, los dispositivos de recuperacion
y el entorno puede permitir anticipar el comportamiento del trombo antes del tratamiento y
ajustar las estrategias del mismo en consecuencia. Asi como ayudar a avanzar en el desarrollo
de tecnologia para mejorar las opciones terapéuticas. Los enfoques interdisciplinarios que
cubran aspectos clinicos, de ingenieria y cientificos de la investigacion sobre trombos seran

clave para avanzar en la comprension de estos y mejorar la atencion del ACVi.

1.2.Fundamentos de SDS-PAGE

La SDS-PAGE es una técnica comUnmente utilizada en bioquimica, biologia molecular,
genetica y biotecnologia para separar macromoléculas bioldgicas como ADN, ARN vy
proteinas, segun su tamafo. El principio basico implica utilizar SDS, un detergente surfactante

anionico que rompe enlaces no covalentes, para desnaturalizar las proteinas y proporcionarles
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a las moléculas una carga negativa uniforme. Esto permite que las biomoléculas sean separadas

en un gel de poliacrilamida segln su tamafio, cuando se aplica un campo eléctrico.

Las muestras se preparan diluyéndolas adecuadamente en un buffer de muestra conteniendo
glicerol para aumentar la densidad, azul de bromofenol para observar la migracion de la
muestra a través del gel, y SDS, y calentandolas 5 minutos a 95°C para su desnaturalizacion.
Ademas, se suelen afiadir agentes reductores de tiol como B-mercaptoetanol o DTT para reducir
los enlaces disulfuro y eliminar las estructuras de orden superior en las muestras de proteinas.
El SDS se une a las proteinas (~1.4 g de SDS se une a 1 g de polipéptido), rompiendo las
estructuras secundarias y terciarias, linearizandolas y dotandolas de una carga negativa
uniforme proporcional a su longitud (Figura 6.1). Esto significa que la relacion m/z de los
péptidos desnaturalizados es similar y su movilidad ya no depende de su estructura nativa, sino
solo de su masa molecular. La concentracion final de proteina debe ser >0.5 pg/ul y entre 3-5

pg/ul para obtener resultados 6ptimos.
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Figura 6.1. Dodecilsulfato de Sodio uniéndose a un polipéptido. Se agrega SDS a una muestra para ayudar a desnaturalizar
las proteinas, asi como para proporcionarles una carga negativa uniforme y una estructura 3D similar. Un agente reductor,
como el B-mercaptoetanol, reduce los enlaces disulfuro, afectando ain mas la estructura de la proteina.

Posteriormente se prepara un gel de poliacrilamida, que actiia como una malla tridimensional.
Las propiedades del gel también afectan la movilidad de los complejos SDS-polipéptido. Los
geles para PAGE estan compuestos por una red polimérica inerte de acrilamida con un tamafio
de poro definido, y se fabrican mediante la reticulacion de acrilamida y bisacrilamida al afiadir
el agente de polimerizacion persulfato de amonio (APS) y el agente catalizador N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED). El tamafio de los poros puede ajustarse alterando la
concentracion del gel, segun el rango de tamafios de proteinas que se desea separar. Este actla

como un tamiz selectivo por tamafio, facilitando la separacion de proteinas seglin su peso
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molecular. Los geles de bajo porcentaje tienen poros grandes, permitiendo que la mayoria de
las proteinas pasen a través de ellos, y por lo tanto pueden resolver proteinas de alto peso
molecular. En contraste, los geles de alto porcentaje tienen poros pequefios, restringiendo
severamente el paso de proteinas grandes y son, por lo tanto, mejores para resolver proteinas
de bajo peso molecular. Ademas, los geles de gradiente proporcionan un rango de
concentraciones de poliacrilamida dentro de un mismo gel, permitiendo resolver
simultdneamente proteinas de diferentes tamafios. La Figura 6.2 muestra la estructura quimica
del gel de poliacrilamida. EI gel se monta tipicamente de manera vertical entre dos camaras de

buffer y se conecta a los electrodos.
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t=0 ¢=0 &=o
NH, +H NH,
C|7H2 Figura 6.2. Estructura quimica de la matriz de
NH, NH NH, poliacrilamida. Los geles de poliacrilamida se preparan a
(|3=O <|3=O c=0 partir de acrilamida y bisacrilamida reticuladas tras la
I

| | adicién del agente de polimerizacion persulfato de amonio

— CH—CHy—CH—CHy—CH—CH,— )
y el agente catalizador TEMED.

Las muestras preparadas se cargan en pocillos en el gel y se aplica un campo eléctrico para

realizar la electroforesis, de 100 — 200 V por 30 minutos — 2 horas. La electroforesis se refiere

al movimiento de particulas cargadas en un campo eléctrico y requiere dos electrodos de carga

opuesta (anodo y catodo) separados por un medio conductor (el buffer). Cuando moléculas

cargadas, como proteinas y ADN, se exponen a un campo eléctrico bajo estas condiciones,
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migran hacia el electrodo con su carga opuesta. La movilidad de las moléculas en la
electroforesis en gel esta dictada por la carga, tamafio y forma de las moléculas, asi como por
las condiciones de la electroforesis. Estas incluyen la fuerza ionica, el pH y la composicion del
buffer, la fuerza del campo eléctrico y las propiedades del gel. Es crucial que las muestras se
carguen uniformemente a lo largo del gel y que se incluya buffer de muestra en todos los
pocillos, incluyendo aquellos sin muestra, para asegurar que la electroforesis se realice

correctamente.

Debido a la carga negativa proporcionada por el SDS, los polipéptidos migran hacia el &nodo
(electrodo positivo). Las proteinas méas pequefias migran méas rapidamente a través de los poros
del gel, mientras que las proteinas mas grandes se mueven méas lentamente. Una vez que se ha
completado la electroforesis, las proteinas han migrado a diferentes distancias segun su tamafio,
las mas pequefias se encontraran en la parte baja del gel, mientras que las mas grandes se
quedaran en la parte alta. Luego el gel se tifie con un colorante especifico para visualizar las
proteinas. Cada banda en el gel corresponde a una proteina diferente 0 a una mezcla de
proteinas de tamarfio similar. Las posiciones de las bandas en el gel permiten determinar el
tamafo aproximado de las proteinas en la muestra comparandolas con un marcador de peso
molecular conocido que se ejecuta en paralelo. La Figura 6.3 muestra un esquema del proceso

electroforético.
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Figura 6.3. Flujo de trabajo de un experimento de SDS-PAGE. En primer lugar, se prepara la muestra agregando el
surfactante anidnico dodecil sulfato de sodio (SDS), un agente reductor para los enlaces disulfuro, y calentando a 952C. De
esta manera los péptidos de las proteinas desnaturalizadas y cargadas negativamente de forma uniforme se cargan en un
gel de poliacrilamida con una seccién menos concentrada al inicio (stacking gel) y una porcidn principal de una concentracién
de acuerdo al peso molecular de los polipéptidos que se quieren separar (resolving gel). Finalmente se procede a la
electroforesis aplicando un voltaje que impulsa a los polipéptidos cargados negativamente hacia el anodo, de forma que

ocurre la separacion segun peso molecular.
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Ademas de SDS-PAGE, también se puede usar una forma no desnaturalizante de electroforesis
Ilamada PAGE nativa para separar proteinas. La PAGE nativa separa las proteinas segun su
relacion m/z y forma, y por lo tanto puede proporcionar informacion sobre complejos proteicos.
Una tercera forma de electroforesis llamada PAGE bidimensional (2D-PAGE) separa las
proteinas en dos dimensiones. En la primera dimension, se separan segun su punto isoeléctrico,
el pH en el cual no tienen carga neta, usando el enfoque isoeléctrico. En la segunda dimensién,
se separan por masa. Esta técnica proporciona informacion més detallada para experimentos

de protedmica.

Una desventaja de la SDS-PAGE es que, aunque es eficaz para separar proteinas por tamafio,
no proporciona informacion sobre la estructura, funcion o PTMs de las proteinas. Ademas,
algunas proteinas pueden no desnaturalizarse completamente o pueden formar agregados
incluso en presencia de SDS. Sin embargo, resulta muy util y sigue siendo utilizada en diversas
aplicaciones, como la caracterizacion de proteinas, el andlisis de pureza, la cuantificacion de
proteinas y la preparacion de muestras para analisis adicionales, como Western Blotting. Esta
técnica es fundamental laboratorios de investigacion y diagnostico debido a su capacidad para

separar y analizar proteinas de manera precisa y reproducible.

1.3.Fundamentos del Western Blotting

El WB es una técnica ampliamente utilizada para detectar y analizar proteinas especificas en
una muestra compleja. Resulta sorprendente saber que su desarrollo se remonta a no hace
mucho tiempo, finales de la década de 1970. De hecho, las metodologias esenciales del WB,
incluida la SDS-PAGE%! y los anticuerpos monoclonales con especificidad de antigeno,?5?
se establecieron en 1970 y 1975, respectivamente. En 1975, Edwin Southern invento la técnica
conocida como “Southern Blot”, en la que los fragmentos de ADN se separan mediante
electroforesis segun su tamafio y luego se transfieren a una membrana de nitrocelulosa para su
deteccion.[?5%! Esta metodologia fue rapidamente seguida dos afios después por la invencion del
“Northern Blot”, que podia detectar moléculas especificas de ARN utilizando sondas de ADN
marcadas radiactivamente.[?>! Inspirado por el Northern Blot, W. Neal Burnette, un
postdoctorado en el Fred Hutchinson Cancer Research Center, desarroll6 un método para
visualizar proteinas separadas por SDS-PAGE utilizando anticuerpos monoclonales.
Denominé a este método “Western Blot™”, en alusion a sus predecesores. Curiosamente, el
manuscrito que detallaba esta técnica fue inicialmente rechazado, con los revisores criticando

el nombre del método como "flippant and frivolous whimsy".[?>1 A pesar de esto, el documento

122



fue ampliamente circulado y finalmente publicado en 1981.12%1 L os grupos de investigacion de
George Stark en la Universidad de Stanford y de Harry Towbin en el Instituto Friedrich
Miescher en Suiza publicaron técnicas de inmunotransferencia similares aproximadamente al
mismo tiempo.!?"28 Desde entonces, el WB, también conocido comuinmente como
inmunoblot, se ha convertido en una técnica esencial y ubicua en los laboratorios de biologia

y medicina de todo el mundo.

El WB se basa en la separacion electroforética de proteinas de una mezcla compleja segun su
masa, la transferencia de estas proteinas a una matriz sélida y la inmunodeteccion de proteinas

especificas de interés en la matriz utilizando anticuerpos.

Primero se prepara la muestra mediante SDS-PAGE. Posteriormente las proteinas separadas
en el gel se transfieren a una membrana (generalmente de nitrocelulosa o PVDF) mediante un
proceso de transferencia electroforética, con el mismo principio de migracién de moléculas
cargadas negativamente hacia el &nodo. Este paso es crucial para inmovilizar las proteinas en
una superficie solida, donde pueden ser reveladas con anticuerpos. Este proceso es necesario
porque las proteinas son mas accesibles a los anticuerpos en la superficie de estas membranas
y los geles de PAGE son dificiles de manipular una vez retirados de sus moldes. Después de la
transferencia, se puede usar una tincion de proteina total, como Ponceau S, para visualizar la

eficiencia de la transferencia.

Para el electroblotting humedo, el gel y la membrana se colocan juntos, con papel de filtro
absorbente y esponjas, y se fijan en un cassette para evitar la formacion de burbujas de aire
entre el gel y la membrana. El "sandwich™ se sumerge verticalmente en un buffer de
transferencia conductor y se expone a un campo eléctrico. Bajo estas condiciones, las proteinas
cargadas negativamente migran fuera del gel hacia el electrodo cargado positivamente y se
inmovilizan en la membrana. El electroblotting himedo es un método de transferencia de alta
eficiencia que es adecuado para transferir proteinas de bajo a alto peso molecular (>100 kDa),
PEro es un proceso que consume tiempo, tipicamente requiriendo entre ~1 hora (100 V) y toda

la noche (30 V) a 4°C. La Figura 6.4 muestra un esquema del sandwich de transferencia.

Las membranas mas comunes utilizadas para la inmunotransferencia son la nitrocelulosa y el
PVDF. La nitrocelulosa puede inmovilizar proteinas y glicoproteinas con alta eficiencia a
través de interacciones hidrofobicas, pero no puede ser reprocesada muchas veces debido a la
fragilidad de la nitrocelulosa. Al igual que la nitrocelulosa, el PVDF tiene una alta capacidad

de union a proteinas; sin embargo, el PVDF es altamente hidrofobico y debe ser prehumedecido

123



con metanol antes de su uso. Al ser menos quebradizo que la nitrocelulosa, las membranas de
PVDF pueden ser reprocesadas muchas veces. Tanto las membranas de nitrocelulosa como las
de PVDF estan disponibles en una variedad de tamafios de poro. Mientras que las membranas
con tamafio de poro de 0.45 um son generalmente aplicables a la mayoria de los experimentos,
las membranas con tamafio de poro de 0.1 — 0.2 um son mas adecuadas para la transferencia

de proteinas de bajo peso molecular.

Transfer cassette
O I o to cathode)

I:Irectlor: ————— —O— Filter paper
o currern : O— Gel

and protein — O— Membrane
migration | | O— Filter paper

O I e
(closer to anode)

Figura 6.4. Organizacion de un "sandwich" de transferencia para el electroblotting himedo. Durante la transferencia, las

proteinas cargadas negativamente migraran fuera del gel, hacia el electrodo cargado positivamente y se transferiran a la
membrana.

Para la inmunodeteccion, primero la membrana se incuba con una solucion bloqueadora para
cubrir los sitios no especificos y prevenir la unién no especifica de anticuerpos en pasos
posteriores. Dado que las membranas de fase sélida utilizadas en la inmunotransferencia tienen
una alta afinidad por las proteinas, los anticuerpos aplicados a la membrana pueden adherirse
a ella de manera inespecifica. Para prevenir esta union de fondo y mejorar la relacién sefial-
ruido en el paso de deteccion, la membrana debe bloguearse antes de la incubacion con
anticuerpos. Los reactivos a utilizar para el bloqueo y el tiempo de incubacién deben
determinarse empiricamente. Los agentes de bloqueo comunes incluyen leche descremada y
BSA. Estos pueden solubilizarse en solucion salina tamponada con Tris (TBS) o PBS, y se
puede afadir 0.1% de Tween-20 para ayudar a prevenir interacciones inespecificas. En
particular, se debe usar TBS si el método de deteccion utiliza fosfatasa alcalina (AP), ya que
PBS puede interferir con la actividad enzimatica de AP. No se debe usar azida sddica en los
tampones si se va a utilizar un anticuerpo secundario conjugado con HRP, ya que la azida

inactiva la HRP.
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Para la deteccion con anticuerpos se lleva a cabo una incubacién con anticuerpo primario y una
incubacion con anticuerpo secundario. Entre los pasos de incubacion con anticuerpos, la
membrana debe lavarse con TBS + 0.1% Tween 20 (TBST) o PBS + 0.1% Tween 20 (PBST)
para eliminar los anticuerpos no unidos y reducir la sefial de fondo. Mientras que un lavado
insuficiente puede resultar en una alta sefial de fondo, un lavado excesivo puede reducir la
relacion sefial-ruido. Para la incubacién con anticuerpo primario la membrana blogueada se
incuba con un anticuerpo primario especifico que reconoce la proteina de interés, en una
dilucion éptima que se debe determinar empiricamente (aunque hay rangos recomendados),
por 1 hora a temperatura ambiente o de un dia para el otro a 4°C. Este anticuerpo se une
especificamente a la proteina objetivo en la membrana. Para la incubacion con anticuerpo
secundario la membrana se incuba con un anticuerpo secundario que reconoce el anticuerpo
primario segun su especie e isotipo (esto permite ademas una amplificacion de la sefial pues
varios anticuerpos secundarios pueden unirse al primario), por 1 hora a temperatura ambiente.
El anticuerpo secundario esta conjugado con una enzima (como HRP) o un fluoréforo para

permitir la deteccion.

Light

Luminol substrate

(e} + (e}
Il [

NH (0%

Product

o COE O
Il
NH, g \/ NH, O

\ Secondary antibody

/) k\ Primary antibody

J Target protein

Membrane

Figura 6.5. Deteccidn de proteinas objetivo usando un sustrato basado en quimioluminiscencia. Un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) convertira el luminol en presencia de perdxido de hidrégeno (H,0;) en
una sefial quimioluminiscente y un producto de descomposicién (3-aminoftalato), lo que permite la visualizaciéon de una
proteina objetivo.

Para la deteccion se realiza una reaccion enzimatica o de fluorescencia. Si el anticuerpo
secundario esta conjugado con una enzima, se aflade un sustrato adecuado que la enzima
convierte en un producto detectable (luminiscente o colorimétrico). Si esta conjugado con un

fluoréforo, la deteccion se realiza mediante un escaner o camara de fluorescencia. La Figura
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6.5 muestra un ejemplo de reacciones de deteccion. El resultado de la reaccion se visualiza y
se documenta. Las bandas correspondientes a la proteina de interés aparecen en la membrana

y su intensidad puede ser cuantificada.

Para el analisis de los resultados, estos se comparan con controles positivos y negativos para
asegurar la especificidad y validez de la deteccion. Y la intensidad de las bandas puede ser
cuantificada por densitometria mediante software de procesamiento de imégenes para

determinar la cantidad relativa o absoluta de la proteina de interés.

El WB es una técnica especifica pues se basa en el uso de anticuerpos que reconocen
especificamente la proteina de interés. Ademas, es muy sensible ya que esta técnica puede
detectar proteinas en concentraciones muy bajas debido a la amplificacion de la sefial mediante
el anticuerpo secundario conjugado con una enzima. Y es robusta pues con el uso de controles
adecuados y condiciones de blogueo efectivas se minimizan las uniones no especificas y se
mejora la precision del ensayo. La Figura 6.6 muestra el flujo de trabajo completo en un

experimento de WB tipico.
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Figura 6.6. Flujo de trabajo en un experimento de Western Blot tipico. Luego de la preparacién de la muestra que implica
desnaturalizacion y reduccion, se procede a la electroforesis en gel (A). En este punto se carga una cantidad adecuada de
muestra en el gel y se procede a la electroforesis para que las proteinas se separen de acuerdo a su peso molecular. Luegose
realiza la transferencia a membrana (B) para lo cual se prepara un sandwich con el gel cercano al catodo (-) y la membrana
cercana al anodo (+), para que las proteinas cargadas negativamente migren desde el gel hacia la membrana. En (C) se
muestra la inmunodeteccion, posterior a una tincion de proteina total para chequear la eficiencia de la transferencia.
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Se trata de una herramienta poderosa para el analisis cualitativo y cuantitativo de proteinas,
ampliamente utilizada en investigacion biomédica, diagnostico clinico y desarrollo de

farmacos.

1.4.Fundamentos de la Inmunoprecipitacién

La IP es una técnica ampliamente utilizada en biologia molecular y bioquimica para aislar y
purificar una proteina especifica de una muestra compleja utilizando un anticuerpo que se une

especificamente a esa proteina.

La IP se desarroll6 inicialmente como una adaptacion de la cromatografia de afinidad en
columna tradicional, que implica permitir que la muestra, el lavado y otras soluciones pasen a
través de una columna empaquetada con resina porosa (tipicamente agarosa en forma de perlas)
sobre la cual se ha inmovilizado un anticuerpo especifico para el objetivo. Sin embargo, en
lugar de usar una columna empaquetada, la IP utiliza una pequefia cantidad de resina de agarosa
en un tubo de microcentrifuga, y los pasos de incubacién se realizan por lotes. También se

pueden utilizar perlas magnéticas.[?>°]

El primer paso en la IP es seleccionar un anticuerpo que sea especifico para la proteina de
interés. Este anticuerpo debe tener una alta afinidad y especificidad para la proteina objetivo.
Luego se procede a la preparacion de la muestra: la muestra bioldgica, que puede ser un lisado
celular, un extracto tisular o un fluido bioldgico, se prepara de manera que las proteinas estén
en solucion. La muestra puede contener detergentes y otras sustancias para ayudar a solubilizar
las proteinas y mantenerlas estables.

El anticuerpo especifico para la proteina de interés se afiade a la muestra y este anticuerpo se
unird a la proteina objetivo, formando un complejo antigeno-anticuerpo. Se continla con la
captura del complejo antigeno-anticuerpo: para aislar el complejo antigeno-anticuerpo, se
utilizan soportes sélidos, como perlas de agarosa o perlas magnéticas, que estan recubiertas
con proteinas (como proteina A, proteina G o anticuerpos secundarios) que pueden unirse a la
region Fc del anticuerpo. Otro flujo de trabajo posible es la incubacion del anticuerpo con las
perlas para su inmovilizacion mediante union no covalente (también puede ser covalente
agregando ciertos reactivos), y luego se incuba con la muestra conteniendo la proteina objetivo

para la formacién del complejo antigeno-anticuerpo-perla.

Aunque el enfoque del anticuerpo pre-inmovilizado es mas cominmente utilizado para la IP,

el uso de anticuerpo libre para formar complejos inmunes es beneficioso si la proteina objetivo
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estd presente en bajas concentraciones, si el anticuerpo tiene una afinidad de unién débil para

el antigeno o si la cinética de union del anticuerpo al antigeno es lenta.

Posteriormente la mezcla se somete a varios lavados para eliminar proteinas y otros
componentes no especificos que no estan unidos a las perlas, que implican centrifugacion en
caso de perlas de agarosa, y un iméan en caso de perlas magnéticas. Este paso es crucial para
reducir el ruido de fondo y aumentar la pureza de la proteina inmunoprecipitada.

La proteina de interés, ahora unida a las perlas a traves del anticuerpo, se separa del soporte
solido en un proceso denominado elucion. Esto se puede hacer mediante la adicion de un
tampon de elucion que desnaturaliza las proteinas o mediante condiciones que disocian

especificamente el complejo antigeno-anticuerpo.

Por ultimo, se procede al andlisis. La proteina inmunoprecipitada puede analizarse mediante
técnicas como SDS-PAGE, WB o MS para identificar y caracterizar la proteina y sus posibles
PTM:s.[260]

Esta técnica se utiliza en el presente Capitulo, para enriquecer pooles de trombos lisados en
proteinas conteniendo NO,Tyr, utilizando un anticuerpo anti-NO>Tyr unido a perlas
magnéticas. La Figura 6.7 presenta un esquema de trabajo para la IP utilizando perlas

magnéticas.

Las particulas magnéticas han reemplazado en gran medida a las perlas de agarosa como el
soporte preferido para la IP y otros procedimientos de purificacion por afinidad a microescala.
Las particulas magnéticas son solidas y esféricas, y la union del anticuerpo se limita a la
superficie de cada perla. Aunque no tienen la ventaja de un centro poroso para aumentar la
capacidad de union, las perlas magnéticas son significativamente méas pequefias que las perlas
de agarosa (diametro de 1 a 4 pm), lo que colectivamente les da una superficie suficiente para

una union de anticuerpos de alta capacidad.

Se utilizan imanes de alta potencia para localizar las perlas magnéticas al costado del tubo de
incubacion y alejarlas para permitir la aspiracion de la matriz de la muestra sin el riesgo de
aspirar también los complejos inmunes unidos a las perlas. La separacion magnética evita la
centrifugacion, que puede romper las uniones débiles entre el anticuerpo y el antigeno y causar
la pérdida de la proteina objetivo. Facilitan el pipeteo manual de las soluciones de las perlas, y
hay instrumentacion disponible para automatizar completamente los procedimientos con perlas

magnéticas.
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La IP es una herramienta poderosa para estudiar las interacciones proteina-proteina, identificar
proteinas asociadas a una proteina de interés y analizar PTMs como fosforilaciones,
acetilaciones y nitraciones, entre otras.
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Figura 6.7. Flujo de trabajo en un experimento de inmunoprecipitacion con perlas magnéticas. Un anticuerpo (monoclonal
o policlonal) contra una proteina especifica se pre-inmoviliza en las perlas magnéticas acopladas a proteina G o A, y luego se
incuba con la muestra que contiene la proteina objetivo. Durante el periodo de incubacidn, la agitacién suave de la muestra
permite que el antigeno objetivo se una al anticuerpo inmovilizado. Los complejos inmunes inmovilizados se recogen del
lisado con la aplicacién de un imdn, se eluyen del soporte y se analizan segun la naturaleza del antigeno objetivo. Cada paso
implica una incubacién, seguida por la recoleccidn de las perlas y la eliminacién de la solucion. Los pasos de lavado también
se incluyen después de cada paso de incubacién. La elucidn durante el paso final tipicamente implica calentar las perlas en
un tampon de carga de muestras para la SDS-PAGE, lo que resulta en la desnaturalizacién de las proteinas (incluyendo el
anticuerpo).

1.5.Anédlisis por Espectrometria de Masas: Orbitrap

En este Capitulo se realiza analisis mediante LC-MS/MS, utilizando un espectrometro de masas
hibrido que combina las tecnologias de LIT (que se detallé en el Capitulo 3) y el analizador de
masas Orbitrap (LIT-Orbitrap).

La tecnologia Orbitrap es una técnica avanzada de MS utilizada para el analisis preciso y de
alta resolucion de iones. Fue desarrollada por Alexander Makarov mientras trabajaba en
Thermo Fisher Scientific. EI concepto se presentd por primera vez en 2000 y se integro en los

instrumentos comerciales de MS de Thermo Fisher Scientific a mediados de la década de 2000.
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La tecnologia ha evolucionado y mejorado desde entonces, convirtiéndose en una herramienta

fundamental en el campo de la proteémica y otros campos de investigacion analitica. 2%

La tecnologia Orbitrap se basa en la captura de iones en un campo electrostatico creado entre
un electrodo central con forma de huso y un electrodo exterior cilindrico. Los iones son
inyectados en el detector Orbitrap, donde se mueven en trayectorias orbitales alrededor del
electrodo central debido a la combinacion de fuerzas electrostaticas. La frecuencia de

oscilacion de los iones es proporcional a su relacién m/z.

A medida que los iones oscilan, generan una corriente de imagen que se detecta y se convierte
en una sefal eléctrica. La sefal se transforma mediante una Transformada de Fourier (FT) para
obtener un espectro de masas con alta resolucion y precision. Esta tecnologia permite obtener
una resolucion masiva muy alta, tipica en el rango de 100000 a 1000000 para una relacion m/z
de 200, y una precision en la determinacion de masas mejor que 2 partes por millén (ppm). La
Figura 6.8 muestra la geometria del Orbitrap y una trayectoria de ion estable.

Presenta como ventajas una alta resolucion y precision en la determinacién de masas, un amplio
rango dindmico, y la capacidad para analizar una amplia variedad de moléculas, desde
pequefios metabolitos hasta proteinas grandes y complejas.

Como ya se dijo, en este Capitulo se utiliza un equipo LIT-Orbitrap, que es un espectrometro
de masas hibrido, aprovechando las ventajas de ambos tipos de analizadores de masas para
proporcionar alta sensibilidad, alta resolucion y capacidad de realizar MS en tandem. El
funcionamiento implica una ionizacion inicial de la muestra, mediante ESI (luego de la
separacion mediante HPLC). Los iones generados se introducen en la LIT, que captura y
almacena los iones. Aqui dentro los iones de interés se pueden fragmentar dentro de la trampa
lineal mediante CID. Esta etapa de fragmentacién proporciona informacién estructural sobre

los iones. Los iones seleccionados o fragmentados en la LIT se transfieren al Orbitrap.

Para el analisis en el Orbitrap los iones entran en él, donde se mueven en orbitas alrededor del
electrodo central. Como ya se dijo, la frecuencia de oscilacion de los iones, que depende de su
relacién m/z, genera una corriente de imagen detectada por el sistema. Y esta sefial se convierte
en un espectro de masas mediante una FT, proporcionando datos de alta resolucion y precision.
Los datos del espectro de masas obtenidos del Orbitrap se analizan para identificar y cuantificar
las moléeculas presentes en la muestra. La combinacion de la LIT y el Orbitrap permite realizar
experimentos de MS/MS de alta resolucién, proporcionando informacion detallada sobre la

estructura de las moléculas.
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El LIT-Orbitrap es una herramienta poderosa en el campo de la MS, utilizada en diversas areas
de la investigacion cientifica debido a su capacidad para proporcionar datos de alta resolucion

y precision, junto con una alta sensibilidad y capacidad de fragmentacion.

Amplifier
Figura 6.8. Geometria del analizador de masas Orbitrap. La trampa consiste en un electrodo externo en forma de barril y
un electrodo central en forma de huso a lo largo del eje z. Las trayectorias estables combinan la rotacion alrededor del

electrodo central con oscilaciones a lo largo del eje, resultando en una espiral intrincada. La corriente de imagen se detecta
en los electrodos externos divididos y se amplifica mediante un amplificador diferencial. El voltaje de la sefial inducida por
las oscilaciones de los iones puede obtenerse utilizando el teorema de reciprocidad de Green. El teorema proporciona la
relacidn entre la carga de imagen Q inducida en los electrodos por una carga g en un punto, y el cambio de potencial A¢
inducido en el mismo punto por el voltaje AU aplicado a los mismos electrodos en ausencia de cualquier carga. La corriente
de imagen se amplifica y procesa mediante FT. Imagen extraida de “Electrostatic Axially Harmonic Orbital Trapping: A High-
Performance Technique of Mass Analysis” de A. Makarov.1261]

2. Resultados

Se realizo la busqueda de proteinas nitradas en trombos de pacientes con ACVi tratados con
trombectomia mecanica. Once trombos fueron analizados mediante SDS-PAGE y WB, y un

grupo de ellos mediante LC-MS/MS después de IP con anticuerpos anti-NO>Tyr.
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2.1.Caracterizacion de Trombos

Los trombos analizados mostraron diferencias en cuanto a caracteristicas como tamafio, textura
y color, y esto se refleja en sus patrones de proteinas cuando el sobrenadante y el extracto de
cada trombo se procesaron en SDS-PAGE. Los trombos mostraron una amplia variacion en su
composicion, con patrones de proteinas diferentes para cada uno, como se observa en el gel.
Ademas, el patron de proteinas no es el mismo en el sobrenadante y en el extracto del mismo
trombo. En la Figura 6.9 se muestran algunos ejemplos de trombos analizados y los SDS-PAGE
de sus extractos y sobrenadantes.

Figura 6.9. Caracterizacion electroforética de los trombos estudiados. Arriba: algunos de los trombos analizados. Abajo:
SDS-PAGE 10% en condiciones reductoras de extractos (E) y sobrenadantes (S) de los 11 trombos analizados, tefiidos con
Comassie blue.

Se realizaron también WB utilizando como anticuerpo primario anti-NO,Tyr, anti-cadena o de
Fg y anti-cadena B de Fg. El revelado de las membranas mostro la presencia de fragmentos de
Fg de variados tamafios, como era de esperarse, asi como bandas nitradas, correspondientes a
Fg y otras proteinas. El analisis mediante WB mostrd que parece haber residuos de NO2Tyr en
los trombos, principalmente en los sobrenadantes, en cantidades bajas. También se observaron
fragmentos de Fg de las cadenas Aa y Bf3 con varios PM, tanto en los extractos como en los
sobrenadantes. En la Figura 6.10 se muestran las imagenes de WB.
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2.2 Inmunoprecipitacion y analisis mediante LC-MS/MS

En primer lugar, se probo el método de IP con perlas magnéticas utilizando un estandar de Fg-
NO,Tyr y Fg sin nitrar. Los sobrenadantes y eluidos obtenidos en los diferentes pasos, asi como
un control, se cargaron en un gel para SDS-PAGE, y se realizd WB con anti-NO>Tyr. Se obtuvo
como resultados que es posible recuperar polipéptidos conteniendo NO2Tyr, de las tres cadenas
del Fg, obteniéndose ademas cadenas pesadas Y livianas de las inmunoglobulinas de captura

(no se muestran estos registros).

Previo a la IP con el anticuerpo anti-NO>Tyr acoplado a perlas magnéticas de los trombos, se
realizaron cuatro pooles de estos, segun criterios de color, tamafio y escala NIHSS del ACVi
(Tabla 6.1). Se realiz6 la IP de esos pooles y los productos obtenidos fueron analizados
mediante SDS-PAGE en condiciones de reduccién. La IP de pooles de trombos, monitoreada
por SDS-PAGE, mostré moléculas de pesos moleculares variados en los carriles de las
muestras, no presentes en los carriles de control, lo que sugiere que ocurrio la captura de

polipéptidos que contienen NO,Tyr. La Figura 6.11 muestra este gel.

Se selecciond uno de los productos de la IP de los pooles, el del pool C, ya que mostraba varias
bandas en el gel que resultaban de interés (se trata del pool con mayor indice en la escala
NIHSS). Y de ese carril se seleccionaron tres bandas para realizar LC-MS/MS, con el fin de
identificar proteinas inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-NO.Tyr. El analisis de LC-
MS/MS de las bandas seleccionadas en el SDS-PAGE de las proteinas inmunoprecipitadas del
pool de trombos seleccionado revel6 la presencia de fragmentos de proteinas relacionadas con
el sistema inmunoldgico, el transporte de oxigeno, la hemostasis y componentes celulares y
extracelulares. Estas proteinas son potencialmente nitradas, ya que fueron el producto de la IP
con un anticuerpo anti-NO2Tyr. En la Tabla 6.2 se listan las proteinas encontradas. No en todas
las proteinas encontradas se identificd la modificacion Y**. En la banda 1, se encontr6 la
modificacion Y** en las siguientes posiciones: Y de cadena y de Fg; Y32° de MMP9; Y16!
de 1gG3 cadena pesada region constante; Y8 de IgG4 cadena pesada region constante; Y3 e
Y1 de cadena pesada region variable; Y'* e Y& de cadena liviana lambda constante; Y& de
polipéptido 5 tipo lambda. En la banda 2: Y?% de immunoglobulin heavy constant gamma 3;
Y de immunoglobulin heavy constant gamma 2. Banda 3: Y8 de immunoglobulin kappa
constant; Y™ e Y8 de immunoglobulin lambda constant 2; Y'® e Y** de immunoglobulin
lambda-like polypeptide 5; Y7 e Y8 de immunoglobulin lambda constant 6; Y'* e Y® de

immunoglobulin lambda constant 7.
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Figura 6.10. Western blotting de extractos y sobrenadantes de los trombos estudiados. A: a la izquierda se muestran los
resultados del WB utilizando anti-NO,Tyr (aNO,Y) como anticuerpo para la inmunodeteccion, y a la derecha se muestra la
tincién con rojo Punceau para la deteccidn de proteina total. Arriba estdn los extractos (E1-E11) y abajo los sobrenadantes
(S1-S11). B: resultados del WB utilizando anti-cadena alfa del Fg (aFIBA) como anticuerpo para la inmunodeteccion. C:
resultados del WB utilizando anti-cadena beta del Fg (aFIBB) como anticuerpo para la inmunodeteccién. MW: marcador de
peso molecular. Como controles se corrieron Fg sin nitrar (Fg) y Fg-NO,Tyr (Fg25).
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Pool (V) Tro’mbos incluidos Color Tamaiio NIHSS
(volimenes de Ey S)

1(S30uL) Blanco Pequeio

A (280 pL) 4 (S 160 pL, E 60 uL) Rosa Pequeio 10-15
8(S30uL) Blanco Grande
3 (S 200 pL, E 60 uL) Rojo Pequeiio

B (565 uL) 6 (S 100 pL, E 15 uL) Rojo Mediano 15-20
9(S170 uL, E 20 uL) Rojo Mediano
2 (S 160 L, E 60 uL) Rojo Grande

C{12%0KL) 1751000 uL, E 70 L) Rojo Grande 20-25
10 (S 300 pL, E 60 pL) Rosa Grande

D (800 pL) 7 (S 100 pL) Rojo Mediano Desconocido
5(S 300 pL, E 40 uL) Rojo Grande

Tabla 6.1. Pooles de trombos agrupados por color, tamafio y escala NIHSS. Se muestran los volimenes de
cada extracto (E) y sobrenadante (S) agregados a cada pool.

Figura 6.11. Electroforesis de inmunoprecipitados de pooles de trombos. SDS-PAGE para evaluar la inmunoprecipitacién
(IP) de pooles de trombos con un anticuerpo anti-NO,Tyr. Carril 1: mezcla de 5 uL de cada pool, antes de la IP. Carril 2: elucién
después de la IP del pool D. Carril 3: elucién después de la IP del pool C. Carril 4: elucidn después de la IP del pool B. Carril 5:
elucion después de la IP del pool A. Carril 6: control del proceso sin afiadir el anticuerpo (solo perlas y muestra, ndtese que
hay una cadena pesada y una cadena ligera de inmunoglobulina, correspondientes a las inmunoglobulinas humanas
presentes en la mezcla de pools, que se unen a la proteina G en las perlas). Carril 7: control del proceso sin afiadir la muestra
(solo el anticuerpo anti- NO,Tyr). Se muestran las bandas en el carril 3 que fueron seleccionadas para ser analizadas por LC-
MS/MS (flechas).

135



Banda 1 Banda 2 Banda 3
Fibrindgeno cadenay Inmunoglobulina pesada Inmunoglobulina kappa constante
constante

Matriz metaloproteinasa-9 *

Hemoglobina subunidad beta

Inmunoglobulina lambda
constante

Inmunoglobulina pesada
constante

Mieloperoxidasa *

Inmunoglobulina lambda variable

Albumina

Albumina

Fibrindgeno cadena Bf

Integrina beta 3 *

Inmunoglobulina pesada variable

Estomatina *

Inmunoglobulina kappa constante

Fibrindgeno cadenay

Inmunoglobulina kappa variable

Alfa actinina-1 *

Hemoglobina subunidad alfa

Proteina de transporte de aniones
Banda 3

Hemoglobina subunidad beta

Integrina beta-3

Hemoglobina subunidad beta

Vinculina

Fibrindgeno cadena B

Inmunoglobulina pesada
constante

Proteina de transporte de aniones
Banda 3

Alfa-1-antitripsina

Fibrindgeno cadenay

Inmunoglobulina pesada variable

Placoglobina de unién *

Anhidrasa Carbodnica *

Inmunoglobulina lambda
constante

Alfa-1-antiquimiotripsina

Fibrindgeno cadena Aa

Inmunoglobulina lambda variable

Actina citoplasmatica *

Albumina

Integrina beta 2

Gama-glutamilciclotransferasa *

Actina citoplasmatica *

Fibrindgeno cadena B

Placoglobina de union *

Estomatina *

Hemoglobina subunidad alfa

Inmunoglobulin kappa variable

Miosina-9

Catalasa

Actina citoplasmatica *

Fibrindgeno cadena Aa

Filamina-A *

Cadena alfa de espectrina,
eritrocitica 1 *

Complemento C4-Ay C4-B

Pantetheinasa

Glicoproteina plaquetaria 4

Familia de transportadores de
solutos 2, miembro 1 del
transportador facilitado de
glucosa

Integrina alfa-llb/beta-3

Proteina Argonaute-2*

Componente complemento C7

Anhidrasa Carbdnica *

Proteina S100-A9 *

Catepsina D

Defensina 1y 3 de neutrdfilos*

Alfa-2-macroglobulina *

Antigeno de superficie
leucocitaria CD47

Ceruloplasmina *
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Azurocidina *

Hemoglobina subunidad alfa

Complemento Clq *

Integrina beta

Proteina zeta/delta 14-3-3 *

Catepsina G

Proteina de reconocimiento de
peptidoglicano 1

Fibronectina *

Mieloperoxidasa *

Proteina de canal anidnico
selectivo dependiente del voltaje
3 *

Scramblasa de fosfolipidos

Elastasa de neutréfilos




Célula de adhesién relacionada
con el antigeno
carcinoembrionario 8
Subunidad C del subcomponente
Clq del complemento

Cadigo de color

Inmunoglobulinas

Transporte de oxigeno

Hemostasis

Componentes celulares y extracelulares, adhesion

Respuesta inflamatoria

Tabla 6.2. Proteinas encontradas mediante LC-MS/MS luego de la IP del pool C. Proteinas identificadas en
las tres bandas seleccionadas de la separacidn por SDS-PAGE de proteinas inmunoprecipitadas del pool C de
trombos. Las proteinas que son relevantes de alguna manera en el tejido cerebral estdn indicadas con
asterisco.

3. Discusion

Estudiar la composicion de los trombos resulta interesante pues los hallazgos podrian ser Gtiles
para avanzar en nuestra comprension de la resistencia a la trombolisis y el desarrollo de nuevas
terapias para el ACVi. Ademas, el conocimiento de la composicion estructural de los trombos

puede ser importante para el éxito relativo de la trombectomia mecanica.

El método de IP utilizado fue capaz de capturar Fg nitrado en un pool de Fg nitrado y no
nitrado. Una desventaja de este método es que la inmunoglobulina de captura se coeluye con
el antigeno de interés, y puede observarse en el gel. Ademas, si el mismo anticuerpo se utiliza
como primario en un WB, en el paso de revelado con el anticuerpo secundario anti-raton
conjugado a HRP, esas inmunoglobulinas utilizadas en la IP también seran reveladas. También
se puede observar que una parte del antigeno de interés permanece en la muestra inicial, lo que
podria deberse al hecho de que el anticuerpo de captura y las perlas no son suficientes para
capturar la cantidad total de antigeno en la muestra. En general, el método es Util y permite la

recuperacion de un antigeno que esté en baja concentracion en la muestra inicial.

Se ha observado que los trombos cerebrales son muy heterogéneos en su naturaleza en dos
aspectos. Primero, difieren claramente entre si en tamarfio, forma y color. Segundo, dentro de
cada trombo hay considerable heterogeneidad, con diferentes areas o segmentos del trombo
que muestran diferentes componentes estructurales. Basandose en los principales componentes
estructurales que son predominantes en los trombos, se clasifican en dos tipos distintos: areas

del trombo ricas en GR y plaguetas. Las areas ricas en plaquetas estdn compuestas por
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estructuras densas de Fb, plaquetas, VWF, leucocitos y ADN extracelular, mientras que la
composicion de las areas ricas en GR es menos compleja, con GR empaquetados y una malla
delgada de Fb llenando los espacios entre los GR empaquetados como los principales
componentes estructurales.®? Se ha visto que la contribucion de ambos tipos varia
significativamente en los trombos. En la mayoria de los trombos, ambas regiones estan
dispersas, aungue algunos tienen limites mas claramente definidos, con regiones ricas en GR
rodeadas de regiones ricas en plaquetas.!?5® Esta heterogeneidad en composicion que plantea
la bibliografia fue observada en nuestro estudio, donde cada trombo analizado present6 un

patrén electroforético particular.

Es sabido que varias proteinas se unen a la Fb y cambian las propiedades o funcion del coagulo
a través de efectos en la formacion y degradacion de la Fb.1?641 Por ejemplo, las interacciones
del tPA y el plasmindgeno con la Fb aceleran la activacion del plasmindgeno para formar
plasmina, la enzima principal en el proceso de fibrinolisis. La Lp(a) tiene similitudes
estructurales con el plasmindgeno y puede competir con este por la union a la Fb e inhibir la
formacion de plasmina y eventualmente la fibrinolisis.[?551 Ademas, la union de proteinas a la
Fb puede tener un efecto en la estructura de las fibras de Fb. La unién de fibronectina a la Fb
hace que la red de Fb tenga fibras mas gruesas y poros mas grandes.?6®! Los coagulos con
fibras mas gruesas y poros méas grandes son lisados mas rapidamente que los coagulos con
fibras mas delgadas y poros mas pequefios.[2¢”] Por otro lado, la union de la trombina a la Fb
resulta en una menor cantidad de trombina activa en la circulacion. Hay varias otras proteinas
que se sabe que se unen a la Fb, incluidas la a2-AP, el PAI-2, la proteina relacionada con el Fg-
1 derivada de hepatocitos (HFREP-1), albimina, FGF-2, VEGF, IL-1B, fXa, inhibidor de la
via del TF, TAFI, VWF, trombospondina, actina, fV y fXI111.12681 Algunas de estas proteinas
estan entrecruzadas con la Fb por fXllla, por ejemplo, a2-AP, fibronectina, PAI-2, TAFI, VWF,
trombospondina, actina y fV. También se ha observado a2-macroglobulina, carboxipeptidasa
N, al-antitripsina, haptoglobina, amiloide sérico P, y las apolipoproteinas A-1, A-IV, E y J,
unidas no covalentemente a trombos de plasma formados in vitro.[?6° La mayoria de esas
proteinas pueden ser clasificadas segun su funcion en proteinas de la coagulacion, inhibidores
de proteasas y del metabolismo de las HDL. La actina es probablemente proveniente de las
plaquetas. Otro estudio indicO que otro componente del trombo es el factor C3 del
complemento, hallando también principalmente proteinas relacionadas a la coagulacion e

inflamacion.[27
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En cuanto a las proteinas encontradas, que presentan interés a nivel del tejido cerebral, se
encuentran la martiz metaloproteinasa-9 (MMP-9), la integrina beta 3, la proteina zeta/delta
14-3-3, la actina citoplasmatica, el Canal Anidnico Dependiente de Voltaje 3 (VDAC3), la
anhidrasa carbonica (AC) y la proteina S100-A9. Estas proteinas estan involucradas en diversos
aspectos de la funcion cerebral, incluyendo la sefializacidn, la estructura celular, la inflamacion
y el metabolismo. La MMP-9 esta implicada en la remodelacion de la matriz extracelular y se
ha encontrado que juega un papel crucial en la neuroplasticidad, la inflamacion y la ruptura de
la BHE en el cerebro. La integrina beta 3 es un receptor que media la adhesién celular y la
sefalizacion; se expresa en el cerebro y esta involucrada en la migraciéon celular, el crecimiento
neuronal y la sinapsis. La proteina zeta/delta 14-3-3 es parte de una familia de proteinas
reguladoras que interactGan con proteinas implicadas en la sefializacién celular, el ciclo celular
y la regulacion de proteinas involucradas en el desarrollo y la funcién neuronal. La actina
citoplasmatica es una proteina clave en el citoesqueleto de las células; en el cerebro, la actina
citoplasmatica es crucial para el crecimiento y la motilidad neuronal, la sinapsis y la plasticidad
neuronal. Las VDACs son proteinas que forman canales en la membrana mitocondrial externa,
y VDACS3 se expresa en el cerebro y estd involucrado en el metabolismo energético y la
apoptosis neuronal. Las anhidrasas carbonicas son enzimas que catalizan la conversion de
dioxido de carbono y agua en bicarbonato y protones; y tienen roles importantes en el cerebro,
incluidos la regulacion del pH y el transporte de CO2 en el sistema nervioso central. La proteina
S100-A9 es una proteina de unién al calcio que estéa involucrada en procesos inflamatorios y
se ha encontrado que tiene funciones en la neuroinflamacién y las enfermedades
neurodegenerativas. Estudios han identificado estas proteinas nitradas en el cerebro, lo cual

esta asociado con diversas patologias neurodegenerativas y condiciones inflamatorias.

Se ha reportado la nitracion de MMP-9 en condiciones inflamatorias y en enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas como DM, ACVi, esclerosis multiple y enfermedad de
Alzheimer. La nitracion puede alterar la actividad enzimética de la MMP-9, contribuyendo a

la disrupcion de la BHE y a la neuroinflamacion.[2/1:2721

La actina citoplasmatica puede ser nitrada en condiciones de estrés oxidativo. La nitracion de
la actina se ha observado en modelos de enfermedad de Alzheimer y en otras patologias
neurodegenerativas, lo que puede afectar la dindmica del citoesqueleto y la funcién

neuronal.[273]
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La proteina S100-A9 ha sido encontrada nitrada en la enfermedad de Alzheimer y en otras
enfermedades neuroinflamatorias. La nitracion de S100-A9 puede afectar su funcion

proinflamatoria y su interaccion con otras proteinas.2’42"!

La nitracion de la anhidrasa carbdnica se ha observado en enfermedades inmunes y
neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Parkinson. La modificacion postraduccional
de esta enzima puede alterar su actividad y contribuir a la disfuncion celular.?762771 Estos
estudios sugieren que la nitracion de proteinas puede ser un mecanismo relevante en la

patogénesis de diversas enfermedades del sistema nervioso central.

En cuanto a la presencia de NO.Tyr en trombos, hay antecedentes del estudio de trombos
intracoronarios de pacientes con infarto de miocardio con elevacion ST en donde se hallaron
niveles de NO>Tyr, asociados a marcadores inflamatorios. También se han encontrado
moléculas de Fg nitrado en fibras de Fb de coagulos formados ex vivo a partir de plasma de

pacientes fumadores.*>%!

En el presente estudio, cuando se realizd WB de las fracciones de los trombos, utilizando un
anticuerpo anti-NO>Tyr, se observé su presencia, tal como ocurrié en los antecedentes
mencionados. Sin embargo, cabe destacar que las condiciones de los estudios previos
encontrados no son como las presentadas en este Capitulo (trombos obtenidos mediante
trombectomia mecéanica como tratamiento a un ACVi), para las cuales no se encontraron
antecedentes a la fecha. Luego de la IP y andlisis por MS, nuestros resultados son similares a
los reportados previamente, habiendo hallado proteinas relacionadas con el sistema
inmunoldgico, el transporte de oxigeno, la hemostasia, inflamacién y componentes celulares y
extracelulares. Cabe recordar que estas proteinas podrian estar nitradas ya que fueron el
producto de la IP con un anticuerpo anti-NO,Tyr. Aunque también podrian ser una
contaminacion del inmunoprecipitado, lo que no quita que son proteinas que estaban en el
coagulo. Esto amplia el alcance de las proteinas, nitradas o no, que pueden encontrarse en los
trombos de ACVi. Estos hallazgos contribuyen a la comprensién del ACVi y ofrecen
perspectivas sobre la diversidad proteémica de los trombos, allanando potencialmente el

camino para futuras investigaciones de biomarcadores y aplicaciones clinicas.
4. Conclusion

El presente Capitulo ha proporcionado una vision sobre los mecanismos involucrados en el

ACVi en relacion con el distrés nitroxidativo. Se ha identificado la nitracion de proteinas como
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una posible herramienta de biomarcadores para la evaluacion clinica del ACVi, enfocandose

en la identificacion y caracterizacion de proteinas nitradas en los trombos que se forman.

El método de IP utilizado demostrd ser efectivo para capturar Fg-NO:Tyr, aunque se
observaron limitaciones relacionadas con la coelucion de inmunoglobulinas y la posible
pérdida de antigeno durante el proceso. No obstante, el método ha sido Util para recuperar
antigenos en baja concentracion, ofreciendo una base para el analisis de proteinas nitradas en

trombos.

El estudio ha revelado una notable heterogeneidad en los trombos cerebrales, caracterizada por
diferencias en tamafio, forma, color y composicion estructural. Se identificaron dos tipos
principales de composiciones trombdticas: ricas en Fb y plaquetas, y ricas en GR. Esta
heterogeneidad puede influir en la resistencia a la trombolisis y en la eficacia de las terapias

como la trombectomia mecanica.

Ademas, se observo que diversas proteinas involucradas en la coagulacion, inflamacion y
metabolismo, como la MMP-9, actina citoplasmatica, proteina S100-A9, y anhidrasa
carbonica, estdn nitradas en condiciones de distrés nitroxidativo. Estas modificaciones
postraduccionales pueden afectar la funcién de las proteinas y contribuir a la patogénesis de
enfermedades neurodegenerativas y condiciones inflamatorias. En el presente Capitulo se
amplio el rango de busqueda de NO-Tyr, pasando de buscarla en Fg como en los anteriores
Capitulos 3 y 4, a buscarla en proteinas del trombo. De este modo se puedo echar un vistazo
en otras proteinas que sufren las consecuencias del distrés nitroxidativo de un ACVi, y aunque
no se profundizé demasiado en cada una de ellas, pues se excederian los objetivos de esta Tesis,

resulta interesante tener conocimiento de este fenémeno.

Los resultados obtenidos al analizar trombos mediante WB y MS confirmaron la presencia de
proteinas nitradas, similares a los hallazgos en estudios previos con trombos intracoronarios y
coagulos ex vivo. Aunque las condiciones del estudio actual diferian de las anteriores, se
corroboro la presencia de proteinas relacionadas con el sistema inmunologico, la hemostasia y

la inflamacion.

En conclusion, el estudio amplia el conocimiento sobre la composicion y modificacion de
proteinas en trombos de ACVi, y subraya la importancia de la nitracion de proteinas como un
mecanismo relevante en la patogénesis del ACVi. Estos hallazgos abren nuevas vias para la
investigacion de biomarcadores y aplicaciones clinicas, proporcionando una base para futuras

investigaciones que podrian mejorar la comprensién y el tratamiento del ACVi.
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Capitulo 7: Modelado Molecular y Simulaciones

de Dinamica Molecular
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1. Introduccién

El modelado de la molécula completa de Fg representa un avance significativo en la
comprension de esta proteina clave en el proceso de coagulacion sanguinea. Hasta ahora, el
modelado de Fg se habia limitado a ciertas regiones o dominios especificos, dejando partes
cruciales sin representar debido a la falta de estructuras cristalinas disponibles o a la
complejidad de la proteina. En este trabajo, se emplearon metodos de homologia y simulacion
de MD de CG para construir un modelo 3D completo de Fg, y se realizé una simulacién de
MD atomistica para refinar el modelo y explorar su comportamiento dinamico. Estas
simulaciones permitieron observar la flexibilidad estructural de las regiones, como las aC, que
no habian sido modeladas previamente, y cOmo interactlan estas areas en el contexto de la
proteina completa. La combinacion de homologia y MD brindé una visualizacion integral del
Fg, proporcionando una base mas sélida para estudiar su funcion, las interacciones

intermoleculares, y las PTMs que pueden influir en su actividad.

Si bien existen técnicas experimentales para el mapeo y la cuantificacion de las PTMs y su
estudio en medios bioldgicos, no se sabe mucho de sus efectos sobre la estabilidad y dindmica
de la proteina. En este contexto, los métodos in silico son una estrategia prometedora para el
analisis preliminar y la prediccion, y sirven como guia para proximos experimentos in vivo e
in vitro; asi como para encontrarle una explicacion o causa a fenémenos observados
previamente en experimentos humedos. En otras palabras, permitirian entender el rol que

juegan las PTMs en los procesos bioldgicos.[?8l

El modelado molecular y las simulaciones moleculares (como la MD), que se basan en campos
de fuerza atdbmicos empiricos, son una estrategia poderosa para estudiar sistemas biolégicos
con alta resolucion y tiempos del orden de los nano a milisegundos, y permitiran investigar las
propiedades del Fg tomando en consideracion el efecto de las PTMs en su estructura y
estabilidad.

1.1.Fundamentos del Modelado Molecular y Simulaciones Biomoleculares

En la dltima década, el campo del modelado molecular y las simulaciones biomoleculares ha
experimentado un crecimiento exponencial, consolidandose como una herramienta
fundamental en la investigacion cientifica. Estas técnicas permiten el estudio detallado de
sistemas bioldgicos a nivel atdbmico y molecular, proporcionando una comprension profunda

de los procesos biologicos y facilitando el desarrollo de nuevas terapias y medicamentos.
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Los experimentos computacionales juegan un papel cada vez mas significativo en la ciencia
hoy en dia. EI advenimiento de la computacion de alto rendimiento ha permitido la
experimentacion virtual in silico como una herramienta que permite la interpolacion entre
experimentos de laboratorio y la teoria. Schulten introdujo el término “microscopio
computacional” para describir el papel de las simulaciones computacionales en la ampliacion
de la investigacion experimental cuando no es posible realizar mediciones directas. El crefa
que la biofisica computacional ha progresado hasta el punto en que presenta una vision realista
de los componentes intracelulares, a menudo con una resolucion no alcanzable mediante
instrumentos de laboratorio, llegando a dimensiones atémicas o incluso electronicas.[?7]
Feynman afirmo en 1964: “Ciertamente, ningin tema 0 campo esta progresando mas en tantos
frentes en el momento actual que la biologia, y si tuviéramos que nombrar la suposicién mas
poderosa de todas, que lleva a uno a intentar entender la vida, es que todas las cosas estan
hechas de atomos, y que todo lo que hacen los seres vivos puede entenderse en términos de las
sacudidas y vibraciones de los 4atomos”.?%% Las simulaciones de MD son una herramienta
computacional importante para entender la base fisica de la estructura, la evolucion dinamica
del sistema y la funcién de las macromoléculas bioldgicas. Catorce afios mas tarde, se publico
la primera simulacion de MD de una macromolécula bioldgica, a saber, el inhibidor de tripsina
pancreéatica bovina (BPTI).[28Y Aunque la estructura de rayos X relativamente precisa de BPTI

estaba disponible en ese momento, su funcion fisioldgica era desconocida.

Las simulaciones computacionales que utilizan métodos de modelado molecular son
herramientas que proporcionan una vision profunda del comportamiento y las propiedades de
un sistema de interés. EI modelado molecular abarca una variedad de métodos tedricos y
técnicas computacionales que se utilizan para representar y simular el comportamiento de
moléculas y sistemas moleculares. Estos métodos son construidos en base a principios de
mecanica clasica molecular (Ilamados métodos de campo de fuerza [FF]) o de mecanica
cuéntica (llamados métodos de quimica cuéntica [QC]). Desde la mecanica cuantica hasta la
dinamica molecular clasica, estos métodos permiten predecir las propiedades fisicas y quimicas
de los sistemas bioldgicos y comprender sus mecanismos de accién. Los métodos
experimentales a menudo estan limitados en la medicién de variables observables que son el
resultado del comportamiento colectivo promedio de un nimero muy grande de moléculas y
de escalas de tiempo largas (en comparacion con el movimiento molecular). Los enfoques de
modelado molecular pueden lograr altas resoluciones espaciales y temporales, que, en

principio, son muy a menudo dificiles de obtener en un experimento. Mediante el uso de
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software especializado y algoritmos avanzados, se pueden construir modelos 3D precisos de
proteinas, acidos nucleicos y otras biomoléculas, asi como simular sus interacciones y
movimientos en diferentes condiciones ambientales. Por esta razén, tales métodos podrian
considerarse como microscopios computacionales que nos permiten acercarnos a los procesos
y observarlos a escala molecular. Ademas, los modelos computacionales permiten examinar
cualquier sistema, condicion o propiedad definible. Para modelar los sistemas se desarrollan
campos de fuerza, un formalismo matemético basado en la mecénica molecular, para
reproducir las geometrias moleculares, ajustando energias, longitudes y &ngulos de

enlace.[282:283]

Las simulaciones de MD, por su parte, son aplicaciones especificas del modelado molecular
que permiten observar la dinamica de los sistemas bioldgicos a lo largo del tiempo. Estas
simulaciones pueden revelar informacion crucial sobre la conformacion de las biomoléculas,
sus rutas de plegamiento, mecanismos de interaccion, y respuestas a cambios ambientales.
Ademas, como ya se dijo, proporcionan una plataforma para explorar hipdtesis experimentales
de manera virtual antes de llevar a cabo costosos y laboriosos experimentos in vitro o in vivo.
Es decir, se trata de una herramienta para optimizar experimentos, generar ideas, explicar y

comprender observaciones experimentales.

Uno de los recursos mas significativos para las simulaciones MD es el Research Collaboratory
for Structural Bioinformatics (RCSB, www.rcsb.org), que pone a disposicion datos
estructurales biol6gicos macromoleculares 3D determinados experimentalmente. EI RCSB
PDB es un repositorio mundial para el procesamiento y distribucion de datos de estructuras 3D
de macromoléculas, como proteinas y acidos nucleicos,?®! y es un recurso esencial para el
modelado biomolecular. La cristalografia de rayos X ha hecho la mayor contribucién a nuestra
comprension de la estructura de las proteinas. La cristalizacién de muchas proteinas (por
ejemplo, proteinas de membrana) es una tarea dificil que puede requerir un esfuerzo
considerable. Una medida importante de la precisién de una estructura cristalografica es su
resolucion. La NMR es otro método para determinar la estructura de la proteina. En NMR, las
propiedades de espin magnético de los nucleos atdmicos se utilizan para construir una lista de
restricciones de distancia entre &tomos en una molécula. Esta lista se usa luego para construir
un modelo de la proteina que muestra la ubicacion de cada atomo. Una ventaja importante de
la espectroscopia NMR es que proporciona informacion sobre proteinas en solucion, en lugar
de aquellas que forman un cristal. La determinacion directa de la estructura por NMR

generalmente se restringe a proteinas mas pequefias, tipicamente de menos de 20 kDa de peso
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molecular. Cabe sefialar que las estructuras obtenidas de experimentos requieren algun post-
procesamiento para prepararlas para las simulaciones. Se pueden encontrar problemas debido
a residuos faltantes, choques de atomos, aguas cristalogréficas y ubicaciones alternas que deben
resolverse antes de realizar la simulacion de MD. En el preprocesamiento de estructuras, se
afiaden residuos faltantes y atomos faltantes como el hidrégeno, y se eliminan los choques
atdmicos. También se asignan los estados de ionizacion, protonacion y tautomerizacion para

asegurar la mejor calidad de la estructura inicial.

Un aspecto crucial del modelado y las simulaciones es la capacidad de manejar la complejidad
inherente a los sistemas bioldgicos. Las biomoléculas no funcionan de manera aislada, sino que
interactian en redes complejas dentro de las células. Por lo tanto, los modelos deben ser
capaces de integrar maltiples niveles de informacion y de reproducir fendmenos emergentes
que surgen de estas interacciones. Este enfoque multidisciplinario, que combina la biologia, la
quimica, la fisica y la informatica, ha abierto nuevas vias de investigacion y ha llevado a
descubrimientos innovadores que serian imposibles de alcanzar mediante métodos

experimentales tradicionales.

Por otro lado, los enfoques de modelado molecular también enfrentan sus limitaciones y
desventajas.[?%528¢] por ejemplo, la descripcion precisa de la realidad, es decir, la descripcion
de un sistema fisico o un fendmeno, puede ser un desafio para sistemas complejos. Esto es aun
mas evidente en el contexto del modelado del Fg, que representa un gran desafio debido a su
complejidad, indeterminacién y dimension estructural. En general, estas circunstancias
presentan una gran oportunidad para que el modelado molecular desarrolle una amplia gama
de modos estructurales quimicamente diversos que pueden utilizarse en el estudio de las
propiedades de los sistemas reales. Tales analisis profundizan la comprensién de las estructuras
moleculares y la naturaleza del Fg, y demostrar la existencia e importancia de las propiedades

supramoleculares observadas en este.

1.2.Diferentes Métodos de Modelado Molecular

La Figura 7.1 ofrece una vision general de los diferentes métodos de modelado molecular
disponibles. El uso creciente de estos métodos se debe principalmente al rapido aumento en el
poder y rendimiento computacional y al desarrollo de nuevos enfoques y algoritmos efectivos.
Tal es el caso de los métodos de QC, que pueden describir nlcleos y electrones que interactuan
mutuamente al aproximar la solucion de la ecuacion de Schrodinger. Todos los métodos se

basan en la aproximacion de Born-Oppenheimer, que asume la separacién del movimiento de
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nucleos y electrones debido al movimiento electrénico mucho mas rapido en comparacion con
el nuclear para la solucion de la ecuacion de Schrodinger. Para aproximar la solucion de la
ecuacion de Schrodinger, existen varios métodos. Entre ellos, los métodos de Teoria del
Funcional de la Densidad (DFT) son muy populares y de una escala aproximada de N3, donde
N es el numero de electrones. Los métodos semiempiricos y de enlace fuerte de funcionales de
densidad (DFTB) representan metodos prometedores que se acercan a la calidad de los
resultados DFT con una velocidad varios drdenes de magnitud mas rapida que DFT. La razon
principal para elegir entre un metodo u otro radica en la necesidad de precision, los recursos
computacionales disponibles y el tamafio del sistema. Los métodos de QC pueden utilizarse
para estudiar reacciones en sistemas moleculares que consisten en cientos de atomos. En este
sentido, una investigacion atomistica detallada de un sistema bioldgico requiere conocimiento
de su estructura electronica. Por ejemplo, las reacciones enzimaticas implican la formacion y
ruptura de enlaces, efectos que deben tratarse con métodos cuanticos. Los calculos cuanticos

pueden proporcionar modelos Utiles de estados de transicion e intermediarios de reaccion.

Ademas, los métodos de mecanica cuantica (QM) pueden combinarse con la MD. Esto permite
la evolucién dinamica del sistema en el tiempo, similar a como se hace utilizando la MD basada
en FF.

Existen también los modelos hibridos de mecéanica cuantica/mecanica molecular (QM/MM)
que amplian significativamente el alcance de los calculos de mecanica cuantica a sistemas
mucho mas grandes al dividir el problema en dos partes, cada una de las cuales se trata con
diferentes métodos computacionales. La parte del sistema que participa directamente en una
reaccién quimica dada, como la catéalisis, que involucra el sitio activo, los sustratos y los
residuos de aminoacidos directamente involucrados, se trata con un modelo QM. La parte
restante de la enzima, que no participa directamente en la reaccién y generalmente abarca un
nimero mucho mayor de atomos, se simula utilizando mecénica molecular con un FF
biomolecular. Las metodologias QM/MM pueden diferir notablemente en caracteristicas tales
como: (1) el tipo de esquema utilizado para calcular la energia; (2) las diferentes regiones de
frontera elegidas; (3) como se investiga la interaccion entre la region QM vy la region MM; (4)
coémo se selecciona el método computacional; y (5) como se aborda la reaccion enzimatica.
Existen ventajas y desventajas en estos diferentes métodos QM/MM, dependiendo en gran
medida del tipo de enzima y la reaccién en estudio. Los métodos QM/MM mas comunes son
Car—Parrinello/Molecular Mechanics MD,1?®71 el método de enlace de valencia empirico
(EVB),2%1 el modelo de cluster?¥ y los métodos de QM/MM MD.
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Figura 7.1. Esquema de diferentes métodos de modelado molecular. Abreviaturas utilizadas: DFTB, enlace fuerte de
funcionales de densidad; LDA, aproximacion de densidad local; GGA, aproximacion de gradiente generalizado; RPA,
aproximacion de fase aleatoria; MPx, teoria de perturbaciones de Mgller-Plesset hasta el nivel x; QVI/MM, método hibrido
Mecanica Cuantica/Mecdnica Molecular. Los términos en la expresidn de la energia potencial U en el recuadro "Mecanica
Molecular Clasica" corresponden a las contribuciones de energia potencial de enlace, flexion, torsion, Coulomb y dispersion
(van der Waals). En el presente Capitulo se trabaja con Mecdnica Molecular Clasica -> Métodos basados en Campo de Fuerza
(incluyendo Coarse grained) -> Dinamica Molecular como Técnica de Modelado Molecular. Extraido de “A contribution of
molecular modeling to supramolecular structures in soil organic matter” de Hubert Gerzabek et al.292]

Por otro lado, los métodos de FF combinados con la MD o Monte Carlo (MC) proporcionan
propiedades fisicoquimicas de sistemas que consisten en un gran nimero de particulas (> 10°)
y tiempos de simulacion del orden de ps. Un FF se compone de una serie de ecuaciones que
permiten relacionar las posiciones de los &tomos con la energia, parametros y tipos de atomos.
Los métodos de FF representan modelos que consisten en particulas que interactian (atomos o
esferas que representan un conjunto de atomos) que aproximan la energia potencial del sistema.
Este término captura el efecto promedio de los grados de libertad electronicos instantaneos en
una expresién analitica simple con parametros empiricos. Las fuerzas atomicas que gobiernan
el movimiento molecular se pueden dividir en aquellas causadas por interacciones entre atomos
que estan quimicamente enlazados y aquellas causadas por interacciones entre &tomos que no
estan enlazados. La expresion matematica puede escribirse como la suma de esos términos

enlazados, como el estiramiento de enlaces, la flexién de angulos de enlace, las rotaciones de
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angulos diedros torsionales y los términos de angulo fuera del plano; y las contribuciones no
enlazadas que representan la dispersion como un potencial de Lennard-Jones (LJ) y las

interacciones electrostaticas con el potencial de Coulomb.[2%

Etotat = Ebonded T Enonbonded

Evondea = Ebona + Eangle + Eginedral

Enonbonded = Eelectrostatie + Evan der waals

En otras palabras, los FF presentan la superficie de energia potencial del sistema representada
por un conjunto cerrado de funciones analiticas de energia potencial. El sistema es capaz de
moverse a través de las barreras de energia en la superficie de energia potencial, lo que implica
cambios sustanciales (por ejemplo, conformacionales) durante la simulacion. Los resultados
de las simulaciones seran realistas solo si la funcion de energia potencial imita las fuerzas

experimentadas por los atomos “reales”.

Bonded Non-bonded
A \
! N — \
o By aa;
Buc= ) K G=1)7 4 ) K (O-10,)7+ ) 2 [1 + cos(np — )] + > R f]

bonds angles dihedrals i<j

oo o o230 @Y

Figura 7.2. Un modelo tipico de Campo de Fuerza (Hamiltoniano). Las dependencias de energia estdn relacionadas con (A)
el estiramiento o compresion de un par de dtomos unidos (modelado por un resorte simple), (B) el aumento o disminucién
del angulo de enlace (modelado por un resorte simple), (C) las rotaciones del angulo dihedro (modelado por una funcién
sinusoidal), (D) las interacciones de Van der Waals (modeladas por el potencial de Lennard-Jones) y (E) las interacciones
electrostaticas (modeladas por la ley de Coulomb). (A—C) son causadas por interacciones entre atomos que estan
guimicamente unidos entre si, mientras que (C—E) son causadas por interacciones entre atomos que no estan unidos.
Extraido de “An Overview of Molecular Modeling for Drug Discovery with Specific Illustrative Examples of Applications” de
Maral Aminpour et al.[291]

Ademas, cada conjunto de pardmetros de FF puede ser especifico para un sistema (es decir,
molécula, entorno y/o condiciones de limite termodindmicas). Estan disponibles diferentes
conceptos de FF, ya sea reintroduciendo explicitamente algunos efectos electronicos, en forma
de reactividad quimica o polarizacion atomica, 0 mas bien expandiendo el promedio sobre
grados de libertad detallados en modelos de grano mas grueso. En un FF tipico, los enlaces
quimicos y los &ngulos atobmicos se modelan utilizando resortes simples (funciones cuadraticas

de energia) que no permiten la ruptura de enlaces. La forma funcional para la energia de
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dihedros es muy variable, por lo que los angulos dihedros (es decir, rotaciones alrededor de un
enlace) se modelan usando una funcion sinusoidal que aproxima las diferencias de energia
entre las conformaciones eclipsadas y escalonadas. Se pueden afiadir términos torsionales
impropios para imponer la planaridad de los anillos aromaticos, y se pueden usar “términos
cruzados” para describir el acoplamiento de diferentes variables internas, como angulos y
longitudes de enlace. Algunos campos de fuerza también incluyen términos explicitos para
enlaces de hidrogeno. Las fuerzas no enlazantes surgen debido a las interacciones de VdW vy
se modelan usando el potencial de LJ, y las interacciones cargadas (electrostaticas) se modelan
usando la ley de Coulomb. Un ejemplo de una ecuacién utilizada para aproximar las fuerzas
atdmicas que rigen el movimiento molecular (dicha funcién se denomina Hamiltoniano) esta

representado en la Figura 7.2.[2%1]

Las familias de FF de eleccion popular para describir sistemas biomoleculares para
simulaciones de MD son AMBER, CHARMM, GROMOS u OPLS.[2%2]

1.3.Simulaciones de Dinamica Molecular

Las simulaciones de MD utilizan las ecuaciones de movimiento de Newton para determinar la
fuerza neta y la aceleracion que experimenta cada atomo, a partir de las cuales simula la
evolucion temporal de un conjunto de atomos interactuantes. Cada 4&tomo i en la posicion ri se
trata como un punto con una masa m; y una carga fija, gi. Las coordenadas atomicas
evolucionan de acuerdo a las leyes de la fisica newtoniana donde F; es la fuerza ejercida sobre

la masa m; y a; es la aceleracion de esta, es decir:

d? r;(t)

FF=mia; - F@)= mi—s

Fi(t) también puede expresarse como el gradiente de la energia potencial, donde V es la energia
potencial, calculada a partir del Hamiltoniano.

d? r(t)

Fl-=—ViV i —Vinml-—
El motor de un programa de simulacién de MD, cabe sefalar, es su algoritmo de integracién
temporal. Los métodos de integracion mas populares para calculos de MD son los algoritmos

de Verlet, Verlet de velocidad y Leap-Frog.[?*3l En el algoritmo de Verlet, se utilizan dos

expansiones de Taylor de tercer orden para las posiciones r(t), una hacia adelante y otra hacia
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atras en el tiempo. Denotando la velocidad como v, la aceleracién como a, y la tercera derivada

de r(t) con respecto a t como b, obtenemos las siguientes expresiones:
r(t+ At =7(t) + v(t) At + (1/,) a(®)at? + (/) b(0)AL? + 0 (ath)
r(t — At) =7(t) — v(t) At + (1/,) a(®)at? — (/) b(0)At® + 0 (ath)
Sumando las dos expresiones se obtiene:
r(t + At) = 2r(t) — r(t — At) + a(t)At? + 0 (At?)

En consecuencia, a(t) es la fuerza dividida por la masa, de modo que:

a(®) = —(1/m) W (r@®)

El paso de tiempo utilizado en los célculos de MD es aproximadamente un orden de magnitud
menor que el movimiento mas rapido (vibracion del enlace de la molécula de hidrdgeno), que

es de aproximadamente 10 femtosegundos (fs).

El resultado de una simulacion de MD es una trayectoria en un espacio de fase de 6N
dimensiones (3N posiciones y 3N momentos). Sin embargo, dicha trayectoria no es
particularmente relevante por si sola. La simulacion de MD es un método de mecanica
estadistica que genera un conjunto de configuraciones distribuidas segln alguna funcién de
distribucion estadistica, o también conocida como un ensamble estadistico. Tres ensambles
diferentes se utilizan comdnmente en las simulaciones de MD: el Ensamble Microcanénico
(NVE), el Ensamble Canonico (NVT) y el Ensamble Isotérmico Isobarico (NPT). Estos
ensambles se utilizan durante la equilibracion para lograr la temperatura y presion deseadas
antes de cambiar al ensamble de volumen constante o energia constante cuando comienza la
recoleccion de datos. Aqui, N representa el nimero de particulas, E la energia, V el volumen,
T la temperatura y P la presion. Cada uno de estos denota un valor que se debe mantener
constante durante la simulacion. En consecuencia, medir cantidades en simulaciones de MD
generalmente implica realizar promedios temporales de propiedades fisicas a lo largo de la

trayectoria del sistema (promedios sobre configuraciones).

Por ejemplo, se puede definir el valor instantaneo de una propiedad fisica genérica A en el

tiempo t como:

A®) = f(r@©), .., rn(@®), v (D), .., v (D))
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Entonces se obtiene el promedio como:

Nt
1
W=E;M)

donde t es un indice que recorre los pasos de tiempo desde 1 hasta el nimero total de pasos,
NT.

Tiempos de simulacion suficientemente largos aseguran que el espacio sera bien muestreado,
de manera que el proceso de promedio aproxime las propiedades termodindmicas
correspondientes. Las propiedades mas cominmente medidas son la energia potencial, la
energia cinética, la energia total, la temperatura, la presién, el RMSD y el RMSF. EI RMSD es
la medida de similitud entre estructuras y se calcula como la distancia promedio entre los
atomos (generalmente los &tomos del backbone) de las estructuras superpuestas. EI RMSD se

calcula como:

donde &; es la distancia entre el &tomo i y una coordenada de referencia. Esta cantidad a menudo
se calcula para los &tomos pesados del backbone o, en algunos casos, solo para los atomos C..

El RMSF es la medida de la fluctuacion de la posicion de cada atomo a lo largo del tiempo en

comparacion con su posicién promedio, y se calcula como:

T
1
RMSF = FZ(ri(t) — 192
i=1

donde T es el nimero total de frames (instantaneas) en la simulacion, ri(t) es la posicion del
atomo i en el tiempo t, y ri®9 es la posicion promedio del atomo i a lo largo de la simulacion.
El RMSF proporciona informacion sobre la flexibilidad y movilidad de los atomos en la

molécula durante la simulacion.

Otra medida interesante a realizar, y que se utiliza en el presente Capitulo, es la de las energias
de interaccion entre dos conjuntos de atomos. Se utiliza el plugin NAMD Energy para calcular

las energias de interaccion no enlazante (VdW vy electrostaticas) entre dos grupos de atomos en
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la simulacion realizada con NAMD. Las interacciones VdW se calculan utilizando el potencial

de LJ, que se expresa como:
o\ 12 g 6
Fuaw =4 (2) = ()|
donde ¢ es la profundidad del pozo de potencial (representa la fuerza de atraccion), ¢ es la

distancia a la cual la energia potencial es cero, y r es la distancia entre dos atomos.

Las interacciones electrostaticas se calculan utilizando la ley de Coulomb, que se expresa

como:

E. = keq1q>
elec — r
donde ke es la constante de Coulomb, g1 y g2 son las cargas de los dos &tomos, y r es la distancia

entre los dos &tomos.

El procedimiento del plugin NAMD Energy implica siguientes pasos: (1) se seleccionan dos
grupos de 4tomos cuyas interacciones se desean calcular; (2) para cada par de atomos entre los
dos grupos seleccionados, el plugin calcula las distancias r; (3) utilizando las formulas de LJ
para VdW y la ley de Coulomb para las interacciones electrostaticas, el plugin calcula las
energias para cada par de atomos; y (4) las energias individuales de todos los pares de atomos
se suman para obtener las energias totales de interaccion VdW y electrostéaticas entre los dos
grupos de atomos. Este proceso proporciona las energias de interaccion no enlazante (VdW y
electrostaticas) para los grupos de atomos seleccionados a lo largo de la trayectoria de la
simulacion. Esto puede presentarse como graficos de energia en funcién del paso de tiempo, o

como un promedio de esa energia una vez que se haya estabilizado.

1.4.Limitaciones de Tamafio y Tiempo en Simulaciones de Dinamica Molecular

Los grandes tamarfios de sistema y las largas escalas de tiempo son dos desafios frecuentemente
encontrados en las simulaciones de MD. Ademas, las simulaciones de MD son
computacionalmente exigentes por dos razones. Primero, el calculo de fuerzas en cada paso de
tiempo requiere una considerable cantidad de computo. Segundo, el célculo de fuerzas debe
repetirse muchas veces. Por ejemplo, para producir una muestra suficiente para estudiar el
plegamiento, se requiere alcanzar escalas de tiempo de milisegundos. Los pasos individuales
estan limitados a unos pocos femtosegundos, por lo que simular un milisegundo de tiempo

fisico requiere casi un trillén de pasos de tiempo. La mayoria de los eventos biomoleculares de
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interés, como el plegamiento de proteinas, la union de proteinas y farmacos, y los grandes
cambios conformacionales esenciales para la funcion de las proteinas, tipicamente toman mas
tiempo (microsegundos a milisegundos) que las escalas de tiempo de MD, limitando asi la
aplicabilidad de estas simulaciones. La resolucion espaciotemporal de las técnicas de modelado

molecular se ilustra en la Figura 7.3.
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Figura 7.3. Resolucidn espaciotemporal de las técnicas de modelado molecular. La resoluciéon temporal (abcisa) y espacial
(ordenada) de cada técnica se indica mediante cajas de colores. Las escalas de tiempo de algunos procesos moleculares
fundamentales, asi como de procesos fisiolédgicos compuestos, se indican debajo de la abcisa. Extraido de “An Overview of
Molecular Modeling for Drug Discovery with Specific lllustrative Examples of Applications” de Maral Aminpour et al. [291]

Diversos métodos se han utilizado para superar las limitaciones de tamafio y escala temporal
en la MD. El método de CG simplifica y acelera las simulaciones MD.[92% CG emplea
modelos a mesoescala, en los cuales un grupo de &tomos se trata como un Unico sitio de
interaccion o una "perla”, una idea introducida por Levitt y Warshel en la década de

1970.1295:18% En el presente Capitulo se utiliza este tipo de método de CG.

1.5.Simulaciones Biomoleculares para estudio de PTMs en Proteinas

Las PTMs son alteraciones quimicas que ocurren en las proteinas después de su sintesis en los
ribosomas. Estas modificaciones, que incluyen fosforilacion, ubiquitinacion, acetilacion,
metilacion, glicacion y muchos otros, son esenciales para la regulacion de la actividad, la

localizacion y la estabilidad de las proteinas. A su vez, existen otras PTMs, que son las
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nitroxidativas, que incluyen nitracion de Tyr, nitrosilacion de Cys, ditirosinacion, oxidacion de
Met, carbonilacién, formacidn de puentes disulfuro y nitrosilacion de grupos amino, y resultan
de interés del mismo modo. Comprender como estas modificaciones afectan la estructura y
funcion de las proteinas es crucial para el desarrollo de terapias dirigidas y la comprension de
diversas enfermedades, como el cancer, las enfermedades cardiovasculares, inmunoldgicas y

los trastornos neurodegenerativos.

Las simulaciones MD han emergido como una herramienta poderosa para el estudio de las
PTMs. A través de estas simulaciones, se pueden observar y analizar en detalle los cambios
conformacionales inducidos por las PTMs, asi como sus efectos en las interacciones proteina-
proteina y proteina-ligando. Estas simulaciones permiten explorar las consecuencias dinamicas
de las modificaciones en tiempo real y a una resolucion que no es posible alcanzar mediante

técnicas experimentales tradicionales.

Un aspecto fundamental de las simulaciones de MD en el estudio de las PTMs es la capacidad
de modelar de manera precisa las modificaciones quimicas especificas en los residuos
aminoacidicos. Utilizando algoritmos avanzados y FF adecuados, es posible simular el impacto
de una nitracién en un residuo de Tyr, por ejemplo, y observar coémo esta modificacion altera
la dindmica de la proteina completa. Estos estudios pueden revelar cambios en la estabilidad
de la proteina, en su capacidad para interactuar con otras moléculas y en su funcién bioldgica

general.

En el caso puntual del estudio presentado en este Capitulo, las multiples funciones del Fg que
incluyen coagulacion, fibrinolisis, respuesta inflamatoria, sanado de heridas y neoplasia,
vienen dadas por el plegamiento de la molécula y por la interaccion de componentes celulares
y matriciales a sitios de unién presentes en ésta. Esos sitios constan de residuos aminoacidicos
dispuestos de forma tal que generan una superficie quimica 6ptima para la interaccion con su
contraparte, por lo tanto, si existiesen modificaciones sobre la estructura de esos residuos clave,
se veria afectada dicha interaccion y entonces la funcion que ella modula. Del mismo modo
esas modificaciones tendrian consecuencias sobre el plegamiento y la estructura 3D de la
proteina. Las modificaciones quimicas sobre grupos funcionales de residuos aminoacidicos
alteran propiedades fisicoquimicas tales como densidad de carga, pKa, volumen e
hidrofobicidad, que promoverian cambios a nivel de las estructuras secundarias, terciarias y/o
cuaternarias, y los correspondientes cambios en importantes factores como la accesibilidad al

solvente, tanto del residuo que es objeto del cambio, como de sus vecinos.
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Ademas, las simulaciones de MD permiten el estudio de la cooperacion entre multiples PTMs.
Las proteinas a menudo sufren varias modificaciones simultaneamente, y estas pueden tener
efectos sinérgicos o antagonicos. Mediante simulaciones, es posible desentrafiar estos efectos
complejos y obtener una comprension mas completa de cémo las redes de modificaciones

regulan la funcion proteica.

La integracion de datos experimentales con simulaciones biomoleculares también es una
estrategia potente. Los datos obtenidos mediante técnicas como MS, NMR vy cristalografia de
rayos X se utilizan para validar y refinar los modelos de simulacion, mejorando su precision y
relevancia bioldgica. Esta sinergia entre experimentacion y simulacién es esencial para
desarrollar modelos predictivos robustos que puedan guiar futuras investigaciones y

aplicaciones clinicas.

En este estudio se lleva a cabo la integracion de datos obtenidos mediante diferentes técnicas,
como MS y cristalografia. Para el modelado de la molécula completa de Fg se utiliza el modelo
cristalografico disponible en bibliografia, y para la incorporacion de residuos de NO2Tyr se

utilizan los resultados obtenidos mediante MS en el Capitulo 3 de la presente Tesis.

Las simulaciones biomoleculares ofrecen una ventana Gnica al mundo dindmico y complejo de
las PTMs en proteinas. Al proporcionar una vision detallada y dindmica de cémo estas
modificaciones afectan la estructura y funcion proteica, estas simulaciones estan
revolucionando la comprension de la biologia molecular y abriendo nuevas oportunidades para

el disefio de terapias innovadoras.

Este Capitulo explora dos aplicaciones de esta técnica, el modelado de novo y el estudio de
PTMs, destacando su impacto en la ciencia moderna y su potencial para futuras

investigaciones.

1.6.Estructura Tridimensional del Fibrindgeno

Un esquema Yy descripcion de la estructura de la molécula de Fg se pueden encontrar en el
Capitulo 1. Aqui nos enfocaremos en la estructura 3D completa, incluyendo secciones cuya
estructura no ha sido reportada previamente, comparando con las hipotesis en cuanto a esas

estructuras faltantes, que se han reportado en bibliografia.

El Fg tiene una estructura de multidominios, que se agrupan en varias regiones estructurales:
la region central E, que se conecta con dos regiones terminales D idénticas mediante regiones

de triple a-hélice enrollada, y dos regiones aC. Historicamente, se pensaba que la estructura
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del Fg se asemejaba a una "mancuerna” con tres nddulos, designados como dominios D y E,
dispuestos linealmente en una forma D—E—D.[?%! Sin embargo, estudios posteriores utilizando
microscopia electrénica (EM) y calorimetria diferencial de barrido (DSC) revelaron que la
estructura de la molécula de Fg es mas compleja que el modelo trinodular originalmente
propuesto. En particular, los estudios de EM visualizaron nodulos adicionales en la molécula
de Fg,[297:298:299.3001 y; ex perimentos de DSC indicaron la presencia de varios dominios plegados
de manera independiente en sus regiones D y E.[3013023031 | 3 existencia de multiples dominios
en el Fg fue confirmada posteriormente mediante analisis por rayos X de los fragmentos D y
E.[394.305] Einalmente, los estudios de rayos X establecieron la estructura cristalina del Fg nativo
de pollo y bovino, y del Fg humano.[**®! Sin embargo, estos estudios no resolvieron la estructura
de las dos regiones aC formadas por los dos tercios C-terminales de las cadenas Aa (residuos
236 a 625), que constituyen aproximadamente una cuarta parte de la molécula. Se ha
demostrado que las regiones aC juegan un papel importante en la determinacion de la estructura
y las propiedades de los coagulos. Estas regiones tienen un rol en el ensamblaje de Fb, la
fibrinolisis, la angiogénesis y otros procesos.?%:3%71 Se ha hipotetizado que en la conversion de
Fg a polimero de Fb, ocurre un cambio conformacional a gran escala, de manera que las
regiones aC quedan disponibles para la interaccion intermolecular.F%! Experimentos con
fragmentos altamente purificados y bien caracterizados que carecen de una o ambas regiones
aC indican que estas son trascendentes para el aumento de la agregacion lateral y la formacion
de protofibrilas durante la polimerizacion de Fb.2% Los fragmentos aC aislados polimerizan
a pH neutro e interactian con las regiones aC del mondmero de Fb para influir en la formacion
del coadgulo, demostrando también que estas porciones actlan para aumentar la agregacion
lateral y producir coagulos con fibras més gruesas.*™! Varios trastornos de disfibrinogenemia
en los que hay sustituciones de aminoécidos o truncamientos en las regiones aC revelaron que
estos cambios pueden tener efectos dramaticos en la polimerizacion y la estructura del coagulo,
produciendo codgulos con menor porosidad y mayor resistencia a la fibrinolisis, resultando en
complicaciones trombdticas.!*t% Estos resultados muestran que las regiones oC influyen en la
determinacion de la estructura y las propiedades biofisicas de los codgulos y su tasa de

fibrinolisis.[31!]

El conocimiento de la estructura de Fg y Fb y su comportamiento en un entorno fisiolégico es
vital para comprender sus funciones bioldgicas. A pesar de numerosos estudios sobre el
proceso de polimerizacion de Fb, su mecanismo molecular sigue siendo esquivo

principalmente debido a la ausencia de un modelo estructural completo del Fg humano. Como
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se menciond anteriormente, se ha determinado la estructura cristalina del Fg humano (codigo
PDB: 3GHG), pero no de manera completa. Las regiones N y C-terminales de las tres cadenas
estan ausentes en la estructura cristalogréfica, siendo el C-terminal de las cadenas Aa. (regiones

aC) el mas afectado, con una seccion de mas de 400 aminoacidos faltante.

Aunque los experimentos de DSC y EM sugirieron que las regiones aC contienen estructuras
compactas y ordenadas, estudios posteriores con rayos X no confirmaron este hallazgo. Las
regiones aC no son visibles en los mapas de densidad electronica, lo que lleva a la conclusion
de que su estructura es desordenada, planteando la cuestion sobre el estado de plegamiento de
las regiones aC, es decir, si realmente contienen estructuras compactas y ordenadas o si estan
desordenadas.

Aln no se dispone de un modelo estructural 3D completo que permita una observacion
detallada de la molécula y sus regiones, asi como el estudio mas profundo del proceso de
polimerizacion, incluyendo sus regiones aC, involucradas en las interacciones intermoleculares
durante la polimerizacion.?*®! Por lo tanto, es necesario contar con este modelo para arrojar luz
sobre el proceso de formacion de Fb, mediante la construccidn de una estructura de protofibrila
y la realizacion de experimentos de MD. Ademas, en la actualidad no es posible estudiar el
impacto estructural de las PTMs (como las que ocurren en condiciones de distrés nitrooxidativo
relacionadas con enfermedades cardiovasculares) en regiones que no estan resueltas en el

cristal y que podrian ser estudiadas utilizando el modelo completo.

Por lo tanto, en el presente Capitulo, uno de los objetivos consistio en disefiar un modelo 3D
atomistico completo de la molécula de Fg, para lo cual se combinaron estrategias de modelado
por homologia, y simulaciones de MD de CG y clasica atomistica. El otro objetivo implico el
estudio de dos modelos de Fg, uno conteniendo residuos de NO>Tyr y otro nativo como control,
para observar las consecuencias de la presencia de esa PTM en la estructura e interaccion con

ligandos.
2. Resultados

2.1.Modelado Molecular de la estructura completa del Fibrindgeno Humano

En esta seccion, la numeracion de referencia de la secuencia de aminoacidos sera segun los
segmentos modelados. Esto es Alal a Pro®? en la cadena Ao, Gln' a GIn®! en la cadena BB, y

Tyr!aVal*' en la cadenay. La estructura de la molécula de Fg es Aa-Bp-y-Aa-Bp-y, nombrada
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A-B-C-D-E-F. Por lo tanto, las dos cadenas Aa se denominan A y D, las dos cadenas Bf se

denominan B y E, y las dos cadenas y se denominan C y F.

La simulaciéon de CG que resultd en el plegamiento de las grandes regiones aC extendidas
inicialmente de las cadenas Aa, y la modelizacion por homologia de las porciones mas cortas
N y C-terminales de las cadenas BB y v, y el N-terminal de las cadenas Aa, permitieron el
ensamblaje de la estructura final, a partir de la cual se realiz6 una simulacién atomistica,

obteniendo los siguientes resultados.
2.1.1. Anélisis Estructural

La Figura 7.4 muestra el modelo final obtenido. Es particularmente interesante la estructura de
las porciones C-terminales de las cadenas Aa, las regiones aC, ya que representan una gran
parte de toda la molécula, tienen un rol significativo en el ensamblaje de la fibrina, y su

estructura no ha sido reportada anteriormente.

La Figura 7.5 muestra la estructura secundaria de la molécula de Fg obtenida, que consiste en
a-hélices, ldminas-p, giros y bucles. Son visibles las estructuras de triple a-hélice dentro de las
regiones de enrollamiento (coiled-coil), que conectan la region central E con las regiones
laterales D. Ademas, los nodulos globulares 3 y v dentro de las regiones D estdn compuestos
predominantemente por laminas-f, aunque contienen algunas a-hélices. Los FpA 'y FpB en la
region central E estan formados principalmente por bucles y giros. Las regiones C-terminales
de las cadenas Aa presentan bucles, giros y algunas laminas-p tanto en los conectores-aC como

en los dominios-aC.

La evolucion estructural involucré el movimiento de la porcion inicial del conector-aC hacia
la region de enrollamiento (coiled-coil) y el plegamiento del conector-aC y el dominio-aC,

como se describe a continuacion.
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Cadena Aa
D

Cadena Aa
A

Cadena Bf
B

Cadena BB
E

Cadenay
C

b C-terminal Aa (D)
Regién aC

C-terminal Aa (A) / R

Regidn aC

. C-terminal B (E)
N-terminal BB (E) (detras, no se observa)
N-terminal y (C) FpB
N-terminal B (B) / N-terminal Aa (D)
C-terminal BB (B) FpB FpA

N-terminal Aa (A)
C-terminal y (C) FpA

Figura 7.4. Modelo de la molécula de Fibrinégeno obtenida. a: Cadena Aa (A): rojo, cadena Aa (D): magenta, cadena B (B):
azul, cadena B (E): cian, cadenay (C): verde oscuro, cadena y (F): verde claro. b: Estructura cristalografica de la que se partid
(codigo PDB: 3GHG) mostrada en tonos de gris. Secciones N- y C-terminales que no estan resueltas en el cristal y fueron
modeladas en el presente trabajo indicadas con el mismo cédigo de colores que arriba. El extremo C-terminal de la cadena
Bp (E) no se observa por la rotacién de la molécula, se encuentra detras. Los extremos N-terminales de las cadenas y estan
cubiertos por las cadenas Aa y se observan apenas. FpA y FpB: fibrinopéptidos Ay B.
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La literatura informa que la organizacion estructural de esas porciones C-terminales de las
cadenas Ao del Fg (regiones aC) consiste en dos secciones estructuralmente distintas: el
conector-aC (aminoacidos 236 a 406), una region flexible que une al dominio-aC compacto al
resto de la molécula, y este dltimo (aminoacidos 407 a 625), una unidad compacta plegada
independientemente.*2 En nuestro modelo, esas dos porciones diferenciales son claramente
visibles.3'3l E| conector-aC sobresale desde la parte distal de la estructura de coiled-coil hacia
la parte central de la molécula, formando una cuarta hebra. Al final de la simulacién, el
conector-aC estd en contacto con la estructura de enrollamiento y interactua con el conector-
aC de la mitad opuesta de la molécula, formando una disposicion semi-compacta. EI dominio-

aC, ubicado en la parte distal de la region aC, exhibe una estructura globular.

Para lograr una estructura tedrica de las regiones aC, estudios previos emplearon varios
métodos ya que, como se indicd anteriormente, no hay disponible una estructura cristalografica.
Aunque se sugirid que las regiones aC estan formando "apéndices libres nadadores",*4 no

estan completamente desordenadas. El primer método implico realizar un analisis de secuencia

Dominio-aC Dominio-aC
- Conector-aC ( R
Y
\ A £ .
) / Al Nédulo-y
=N\ (":)‘j\’J AL 5
. ¥ N I y) - / ¢
% - . J
“([f\’;m/ {> % o )
s ) =\ R

Regiéon aC —

Noédulo-B

dasy N (detrés)

%~ FpA

) T \ T )
FpA Regién D

\ J
Y
Nédulo-y Region E
J
Y
Regién D

Figura 7.5. Representacion de la Estructura Secundaria del modelo de Fibrinégeno obtenido. Las hélices alfa se muestran
en violeta, las l[dminas- B en amarillo, los giros en azul y los bucles en cian. Se indican las regiones y subestructuras mas
importantes de la molécula, como los nédulos-B y y que son globulares conteniendo principalmente laminas-B (el nédulo-y
de la mitad derecha se encuentra detras de la triple alfa-hélice); los fibrinopéptidos Ay B (FpA y FpB) que presentan bucles
y giros; y los conectores-aC y los dominios-aC con bucles, giros y algunas laminas-f. Ademas, se puede observar claramente
la estructura secundaria de la triple alfa-hélice enrollada que conecta la regién central E con las regiones laterales D.
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de las regiones aC, revelando que los residuos polares y no polares estan distribuidos de manera
desigual. La mitad N-terminal exhibe un bajo contenido de residuos no polares y un exceso de
Gly, Ser, Thr y Pro. Se propuso que esto hace improbable que esta parte de la cadena forme
alguna estructura compacta. La mitad C-terminal tiene una composicion similar, pero
adicionalmente, esta region contiene un gran nimero de residuos de aminoacidos con cadenas
laterales no polares que tipicamente estan involucradas en la formacion de un nucleo
compacto.®153%] En linea con estas observaciones, un anélisis computacional de la
probabilidad de formar conformaciones regulares de cadenas polipeptidicas revel6 que las
conformaciones a-hélice y laminas-f3 son bastante probables en la seccion 405-565 C-terminal
de las regiones aC, mientras que la seccion 255-405 N-terminal parece estar

predominantemente en una conformacion de coil aleatoria.l*%l

Por lo tanto, aunque originalmente se asumid que las regiones aC estan desordenadas, estos
analisis sugirieron que al menos sus mitades C-terminales pueden formar estructuras compactas
y ordenadas.[% En el modelo obtenido en este trabajo, se observé una tendencia a una porcion
C-terminal méas ordenada y una porcion N-terminal més desestructurada en las regiones aC.
Nuestro modelo sugiere que la porcién N-terminal esta en una conformacion de coil aleatorio,
siendo mayormente desordenada, como se habia propuesto anteriormente, con estructuras
ordenadas localmente. Ademas, la longitud observada de las regiones aC, consistente con las

mediciones de microscopia, sugiere que existe un cierto grado de compactacion.

Cuando la region aC se determind mediante DSC, la entalpia especifica de desnaturalizacion
de las regiones aC fue menor que la de una proteina globular tipica, lo que sugiere que solo
parte de sus residuos estan involucrados en la formacion de una estructura compacta.[*°? Esto
es coherente con la estructura desarrollada que muestra regiones aC que estan parcialmente

estructuradas con regiones globulares y otras regiones sueltas.

Los estudios de EM revelaron la forma bésica trinodular de la molécula, una proteina fibrosa
de aproximadamente 45 nm de longitud, con nddulos en cada extremo y en el medio.!]
Cuando se examino con mas detalle, se descubrid que algunas moléculas parecian tener
extensiones o apéndices que parecian estar relacionadas con las regiones aC porque no estaban
presentes en preparaciones que carecian de esta parte de la molécula. En particular, se encontrd
que algunas moléculas de Fg tenian un nédulo adicional junto al nédulo central. Dado que este
nodulo extra no se observd en preparaciones desprovistas de regiones aC, se concluyd que

estaba formado por las dos regiones C-terminales de las cadenas Aa, es decir, las regiones aC.

162



Las ubicaciones de las regiones aC se determinaron mediante EM de Fg en presencia de un
anticuerpo monoclonal contra el extremo C-terminal de la cadena Aa.[**®] Se observo que este
anticuerpo se unia cerca de la region central del Fg, indicando que las regiones aC de la mayoria
de las moléculas no son visibles normalmente porque estan en o cerca del nédulo central de la
molécula. Esto esta de acuerdo con nuestro modelo en el que se puede observar que las regiones
aC, especificamente el conector-aC, estan cerca de la region E central, formando una estructura

semicompacta e interactuando entre si.

Los experimentos con regiones oC aisladas confirmaron la presencia de estructuras
ordenadas,**®! y los estudios de microscopia de fuerza atomica (AFM) del Fg mostraron
claramente las regiones oC con dominios-aC compactos.[*?% La Figura 7.6 muestra imagenes

de microscopia de bibliografia.

En general, la estructura confirma y extiende las inferencias hechas sobre la base de estudios
experimentales realizados por otros autores, que indicaron la existencia de una region aC que

consiste en un conector-aC y un dominio-aC.
2.1.1.1.Conector-aC

La estructura cristalina del Fg humano revel6 que la cadena Ao hace un giro después de Cys*®,
lo que restringe la region de la hélice enrollada triple para formar una cuarta hebra a-helicoidal
de la hélice enrollada. Esta a-hélice esta formada por los residuos 192-204 de la cadena Aa y
se acomoda en el surco de la hélice triple entre las cadenas Aa y Bp. Dirige la porciéon C-
terminal de la cadena Aa hacia la region central de la molécula. Experimentos con anticuerpos
monoclonales especificos de la cadena Aa, que revelaron que un epitopo dentro de la region
A0219-229 se expone en el fragmento aC aislado como resultado del corte de la plasmina en
los residuos A0218-219, sugieren que esta region puede formar una estructura ordenada que
puede interactuar con los dominios de la hélice enrollada.®?l En nuestra estructura, esta
porcion sufre cambios en su conformacion durante la simulacion de MD, terminando en una
posicion diferente a la que comenzd. Al principio estaba alejada de la hélice enrollada triple y
al final esta cerca e interactuando con ella, como se propuso anteriormente. Al analizar las

energias de interaccion mas abajo, volveremos a este punto.

Cada conector-aC del Fg humano presenta un segmento de 43-45 residuos seguido por 10
repeticiones en tandem ricas en Gly y Pro. Dichas secuencias ricas en Pro repetidas en tandem
se encontraron en muchas proteinas y pueden adoptar una conformacion helicoidal levégira

extendida conocida como poly(L-prolina) tipo 11 (PPI1).3%2l Esta estructura esta altamente
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hidratada y a menudo forma enlaces entre dominios o "sticky arms" involucrados en
interacciones con otras proteinas. Anteriormente se hipotetizd que esas caracteristicas estaban
presentes en los conectores-aC,2%1 siendo luego apoyadas experimentalmente al exhibir
sefiales de dicroismo circular (CD) inducidas por la temperatura a 222 nm y cambios en la
funcion de capacidad calorifica similares a los reportados para las conformaciones PPII. [323.324]
La presencia de las regiones PPII en las regiones aC seria consistente con la dificultad de
cristalizacion del Fg intacto,®?! ya que las estructuras PPIl extendidas son dificiles de
cristalizar.®?2l Nuestra molécula presentd esta estructura secundaria de conformacion PPII
desde el residuo 236 hasta el 406, con una lamina-p aislada, formando una estructura
semicompacta cercana al centro de la molécula. Esto esta de acuerdo con estudios previos de
prediccion de estructura secundaria que indican una probabilidad de aproximadamente 40% de
formacion de estructura regular en la region 215-255 de la cadena Aa.*? La Figura 7.7

Figura 7.6. Imagenes de microscopia de la molécula de Fibrinégeno, recabadas de bibliografia. A. Imagenes de la molécula
de Fg obtenidas con microscopio electrénico de transmision de barrido, de Wall et al.317] B. Microscopia electrénica de
transmisién de moléculas de Fg a pH 3.5; las flechas sefalan algunos ejemplos de las especies mas cominmente observadas,
gue contienen una pequefia proyeccion en cada extremo, y el recuadro muestra un ejemplo a mayor aumento. De Veklich
et al.3181 C-E. Imagenes de microscopia de fuerza atémica de moléculas individuales de Fg. C. Una imagen representativa. D.
Moléculas de Fg con una o dos regiones aC saliendo de las regiones E centrales. E. Moléculas de Fg con las regiones aC
perfectamente conectadas a las regiones E. Extraido de Protopopova et al.[320]
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muestra la region conectora-aC que contiene repeticiones en tandem y la superposicion
estructural con las estructuras PP1I extraidas de 7JJV.E?¢ En conjunto, el 50% de la secuencia

Aa236-406 esta plegada con caracteristicas de PPII.
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Figura 7.7. Region del Conector-aC que contiene conformaciones tipo Poli-L-prolina Il. La regién del conector-aC va desde
los aminoacidos 236 a 406 en las cadenas Aq, y contiene conformaciones tipo poli-L-prolina Il (PPIl) y una lamina-B formada
por dos hebras antiparalelas, entre varios bucles. Arriba: comparacidn de secuencias entre la region conectora-aC (1) y las
secuencias PPIl de 7JJV (2). Los huecos representan bucles y laminas- en la cadena de Fg. Abajo: superposicion estructural,
siendo el conector-aC el rojo y las estructuras de 7JJV las amarillas. La superposicion estructural se muestra desde dos
perspectivas rotadas.

2.1.1.2.Dominio-aC

Los estudios del dominio-aC mostraron que puede dividirse en dos subdominios: el
subdominio N-terminal y el subdominio C-terminal. Al igual que los dos conectores-aC, los
dos dominios-aC no exhibieron el mismo plegamiento, lo que significa que no se comportaron
de manera simétrica. Por lo tanto, las estructuras secundarias encontradas en esta porcion de la

cadena Aa A no son las mismas que las encontradas en la cadena Aa D.
2.1.1.2.1. Subdominio N-terminal

La NMR utilizada para establecer la estructura 3D de un fragmento del dominio-aC bovino
reveldo dos laminas-f antiparalelas que forman una horquilla-p restringida por el enlace
disulfuro Cys**?—Cys*"2.[32"] Sin embargo, la estructura 3D completa de la region colapsada
cercana a la horquilla no se determiné debido a la ambiguiedad de la resonancia que surge de
las porciones desordenadas de este fragmento. Un fragmento bovino mas corto, bAa406-483,

desprovisto de tales porciones desordenadas, reveld una segunda horquilla-p en la region
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hidrofobica colapsada, y el mismo plegamiento se observo en el fragmento homdlogo humano
hAa440-518. 3283291 Sin embargo, las intensidades de los picos fueron mas bajas que las de la
estructura bovina, y los datos de relajacion NMR revelaron que los residuos correspondientes
a la segunda horquilla-B son méas moviles en el fragmento humano vy, por lo tanto, forman una
conformacion menos estable que en la contraparte bovina. Estos resultados complicaron el
analisis de los datos espectrales NMR e impidieron el establecimiento de la estructura completa
del fragmento humano hAa440-518. En nuestro modelo, que contiene la secuencia completa,
se visualiz6 una estructura secundaria de horquilla-p cercana al puente disulfuro en la cadena
Aa A. La presencia de una Unica horquilla-p en esta seccion también fue encontrada en un
reciente estudio de modelado estructural integrativo que utilizd prediccion de estructuras de
proteinas y docking proteina-proteina, combinado con cross-linking MS (XL-MS).[33% E| resto
de este subdominio es desordenado, principalmente en una conformacién extendida, tanto para

las cadenas A como D.
2.1.1.2.2. Subdominio C-terminal

Mientras que las fracciones monoméricas de dominios-aC exhiben espectros CD que indican
una cantidad considerable de estructuras desordenadas, las fracciones oligoméricas muestran
un aumento significativo en sus estructuras regulares, principalmente un aumento en el
contenido de laminas-p, indicando la formacion de estructuras regulares adicionales durante su
oligomerizacion.I¥!l El trabajo citado anteriormente, que utiliza XL-MS como técnica
analitica, también hallé laminas-p en el subdominio C-terminal, en fibrina polimerizada.
Nuestro modelo demuestra una estructura globular compacta en la porciéon C-terminal, con la
presencia de una lamina-p que comprende dos hebras, a pesar de estar en forma monomérica.
Esta ldmina-PB se observa en la cadena Ao D. Esto sugiere que podria existir cierto grado de
plegamiento en los mondmeros, que no fue detectable en experimentos previos, y que se vuelve
mas pronunciada durante la oligomerizacién. Imagenes de AFM también respaldan la presencia

de una estructura compacta en la porcion C-terminal del dominio-aC.[2%?

En resumen, algunas de las caracteristicas més intrigantes que surgen de la nueva estructura
involucran las regiones del conector-aC y el dominio-aC. Estas regiones aC, recientemente
modeladas, exhiben varias estructuras secundarias. EI conector-aC muestra una conformacion
de coil aleatoria caracterizada por numerosos bucles, ordenamientos tipo PPII, y una ldmina-p,
compuesta por dos hebras B antiparalelas (horquilla-p). EI dominio-aC forma una estructura

globular, con una de las cadenas Aa (cadena A) conteniendo una horquilla-p en el subdominio
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N-terminal, y la otra cadena Aa (cadena D) conteniendo una lamina-p paralela compuesta por
dos hebras. Es importante destacar que los patrones de plegamiento en las dos cadenas Aa no

son idénticos.

La visualizacion de las regiones aC del Fg mediante AFM de alta resolucion2% permitio la
determinacion de algunas caracteristicas estructurales de las moléculas de Fg. En primer lugar,
se observé una heterogeneidad estructural de las regiones aC. Esto es, aunque las regiones
centrales y laterales (regiones D y E) eran razonablemente estables en todas las moléculas
observadas (considerando su flexion natural), las regiones aC eran variables mostrando
diferentes longitudes, orientaciones y plegamientos, no solo de molécula a molécula, sino que,
en la misma molécula, las dos regiones aC mostraban un comportamiento diferente, como en
nuestro modelo durante la simulacién. Esto confirma la idea, ya mencionada, de que estas
regiones son libres y estan en constante movimiento, lo que explica la razén por la cual no se
resuelven en experimentos de rayos X. Comparando esas imagenes con nuestro resultado,
coinciden. Algunas moléculas en las imagenes muestran dos estructuras compactas, una en el
medio y otra en el extremo de la region aC, en algunos casos hay una flexion de las regiones
que ocurre cerca de la estructura globular central, y estas regiones aC sobresalen del resto de
la molécula en las regiones centrales E, como en nuestro modelo. Finalmente, cuando se midid
la longitud promedio de las protrusiones observadas (regiones aC) en este estudio previo, se

obtuvo un resultado de 21 £ 6 nm. Esa longitud coincide con la de nuestro modelo.

Cabe sefialar que hay una serie de posibles conformaciones que pueden ocurrir en solucion,
que difieren en la flexion y torsion de las regiones de hélice enrollada como se observa
mediante cristalografia, y también difieren en la conformacion y longitud de las regiones aC
como se observa mediante microscopia. Esto refleja la flexibilidad de la molécula que ocurre
en solucidon y especialmente en la sangre circulante. Por lo tanto, nuestro modelo no explord
todas las posibilidades de conformaciones de la molécula completa y de las regiones aC, sin
embargo, obtuvimos una de las posibles estructuras. Ademas, a partir de esta estructura es

viable realizar mas experimentos de MD para observar diferentes opciones conformacionales.

Finalmente, una de las limitaciones del presente estudio es la omision de grupos de
carbohidratos mdviles que existen adyacentes a los bolsillos de la cadena Bp, y pueden
desempefiar un papel en el ensamblaje del Fg. La investigacion futura sobre el proceso de

formacion de Fb deberia incorporar estos grupos.
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2.1.2. Andlisis de Desviacion Cuadratica Media, Radio de Giro y Area de Superficie

Accesible al Solvente

La RMSD caracteriza la dependencia temporal de la desviacion de la geometria de la proteina
con respecto a la estructura inicial. En cuanto al anélisis estructural de RMSD de la trayectoria
de simulacion de MD, se utilizé el fotograma O de la dinamica, que es justo después del paso
de equilibrio de 1 ns, como punto de referencia. La Figura 7.8 muestra la evolucién del RMSD
de los C, de la molécula completa de Fg y de sus cadenas. Se observa una estabilizacion del
valor de RMSD para la mayoria de las cadenas, excepto para las cadenas B y D. La cadena B
presenta un RMSD que aparentemente se comienza a equilibrar, justo antes de que termine la
simulacion; y la cadena D sufre una flexion en los dltimos nanosegundos de la simulacion,
resultando en el aumento observado en los valores de RMSD para esa cadena y para la molécula
completa. También podemos observar que las cadenas Ao presentan los valores de RMSD mas
altos, seguidas por las cadenas Bp y las cadenas y con los valores méas bajos. Comparando las
cadenas Aa, se comportan de manera similar hasta la mitad de la simulacion, en la que la cadena
A supera a la cadena D. Esto ocurre hasta el tiempo de 20 ns, en el cual hay un cambio y la
cadena D comienza a aumentar su RMSD mientras que la cadena A se estabiliza. Entre las
cadenas Bp, la cadena B presenta valores de RMSD mas altos durante toda la simulacion.

Finalmente, las cadenas y se comportan de la misma manera durante la simulacion.

Root Mean Square Deviation

Complete molecule

chain A - alpha
chain B - beta
chain C - gamma Mﬂ'“.

chain D - alpha

chain E - beta
chain F - gamma

/!

*
L

(5]
I

Deviation (nm)

0.5

0 10 20 30
Time (ns)

Figura 7.8. Desviacion Cuadratica Media de la molécula de Fibrinégeno y sus cadenas durante la Simulacion de MD. El
Desvio Cuadratico Medio (RMSD, en nm) de la molécula de fibrindgeno completa y de sus cadenas individuales se monitored
durante el transcurso de la simulacion de dindmica molecular atomistica (en ns) para evaluar la estabilidad estructural. La
linea negra representa el RMSD de la molécula completa; las lineas roja y magenta representan el RMSD de las cadenas Aa
(Ay D); las lineas azul y cian representan el RMSD de las cadenas BB (By E); y las lineas verde oscuro y verde claro representan
el RMSD de las cadenas y (Cy F).
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En general, los graficos de RMSD presentados en la Figura 7.8 indican que hay una tendencia
a la equilibracién del sistema y que las cadenas Aa son mas variables que el resto de las
cadenas. EI RMSD de las cadenas de Fg oscila alrededor de un valor de equilibrio, sugiriendo
que su geometria alcanzo6 el minimo local, sin embargo, deberia continuarse esta simulacion
para obtener tiempos de produccién mayores que permitan asegurar la situacion de
equilibrio. EI RMSD del complejo molecular como un todo indica que se requiere mas tiempo

de muestreo para caracterizar correctamente el sub-estado conformacional alcanzado.

Puede observarse del RMSD que las cadenas Aa estdn mas alejadas de la geometria inicial que
el resto de la molécula, lo cual tiene sentido ya que las cadenas Ao contienen una gran porcion

que se model6 de novo, que son altamente moviles.

El RG esté relacionado con la compacidad de la proteina. EI RG se calcula para ver si los
cambios en RMSD son causados por variaciones en la estructura secundaria, 0 si apuntan a
cambios en las dimensiones de la proteina. Se observd que el RG es estable a lo largo de la
simulacion, oscilando entre 13.5 y 13.8 nm, con un punto bajo al inicio de la simulacion y un
punto alto al final de la simulacion, lo que apunta a una dimension de la proteina ligeramente
variable, relacionada con su naturaleza movil y flexible, y se explica por la flexion de las
regiones de triple hélice enrollada, y por el plegamiento de las regiones aC. El aumento final
podria explicarse por la elongacion de la region aC de la cadena D que ocurre en los tltimos
nanosegundos de la simulacién. Con respecto al SASA, hay una disminucién, que indica una
estabilizacion del sistema. En otras palabras, las simulaciones de MD presentan una

estabilizacion estructural en el tiempo de produccion de 30 ns.
2.1.3. Analisis de Fluctuacion Cuadréatica Media

En cuanto a la RMSF, se refiere al grado de fluctuacion de las particulas desde su posicion
promedio a lo largo del tiempo (en este caso, 30 ns). EI RMSF se calcula para cuantificar el
movimiento de aminoacidos individuales, representados aqui por sus atomos de C,. EIl RMSF
de las tres cadenas de Fg se muestra en la Figura 7.9, con una imagen de la estructura 3D de la
cadena correspondiente indicando partes interesantes. Todos los graficos presentan una forma
de sierra tipica en a-hélices, correspondientes a las regiones de la triple hélice enrollada, y un
alto RMSF al principio y al final de las cadenas que representa los extremos desplegados. La
triple hélice enrollada esta formada por los aminoacidos Aa48-161, B79-187, y y22—y133,y

es interrumpida por una seccion de 11 residuos (y68—-78) en la cadena y. Esta interrupcion se
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denomina y-coil y es un segmento no helicoidal de la cadena y. Esta es una caracteristica
intrinseca de la region de triple hélice enrollada, caracterizada por una alta densidad de residuos

de Proy Gly.

Las cadenas Aa conservan su estructura a-helicoidal en la seccion de la hélice enrollada
durante toda la simulacion, con valores mas altos en esta region para la cadena D (Figura 7.9a).
Antes de esta region, hay un aumento en el RMSF asociado con la region N-terminal que
incluye FpA, gque no presenta una estructura definida. Después de la region de la hélice
enrollada, el RMSF aumenta considerablemente debido a la region aC con sus diferentes
dominios. Hay un pico significativo que corresponde a una seccion del conector-oC que

presenta alta movilidad.

El RMSF de las cadenas Bf} (Figura 7.9b) es similar al de las cadenas Aa en los primeros 200
residuos. Representa la estructura a-helicoidal de la hélice enrollada de la cadena con
perturbaciones locales. También muestra un aumento en las porciones N y C-terminales, con
una asimetria en el N-terminal siendo la movilidad desigual en las cadenas B y E. A lo largo
de la mayor parte de la secuencia, los valores de RMSF de la cadena B son mas altos que los

de la cadena E.

La caracteristica mas destacada en el RMSF de las cadenas y (Figura 7.9¢) es un pico en el
medio de la curva de la seccion de la hélice enrollada, que representa el y-coil flexible. Este
pico es mas alto en la cadena F que en la cadena C, lo que significa que su y-coil es mas flexible.
Hay otro pico alrededor del Y100 en la cadena F, que no esta presente en la cadena C. El y-coil
es una caracteristica interesante, ya que se ha sugerido que facilita la flexion de todo el dominio

de triple hélice enrollada, y se han detectado sitios de corte por plasmina en su proximidad.[l

Para complementar este estudio, la estructura de la Gltima pose de la trayectoria MD se coloreo
segun el RMSF de los atomos de C,. En la Figura 7.10, se muestra esta representacion 3D de
la molécula completa de Fg indicando el RMSF del C, de cada residuo. Se observa una alta
flexibilidad en los extremos terminales de cada cadena, donde estos residuos forman estructuras
secundarias en forma de bucle. Especificamente, hay una zona de altos valores de RMSF en el
dominio-aC globular. Las regiones de triple hélice enrollada muestran valores de RMSF més
bajos. Sin embargo, se observan variaciones en el RMSF dentro de estas regiones, con el y-coil
y el segmento que le sigue mostrando valores de RMSF maés altos, lo que indica una tendencia
hacia la flexion.
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Figura 7.9. Fluctuacion Cuadratica Media de las cadenas del Fibrinégeno. Se presenta la Fluctuacidon Cuadratica Media
(RMSF) de cada Cq en las cadenas de fibrindgeno durante la simulacion de MD atomistica. En el lado izquierdo, un grafico
muestra la fluctuacién en nandmetros (nm) en funcion del nimero de residuo. En el lado derecho, una representaciéon 3D
de las cadenas correspondientes esta coloreada segun el valor de RMSF, con rojo indicando la mayor fluctuacion y azul la
menor. (a) Cadenas Aa Ay D. (b) Cadenas BB By E. (c) Cadenasy Cy F. Las flechas indican secciones altamente moviles de la
estructura tanto en los graficos como en la estructura 3D. También se indica el y-coil y las regiones N- y C-terminales
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Figura 7.10. Fluctuaciones Cuadraticas Medias de cada residuo de la molécula de Fibrinégeno. Representacion
tridimensional de la molécula de fibrindgeno coloreada segun la Fluctuacidon Cuadratica Media (RMSF) de sus atomos de C,.
El gradiente de color varia de azul, que indica la menor fluctuacién, pasando por gris/blanco para fluctuaciones intermedias,
hasta rojo para la mayor fluctuacion.

Para observar la evolucion de la estructura a lo largo de la simulacion, la Figura 7.11 muestra
una superposicion de poses extraidas al inicio, a mitad y al final de la simulacion. Las flechas
azules en la figura sefialan movimientos interesantes que ocurrieron durante la simulacién,
como la aproximacion de la primera porcion de los conectores-aC hacia la region de la hélice
enrollada, compactando la estructura, y el movimiento de la porcion final de la region aC de la
cadena D que ocurre al final de la simulacién. También se puede observar que, mientras la
region central E permanece relativamente estable, hay una flexion moderada en las regiones de
triple hélice enrollada, particularmente desde la mitad de cada una (y-coil) hacia afuera. En
general, los cambios estructurales observados durante la simulacion resaltan la naturaleza
flexible de la molécula de Fg, particularmente en las regiones a.C y las regiones de triple hélice

enrollada.
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Figura 7.11. Evolucion estructural del sistema de la molécula de Fibrinégeno. La figura ilustra la evolucién estructural de la
molécula de fibrindgeno a lo largo de la simulacion. La estructura inicial se representa en rojo, una pose del medio de la
simulacién en amarillo y la estructura final en verde. La flecha nimero 1 resalta la flexion de la segunda porcién de una
region aC durante los ultimos nanosegundos de la simulacion. La flecha nimero 2 indica el acercamiento de la primera
porcidn de la regidon aC hacia la triple de hélice enrollada. La flecha nimero 3 sefiala el movimiento de flexion moderado de
las regiones de triplehélice enrollada, comenzando desde la bisagra del y-coil hacia afuera.

2.1.4. Andlisis de Enlaces de Hidrégeno

Para comprobar si se estdn produciendo nuevas interacciones, se realizaron calculos del nimero
de enlaces de hidrogeno y se graficaron (no se muestran aqui). Se observa un aumento en la
cantidad total de enlaces de hidrégeno. Viendo el nimero de enlaces de hidrégeno por cadena,
se observa un valor estable en las cadenas BB y v, y un aumento en las cadenas Aa. EI nimero
de enlaces de hidrégeno dentro de las regiones de los conectores-aC también presenta un
aumento. El nimero de enlaces de hidrégeno que se generan entre las cadenas A 'y D aumentan,

y entre las regiones de los conectores-aC no se observan cambios significativos.

Estos resultados sugieren que hay un aumento en los enlaces de hidrogeno, particularmente en
las cadenas Aa, y en su mayoria de manera intra-cadena, mas que inter-cadena. Esto podria

atribuirse al plegamiento de las regiones aC.
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Tabla
energ

2.1.5. Energias Absolutas

La Tabla 7.1 muestra los valores de todas las energias por cadena. La evolucion de la energia
a lo largo de las etapas de minimizacion, annealing molecular, equilibrio de la simulacién, y
produccidn, asi como las propiedades como temperatura, presion y volumen, exhiben una
estabilidad global. Cuando se analizan los diferentes componentes de la energia total del

sistema biomolecular, se observa la misma estabilidad.

7.1. Valor medio t SD (kcal/mol) de la energia total y de los tipos de energias, para cada cadena de Fibrinégeno. TOTAL: energia total. BOND:
fas enlazadas. ANGLE: energias angulares. DIHEDRAL: energias de angulo diedro. IMPROP: energias de angulo impropio. ELECTRO: energias

electrostaticas. VDW: energias de van der Waals. CONF: energias conformacionales. NONBOND: energias de interacciones no enlazadas.

Fibrinégeno TOTAL BOND ANGLE DIHEDRAL IMPROP ELECTRO VDW CONF NONBOND
Cadenas 1575 + 257 2042 +38 5574 +61 5343 +64 341+13 -10557 +223 -1168 + 64 13300 + 98 -11725 + 237
Aa D 18451294 2041 +39 5571+61 5358 + 64 340+13 -10334 + 287 -1131+54 13310+102  -11465+279
Cadenas -846 +205 1558 + 34 4235 +52 4360 + 35 263+11 -9846 + 193 -1417 +38 10417 +73 -11263 +192
BB E -1196+175 1556 + 34 4253 +52 4377 + 34 265+ 12 -10184 + 168 -1464 + 34 10451 £ 69 -11648 +170
Cadenas C 1606 +174 1354 + 30 3670+ 47 3875+32 235+11 -6293 +172 -1234 +39 9134 + 64 -7528 + 164

2

F 1643 +226 1352 +30 3669 +50 3892 +28 234 +12 -6267 + 215 -1236+33 9147 + 68 -7503 + 215

2.1.6. Andlisis de Energias de Interaccion

Las energias de interaccion se refieren a las interacciones no covalentes, incluyendo las fuerzas
de VdW vy las fuerzas electrostaticas, entre dos grupos de atomos. Estas energias pueden
calcularse a partir de la simulacién de MD. La energia de interaccion de la molécula completa
de Fg con el solvente presenta una disminucion inicial, sequida de un ligero aumento hasta el

tiempo 23 ns, donde se observa una pequefia disminucion y estabilizacion.

Al analizar las interacciones entre cadenas, algunas destacan y la evolucion de sus energias de
interaccion se muestran en la Figura 7.12. Comenzando con las energias de interaccion entre
cadenas idénticas, una es la interaccion entre cadenas Ao (cadena A y cadena D) que sufre una
disminucion en los ultimos nanosegundos de la simulacién (Figura 7.12a). Observando
especificamente las energias de interaccion en las dos secciones en las que interacttan la cadena
Ay la cadena D, que son las porciones N-terminales (residuos 1 a 100) y el conector-aC
(residuos 158 a 487), se puede observar que durante la mayor parte de la simulacion es la
segunda porcidn la responsable de la energia de interaccion total, hasta los Gltimos 5 ns, en los

que hay una caida en ambas porciones N-terminal y conector-aC.
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Continuando con las cadenas Bf (B y E), interactian en sus porciones N-terminales y se
observa una disminucién en la energia de interaccion durante la simulacion. Finalmente, las
cadenas y (C y F) no muestran cambios significativos en las energias de interaccion a lo largo
de la simulacion (estos gréficos no se presentan).

Al analizar las energias de interaccién entre las cadenas Aa y Bp de la misma mitad de la
molécula, es interesante notar que hay una disminucién en la energia de interaccién entre la
cadena A y la cadena B (Figura 7.12b). Este resultado también se puede observar
estructuralmente, con el acercamiento de la inicialmente suelta primera seccion de la region
aC hacia la region de la triple hélice enrollada. De manera similar, las cadenas D y E (su
contraparte simétrica) presentan una caida en sus energias de interaccion, debido al
acercamiento de Ao a Bp a nivel de la region de la triple hélice, siendo la disminucion mas
significativa, lo cual se puede observar estructuralmente (lado derecho de la figura) (Figura
7.12c).

Observando las interacciones entre las cadenas Aa y B de ambas mitades de la molécula, las
cadenas Ay E presentan una energia de interaccion en general estable, con un aumento y luego
una disminucidn al final de la simulacién. Las cadenas D y B presentan una disminucion en

sus energias de interaccion (estos graficos no se presentan).

Otra disminucion en la energia se observa entre la cadena A (Aa) y F (y), que interactian en
las porciones N-terminales. Sus contrapartes simétricas, las cadenas D (Aa) y C (y), por el

contrario, sufren un aumento en las energias de interaccion (estos graficos no se presentan).

Finalmente, las cadenas B (Bf) y C (y) no presentan cambios en su energia de interaccion, a
diferencia de sus contrapartes simétricas (cadenas E y F) que presentan una disminucion en su
energia de interaccion. Las interacciones entre las cadenas Aa y y de la misma mitad de la
molécula, y entre las cadenas B y y de mitades opuestas, no presentan cambios significativos

a lo largo de la simulacion (estos graficos no se presentan).

A través de este analisis energético y estructural de las trayectorias obtenidas por MD, se
concluye que el sistema biomolecular propuesto es termodinamicamente estable, aunque su
desarrollo aun esta en curso. Los graficos que no se presentan aqui pueden encontrarse en el
manuscrito “Unveiling the Architecture of Human Fibrinogen: A Full-length Structural Model”
(manuscrito cbic.202400425 for ChemBioChem).
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Figura 7.12. Energias de Interaccion entre las diferentes cadenas del Fibrindgeno. Los graficos muestran las energias de
interaccidn (kcal/mol) entre pares de cadenas de fibrindgeno a lo largo de la simulacién de dinamica molecular (tiempo en
ns). El componente electrostatico de la energia total de interaccion se representa en rojo, las energias de van der Waals
(VdW) en verde, y la energia total de interaccion en negro. El lado derecho de la figura muestra las conformaciones
estructurales de las dos cadenas que interactuan al principio y al final de la simulacion. (a) Energias de interaccidn entre las
cadenas Aa A (roja) y D (magenta). Se muestra otro grafico indicando las energias de interaccidn entre las porciones de las
cadenas Ay D que tienen contacto (aminoacidos 1-100 y 158-487). (b) Energias de interaccidn entre la cadena Aa A (roja) y
la cadena B B (azul). (c) Energias de interaccion entre la cadena Aa D (magenta) y la cadena B E (cian).
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2.2.Simulaciones de Dinamica Molecular de Fibrindgeno v Fibrindgeno Nitrado

En cuanto al estudio del efecto de la nitracion, primero se logré parametrizar el residuo de
NO.Tyr en el FF CHARMM36, con el codigo NTY, de modo que pueda ser incorporado en la
estructura para su posterior simulacion de MD. En esta parte del presente Capitulo los residuos

se denominan por su cédigo en el FF, que son NTY para NO2Tyr, y TYR para Tyr.
2.2.1. Estructura general

Se parti6 de la estructura cristalografica del Fg humano, la cual contiene 6 cadenas
polipeptidicas (2 Aa, 2 BB y 2 v), 4 cationes Ca2* (ubicados en los nddulos By v de las regiones
D) vy 4 ligandos tetrapeptidicos (2 GPRP y 2 GHRP, ubicados en los bolsillos Da y Db). Dos
cosas cabe aclarar en este punto. Una es que, si bien las cadenas no estan completas en el cristal,
se utiliza esta estructura pues si estan las regiones de interés, que contienen los residuos de
TYR o NTY vy los ligandos. La otra es con respecto a estos ligandos, que se encuentran en el
cristal pues se utilizan en el ensayo de cristalizacion para bloquear los bolsillos Da y Db, de
modo de evitar la polimerizacién del Fg, y poder obtener la estructura cristalografica de la
molécula aislada. Estos ligandos son estructuralmente analogos a los botones Ea (GPRV) y Eg
(GHRP) de los extremos N-terminales de las cadenas o y B, respectivamente, que interactiian
con Da y Db para polimerizar. Con esta premisa, se aprovecho la presencia de estos ligandos
para estudiar su interaccion con el bolsillo, en ausencia y presencia de NTY. Se muto el residuo
P de GPRP por V, para que el ligando sea idéntico al botén Ea. La Figura 7.13 muestra la
estructura de Fg de partida. En esta seccidon, la numeracion de referencia de la secuencia de
aminoacidos sera segun la secuencia de UNIPROT, que es completa e incluye al péptido sefial,
esto es Met! a Pro® en la cadena Aa, Met! a GIn*®! en la cadena Bp, y Met! a Val**" en la
cadena y. La codificacion de las cadenas y ligandos de la molécula de Fg es a-B-y-a-B-y como
A-B-C-D-E-F, siendo A-B-C de una mitad y D-E-F de la otra mitad; y los ligandos se codifican
Gy H los que estan en las cadenas y C y F, respectivamente; e 1 y J, los que estan en las cadenas
B By E, respectivamente.
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Figura 7.13. Estructura de partida de la molécula, para los ensayos de Fibrindgeno nativo y nitrado. Se observa la estructura
cristalografica de la molécula de Fg, en una representacion de estructura secundaria, con las 2 cadenas a en colores rojo y
magenta (A y D), las cadenas B en azul y cian (B y E), y las cadenas y en verde y violeta (C y F). Ademads, se muestran los
ligandos presentes dentro de los bolsillos. Ligando G (GPRV, fucsia), ligando H (GPRV, verde), ligando | (GHRP, naranja) y
ligando J (GHRP, amarillo). Los 4 dtomos de calcio se representan como esferas grises.

2.2.1.1.RMSD y RMSF

Con respecto a la estructura general de los dos modelos de Fg ensayados (Fg y NO2Tyr-Fg), se
puede observar en la Figura 7.14 los graficos de RMSD totales y por cadena, y en la Figura

7.15 los graficos de RMSF de cada cadena, para ambos.

Observando el grafico de RMSD del Fg nativo (sin nitrar), destaca un aumento de la desviacion
en la segunda mitad de la simulacion. Cuando se observa por cadena, se puede asociar ese
aumento general a un aumento en la mitad de la molécula que contiene las cadenas afy DEF.
En particular, la cadena a D presenta una desviacion aumentada desde el comienzo de la
simulacion, que en un momento se estabiliza, y luego vuelve a aumentar mas, junto a las otras
dos cadenas con las que tiene contacto estrecho (E y F). Estas tres cadenas, si bien se desvian

maés que el resto, lo hacen como un todo, no habiéndose alejado entre ellas. El resto de las
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cadenas (A, B y C) se mantienen estables durante toda la simulacién, no superando los 5 nm
de desviacion media. En suma, esto da una idea de que una mitad de la molécula tendié a
desviarse de la posicion inicial, lo cual puede estar asociado al bending natural de la molécula

que es fibrilar con un centro de simetria.

En cuanto al gréfico de RMSD del Fg nitrado, se observa un aumento marcado de la desviacion
al inicio, que luego se estabiliza rapidamente, y que presenta un leve aumento casi al final, pero
que se estabiliza antes de terminar la simulacion. Observando por cadena, existe un
comportamiento en la primera mitad de la simulacién, y otro diferente en la segunda. En la
primera mitad se ve que las cadenas ABC y DEF difieren en desviacion, siendo mayor la de
las primeras (que a su vez representan una mitad de la molécula). Luego todas las cadenas se
estabilizan en un valor de desviacion intermedio, que no supera los 10 nm. Aqui también se
observa un comportamiento diferencial de un lado y otro de la molécula, con un movimiento

de las dos mitades.

Comparando las dos moléculas, lo primero que resalta es que la molécula de Fg nitrado presenta
valores de RMSD mayores que los del Fg sin nitrar. Esto da idea de un mayor rango de
movimiento de esta molécula. Otra observacion que se puede hacer es que, en ambas

moléculas, existe un comportamiento diferencial entre sus mitades.

Observando los graficos de RMSF de las cadenas del Fg nativo (sin nitrar), destaca que para
las tres cadenas afy DEF, los valores de fluctuacion son mayores que para sus contrapartes o}y
ABC. Esto es coherente con lo discutido en cuanto a los resultados de RMSD comentados
anteriormente, de que esa mitad de la molécula es mas mavil. En cuanto a las formas de estos
gréaficos, se mantienen iguales en tendencia para cada par de cadenas. En el caso de las cadenas
a se observa la tipica forma de sierra en la zona de a-hélice, que es la mayor parte de la
estructura. Para las cadenas 3 y y también se observa la forma de sierra asociada a la a-hélice
y luego una zona con mayores fluctuaciones en la zona de los dominios globulares que

contienen estructuras l&minas-p.

Los graficos de RMSF del Fg nitrado presentan un comportamiento muy similar en cuanto a
valores de fluctuacién entre los pares de cadenas analogas. En cuanto a la forma de estos
gréaficos, son similares a los del Fg no nitrado. En la Figura 7.15 se indica con flechas los sitios
donde se encuentran las TYR o NTY de interés, en las cadenas  y y. Se puede observar que
en las cadenas vy tanto la TYR*® como la NTY*® representan un aumento en el RMSF que se
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ve como un pequefio pico. Es decir que esta posicion es mavil, tanto en el Fg nativo como en

el nitrado, aunque con valores algo mayores en este ultimo.

Comparando los RMSF de las dos moléculas, resalta que la molécula de Fg nitrado presenta
valores de RMSF mayores que los del Fg sin nitrar. Esto concuerda con los resultados de

RMSD mayores para la esta molécula.

Se podria sumarizar en tanto el comportamiento estructural de las moléculas estudiadas, que el
Fg nitrado presenta una mayor desviacion y fluctuacion, es decir, un movimiento general
mayor. Sin embargo, el Fg no nitrado presenta una mayor diferencia de movimiento entre sus

dos mitades.

Este comportamiento puede deberse a la naturaleza mévil del Fg como proteina fibrilar y de
gran tamafio, y también puede asociarse a la presencia de NTY. Se ha observado que cambios
funcionales puntuales son capaces de generar alteraciones a nivel estructural a gran escala
como los que se estan observando.[®34 Para confirmar este comportamiento es necesario

aumentar los tiempos de simulacion y realizar réplicas.
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RMSD vs Frame: Fg_TYR
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Figura 7.14. Desviacion Cuadratica Media de las moléculas de Fibrinégeno y de Fibrinégeno nitrado. Se observa el RMSD
de la molécula de Fg (arriba) y de Fg nitrado (abajo), para la proteina total y para cada cadena.
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Figura 7.15. Fluctuacion Cuadratica Media de las cadenas de Fibrindgeno y de Fibrinégeno nitrado. Se observan los RMSF
de las cadenas a (rojo y magenta), B (azul y celeste), y y (verde y violeta) de la molécula de Fg (arriba) y de Fg nitrado (abajo).
Las flechas indican las posiciones de TYR (negras) y NTY (rojas) de interés.

2.2.2. Anélisis de residuos de Tyr y NO2Tyr

Asi, se pudo modelar la molécula de Fg conteniendo residuos NTY en posiciones especificas
que son las que mostraron estar mas nitradas en ACVi, segun los resultados expuestos en el
Capitulo 3. Estas NTY se encuentran, como se indicé anteriormente, en lugares interesantes
pues estan cercanas a los sitios de interaccion Ea:Day Eg:Db, tal como se muestra en la Figura
7.16. Recordamos que estos sitios de interaccion permiten a las moléculas de Fb soluble (Fg
cuyos FpA y FpB fueron clivados por trombina) polimericen para formar redes de Fb insoluble,
es decir, el coagulo. Estos residuos estan en las posiciones 452 y 475 en la cadena B y 380 en
la cadena v, se hicieron varias mediciones con el objetivo de evaluar cambios en el entorno,

cuando el residuo de Tyr esta nitrado.
2.2.2.1.Entorno

En cuanto al entorno de cada una de estas TYR/NTY, se extrajo una lista de residuos presentes
en un entorno de 5 A al final de la simulacion, para cada TYR y NTY, que se muestran en la
Tabla 7.2. También se realizaron calculos de RMSD de ese entorno, y se obtuvieron los graficos
de la Figura 7.17.
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Cuando se observan los residuos presentes en el entorno de las TYR del Fg no nitrado,
comenzando por la TYR*? cercana al bolsillo Db, que se encuentra en la cadena B B, se puede
observar la presencia de 17 residuos. Al comparar con la misma TYR, en la misma molécula,
pero en la cadena B E, se observa que hay 19 residuos, con dos residuos mas dentro del entorno
(TRP*8 y VAL*®). Esto representa una variabilidad propia del movimiento de cada TYR, que
no tiene por qué ser idéntico de los dos lados de la molécula. Continuando con la comparacion
entre las TYR*", también cercanas a los bolsillos Db, se observa que en la cadena p B hay 19
residuos en el entorno, mientras que en la 3 E hay 17 residuos, habiendo 3 residuos presentes
en B y no en E (GLU*®, TYR*’ y TRP*"), y un residuo presente en E y no en B (GLY3%).
Esto tampoco representa una diferencia significativa. Terminando con las TYR®? cercanas al
bolsillo Da, dentro de la molécula de Fg no nitrado, vemos que tanto en la cadena y C como en
lay F, la cantidad de residuos del entorno es la misma, y los residuos también son los mismos.
En suma, dentro de la molécula de Fg no nitrado, los entornos de los residuos de TYR de interés

no presentan variaciones al comparar las dos mitades de la molécula.

Cuando se observan los residuos presentes en el entorno de las NTY del Fg nitrado,
comenzando por las NTY** cercanas a los bolsillos Db en las cadenas p B y E, se puede
observar la presencia de 19 residuos en ambas. El entorno de la cadena B contiene un residuo
que la cadena E no contiene (VAL*%) y viceversa (HSE*®). Esto representa una variabilidad
propia del movimiento de cada NTY. Continuando con la comparacion entre las NTY*", se
observa que en el entorno de la cadena B B hay 16 residuos, mientras que en la § E hay 20
residuos, habiendo 4 residuos presentes en E y no en B (ASP*%, TRP*7, TRP40 y ARG*®).
Esto podria representar una diferencia, aunque también podria ser una variacién normal.
Terminando con las NTY3® dentro de la molécula de Fg nitrado, que estan presentes cercanas
a los bolsillos Da, vemos que en el entorno de la cadena y C hay 11 residuos, mientras que en
lay F hay 13 residuos. Aqui hay varios residuos que estan en la cadena C y no en la F (VAL®",
TYR34, GLN3*® y ALA®®3), mientras que hay otros que estan en la cadena F y no en la C
(ASP30 ASN®®! GLY?®2 ILE®® TYR®y SER%%). Esta diferencia entre los entornos de los
dos residuos de NTY® de la molécula de Fg nitrado podria ser significante, y estar relacionada
a la diferencia de comportamientos que se observo para las dos NTY?*®. En suma, dentro de la
molécula de Fg nitrado, al observar los entornos de los residuos de NTY de interés, y
comparando las dos mitades de la molécula, se puede observar que hay una variacion en los

entornos de los residuos NTY3® cercanos a los bolsillos Da en las dos cadenas vy, y esta
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variacion no es cuantitativa pues la cantidad de residuos es similar (11 y 13) sino cualitativa,

pues algunos de los residuos que interactdan son distintos.

Ahora comparando los entornos entre las dos moléculas, se puede ver que para la TYR/NTY*%2,
no hay mayores variaciones, con 19 residuos en total y 18 residuos que se mantienen presentes
en todos los entornos. En cuanto a la TYR/NTY#”, tampoco hay variaciones interesantes,
aunque si hay més variabilidad que para los entornos de la posicion 452. En este caso se
observan cantidades de 19 y 16, y 17 y 20 residuos en los entornos de las cadenas B y E, para
cada TYR/NTY, respectivamente. Se observan 15 residuos que se mantienen presentes en
todos los entornos. Aqui también aparecen nuevos residuos en el entorno, cuando hay NTY,
que son la GLY** y el TRP*°. Finalmente, para las TYR/NTY®*® comparando entre
moléculas, se pueden ver diferencias, habiendo 18 residuos en los entornos de las TYR, y 11y
13 residuos en los entornos de las NTY, con 7 residuos que se mantienen presentes en todos
los entornos. Lo que se puede observar es una pérdida de residuos en el entorno de 5 A, cuando
hay una NTY38, Esta pérdida es de 10 residuos en la cadena y C, y 5 en la cadena y F. Notese
que también ocurre la aparicion de nuevos residuos en el entorno de NTY3% de y C, que no
estan en ningun otro entorno (VAL®", TYR3* y ALA3®),

De este estudio se puede resumir que hay una afectacion del entorno de la posicién 380 de la
cadena vy, cuando se sustituye TYR por NTY, disminuyendo la cantidad de residuos presentes

en ese entorno.

La TYR3 contiene en su entorno 18 aminoécidos, de los cuales 5 son no polares y el resto son
polares con (4) o sin carga (9). Es decir que el entorno de la TYR tiende a ser polar, lo cual es
coherente con sus caracteristicas fisicoquimicas de aminoacido moderadamente polar, capaz

de formar enlaces de hidrégeno a través del grupo hidroxilo de su anillo aromatico.

La NTY?# en la cadena y C tiene en su entorno 11 residuos de los cuales 3 son no polares y el
resto son polares con (2) o sin carga (6). Se mantiene la tendencia a un entorno polar, al igual
que con la TYR, siendo la NTY también polar, e incluso més, debido al grupo nitro que es
altamente electronegativo y polar, que hace que pueda participar en interacciones
electrostaticas y enlaces de hidrégeno, aungue el grupo hidroxilo puede tener menor capacidad
donadora debido a la presencia del grupo nitro en el anillo. Comparando este con el entorno de
la TYR3® se perdieron cinco aminoacidos polares sin carga (SER, THR, ASN, TYR y SER),
dos aminoéacidos polares con carga (ASP, ARG), y tres aminoacidos no polares (GLY, ILE,

ILE). Por otro lado, se ganan un aminoacido polar sin carga (TYR) y dos aminoacidos no
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polares (VAL, ALA). Se puede interpretar que esta NTY se encuentra rodeada de menos
residuos polares que la TYR, lo cual puede deberse a una disminucion de su capacidad de

formar enlaces de hidrogeno.

En la cadena y F, la NTY?*® tiene en su entorno 13 residuos, de los cuales 4 son no polares y el
resto son polares con (2) o sin carga (7). Este entorno tiende a ser polar también. Se pierden
tres aminoacidos polares sin carga (GLN, SER, THR), uno polar con carga (ARG) y uno no
polar (ILE), lo cual hace que el entorno pase a tener menos residuos polares que cuando esta la
TYR, al igual que el entorno de la NTY38 de la cadena C. Sin embargo, a diferencia de lo que

ocurre en la cadena C, no se gana ningan residuo.

Ligando
GPRV

Bolsillo Da

Ligando Bolsillo Db
GHRP

Figura 7.16. Region D del Fibrinégeno humano, conteniendo bolsillos de interaccidn, ligandos y residuos de tirosina de
interés. Se muestra el nédulo-y de la cadena y en verde, conteniendo el bolsillo Da. Cercano a este bolsillo se encuentra el
residuo NTY380 (amarillo). Dentro del bolsillo se encuentra el ligando de 4 aminoacidos con el cual se realizo la simulacién,
que representa al botdn Ea (rosa). Se muestra el nddulo-B de la cadena B en azul, conteniendo el bolsillo Db. Cercano a este
bolsillo se encuentran los residuos NTY452 y NTY475 (amarillos). Dentro del bolsillo se encuentra el ligando de 4 aminoacidos
con el cual se realizo la simulacién, que representa al botdn Eg (naranja).
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Tabla 7.2. Entorno de 5 A de cada residuo de tirosina (TYR) y 3-nitrotirosina (NTY), en las moléculas de Fibrinégeno y Fibrinégeno nitrado, respectivamente. Se muestran los residuos presentes en el entorno de
los residuos de TYR*? y NTY*%2, presentes en las cadenas B (B y E), en cada molécula de Fg ensayada: Fg sin nitrar (Fibrindgeno_TYR) y Fg nitrado (Fibrindgeno_NTY). La columna INDEX lleva el conteo de la cantidad
de residuos presentes.

Fibrinégeno_TYR Fibrinégeno_NTY
TYR*2 (en cadena B B) TYR*2 (en cadena B E) NTY*52 (en cadena B B) NTY*52 (en cadena B E)

INDEX RESNAME CHAIN RESID INDEX RESNAME CHAIN RESID INDEX RESNAME CHAIN RESID | INDEX RESNAME CHAIN RESID
VAL 152 1 VAL D 152 1 VAL A 152 1 VAL D 152
TYR 447 p TYR 3 447 2 TYR B 447 2 TYR E 447

- - 3 TRP 3 418 - - - - - - - -
450 4 GLY 3 450 3 GLY B 450 3 GLY E 450
451 5 GLN 3 451 4 GLN B 451 4 GLN E 451
453 () THR 3 453 5 THR B 453 5 THR E 453
454 7 TRP 3 454 6 TRP B 454 6 TRP E 454
456 8 MET 3 456 7 MET B 456 7 MET E 456
457 9 ALA 3 8 ALA B 457 8 ALA E 457

- - - - - - - - 9 HSE E 459

- - - 9 GLY B 460 10 GLY E 460
3 10 THR B 461 11 THR E 461
3 11 ASP B 462 12 ASP E 462
3 12 ASP B 463 13 ASP E 463
3 13 GLY B 464 14 GLY E 464
3 14 VAL B 465 - - - -
3 15 VAL B 466 15 VAL E 466
3 16 SER B 473 16 SER E 473
3 17 TRP B 474 17 TRP E 474
3 18 NTY B 475 18 NTY E 475
3 19 SER B 476 19 SER E 476
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Tabla 7.2. Continuacién. Entorno de 5 A de cada residuo de tirosina (TYR) y 3-nitrotirosina (NTY), en las moléculas de Fibrinégeno y Fibrindgeno nitrado, respectivamente. Se muestran los residuos presentes en
el entorno de los residuos de TYR*’®> y NTY47>, presentes en las cadenas B (B y E), en cada molécula de Fg ensayada: Fg sin nitrar (Fibrindgeno_TYR) y Fg nitrado (Fibrindgeno_NTY). La columna INDEX lleva el conteo
de la cantidad de residuos presentes.

Fibrinégeno_TYR Fibrinégeno_NTY
TYR*5 (en cadena B B) TYRY5 (en cadena B E) NTY*’> (en cadena B B) NTY*’> (en cadena B E)

INDEX RESNAME CHAIN RESID INDEX RESNAME CHAIN RESID INDEX RESNAME CHAIN RESID | INDEX RESNAME CHAIN RESID
GLU B 345 - - - - - - - - - - - -
ASP 346 ASP 346 1 ASP B 346 1 ASP E 346
TRP 347 TRP 347 2 TRP B 347 2 TRP E 347
LYS 348 LYS 348 3 LYS B 348 3 LYS E 348

- - GLY 349 - - - - - - - -
TYR 447 - - - - - - - - - -
GLY 449 GLY 449 4 GLY B 449 4 GLY E 449
GLY 450 GLY 450 5 GLY B 450 5 GLY E 450
GLN 451 GLN 451 6 GLN B 451 6 GLN E 451
TYR 452 TYR 7 NTY B 452 7 NTY E 452

- - - - - - - 8 ASP E 463

- - - 8 GLY B 464 9 GLY E 464

9 VAL B 465 10 VAL E 465
10 VAL B 466 11 VAL E 466
- - - - 12 TRP E 467
- - - - 13 TRP E 470
11 LYS B 471 14 LYS E 471
12 GLY B 472 15 GLY E 472
13 SER B 473 16 SER E 473
14 TRP B 474 17 TRP E 474
15 SER B 476 18 SER E 476
16 MET B 477 19 MET E 477
- - - - 20 ARG E 478
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Tabla 7.2. Continuacién. Entorno de 5 A de cada residuo de tirosina (TYR) y 3-nitrotirosina (NTY), en las moléculas de Fibrinégeno y Fibrinégeno nitrado, respectivamente. Se muestran los residuos presentes en
el entorno de los residuos de TYR3 y NTY3%, presentes en las cadenas y (Cy F), en cada molécula de Fg ensayada: Fg sin nitrar (Fibrinégeno_TYR) y Fg nitrado (Fibrindgeno_NTY). La columna INDEX lleva el conteo
de la cantidad de residuos presentes.

Fibringeno_TYR Fibrinégeno_NTY
TYR3 (en cadena y C) TYR3® (en cadena y F) NTY32 (en cadena y C) NTY3% (en cadena y F)
INDEX RESNAME CHAIN RESID INDEX RESNAME CHAIN RESID INDEX RESNAME CHAIN RESID | INDEX RESNAME CHAIN RESID
- - - - - - 1 VAL C 373 - - - -
- - - - - 2 TYR C 374 - - - -
3 TYR C 375 1 TYR F 375
4 GLN C 376 - - - -
5 GLY C 378 2 GLY F 378
6 THR C 379 3 THR F 379
7 SER C 381 4 SER F 381
8 LYS C 382 5 LYS F 382
- 9 ALA C 383 - - - -
C = = = = = = = =
C = = = = = = = =
C 10 TYR C 389 6 TYR F 389
C - - - - 7 ASP F 390
C - - - - 8 ASN F 391
C - - - - 9 GLY F 392
C o o o o o o o o
C - - - - 10 ILE F 394
C o o o o o o o o
C 11 TRP C 402 11 TRP F 402
C - - - - 12 TYR F 403
C - - - - 13 SER F 408
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Figura 7.17. Desviacién Cuadratica Media de los entornos de 5 A de

= — NTY380F

de las RMSD (A) a lo largo de la trayectoria de dindmica molecular,
de los d&tomos de los entornos de 5 A de las TYR y NTY de interés. Se
graficaron de a pares pertenecientes a la misma molécula de Fg,

siendo los tres pares de arriba del Fg nativo, y los tres de abajo del
Fg nitrado. El grafico de abajo a la izquierda muestra los RMSD de los
cuatro entornos de las TYR y NTY en la posicion 380 de las dos
moléculas de Fg.

2.2.2.2.RMSD

Observando los graficos de RMSD de los entornos de cada TYR en la molécula de Fg no
nitrado, y comenzando con las de la posicién 452 de las cadenas B y E, destaca que el entorno
de la de la cadena B presenta una desviacion mayor a la de la cadena E durante la segunda
mitad de la trayectoria, siendo los &tomos del entorno de esta cadena E muy estables. En cuanto
a los entornos de las TYR*’®, ocurre algo similar, aunque en este caso es el de la cadena B muy
estable, mientras que el de la cadena E presenta un leve aumento de desviacion en la segunda
mitad de la trayectoria. En los entornos de las TYR®® se observa un comportamiento similar
entre cadenas y C y F, que se separa hacia el final de la simulacién, cuando aumenta la
desviacion del entorno de la cadena C. Comparando con los entornos de las cadenas B By E se

puede observar que en este caso los valores de RMSD son mayores, y no presentan la
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estabilidad observada anteriormente. Podria decirse que el entorno de las TYR® tiende a ser

mas movil que el de las otras TYR de interés.

En cuanto a los graficos de RMSD de los entornos de las NTY en el Fg nitrado, para los de las
NTY*2 se observa un comportamiento estable y similar entre los dos, y también similar al
observado en la molécula no nitrada, con valores de desviacion del mismo orden. Lo mismo
ocurre en los entornos de NTY*”, donde el comportamiento es estable y similar al de los
entornos de las TYR*", tanto en forma como en magnitud. Finalmente, en el caso de los
entornos de NTY3®, se observa un comportamiento diferencial entre el de la cadenay C y la
F, con valores de desviacion mayores y méas variables en los atomos de la cadena C,
comparando con los de la cadena F, que presentan valores aprox. 1.5 A menores, y que se
mantienen estables durante la simulacion, aunque al final presentan una tendencia al aumento.
Si se observan los graficos de los entornos de las TYR®*® de la molécula no nitrada, las
diferencias son notorias, comenzando con el hecho de que los valores de desviacion son
mayores cuando esta la NTY, y puntualmente en la cadena C, que es donde es mas marcada la
alteracion, con una diferencia de 2 A. Asi, se puede ver que el entorno de la NTY*® de la
cadena C es mas variable que el entorno de la NTY3% de la cadena F. A su vez, ambos entornos

de las NTY38 son més variables que los de las TYR3,

2.2.3. Andlisis de Ligandos
2.2.3.1. Entorno

En cuanto a la observacion de los ligandos, se extrajo una lista de residuos presentes en un

entorno de 5 A, al final de la simulacion, para cada uno, que se muestran en la Tabla 7.3.

Comenzando con el analisis de esta Tabla, y con la molécula de Fg no nitrado, podemos ver
que los ligandos G y H (GPRV) presentes en las cadenas y C y F, respectivamente, presentan
una cantidad de residuos similar en su entorno (18 y 20), habiendo dos que estan en C y no en
F (GLY32?2 y GLU?*), y 4 que estan en F y 0 en C (ALA33, ASP¥¢ MET3%? y ASN®¥), Al
observar los entornos de los ligandos 1 y J (GHRP) en las cadenas B y E, observamos 20 y
21 residuos, con 2 que estan en B y no en E (ALA3®" y GLN*?%), y 3 que estan en E y no en B
(ARG*?t, ASP*83 y GLY*®%). No parece haber mayores variaciones en el entorno de los ligandos

del Fg nativo, al comparar las dos mitades de la molécula.
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Tabla 7.3 Entorno de 5 A de cada ligando en las moléculas de Fibrinégeno y Fibrinégeno nitrado. Residuos presentes en el entorno de los ligandos que representan a los botones Ea (G y H), presentes en los
bolsillos Da de las cadenas y (Cy F), en cada molécula de Fg ensayada: Fg sin nitrar (Fibrindgeno_TYR) y Fg nitrado (Fibrindgeno_NTY). La columna INDEX lleva el conteo de la cantidad de residuos presentes.

Fibrinégeno_TYR Fibrinégeno_NTY
Lig G (en bolsillo Da de cadena y C) Lig H (en bolsillo Da de cadena y F) Lig G (en bolsillo Da de cadena y C) Lig H (en bolsillo Da de cadena y F)
INDEX RESNAME CHAIN RESID INDEX RESNAME CHAIN {32 INDEX RESNAME CHAIN RESID | INDEX RESNAME CHAIN RESID

- - - - - - - - - - - 1 PHE F 319
PHE C 321 PHE F 1 PHE C 321 2 PHE F 321
GLY (o 322 - - 2 GLY (o 322 3 GLY F 322

- - - 3 ASP (o 324 - - - -

- - - 4 SER (o 326 - - - -
5 ASP C 327 4 ASP F 327
- - - - 5 PHE F 330
- - - - 6 THR F 331
- - - - 7 PHE F 348
- - - - - 8 GLU F 349
F - - - - 9 CYs F 352

F - - - - - - - -
F 6 GLN C 355 10 GLN F 355
3 - - - - 11 ASP F 356

F - - - - - - - -
F - - - - 12 LYS F 364
F - - - - 13 CYs F 365
F - - - - 14 HSD F 366
F - - - - 15 ALA F 367
- - - - 16 GLY F 368

7 PRO (o 386 - - - -

8 ASN (o 387 - - - -

9 GLY (o 388 - - - -
- - - - 17 TYR F 389
10 ASP (o 390 18 ASP F 390
11 ASN C 391 19 ASN F 391
- - - - 20 ILE F 394

12 ARG C 401 - - - -
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Tabla 7.3. Continuacién. Entorno de 5 A de cada ligando en las moléculas de Fibrinégeno y Fibrinégeno nitrado. Se muestran los residuos presentes en el entorno de los ligandos que representan a los botones
Es (I yJ), presentes en los bolsillos Db de las cadenas B (B y E), en cada molécula de Fg ensayada: Fg sin nitrar (Fibrindgeno_TYR) y Fg nitrado (Fibrindgeno_NTY). La columna INDEX lleva el conteo de la cantidad de

residuos presentes.

Fibrinégeno_TYR Fibrin6geno_NTY
Lig | (en bolsillo Db de cadena B B) Lig J (en bolsillo Db de cadena B E) Lig | (en bolsillo Db de cadena B B) Lig J (en bolsillo Db de cadena B E)
INDEX RESNAME CHAIN RESID INDEX RESNAME CHAIN {38 INDEX RESNAME CHAIN RESID | INDEX RESNAME CHAIN RESID

ALA 387 - - - - - - - - - - - -
LEU 390 LEU 390 1 LEU B 390 1 LEU E 390
ASN 394 ASN 394 2 ASN B 394 2 ASN E 394
- - - - - - - - 3 ARG E 395
MET 397 MET 397 3 MET B 397 4 MET E 397
THR 398 THR 398 4 THR B 398 5 THR E 398

TRP 415 TRP 415 5 TRP B 415 - - - =

- - - ARG 421 - - - - - - - -
LYS B 422 LYS 422 6 LYS B 422 6 LYS E 422
GLN B 423 - - 7 GLN B 423 7 GLN E 423
CYS B 424 CYS 424 8 CYS B 424 8 CYS E 424
GLU B 427 GLU 427 9 GLU B 427 9 GLU E 427
ASP B 428 ASP 428 10 ASP B 428 10 ASP E 428
ARG B 436 ARG 436 11 ARG B 436 11 ARG E 436
CYS B 437 CYS 437 12 CYS B 437 12 CYS E 437
HSD B 438 HSD 438 13 HSD B 438 13 HSD E 438
ALA B 439 ALA 439 14 ALA B 439 14 ALA E 439
- - - - - - - - - 15 ALA E 440
THR 461 THR 461 15 THR B 461 16 THR E 461
ASP 462 ASP 462 16 ASP B 462 17 ASP E 462

- - ASP 463 - - - - - - - -

- - GLY 464 - - - - - - - -
VAL 466 17 VAL B 466 18 VAL E 466
MET 468 18 MET B 468 19 MET E 468
SER 473 19 SER B 473 20 SER E 473
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Yendo a la molécula de Fg nitrado, los ligandos G y H (GPRV) presentes en las cadenas y C y
F, respectivamente, presentan una cantidad de residuos muy distinta en su entorno (12 y 20,
respectivamente), habiendo 6 que estdn en C y no en F, y 14 que estan en F y 0 en C. Al
observar los entornos de los ligandos | y J (GHRP) en las cadenas 3 B y E, se presentan 19 y
20 residuos, con 1 que esta en B y no en E (TRP*®), y 2 que estan en E y no en B (ARG** y
ALA*9) En este caso del Fg nitrado, se observa que los ligandos |1 y J tienen un entorno similar
en las dos mitades de la molécula, mientras que esto no ocurre para los ligando G y H presentes
en las cadenas vy, donde del lado de la cadena C hay una mucho menor cantidad de residuos en
el entorno. En suma, para el caso de los ligandos G y H, la molécula de Fg nitrado no se
comporta de forma simétrica, habiendo una alteracion del bolsillo Da, de un solo lado de esta
(cadena C).

Ahora comparando las dos moléculas ensayadas, puede observarse que la cantidad de residuos
de los entornos de los ligandos | y J, presentes en los bolsillos Db de las cadenas f3, presentan
entre 19 y 21 residuos, con 16 residuos en comdn a todos los entornos. En cuanto a los ligandos
G y H de los bolsillos Da de las cadenas v, resalta uno de los entornos, dentro de la molécula
nitrada, que presenta una cantidad de residuos disminuida: 12 residuos en comparacion con su
contraparte dentro de la misma molécula con 20, y con los entornos de la molécula no nitrada

con 18 y 20. De esos 12 residuos, 5 son en comun con los otros tres entornos estudiados.
2.2.3.2.Interaccion

Ademas, se calcularon las energias de interaccion no enlazante (VdW y electrostaticas) entre
los ligandos G e |, y los bolsillos donde estan contenidos, a lo largo de la trayectoria de la
simulacion, para cada molécula de Fg. Graficando la evolucidn de estas energias se seleccion6
la seccion en la cual esta energia de interaccion se estabilizo y se extrajo un promedio. La Tabla
7.4 muestra las energias de interaccion entre los ligandos G (que representa Ea) e | (que
representa Eg) y sus respectivos bolsillos Da y Db, en el Fg nativo y nitrado. Se realizo el
céalculo de delta energia (AE), como la energia de interaccion con el ligando en el estado final
(cuando hay NTY) menos la energia de interaccion con el ligando en el estado inicial (cuando
hay TYR), para obtener un valor del efecto de nitrar en la interaccion del bolsillo con el ligando.

Observando las energias de interaccién, para el caso del ligando I, que representa Eg, contenido
en el bolsillo Db, no destacan diferencias al comparar la interaccion cuando estan presentes las
NTY y cuando no. Antes, cabe comentar las caracteristicas del ligando I, compuesto por

GHRP, dos aminoéacidos polares cargados positivamente y dos apolares. En el caso de que
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estan las NTY*?2 y NTY#’™ cercanas al bolsillo Db, que a su vez contiene al ligando I, la
interaccion entre estos dos ultimos presenta un valor de -396 Kcal/mol, con una desviacién
estandar de 34 Kcal/mol. Esa interaccion, cuando no hay residuos de NTY alrededor, sino que
estan las TYR nativas, es también de -396 Kcal/mol, con una desviacion estandar de 17
Kcal/mol, lo cual representa un AE de 0 Kcal/mol, es decir que la nitracion no seria favorable
ni desfavorable a la interaccion del bolsillo con su ligando. Analizando las componentes
electrostéticas y de VdW, tampoco se observan diferencias interesantes. Los calculos de AE
para las energias electrostéticas arrojan un valor de -5.9 Kcal/mol, indicando que se favorece
la interaccidn por aparicion de interacciones electrostaticas cuando esta la NTY; sin embargo,
el AE para las energias de VAW es de 5.9 Kcal/mol, indicando que se pierden interacciones de
VdW. Esto da la idea de que el bolsillo se volvié més hidrofilico. Teniendo en consideracion
la estructura versatil del ligando, que, si bien interacciona principalmente de forma
electrostatica, el hecho de que cambien las caracteristicas del bolsillo, volviéndose mas
hidrofobico o hidrofilico, no afectaria tanto la interaccidn ya que este ligando seria capaz de
interaccionar de todas formas, pues tiene dos residuos polares y dos apolares. De hecho, se
observa que lo que pierde en interacciones electrostaticas las gana en interacciones de VdW

que pueden ser apolares.

En cuanto a las energias de interaccion para el caso del ligando G, que representa Ea, contenido
en el bolsillo Da de la cadena C, se presenta una diferencia interesante al comparar la
interaccion cuando esta presente la NTY y cuando no. Primero aclaremos que el ligando G,
compuesto por GPRV, son tres residuos no polares y uno polar cargado positivamente. En el
caso de que esta la NTY?3¥ cercana al bolsillo Da, que contiene al ligando G, la interaccion
entre estos dos ultimos presenta un valor de -139 Kcal/mol, con una desviacién estandar de 24
Kcal/mol. Esa interaccién, cuando no esta el residuo de NTY alrededor, sino que esta la TYR
nativa, es de -187 Kcal/mol, con una desviacion estandar de 18 Kcal/mol. Esto representa un
AE de 48 Kcal/mol, indicando que la presencia de NTY hace que sea menos favorable la
interaccion. Analizando las componentes electrostaticas y de VdW, también se presentan esas
diferencias en el AE, siendo de 28 Kcal/mol en la interaccion electrostética, y de 20 Kcal/mol
en la interaccién de VdW. Se observa una pérdida de interaccion de ambos tipos cuando esta
presente la NTY, siendo muy marcada la de VdW. Esto da indicio de que el bolsillo se volvid
menos hidrofobico, lo que podria estar causando el alejamiento del ligando, que tiene tres

aminoéacidos apolares.
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Tabla 7.4. Energias de interaccion entre los ligandos G e | y los bolsillos Da y Db, respectivamente, en
presencia de TYR y NTY. Se presenta la energia de interaccion entre el ligando G y el bolsillo Da de la cadena
v C, en presencia de TYR (Da_TYR) y de NTY (Da_NTY); y la energia de interaccidn entre el ligando | y el bolsillo
Db de la cadena 3 B, en presencia de las TYR (Db_TYR) y de las NTY (Db_NTY). Se muestran los promedios +
desviacion estandar (SD) de la energia total y de las componentes electrostatica y de van der Waals (VdW).
Ademas, se muestra el calculo de delta energia (AE), como la energia de interaccion con el ligando en el estado

final (cuando hay NTY) menos la energia de interaccién con el ligando en el estado inicial (cuando hay TYR).

Energia Total media Energia Electrostatica Energia de VAW media
Cadena Interaccién
(Kcal/mol) £ SD media (Kcal/mol) £ SD (Kcal/mol) £ SD
Da_TYR:LIGG -187.4+18.5 -160.4+19.4 -27.0+3.6
ve Da_NTY: LIG G -139.4+24.0 -132.4+25.4 -7.0+3.4
AE (NTY-TYR) 48 28 20
Db_TYR:LIGI -396.1+17.1 -371.0+18.2 -25.1+4.1
BB Db_NTY: LIG I -396.1+34.5 -376.9+35.9 -19.2+4.4
AE (NTY-TYR) 0 -5.9 5.9

2.2.3.3.Estructuras iniciales y finales

Para complementar este estudio, la Figura 7.18 muestra la estructura inicial y final de los

bolsillos Da (cadena y C) y Db (cadena 3 B), en ausencia y presencia de NO2Tyr.

Bolsillo Db en cadena beta Bolsillo Da en cadena gamma

Estructura Tirosina 3-Nitrotirosina Tirosina 3-Nitrotirosina

Inicial

Final

0%

Figura 7.18. Estado estructural inicial y final de los bolsillos Da y Db conteniendo los ligandos G e |, y residuos de TYR y
NTY en el entorno. Se observan cambios estructurales en el bolsillo Da cuando 3-nitrotirosina (NTY) esta presente. El residuo
de NTY380 se aleja del bolsillo Da y éste cambia su estructura de modo que el ligando deja de estar contenido dentro (flecha
roja).
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Para poder visualizar los resultados presentados hasta este punto, la Figura 7.18 permite
observar como en el bolsillo Db conteniendo a su ligando no hay cambios estructurales
significativos durante la trayectoria de simulacion de MD, en ambos casos de que estén los
residuos de NTY*2y NTY*", y los resiudos de TYR*? y TYR*’>, Esto no ocurre para el caso
del bolsillo Da, donde se ve que cuando hay un residuo de TYR3® las estructuras inicial y final
no varian, mientras que cuando hay una NTY?*®, la estructura final se ve alterada. En este punto
lo que se observa es una rotacion del residuo de NTY hacia el agua, alejando el grupo nitro que
inicialmente estaba dirigido hacia el bolsillo. Esto genera un cambio en la estructura del
bolsillo, que parece “abrirse”, mientras que el ligando tiende a salirse, observandose un ligando
que inicialmente estaba bien contenido dentro del bolsillo, y que ahora presenta un menor

contacto.

En suma, se hall6 como resultado que la presencia de NTY3® dentro del bolsillo Da de la
cadena y C, afecta la energia de interaccion entre el ligando G (que representa el boton Ea) y
su entorno (bolsillo Da en la cadena y C). Al parecer, existe una propagacion de perturbaciones
estructurales desde el residuo NTY*® hasta el bolsillo de interaccion.

Si se ponen sobre la mesa los resultados de la observacion de los residuos de los entornos, tanto
de los ligandos como de las TYR/NTY, los célculos de energias de interaccidn, y la observacion
de las estructuras iniciales y finales presentados, se podria interpretar que la presencia de NTY
cercanas a los bolsillos Db no estarian alterando la estructura de este, ni su interaccion con el
ligando, en una medida visible en el tiempo de simulacion ensayado. Sin embargo, para la
interaccion que ocurre en el bolsillo Da, si se observa lo que podria ser una influencia de la
presencia de NTY cercana a esa zona. En este punto cabe aclarar que la alteracion en energia
de interaccion y estructural se observo en el bolsillo Da de la cadena y C del Fg nitrado, con el

ligando G, no asi en su contraparte de la cadena y F de la misma molécula, con el ligando H.
3. Discusion

En este Capitulo se presenta un modelo de la molécula de Fg humano, que incluye partes no
resueltas en la estructura cristalografica y que fueron modeladas de nuevo en este trabajo. Este
es uno de los primeros estudios de modelado in silico en obtener una estructura 3D completa
del Fg humano, incluyendo los motivos no resueltos por experimentos cristalograficos. La
mayoria de los estudios moleculares publicados en los ultimos afios se refieren a las estructuras
ya conocidas depositadas en el PDB. Nuestra contribucidén es proporcionar una estructura

completa con la que trabajar.
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En cuanto al enfoque de modelado, se utilizaron modelado por homologia con Phyre2 y
simulacion de MD a nivel de CG, seguidas de simulacion de MD a nivel atomistico, para
generar una estructura teérica en 3D de la molécula de Fg. EI modelo final incluye cada cadena

completa: 625 residuos en las cadenas Aa, 461 en las cadenas Bf3 y 411 en las cadenas .

El analisis estructural revel6 la organizacion Unica de las porciones C-terminales de las cadenas
Aa, las regiones aC, divididas en un conector-aC y un dominio-aC, consistente con la literatura
preexistente y los hallazgos experimentales. Es particularmente interesante por su tamafio y
funcidn, y el hecho de que no se habia reportado previamente. Se observo que el conector-aC
contenia estructuras extendidas y semicompactas con bucles y conformaciones PPI1I, mientras
que el dominio-aC exhibié estructuras globulares compactas y laminas-p. La estructura
también confirmo las hélices triples de la region de coiled coil y secciones especificas de a-
hélices en las regiones D, asi como la presencia de giros y bucles en otras regiones. El analisis
realizado en la trayectoria de MD incluye andlisis de RMSD, RG, SASA, RMSF y enlaces de
hidrégeno. EI RMSD se estabiliz6 para la mayoria de las cadenas, excepto para la cadena D,
que exhibid una curvatura al final de la simulacion, lo que caus6 un aumento en los valores de
RMSD. Las cadenas Aa mostraron valores de RMSD mas altos, especialmente en las regiones
modeladas recientemente, como se esperaba. EI RG se mantuvo en general estable, indicando
una dimension proteica ligeramente variable relacionada con la naturaleza movil y flexible de
la molécula, influenciada por la curvatura de las regiones de coiled coil y el plegamiento de las
regiones oC. El SASA disminuy6 durante la simulacién, indicando la estabilizacién del
sistema. Los graficos de RMSF para las cadenas de Fg mostraron formas en sierra tipicas de a-
hélices en las regiones de triple hélice y mayores RMSF en los extremos de las cadenas que
representan los terminales desplegados. Las cadenas Ao mostraron mayor movilidad,
especialmente en las regiones aC, mientras que las cadenas B y y exhibieron estructuras méas
estables. El analisis de enlaces de hidrégeno mostré que el numero total de enlaces de
hidrégeno aument6 durante el tiempo de simulacién, principalmente dentro de las cadenas Aa,

indicando nuevas interacciones posiblemente debidas al plegamiento de las regiones aC.

La evolucién de los modelos de energia en la simulacion de MD de la molécula de Fg mostro
una estabilidad global durante la minimizacion de energia, annealing molecular, equilibracion
y produccion. Las energias de interaccion con el solvente disminuyeron inicialmente y luego

se estabilizaron, reflejando el equilibrio del sistema.
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En cuanto a las energias de interaccion entre las diferentes cadenas, la interaccion entre las
cadenas Aa. mostré una disminucion, especialmente en las regiones del conector-aC. Las
energias de interaccion entre las cadenas Ao y B también mostraron una disminucion,
correlacionandose con cambios estructurales como el acercamiento de las regiones aC a la
region de triple hélice. Las contrapartes simétricas de las cadenas (por ejemplo, cadenas Ay E,
D y B) mostraron cambios en las energias de interaccion debido a ajustes estructurales durante

la simulacion.

En general, la simulacién de MD demostro una estabilizacion estructural durante el tiempo de
produccion de 30 ns, pero también destaco la flexibilidad y movilidad de regiones especificas
dentro de la molécula de Fg, como las regiones aC. Se observaron cambios estructurales,
enfatizando la naturaleza dindmica de la molécula, particularmente en las regiones aC, que

experimentaron movimientos notables durante la simulacién.

La segunda parte del presente Capitulo se enfocd en el estudio de los sitios de nitracion
mediante la comparacion entre el comportamiento en una simulacion de MD del Fg nativo y el

del Fg nitrado, y aqui se realizé una observacion interesante. Hay cambios estructurales y
energéticos en el bolsillo Da cuando NTY esta presente. El residuo NTY38 de la cadena y que

se encuentra en el entorno del bolsillo Da se aleja de dicho bolsillo y esto cambia su estructura

de tal manera que el ligando ya no esta contenido dentro de €l. Al observar el entorno de la

NTY38 al final de la simulacién, la cantidad de residuos circundantes es menor que para la

TYR®. En cuanto a la interaccion del ligando, hay cambios en el que representa E, teniendo

su entorno menos cantidad de residuos que cuando no hay NTY. Las energias de interaccion
entre los ligandos G e | y sus bolsillos Da y Db, respectivamente, aumenta en el caso de Da y
permanece sin cambios en el caso de Db. Estos resultados se pueden interpretar de la siguiente
manera: por un lado, la nitracion del entorno del bolsillo que se encuentra en el dominio
globular de la cadena y tiene una repercusion mayor en la estructura de dicho bolsillo,
comparando con la nitracion en la cadena B. En cuanto a las magnitudes y componentes de la
energia de interaccidn, se vié que estas son mas fuertes en el caso de Db con su ligando, y tal
Vez por esto es que una alteracion en residuos del entorno no la afectaron, mientras en el caso
de Da con su ligando estas son menos fuertes y tal vez por esto se vieron alteradas en el
transcurso de la simulacion, para uno de los bolsillos Da. En cuanto a las componentes, se vid
que la pérdida de interaccién fue a expensas de ambas interacciones electrostaticas y de VdWw,

habiendo quedado muy disminuidas las segundas.
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No puede dejarse sin comentar el hecho de que la alteracion estructural ocurrio solo en uno de
los bolsillos Da del Fg nitrado. En este punto se pueden hacer solo especulaciones de posibles
causas de esta observacion. Una de ellas es que el espacio conformacional fue muestreado de
manera diferente en las dos mitades del Fg, tal como lo indicaron los graficos de RMSD y
RMSF al revelar el comportamiento diferencial de las dos mitades de las moléculas. Siguiendo
esta idea del espacio conformacional, es posible que para la cadena y C se haya alcanzado un
estado en el cual fue favorable el alejamiento del residuo de NTY, cosa que no ocurrio en la
cadena y F, dentro del tiempo de simulacion ensayado. Tal vez si se continuara la simulacion
se podria observar el mismo fendmeno. De hecho, si se observo que la cantidad de residuos del
entorno de la NTY3¥ de la cadena F del Fg nitrado disminuy6 considerablemente comparando
con la TYR3 de la cadena F del Fg no nitrado. Es decir que si hubo una afectacion del entorno

de NTY en F, sin haber llegado a afectar el bolsillo Da en F.

De los analisis de RMSD de los entornos de las TYR/NTY de interés, pudo extraerse una
apreciacion interesante, que es los entornos de las TYR®? en el Fg nativo son mas mdviles y
variables que los de las otras TYR estudiadas, y que cuando se sustituye esa TYR por una
NTY?*® (Fg nitrado) en entorno se vuelve mas variable aln, y especificamente para la cadena
C. Esto por un lado podria explicar por qué se observé una alteracion a nivel del bolsillo Da 'y
no del bolsillo Db, porque el Fg naturalmente, antes de ser modificado, ya tiene mas movilidad
en ese entorno. Y, por otro lado, la asimetria del Fg de la que se viene hablando, hace que sea

maés variable de un lado que del otro, cuando se agrega la NTY 3¢,

Por ultimo, y menos alentador, no puede perderse de vista la posibilidad de que el interesante
resultado de un cambio de estructura a nivel del bolsillo de interaccién, cuando esta presente

la NTY, haya sido azaroso y no tenga ninguna relacion causal con la presencia de esa NTY.

Llevando esto a un plano funcional, es interesante notar que el Da, que es el que se muestra
afectado, es el principal componente de la interaccidn intermolecular que ocurre para comenzar
la polimerizacién, mientras que la interaccion Db:Eg se da de forma posterior al inicio.
Finalmente, la afectacion de la que se habla es una disminucion de esa interaccion Da:Ea, con
lo cual la polimerizacion podria verse influenciada. Lo que se observa en esta simualcion de
MD podria afectar la arquitectura de la red de Fb de alguna manera que haga que sea mas
compleja la lisis posterior, o podria directamente disminuir la interaccion intermolecular y asi
la formacion de esa red. Se observo que se va perdiendo energia de interaccion lo que puede

desencadenar una desestructuracion aun mayor a la observada en la simulacion de MD (que
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pudo no haber sido lo suficientemente larga para observar un cambio completo). Cabe destacar
que este Ultimo resultado es concordante con lo observado en los estudios de fibrinoformacion
y fibrinolisis del Capitulo 5, donde se vié que en los pacientes ACVi se ve retrasado el tiempo
de formacion de coégulo.

Esto refuerza la hipdtesis de que la PTM nitroxidativa sobre Tyr puede tener un impacto en la
formacion de Fb o en el proceso de fibrinolisis. Nuestros hallazgos estan en concordancia con
los reportes de que se observan alteraciones en la polimerizacion de la Fb, la fibrindlisis y las

interacciones celulares cuando esta presente NO2Tyr.
4. Conclusion

En este Capitulo se presentd un modelo de la molécula de Fg humano que incluye partes no
resueltas en la estructura cristalografica, las cuales fueron modeladas mediante homologia con
Phyre2 y simulaciones de MD a nivel de CG y atomico. ElI modelo final abarca cada cadena
completa de la molécula, revelando una organizacion Unica y previamente no reportada de las

porciones C-terminales de las cadenas Aa, que incluyen un conector-aC y un dominio-oC.

El analisis estructural mostr6 que el conector-oC contiene estructuras extendidas vy
semicompactas, mientras que el dominio-aC exhibe estructuras globulares compactas y
laminas-B. Las hélices triples de la region de coiled-coil fueron confirmadas, asi como un ligero
bending de estas regiones. La simulacién de MD demostro estabilidad estructural y revelo la
flexibilidad y movilidad de regiones especificas, especialmente en las regiones aC. En
conclusion, este estudio proporciona un modelo detallado y realista del Fg humano,
confirmando y ampliando los hallazgos experimentales previos. Las investigaciones futuras
deberian explorar conformaciones adicionales de la molécula y considerar la influencia de los
grupos de carbohidratos moviles en el proceso de ensamblaje de Fb. Este trabajo ofrece una
exploracion completa de las complejidades estructurales del Fg, integrando el modelado
computacional con conocimientos experimentales para mejorar nuestra comprension de su
organizacion y comportamiento dindmico. La estructura completa del Fg humano resultante
proporciona un marco valioso para la construccion de un protofibrilo, con el fin de arrojar luz

sobre los mecanismos de polimerizacion de Fb, donde las regiones aC juegan un papel critico

El estudio también investigd los sitios de nitracion, comparando el comportamiento del Fg

nativo con el nitrado. Se observo que la nitracion en el residuo NTY*® de la cadena y causo
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cambios estructurales y energéticos en el bolsillo Da, afectando la interaccidn con el ligando y

sugiriendo un impacto potencial en la polimerizacion y la lisis del Fg.

En conclusion, las simulaciones de MD realizadas son el puntapié inicial que demuestra que es
posible abordar sistemas complejos y de grandes dimensiones, incluso cuando se tenga
informacion parcial de la estructura molecular, combinando técnicas estado del arte de la
quimica computacional. Sin embargo, para poder concluir con mayores certezas, es clara la
necesidad de correr varias réplicas de cada sistema estudiado en esta Tesis, por tiempos de

simulacion mas largos, que aseguren la convergencia, un desafio en sistemas de este tamafio.
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Capitulo 8: Discusion General
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En la presente Tesis se realiza un analisis integral del impacto de la nitracion en el Fg y su

relacion con el ACVi.

La nitracion de Tyr en proteinas como el Fg ha emergido como un area de interés en la
investigacion sobre el ACVi. Este conjunto de estudios proporciona una vision amplia de la
nitracion en el ACVi, abarcando la identificacién y cuantificacion de residuos nitrados en Fg,
el analisis de la fibrinoformacion y fibrinolisis, el estudio de trombos y el modelado a nivel

molecular del Fg.

Identificacién y Cuantificacién de 3-Nitrotirosina en Fibrindgeno mediante LC-MS/MS

El primer estudio empled la LC-MS/MS para identificar y cuantificar residuos de Tyr nitrados
en Fg tratado con ONOO" in vitro, asi como en muestras clinicas. Este analisis revelo la
presencia de veinte residuos de NO.Tyr, incluyendo siete sitios previamente no reportados. En
pacientes con ACVi, se observo un aumento significativo en la nitracion de algunos sitios en
comparacion con controles sanos. Otro hallazgo interesante fue que los resultados in vivo
diferian de los obtenidos in vitro, lo que destaca la complejidad de extrapolar datos de
laboratorio a condiciones fisiologicas reales. De estepunto se puede comentar que el Fg es una
molécula susceptible a nitracion, tanto in vitro como in vivo, y que se la encuentra nitrada en

condicion de patologia cerebral isquémica.

Cuantificacién de 3-Nitrotirosina en Plasma mediante ELISA

El segundo estudio se centrd en la medicion de NO.Tyr en plasma mediante un ensayo
inmunoenzimatico. Se encontraron niveles elevados de NO,Tyr en pacientes con ACVi en
comparacion con controles sanos, lo que sugiere que la nitracion estd asociada con esta
condicion, y confirma los resultados obtenidos mediate LC-MS/MS. A pesar de que los niveles
de NO.Tyr también estaban presentes en los controles, en menor cantidad, la presencia de FRC
como DM, edad avanzada y tabaquismo se correlaciond con niveles mas altos de NO2Tyr en
pacientes con ACVi. Sin embargo, dentro del grupo de ACVi, la influencia de los FRC no
altero significativamente los niveles de nitracion. La comparacion entre subgrupos de edad y
niveles normales de Fg mostro que estas diferencias contribuyen a la variabilidad observada
entre ACVi y controles. Este estudio sugiere que tanto NO2Tyr libre como Fg-NO2Tyr podrian
servir como biomarcadores Utiles, aunque se requiere una mayor muestra y control de variables

para confirmar estos hallazgos.
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Fibrinoformacioén y Fibrinolisis en Plasma de ACVi

El tercer estudio abordé la fibrinoformacion y la fibrinolisis en plasma de pacientes con ACVi
mediante ensayos de formacion y lisis de coagulos. Los resultados indicaron Tc y Tf més largos
en comparacion con controles, sugiriendo una coagulacion mas lenta y una disolucién del
codgulo menos eficiente. Estos hallazgos son consistentes con una capacidad fibrinolitica
disminuida en pacientes con ACVi. Ademés, la altura del pico en las curvas de
fibrinoformacién, correlacionada con la concentracion de Fg, fue mayor en pacientes con
ACVi, indicando coagulos mas grandes y resistentes a la disolucion. La nitracion del Fg podria
estar relacionada con esta resistencia, ya que estudios previos sugieren que la nitracion puede
aumentar la rigidez y estabilidad del codgulo, dificultando su degradacion. Los resultados
también corroboran estudios anteriores que muestran una formacion de coagulos mas

resistentes a la fibrinolisis en condiciones nitroxidantes.

Anélisis de 3-Nitrotirosina en Trombos de ACVi

El cuarto estudio se centro en la identificacion de nitracion en proteinas en trombos de pacientes
con ACVi mediante IP. Se encontr6 que los trombos eran altamente heterogéneos, con areas
ricas en GR y plaquetas que influyen en la estructura y funcion del codgulo. La nitracion de
proteinas clave como la MMP-9, actina citoplasmatica y proteina S100-A9 en los trombos
puede alterar su funcién, contribuyendo a la patogénesis del ACVi. La presencia de NO,Tyr
en estos trombos y la identificacion de proteinas involucradas en coagulacion, inflamacion y
metabolismo cerebral refuerzan la idea de que la nitracion juega un papel crucial en la
trombosis y en la modificacion de la funcion del coagulo, y es consistente con lo hallado en los

Capitulos previos.

Modelado Molecular v Simulaciones de Dindmica Molecular

Finalmente, las simulaciones de MD proporcionaron un modelo detallado del Fg, y revelaron
cambios estructurales significativos en la presencia de nitracion. Estos resultados destacan la
flexibilidad y movilidad de las regiones aC del Fg, que muestran alta variabilidad estructural.
Las simulaciones mostraron que la nitracion induce alteraciones en el bolsillo Da de la cadena
vy del Fg, afectando la interaccion con el ligando y potencialmente influyendo en la
polimerizacion de la Fb. La influencia de la nitracion en la estructura del Fg podria impactar
negativamente la formacion de la red de Fb y la posterior fibrinolisis, alineAndose con los
hallazgos de estudios previos sobre la alteracion de la polimerizacién de la Fb y la fibrinolisis

en condiciones nitroxidantes. Esta Gltima parte de la Tesis une los conceptos y resultados
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obtenidos en los capitulos anteriores, pues se agregan las NO2Tyr encontradas en el Fg de
pacientes con ACVi en el Capitulo 3, y se observan cambios estructurales que pueden estar

causando de forma directa o indirecta las alteraciones funcionales observadas en el Capitulo 5.

En conjunto, estos estudios proporcionan una comprension integral del impacto de la nitracién
en el Fg y su asociacion con el ACVi. La nitracion de Tyr en el Fg no solo esta asociada con
un mayor riesgo de ACVi, sino que también afecta la estructura y funcion del coagulo,
contribuyendo a alteraciones en la coagulacion y fibrinolisis. La integracién de métodos
analiticos, como LC-MS/MS, ELISA, WB e IP con estudios funcionales de coagulacion y
simulaciones de MD, ofrece una perspectiva multidimensional e integral sobre como el distrés
nitroxidativo y las PTMs influyen en la patogénesis del ACVi. Estos hallazgos subrayan la
importancia de la nitracion como biomarcador potencial y sugieren nuevas direcciones para el

desarrollo de terapias y estrategias diagnosticas en el manejo del ACVi.

Contribuciones

La investigacion descrita, que aborda el ACVi desde mdultiples perspectivas, contribuye
significativamente al campo de la fisiopatologia y epidemiologia de esta enfermedad. A

continuacion, se destacan algunas de las contribuciones clave.

Con respecto a la evaluacién metodologica avanzada: la introduccion de métodos sofisticados
como LC-MS/MS y ELISA para evaluar la nitracion del Fg en pacientes con ACVi representa
una contribucion metodoldgica valiosa. Estas técnicas permiten un analisis detallado de las

PTMs en proteinas, ofreciendo una perspectiva mas precisa y especifica.

En cuanto a la identificacion de biomarcadores diagndsticos potenciales: la identificacion de
niveles significativamente elevados de nitracion en residuos especificos de Tyr, y su fuerte
asociacion con ACVi, destaca el potencial de estos marcadores como herramientas
diagnosticas. Estos hallazgos ofrecen una contribucion valiosa al desarrollo de biomarcadores

especificos y precisos para la deteccion temprana y el monitoreo de la enfermedad.

Relevancia clinica de la nitracion del Fg y potenciales aplicaciones terapéuticas: la asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de NO,Tyr en plasma de pacientes con ACVi
subraya la importancia clinica de las modificaciones nitroxidativas del Fg. Este hallazgo no
solo contribuye al entendimiento de la patogénesis de la enfermedad, sino que también abre
posibilidades para el desarrollo de estrategias terapéuticas especificas dirigidas a la nitracién
del Fg.
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Relativo a los estudios de dindmica de coagulacién y formacion de trombos: el analisis de la
fibrinoformacién y fibrindlisis revela diferencias en la dinamica de coagulacion entre los
grupos estudiados, especialmente en términos de tiempos de lisis en pacientes con ACVi. Esto
proporciona informacion valiosa sobre los procesos hemostaticos alterados en la enfermedad,
lo que podria ser crucial para el desarrollo de estrategias terapéuticas especificas y de manejo

clinico.

Caracterizacion proteica de trombos: la identificacion de fragmentos de Fg y otras proteinas
nitradas en trombos de pacientes sometidos a trombectomia mecanica amplia la comprension
de las proteinas nitradas en este contexto clinico especifico. La IP con anti-NO>Tyr abre la
puerta a posibles aplicaciones clinicas y biomarcadores asociados con los trombos en ACVi.

Modelado molecular del Fg: el desarrollo de un modelo molecular del Fg y las simulaciones
de MD proporcionan el primer modelo completo de esta molécula y una vision detallada del
impacto de la nitracion en residuos de Tyr especificos. Este enfoque contribuye a la
comprension de las alteraciones moleculares subyacentes en la polimerizacion de la Fb y la
fibrinolisis, ofreciendo informacién valiosa sobre los mecanismos bioquimicos involucrados,

aportando informacion cuantitativa al medir diferencias en las energias de interaccion.

En conjunto, estas contribuciones fortalecen la base de conocimientos en la fisiopatologia de
la ACVi, brindando informacion clave para futuras investigaciones y ofreciendo posibles

avances en la atencion y el tratamiento de los pacientes con esta enfermedad.

Aplicaciones Pricticas

La investigacion no solo contribuye a la comprension actual de la ACVi sino que también abre
nuevas vias para futuras investigaciones que permitan el desarrollo de estrategias terapéuticas
maés especificas y el disefio de estudios clinicos adicionales con impacto directo en la atencion
a pacientes con ACVi. Los resultados de estas investigaciones podrian ofrecer diversas
aplicaciones futuras con implicaciones significativas en el diagnostico, tratamiento y
comprension de la enfermedad cerebrovascular isquémica. Algunas de las principales

aplicaciones incluyen:

Biomarcadores de diagnostico: la identificacion de 3-nitrotirosina en Fg, como un marcador
asociado al ACVi, podria ser aplicada en el desarrollo de pruebas de diagndstico mas precisas
y tempranas para la enfermedad. Estos biomarcadores podrian permitir la deteccién temprana

y diferenciacion entre pacientes con ACVi y aquellos sin la enfermedad.
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Monitoreo en pacientes: la aplicacion de métodos ELISA para evaluar la nitracion en plasma
podria ser incorporada en protocolos de monitoreo para pacientes con riesgo de ACVi. Esto
podria ayudar a los profesionales de la salud a seguir de cerca la progresion de la enfermedad
y ajustar estrategias de tratamiento segun la presencia de estas modificaciones en el Fg.

Desarrollo de terapias personalizadas: comprender como la nitracion afecta la estructura
molecular del Fg podria abrir la puerta al desarrollo de terapias personalizadas. Enfoques
farmacoldgicos disefiados para abordar especificamente estas modificaciones podrian mejorar

la eficacia del tratamiento y reducir los efectos secundarios.

Aplicaciones clinicas en trombectomia mecénica: la identificacion de fragmentos de Fg y otras
moléculas nitradas en los trombos de pacientes sometidos a trombectomia mecanica sugiere
posibles aplicaciones clinicas. Estos hallazgos podrian contribuir al desarrollo de estrategias
maés efectivas para la eliminacion de trombos y mejorar los resultados de los procedimientos
de trombectomia.

Investigacion continua: los resultados de este estudio proporcionan una base sélida para
investigaciones futuras. Se podrian llevar a cabo estudios més detallados para explorar ain mas
las implicaciones de las modificaciones nitroxidativas en otros aspectos de la fisiopatologia de
la ACVi. Ademas, podrian surgir oportunidades para investigar el impacto de estas

modificaciones en otras enfermedades relacionadas.

En resumen, los resultados de esta investigacién no solo tienen el potencial de mejorar la
precision en el diagndstico y tratamiento de la ACVi, sino que también abren nuevas
perspectivas para el desarrollo de terapias mas efectivas y personalizadas. La aplicacién
practica de estos hallazgos podria tener un impacto significativo en la atencion clinica y la
calidad de vida de los pacientes afectados por esta enfermedad.
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Capitulo 9: Conclusiones Finales
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La identificacion de proteinas nitradas especificas tiene como objetivo arrojar luz sobre los
mecanismos moleculares de varias patologias. Identificar y cuantificar los residuos de tirosina
que sufren nitracién en proteinas interesantes como el Fg, tanto in vivo como in vitro, es una
tarea que aun no se ha realizado completamente ni de manera concluyente. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue contribuir al cuerpo de conocimiento en este campo. Este estudio
tuvo como objetivo descubrir los mecanismos detras de los eventos isquémicos mediante la
identificacion de niveles diferenciales de nitracion, ofreciendo potencialmente una herramienta
clinica valiosa para evaluar a los pacientes con accidente cerebrovascular isquémico en futuros

estudios.

Este trabajo representa el primer estudio en investigar la ocurrencia de Fg nitrado en etapas
tempranas del ACVi, y en utilizar un enfoque dirigido de LC-MS/MS para mostrar un aumento
en la nitracién de residuos especificos de Tyr en una cohorte de ACVi en comparacién con una
con patologia no inflamatoria. Los datos sugieren que el Fg nitrado puede ser un biomarcador
potencial de procesos isquémicos agudos que podrian ayudar con un diagndstico mas temprano
y especifico del ACVi, pero se deben realizar mas trabajos con un conjunto de muestras mas
grande y una cohorte de enfermedad no inflamatoria mejor emparejada, incluyendo fumadores,
para confirmar esto y explorar el valor diagndstico de ubicaciones adicionales de NO,Tyr. A
pesar del gran desafio de cuantificar residuos especificos de NO-Tyr, herramientas mas
especificas para enfermedades podrian reducir en Gltima instancia la mortalidad, los déficits

neuroldgicos y el dafio sistémico asociado con un diagnéstico tardio.

A pesar de las complejidades metodoldgicas en la cuantificacion de los residuos de NO2Tyr
mediante inmunoensayos, la determinacion exitosa en muestras de plasma humano demostrd
una notable diferencia de contenido entre los pacientes con ACVi y el grupo de control. Esto
subraya el desafio de implementar la determinacion de NO.Tyr en la practica clinica,
enfatizando la necesidad constante de mejorar la sensibilidad y la especificidad, especialmente
cuando se trabaja con matrices de plasma complejas. Si bien se requiere una mayor
optimizacion, el potencial del ELISA como herramienta analitica futura para el diagnéstico de

ACVi y la reduccion de la morbimortalidad asociada es evidente.

Los estudios funcionales de fibrinoformacion y fibrinolisis permitieron observar el
comportamiento del Fg y Fb de pacientes con ACVi, mostrando una tendencia que coincide

con lo reportado en literatura, hacia una fibrinolisis mas lenta. Considerando los hallazgos de
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niveles de nitracion elevados en estos pacientes, éstos podrian estar asociados a esa alteracion

funcional.

La composicion de los trombos analizados mostro variaciones significativas en el contenido
proteico. Es destacable que las proteinas obtenidas después del enriquecimiento con anti-
NO2Tyr en un grupo de trombos exhibieron un perfil inflamatorio, lo que sugiere la presencia
de posibles biomarcadores nitrados que merecen una investigacion méas detallada. Estos
hallazgos contribuyen a la comprension del ACVi y ofrecen perspectivas sobre la diversidad
protedmica de los trombos, allanando potencialmente el camino para futuras investigaciones
de biomarcadores y aplicaciones clinicas, y abren nuevas vias para el desarrollo de diagnosticos

mas precisos y personalizados

La estructura 3D de Fg resultante de las simulaciones de MD concuerda con informes previos
de que las regiones aC son una porcion altamente flexible de la molécula de Fg. En conjunto,
los resultados aqui presentados proporcionan ideas sobre la primera estructura realista de
longitud completa del Fg. Esta molécula completa de Fg permitiria la construcciéon de una
protofibrila para elucidar los mecanismos de polimerizacién de la Fb, en los cuales las regiones

aC desempefian un papel importante.

Las simulaciones de MD del Fg conteniendo residuos de NO.Tyr mostraron que el residuo
NO2Tyr*® en la cadena y conduce a cambios estructurales que afectan la interaccién Ea:Da.
Esto proporciona una vision detallada de los cambios estructurales que pueden afectar los
procesos de polimerizacion de la Fb y, por ende, la formacion de trombos. Estos conocimientos
son cruciales para entender mejor la arquitectura de la Fb en condiciones patoldgicas como el

ACVi y para disefiar nuevas estrategias terapéuticas.

En conclusion, este estudio ofrece un avance significativo en la identificacion de
biomarcadores y en la comprension de los mecanismos moleculares que subyacen a eventos
isquémicos, aportando valiosa informacion que podria mejorar el diagnostico y tratamiento del
ACVi en el futuro.
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