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Resumen I

Resumen

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

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

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

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

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

Se realiz6 un estudio mecanistico con oxidantes marcados isotopicamente para
completar la elucidaciéon del mecanismo de reaccion de boronatos con oxidantes de
relevancia biol6gica. Como resultado se demostré inequivocamente el origen de los
atomos de oxigeno en los productos formados. En este contexto, fue posible producir
oxidantes marcados isotépicamente como radical superdxido (}20,®), peroxinitrito
marcado (**ON0*0? ), y peroximonocarbonato marcado (HC*0,*0,° ). Se demostrd
por primera vez de forma directa que la formacion de 2-hidroxietidio (2-OH-E*) a partir
de la sonda hidroetidio (HE) ampliamente utilizada para la deteccion de superéxido,
implica la incorporacion de un &tomo de oxigeno proveniente del 80,® . También se
demostrd que la oxidacion de boronatos por H»*®0, o *5ON'®0*0° se acomparfia de la
incorporacién de atomos de oxigeno provenientes de estos oxidantes, y no del medio
de reaccion. La incorporacion de atomos de oxigeno provenientes del oxidante elimina
cualquier tipo de ambigiedad sobre la identidad de la especie que se va a detectar.
Conocer el mecanismo de reaccion completo de las sondas reporteras con analitos
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especificos, es crucial para un correcto y riguroso entendimiento del sistema en estudio
tanto in vitro como in vivo.

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

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

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

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

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

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

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

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

2. Quimica biolégica del oxigeno y especies derivadas

A mediados del siglo XVII los cientificos reconocieron que el aire contenia un compuesto
asociado con la combustion y la respiracion. Este componente fue aislado en forma
gaseosa por primera vez en 1774 por Joseph Priestley, cientifico y tedlogo inglés, quien
descubre el O (g), y reconoce su papel fundamental para los organismos vivos.
Antoine Lavoisier, quimico, bi6élogo y economista francés, considerado el padre de la
guimica moderna, dio posteriormente el nombre al elemento Oxigeno, que significa
Af or mador d e la 8podacen gue .se I& dio esa denominacion se creia,
erréneamente, que todos los acidos requerian oxigeno en su composicién.(6)

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

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

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


https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno-16
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Ox%C3%ADgeno-17&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno-18
https://es.wikipedia.org/wiki/Abundancia_natural
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Estado fundamental: O, Oxigeno Singulete: 10,
(Triplete 3%,) ('ay)
oA -O: _,ﬂ_op‘ oa -O: oa +O: __ﬂ‘__op* oa -0:
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Figura 1. Distribucion electrénica del oxigeno molecular en su estado fundamental (Oz) y sus
especies derivadas, oxigeno singulete (102), radical superoxido (O2® ), y anién peréxido (022 ).
La combinacion de Orbitales Atémicos (OA) de dos atomos de oxigeno, da lugar a Orbitales
Moleculares (OM) del O2. La teoria de los Orbitales Moleculares (OM) describe la configuracion

electrénica mostrada:

O2: (li1s)?(015)2(Ci2s)?(0"25) 2(Cizp) (" 20)2(" 20y) (" "2px) (" "2py)*
102: (lj15)2(l‘:|*15)2(f]25)2(f1*25)2(&2;))2(, 2px)2(, 2py)2(’ *2p><)2

O2* : (li1s)2(0'15)2(0i25)2(0"25)?(8120)2( " 2px)2(" 26y)%("2p)2(" “2py)*

027" & (81s)?(0'15)(D12s) *(8725)2(026)°(" 2p)°(" 2y)?(" "20x) (" "20y)?

TFL

2s e

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

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

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

2.1 Especies derivadas del oxigeno
Productos de reduccion

La reduccion total del O, por 4 €® para dar 2 equivalentes de H,O, segUn la Ecuacion 1,
es un proceso termodindmicamente favorable y la energia libre asociada tendra signo
negativo dada por la ecuacion GU6-n EE U 6

O, +4H*+4e® —> 2H,0 E°=0.815V Ecuacién 1 (4)

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

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

Radical Superdxido (02*)

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

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

0,+e® —> 02 E“=-0.16V Ecuacién 2 (10)
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Ya en 1931 Linus Pauling, quimico y bioquimico estadounidense, predijo la existencia
del superéxido, basado exclusivamente en teorias de mecénica cuantica (11).

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

20,™ +2H* — H,0, + O, Ecuacion 3

Desde el punto de vista redox, el superéxido es un moderado agente reductor y oxidante
(E° 0210288 = -0.18 V; E° 0281202 = 0.91 V) (15). Es capaz de reducir por un electrén a
una gran variedad de metales de transicion, como por ejemplo al hierro (Fe*®) del
citocromo ¢ (Cyt ¢) (16) y de oxidar centros de hierro-azufre (Fe-S)(17). Por su propiedad
de radical, el superdxido reacciona con otros radicales como el 6xido nitrico (A N)Oa
velocidades controladas por difusion (k ~10'° M1s1), con el radical fenoxilo (CeHsO") y
el radical inddlico (18).

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

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

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

La produccion de O, no ocurre indefinidamente, sino que es por un tiempo limitado.
La produccién de O, en macréfagos por la Nox-2 se mantiene durante D90 minutos,
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a este evento se le ha dado del nombre de Estallido Respiratorio. El estallido respiratorio
es la liberacion rapida de especies reactivas del oxigeno (0. y H,0,) por diferentes
tipos celulares. Baldridge y Gerarde en 1932 describen el fendbmeno por primera vez,
donde observaron que la fagocitosis se acompafiaba de un gran aumento del consumo
de oxigeno de forma transitoria (23). Mas adelante, se determind en células
polimorfonucleares (PMN) que dicho aumento en el consumo de oxigeno era
independiente de la cadena respiratoria mitocondrial ya que no respondia a inhibidores
mitocondriales, y que se acompafaba de un aumento en la ruta de las pentosas y en la
producciéon de H2O- (24, 25).

EI -xido n2trico (ANO) tiene wun rol fu
macréfagos, el cual reacciona O,™ para dar peroxinitrito (ONOO® /ONOOH) molécula
central en el desarrollo de esta Tesis, que se describird mas adelante.

La vida media del radical O,™ es muy baja (tu> < 1 ms) en sistemas biolégicos, debido
fundamentalmente a la reaccién de dismutacién catalizada por las distintas isoformas
de la enzima superéxido dismutasa (SOD) (k = 2 x 10° M's?), siendo la constante de
velocidad 10.000 veces mayor que la dismutacion espontanea (Ecuacion 3), y ademas

ndament

por |l a reacci-n con kel10% M'$'d(26)) dahdo peroximitritol ANO)  (

(ONOO™ /ONOOH).

Per6xido de Hidrégeno (H20,)

La reduccién del radical superdxido por adicion de un electron genera otra especie
derivada del oxigeno que se denomina peroxido (02?3). El nuevo €® incorporado se
aparea con el electrén del orbital 5y, formando un anién no radicalar (Figura 1).

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

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

El H,O; es un oxidante fuerte por 2 electrones (E° nzo2m20-1.35 V, (15)), pero reacciona
pobremente con la mayoria de las moléculas biolégicas debido a una alta energia de
activacion, por lo que sus reacciones estan controladas cinéticamente en lugar de
termodindmicamente (28). Es un oxidante débil por un electrén (E° w2 02/ 2338V, (15)),
sin embargo, el producto de reduccién por un electrén, el radical hidroxilo ("TOH) es uno
de los oxidantes mas fuertes conocidos.

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

El H.O., ha sido identificado como un segundo mensajero en diferentes vias de
sefializacién celular, en parte debido a que es capaz de reaccionar con residuos

-
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especificos de cisteinas propensas a la oxidacion debido a que se sitian en entornos
que reducen su pKa, proporcionando la especificidad necesaria para la sefializacion (28,
29).

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

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

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

Radical hidroxilo (TOH)

El 'OH es una especie radicalarconun gr an pode ronons8.IMAYNA58y (E 0O
altamente reactivo.

Henry John Horstman Fenton, fue un quimico britanico quien describe por primera vez

en 1893 el reactivo de Fenton, compuesto por una solucién de perdxido de hidrégeno

con un catalizador de hierro, generando un nuevo compuesto altamente oxidante

utilizado para tratar contaminantes y desechos acuosos (32). La reaccién de Fenton

escrita en su forma mas simple como muestra la Ecuacién 4, donde el radical TOH se

genera mediante la reaccion entre el H,O; y el Fe*? libre.

H,O, + Fet? —> Fe*™+ OH" + TOH Ecuacion 4

El Fe*? puede ser reducido nuevamente ya sea por el 0% (ciclo Haber-Weiss, Ecuacién
5). En el ciclo Haber-Weiss nombrado en homenaje a Fritz Haber, quimico alemany a
su estudiante Joseph Joshua Weiss, quienes lo describieron en los afios 1930s, se
generan radicales "OH a partir de H.0,y O,® . El primer paso del ciclo catalitico se
produce por la reduccion del hierro férrico a ferroso, y en un segundo paso la reaccion
de Fenton:

) Fe¥* + 0% —> Fe?* + 0, Ecuacion 5

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

Dando como reaccién neta; 02® + H,0, —> TOH + OH® + O, Ecuacion 6

El radical hidroxilo debido a su alta reactividad es capaz de reaccionar de manera
inespecifica con casi todas las moléculas biolégicas a una velocidad controlada por
difusién. Por lo tanto, in vivo tiene una vida media extremadamente corta (t12< 1 ns), ya
gue se combina rapidamente con moléculas en su vecindad inmediata. Esto hace que


https://es.wikipedia.org/wiki/Fritz_Haber
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Joseph_Joshua_Weiss&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_de_Fenton
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sea una especie con poca difusién, lo que le confiere un poder citotoxico relativo, debido
a que muchas veces la reaccion ocurre con moléculas o en residuos proteicos no criticos
y por tanto, no tiene efecto sobre las funciones celulares.

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

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

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

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

Otras especies derivadas del oxigeno
Acido hipocloroso (HOCI)

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

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

(6]
H,0,+ CPP =% HOCI + OH? Ecuacion 7

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

3. Especies Reactivas del Nitrogeno

Las especies reactivas del nitrégeno (RNS) (del inglés, Reactive Nitrogen Species) son

un grupo de compuestos que incluyen al 6xido nitrico (A N)el peroxinitrito (ONOOT

/ONOOH), y el diéxido de nitrégeno ('NOy) como | as especies deriyv
biologicamente relevantes. Tienen diferentes propiedades fisicoquimicas y diferente

reactividad, como se describe a continuacion.
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Oxido nitrico (A NYO
Propiedades fisicoquimicas y reactividad

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

A diferencia de otras especies radicalares, tiene poca capacidad redox (E° ' no+/ A7 .21
V; Eanoraves 0.4 V (39)), y no reacciona de forma rapida con la mayoria de las
biomoléculas. Entre los blancos biol6gicos principales se encuentran los centros
metalicos en proteinas, por ejemplo, la coordinaciéon con el hemo ferroso (Fe*?) en la
guanilato ciclasa soluble responsa bl e de muchos efect,tambiéhi si ol - gi
grupos hemo de oxihemoglobina, o citocromo oxidasa.

Es capaz de reaccionar rapidamente con especies radicalares como O2* , radical tiilo (-
RSA, radicales proteicos y lipidicos mediando reacciones de terminacion (40).

El ANO da | ugar qae dervanidad, destacanelase porssus efectos
patogénicos al peroxinitrito, formado por| a r eac c i com O & vefodidades
controladas por difusion (k ~ 10°-10%° Ms) (26), y al radical dioxido de nitrégeno (ANO,)
formado por lareacciond e AcbindD; (k = 6 x 108 M1s?) (41).

La reaccion de ANO con oxigeno molecular, denominada autoxidacién, es un proceso
complejo que genera diferentes productos y varias especies intermedias.

Entre las especies intermedias reactivas que se forman en este proceso, esté el radical
dioxido de nitrégeno (ANO,), el dxido de nitrogeno (11) (N20s) y el 6xido de nitrégeno (IV)
(N204), llegando a productos finales mas estables como el nitrito (NO2°) y el nitrato
(NOz®) (42). El proceso de autoxidacién se considera demasiado lento para ser
relevante en la mayoria de las condiciones fisiologicas, debido a las concentraciones
fisioldgicas de ANO y O, por lo que la autoxidacion no limitara su difusion desde el sitio
de produccién hasta su sitio de accibon. Si n e mbar g o, |l a reagesi -n del
particularmente importante en membranas, ya que ambas moléculas se concentran en
dicho ambiente y la reaccidn puede ocurrir hasta ~300 veces mas rapido (43).

Biogquimica y acciones bioldgicas del A N O

El factor de relajacién derivado del endotelio (EDRF) (del inglés, endothelium-derived

relaxing factor) fue descubierto primeramente por Furchgott y Zawadzki en 1980 (44), y
posteriormente demostrado por Ignarro y colaboradores (45), y paralelamente y de

manera independiente, por el grupo de Moncada y colaboradores (46), que se trataba
efectivamente de la molécula de ANO. Su descubri miento como
sefalizadora del sistema cardiovascular condujo al Premio Nobel en 1998.
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La concesion del Premio Nobel de Medicina y Fisiologia de 1998 a los cientificos
estadounidenses Robert Furchgott, Louis J. Ignarro y Ferid Murad por sus
descubrimientos en relacién con el oxido nitrico como una molécula mensajera en el
aparato cardiovascular, generé una importante polémica al excluir al cientifico
hondurefio Dr. Salvador Moncada de dicha mencion.

EIANO es el pri nci p avVasoadapmaidn del eqdotelio. EBlenedarasmao
involucra la formacionde ANO por parte de |l as c®l ul a
hacia la capa de musculo liso vascular adyacente, donde activa a la enzima guanilato
ciclasa soluble al unirse a su grupo hemo, desencadenando la produccion de GMP
ciclico (GMPc). Este segundo mensajero produce una disminucion en la concentracion
de calcio en el sarcoplasma de las células lisas vasculares, que induce la relajacion del
vaso sanguineo y descenso de la presion arterial (9, 47).

Otra importante propiedad biolégica del ANO es su capacidad para inhibir la agregacion
plaguetaria, asi como también la adhesion de las plaquetas al endotelio vascular (48).
Se ha demostrado, que el ANO inhibe la adhesion de leucocitos al endotelio al disminuir
la expresién de moléculas de adhesion intercelular como VCAM-1, ICAM, MCP-1y de
varias citoquinas proinflamatorias (49). Por otra parte, el ANO inhibe la proliferacion y
migracion de las células musculares lisas, lo que contribuye a sus acciones
antiaterogénicas y a sus efectos beneficiosos sobre la remodelacién vascular observada
en algunas enfermedades cardiovasculares (50, 51).

Ademas de surolcentr al en | a homeostasis deks
sintetizado por otros tipos celulares como neuronas, neutréfilos y macréfagos, en los
gque participa en procesos fisiolégicos tales como la neurotransmision y la actividad
citostatica y citotoxica del sistema inmune, como se describe a continuacion.

Por otro lado, el ANO inhibe la respiracion mitocondrial principalmente por su unién a la
citocromo oxidasa (Complejo V), lo que produce un aumento de O,® . Asi, el ANO
promueve la fuga de e? , que conduce a la generacion de O-® , y por lo tanto formacién
de peroxinitrito intramitocondrial (52).

Ademas, sus especies derivadas ( A B GODNOO?) son productos potencialmente
citotéxicos, vinculadas a procesos patoldgicos como la inflamacién, el sindrome de
isquémia-reperfusion, la neurodegeneracion y la sepsis, entre otros (53).

Producci -n biol-gica de ANO

La familia de enzimas Oxido Nitrico Sintasas (NOS) son las responsables de la
produccion de ANO en sistemas bioldgicos, catalizando la oxidacién del grupo guanidinio
del amino&cido L-arginina, dando A N O L-gitrulina, como se muestra en el Esquema 1.
Esta familia consiste en tres isoformas: la isoforma constitutiva endotelial (eNOS), la
isoforma constitutiva neuronal (nNOS) que se expresan de forma ubicua, y la isoforma
inducible (INOS) controlado por expresibn génica en respuesta a citoquinas
proinflamatorias.

Las tres isoformas poseen el mismo mecanismo catalitico, pero difieren en sus
estructuras primarias y en sus regulaciones. Las dos formas constitutivas son
estrictamente dependientes del aumento de la [Ca*?] citosélico, mientras que, para la
iINOS, los niveles de Ca*™ basales son suficientes para que una vez inducida, sea
completamente activa por varias horas.

S
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NH, 0, H0 NOH 0, HO
R )I\ R )I\ R )’k + °NO
~ H NH, > < ~ H NH, > \Z‘ ~ N NH,
NADPH NADP* 1/, NADPH 1/, NADP* )
L-arginina N®-hidroxi- L-citrulina Oxido
L-arginina Nitrico

Esquemal.Gener aci - n de datdliRada pRrdas diferentes isoformas de la NOS,
donde la oxidacion del grupo guanidinio del aminoacidoL-ar gi ni na g e-citelinacomMoN O vy
productos.

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

Si bien la INOS fue clasicamente descrita en fagocitos profesionales, mas tarde se

demostré que también estaba presente en otros tipos celulares como cardiomiocitos

(54). La isoforma inducible presente en los fagocitos profesionales esta especializada

en producir grandes canti d ad e s dras admér@ar su expresion luego de la

induccién por estimulos proinflamatorios como ser el IFN-o 'y e | |l i popolisac8ri
La i NOS sintetiza mayores cantidades de ANO qu
concentracion en estado estacionario de esta molécula cerca de 1000 veces (de nM a

e M) . Por otro | ado, la duraci-n en su producci
que la misma es degradada. La iINOS se localiza difusamente dentro del citoplasma, y

ademas en vesiculas que son transportadas hasta el fagosoma tras la activacion

macrofagica.

La activacién simultanea de iNOS vy la produccion intrafagosomal de O® , lleva a la

formacion de peroxinitrito dentro de la vacuola del fagocito. Asi el ANO formado en el

citosol del macréfago difunde a través de la membrana, y la formacion de peroxinitrito

ocurre en el sitio de produccién de 0% . La generacion de peroxinitrito explica la mayor

capacidad citotoxica de macrofagos contra muchos microorganismos, como T. cruzi (55,

56), Mycobacterium tuberculosis (57), y Leishmania sp. (58), entre otros.

Las isoformas endotelial y neuronal se expresan constitutivamente y pueden generar
concentraciones d e  AenCestado estacionario en el rango nM, participando en
procesos donde e | Adili@ como molécula sefalizadora (59).

La NOS endotelial (eNOS), modula el tono vascular a través de la activacion mediada
por ANO de guanilato ciclasa y consecuente formacién de cGMP en el musculo liso,
como se describio anteriormente.
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La tetrahidrobiopterina (BH.) es un cofactor requerido por todas las isoformas de NOS
para su actividad, aunque su rol preciso en el mecanismo de reaccion ha sido
controversial. Sin embargo, si los niveles de BH4 intracelulares se vuelven insuficientes
para sostener la actividad de la enzima, se produce el desacople entre la oxidacion de
la L-arginina y la reduccion del oxigeno molecular, lo que resulta en la formacion de O,®
por reduccién monoelectronica del O, en el dominio oxigenasa. Esta situacion, que se
conoce como desacople de la NOS, también ocurre frente a bajas concentraciones de
L-arginina, asi como por oxidacion y desensamblaje del cluster Zn*-tiolato presente en
la enzima (60).

Este estado desacoplado de la eNOS, lleva a la co-existencia simultanea de O, y ANO,
por lo tanto a la formacion de peroxinitrito en el citosol celular. El desacople de la eNOS,
ha sido asociado con diferentes trastornos que involucran disfuncién endotelial, como la
hipertensién y la aterosclerosis, entre otras (53, 61).

Diéxido de nitrogeno (INO,)

El diéxido de nitrégeno ('NO2) es una especie radicalar gaseosa a 25°C y 1 atm. Tiene
baja solubilidad en agua y dimeriza a N204, el cual es mas soluble en agua, pero
rapidamente homoliza a NO2' y NO3' (k = 1000 s?) (62). Sin embargo, bajo condiciones
fisiolégicas donde la concentracion de ™NO; es baja (<1 & M) , l a dimerizaci - n
proceso reversible (Keq = 7 x 10* M), compite con reacciones bimoleculares de "NO,
con diferentes blancos presentes en mayor concentracion (42).

Es un oxidante moderadamente fuerte (E°“\oano2® = 0.99 V (63)), y participa en
reacciones de recombinacién con otros radicales, adicion a dobles enlaces, reacciones
de transferencia de e', y es capaz de abstraer &omos de H del enlace Ct H en
compuestos aromaticos. Entre las reacciones de recombinacion se encuentran las
reacciones con radicales lipidicos y proteicos que llevan a la formacion de los
correspondientes compuestos nitrados. Es de destacar la reaccién a velocidades
controladas por difusién con el radical tirosilo (TyrOA en proteinas dando 3-nitrotirosina
(3-NO2-Tyr), un biomarcador clasico de nitracion (64).

En sistemas bioldgicos, existen diferentes fuentes endégenas de produccion de "NO,,
como: (i) la autoxidacion del ANO, mencionada mas arriba, (i) oxidacion de NO°
catalizada por diferentes hemo-peroxidadas (mieloperoxidasa MPO y eosinésilo
peroxidasa), (iii) oxidacion no enzimatica de nitrito por oxidantes fuertes de un electrén
como "OH, COs™ y ROQT, (iv) o proveniente de la homdlisis del enlace peroxilo (Ot O)
del &cido peroxinitroso (ONOOH), o del nitrosoperoxocarboxilato (ONO.CO,® ) aducto
formado entre el anién peroxinitrito y CO, (53), como se describe mas adelante.

Peroxinitrito (ONOO™ /ONOOH)
Quimica del peroxinitrito

El peroxinitrito (ONOQ® /ONOOH)?, es una especie altamente reactiva, central en el
desarrollo de esta Tesis. Es producto de la reaccién radicalaria entre superéxido (O.™ )

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

0,® + ANO — ONOO® k=0.51 1.9 x 10'° M*s* (26, 65) Ecuacion 8

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

La forma ani6nica (ONOQO?®) esta en equilibrio con su é&cido conjugado, &cido
peroxinitroso! (ONOOH, pKa = 6.8 (67)), Ecuacion 9. Por lo tanto, debido a su pKa a pH
fisiolégico predomina la forma anionica (80%), sobre la forma acida (20%).

+

ONOO ™ --—H—"‘ ONOOH Ecuacion 9

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

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

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

Esquema 2. El ONOOH puede sufrir homolisis a los radicales "NO2 y TOH con un 30% de
rendimiento (ks), o rearreglar a NO3® con un 70% de rendimiento (ka). Los radicales TOH y 'NO2
se pueden recombinar en la caja del disolvente para dar nitrato o difundir a la solucién.

La forma acida sin carga ONOOH puede difundir a través de membranas biolégicas
(constante de permeabilidad ~ 1 x 10 cm s1), mientras que el anion ONOO", puede
utilizar canales aniénicos (68).

El aniébn ONOQ" podria existir como dos isdmeros geométricos cis y trans, sin embargo
esta presente en soluciébn mayoritariamente en la forma cis, Figura 2.

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

La carga negativa en la conformacion cis del peroxinitrito estd parcialmente
deslocalizada sobre toda la molécula, lo que genera un enlace parcial débil entre los
oxigenos terminales, con la fuerza semejante a un enlace de hidrogeno. De hecho, esta
estabilizacién hace que el peroxinitrito tenga el pKa mas bajo (pKa = 6.8), que cualquier
otro peréxido, ademas esta deslocalizaciébn bloquea al peroxinitrito aniéon en la
conformacion cis limitando la rotacion del oxigeno terminal alrededor del enlace
OOt NO. Asi el oxigeno terminal del resto peroxilo no puede atacar directamente al N
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para formar nitrato (NO3' ), debido a que la contraccién del &ngulo O-O-N generaria una
fuerte repulsion entre el oxigeno peroxilico terminal y el oxigeno unido al N, Figura 3.
Por el contrario, el oxigeno terminal en el isbmero trans puede atacar directamente al
nitrégeno por contraccion del angulo de enlace N-O-O, con un ligero alargamiento del
enlace peroxilo O-O permitiendo que el peroxinitrito trans se transforme directamente
en nitrato (70), Figura 3. La energia de activacion en la isomerizacioén entre las formas
cis y trans es de 211 24 kcal/mol, esta barrera es alta para que la isomerizacion ocurra
a una velocidad significativa a temperatura fisioldgica. Sin embargo, la protonacién para
formar acido peroxinitroso (ONOOH), reduce sustancialmente la barrera energética para
la isomerizacion del acido de cis a trans (70). A pesar de que el &cido peroxinitroso
también es més estable en la forma cis, puede isomerizar a trans y dar NOs' en una
considerable proporcion (~ 70%), a diferencia del ONOQ" .

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

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

L trans del peroxinitrito para formar nitrato
‘\ (NO3?3). Mientras gque este ataque esta mas
impedido para el isbmero cis. Figura tomada

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

El peroxinitrito es un potente oxidante y un nucle6filo fuerte, que puede generar
oxidaciones a multiples blancos biolégicos por uno o dos e', con potenciales de
reducciéon de E° onooi /An0Z 1.6 V'Y E® onooimozi = 1.3 V, respectivamente (71, 72).
Tiene una quimica intrincada, la cual depende del pH y puede seguir vias radicalares, o
participar en reacciones directas.

La reactividad del ONOQO' /ONOOH se divide en:

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

i) Reactividad indirecta o mediada por los radicales 'OH y INO, derivados de la homolisis
del enlace peroxilico del &cido peroxinitroso: en este caso la velocidad de
descomposicion del ONOOH dependen del pH con una k de velocidad de 0.9 s* a pH
7.4y 37°C que aumenta con la disminucién del pH (53).

El peroxinitrito puede ser sintetizado quimicamente al hacer reaccionar H>O» con
NaNO,, o alternativamente mediante irradiaciéon UV de NOs', y ha sido utilizado en
qguimica orgéanica para la hidroxilacion y nitracion de compuestos arométicos desde los
afos 20s (73). En estos primeros reportes se describe que al hacer reaccionar benceno
con una solucién de H>O, y HNO., y posterior alcalinizacién, se obtiene o-nitrofenol de
color rojo, técnica que era utilizada para detectar benceno en mezclas de hidrocarburos
(74).
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En los afios 50s, Halfpenny y Robinson reportan que el acido peroxinitroso se puede
utilizar para hidroxilar y nitrar compuestos aromaticos, y describen que las especies
responsables de estas modificaciones son efectivamente derivadas de la
descomposicién del &cido peroxinitroso. Sugiriendo que la homolisis de dicho acido
genera radicales TOH responsable de hidroxilar al benceno, mientras que la nitraciéon se
daria primeramente por formaciéon de un radical arilico por ataque del 'OH, y
posteriormente nitracién por el radical INO., otro radical derivado de la descomposicion
del acido peroxinitroso. En estas reacciones también observan la aparicion de un
producto minoritario difenilico (74).

Mas tarde en 1982 Blough y colaboradores, demuestran que el O.™ puede reaccionar
con el ANO para generar peroxinitrito ani-nico
basicas (pH 12-13) (75).

Debido a su corta vida media en células y tejidos (t1> <10 ms) (76), como se discutira
mas adelante, el peroxinitrito no se puede aislar y detectar en muestras biolégicas a
través de técnicas espectroscépicas directas. Sin embargo, la absorbancia UV de
ONOO? (02 nm = 1670 Mlcm™ (77)) es muy til en el laboratorio para la cuantificacién
de soluciones stock concentradas a pH alcalino ya que la forma anibnica es
relativamente estable en este medio (pH > 10).

Primeros reportes en el campo de la biologia

Si bien el peroxinitrito era utilizado en quimica orgénica desde principios del siglo XX,
las primeras evidencias de su formacion en organismos vivos aparecen a fines de la
década de los 80s cuando se estudiaba el factor de relajacién derivado del endotelio
(EDRF). Antes de conocerse efectivamente la identidad quimica del EDRF, se
observaba que la SOD aumentaba su vida media, por lo que se proponia que el O;™
era un scavenger o atrapador del EDRF. Esto ayudé a la identificacién del ANO como la
molécula responsable de la vasorrelajacion in vivo (78, 79). Una vez demostrado que
EDRF era ANO, el mecani smo tr as merdeentendidot i vaci - n
ya que la reaccion de ANO y O,™ para dar peroxinitrito ya estaba descrita en la literatura
guimica por Blough y colaboradores (75).

El descubrimiento del peroxinitrito como oxidante bioldgico, aparece una vez integrados
los datos obtenidos por fisidlogos en relacion al ANO, con la literatura quimica en cuanto
a su formacién y reactividad.

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

Generacion endogena

Como se explicaba més arriba, el peroxinitrito es producto de la reaccion radicalaria
entre ANO y O,™ en una reaccion favorecida cinética y termodinamicamente (k ~ 10%°
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Ms?). Sin embargo, si bien ambos precursores se forman fisiolégicamente en varios
tejidos, las concentraciones en estado estacionario de ambos radicales permanecen
bajas en condiciones basales, principalmente debido a la presencia de otros blancos
celulares y procesos competitivos que limitan su difusion y vida media.

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

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

Sin embargo, el ANO es una de las pocas biomoléculas capaces de reaccionar lo
suficientemente rapido con O™ y es producido en cantidades suficientes como para
competirle a la dismutacién por la SOD.

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

Por lo tanto, el ANO y O,™ se tienen que encontrar en tiempo y espacio en el medio
celular para que la reaccion tenga lugar. El radical O™ tiene una corta vida media y
esta cargado negativamente a pH fisiolégico (pKa = 4.8), lo que limita su difusién a
trav®s de membranas. Por otro | adgn,cargale ANO es
hidrofébica capaz de difundir a través de las bicapas lipidicas pudiendo difundir varios
diametros celulares. Entonces, dadas estas diferencias es de esperar que el peroxinitrito
se forme principalmente en el sitio de produccién de O™ (por ejemplo en fagosomas
de macréfagos, matriz mitocondrial y citosol) (19).

Reactividad en sistemas bioldgicos

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

i) Reactividad directa, donde el ONOO?® actia como nucléofilo fuerte. Una reaccion
clave es la adicion nucleofilica del anion a diéxido de carbono (CO;) (Reaccion 3,
Esquema 3) debido a que el CO, estd presente en alta concentracion en medios
biol6gicos (1.2 mM) y tiene una constante de velocidad moderadamente rapida (k = ~
10* M1s?) (82) para dar el aducto nitroso-peroxocarboxilato (ONO.CO,%), el cual
rApidamente homoliza para dar los radicales diéxido de nitrégeno ("NO_) y carbonato
(COs™) o isomeriza a nitrato (NOs') (83, 84). El radical COs™ es un oxidante
relativamente fuerte y el INO; es un oxidante mas moderado y también un buen agente
nitrante; por lo tanto, las especies radicalares derivadas de ONOOCO,® promueven
eventos oxidativos secundarios.

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

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

i) Reactividad indirecta o mediada por los radicales "OH y "NO, derivados de la
homolisis de acido peroxinitroso. EI ONOOH puede sufrir ruptura homolitica del enlace
peroxilo (Reaccion 2, Esquema 3) a'"OH y INO, (30%) o sufrir isomerizacién dando NO3'
(70%) (53).

‘NO, + CO5;"—

T 35%

[ON02C02 ] —) NO3 + COZ

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

Esquema 3. Vias de reaccion de peroxinitrito. 1) la forma aniénica del peroxinitrito (ONOQ?)

sef orma por la reacci-n control ada 2P (kr10PMfsd)si -n entr
el cual esta en equilibrio con su acido conjugado, acido peroxinitroso (ONOOH) con un pKa =

6.8. 2) El ONOOH puede sufrir homdlisis a los radicales "NO2 y TOH con un 30% de rendimiento

(k=0.9s1, apH 7.4y 37°C), o rearreglar a NO3" con un 70% de rendimiento. 3) El COz es un

blanco preferencial del ONOO' dando el aducto intermedio nitrosoperoxocarboxilato

(ONO2CO2" ), que descompone a los radicales 'NO2 y COs* en un 35% de rendimiento, o

isomeriza a NO3s' . 4) El ONOO" promueve reaccién directa de oxidacion por un electrén con

metales de transicion (Fe, Mn, Cu), y 5) reaccién de oxidacién por dos electrones con sustratos

RH. Adaptado de (53).

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

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

de tirosinas ha sido la méas estudiada y considerada clasicamente a esta modificacién
postraduccional como una huella de peroxinitrito.
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El mecanismo de formacién de 3-nitrotirosina (3-NO.-Tyr) in vivo implica un mecanismo
radicalar, no hay una reaccién directa bimolecular entre el peroxinitrito y la tirosina. En
cambio, el mecanismo radicalar implica una primera oxidacion por un oxidante fuerte de
un electron para dar el radical tirosilo (TyrA, que luego se combina con "NO; en una
reaccion controlada por difusion rindiendo 3-NO»-Tyr. Como oxidantes en la primer
etapa de oxidacion pueden participar los radicales derivados de peroxinitrito como "OH,
INO, y COs™, ademéas de complejos radicalares oxo-metalicos (compuesto | y Il de
hemoperoxidasas), peroxilos | i p2di cos (LIB®BH), entre otros
La incorporacién de un grupo nitro en el C3 del anillo fendlico, genera cambios en las
propiedades con respecto al aminoacido original, por ejemplo, se observa una gran
disminucion en el pKa del grupo -OH de aproximadamente 10.07 10.3a 7.2 7.5 para
tirosina libre y 3-nitrotirosina, respectivamente (64).

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

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

La nitracion de residuos de Tyr es un proceso de bajo rendimiento, no todas las
proteinas se nitran y, dentro de una proteina, no todos los residuos de tirosina van a ser
nitrados (solo 17 5 de 10.000 residuos de tirosina).

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

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

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

Otras modificaciones oxidativas

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

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



Introduccion

4. Estrés Oxidativo y Nitroxidativo

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

Por lo tanto, en 1985 se llega a un consenso en el campo de la biologia y de la
biomedicina donde se define por primeravez el conceptodefe st r ®s ocamodiraat i v 0 0
alteracion en el equilibrio prooxidante-antioxidante a favor del primero (94).

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

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

5. Deteccién de peroxinitrito

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

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

De hecho, mientras que el cambio en las propiedades de sefializacion d e | ANO haci a
vias oxidativas luego de reaccionar con O™ estd asociado con patologias en los
sistemas vascular y nervioso, la actividad antimicrobiana del ANO liberado por los
macréfagos depende en gran medida de la formacion de peroxinitrito.

En la pared vascular, afecciones como la hiperglicemia, la aterosclerosis y la
hipertensioén, llevan a un aumento en la formacién de O,™ , acortando la vida media del
ANO y causando disfuncién endotelial (66). La formacion de peroxinitrito da como
resultado la oxidacion y nitracion de biomoléculas que pueden contribuir aln mas a la
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degeneracién vascular. Su relevancia como mediador en varios estados patologicos
incluidas la neurodegeneracion, inflamacion, enfermedades cardiovasculares y proceso
de envejecimiento, ha motivado el desarrollo de una variedad de técnicas para su
deteccién y estimacion de su flujo de formacion en sistemas bioldgicos. Su deteccién
celular precisa representa un paso fundamental para comprender como los oxidantes
derivados del oxido nitrico afectan los procesos biologicos y es sumamente relevante
para posibles intervenciones farmacoldgicas.

Desafios en la deteccion de peroxinitrito

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

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

Teniendo esto en cuenta, y sabiendo [T] en determinada condicion celular especifica,
solo unos pocos blancos biolégicos son relevantes para peroxinitrito incluyendo COo,
peroxiredoxinas, glutatién peroxidasa, grupos hemo y algunos tioles proteicos. Siendo
las peroxiredoxinas las enzimas detoxificantes de peroxinitrito mas eficientes con una
constante de velocidad k D1i10 x 10’ M'!s'! y ademas se encuentran bastante
concentradas en diferentes compartimentos celulares. Asi, la mayor parte del
peroxinitrito producido endégenamente puede ser detoxificado por la accion de las
peroxiredoxinas. Sin embargo, el contenido de sistemas antioxidantes en cada tipo
celular es diferente. Ademas, la capacidad antioxidante no es estética, ya que esta
regulada a nivel de la expresién génica por diferentes estimulos prooxidantes y
proinflamatorios, lo que hace que la concentracién de blancos sea especifica para cada
tipo celular y en cada estado celular.

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

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

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

Métodos de deteccidn de peroxinitrito

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

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

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

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

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

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

Sondas fluorescentes para la deteccion de peroxinitrito

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

2 Se entiende por sonda molecular a una molécula organica, capaz de reaccionar con
determinado analito para estudiar las propiedades de éste Ultimo. Si alguna propiedad medible
de la sonda molecular utilizada cambia cuando interactta con el analito (como un cambio en la
absorbancia o fluorescencia), se pueden estudiar las interacciones entre la sonda y el analito.
Esto hace posible estudiar indirectamente las propiedades de compuestos y estructuras que
pueden ser dificiles de estudiar directamente.
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Se han disefiado una gran variedad de moléculas organicas para la deteccion de
peroxinitrito, que tienen diferente selectividad y sensibilidad. En general, estas
moléculas tienen baja o nula fluorescencia, y se vuelven fluorescentes después de
reaccionar con el oxidante.

La mayoria de las sondas fluorescentes reportadas para la medicién de peroxinitrito
dependen de la reaccién con sus radicales secundarios derivados (COs™ , INO,, TOH).
Sin embargo, en estos ultimos 10 afios se ha desarrollado un nuevo conjunto de
moléculas que reaccionan directamente con peroxinitrito, haciendo que el proceso de
deteccion sea mas directo, altamente selectivo, lo que posibilita su cuantificacion.

El principio de fluorescencia se basa en la emision de luz (de mayor longitud de onda)
por una molécula, posterior a la absorcion de energia electromagnética (h3).

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

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

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

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

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

Estas sondas no reaccionan directamente con peroxinitrito. EI mecanismo de reaccién
general es una oxidacién por oxidantes fuertes de un electrén como los radicales
derivados del peroxinitrito (TNO,, CO3™, "OH), produciendo un intermedio radicalar
aniénico (DCF™ ), que luego se oxida para dar estructuras resonantes responsables del
aumento de la emision de fluorescencia (DCF) (100) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de oxidacién de 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina (DCFH2). La sonda
reducida (DCFH2) se oxida por los radicales derivados de peroxinitrito y otros oxidantes de un
electron, produciendo un radical aniénico intermedio (DCF®) que se oxida por oxigeno
molecular, rindiendo el producto altamente fluorescente DCF. Las flechas finas muestran
reacciones alternativas y ciclos redox. AH3 representa ascorbato. (42).

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

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

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

i) Sondas electrofilicas: sondas que reaccionan directamente con ONOQ?®

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

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

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

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

) i ) [ 0._COOH HO
F3C cl o Cl 7] s
’ O e

B
0 E,NOC Eg“ ‘g CONEt,

HKGreen-1 HKGreen-2
1 1
N (o] (o] @,N (o] (o]
Fgc\r(\/©/cl @ o ‘ cl HO @ ~ ‘
HOOC i HOOC i

HKGreen-3 HKGreen-4

Figura 5. Estructuras quimicas de las sondas HKGreen. HKGreen-1, HKGreen-2 y HKGreen-3
son derivados de trifluoroacetona unida a diclorofluoresceina a través de un enlace éter arilico,
a BODIPY a través de un fenol y a un derivado de rodamina, respectivamente. HKGreen-4 es
un derivado de N-fenol-N-metilrodamina (99).

Boronatos: acidos y ésteres borénicos

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

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

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

caracteristica de acido de Lewis (106, 107).

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

Ecuacion 11

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

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

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

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

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















































































































































































































































































































































































































































































































