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1. RESUMEN/SUMMARY

El NO" es un radical libre gaseoso que actia como molécula sefializadora en numerosos
procesos bhioldgicos, ejerciendo su accion principalmente a través de modificaciones post-
traduccionales (PTMs), como la S-nitrosilacion y la nitracion de tirosinas proteicas. Estudios
recientes han demostrado que tanto el NO° como algunos de sus derivados pueden
interaccionar también con lipidos insaturados, generando moléculas denominadas lipidos
nitrados, nitrolipidos o nitroalguenos (NO2-FA). La capacidad sefializadora de los NO,-FA
reside fundamentalmente en la modulacién de la funcién proteica a través de una PTM de

aminoacidos nucleofilicos denominada nitroalquilacion.

En el presente trabajo analizamos el efecto del tratamiento con acido nitro-oleico (NO--
OA) en la actividad enzimética del sistema de la Peroxirredoxina 1 mitocondrial de
Saccharomyces cerevisiae (Prx1p), asi mismo, identificamos las posibles dianas de
nitroalquilacion de la proteina asi como la susceptibilidad de cada una de ellas a sufrir la
modificacion. Para ello, se utilizaron técnicas espectrofotométricas y técnicas de CL-MS/MS

y se realizaron analisis de modelizacién molecular de la Prx1p in silico.

Los resultados de este estudio mostraron que la nitroalquilacion de la Prx1p por el NO»-
OA provocaba una disminucion significativa de la actividad catalitica dependiente de la
concentracion de lipido nitrado. Asi mismo, se identificaron tres dianas de nitroalquilacion con
diferente susceptibilidad a nitroalquilarse, siendo la His 83 la que presentaba mayor tendencia
a modificarse, seguida de la His 123 y de la Cys 91. En conclusion, el analisis de estos
resultados indica que la nitroalquilacion de la Prxlp por NO2-OA puede constituir un

mecanismo de control de la actividad de este sistema antioxidante.

NO' is a gaseous free radical that acts as a signaling molecule in numerous biological
processes, exerting its action mainly through post-translational modifications (PTMs), such as
S-nitrosylation and nitration of protein tyrosine. Recent studies have shown that both NO™ and
some of its derivatives may also interact with unsaturated lipids, generating molecules called
nitrated lipids or nitroalkenes (NO2-FA). The signaling capacity of NO-FA lies principally in the

modulation of protein function through a PTM of nucleophilic amino-acids called nitroalkylation.

In this paper we analyze the effect of the treatment with nitro-oleic acid (NO»-OA) on the

enzymatic activity of system peroxiredoxin 1 mitochondrial of Saccharomyces cerevisiae



(Prx1p), likewise, we identify possible nitroalkylation targets and the susceptibility of each one
to nitroalkylate. To do this, we used spectrophotometric techniques, LC-MS/MS techniques

and molecular modeling analysis in silico of Prx1p.

The results of this study showed that nitroalkylation of Prxlp by NO>-OA caused a
significant decrease in catalytic activity depending on the concentration of nitrated lipid. Also,
three nitroalkylation targets were identified with different susceptibility to nitroalkylate, being
His 83 which showed the biggest tendency to be modified, followed by His 123 and Cys 91. In
conclusion, the analysis of these results indicates that the nitroalkylation of Prx1p by NO.-OA

could control the activity of this antioxidant system.

2. INTRODUCCION

2.1.  Oxido nitrico (NO).

El 6xido nitrico o mondéxido de nitrégeno (NO’) es un gas inorganico incoloro, de
pequefio tamafio, y es un radical libre debido a que presenta un electron desapareado en su
orbital externo, lo cual explica su elevada reactividad. EI NO' presenta una vida media
relativamente corta in vivo (menos de 10 s), siendo ligeramente soluble en agua y algo méas

soluble en solventes organicos (Stamler et al., 1992; Hughes, 1999; Wojtaszek, 2000).

En mamiferos, el NO' procede de la conversién del aminoacido L-arginina en L-citrulina
por la accién de la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS). Para dicha sintesis, ademas se
requiere la presencia de calmodulina (CaM) y de 4 cofactores: flavin mononucleétido (FMN),
flavin adenina dinucleétido (FAD), tetrahidrobioptenina (THB) y de nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NADPH) (Palmer et al., 1988).

Ademas, el NO' presenta naturaleza lipofilica que le permite atravesar las membranas
celulares y de esta forma reaccionar con diferentes macromoléculas como proteinas, lipidos

0 &cidos nucleicos, entre otras (Astier et al., 2011).



2.1.1. Sefalizacion mediada por 6xido nitrico.

A pesar de su naturaleza reactiva, el NO' es capaz de actuar como molécula
sefializadora en numerosos procesos biolégicos. En la células animales, las vias de
sefalizacibn mediadas por NO son tipicamente dependientes o independientes de GMP
ciclico (GMPc) (Hausladen et al., 1998).

Las vias de sefializacion mediadas por NO' dependientes de GMPc son iniciadas por
la activacion inducida por NO de la guanilato ciclasa (Stamler, 1994). Esta activacion da como
resultado la relajacion del musculo liso, la inhibicion de la agregacion de las plaguetas y
también, interviene en los sistemas sensoriales incluyendo visualizacion y olfaccion (Schmidt
y Walter, 1994).

Las vias de sefializacion mediadas por NO independientes de GMPc se denominan
reacciones de nitrosaciéon (Hausladen et al., 1998). En este caso, el NO actlla sobre proteinas
(receptores, canales idnicos, enzimas y factores de transcripcion) que poseen metales de
transicion y/o residuos de tiol y tirosina, estratégicamente situados a cada sitio alostérico o
activo (Stamler, 1994).

2.1.2. Modificaciones post-traduccionales por 6xido nitrico.

El 6xido nitrico ejerce su accion principalmente a través de modificaciones post-
traduccionales, tales como la S-nitrosilacion y la nitracion de tirosinas, modificaciones que

pueden regular la funcién de las proteinas diana (Astier y Lindermayr, 2012).

La nitracion de tirosinas proteicas, que estd mediada principalmente por el peroxinitrito
(ONOO), consiste en la adicion de radicales NO2 a uno de los dos orto-carbonos equivalentes
del anillo aroméatico de los residuos de tirosina generando 3-nitrotirosina (Gow et al., 2004 ;
Radi, 2004). Esta modificacién puede provocar una ganancia, pérdida o ningn cambio en la

funcion de la proteina (Souza et al., 2008; Radi, 2013).

La S-nitrosilacion consiste en la adicién de un grupo NO a un tiol de cisteina que conduce
a la produccién de S-nitrosotioles (SNOs). Esta modificacion,también puede alterar la funcién

de una amplia variedad de proteinas (Hess et al., 2005; Astier et al., 2011).



2.2.  Acidos grasos nitrados (NO2-FA) o nitroalquenos.

En este trabajo nos vamos a centrar en el estudio de los acidos grasos insaturados
nitrados (NO2-FA), también conocidos como nitroalquenos o nitrolipidos. Estos actian como
mediadores de sefializacion del 6xido nitrico, son quimicamente mas estables y tienen un
tiempo de vida mas largo, siendo excelentes moléculas en procesos de sefializacion celular
(Geisler y Rudolph, 2012). Otro aspecto a tener en cuenta es que la conjugacién de los dobles
enlaces promueve reacciones de adicion de radicales, haciendo a estos &cidos grasos
conjugados mucho mas reactivos en las reacciones de oxidacion y nitracion (Huyser et al.,
1966). Ademas son moléculas con potentes propiedades a nivel antiinflamatorio y

cardiovascular (Mata-Pérez et al., 2016).

2.2.1. Formacién de los &cidos grasos nitrados.

Las especies reactivas tanto de oxigeno (ROS) como de nitrégeno (RNS) procedentes
del estrés oxidativo y nitrosativo se consideraban inicialmente compuestos toxicos, pero ahora
se sabe que son mediadores de sefializacibn que promueven una amplia gama de
modificaciones en proteinas, ADN, aminoéacidos y &cidos grasos insaturados (Baker et al.,
2004; Finkel, 2003).

Existen varias aproximaciones experimentales para la sintesis de acidos grasos
insaturados nitrados (Figura 1), como son la nitroselenacién, la nitracion en medio acido y
oxidacién tanto por peroxinitrito como por otras especies derivadas del 6xido nitrico. Aunque
aun se desconoce el mecanismo de formacion de nitrolipidos in vivo (Rubbo y Radi, 2008),
pero numerosos trabajos in vitro sefialan que las vias mas probables involucran la reaccion
de los acidos grasos con NO- (diéxido de nitrégeno), ONOO-, NO' o NO; (nitrito) en medio
acido (Freeman et al., 2008). En la actualidad se han descrito distintas hip6tesis sobre las vias

de formacion de estas moléculas in vivo:

e EI NO, es un potente agente oxidante y nitrante, que puede proceder de la
autoxidacién del 6xido nitrico, especialmente en compartimentos hidrofébicos (Fukuto
et al., 2012), de la homolisis del peroxinitrito o de la acidificacion del nitrito a acido
nitroso a bajo pH (pH<4) (Trostchansky et al., 2009), el cual produce en medios
acuosos dioxido de nitrogeno (NO.), trioxido de dinitrogeno (N2Os) y tetroxido de
dinitrégeno (N2O.), todos ellos candidatos para mediar la reaccion de nitracion (Baker

et al., 2009). El diéxido de nitrdgeno reacciona mediante un ataque al doble enlace
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produciendo un radical B-nitroalquilo el cual bajo condiciones de baja tension de
oxigeno, reacciona con otra molécula de dioxido de nitrégeno formando un dinitro-
alcano y/o un nitro-nitrito alcano, intermediarios inestables que se descomponen a
nitroalquenos. Alternativamente, la hidrélisis de los alcanos nitrogenados puede
promover la formacién de nitro-alcoholes (derivado nitrohidroxilo). Por el contrario, en
ambientes con alta tensiobn de oxigeno predominaran reacciones de peroxidacion
lipidica (Figura 1) (Rubbo et al., 2009).

Otro mecanismo de nitracion de los acidos grasos es a través del peroxinitrito. Este se
forma a partir de la reaccién entre el éxido nitrico y el anién superéxido. El peroxinitrito
junto con el &cido peroxinitroso son potentes oxidantes que pueden llevar a cabo la
nitracién de los 4cidos grasos insaturados, siendo esta favorecida a bajas tensiones
de oxigeno (Figura 1) (Rubbo et al., 2009).

La adicién ibnica del idn nitronio es otro mecanismo de formacion de nitroalquenos por
sustitucién electrofilica en el doble enlace. Este i6n nitronio se pueden formar a través
de reacciones de transicion metalica con el peroxinitrito (Figura 1) (Trostchansky y
Rubbo, 2008).
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Figura 1. Sintesis de acidos grasos nitrados (figura extraida de Trostchansky y Rubbo, 2008).

2.2.2. Propiedades bioldgicas de los acidos grasos nitrados.
Las principales funciones bioldgicas de los acidos grasos nitrados son:

e Capacidad de liberacion de 6xido nitrico (NO’). Los &cidos grasos nitrados pueden
actuar como potentes donadores de NO', capacidad que le ha otorgado a estas
moléculas una funcion sefializadora (Faine et al., 2010). Bésicamente se han
propuesto dos mecanismos para la liberacion de NO en medio acuoso:

— Una reaccion de Nef modificada que involucra principalmente la formacién de
un intermediario nitroso que rapidamente decae para liberar HNO o NO
(Geisler y Rudolph, 2012).




— Un reordenamiento del nitroalqueno a éster de nitrito seguido de una homolisis
del enlace N-C para formar NO y el correspondiente grupo enol (Geisler y
Rudolph, 2012).
Estabilidad hidrofobica. Los acidos grasos nitrados son altamente estables en
polietilenglicoles, alcoholes y otros solventes organicos menos polares. Por tanto, los
nitroalquenos son estables en ambientes hidrofébicos como las membranas celulares
y las lipoproteinas, sirviendo asi como reservorios enddégenos (Freeman et al., 2008).
Formacion de aductos de Michael: nitroalquilacion (Figura 2). La caracteristica mas
sorprendente de estos acidos grasos nitrados es su caracter electrofilico, es decir, son
moléculas pobres en electrones que se encuentran atraidas por los nucledfilos, que
son moléculas ricas en electrones (Chattaraj et al., 2006). Por tanto, estos &cidos
grasos nitrados pueden producir modificaciones post-traduccionales (Geisler vy
Rudolph, 2012). Debido a su estructura, el B-carbono adyacente al carbono unido al
grupo nitro (a-carbono), tiene caracter de electréfilo débil y representa una diana
excepcional para el ataque nucleofilico (Schopfer et al., 2011). Esta reaccion se
denomina adicién de Michael e implica la formacion de un enlace covalente entre el
nucledfilo y el electrofilo (Rudolph et al., 2009). Esta reaccion para los acidos grasos

nitrados se denomina especificamente nitroalquilacién (Rubbo y Radi, 2008).

) Nucledfilo

Electrofilo ADUCTO DE MICHAEL

Figura 2. Reaccion de nitroalquilacion entre un nitroalqueno y el
grupo tiol de la cisteina de una proteina (Figura extraida de Geisler
v Rudolph, 2012).

Los principales nucledfilos biolégicos son los grupos tiol de las cisteinas

constituyentes de proteinas y del tripéptido antioxidante glutation (GSH) que se
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consideran nucledfilos débiles (estan asociados a orbitales vacios por lo que se
polarizan y se oxidan mas facilmente) (Alexander et al., 2006); las aminas primarias y
secundarias de la lisina y la histidina que se consideran nucledfilos fuertes (son
altamente electronegativos y mas dificiles de polarizar) (Rudolph y Freeman, 2009).
Los acidos grasos insaturados nitrados reaccionan con residuos de cisteina e histidina,
siendo éstas sus principales dianas (Rubbo and Radi, 2008). Hay que tener en cuenta
gque en sistemas bioldgicos no todos los grupos tioles (Cys-SH) de las cisteinas son
capaces de reaccionar con electréfilos. Sélo el anion tiolato desprotonado de la
cisteina (Cys-S’) es la especie reactiva mas facilmente sometida a oxidacion o

nitroalquilacion (Netto et al., 2007).

2.2.3. Acido graso nitro-oleico (NO,-OA).

El acido graso nitro-oleico (NO2-OA) pertenece a la familia de los acidos grasos
nitroalquenos electrofilicos formado por la reaccion entre un acido graso insaturado (acido
oleico), oxido nitrico (NO') y nitrito (NO%), derivados del NO, que son promovidos por

condiciones pro-oxidativas de inflamacién.

El acido oleico es un liquido oleoso e incoloro. Su férmula quimica es CigH3402. ES un
acido graso monoinsaturado, es decir, que tiene so6lo un doble enlace en su estructura
guimica, concretamente en el carbono 9, por ello, pertenece al grupo de los omega 9 (w-9)
(Naik et al., 1995).

En este trabajo utilizaremos este nitroalqueno por su gran abundancia en la naturaleza
con respecto a los demas nitroalquenos y debido a su importancia biol6gica en numerosos
procesos (Tabla 1) (Mata-Pérez et al., 2016).



Nitroalqueno

Tabla 1. Accidn biolégica del acido graso nitro-oleico.

Accién biolégica

Referencia

Asociacién directa proteina/membrana

Inhibicion  del estimulo inflamatorio
inducido por liberacion de citoquinas
Inhibicion de la expresion de genes
mediados por NF-kB

Activacion de PPARY

Incremento del consumo de glucosa y la

sensibilidad a la insulina

(Gorcynski et al., 2007)
(Cui et al., 2006)

(Wright et al., 2006)

(Lima et al., 2003)
(Lima et al., 2003)

NO2>-OA Inhibicibn de metaloproteinasas de la (Bonaccietal., 2011)
matriz (MMP)
Inhibicién de la Keapl (Kansanen et al., 2011)
Inhibicion de GADPH (Batthyany et al., 2006)
Inhibicién del receptor de angiotensina (Zhang et al., 2010)
Inhibidor de la xantina-oxidorreductasa (Kelley et al., 2008)
Inhibicién de epoxido hidrolasa soluble (Charles et al., 2011; Charles
et al., 2014)
2.3. Peroxirredoxinas.

Las peroxirredoxinas (Prxs) son una familia ubicua de enzimas antioxidantes que
controlan los niveles de perdxido inducido por citoquinas, y en consecuencia, median en la

transduccion de sefiales en células de mamiferos (Rhee et al., 2005).

Las Prxs son peroxidasas que se encuentran en todos los organismos con la Unica
excepcion, de Borrelia burgdorferi y otras especies de Borrelia. Los mamiferos expresan seis
tipos de proteinas Prx diferentes a partir de genes distintos (Prx I-Prx VI) (Veal et al., 2007), y
E. coli expresa tres (AhpC, Tpx y BCP) (Link et al., 1997).

En bacterias, la principal funcion de la Prx consiste en mantener unos niveles
intracelulares apropiados de H.O, (Seaver y Imlay, 2001). En plantas, protegen el aparato
fotosintético del dafio oxidativo (Rouhier y Jacquot, 2005). En mamiferos, estan implicadas en

la regulacion de procesos tales como la proliferacion celular, la diferenciacion, la muerte
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celular y la sefalizacion intracelular (Kang et al., 2005; Veal et al., 2007; Poole y Nelson,
2008). También se ha demostrado que estas proteinas se expresan de forma aberrante en el

cancer, afectando a la sensibilidad de las células a la radiacion (Zhang et al., 2009).

Actualmente, en mamiferos la familia de las Prx esta constituida por seis subfamilias que
presentan diferentes caracteristicas estructurales y cinéticas (Soito et al., 2010). Pero
basandonos en el nimero de residuos de Cys que participan en la catalisis, se dividen en dos
grupos:

e Prx 2-Cys, presentan dos residuos de cisteina que estan directamente involucrados
en la actividad enzimética, una actuando como peroxidatica (Cp) y la otra como
resolutiva (CR).

e Prx 1-Cys, son aquellas que solo contienen un residuo de Cys, la cual actia como

peroxidatica, careciendo de la Cys resolutiva (Wood et al., 2003).

2.3.1. Ciclo catalitico de las peroxirredoxinas.

A pesar de las diferencias estructurales y cinéticas, todas las Prxs comparten el mismo
ciclo catalitico basado en un residuo conservado activo de cisteina, la Cys peroxidatica (Cp),

cuya funcién es reducir directamente los peréxidos.

El ciclo catalitico se puede dividir en tres etapas: la peroxidacion, la resolucién y el
reciclado. En el primer paso, la Cp-S™ es oxidada a un 4cido sulfénico (Cp-SOH) por el sustrato
peréxido; en el segundo paso, se forma un disulfuro entre Cp y una segunda Cys resolutiva
(CR) proporcionada por la misma proteina (mecanismo de 2-Cys atipico) o por otra proteina
(mecanismo de 2-Cys tipico) o pequefia molécula (mecanismo 1-Cys). Por dltimo, en el tercer
paso, el reciclaje se produce por la reduccién del disulfuro por otra proteina o una pequefia

molécula tiol regenerandose los tioles libres, CP-SH y CR-SH (Figura 3) (Hall et al., 2011).
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Mecanlsmo de 2-Cys tipico

JSH Hs R°°" N LC | -soH HS MZ S-S
s sS
.......... HE” ..~ VHH
Trx, G8H, Cyp

Mecanismo de 2-Cys atipico

T SOH 3
l L—Z; 3 _Z.
/SH N /SH
Mecanismo de 1-Cys
-SH ROOH ROH -SOH

Ny

. o
......

Trx, Ascorbate

Figura 3. Mecanismos de accién de las peroxirredoxinas
(Barranco-Medina et al., 2009).

2.3.2. Peroxirredoxina 1 de Saccharomyces cerevisiae.

La peroxirredoxina 1 mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae (Prx1p) se encuentra
codificada por el gen YBLO64C ORF. La secuencia completa contiene tres residuos de
cisteina en las posiciones 6, 38, y 91 (Figura 4). Al estudiar las propiedades moleculares y

bioguimicas de la Prx1p, se obtuvieron tres formas recombinantes.

e N21Prx1p, la cual fue disefiada de acuerdo a una matriz mitocondrial prediciendo el
sitio de corte de la peptidasa entre Q21 y A22.

e N21 (S) Prx1p forma sintetizada por una mutagénesis dirigida, donde la Cys38 ha sido
sustituida por serina.

e N39Prx1p forma recombinate que carece de los primeros 38 residuos, (Pedrajas et
al., 2000; Pedrajas et al., 2010).

En realidad, el extremo N-terminal de la Prxplp madura presente en la matriz mitocondrial

comienza en el residuo 39 como se ha determinado experimentalmente. Por lo tanto, la
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proteina madura sélo contiene una cisteina, la Cys91 (Vogtle et al., 2009). Concretamente

para este trabajo se ha utilizado la forma N39Prx1p.

Este tipo de peroxirredoxina presenta la peculiaridad de poseer una sola cisteina en la
secuencia, cisteina que es la encarga de llevar a cabo el ciclo catalitico, es decir, este residuo

acttia como peroxidatica (Kumar et al., 2011).

N39Prx1p

c6 N21Prxlp

MFESRICSAQLKRTAWTLPKQAHLOQSQTIKTFATAPILCKQFKOQSDOPRLRINSDAPNFD

Cc91
ADTTVGKINFYDYLGDSWGVLFSHPADFTPVCTTEVSAFAKLKPEFDKRNWVKLIGLSY

EDVESHEKWIQDIKEIAKVKNVGFPIGDTFRNVAFLYDMVYDAEGFKNINDGSLKTVRS

VEVIDPKKKIRLIFTYPSTVGRNTSEVLRVIDALQLTDKEGVVTPINWQPADDVIIPPSVS

NDEAKAKFGQFNEIKPYLRFTKSK

Figura 4. Secuencia de aminoacidos de las tres posibles formas recombinantes

que codifican la peroxirredoxina 1 mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae.

2.3.2.1. Ciclo catalitico de la peroxirredoxina 1 de Saccharomyces cerevisiae.

En este caso, el ciclo catalitico consta también de tres etapas, pero debido a la
existencia de una sola Cys, la cual es la peroxidatica (Cp), la Cys resolutiva (CR) es
proporcionada por otra proteina o pequefia molécula. Estudios sobre ello, han demostrado
que la tiorredoxina 3 mitocondrial (Trx3p), junto con la tiorredoxina reductasa 2 (TrxR2p),
apoyan la actividad de la peroxirredoxina 1 de S. cerevisiae in vitro (Pedrajas et al., 2000). Sin
embargo, estudios evidencian que la Trx3p no estd implicada en el mecanismo in vivo
(Greetham y Grant, 2009). Concretamente, lo que ocurre es que los peréxidos oxidan la

cisteina formando acido sulfénico, que luego pueden ser glutationilado a través de una
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reaccion con GSH. Este disulfuro mixto es un sustrato para la reduccion por TrxR2p, que

produce la regeneracion de la Prx1 (etapa de reciclaje) (Pedrajas et al., 2010).

3. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo consistio en el analisis de la modulacion funcional
por nitroalquilacion mediada por lipidos nitrados del sistema antioxidante constituido por la
peroxirredoxina 1 mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae. Para llevar a cabo este objetivo

general, se establecieron los siguientes objetivos parciales:

e Sintesis del acido graso insaturado nitrado: 4cido nitro-oleico (NO2-OA).

e Obtencion del sistema antioxidante, peroxirredoxina 1 mitocondrial de
Saccharomyces cerevisiae.

¢ Identificacion de las dianas de nitroalquilacion de la peroxirredoxina 1 mitocondrial.

e Determinacion del efecto producido por el &cido graso nitrado en la actividad del

sistema antioxidante.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Sintesis de la peroxirredoxina 1 mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae.

La sintesis de la peroxirredoxina 1 mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae se
realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Pedrajas et al. (2016). Para ello, se desarroll6 un
cultivo de E. coli, transformada con el vector de expresion pET15b-N39PRX1, en 250 mL de
medio LB con 50 mg/mL de ampicilina, a 25° C y agitacion. En la fase exponencial de
crecimiento (DOsoo = 0,5) se afiadio IPTG (0,5 mM) y se continué incubando a 25° C durante

una noche.

Tras la incubacion se recolectaron las células de E. coli por centrifugaciéon a 5000xg
durante 15 minutos a 4° C. El precipitado de células se disolvio en 10 ml de Tris-HCI 20 mM,
pH 8, conteniendo NaCl 0,1M, 7 mg de lisozima y 150 pg de DNasa |. Seguidamente, las
células se lisaron con un sonicador Bandelin Sonoplus HD 2070 MS 72 Titanium microtrip,
durante 30 minutos a la maxima potencia permitida en pulsos de 1 segundo, utilizando un
bafio de agua-hielo para mantener la muestra en frio. EIl homogenado se centrifugd a 12000xg

durante 15 miny el sobrenadante (ELC, extracto libre de células), tras filtrarlo, se pasoé a través
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de una columna IMAC (TALON Metal Affinity, Clontech), de 3 x 1 cm, equilibrada con Tris-HCI
20 mM, pH 8, NaCl 0,1M. La columna fue lavada con dicho tampdn conteniendo imidazol 5mM
y, finalmente, la proteina recombinante Histag-N39Prx1 se eluy6 con TrisHCI 20 mM, pH 8

conteniendo NaCl 0,1M e imidazol 200mM. El flujo de la cromatografia fue de 1 mL/min.

Seguidamente, para eliminar la cola de histidina se afiadié 1 U de trombina por mL de
disolucion de proteina purificada y se incub6 a temperatura ambiente durante dos horas.
Finalmente, la preparacién se dializé6 (membranas Spectrapor 1) frente a tampén Tris-HCI 20
mM, pH 8 con NaCl 0,1M. La concentracién de la proteina purificada se determin6 en funcién

de su coeficiente de extincion a 280nm (€ = 23950 M* cm™).

4.2. Sintesis del &cido graso nitro-oleico.

Para la realizacién de este trabajo hemos sintetizado el &cido graso nitro-oleico segun
publicaciones anteriores (Baker et al., 2005; Alexander et al., 2006) con una serie de
modificaciones. Se trata de un proceso de nitroselenacién. Para ello, se afiadieron cloruro de
mercurio (0.2407 g, 0.88 mmol), bromuro de fenilselenio (9 mg, 0.388 mmol) y nitrito sédico
(48 mg, 0.7092 mmol) a una solucién de acido oleico comercial (Sigma) (0.1 g, 0.3546 mmol)
en tetrahidrofurano: acetonitrilo (1:1, 11.7 ml). Esta mezcla se introdujo en un bafio con hielo,
alcanzandose una temperatura de unos -14 °C, durante 4 horas, a continuacién, se mantuvo
a temperatura ambiente durante 30 minutos (todo ello en atmésfera de argén y en agitacion).
Tras este tiempo de incubacion, la mezcla se filtr6 y el solvente se eliminé mediante vacio. El
residuo resultante se resuspendié en tetrahidrofurano (2.2 ml), siempre bajo una atmésfera
de argén. Una vez disuelto, se introdujo en un bafio con hielo (0 °C) durante 10 minutos.
Posteriormente, se afiadié peréxido de hidrégeno (0.4 ml de una solucién al 30 %, 3.67 mmol).
Transcurrida 1 hora de incubacion la muestra se retird6 del bafio y se dej6 atemperar. A
continuacién, se extrajo la muestra lipidica con hexano (13,34 ml) y, posteriormente, se lavd
con una solucién saturada de cloruro sodico. Para eliminar cualquier resto de agua que
pudiera quedar en el extracto se afiadié sulfato de magnesio hasta que este deje de formar
grumos, producidos por la combinacién con el agua. La muestra se filtr6 y el solvente se
elimind6 mediante vacio. El producto obtenido se resuspendi6é con una mezcla de solventes
hexano: éter: acido acético (80:20:1, v:v:v). El producto se purific6 mediante una columna
cromatografica de silica gel 60 (dimensiones de las particulas de silica: 0,040; 0,8; 0,063mm),
usando como solventes hexano: éter: 4cido acético (80:20:1, v:v:v). Las diferentes fracciones

se analizaron mediante cromatografia en capa fina sobre placas analiticas de silica gel 60
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desarrolladas en una mezcla de hexano: éter: acido acético (70:30:1, v:v:v). Los productos
lipidicos se visualizaron revelando las placas cromatogréficas con yodo. Las fracciones que
contenian el &cido graso nitro-oleico se combinaron y se eliminé el solvente en un rotavapor.
A continuacion, el producto evaporado se resuspendié en una mezcla de hexano: éter: &cido
acético (70:30:1, v:v:v) y se realizé una TLC (cromatografia en capa fina) preparativa. Una vez
desarrollada en el mismo sistema de solventes que en el que se disolvid la nuestra, se reveld
con luz ultravioleta y se observé la presencia de dos bandas. Las bandas correspondientes al
nitro-oleico se rasparon, se extrajeron con éter, se evaporaron y se disolvieron en cloroformo
deuterado para su analisis mediante RMN (resonancia magnética nuclear). El RMN nos
permite comprobar que el acido nitro-oleico sintetizado no estd contaminado por otros
residuos. Para el andlisis de RMN se conté con la orientacion del Dr. Manuel Melguizo Guijarro

del Departamento de Quimica Orgéanica de la Universidad de Jaén.

4.3. Tratamiento de la peroxirredoxina recombinante de Sacharomyces

cerevisiae (Prx1p) con el &cido graso nitro-oleico.

El tratamiento de la peroxirredoxina recombinante con el acido graso nitro-oleico se
realiz6 en una proporcién 1:5, utilizando las concentraciones de 10, 20, 40 y 50 uM de
peroxirredoxina y las concentraciones de 50, 100, 200 y 250 uM de acido graso nitro-oleico.
Previamente a la incubacion con el &cido graso nitrado, la peroxirredoxina, que se encontraba
en un tampén HEPES (HEPES 50mM, pH 8), fue tratada con TECP 1mM (tris 2-carboxietil
fosfina) durante 10 minutos en agitacion, el cual es un agente reductor que rompe los puentes
de disulfuro existentes entre las peroxirredoxinas, con el objeto de tener la proteina en forma

monomeérica.

Para eliminar el exceso del agente reductor las muestras fueron sometidas a una
filtracién por columnas (Protein Desalting Spin Columns, Thermo Scientific). Estas columnas
previamente deben equilibrarse, para ello, primero se realiza una centrifugacion a 1500xg
durante un minuto para eliminar el liquido que las conserva, y después debemos anadir 400l
del tamp6n HEPES 50mM, pH 8 y centrifugar a 1500xg durante un minuto, siendo necesario
repetir este Ultimo proceso dos veces mas. Tras equilibrarla, se filtra la muestra

centrifugdndola a 1500xg durante dos minutos.

A continuacion, se afladen a las distintas concentraciones de Prx las diferentes

concentraciones de nitrolipido indicadas anteriormente. Como control negativo se utilizé una
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muestra de Prx (10uM) tratada con metanol (el mismo volumen que se afiadié de nitrolipido,

5ul), ya que, el acido graso nitrado iba disuelto en este compuesto.

4.3.1. Anadlisis de la actividad enziméatica.

La determinacion de la actividad enzimatica se realizd espectrofotométricamente a 340
nm. Para ello, a las distintas muestras de peroxirredoxina, tratadas con diferentes
concentraciones de acido graso nitro-oleico como se ha mencionado en el apartado anterior,
se le afiadi6 NADPH 250uM, glutatién (GSH) 500uM, tiorredocina reductasa (TRR) 0,5uM,
tiorredoxina (TRX) 5uM y en Ultima instancia el sustrato, H.O, 100uM, en un volumen total de
100pl. La actividad enzimatica se expresé en mU de actividad enzimatica por mg de proteina

(mU/mg).

43.1.1. Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realiz6 con el programa STATGRAPHICS Centurion, y los
datos se analizaron mediante la prueba de la t de Student. Los datos se expresan como la
media + S.E.M. (error estdndar de la media) y las diferencias se consideraron significativas
cuando p<0,001(*).

4.3.2. Deteccién e identificacion de la nitroalquilacién mediante el andlisis
LC/MS/MS.

4.3.2.1. Digestion.

Se utilizaron 10ug de proteina de cada una de las siguientes muestras: 1) Prx1p
10pM+metanol; 2) Prx1p 10uM + 50uM de NO2-OA; 3) Prx1p 20uM + 100uM de NO,-OA; 4)
Prx1lp 40uM + 200uM de NO»-OA; 5) Prx1p 500uM + 250uM de NO.-OA. Para digerir las
proteinas se afiadid quimotripsina en &acido clorhidrico (HCI) 1mM (relacién de
enzima/proteina 1:20, 2,5ul de enzima 1mg/ml + 50ul de muestra) y se incub6 durante 16

horas a 37°C en una estufa y agitacion.

La quimotripsina es una enzima digestiva que puede realizar protedlisis. Esta formada
por una cadena polipeptidica de 245 residuos, con cinco enlaces disulfuro (-S-S-). Las dianas

de la quimotripsina son fenilalanina (F), triptéfano (w) y tirosina (Y) (Figura 5).
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Figura 5. Péptidos generados por la digestién de la quimotripsina sobre la secuencia
de la peroxirredoxina de Saccharomyces cerevisiae (Prx1p).

4.3.2.2. Desalado mediante columnas C18 por centrifugacion.

Tras el tratamiento con quimotripsina, las muestras se desalaron utilizando columnas
C18. El primer paso es activar las columnas, para ello, se afladen 200ul de la solucién de
activacion (metanol 50%) y se centrifuga a 1500xg durante un minuto. Este paso se vuelve a

repetir una vez mas.

Continuamos con el equilibrado de la columna, adicionando 200ul de la solucion de
equilibrado (acido trifluoroacético (TFA) al 0,5% y acetonitrilo (ACN) al 5%) centrifugando a

1500xg durante un minuto. Este paso también hay repetirlo una vez mas.

A continuacion, se afiaden las muestras y centrifugamos a 1500xg durante un minuto.
De manera que, nuestra proteina de interés se quedara retenida en la resina, separandose
asi de otras moléculas. Este paso también se vuelve a repetir para asegurarnos de que la

proteina de interés se encuentra retenida.

Después afadimos 200pl de la solucion de lavado (acido trifluoroacético (TFA) al 0,5%
y acetonitrilo (ACN) al 5%) y centrifugamos a 1500xg durante un minuto. Este paso se repite

una vez mas.

Finalmente se afiaden 20ul del tampdn de elucion (acetonitrilo (ACN) al 70%) y se

centrifuga a 1500xg durante un minuto, repitiendo el proceso una vez mas.
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El eluido obtenido se evaporoé y se resuspendié en 35ul de acido trifluoroacético (TFA)

al 1% y se centrifug6 a 15000xg durante 5 minutos.

4.3.2.3. Secuenciacion de péptidos mediante el CL-MS/MS.

Las muestras se inyectaron en un sistema cromatografico equipado con una columna
de pre-concentracién C18 (75 um id (diametro interno) x 2 cm y un tamafo de particula de
3um) y una columna analitica (75 ym id (didmetro interno) x 50 cm y un tamafio de particula
de 2um). Los péptidos se cargaron en la columna de pre-concentracion utilizando 1 % de
acido férmico como solvente. Los péptidos se eluyeron directamente a la columna analitica
con un flujo de 200 nl/min utilizandose un gradiente de 8-65 % de ACN /0.1 % de acido férmico
en 130 min. El sistema cromatografico se conecté on-line a un espectrémetro de masas de
alta resoluciéon Q-Exactive Orbitrap (Thermo Fisher) realizAndose el andlisis en modo de
barridos dependientes: un barrido completo utilizando el Orbitrap con una resolucién de 70000

y 15 barridos de MS/MS (15 en modo HCD) sobre los precursores mas abundantes.

4.3.2.4. Anéalisis de los datos de secuenciacion.

La identificacion de los péptidos en bases de datos se realizo utilizando el software
Protein Discovery 1.4. de Thermo-Instruments, lo que permitié la obtencién de los espectros

de los productos de nitroalquilacion.

La identificacién positiva de los péptidos nitroalquilados se realizé a través de la
busqueda de los iones hijos que presentaban un incremento del peso molecular debido a la

incorporacioén del nitro-oleico, lo que supone la adiccién de 327 Da.

4.3.3. Andlisis in silico de modelizacion molecular de la peroxirredoxina 1 de

Saccharomyces cerevisiae (Prx1p).

El analisis in silico de modelizacibn molecular de la peroxirredoxina 1 de
Saccharomyces cerevisiae se realizé con la colaboracion del Dr. Francisco Javier Lopez

Jaramillo del Departamento de Quimica Orgéanica de la Universidad de Granada.

Para ello, la estructura tridimensional de la Prx1p de S. cerevisiae se modelizé en el

programa Raptor X (http://raptorx.uchicago.edu/) utilizando como molde las estructuras de una
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nueva enzima peroxidasa humana y la peroxirredoxina 6 de Arenicola marina (PDB: 1prx y
2v2g) (Choi et al., 1998; Smeets et al., 2008) con una identidad de 46,82% y 45,45%,

respectivamente.

El andlisis de la calidad de los modelos se llevo a cabo mediante el analisis estructural
y el servidor de verificaciébn (SAVES) en lo referente a la evaluacion del entorno atbmico no
local (ANOLEA) (Melo y Feytmans, 1998), los perfiles tridimensionales mediante los

programas Verify3D (Eisenberg et al., 1997) y Procheck (Laskowski et al., 1993).

La estimacion del valor de pKa y el analisis de las interacciones se realiz6 con el
programa PROPKA 3,1 (Olsson et al., 2011). El algoritmo fue descrito originalmente por Li et
al. (2005) como un método empirico muy rapido que permite conocer la estructura proteica
basandose en la prediccién de los valores de pKa en funcién de la estimacién de los efectos
de desolvatacion y de las interacciones intraproteicas que provocan una modificacién del valor
de pKa estandar de los grupos ionizables.

5. RESULTADOS

5.1. Espectros de los productos de nitracion del acido oleico mediante

resonancia magnética nuclear (RMN).

Para apreciar mejor las caracteristicas propias de los espectros del NO.-OA hay que
indicar que el procedimiento de sintesis empleado produce la nitracion de carbonos vinilicos
(carbonos adyacentes a un doble enlace), esto es, la sustitucién del hidrégeno de un carbono

vinilico por un grupo nitro.

Debido a la equivalencia en reactividad de los dos carbonos vinilicos del acido oleico, su
nitracion genera dos isémeros de posicién, uno con el grupo nitro (-NOz) unido al carbono C(9)
(que designaremos 9-NO»-OA) y otro con el grupo nitro unido al carbono C(10) (que
nombraremos 10-NO»-OA) (Figura 6).
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Figura 7. Comparacion de los espectros de RMN de: a) &cido oleico;
b) mezcla de isomeros del acido nitro-oleico.



En la figura 7 se compara el espectro de RMN de cualquiera de los dos isomeros del
acido oleico nitrado con el espectro del &cido oleico, se puede apreciar el cambio estructural
que produce la nitracién. Ese cambio se manifiesta de forma mas acentuada en las sefales
del espectro generadas por los grupos que estan alrededor de la zona de nitracién. Asi, el
anico hidrégeno vinilico que queda en el &cido oleico nitrado experimenta un fuerte
desapantallamiento debido a la vecindad del grupo nitro, que es un fuerte electrén-atrayente,
de modo que la sefial de ese hidrégeno aparece a 7.07-7.08 ppm, mientras que en el acido
oleico de partida aparecia a 5.36 ppm. La presencia del grupo nitro también da lugar a un
importante desapantallamiento de los hidrégenos alilicos del acido oleico nitrado, de modo
que los hidrégenos alilicos de carbonos adyacentes al carbono nitrado desplazan su sefal de
resonancia desde 2.02 ppm (b) en el acido oleico, hasta 2.57 ppm (b’) en el nitro-oleico; el
otro tipo de hidrégenos alilicos, los enlazados al carbono adyacente al C-H vinilico, se
desplazan también desde 2.02 ppm (b) hasta 2.22 ppm (c’) por efecto de la introduccion del

grupo nitro.

Los espectros de ambos isémeros nitrados (9-NO2-OA y 10-NO,-OA) son bastante
similares, pues el patron estructural de sustitucion alrededor del grupo vinilo es muy similar
para sus dos extremos, de modo que las diferencias originadas por introduccién de un grupo
nitro en uno u otro de los carbonos del grupo vinilo producen espectros muy parecidos.

Nosotros hemos utilizado una mezcla de ambos isémeros debido a la dificultad de separarlos.
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5.2.  Actividad enzimatica de la peroxirredoxina de S. cerevisiae (Prxp1l).
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Figura 8. Actividad enzimatica de la peroxirredoxina 1 mitocondrial de S.
cerevisiae tras el tratamiento con diferentes concentraciones de acido graso
nitro-oleico: 0 (control), 50, 100, 200, 250 uM. Los valores que representan la
actividad especifica se muestran como la media de, al menos, tres
experimentos independientes, expresandose en mU/mg de proteina,
acompafado del error estadndar de la media (S.E.M.) y un (*) cuando las
diferencias entre tratamientos son significativamente diferentes desde un
punto de vista estadistico (p<0,001).

En la figura 8, podemos ver el efecto que produce la nitroalquilacion de la
peroxirredoxina de S. cerevisiae. La union del &cido graso nitro-oleico a las dianas de
nitroalquilacion presentes en la enzima, provoca una disminucién gradual de su actividad
enzimatica conforme se incrementan las concentraciones del &cido graso nitro-oleico.
Concretamente, a la maxima concentracion de nitro-oleico (250uM) se produce una
disminucidn significativa de la actividad enzimatica aproximadamente del 70% con respecto a
la muestra control (Prx1p sin tratar con el nitrolipido), siendo esta disminucién significativa
desde un punto de vista estadistico. Ademas, las barras de error revelan que los resultados

obtenidos son bastante homogéneos considerando cada tratamiento de manera individual.
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5.3. Espectros del producto de nitroalquilacion por el acido graso nitro-oleico en

la peroxirredoxina 1 mitocondrial de S. cerevisiae.

Tras la incubacion de la peroxirredoxina 1 mitocondrial (Prx1p) de Saccharomyces
cerevisiae con distintas concentraciones de nitrolipido (NO2-OA) se procedié a la digestién
con quimotripsina y a la deteccion e identificacion de las dianas nitroalquiladas mediante el
analisis CL-MS/MS. En este caso, se apreciaron diferentes espectros que contenian distintos

productos de nitroalquilacién tal y como se describe a continuacion.

En el primer caso, se identifico el péptido FSHPADF, que contenia la histidina 83,
diana de nitroalquilacion. Este péptido muestra susceptibilidad a la formacién de los aductos
de Michael (unién del 4cido graso nitro-oleico a las aminas de la histidina) a partir de una
concentracion de NO»-OA de 100uM. Tal y como observamos en la figura 9 (Paneles C, Dy
E), se aprecia un cambio en la masa molecular (MH*) del péptido, debido a la unién del NO»-
OA, el cual aporta 327 Da. La ruptura de este péptido generada por la ionizacién del ion
precursor, genera una serie de iones hijos con carga positiva que corroboran que es la His 83
la que sufre la nitroalquilacion, ya que, el ion hijo que contiene la diana de nitroalquilacién
también ve aumentada su masa en 327 Da, resultando el valor de 699,406 Da (372,166 Da +
327 Da). En cambio en los paneles Ay B (Figura 9), en los que no se detectd nitroalquilacién

vemos que el peso molecular del ion hijo es de 372,166 Da.

Ademads, los péptidos modificados por NO»-OA tienen una mayor hidrofobicidad,
eluyendo con mayores tiempos de retencion (RT) en comparacion con los péptidos no

modificados.

Aunque en este péptido la histidina 83 no se nitroalquila a una concentracion de NO.-
OA 50uM, hemos obtenido resultados similares con el péptido SHPADF, el cual se encuentra
incluido en el péptido anterior, en el que si se detecté nitroalquilacién tras el tratamiento con
NO2-OA 50uM.
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D) 200uM NO2-OA Nitroalquilacion
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Figura 9. Comparacion de los espectros obtenidos de un péptido (FSHPADF) por el andlisis del LC-
MS/MS. A) Espectro de la muestra control (peroxirredoxina tratada con metanol). B) Espectro de la
muestra tratada con NO2-OA 50uM. C) Espectro de la muestra tratada con NO2-OA 100uM. D) Espectro
de la muestra tratada con NO2-OA 200uM. E) Espectro de la muestra tratada con NO,-OA 250uM. Los
iones de los fragmentos peptidicos estan indicados con una “b” (color rojo) si la carga se encuentra
retenida en el extremo N-terminal y con una “y” (color azul) si la carga se encuentra retenida en el
extremo C-terminal, mientras que en color verde se encuentra representado el ion precursor que genera
los iones hijos. El subindice indica el nimero de residuos de aminoacidos en el fragmento considerado
ya sea del extremo N-terminal o el extremo C-terminal. El superindice indica la carga (+1 6 +2) del bloque
de fragmentacion. RT significa el tiempo de retencién. MH* representa el peso molecular del péptido+
una carga positiva. Con un circulo rojo se encuentra seleccionado el ion hijo que contiene la diana de
nitroalquilacién, siendo en este caso la histidina 83. El eje de la x esta representado por la relacion
masa/carga (m/z) de los componentes del péptido. En la secuencia del péptido se encuentra resaltada
(rojo y en negrita) la diana de nitroalquilacién (His 83), la cual la vamos a encontrar en mayudscula cuando
no se nitroalquile y en mindscula cuando se nitroalquile.
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En la figura 10 se muestra un segundo péptido generado tras la digestion con
quimotripsina (SHPADFTPVCTTEVSAF) y analizado por CL-MS/MS. Este fragmento
presenta una diana susceptible a la nitroalquilacion, la Cys 91. Dicho proceso ocurre a

concentraciones de NO2-OA de 200 y 250 uM (Paneles D y E), puesto que Unicamente en

estos casos se observa un cambio en la masa molecular del péptido, debido a la unién del

NO2-OA, el cual aporta 327 Da adicionales. Dicho aumento de la masa molecular se corrobora

en la masa del ion hijo que contiene la Cys 91, que pasa a ser de 1382,703 Da (1055,46 Da

+ 327 Da). Los paneles A, B y C, que se corresponden con las concentraciones de NO>-OA

de OpM, 50uM y 100uM, en ellos vemos que el peso molecular del ion hijo es de 1055,46 Da,

puesto que no se detecta nitroalquilacion.

Ademas, los péptidos nitroalquilados tienen una mayor hidrofobicidad, eluyendo con

mayores tiempos de retencién (RT) en comparacién con los péptidos no modificados.
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C) 100uM NOz-OA
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E) 250uM NOz-OA  gppADFTPVCTTEVSAF  Cys 91 Nitroalquilacién

MH?*: 2136,06 Da

160 o bx)' .
b7 952.45050 RT: 88,37 min
1o 756.32971
120 o

100 by’
225.09813
80 J be2 )
4719501 ©

508.21332

60 o
bis*

1713.83862

Intensidad (103)

-
w0 ] 655.28333

20 4

500 1000 1500 2000

m/z

Figura 10. Comparacién de los espectros obtenidos de un péptido (SHPADFTPVCTTEVSAF) por el
andlisis del LC-MS/MS. A) Espectro de la muestra control (peroxirredoxina tratada con metanol). B)
Espectro de la muestra tratada con NO,-OA 50uM. C) Espectro de la muestra tratada con NO»-OA
100uM. D) Espectro de la muestra tratada con NO»-OA 200uM. E) Espectro de la muestra tratada con
NO»-OA 250uM. Los iones de los fragmentos peptidicos estan indicados con una “b” (color rojo) si la
carga se encuentra retenida en el extremo N-terminal y con una “y” (color azul) si la carga se encuentra
retenida en el extremo C-terminal, mientras que en color verde se encuentra representado el ion
precursor que genera los iones hijos. El subindice indica el nUmero de residuos de aminoéacidos en el
fragmento considerado ya sea del extremo N-terminal o el extremo C-terminal. El superindice indica la
carga (+1 6 +2) del bloque de fragmentacion. RT significa el tiempo de retencion. MH* representa el peso
molecular del péptido+ una carga positiva. Con un circulo rojo se encuentra seleccionado el ion hijo que
contiene la diana de nitroalquilacion, siendo en este caso la cisteina 91. El eje de la x esta representado
por la relacibn masa/carga (m/z) de los componentes del péptido. En la secuencia del péptido se
encuentra resaltada (rojo y en negrita) la diana de nitroalquilacion (Cys 91), la cual la vamos a encontrar
en mayuscula cuando no se nitroalquile y en mintscula cuando se nitroalquile.

En la figura 11 se muestra el péptido SVEDVESHEKW, que contiene a la His 123, una
de las dianas de nitroalquilacion presente en la secuencia de peroxirredoxina mas susceptible
de establecer un aducto de Michael, ya que, se nitroalquila a bajas concentraciones de NO»-
OA. Este NO,-OA aporta 327 Da dando lugar a un incremento en el masa molecular del
péptido, asi como en la masa molecular del ion hijo. A concentraciones de 50uM, 100uM,
200uM y 250uM de NO,-OA (Figura 11, paneles B, C, D y E) vemos que el peso molecular
del ion hijo es de 926,53 Da (599,292 Da + 327 Da). Mientras que en el panel A, donde no se

detecta nitroalquilacion, el ion hijo presenta un peso molecular de 599,292 Da.

Ademas, los péptidos nitroalquilados presentan una mayor hidrofobicidad, eluyendo

con mayores tiempos de retencion (RT) en comparacion con los péptidos controles.
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D) 200uM NO2-OA Nitroalquilacidon
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Figura 11. Comparacion de los espectros obtenidos de un péptido (SVEDVESHEKW) por el analisis del
LC-MS/MS. A) Espectro de la muestra control (peroxirredoxina tratada con metanol). B) Espectro de la
muestra tratada con NO,-OA 50uM. C) Espectro de la muestra tratada con NO2-OA 100uM. D) Espectro
de la muestra tratada con NO2-OA 200uM. E) Espectro de la muestra tratada con NO,-OA 250uM. Los
iones de los fragmentos peptidicos estan indicados con una “b” (color rojo) si la carga se encuentra
retenida en el extremo N-terminal y con una “y” (color azul) si la carga se encuentra retenida en el
extremo C-terminal, mientras que en color verde se encuentra representado el ion precursor que genera
los iones hijos. El subindice indica el nimero de residuos de amino&cidos en el fragmento considerado
ya sea del extremo N-terminal o el extremo C-terminal. El superindice indica la carga (+1 6 +2) del blogue
de fragmentacion. RT significa el tiempo de retencién. MH* representa el peso molecular del péptido+
una carga positiva. Con un circulo rojo se encuentra seleccionado el ion hijo que contiene la diana de
nitroalquilacién, siendo en este caso la histidina 123. El eje de la x est& representado por la relacion
masa/carga (m/z) de los componentes del péptido. En la secuencia del péptido se encuentra resaltada
(rojo y en negrita) la diana de nitroalquilacion (His 123), la cual la vamos a encontrar en mayuscula
cuando no se nitroalquile y en mindscula cuando se nitroalquile.
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Tabla 2. Principales péptidos nitroalquilados identificados por LC-MS/MS tras la digestion de

la Prx1p, tras el tratamiento con distintas concentraciones de acido graso nitro-oleico.

MH* NO2-OA
Péptidos Cys His (Da) 50uM  100pM  200puM  250uM
FShPADF His83 1147,6 + + + +
SHPADFTPVCTTEVSAF Cys9l 2136,05 + +
SVEDVEShEKW His123 1671,84 + + + +

Las principales dianas de nitroalquilacion de la secuencia de la peroxirredoxina son la
histidina 83, la cisteina 91 y la histidina 123, quese muestran en la tabla 2 marcadas con rojo
y en mindscula. En esta tabla se observa que la histidina 123 y la histidina 83 se nitroalquilan
a concentraciones de NO»-OA inferiores mientras que la cisteina 91 requiere mayores
concentraciones de NO2-OA para nitroalquilarse. Todo ello, con una cobertura de identidad
del 88% con respecto a la secuencia de la proteina disponible en la base de datos utilizada

por el software Protein Discovery 1.4.

5.4. Andlisis in silico de la modelizacion molecular de la peroxirredoxina 1

mitocondrial (Prx1p) de Saccharomyces cerevisiae.

Con el objeto de analizar la diferente susceptibilidad a la nitroalquilacién de las dianas
observadas se procedi6 al andlisis de la modelizacion molecular de estos residuos diana. En
este caso, se aprecid que tanto la Cys 91, la His 83 y la His 123 se localizaban en el centro
activo de la molécula (Figura 12). Por otra parte, el analisis del modelo establecié que
diferentes residuos de arginina cercanos modificaban la susceptibilidad de las dianas de
nitroalquilacién, disminuyendo los valores de pKa con respecto al teérico en el caso de la His
83 y la His 123, incrementandolo en el caso de la Cys 91 (Tabla 3). Estos cambios en los
valores de pKa modificaban la susceptibilidad de las histidinas haciéndolas mas nucledfilas y

por tanto, mas proclives a nitroalquilarse.
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Tabla 3. Representacion de los valores de pKa de las tres dianas de nitroalquilacion, tras la

modelizacion.

Residuo pKa modelo pKa tedrico
His 83 1,62 6,5
Cys 91 13,41 9,0
His 123 4,17 6,5

l
Figura 12. Modelizaciéon de la estructura terciaria del sitio
activo de la peroxirredoxina 1 mitocondrial (Prx1p) de
Saccharomyces cerevisiae, donde se muestra la posicion de
las tres dianas de nitroalquilacion: His 83, Cys 91 e His 123.

6. DISCUSION

La modificacion post-traduccional (PTM) denominada nitroalquilacion tiene actualmente
una gran importancia en el proceso de sefializacion celular y hasta ahora ha sido poco
estudiada. Con el objeto de profundizar en esta modificacion post-traduccional en sistemas
antioxidantes responsables de los procesos de salubridad celular se eligié uno de los sistemas

antioxidantes con mayor presencia en los seres vivos como es la peroxirredoxina, en concreto,
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se estudio la peroxirredoxina 1 mitocondrial (Prx1p) de Saccharomyces cerevisiae. Este es un
sistema que controla los niveles de peréxido generados en las situaciones de estrés oxidativo,
evitando sobreproducciones descontroladas de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de
nitrogeno (RNS) (Rhee et al., 2005). En este sistema la actividad catalitica reside en la cisteina
91, residuo conservado encargado de llevar a cabo la reduccion de H,O; (Hall et al., 2011).
Se consider6 ademas un sistema adecuado porque tiene una sola cisteina que podria ser un

residuo nucleofilico que “a priori” podria ser una diana susceptible de nitroalquilarse.

Como agente nitroalquilante se selecciond el acido graso nitro-oleico (NO2-OA) por su
gran importancia biolégica al estar implicado en numerosos procesos de sefializacion
molecular en sistemas animales (Schopfer et al.,, 2011). Entre ellos destacan su probada
capacidad antiinflamatoria, ya que estimula la relajacion de los vasos sanguineos (Baker et
al., 2009); la inhibicion de la funcion celular inflamatoria (Trostchansky et al., 2007); la
induccién de la expresion de la respuesta a choque térmico (HSR) (Gesiler y Rudolph, 2012);
y la regulacion de las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) (Bonacci et al., 2011), entre
otras funciones. Ademas, es un nitrolipido abundante en la naturaleza con respecto a los
demdas nitroalquenos como son el acido nitro-araquidoénico, el &cido nitro-linoleico y el acido
nitro-linolénico, y es més estable que los anteriores debido a su monoinsaturacion (Schopfer
et al., 2011).

En la literatura cientifica los nitroalquenos se ha descrito que se aductan con los sistemas
que participan en el mecanismo catalitico (tiorredoxina (Trx) y tiorredoxina reductasa (TrxR)),
inhibiendo su actividad catalitica (Go et al., 2007) y potenciando la oxidacion de la Prx (Brown
et al., 2008). En nuestro estudio, la nitroalquilacion de la peroxirredoxina 1 mitocondrial
(Prx1p) de S. cerevisiae con el acido graso nitro-oleico generé un descenso gradual de la

actividad enzimatica (Figura 8) dependiente de las concentraciones de NO,-OA utilizadas.

Por otra parte, el analisis de las dianas de nitroalquilacién presentes en la peroxirredoxina
se realiz6 mediante el analisis por CL-MS/MS (tabla 2), el cual revel6 que la His 83 y la His
123 eran mas susceptibles a nitroalquilarse que la Cys 91, la cual requeria mayores
concentraciones de NO»-OA. Esto quizas pueda parecer una controversia, ya que, la
bibliografia disponible manifiesta que las cisteinas al tratarse de nucledfilos débiles son méas
susceptibles a nitroalquilarse que las histidinas (Schopfer et al., 2011), puesto que las
cisteinas presentan orbitales vacios por lo que se polarizan y se oxidan mas facilmente,
mientras que las histidinas son nucledfilos fuertes, altamente electronegativos y mas dificiles
de polarizar (Coles, 1984). Por tanto, la union del acido nitro-oleico a la cisteina 91, que

aparece a mayores concentraciones de nitrolipido, podria justificarse como una
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nitroalquilacién forzada, debido a la elevada concentracion de nitrolipido ensayada. Ademas,
hay que tener en cuenta que la cisteina a pesar de ser un nucledfilo débil y més susceptible
a la nitroalquilacién, no se encuentra en una zona superficial de la estructura proteica y
presenta una menor accesibilidad que las histidinas, tal y como se observa en el analisis de
modelizacion (Figura 12). Este andlisis justificaria que la nitroalquilacion observada en este

residuo se produjera a concentraciones mas elevadas de NO,-OA.

Por otra parte, a través del proceso de modelizacion tridimensional (Tabla 3) hemos podido
conocer los valores de pKa reales de los residuos de nitroalquilacion y por tanto, la
susceptibilidad de estos a nitroalquilarse. De hecho, aquellos residuos con un menor valor de
pKa, presentan mayor capacidad de desprotonacién (Sereda et al., 1993) y por tanto, seran
nucleofilos mas susceptibles de union al nitrolipido. El entorno de residuos que rodea a las
dianas de nitroalquilacion observadas, provoca un desplazamiento de los valores de pKa
tedricos de estas dianas modulando asi la susceptibilidad de nitroalquilacién. De hecho, el
modelo establecié que diferentes residuos de arginina cercanos modificaban la susceptibilidad
de las dianas de nitroalquilacion disminuyendo los valores de pKa con respecto al teérico, en
el caso de la His 83 y la His 123, incrementandolo en el caso de la Cys 91. Por tanto, los
residuos ordenados de mayor a menor susceptibilidad a nitroalquilarse serian: His 83> His
123 > Cys 91.

En este trabajo postulamos que los residuos de histidina, identificados como dianas de
nitroalquilacion, presentan una funcionalidad que afecta a la actividad enzimética de la
peroxirredoxina 1 mitocondrial (Prx1p) de S. cerevisiae. Estudios en diferentes enzimas, como
la catalasa y la Katgs, las cuales coinciden con las peroxirredoxinas en que usan el H.O, como
sustrato, se ha observado que los residuos de histidina (especialmente la His 123) intervienen
en la desprotonacion de la Cys peroxidatica favoreciendo asi la catélis (Regelsberger et al.,
2000; Smulevich et al., 2006). Otro ejemplo es la peroxidasa de rabano picante, donde la
histidina 123 fue reemplazada por Ala, Val y Leu mediante mutagénesis dirigida, mostrando
menores niveles de actividad catalitica (Rodriguez-Lopez et al., 1996). La disminucion de
actividad enzimatica observada en la peroxirredoxina 1 mitocondrial (Prx1p) de S. cerevisiae
tras los tratamientos con el acido nitro-oleico (Figura 8) puede justificarse fundamentalmente
por el impedimento estérico que ocasiona la nitroalquilacién de las histidinas en el proceso de
catalisis, mientras que en el caso de la nitroalquilacion de la cisteina peroxidéatica se afectaria

la actividad catalitica como tal.

El analisis de estos resultados indica que la nitroalquilacion de la Prx1p de S. cerevisiae

por el acido graso nitro-oleico puede constituir un mecanismo de control de la actividad de
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este sistema antioxidante. De hecho, se podria postular el control de la actividad de este
sistema antioxidante mediante los mecanismos que modulan la disponibilidad de este &cido

graso nitrado a nivel mitocondrial y celular.

7. CONCLUSIONES

e La nitroalquilacién de la peroxirredoxina 1 mitocondrial (Prx1p) de Saccharomyces
cerevisiae provoca una disminucion gradual de su actividad dependiente de la
concentracion de nitrolipido.

e Se identificaron como dianas susceptibles a nitroalquilacion por el acido nitro-oleico en
la peroxirredoxina 1 mitocondrial (Prx1p) de S. cerevisiae la His 83, la His 123 y la Cys
91.

e Los estudios de modulacién indican una diferente susceptibilidad a la nitroalquilacion
de las dianas identificadas, siendo la His 83 la que tendria mas tendencia a

nitroalquilarse seguida de la His 123, y finalmente la Cys 91.
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RESUMEN DE ASIGNATURAS DEL MASTER
Seguridad en el Laboratorio y experimentacion animal

Este curso ha tratado de mostrarnos la continua exposicion a una gran gamma de
riesgos a los que estamos sometidos cuando se trabaja en un laboratorio. Se ha llevado a
cabo una visién de la legislacién y prevencion de riesgos laborales de forma general. Y se ha
estudiado cada uno de los tipos de riesgo, entre los que podemos encontrar: biol6gicos,
quimicos, electromagnéticos, fisicos y eléctricos. También se ha estudiado la normativa sobre
experimentacion humana y animal y el comité de bioética al que estan sometidos, donde
hemos aprendido a redactar una solicitud para el Comité de bioética, para trabajar con un
determinado organismo que lo requiera. Los contenidos abordados en este curso se han visto
reforzados por la imparticion de una serie de charlas llevadas a cabo por profesionales de
diferentes universidades, mostrandonos la importancia de adquirir las competencias
anteriormente mencionadas y su aplicacion desde los conceptos tedricos aprendidos durante

el curso.

Protedmicay dinamica de proteinas

En este curso se estudian los procesos de plegamiento, recambio, degradacion,
maduracién y transporte de proteinas y , a continuacion, los principios, metodologia y
aplicaciones de la prote6mica. Las técnicas de caracterizacion de proteinas y protedmica son
herramientas fundamentales utilizadas en la investigacion basica, biotecnoldgica y biomédica
por lo que, en este curso, se trabajaron aspectos en los que las competencias finales se
tradujeron en aprender a manejar bases de datos de biologia molecular y darle un uso en
tareas de investigacion, conocer los fundamentos de la dindmica de proteinas y protedmica,
disefiar y planificar experimentos de investigacion asi como disefiar estrategias
experimentales alternativas, capacidad de manejar bibliografia y documentacién cientifica en
inglés asi como desarrollar una exposicion escrita y oral de proyectos de investigacion y sus
resultados . Por ultimos llevamos a cabo un estudio préactico en el cual aplicamos la técnica 2-
D PAGE, la cual nos permite separar a las proteinas en primer lugar en funcion de su punto
isoeléctrico y posteriormente en un gel de poliacrilamida se separa segun su tamafio. Estas
nociones tedrico-practicas se han visto complementadas con una serie de charlas que han

ahondado en el enfoque biotecnoldgico de la proteémica.
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Regulacion de la expresion génicay desarrollo

En este curso se realizan lecciones tedrico-practicas que pretenden profundizar en los
conocimientos acerca de la regulacion de la expresién de genes, tanto en procesos concretos
como a lo largo del desarrollo de los organismos para lo cual se establecieron las
competencias de manejar y extraer informacion de las bases de datos de biologia molecular,
saber manejar herramientas de Bioinformatica, conocer los mecanismos de regulacion génica,
saber ejecutar experimentos e interpretar sus resultados. Para asentar los aspectos mas
importantes del curso se realizaron seminarios de busqueda de informacion en la web y los
conocimientos se vieron cumplimentados con una serie de charlas que ayudaron a entender

los conceptos tratados en el curso.

Cultivos celulares, diferenciacién y terapia celular

Este curso me permitié adquirir conocimientos de las técnicas basicas de cultivos
celulares que mas se manejan en el ambito de la biotecnologia y biomedicina con el
consiguiente alcance de las competencias tales como el conocimiento de los fundamentos y
el manejo de cultivos celulares, el uso del citometro de flujo, el estudio de las técnicas
relacionadas con cultivos de células animales, asi como sus aplicaciones en el campo de la
investigacion biomédica y biotecnoldgica, el conocimiento de la importancia del uso de células
cultivadas en investigacion, las ventajas y desventajas de los cultivos celulares, la utilidad
clinica e industria y el conocimiento de los procesos de diferenciacién "in vitro" de células

madre embrionarias.

Ingenieria genética avanzada

En este curso se pretende profundizar en la metodologia que permite modificar
genéticamente células, organismos diversos o plantas y mediante el cual se adquiriran las
competencias de realizar en el laboratorio clonacion de genes en vectores de expresion, saber
aplicar la ingenieria genética a la mejora animal y vegetal, conocer la tecnologia mas moderna
de genotipacién y secuenciacion y el desarrollo de la capacidad de manejar bibliografia y
documentacion cientifica en inglés asi como desarrollar una exposicion escrita y oral de
proyectos de investigacion y sus resultados. Para ello, se trato la base conceptual del conjunto
de técnicas, se abordé su aplicacion a la clonacién y la obtencién de organismos modificados
genéticamente y se dio a conocer sus aplicaciones en biotecnologia y biomedicina.
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Biotecnologia diagnostica

Con este curso se pretendié proporcionar una visién global sobre técnicas moleculares
de Ultima generacién aplicadas al diagndstico, permitiéndonos la eleccién de aquellas mas
adecuadas en cada situacion particular en el que, ademas se pretendié profundizar en la
aplicabilidad y utilidad de los métodos de Citologia e Histologia molecular, ampliamente
difundidos y aceptados en disciplinas biolégicas y biomédicas. El curso nos permitié adquirir
una serie de competencias tales como el conocimiento de las bases moleculares de la
enfermedad y el cémo realizar el diagnostico desde su base molecular y el tratamiento, el
saber disefar y planificar experimentos de investigacién asi como estrategias alternativas y el
consecuente manejo de bibliografia y documentacion cientifica, desarrollando asi una
capacidad critica argumentativa reflejada en una exposicion escrita y oral de proyectos de
investigacion y sus resultados. Los conocimientos adquiridos se verian asentados con la
participacion de una serie de conferenciantes expertos en biotecnologia diagnéstica,

vinculados con el mundo empresarial y hospitalario.

Estrés celular

En este curso, nos impartieron las nociones de las funciones bioldgicas de las especies
reactivas del nitrégeno (RNS) y del oxigeno (ROS), su reactividad bioquimica y enzimologia,
la produccion de radicales de nitrdgeno y oxigeno en situaciones de estrés, la metodologia
para la deteccién de estos radicales libres y la realizacion de disefios experimentales que
permitan evidenciar diferentes comportamientos moleculares asociados a fenédmenos de
estrés celular. Las competencias que adquirimos en lo relativo al curso se vieron
complementadas con unas sesiones practicas en las que se realizd la determinacion de la
respuesta de la actividad de sistemas antioxidantes frente a situaciones de estrés en tejidos
animales y la determinacion de la actividad 6xido nitrico sintasa con la consecuente
realizacion de un cuaderno recogiendo los resultados y discusion de los resultados. Los
contenidos impartidos en el curso se vieron puestos de manifiesto en la practica cientifica con

una serie de charlas abordadas por profesionales de este campo.
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Patologia molecular y celular

El programa de este curso ofrece la posibilidad de formacién a nivel de la biologia
molecular mediante el conocimiento del origen de ciertas enfermedades cuya etiologia seria
dificil de comprender mediante escrutinio fenomenoldgico, en especial se centr6 en el cancer.
Por tanto, este curso, pretendié iniciarnos en el conocimiento de la etiologia molecular de las
enfermedades y en la aplicaciéon de dicho conocimiento al diagnéstico y tratamiento de las
mismas para alcanzar las competencias tales como conocer en profundidad las bases
moleculares de la enfermedad y la aplicacion de la biologia molecular en el diagnéstico y
tratamiento, conocer los principios de la terapia génica. Ademas, para la completa asimilacion
de tales competencias y, para desarrollar una capacidad critica y argumentativa asi como
saber utilizar bibliografia y documentacién y diferentes bases de datos, se llevo a cabo analisis
de trabajos de investigacion y la defensa de sus resultados. Para la completa comprension y
el enfoque clinico de este curso se impartieron charlas donde se nos dio un enfoque clinico

de la terapia del cancer.

Enzimologia aplicaciones biotecnoldgicas y clinicas

El objeto de este curso fue ensefiarnos el gran nimero de utilidades que presenta las
enzimas como son las aplicaciones industriales, biotecnolégicas, para el diagnostico y
terapedticas, junto con una visién introductoria de la misma. En practicas aprendimos a medir
los pardmetros que caracterizan la actividad enzimatica como son: Vwmax, Km, actividad
especifica, coeficiente de Hill, razén de actividad y eficiencia catalitica, realizdndose un

articulo sobre ello.

Biologia molecular y celular del envejecimiento

El curso esta disefiado para proporcionarnos una formacion avanzada y una
experiencia practica de los procesos y mecanismos moleculares del envejecimiento y
enfermedades neurodegenerativas asi como potenciales terapias celulares y farmacolégicas
para su tratamientos, trabajando aspectos en los que las competencias finales se tradujeron
en: aprender a manejar bases de datos de biologia molecular y darle un uso en tareas de
investigacion, conocer en profundidad las bases moleculares de la enfermedad y la aplicacion
de la biologia molecular en el diagnéstico y tratamiento, conocer los principios de la terapia
génica. Los contenidos impartidos nos proporcionaron una formaciéon avanzada y una
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experiencia practica de los procesos y mecanismos moleculares del envejecimiento y
enfermedades neurodegenerativas, asi como permitirnos abordar las terapias celulares y
farmacologicas para su tratamiento, viéndose cumplimentada esta formacion con una serie

de charlas.

Biotecnologia de la produccioén y purificacién de proteinas recombinantes

Este curso fue basicamente practico, ya que en €l nos ensefiaron la purificacion de
proteinas recombinantes y nativas. Las principales técnicas utilizadas fue la cromatografia de
intercambio i6nico y la de exclusion molecular. Cada uno de nosotros realizamos la
purificacién de un tipo de proteina, nativa o recombinante, para mas tarde entregar una
memoria del procedimiento realizado, asi como los datos de rendimiento y las

comprobaciones de que la purificacion se realizd correctamente (SDS-PAGE y Western.blot)

Gendmica, bioinformética y biologia de sistemas

En este curso se ha estudiado diferentes aplicaciones informaticas que son muy Uutiles
para el estudio de la biologia. Se han estudiado un gran nimero de bases de datos donde
podemos encontrar desde articulos publicados a toda aquella informacion se desee acerca
de un gen, proteina, etc. (ensembled, NCBI, genamics, genome, genecards, expasy,
dnapatents,... También se ha aprendido a trabajar y analizar secuencias mediante los
programas (Bioedit, Plink, Haploview, FASTA, BLAST, CLUSTAL...) Hemos estudiado la
estructura de una proteina y como representarla de forma tridimensional (RASMOL, Jmol). Y
por ultimos se aprendi6 al andlisis de microarrays y se nos ha mostrado el estudio desde el

punto de vista de la biologia de sistemas
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