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1. RESUMEN

El oxido nitrico (NO) es una molécula labil sintetizada por un grupo de isoenzimas
denominadas Oxido nitrico sintasas (NOS). se le considera un mensgjero intracelular cuya
complgjidad en sus mecanismos de transduccién de sefiales ha logrado un alto grado de
importancia debido a su capacidad de lograr modificar la actividad, estructuray estabilidad
de muchas proteinas, modulando la fisiologia de muchos tipos celulares, efecto basado
principalmente en dos mecanismos de sefializacion: uno indirecto (dependiente de GMPc) y
otro directo (independiente de GMPc), que es cominmente conocido como S-nitrosilacién
(SNO), una modificacion post-traduccional que consiste en la formacién de un enlace

covaente reversible entre un grupo tiol de cisteinay un grupo NO.

En e presente trabgjo se evalud la S-nitrosilacion presente en e corazon de ratas
expuesto a un inhibidor farmacolgico de la actividad de la S-nitrosoglutation reductasa
(GSNOR), una enzima desnitrosilante que regula negativamente la generacion de enlaces
nitroso-tioles. Para esto se detect0 la S-nitrosilacion mediante el método de “Switch de
biotina”. Se encontré un aumento de proteinas S-nitrosiladas, principalmente en aquellas
gue son clave en los procesos de actividad mitocondrial, asi como VDAC-1, unidades Fo/F1
ATPasa o proteinas de la cadena transportadora de electrones. Se observé que lainhibicion
de GSNOR genera un efecto que tiende al aumento de proteinas-SNO, encontrando que las
proteinas mitocondriales tienden a un aumento de esta modificacion postraduccional,
especialmente de VDCA-1, proteina que puede tener cierta relevancia como factor

cardioprotector en procesos i squémicos.



2. INTRODUCCION

La S-nitrosilacion es la union covalente reversible y espontanea entre un residuo tiol de
cisteina (contenida en una cadena polipeptidica) y una molécula de oxido nitrico (NO), que
se ha relacionado en los procesos de modificacion post-traduccionales en las proteinas,
regulando asi diversas funciones como sefializaciones quimicas intracelulares, regulacion
alostérica, control de la homeostasis intracelular y proteccién contra el estrés oxidativo (1,
2).

El extenso ambito fisiolégico de la S-nitrosilacion queda de manifiesto cuando se
describen desbalances en los procesos de nitrosilacion/denitrosilacion (reacciones de
formacion y escision del enlace nitro-tiol respectivamente), donde se asocia a una lista
creciente de patologias que incluye endotoxicidad celular, esclerosis multiple, enfermedad
de Parkinson, hipertensién pulmonar y enfermedades cardiovasculares, donde son estas

ltimas las que se abordaran con mayor énfasis (3-5).

En agunas de las afecciones cardiacas se producen eventos denominados de isquemia-
reperfusion, donde la isquemia se define como aquel periodo en € cua las células estan
sometidas a una condicion de hipoxia, que desencadena una detenciéon de los procesos
metabolicos dependientes de oxigeno como la fosforilacion oxidativa. Una vez restablecida
la circulacion sanguinea se denomina reperfusion (1, 6). Se ha establecido que € dafio
celular por los eventos cardiovasculares se debe principalmente al estrés oxidativo a nivel

de proteinas clave en e funcionamiento de los cardiomiocitos, por lo que la S-nitrosilacién



juega un rol protector contra las modificaciones oxidativas irreversibles a nivel de la

estructura proteica disminuyendo la probabilidad de dafio tras la reperfusion cardiaca (6-8).

Las proteinas que mayormente se mencionan como un factor protector relacionada con
la S-nitrosilacién son las involucradas con € mangjo del calcio intracdlular (canales de
calcio tipo L, SERCA2/ATPasa, VDAC-2 y RyR-2) y las mitocondriales (subunidad Fo-F1
ATPasa mitocondrial, a-KGDH, NADH deshidrogenasa, citocromo C oxidasa, ciclofilinas
y VDAC-1) (9). Por lo tanto, se pretende evaluar € nivel de S-nitrosilacion de proteinas
mitocondriales en tgjido cardiaco de ratas sometidos a procesos de isquemia-reperfusion y
tratados con un inhibidor farmacoldgico de la nitrosoglutation reductasa (GSNOR) (10),
enzima que esta ampliamente implicada en los procesos de denitrosilacion, con la finalidad
de dilucidar € aumento de S-nitrosilacion de la(s) posibles proteina(s) objetivo(s),
empleando la técnica de “Biotin-swicht”(6), correlacionando la S-nitrosilacion a su
importancia como factor de cardioproteccion.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 SNITROSILACION UNA MODIFICACION POST-TRADUCCIONAL.

Lafuncion del NO como mensajero de sefiales intracel ulares fue establecido por primera
vez en la demostracion de su funcion vasodilatadora en la musculatura lisa a nivel del
endotelio vascular mediante la activacion de guanilato ciclasa soluble (GCs), donde €
descubrimiento de las enzimas Oxido nitrico sintasas (NOS) (11) permitié ampliar ain mas
el conocimiento de otras vias de sefializacidn que son iniciadas por esta molécula. La union
del NO a hierro del grupo hemo de la proteina GCs, denominada actualmente como S
nitrosilacion, revelo gque existian otras formas de interaccion entre las proteinas y € NO,
conocidas como S-nitrosacion, enlaces covalentes reversibles formados mediante €l ataque
electrofilico NO™ hacia un grupo tiolato (-S:) de la cisteina y la S-nitracion definida
quimicamente como la adicion de NO- a las cadenas laterales de residuos de cisteinas de
una proteina mediada por ONOO"(12, 13).

Por lo tanto, en los Ultimos afios €l estudio de estas interacciones entre NO y grupos
tioles de cisteina ha mostrado un crecimiento tal que la lista de proteinas que presentan
sitios tioles reguladores ha aumentado dramaticamente, teniendo como importancia la
participacion en distintos tipos de sefidizacion intracelular (13). En sintesis, se considera
que la S-nitrosilacién es una modificacion post-traduccional que se regula con precision en
el tiempo y espacio, otorgando especificidad a los efectos mediados por NO, que permiten
que funcione como un mecanismo que transmite sefidles intracelulares basadas en

reacciones oxido-reduccion (2).



311 SNITROSILACION Y SU IMPLICANCIA COMO VIA DE
TRANSDUCCION INTRACELULAR.

La formacion de enlaces nitroso-tiol en las proteinas es un evento altamente conservado
en la evolucion de las células como un mecanismo de sefidlizacion intracelular visto en una
gran cantidad de proteinas con funciones vitales. Actuamente se considera en muchos
estudios que la formacion de este enlace es un efector terminal de la sefializacion mediada
por NO y que ademés contribuye a la homeostasis, puesto que la desregulacion de los
procesos de nitrosilacion/denitrosilacion contribuyen en la patogenia de muchas
enfermedades. Por gemplo: enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 1 y

2(14), aterosclerosis (15), lesion isquémica cardiaca (16), hipertrofia (17), sepsis (18), etc.

Por lo tanto, se considera que la S-nitrosilacion a igual que la fosforilacion, es una
modificacion post-traduccional estable que media directamente la sefializacion a alterar la
funcion de las proteinas efectoras finales, sin embargo, ha existido mucho debate al
respecto con la “omnipresencia” de este tipo de modificacion en estos procesos que hasta el
dia de hoy se siguen discutiendo. Sin embargo, la importancia de la S-nitrosilaciéon en

procesos fisiol0gicos celulares ha sido claramente establecido (2, 13).

El establecimiento de la S-nitrosilacion como una via de transduccion y sefializacién
intracelular queda demostrada por la similitud con una de las vias de sefidizacion mas
importantes en todos los sistemas biologicos celulares, la fosforilacion. Esta presenta
muchas de las caracteristicas que se pueden observar en los procesos implicados en la S-
nitrosilacién, como: a) tener regulacion especifica mediada por enzimas con funciones
antagonistas (nitrosilasas/denitrosilasas), b) solo ocurre ante determinadas secuencias de
consenso de residuos de cisteina presentes en determinadas proteinas (caracteristica de

5



especificidad) y finamente, ¢) los niveles de S-nitrosilacion deben estar en cantidades

estequiométricamente significativas para generar un efecto en la proteina blanco(2).

De esta manera, todas estas caracteristicas presentan un alto paralelismo con respecto a
las vias de sefializacion mediadas por fosforilacion, mediando procesos tan fundamentales

en lahomeostasis celular, como por g emplo la apoptosis.

3.2MECANISMOSDE S-NITROSILACION A NIVEL INTRACELULAR.

La S-nitrosilacion es un proceso que se contrasta con las vias de fosforilacion mediadas
por quinasas, donde las caracteristicas basadas en su co-localizacion con sus sustratos
especificos y sdectividad adicional en secuencias de consenso de proteinas blancos es
similar al comportamiento de las enzimas NO sintasas (NOS). Denominadas generalmente
como “nitrosilasas”, median la formacion de especies derivadas del nitrogeno, las que
pueden ocasionar la S-nitrosilacion directa o indirecta (trans-nitrosilacion) de varios

residuos de cisteinainvolucrados en sitios de regul acion de la actividad proteica(13).

La formacion de enlaces S-nitrosotiol (R-SNO) puede ocurrir através de multiples vias
(Figura N°1). EI NO puede reaccionar con metales de transicién para formar un
intermediario seguido de una transferencia directa de NO al residuo tiol, reaccionar con
superéxido para formar ONOO- seguido de la pérdida de *OH para formar NO,
posteriormente el NO> forma especies de donadoras de grupos NO, como N20s y N2Os, que
directamente se dirigen a la formacion de enlaces S-nitrosotioles. Los intermedios en la via
NO/NO2 pueden convertir un tiol en un radical tiillo (RS ¢) que luego reacciona

directamente con NO formando un enlace nitrosotiol (S-NO), produciendo que los tioles



sean trans-nitrosilados en un proceso en € cua un S-nitrosotiol transfiere su grupo NO

directamente aotro tiol (19).

Fe'* Hema

Fei* [NO') Heme N.O, N, O, RSNO
ll R3 ll—ﬂ-i‘ l- R lrﬁ'iH
RSNO + i Heme RSND + Ny RSMND + N0y R'SNOD + RSH

| Nitrosilacien ' N“ﬂ'-‘-tﬂ"l __é I Tm;u:-_nitr_n:ilul_ﬁn_ g

..............

FIGURA N°1: MECANISMOS PROPUESTOS EN LA FORMACION DE
ENLACES NITROSO-TIOLES. Partiendo desde la formacion de NO a partir de L-
arginina en presencia de oxigeno y otros intermediarios como tetrahidrobiopterina (BH4),
cacio-camodulina, FAD, FMN y NADPH como agentes reductores y la reaccion
catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS) (13).

En los sistemas celulares se conoce que muchos de |os eventos bioguimicos pueden o no
ocurrir, dependiendo del microambiente presente en el medio intracelular, por lo tanto, laS-
nitrosilacion en un escenario compatible con la fisiologia, que estaria mediado
principalmente por las NOS, donde la formacién de derivados del nitrégeno formaran

especies donadoras de grupos NO. Pero en condiciones de hipoxia, generalmente
7



predominan los procesos de S-nitrosilacion mediados por e ONOO", demostrando la
variabilidad de rutas que pueden ocasionar el mismo resultado. Sin embargo, existen ciertos
factores que son cruciales para que este proceso ocurra, como la cercania de aminoacidos
con carga (acidos o basicos) con € residuo tiol de cisteina, el ambiente hidrofébico que
solubiliza los derivados del nitrégeno y sus sustratos y la presencia de oxigeno,

intermediario fundamental paralafuncion de NOS (2, 13, 20).

3.3 MECANISMOS DE DENITROSILACION A NIVEL INTRACELULAR.

La S-nitrosilacion (SNO) in vivo no se determina solo por |las tasas de sintesis de NO, o
por la generacion misma de enlaces S-nitrosotioles, sino que implica un equilibrio entre la
SNO vy las vias de denitrosilacion. La denitrosilacion se logra a través de mecanismos
enzimaticos y no enziméticos. El principa mecanismo de reduccion de la SNO es la trans-
nitrosilacion, en que un tiol actia como receptor para € NO de la proteina S-
nitrosilada(13). El ascorbato, utilizado experimentalmente como agente reductor especifico
para S-nitrosilacion, extrae el NO del enlace SNO generando un tiol libre, que actia como
nucledfilo para una reaccién de trans-nitrosilacion en la cual se transforma en O-
nitrosoascorbato. Por contraparte enzimatica, destaca el mecanismo de latiorredoxina (Trx)
y de nitrosoglutation reductasa (GSNOR) (figura 2), siendo este Ultimo el mas estudiado y
sugerentemente el més importante (21). En primer lugar, las Trx1 (citoplasmaticas) y Trx2
(mitocondrial) median la denitrosilacion de sustratos multiples de forma directa,
estableciendo un puente disulfuro con los enlaces S-nitrosotioles de la proteina,
permitiendo la liberacion de NO en forma de HNO, mientras que la GSNOR reduce las

proteinas S-nitrosiladas indirectamente a través de laformacion de GSNO (22).



331 MECANISMOS ENZIMATICOS DE DENITROSILACION POR
GSNOR.

Las células contienen un sistema que comprende de glutation reducido (GSH), S
nitrosoglutation reductasa (GSNOR) y glutation reductasa (GR). GSNOR es una enzima
clave en la regulacion de formacion de enlaces S-nitrosotioles vegetales, con evidencia de
que juega el mismo papel en mamiferos. Gran parte de la evidencia proviene de ratones
GSNOR”- donde la S-nitrosilacién de proteinas en el corazén y € pulmén aumentd durante
enfermedades cardiovasculares e insuficiencia pulmonar (23). GSNOR cataliza
directamente la eliminacion de NO de los tioles proteicos, pero mas bien reduce la trans-
nitrosilacion o el 'pool de NO' mediante la eliminacion de GSNO. GSNO es convertido a S-
hidroxisulfenamida (GSNHOH) utilizando NADH como cofactor. GSNHOH
posteriormente reacciona con GSH formando disulfuro de glutation (GSSG) e
hidroxilamina (NH20OH). GSSG luego se reduce de nuevo a GSH por GR usando NADPH
como cofactor (13). Por ende, la actividad del glutation reductasa es necesaria para la
denitrosilacion fisiologica de GSNO (figura N°2). A pesar de que la GSNOR actlua
solosobre € GSNO, es decir las proteinas SNO no son sustratos, este mecanismo
enzimético regula la SNO influyendo en el equilibrio celular de proteinas SNO y GSNO.
En comparacion con la Trx gque carecen de especificidad de sustrato y por o tanto median

la denitrosilacion de muchas proteinas SNO (13, 18).
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FIGURA N°2 SNITROSILACION Y DENITROSILACION DE PROTEINAS
MITOCONDRIALES CON RESIDUOS SH DISPONIBLES. La trans-nitrosilacion de
glutation (GSH) por proteinas S-nitrosiladas (RSNO) genera GSNO y una proteina
desnitrosilada (RSH). El sistema tiorredoxina-2 (Trx2) se muestra dentro de la mitocondria
acoplada a la denitrosilacién de proteinas. Una vez oxidada las Trx2 pueden ser entonces
reducidas por a tiorredoxina reductasa (Trx2R), que consume NADH para regenerar las
Trx2. El ciclo ddd GSNO se muestra a nivel del citoplasma vinculado a las proteinas
mitocondriales por denitrosilacion en el contexto de reciclar el GSNO, el cua es reducido
por GSNOR para generar GSNOH, que reacciona con GSH para generar GSSG. El ciclo se
completa con lareduccion d GSSG a GSH por GR (24).
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3.3.2 INHIBICION ENZIMATICA DE LA GSNOR.

Mientras que la S-nitrosilacion (SNO) media muchos efectos del NO dentro de la célula,
las vias de denitrosilacion son las que culminan estos efectos. Debido al papel de la
GSNOR en € recambio de SNO de proteinas intracelulares se ha convertido en un objetivo
importante para € desarrollo de agentes que modulan la bioactividad del NO. Es por €llo,
gue han surgido nuevos inhibidores de la enzima, que excluyen al GSNO desde su sitio de
union e inhiben selectivamente a la GSNOR de entre las demas enzimas de alcohol
deshidrogenasas, estos son derivados del &cido dodecanoico. Para efectos de este estudio,
se trabgd con C2 &acido 5-cloro-3-{ 2-[(4-etoxifenil)(etil)amino]-2-oxoetil} -1H-indole-2-
carboxilo, un compuesto sintético obtenido desde industrias quimica-farmaceéuticas (figura
N°3) (25) .

N
0
C OH
N
N
N 0

Figura N°3: C2 Acido 5-cloro-3-{2-[(4-etoxifenil)(etil)amino]-2-oxoetil}-1H-indole-2-
carboxilo (25).

11



La GSNOR tiene un camino convencional a través de la formacion del complgo
GSNOR-NADH (figura N°4), en su mecanismo de reduccion de un adehido. EI GSNO
(aldehido) puede unirse a la enzima libre (E), aungque se une preferentemente al complejo
GSNOR-NADH vy forman el complgo ternario competente E-NADH-GSNO. Dicho
complejo sufre catdlisis para formar los productos E-NAD*-P. Durante la liberacion de los
productos, cualquiera de ellos puede dgar la enzima. El inhibidor, es capaz de unirse a
sitio activo de anclgje del GSNO, siendo capaz de adherirse ala enzimalibre (etapa 1), 0 a
los compl e os binarios GSNO-NADH (etapa 2) y GSNOR-NAD™.

E=MNADH=1
|| 2
_ESNADH _
7 S
E E*NADH*GSNO—> E+NAD'+P T EsNAD'
s Tl -.::-“::?J- r',-‘{:;J 3
E«GSNO ° :
Eei E=MNAD*=I

FIGURA N°4. MECANISMO CINETICO DE GSNOR Y LOS TIPOS DE
COMPLEJOS FORMADOS POR EL ACIDO DODECANOICO Y LOS NUEVOS
INHIBIDORESDE LA ENZIMA(22).

C2 en laliteratura ha mostrado diferentes tipos de actividad inhibitoria (25). Es capaz de
anclarse a sitio de union del GSNO tal como lo hace un inhibidor competitivo, sin
embargo, muestran una actividad inhibitoria de tipo mixta no competitiva hacia GSNO y no
competitiva hacia los cofactores NADH y NAD'. Esto se explica debido a que su
vinculacion a GSNOR es en més de un lugar en la via cinética, una donde efectivamente
compite con GSNO para unirse alaenzima (etapa 1, figura N°4) y otras en donde el GSNO

normamente no se une alaviacinética (etapa 2y 3, figura N°4).
12



34SENAL DE LA SNITROSILACION PROTEICA EN LA MUERTE
CELULAR.

La homeostasis en los tejidos se mantiene mediante un equilibrio constante entre las
sefides de supervivencia celular y muerte celular, que son iniciadas y mantenidas
predominantemente por familias de distintas proteinas en compartimentos celulares
especificos. Durante situaciones fisiologicas y patoldgicas, los desequilibrios de estas
respuestas de sefializacion dan como resultado el crecimiento del tejido o € deterioro del
tgjido. Un aumento en las sefides de supervivencia y una disminucién en las sefiales de
muerte promoveran € crecimiento celular y tisular, pero las sefiales de crecimiento
sostenido a menudo conducen a condiciones patol 6gicas como € cancer. Por € contrario, €
aumento de las sefidles de muerte y la disminucion de las sefides de supervivencia
conduciran a la destruccion del telido. Ambos procesos ocurren constantemente para

mantener la homeostasis celular y descartar tejido no saludable (26).

La respuesta celular a la accion del NO depende de ciertos factores como €l tipo de
célula, estado fisioldgico o patol bgico presente, las proteinas intracelulares implicadas y €
tipo especifico de donante de derivados nitrogenados, |os cuales pueden tener una relacion
significativa tanto con la especificidad de las proteinas del sustrato que pueden verse
afectadas como con la respuesta global que se puede observar (26). En este caso la S
nitrosilacion mediada por NO puede impulsar la supervivencia celular en algunos casos,
como también dirigir la muerte celular. Estos efectos aparentemente contradictorios se
deben a las diferencias en las proteinas diana que estan siendo S-nitrosiladas (figura N°5),
el modelo celular y € tipo especifico donante de grupos NO que la efectla, describiendo un
grupo selecto de proteinas implicadas en la regulacién de la apoptosis celular asociada a
estas modificaciones post-traduccionales en determinados residuos de cisteina. (Tabla
N°1)(2, 9).
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FIGURA N°5. VIAS DE APOPTOSIS ASOCIADA A LA SNITROSACION DE
PROTEINAS. Se observan las rutas intracelulares que dan lugar a la apoptosis celular, ya
sea las proteinas que estan involucradas tanto en la via extrinseca como intrinseca,
destacando aquellas proteinas que tienen un efecto protector (factores de supervivencia)
después de la S-nitrosilacion, resaltando con un color verde, mientras que las que tienen
efectos pro-apoptoticos tras la S-nitrosilacion se resaltan en rojo. Las proteinas que se
describen con un efecto dual estan indicadas en naranja (26).
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TABLA N°1. BLANCOS DE SNITROSILACION

APOPTOSIS CELULAR (26).

Proteina Sitiode S-NO Efector funcional
Caspasas(3,8y9) Cys-163 (Caspasa-3) y Cys-  Disminucion de su actividad
287 (Caspasa 8y 9) enzimética
Bcl-2 Cys-158 y Cys-229 Inhibicion de la degradacion
deBcl-2
C-FLIP Cys-254 y Cys259 Inhibicion de la degradacion
de C-FLIP
FAS Cys-199y Cys304 Acumulacion de receptores
extrinsecos en vesiculas
lipidicas
GAPDH Cys 150 incremento de launion a
Siah-1y tranglocacion
nuclear
Tiorredoxina Cys62, Cys-69y Cys-73 Inhibicion de la apoptosis e

incremento de radicales

libres.
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3.5 SENALIZACION DEL NO EN EL CARDIOMIOCITO.

El NO es una molécula esencia para el funcionamiento cardiovascular tanto de animales
como de humanos, cuya obtencidn puede ser tanto de fuentes exdgenas por medio de la
alimentacion de frutas y verduras con ato contenido de nitratos, que suele absorberse por la
cavidad oral (glandulas salivales) junto con el tracto gastrointestinal, donde pasa por una
serie de procesos que producen su reduccion describiendo la via conocida como nitrato-
nitrito-éxido nitrico (13, 27). Las fuentes enddgenas corresponden a la sintesis catalizada
por las enzimas Oxido nitrico sintasa (NOS) (Figura N°6). Estas enzimas son homodimeros
cuyas subunidades contienen mononucleotidos de flavina (FMN), dinucledtidos de flavina
(FAD) (dominio-reductasa), tetrahidrobiopterina y un grupo hem, intermediarios que
facilitan la oxidacién de la L-arginina dependiente de NADPH y O para producir NO y €
aminoécido L-citrulina (dominio-oxidasa), siendo esta reaccién dependiente de Ca'?-

camodulina para su activacion(3, 28).

L-Arginine
NADPH + 0,

CNADP' +H.0 g
INDS 1 : CaM
eNOS N-Hydroxy-L-Arginine FAM
nNOS FAD
%NADPH 1'Dz> e

ANADP' +H.0€” N, | Citrulline

Nitric Oxide (NO)

FIGURA N° 6. SINTESIS DE OXIDO NIiTRICO. El NO es sintetizado por tres
isoformas de Oxido nitrico sintasas (NOS) que catalizan la conversion del aminoacido L-
arginina a la forma N-hidroxi-L-arginina intermedia, 1o que finalmente da como resultado

la liberacion de L-citrulina. Este proceso involucra varios factores importantes como el
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oxigeno molecular y NADPH, y cofactores importantes como flavinmononucledtido
(FMN), flavinaminodinuclettido (FAD), tetrahidrobiopterina (BHa), calcio-calmodulina y
hemo unido ala enzima que se requieren para catalizar este proceso (26).

En los sistemas bioldgicos la produccion endogena de NO esta mediado por tres
isoformas que son codificadas por genes distintos, conocidas como NOS1 (neuronal),
NOS2 (inducible) y NOS3 (endotelial). En los miocitos NOS1 y NOS3 se expresan de
forma constitutiva, mientras que NOS2 se expresa mediante la estimulacion de citoquinas,
ademés es la Unica que no depende de Ca?* para realizar su reaccion, razon por la que es
capaz de producir una mayor cantidad de NO (29).

En e cardiomiocito e NO puede producir efectos intracelulares principa mente por dos
vias, una dependiente de GMPc (indirectas), que consiste en la activacion directa del
guanilato ciclasa soluble (GCs) con e posterior aumento de la cantidad de GMPc, que
puede modular la actividad de las fosfodiesterasas-2 (estimulada por GMPC) vy
fosfodiesterasas-3 (inhibida por GMPc) o activar ala proteina-quinasa-B (PKB), de manera
gue regula la actividad de un gran cantidad de dianas proteicas. La via independiente de
GMPc (directas), se basa en la modificacion post-traduccional mediante la formacion de
enlaces nitroso-tioles, ya antes mencionada(3, 11, 13, 29). La complgidad con respecto ala
sefidizacion del NO anive de los cardiomiocitos se explica debido a las variables rutas de
transduccion e interaccién con otros radicales que pueden generar Otros mensgeros
adicionales, puesto que ademéas de las vias directas e indirectas, también pueden ocurrir
situaciones donde los niveles de superoxido (O2) en los desbalances redox pueden
promover a la formacion de ONOO:, que a bgas concentraciones pueden mediar
reacciones de S-nitrosilacion de proteinas, mientras que a atas concentraciones puede
conducir ala nitracion/oxidacion irreversible que resulta ser dafiina para las proteinas(28,
29).
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351 EFECTOS DE LAS |[ISOFORMAS DE NOS EN LA
FUNCIONALIDAD DEL MIOCARDIO.

Las isoformas de las NOS catalizan la misma reaccion que conlleva a la produccion de
NO, no obstante, estos no generan e mismo efecto o sefializaciones a pesar de que
sintetizan el mismo producto, esto es debido a que la funcionalidad o e efecto de las
isoformas de NOS va a depender de su localizacion y tréfico entre los componentes
subcelulares, describiendo roles cardioprotectores distintos para cada isoforma (figura
N°7)(29).

IIII Failing Myocyte

\ Illl MWormal Myocyte

LTCC

Cavenlas

FIGURA N°7. ISOENZIMAS NOS Y SENALIZACION EN UN CARDIOMIOCITO
SALUDABLE (IZQUIERDA) Y EN SITUACION PATOLOGICA (DERECHA). La
expresion de NOS3 esta disminuida, dando lugar aarritmias através de LTCC y e aumento
de la probabilidad de hipertrofia, a través de una sefidlizacion mejorada de calcineurina-
NFAT. NOS2 regula la contraccion / hipertrofia a través de ambas vias dependientes de

cGMP e independientes. Ademés, tanto NOS2 como NOS3 pueden desacoplarse para
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producir O2 y ONOO, lo que contribuye al aumento del estrés oxidativo en lainsuficiencia

cardiaca.(29).

La NOSL1 (neuronal) es laisoforma gque se considera como la mas relevante en cuanto a
la modulacion y participacion de todas las funciones cardiovasculares, pues su nivel de
expresion incluye la mayoria de las partes del corazon, sistema nervioso auténomo, arterias
de gran calibre (arteria aorta y pulmonar), arterias coronarias, auriculas y miocardio
ventricular(28). Su localizacion principal es a nivel del sarcolema, pero se ha asociado
también que puede estar a nivel de las mitocondrias y reticulo sarcoplasmico, de manera
que mediante la induccion de vias de transduccion directas mediadas por la produccion de
peroxinitrito (ONOQ"), puede modular los procesos de homeostasis de Ca™? y controlar la
contractilidad cardiaca influyendo en los procesos de electro-excitacion, teniendo como
blancos principales los canales de tipo L de Ca™?, € receptor de ryanodina (RyR) y la
proteina SERCA Ca*?/ATPasa(3), ademés recientemente se le ha dado mucha importancia
alos canales aniones de calcio dependiente de voltate tipo 1y 2 (VDCA-1/VDCA-2) con

respecto ala modulacion de la contraccion cardiaca(10).

LaNOS2 (inducible) a diferencia de | as otras isoformas es una enzima que se encuentra
soluble en € citoplasmay es inducible su expresion mediante inductores como citoquinas,
comunmente se sobre expresa en procesos fisiopatoldgicos como septicemias, diabetes-
mellitus, envegecimiento, infartos, lesiones por isquemia-reperfusion e insuficiencia
cardiaca(13, 18). El rol cardioprotector de NOS2 puede ser relativo, puesto que puede
ocasionar efectos beneficiosos solo cuando e nivel de especies reactivas del oxigeno
(ROS) se encuentran disminuidos, sin embargo en las situaciones de isquemia-reperfusion
este efecto puede generar toxicidad por aumento de la sintesis de ONOO", debido a que su
funcion enzimética es independiente de Ca*? se produce una actividad a larga data que
ocasiona la disminucion de los niveles de L-arginina desencadenando el desacoplamiento

de las isoformas de NOS y la produccién excesiva de O (29). Ademas, se ha documentado
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gue la expresion aumentada de NOS2 puede inducir la activacion del Nf-kB mediante la
induccion de vias dependientes de GMPc, que inhiben e factor inhibidor de Nf-kB,
generando su intercalacion en € nicleo, promoviendo la expresion de genes involucrados
en procesos de hipertrofia, complicando ain mas la condicion de las patologias

cardiovasculares (3, 29).

La NOS3 (endotelial) se identifico por primeravez anivel del endotelio coronario, pero
se ha demostrado que presenta un ato grado de expresion en la mayoria de los tejidos,
especidmente en & miocardio-ventricular (29). La NOS3 se encuentralocalizada en €
microdominio-caveolar, unido a la proteina caveolina-3, de manera que la sefiaizacion que
produce no regula la contraccion basal de los miocitos como NOSI1, sino solo la
contraccion estimulada por receptores beta adrenérgicos (R-BA), actuando tanto en la
regulacion de lahomeostasis del Ca™ intracelular y la sefializacion intracel ular mediada por
adrenalina, ademas presenta una estrecha cercania con la enzima superdxido dismutasa
(SOD) que degrada e superoxido (O2) (3). Por lo tanto la funcion de NOS3 como agente
cardioprotector esta basado principalmente en limitar la afluencia de Ca™, mediante la
inhibicién de los CCTL, que consecuentemente induce atenuacion de la hipertrofia
cardiaca, pues se inhibe € factor nuclear de calcineurina de la via de células T activadas
(NFAT), ademas prolonga € potencial de accion ante la estimulacion del R-BA, debido a
aumento del flujo del canal Na'/Ca'? (NXC) evitando los episodios de arritmias generados

en patologias cardiovasculare s(29).
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352 SNITROSILACION PROTEICA COMO EFECTORES
GENERADORES DE CARDIOPROTECCION.

Para que las modificaciones post-traduccionaes de S-nitrosacion (SNO) logren cumplir
sus efectos cardioprotectores, estos pueden tener como blancos proteinas que pueden estar
involucradas tanto en los procesos como la electrofisiologia cardiaca y homeostasis
intracelular de Ca*?, fosforilacion oxidativa a nivel de las mitocondrias, balance oxido-
reductor del microambiente intracelular, mecanismos de sefializacion y transduccion de

sefides y los procesos rel acionados con la apoptosis celular (27).

353 REGULACION DEL CALCIO |INTRACELULAR EN EL
CARDIOMIOCITO.

Las proteinas implicadas en la regulacion del Ca?* intraceular que actiian a nivel del
proceso de excitacion/contraccion cardiaca son € receptor de ryanodina (RyR), canal de
Ca'? tipo L (CCTL), la bomba Ca'?/ATPasa denominada SERCA vy fosfolamban
(PLN)(29).

La S-nitrosilacién de RyR promueve la actividad de este cana aumentando €l flujo de
Ca*?, donde la forma cardiaca de RyR (RyR-2) esta siempre S-nitrosilada en condiciones
basales, por ende, |a abertura de RyR2 implica una disminucion de la filtracion diastdlica
de Ca*?, de manera favorece la contraccion de miocitos cardiacos (3). Los efectos del NO
en cuanto ala actividad de la SERCA Ca"?/ATPasa provocan un aumento de la recaptacion
del Ca?* citosolico fomentando los periodos de relgjacion cardiovascular. No obstante la
sefidlizacion indirecta mediada por la PKA, también puede modular su actividad mediante
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la fosforilacion de PLN, por medio de mecanismos dependientes de GMPc, evitando que
este inhiba la actividad de SERCA (10). Finalmente el CCLT ante procesos de S
nitrosilacién y fosforilacién mediados por PKG se ve susceptible ala inhibicién, previendo
asi un aumento del Ca*? intracelular con una desensibilizacion concomitante de los
miofilamentos dependientes de NOSL, por lo que la S-nitrosilacion de estas proteinas

disminuye la contraccion cardiaca en situaciones de estrés oxidativo(3, 28).

354 SNITROSILACION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN EL
BALANCE OXIDO-REDUCCION.

El balance NO-redox consiste en un completo equilibrio en cuanto a las especies
reactivas del oxigenoy el NO, puesto que cualquier desequilibrio en cuanto ala cantidad de
uno o el otro puede desencadenar en un desacoplamiento de la estructura de las isoformas
de NOS y promover la generacion de Oz y la consecuente formacion de ONOO
implicando un “estrés nitrosativo” que puede ocasionar la perdida de la funcién de muchas
proteinas de gran implicancia en la funcién cardiovascular (13, 28). Las proteinas que
pueden estar implicadas en los procesos de generacion de radicales libres son la adolasa
reductasa, Xxantina oxido-reductasa (XOR) y NADPH oxidasa. Estas enzimas estan
implicadas en los incrementos de Oz tras un evento de isquemia-reperfusion (I/R), donde
aldolasa reductasa acttia disminuyendo |os agentes reductores como e NADPH, afectando
la funcionalidad de los mecanismos antioxidantes intracelulares, mientras que xantina
oxido-reductasa ve incrementada su actividad tras una sobreexpresion de NOS2 (inducible)
o eevada translocacion de NOS1 desde € reticulo sarcoplasmico hacia las caveolas,
disminuyendo la actividad inhibitoria que esta gjerce al localizarse en su cercaniajunto con
la proteina RyR-2 (7). Ademas, € estrés oxidativo en € interior del miocito se ve
exacerbado por la liberacion de radicales libres provenientes de la mitocondrias tras un
evento de I/R, por lo que la S-nitrosilaciéon de estas proteinas ha demostrado funcionar
como interruptor de apagado evitando que aumente e ambiente oxidativo en €
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microambiente intracelular, evitando alteraciones oxidativas en proteinas implicadas en la
contractibilidad cardiaca.(29, 30).

3.6 PROPUESTAS TERAPEUTICAS ASOCIADAS A LA SNO-PROTEICAS
EN ENFERMEDADES CARDIACAS.

En la actualidad se ha dado mucha importancia a la disminucién biodisponibilidad del
NO y a aumento del estrés oxidativo que tiene como consecuencia disfunciones en la
fisiologia cardiaca, ocasionando problemas como arritmias, hipertrofia y remodelacion a
tegjido fibrético, por 1o que los estudios se enfocan principalmente en reparar |a sefializacion
mediada por NO en las diversas formas de enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, no
se ha tenido mucho exito, por 1o que hasta € dia de hoy los tratamientos que mas se ponen
a prueba son: la inhibicion de NOS2 con la finalidad de disminuir los niveles de ONOO"
durante el estrés oxidativo, administracion de derivados de nitrogenos exogenos con la
finalidad de tratar las sintomatologias de la angina de pecho y la insuficiencia cardiaca
congestiva, uso de farmacos suplementarios que incrementen las concentraciones de BHa,
entre otros(3, 28, 29).

De todos las posibles terapias ya antes mencionadas, todas presentaron una efectividad
poco significativa o duradera en e tiempo, debido a este hecho es que se esta intentando
modular la vias de sefializacion mediadas por NO mediante inductores que no derivan de
especies del nitrogeno, sino que suelen fomentar el aumento del GMPc, como €l cinacigat,
gue activa la guanilato ciclasa soluble y los inhibidores especificos de la fosfodiesterasa-5
como udendfil, vardenafil y sildenafil, puesto que como se menciond anteriormente las vias
de transduccion/sefializacion del NO son bastante compleas para modularla mediante
intervencion farmacol égica (29). Por lo tanto, un enfoque prometedor en el uso de la ruta
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de NOS para tratar pacientes con insuficiencia cardiaca es manipular los componentes que
se encuentran aguas abajo de la cascada de sefidlizacion (especificamente inhibiendo la

fosfodiesterasa-5 para aumentar los niveles de GMPc).

3.7 S-NITROSILACION DE PROTEINASMITOCONDRIALES.

La S-nitrosilacion de las proteinas mitocondriales ha sido un tema de debate que trata de
indagar como se lleva a cabo esta modificacion post-traduccional, pues se sabe que no
existe una fuente endogena de NO a este nivel. Sin embargo, muchos informes relatan que
es la enzima NOSL quien desempefia un rol fundamental en los procesos de modulacion del
metabolismo mitocondrial, principalmente a nivel de la cadena transportadora de
electrones, compitiendo por el consumo de O en la sintesis de NO, evitando la generacién
de radicales libres en situaciones de isquemia y asi evitar € estrés oxidativo (3). Por 1o
tanto, se especula que NOSL1 se transloca en la mitocondria permitiendo actuar en las
cercanias de la membrana mitocondrial interna, inhibiendo las proteinas que participan
activamente en la fosforilacion oxidativa como citocromo C oxidasa (Complegjo 1V),
NADH-deshidrogenasa (Complegjo 1)(31) y & complejo 111(30).

Recientemente se ha descrito que € proceso de S-nitrosalacion puede ocurrir mediante
procesos de trans-S-nitrosilacion, mediados por |a gliceraldheido-3-fosfato-deshidrogenasa
(GAPHD), que ademas de actuar en la via de la glicolisis tiene la particularidad de
internalizarse tanto en € ndcleo como en las mitocondrias pararealizar procesos de trans-S-
nitrosilacién (figura N°8). Los principales blancos para este proceso son el canal anionico
dependiente de voltgje 1 (VCDA-1), la proteina de shock térmico 60 (Hsp60) y la acetil-
CoA acetiltransferasa. Ademas otra proteina fundamental en los procesos de sintesis de
ATP es &l compleio V o complgjo ATP-sintasa, especificamente entre las subunidades Fo-

F1(32), se ha demostrado que puede presentar modificaciones de S-nitrosilacion durante
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eventos isquémicos, evitando la deplecion de ATP (factor inductor de apoptosis) y servir

como efecto cardioprotector(33).

Mitechondrlal
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FIGURA N° 8. GAPDH ACTUA COMO UNA TRANS-SNITROSILASA
MITOCONDRIAL. GAPDH y SNO-GAPDH se pueden importar a las mitocondrias,
donde SNO-GAPDH se dirige a Hsp60, ACAT-1 y VDCA-1 como una trans- S
nitrosilasa mitocondrial.(33)
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3.7.1 TRANSICION DE PERMEABILIDAD MITOCONDRIAL.

La transicion de permeabilidad mitocondrial se considera un aumento de la
permeabilidad de la membrana mitocondria interna (MM1), que en situaciones normales
presenta una baja permeabilidad, de manera que en situaciones patologicas 0 anormales
esta se vuelve permeable a moléculas con tamafio de 15 kD o menor, debido a la apertura
de un sistema no selectivo. La apertura del poro de transicion mitocondrial (PTP) ocurre
tras lareperfusion del corazén en isquemia o en condiciones como el incremento de fosfato,
agotamiento de nucledtidos de adenina, excesiva concentracion de Ca™? y/o la oxidacion de
grupos tiol de cisteina de las proteinas asociadas a este poro. De esta manera la apertura del
poro ocasiona efectos como despolarizacion de la membrana mitocondrial junto con el cese
de la sintesis de ATP por inversién de la ATPasa que genera la degradacion del ATP
citosdlico generado en la glicolisis, liberacion de Ca™, liberacion de mediadores de la
apoptosis como citocromo ¢ y ROS gque terminan conduciendo a la muerte celular por

apoptosis culminando en necrosis del miocardio (34, 35).

Dentro de los agentes que modulan de forma indirecta la apertura del poro se encuentra
la S-nitrosilacion de proteinas que intervienen a través de la homeostasis de Ca*
sarcoplasmico/endoplasmico, modificando la actividad de las proteinas claves como
SERCA, canales de Ca™ tipo L y RyR2, ademas de la inhibicion del modo inverso de la
ATPasa F1, impidiendo la ruptura del ATP, manteniendo estables sus concentraciones.
Otro blanco terapéutico diferente de la S-nitrosilacion proteica es e empleo de ciclosporina
A, sustancia que genera una mayor insensibilidad de los poros de transicién mitocondrial
(PTM) evitando los efectos ya descritos, siendo € més perjudicia la induccion de la
apoptosis(36, 37).
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3.8 DETECCION DE PROTEINAS S-NITROSILADAS

El enlace nitroso-tiol involucrado en la S-nitrosilaciéon es particularmente 14bil a las
condiciones ambientales como a agentes reductores, exposicion a elevadas temperaturas,
fotosensibilidad y a ultrasonido, por lo que es de suma importancia €l lograr procesar las
muestras con todas las medidas de rigurosidad para lograr su efectiva identificacion. Sin
embargo, es esta labilidad la que nos permite emplear diversas técnicas de identificacion
basada en distintos fundamentos quimicos (figura N°9). Actualmente existen cinco métodos
que son muy utilizados para la deteccion de S-nitrosilacion proteica: quimioluminiscencia,
colorimetria/fluorimetria, e ectroquimica/amperométrica, anticuerpos anti-S-nitrosocisteina

y espectrometria de masa, teniendo para cada uno sus respectivas limitancianes (38, 39).
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FIGURA N°9. METODOS COMUNES DE DETECCION DE SNO(38)

Los métodos directos de deteccion como los ensayos inmunoldgicos que emplean
anticuerpos anti-SNO/Cisteina y espectrometria de masas no suelen ser muy Utiles para
diferenciar entre las proteinas S-nitrosiladas y las no S-nitrosiladas, mientras que en los
métodos indirectos de deteccion suelen presentar interferentes relacionados con otros
derivados de nitrégeno como € nitrito (NO2), pues estos se basan en la deteccién del
radical nitrosonio (NO*), sin embargo estos métodos son muy sensibles pues pueden
detectar cantidades del orden nanomolar de enlaces nitroso-tioles, permitiendo obtener la

cantidad absoluta de S-nitrosotioles por muestra.
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3.8.1 TECNICA DEL INTERRUPTOR DE BIOTINA (BIOTIN SWITCH)

El méetodo del “biotin switch” emplea el &tomo de azufre del enlace nitroso-tiol como
blanco sin tener en cuenta el destino del derivado de nitrdgeno de NO del cual se pudiese
generar, por lo que se considera una estrategia basada en € azufre del grupo tiol. Como
emplea € marcgje covaente de la proteinas, se puede detectar ademas S-nitrosotioles
individuales en una mezcla compleja, ya que este marcaje se adosa a una proteina de interés
(39).

Esta técnica consta de tres pasos principales: (1) € blogueo de tioles de cisteinas libres
por metil-tiolacion con S-metiltiosulfonato de metano (MMTS, un tiosulfonato reactivo),
(2) la conversién de los S-nitrosotioles a tioles mediante la trans-nitrosacién con ascorbato
y (3) la S-biotinilacion de los tioles nacientes mediante biotina HPDP (N-[6-(biotinamido)
hexyl]-3"-(2"-pyridyldithio-propionamide), un disulfuro mixto reactivo. El grado de
biotinilacion (y por lo tanto de S-nitrosilacion) se determina por inmunoblot, con
anticuerpos anti-biotina seguido de inmunotransferencia de la(s) proteina(s) de interés
(figura N°10)(39). La etapa de blogueo se inicia mediante la adicién de dodecil sulfato de
sodio y MMTS, seguido de calentamiento a 50°C y separacion del exceso de proteinas con
MMTS por precipitacion con acetona. La combinacion de calor y SDS funciona para tioles
proteicos. El bloqueo efectivo de los tioles es requerido para maximizar la sensibilidad del
ensayo. El segundo paso convierte los S-nitrosotioles en tioles libres para que puedan ser
biotinilados. Esto se consigue permitiendo que el ascorbato experimente una trans-
nitrosacion con la proteina S-NO, en donde se produce la transferencia del grupo nitroso,
por e cual, el S-nitrosotiol es convertido a un tiol libre y el ascorbato se transforma en O-
nitrosoascorbato. La especificidad de la técnica de “biotin switch” para la detecciéon de
proteinas-S-NO se basa en la capacidad del ascorbato para genera un tiol a partir de un S-
nitrosotiol, pero no a partir de tioles alternativamente S-oxidados. La tercera etapa de la

técnica implica la biotinilacion del tiol naciente (es decir, e S-NO anterior). El exceso de
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biotina HPDP se elimina con precipitacion con acetona. El nivel de biotinilacion es
evaluado por diversas rutas. De dli que esta técnica sea utilizada, pues es compatible con
diversas técnicas de deteccion proteica. La streptoavidina-agarosa es frecuentemente

utilizada, asi como la espectrometria de masas o e Western-blot(38, 39).
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FIGURA N°10. DESCRIPCION DE LA TECNICA DE “BIOTIN-SWITCH?”. El paso
de "bloqueo” implica S metiltiolacion de cada cisteinatiol con S metilmetano-tiosulfonato
(MMTS). A continuacion, se utiliza ascorbato para convertir cada SNO en un tiol libre a
través de una reaccion de trans-nitrosacion para generar O-nitrosoascorbato. En €l paso de
"etiquetado”, cada tiol libre naciente (previamente un sitio S-NO) se biotinila con biotina-

HPDP. Las proteinas biotiniladas se enriquecen por medio de afinidad a avidina y se
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analizan mediante SDS-PAGE / inmunoblot. Los S-NO de proteinas totales o una proteina-
S-NO individual se pueden detectar con avidina-HRP o con un anticuerpo contra una
proteina de interés, respectivamente. Como se ilustra, el grado de “pull-down” se
correlaciona con la proteina S nitrosilacion. Antes de la extraccion de aviding, se analiza

una pequefia fraccion de cada muestra para determinar la"entrada”’ de proteina (39).

3.82 LIMITACIONESDE LA TECNICA.

Aunque el ensayo de “Biotin-swicht” ha sido utilizado en diversos sistemas, aun
presenta tres grandes inconvenientes. en primer lugar, la eficiencia/eficacia de la técnica
depende del bloqueo del 100% de los tioles de la muestra. Sin embargo, debido a la baja
concentracion de S-NO en sistemas biol 6gicos reales, esta condicién no siempre se alcanza.
En segundo lugar, la especificidad del méodo ha sido cuestionada debido a que la
reduccion de S-NO por ascorbato parece muy dependiente de sustrato. Algunos autores
postulan que e ascorbato no siempre reduce de forma eficiente todos los enlaces nitroso-
tioles, o bien en ocasiones no solo reduce estos, sino también enlaces disulfuros. Un tercer
inconveniente del ensayo seria €l potencial de modificar disulfuros después de la reduccion
de las cisteinas S-nitrosiladas, pudiendo generar una identificacion incorrecta de las
cisteinas S-nitrosiladas. La técnica ideal de deteccion de S-nitrosotioles debe ser selectiva
para estos enlaces, no deben verse afectados los derivados de tiol oxidados tales como
disulfuros o &cidos sulfinicos. Ademés, la reaccion debe proceder rapidamente bajo
condiciones estandarizadas como también dicho producto de reaccion debe ser estable para
poder ser analizado(38, 39).
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4. HIPOTESISY OBJETIVOS

4.1HIPOTESIS

Lainhibicion farmacol 6gica de GSNOR induce S-nitrosilacion de proteinas mitocondriales

4.2 OBJETIVO GENERAL

Evidenciar la S-nitrosilacion de proteinas mitocondriales en tejido cardiaco sometido a

inhibicién farmacol 6gica de GSNOR versus tejido cardiaco en condicion basal.

4.3 OBJETIVOSESPECIFICOS

- Realizar ensayo de “Biotin-swicht” para identificar proteinas S-nitrosiladas.

- Evaduar la actividad enzimédtica de GSNOR en tgiido sometido a inhibicion
farmacol 6gica versus basal.

- Ejecutar una separacion de proteinas separadas con Streptavidina-agarosa.

- Identificar la S-nitrosilacion de proteinas mitocondriales en homogenizado cardiaco
de ratas mediante Western-blot.
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5. MATERIALESY METODOS

5.1 MUESTRASDE TEJIDO CARDIACO DE RATAS.

Se obtuvo muestra de tejido cardiaco de rata de 7 machos adultos de la cepa Sprague-
Dawley de aproximadamente 6 meses de edad, |os cuales fueron obtenidos desde e bioterio
de la universidad de Talca, direccion de investigacion-universidad de Talca, siguiendo las
normas de bioética de experimentacion animal (40). Estas ratas se sometieron a un proceso
de eutanasia y extraccion de corazén. Luego, dicho érgano se sometié a un proceso de
retro-perfusion, donde un grupo de 4 corazones se tratarén con un farmaco inhibidor de la
actividad de GSNOR (C2) a una concentraciéon de 1 uM (grupo tratado) y 3 corazones a
una solucion de buffer Krebs (grupo control). Cada corazon mostré igualdad de
condiciones en cuanto a parametros cardiovasculares, posterior a ello se congelaron a una
temperatura de - 80°C para ser procesados y estudiados en futuros ensayos. Este proceso se
realizo durante el periodo del primer semestre del afio 2017.

5.2 OBTENCION DE HOMOGENIZADO DE CORAZON DE RATA.

Los tgjidos cardiacos de rata se sometieron a descongelamiento en hielo, para luego ser
homogenizados con un Ultraturrax en una solucion de buffer HEPES 0,1M; pH: 7,4 y

EDTA 1 mM. Posteriormente la muestra se centrifuga a 16.000 rpm durante 15 minutos
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para obtener un sobrenadante de proteinas que luego se congela a una temperatura de -

80°C, parafuturos andlisis.

5.3 DETERMINACION DE PROTEINASTOTALES.

Se emplea e sobrenadante del homogenizado de tejido cardiaco previamente
descongelado y mantenido en hielo. La cuantificacion de proteinas se realizdO mediante €
kit comercial de ensayo de proteinas BCA™ Thermo Scientific Pierce ™ (Rockford, USA).
Este método se fundamenta en la reduccion del cobre de su estado ctiprico (Cu*?) a cuproso
(Cu™) en un medio alcalino (reaccién de Biuret) con la deteccion del cation cuproso con €
acido bicinconinico (BCA). El producto de la reaccion tiene un color parpura formado por
el complejo de BCA con ion Cu™, que absorbe la luz a una longitud de onda de 562 nm,
cuya intensidad depende de la temperatura, tiempo y pH del medio en € cua se encuentra
(41).

Se prepard una curva de calibracién que abarca una concentracion que va desde 25-2000
ug/mL de albumina de suero de bovino en solucion de buffer HEPES 0,1 M pH:7,4 con
EDTA 1 mM.. Previo a su lectura, se realizO una incubacion de 30 minutos a 37°C con
posterior agitacion (5 segundos), para luego ser leidas en un espectrofotébmetro de
microplacas Thermo Scientific ™ Multiskan a una longitud de onda de 562nm. Todo ello
siguiendo el protocolo de lectura de microplacas que utiliza 10 yL de muestra y 200 uL de
reactivo de trabajo, preparado en una razén de 50:1 con los reactivos incorporados A y B

respectivamente. Cada reaccion de realiz6 a unatemperaturade 37°C y por triplicado.
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5.4 CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GSNOR.

A un volumen determinado de homogenizado de tejido cardiaco con una concentracion
de proteinas de 100 pg/mL se adiciond un volumen de 200 pL de solucion que contenia
TrisHCl 20 mM (pH 8,0), EDTA 0,5 mM y NADH 200 yuM. Para detectar la actividad
enzimatica de GSNOR, seinicio la reaccion con 400 uM de GSNO en tampon de reaccion
(TrissHCI 20 mM, pH 8,0, EDTA 0,5 mM) con NADH 200 uM, incubando a 25°C por 10
minutos. Se adiciono también un control positivo empleando un homogenizado de higado,
evaluando su actividad bajo las mismas condiciones. Asi también se evalud la actividad
enzimética de GSNOR en distintos medios de reaccion, uno sin NADH y otro sin GSNO,
con la finalidad de lograr eliminar la actividad de enzimas interferentes que empleen €
NADH. La medicion de la actividad enzimética se midié por e consumo de NADH
dependiente de GSNO, monitoreando la disminucion de la absorbancia a 340 nm de
longitud de onda (figura N°11)(42).

CoNO 4+ NADH + HT — GENEOLH 4+ NALDYT
GSMHOH + NADH + H™ — GSNH, + NAD™ — H,O

GSNH; + GSH — G550 + MNH,

FIGURA N°11. REACCION CATALIZADA POR LA ENZIMA GSNOR EN LA
METABOLIZACION DEL GSNO DEPENDIENTE DE NADH.
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55SNITROSILACION DE PROTEINAS.

Se redizd este ensayo empleando €l protocolo sugerido por e kit de deteccion de
proteinas S-nitrosiladas ““Biotin  Switch” (Cayman Chemica®). Previamente se
descongelaron los homogenizados de tgjido cardiaco almacenados a -80°C y se prepararon
los reactivos empleados en € ensayo bgjo las condiciones/especificaciones sugeridas por €
fabricante. EI ensayo comenzé a redizar la fase de blogueo (figura N°12) mediante la
adicion de 300 pL de un reactivo de bloqueo o buffer-A a un volumen de muestra de 200
uL, gue contenia aproximadamente una concentracion de 1,5 pg/uL de proteinas. Luego
cada muestra fue sometida a una agitacion suave por 30 minutos a 4°C, transcurrido este se
separaron 250 uL a un tubo Eppendorf para obtener los controles negativos de cada muestra
sometida biotinilizacion. Se adiciond una cantidad de acetona fria en una relacion 1:4
teniendo como volumen final 1mL, posteriormente se agitaron por inversion y se incubaron
a -20°C durante una 1 hora aproximadamente. Finalmente, transcurrida la hora cada

muestra es sometida a un proceso de centrifugacion a 16000 rpm durante 10 minutos a4°C.

Terminada la fase de bloqueo se procedi6 aretirar cada tubo Eppendorf para eliminar su
sobrenadante obteniéndose un pellet. Luego se comenzo con la fase de reduccion y
etiquetado del ensayo (figura 12) “biotin-switch”. Se re-suspendi6 cada pellet de proteinas
en 500 pL de un reactivo reductor de marcage o buffer B (ascorbato/bioting).
Adicionalmente los controles negativos de cada muestra solo fueron re-suspendidos en una
solucion que no contenia ascorbato, evidenciando cualquier biotinilizacion endégena. Las
muestras se incubaron a temperatura ambiente (25°C) durante una hora en oscuridad,
transcurrido dicho tiempo se adiciond un volumen de 500 pL de acetona fria, mezclando
por inversion para luego ser incubadas a -20°C durante 1 hora. Finalmente se retiran para

ser sometidos a una centrifugacion a 16.000 rpm durante un tiempo de 10 minutos a 4°C.
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FIGURA N°12. DIAGRAMA DEL PROCESO DE BIOTIN-SWITCH Y
SEPARACION CON STREPTOAVIDINA AGAROSA. Lostioles libres de proteinas se
unen con un agente bloqueante. Los S-nitrosotioles se reducen para producir tioles libres
que se marcan covaentemente con maeimida-biotina. La deteccion de estas proteinas
puede ser mediante anticuerpos anti-biotina posterior a su separacion con estreptoavidina

agarosa .(43)

Finalmente, terminada dicha centrifugacion se procede a eiminar e sobrenadante,
observandose la presencia de un pellet de proteinas, que luego serén re-suspendidas en un
buffer de lavado a un volumen que puede ser de 100-200 pL, para posteriormente ser
amacenados a-20°C.
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5.6 SEPARACION DE PROTEINASBIOTINILADAS CON RESINA.

La estreptavidina-agarosa es una resina de agarosa granulada y con capacidad estandar
procedente de una proteina recombinante inmovilizada que se puede emplear en diversos
métodos de purificacion por afinidad a la biotina, esta se caracteriza por estar compuesta
por la estreptaviding, una proteina tetramérica con cuatro sitios de union de biotina por
molécula (44, 45). Se emplea estreptavidin-agarosa 50% v/v (Novagen®) almacenada
previamente a 4°C, con la finalidad de lograr la separacion de proteinas biotiniladas

sometidas al método de biotin-switch.

En primerainstancia se deposito en un tubo Eppendorf un volumen determinado de cada
muestra de homogenizado de corazén sometido al proceso de “biotin-switch” conteniendo
por lo menos 300 pg de proteinas en un volumen de 200 ul del vial respectivamente de
resina (que equivale a 100 yL de estreptavidina-agarosa), posteriormente se procedio a
realizar una incubacion a temperatura ambiente por una hora, donde terminado tal se
procedié a centrifugar a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C descartando € sobrenadante.
Finamente se prepard una solucion de buffer de fosfato salino (pH: 7,2 0,1M PO42 +
0,15M NaCl) y se adicionaron 500 uL al sedimento, mezclando suavemente con un vortex,
para proceder a realizar nuevamente un centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C
descartando nuevamente € sobrenadante (se realizé este proceso por lo menos unas tres

veces).

Terminada la fase de unién, se inici6 la fase de ducién adicionando 100 pL de buffer
Lammli 2X Sigma-Aldrich(4% de SDS, 20% de glicerol, 10% de 2-mercaptoetanal,
0,004% de azul de bromofenol y 0,125 M de Tris HCI, pH: 6.8) a cada muestra, donde
posteriormente fueron expuesta a 100°C durante 5 minutos, finalmente se centrifugd cada
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muestra a 1000 rpm a 4°C durante 10 minutos (dos veces), transfiriendo el sobrenadante a
un nuevo tubo Eppendorf, donde luego fueron almacenadas a -20°C para ser sometidas
finalmente a Western-blot.

5.7 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS.

Se prepararon geles de poliacrilamida de 1 mm de espesor, para €llo se prepard
aproximadamente 5 mL de mezcla para gel separador a 10% (Tabla N°2), que se agregl en
el soporte de gelificacion entre dos placas de vidrio, tras lo cual se afiadié isopropanol para
evitar la formacién de burbujas y se gelificara de forma recta. Una vez solidificado, se
elimind e isopropanol por inversion, y se lavd con agua ultra-pura la superficie,
asegurandose que no queden restos del alcohol. Finamente se afadio sobre e primer gel
1,5 mL aproximadamente de la mezcla de gel concentrador a 4% (tabla 2), y se posiciona

el peine con € cual se formaran aproximadamente 10 pocillos.
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TABLA N°2. PROTOCOLO DE PREPARACION

POLIACRILAMIDA.

DE GELES

DE

Reactivos Gel separador Gel concentrador
Concentracion 7,5% 10% 12% 4%
Acrilamida-bisacrilamida 3mL 4 mL 4,8 mL 0,7 mL
(30%-0,8%)
Aguadesionizada 5,76 4,76 mL 3,96 3mL
mL mL
TrisbasepH 8815M 3mL 3mL 3mL 0OmL
Tris-base pH 6,8 0,5M OomL OmL OmL 1,25 mL
SDS (dodecil sulfatode 144 pL 144yl 144 pL 50 pL
sodio) 10%
Persulfato de amonio a 84 L 84 uL 84 L 35 uL
10%
TEMED 12yl 12puL  12uL 10 pL

Los homogenizados se mezclaron con buffer de carga en una proporcion 4.1

respectivamente y se hirvieron durante 5 minutos, luego se dgaron reposar durante 5

minutos en hielo. Continuando con é ensayo, se depositd en cada pocillo un volumen de 30

UL de muestra, de manera que la concentracion de proteinas depositada fuera de a menos

30-35 pg de proteinas por pocillo. Para la corrida electroforética se utilizé el marcador de

peso molecular Prism Ultra Protein Ladder (3.5 - 245 kDa), (Rockford, USA.) mezcla de

nueve proteinas que van de 3,5 - 245 KDa (figura N°13).
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Figura N°13. Esquema de separaciéon del marcador de peso molecular SDS-PAGE -
Prism Ultra Protein Ladder (3.5 - 245 kDa) (ab116029).

Se montaron los geles en e sistema de electroforesis BioRAD, mini PROTEAN
hércules, CA, USA. Afadiendo aproximadamente 600 mL de buffer de corrida pH: 8,3,
conteniendo Tris-base 25 mM, SDS 0,1%, y glicina 192 mM. Se cargaron 30 L de cada
muestra ya sea del grupo control u grupo tratado con €l inhibidor de GSNOR, programando

lafuente de poder a 100 volt durante 2 horasy 10 minutos.

5.8 TINCION DE PROTEINAS CON AZUL DE COOMASIE.

Previamente se realizé una corrida electroforética de proteinas segin e protocolo ya
antes mencionado. Donde en cada ensayo se emplearon dos geles, uno con e contenido de
todas las muestras sometidas a biotinilizacion y otro con dos pares de homogenizados de
cada grupo, sea homogenizado control y homogenizado tratado con inhibidor de GSNOR y
sus respectivos controles negativos (para evidenciar la biotinilizacion enddgena). De
manera que se intentd apreciar si la concentracion de proteinas depositada era la éptima,
previo a realizar el procedimiento de Western-blot, puesto que el protocolo de “Biotin-
switch” implica perdida de proteinas durante su proceso. Redlizada la electroforesis se
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sumergio e gel a un volumen de 10 mL de solucion de tincion (tabla N°3) utilizando un
recipiente de plastico hermético. El gel se incubo durante toda la noche a temperatura

ambiente y agitacion constante(46).

TABLA N°3. COMPOSICION DE SOLUCION DE TINCION

Reactivo Cantidad (g) /volumen (mL)
Azul brillante de coomasie R-250 0,259
Metanol 45 mL
Acido acético glacial 10 mL
Agua destilada 45 mL

Transcurrido €l tiempo de tincidén se elimind la solucién de azul de Coomasie, y se
procedio a redizar los lavados del gel, ya sea sumergiéndola en una solucion de lavado
(Tabla N°4), que mantenida una agitacion constante se cambiaba esta cada 1 hora de
lavado, hasta tal punto de que se observaran bandas de proteinas y € gd se observara

transparente.

El fundamento de latincion de azul de Coomasie se basa en € pigmento anionico que se
une a los residuos de lisina de las proteinas. Se requiere de un medio &cido para la
generacion de atraccion electrostética entre las moléculas del colorante y os grupos amino
de las proteinas. La atraccion ionica es a traves de las fuerzas de Van der Walls, que unen a

las proteinas y a colorante formando un complejo coloreado.
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TABLA N°4. COMPOSICION DE LA SOLUCION DE LAVADO

Reactivo Volumen (mL)

Metanol 100 mL
Acido acético 75 mL
Aguadestilada 325 mL

5. 9WESTERN-BLOT.

Esta técnica permite la deteccion de una sola proteina dentro de una muestra biol 6gica.
Su especificidad se logra mediante la utilizacidn de un anticuerpo que reconoce y se une a
un epitope Unico de la proteina de interés. Para realizarla se asegur6é que en cada pocillo
previa alaelectroforesis se logre depositar una cantidad igual de proteinas, que en este caso
era entre un rango de 30-36 ug de proteinas como minimo del homogenizado de tejido
cardiaco, luego se procedio a redlizar la electroforesis de proteinas segin lo descrito
anteriormente, finalizado este, se procedi6 a redizar € electro-transferencia a una
membrana de nitrocel ulosa, donde terminada la el ectroforesis se extrgjo el gel del soporte y
se deposito dentro de una bandeja llena previamente con buffer de transferencia pH: 8,3
frio (compuesta por Tris-base 25 mM, glicina 192 mM y alcohol metilico a 20%),
conteniendo dos esponjas, dos papeles filtros, la membrana de nitrocelulosa 'y e soporte de
plastico armado, por 1o que se procede aredlizar €l armado del sandwich en € orden que se
observa (figura N°14). Se introduce e sandwich en el cassette de transferencia
(posicionando e costado negro del soporte con € rojo del cassette) finalmente se introdujo
en la cubeta, con € buffer de transferencia helado y una cubeta con hielo en su interior para
evitar que € sistema se sobrecaliente demasiado durante su realizaciéon. Se conectd a la

fuente de poder por un periodo de 2 horas a 100 volt a4°C.
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FIGURA N°14. ESQUEMA DE ARMADO DE SANDWICH DE TRANSFERENCIA

510 BLOQUEO.

Transcurridas las dos horas se desacopla € sandwich extrayendo la membrana de
nitrocelulosa, visualizando que el marcado de peso molecular y € buffer de corrida se
hayan transferido a este verificando € éxito de la transferencia, luego se deposita la
membrana en recipiente de pléstico hermético junto con un volumen de 7-10 mL de buffer
de TBS-T (Tris-base 0,2 M, NaCl 8% y Tween-80 0,1%) manteniéndose en agitacién con
lafinalidad de lograr remover restos de gel u otras particulas que hayan quedado adheridas
al sistema, luego se procede a blogquear la membrana con un volumen similar al anterior de
solucion de albumina de suero bovino a 2% disuelta en buffer TBS-T, durante un periodo

de 1 hora a temperatura ambiente en agitacion constante.
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511 DETECCION DE PROTEINASS-NITROSILADAS.

Redlizado €l bloqueo de la membrana de nitrocelulosa con solucion de abumina de
suero bovino a 2%, se procedio arealizar la solucion del anticuerpo especifico anti-biotina,
HRP-linked, retirandolo de su temperatura de almacenamiento (-20°C) se dgjo reposar en
hilo unos 20 minutos, luego se preparé una solucion de 7-10 mL en una proporcion de
1:1000 en albumina de suero bovino a 2%, para finalmente sumergir la membrana en esta
solucion con € anticuerpo anti-biotina durante un tiempo de 10 minutos, donde

transcurrido este tiempo se procedié a degjarlo reposar a 4°C durante toda la noche.

Para la deteccion de proteinas mitocondriales se empled un coctel de anticuerpos de
inmunoglobulinas 1gG monoespecificas (Thermofisher scientific®), dirigidos contra las
proteinas IM Core-I (complgjo I11), IM C-Va(complegjo V), CiclofilinaD, OM porrin 1+2
(VDCA-1) y matrix Cyt c (citocromo c) (figura N°15), a una concentracion 1.1000. se
realizd un blogueo de la membrana de nitrocelulosa con solucion de albumina de suero
bovino a 5%, luego se realizé una serie de lavados por 1 hora, para luego emplear un
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa anti-lgG murino (Thermofisher
scientific®) incubandolo por un tiempo de 2-5 horas a temperatura ambiente, para ser

sometido a un proceso de lavado de aproximadamente 2-4 horas.
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FIGURA N°15: ANALISIS DE WESTERN-BLOT DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL EN MUESTRAS DE HIGADO DE RATA USANDO UN
COCKTEL DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.

512 REVELADO.

Previo a este proceso se retird la membrana y se dgja en agitacion a temperatura
ambiente por lo menos unos 10 minutos, para luego someterlo a lavados con buffer TBS-T

en un rango de tiempo de 30-60 minutos, cambiando esta solucién cada 15 minutos.

En un cuarto oscuro iluminado con una luz roja tenue, se revelé la membrana de
nitrocelulosa utilizando e sustrato quimioluminiscente para peroxidasa de rabano
(SuperSignal West Pico Sensitivity Substrate, Thermo Scientific Rockford, USA). Paraello
se prepararon soluciones de trabagjo de 1 mL mezclando partes iguales de reactivo de
peréxido y luminol/enhancer, y se incubo durante dos minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Luego se prob6 en diluciones de 1:2, 1:4 y 1:8 hasta encontrar la dilucion que
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permita una Optima quimioluminiscencia al adicionarla sobre la membrana, se deja incubar
la membrana por 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y luego a observar
luminiscencia se deposita en una cdmara u cassette de auto-radiografia (AmershamTM
HypercassetteTM) (Buckinghamshire, Inglaterra) para luego posicionar sobre ella una
pelicula fotosensible (CL-XPosureTM Film Thermo Scientific Pierce protein Research,
Rockford, USA) de 13x16 cm, todo ello en completa oscuridad y durante un tiempo de 15-
5 minutos seguin laintensidad de la quimiol uminiscencia observada.

Previamente se debid posicionar en tres fuentes de vidrio las soluciones de revelado,
fijadora y de agua; de modo que al finalizar la exposicion del film este se introdujo
inmediatamente en solucion reveladora hasta la visualizacion de bandas, luego durante 10
segundos aproximadamente se expuso a la solucion fijadora y se terming por lavar con
abundante agua y proceder arealizar el secado como tal. La composicién tanto del reactivo
revelador como del fijador se describe en las tablas N°5 y N°6 respectivamente.
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TABLA.N°5 COMPOSICION DEL REACTIVO REVELADOR

Reactivo Volumen mL
Parte A
Hidroquinona, carbonato de sodio, hidroxido de potasio y &cido 125

dietilenaminopentaacético, sal pentasddica (DTPA 5 Na) y agua.

Parte B

Acido acético, derivado de pirazolidonay agua 6,25
Parte C

4,2

Glutaraldehido, metano y agua
Agua destilada 365
TABLA N°6. COMPOSICION DEL REACTIVO FIJADOR
Reactivo Volumen (mL)

Parte A 87
Tiosulfato de amonio, sulfito de sodio, &cido acético y agua.

Parte B
Acido acético, sulfato de aluminio, gluconato de sodio y agua 25
Agua destilada 388
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5.13 CUANTIFICACION DE PROTEINASNITROSILADAS.

Los films se digitalizaron y las imégenes fueron sometidas a estudio de cuantificacion de
pixeles, empleando € programa Imagel version 1,52a (Wayne Rasband, National Intitutes
of Health USA). Los valores se graficaron para comparar los resultados de ambos grupos
de muestras experimental es, mediante el software GraphPad Prims versién 6,01.

5.14 ANALISISESTADISTICO.

L os resultados obtenidos en todos |os experimentos fueron expresados como promedio +
desviacion estandar. Para determinar si existia diferencia significativa entre e grupo control
y € grupo experimental se aplico la prueba de T-student con el software GraphPad Prims

version 6,01, considerando una diferencia significativa con un p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

Se cuantificd la concentracion de albumina de suero de bovino utilizando e método de
BCA Pierce™, que presenta una linealidad desde 25-2000 pg/mL, leyendo su absorbanciaa
una longitud de onda de 562 nm. A partir de estas lecturas se obtienen |os datos de la tabla
N°7, junto con la representacion gréfica de la curva de calibracion en la figura N°16, que
evidencia un coeficiente de correlacion de 0,9992.

TABLA N°7. CURVA DE CALIBRACION DE ALBUMINA DE SUERO BOVINO
MEDIDO UTILIZANDO EL METODO DE BCA PIERCE ™

Concentracion de albumina de suero de Absorbancia a 562 nm

bovino [mg/mL]

125 0,062
250 0,105
500 0,191
750 0,295
1000 0,382
1500 0,573
2000 0,783
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Curva de calibracion
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FIGURA N°16. CURVA DE CALIBRACION DE ALBUMINA DE SUERO BOVINO

POR EL METODO DE BCA PIERCE™

6.2 CUANTIFICACION DE PROTEINASTOTALESEN
HOMOGENIZADOS CARDIACOS.

Utilizando la ecuacion de la curva de calibracion se obtuvieron las concentraciones de

proteinas para cada muestra, como se observa en latabla N°8.
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TABLA N°8. CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES EN
HOMOGENIZADOSDE TEJIDO CARDIACO.

Homogenizado de corazon  Absorbancia promedio Concentracion de

derata proteinas [pg/uL)
Control 1 (C1) 1,229 3,15
Control 2 (C2) 0,818 2,10
Control 3 (C3) 0,905 2,31
Inhibidor 1 (P1) 1,330 341
Inhibidor 2 (P2) 0,731 1,87
Inhibidor 3 (P3) 2,447 6,27
Inhibidor 4 (P4) 0,977 2,50

6.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE GSNOR.

Se determind la actividad enzimatica de la enzima GSNOR mediante la incubacion de
los homogenizados de corazén (con inhibidores de GSNOR y en estado basal) e higado
(control positivo) de rata a 25°C por un tiempo de 10 minutos, en condiciones sin NADH,
sin GSNO, con NADH y GSNO, donde se ley6 la absorbancia a una longitud de onda 340
nm, observando la disminucion de NADH en e sistema, por |o que se grafica la actividad
de la enzima durante un transcurso de 10 minutos post-incubacion (Figura N°17),
describiendo la disminucion en el tiempo de la concentracion de NADH en € sistema de
reaccion. Ademas, se gréfica €l diferencial (delta) de absorbancia entre la absorbancia
promedio inicial-absorbancia final de todos los homogenizado de corazén con la finalidad

de lograr evidenciar € grado de actividad de GSNOR presente en estos. Interpretandose un
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mayor delta como una mayor disminucion de NADH (Figura N°18). No se observa una
diferencia significativa en cuanto a los deltas de absorbancia (p>0,05) tanto en los
homogenizados de corazdn de rata controles, tratados con inhibidor y € homogenizado de
higado de rata en los sistemas que en cuyos medios solo contienen GSNO (S/SGNO) o solo
NADH (S/NADH). Sin embargo, se observa una diferencia significativa (p< 0,05) en
delta de absorbancia entre el homogenizado de higado de rata y e grupo tratado con el
inhibidor de GSNOR junto con € grupo no tratado o control, ademas no se observa una
diferencia significativa entre estos dos Ultimos grupos mencionados con respecto a delta

absorbancia.
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FIGURA N°17. GRAFICOS QUE MUESTRAN LA DISMINUCION DE LA
ABSORBANCIA LEIDA A 340 NM EN EL TIEMPO EN HOMOGENIZADOS DE
CORAZON TRATADOS CON INHIBIDOR DE GSNO (P), CONTROLES (C) Y
HOMOGENIZADO DE HIGADO (CONTROL +) EN UN MEDIO CON NADH Y

GSNO.
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FIGURA N°18. GRAFICO DEL AABSORBANCIA (ABSiniciaL-ABSrinaL), A LOS 0
Y 10 MINUTOS RESPECTIVAMENTE TRANSCURRIDA LA REACCION EN
MEDIOS QUE CONTIENEN NADH/GSNO, SOLO GSNO (S/GSNO) Y SOLO
NADH (S/NADH).
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6.4TINCION DE GELES DE POLIACRILAMIDA CON AZUL DE
COOMASIE.

Se sometio cada gel a unatincion de azul de Coomasie R-250 con la finalidad de lograr
evaluar s la cantidad de proteinas cargada en cada pocillo es adecuada para la posterior
realizacién de Western blot, ademés de permitir evaluar de forma cualitativa la presencia de
proteinas en cada muestra, puesto que es probable su perdida durante los procesos de
centrifugacion y eliminacion de sobrenadantes en el transcurso de la biotinilacion, por 1o
gue en la figura N°19 se observa una homogeneidad con respecto a lo depositado en cada
pocillo.
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FIGURA N°19. TINCION DE AZUL DE COOMASIE EN GELES DE
POLIACRILAMIDA POSTERIOR A LA CORRIDA ELECTROFORETICA.
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6.5 S-NITROSILACION DE PROTEINAS.

Se redliz6 el método de “Biotin-swicht”, biotinilando las muestras de homogenizado de
corazén de rata, con lafinalidad de luego ser sometidas a SDS-PAGE (electroforesis en gel
de poliacrilamida), para luego readlizar la detecciéon del S-nitrosilacion mediante Western-
blot con un anticuerpo anti-biotina conjugado con la enzima peroxidasa (HRP), se carg6 un
volumen igual o a menos e necesario para poder depositar una concentracion igual de

proteinas.

Se rediza una comparacion del grado de S-nitrosilacion entre homogenizados de
corazones tratados con un inhibidor de GSNOR y los controles en condiciones basales
(Figura N°20), obteniendo una intensidad de pixeles promedio para |los homogenizados de
rata controles de 17967 + 1830 y para e grupo tratado con €l inhibidor de 22172 + 2279
observando que existe una diferencia significativa entre los valores promedio de dicha
intensidad entre los homogenizados tratados farmacoldgicamente con respecto a los
basales, con un p < 0,05 (figura N°21).
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NIVEL DE SNITROSILACION DE PROTEINAS DE

HOMOGENIZADO DE CORAZON DE RATA SOMETIDOS A TRATAMIENTO
INHIBICION ENZIMATICA DE GSNOR Y LOSNO TRATADOS.
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FIGURA N°21. COMPARACION DEL NIVEL DE SNITROSILACION POR
MEDIO DE LA INTENSIDAD DE SENAL EXPRESADA EN PIXELES PARA EL
GRUPO CONTROL Y EL GRUPO TRATADO CON EL INHIBIDOR DE GSNOR.

Posteriormente se repitido e método para lograr evidenciar la reproducibilidad de la
técnica de ““Biotin-swicht™”, ya sea entre muestras tratadas con ascorbato y homogenizados
aleatorios no tratados con ascorbato durante el proceso de biotinilizacion. Posteriormente,
cada muestra se procesd de la misma manera con respecto a la corrida electroforética y la
redlizacion del Western-blot. Se muestra la intensidad de biotinilizacién solo de las
muestras 1 y 3 (figura N°22), donde a evaluar la intensidad de la sefial promedio se puede
observar que existe una diferencia significativa con un p < 0,05, con valores promedios
para los homogenizados de corazon sin ascorbato de 14401 + 2347 pixeles y para

homogenizados tratados con ascorbato 20244 + 3125 pixeles (figura N°23).
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FIGURA N°22. NIVEL DE SNITROSILACION DE PROTEINAS DE
HOMOGENIZADO DE CORAZON DE RATA EXPUESTOS A ASCORBATO Y
NO EXPUESTOS A ASCORBATO DURANTE LA REALIZACION DEL ENSAYO
“BIOTIN-SWICHT”.
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FIGURA N°23. GRAFICO DE LA INTENSIDAD DE SENAL EN MUESTRAS
SOMETIDAS A BIOTIN-SWICHT EN PRESENCIA DE ASCORBATO Y SIN
ASCORBATO.
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6.6 IDENTIFICACION DE PROTEINAS S-NITROSILADAS.

Se realiz6 una separacion de proteinas biotiniladas mediante una cromatografia con
beads de estreptavidina-agarosa 50% v/v (Novagen®), que luego fueron sometidas a un
proceso de Western-blot para evidenciar proteinas mitocondriales mediante e empleo de un
coctel de anticuerpos mitocondriales (ThermoFisher Scientific®), evidenciando la S
nitrosilacion de proteinas como Cyclofilina D, Complejo 111 (core-1), VDAC-1 o porinay
Complgo Va en las muestras de homogenizado cardiaco de ratas tratadas y no tratadas,
junto con una preparaciéon de mitocondrias y sobrenadante de corazon de ratas como

control (figuraN°24).
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FIGURA N°24. GEL 1 (SUPERIOR) Y GEL 2 (INFERIOR), PROTEINAS
MITOCONDRIALES OBTENIDAS DE UN HOMOGENIZADO DE CORAZON DE
RATA, SOMETIDO A SEPARACION CON STREPTOAVIDINA-AGAROSA
POSTERIOR AL “BIOTIN-SWICHT™.
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Finalmente, se evalla la intensidad de la sefia para cada una de las proteinas vistas en
ambos geles (figura N°25 y N°26), con € objetivo de poder evaluar si existe algun
predominio en la S-nitrosilacion de algunas de estas proteinas asociada a la inhibicion de
GSNOR en los homogenizados de corazon con respecto a las muestras de homogenizado de
corazones no tratadas, obteniendose que en e gel 1 (figura N°23 superior) no existe una
diferencia significativa (p > 0,05) para las proteinas ciclofilina D, C-Vay core-l, mientras
gue para VDAC-1 s presenta una diferenciasignificativa (p < 0,05) entre homogenizado de
corazon tratado con € inhibidor de GSNOR, no obstante en el gel 2 (figura N°24 inferior)
no existe diferencia significativa (p < 0,05) para ninguna de las proteinas mitocondriales

evaluadas en ambos tipos de tejidos de homogenizado de corazdn de rata.
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FIGURA N°25. INTENSIDAD DE SENAL DE PROTEINAS MITOCONDRIALES
(CICLOFILINA D, VDAC-1,C-VAY CORE-l) EVALUADASEN EL GEL 1

65



Intensidad de senal de ciclofilina D Intensidad de seial de core-|

Intensidad de sefal

25000 -
40000 - ns : ns .
[ ] = 200004
30000 - o
4 15000
20000 - =
T 10000
[7:]
10000 - &
£ 50004
1] T o- T
- gq' CP
@%’0 N?b ‘\:bb
] i o
& ° <«
Homegenizados de corazon Homogenizados de corazén
Intensidad de seiial de VCDA-1 Intensidad de senal de C-Va
ns
40000 - ns 20000 ] .
i I 1 =
S 30000 ‘S 15000
] ‘ th
a L]
= -
S 20000+ 2 10000+
o g
2 £
& 10000 o 5000
E E
0 . 0 .
Q‘Q" bda -‘-}Q' bc,a
3 o & o
<o «F o &7
1..,,‘-'.""":‘I *z‘ﬂ \Q‘s‘ Q‘u
Homogenizados de corazon Homogenizados de corazon
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EN GEL 2.
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7. DISCUSION

La S-nitrosilacion de proteinas es un evento que promueve la cardioproteccion mediante
la formacion de enlaces nitrosotioles, descrita como una modificacion post-traduccional
asociada a enzimas nitrosilantes como las isoformas de 6xido nitrico sintasas (NOS), cuyo
efecto es prevenir la oxidacion de proteinas cardiacas durante los procesos de isquemia-
reperfusion, asociado a aumento de NO, evitando el deterioro de los miocitos que culmina
con la necrosis del tejido cardiaco(13, 24, 47). Es por esto por lo que hoy en dia se esta
estudiando la utilidad y €l beneficio que puede presentar la S-nitrosilacion de proteinas
cardiacas durante los episodios de isguemia-reperfusion, donde varios académicos
coinciden en que lainhibicién de proteinas desnitrosilante mediante farmacos puede evitar
los dafios originados durante los episodio de isquemiareperfusion(18, 42) que se
caracteriza por manifestar un estrés oxidativo en los cardiomiocitos, involucrandi
principalmente a proteinas implicadas tanto en la homeostasis de C&* intracelular (
gemplo: SERCA-ATPasa, PLP, CCTL)(27-29, 47) y enzimas mitocondriales,
principal mente las presentes en la cadena transportadora de el ectrones (egjemplo: complegjo
[1l'y complggo V) y asociadas a la mantencion de la transicion de permeabilidad
mitocondrial ( gemplo: VDAC-1 y ciclofilina D)(4, 30), afectando a la funcionalidad

cardiaca

La inhibicion de la enzima GSNOR en homogenizados de corazon se evidencia
mediante la evaluacion de la actividad enzimética mostrada en la figura N°17, presentando
una menor cinética enzimatica en los homogenizados de rata sometidos a inhibidor de
GSNOR, seguido del homogenizado de ratas no tratadas y finalmente por el homogenizado
de higado que se emplea principalmente como un control positivo, que fueron evaluadas

bajo las mismas condiciones como se observa en la figura N°18, con la finalidad de
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demostrar de que si existe una S-nitrosilacion significativa en las proteinas cardiacas sea

realmente por lainhibicién farmacol 6gica de la enzima.

Posteriormente se observan las proteinas cardiacas de rata sometidas a biotinilizacion
(figura N°19) logrando estandarizar € contenido adecuado de proteinas con respecto a
volumen cargado en los geles, donde realizado € Western-blot (figura N°20) se evidencia
que € tgido cardiaco de rata sometidos a inhibidor de GSNOR presento una mayor
intensidad de sefial promedio en comparacion con €l tejido cardiaco de ratas no tratadas, asi
simultaneamente se comprueba la reproducibilidad del método biotin-swicht (figura N°23)
al observar una intensidad de sefial menor en los homogenizados de corazon de rata no
tratados con ascorbato en comparacion con |os homogenizados tratados con ascorbato, con
una tendencia a incremento, demostrando que la biotinilizacion de tejidos cardiacos
tratados con inhibidor de GSNOR se debe realmente a un aumento de la S-nitrosilacion
asociado a la hiotinilizacion por biotin-swicht y no una deteccion de biotinilizacién

enddgena presente en las proteinas.

Finalmente se puede observar que la presencia de proteinas mitocondriales fueron S-
nitrosiladas (Figura N°24), pues este homogenizado fue sometido a una separacion por
streptoavidina-agarosa que solo separa proteinas altamente biotiniladas, donde realizado €l
western-blot se logra evidenciar cuatro proteinas mitocondriales especificas como C-Va,
una subunidad del complejo V de la enzima ATP-sintasa, core-l asociada al complego 111,
(proteinas principal mente implicadas en la cadena transportadora de electrones), VCDA-1y
ciclofilina D (implicadas en lo que respecta a la mantencion de la permeabilidad de
transicion mitocondria). No se puede observar una intensidad significativa entre los tejidos
cardiacos sometidos a inhibidor de GSNOR vy los controles (figura N°25 y N°26), a
excepcion de laVCDA-1 en € gel 1, que presento una diferencia significativa entre ambos
grupos. Por lo tanto, se espera que a futuro se realicen estudio empleando anticuerpos

especificos para lograr evaluar de forma mas sensible y especifica el nivel de expresion en
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estos homogenizados, no obstante, la finalidad de este ensayo es principal mente evidenciar
proteinas mitocondriales S-nitrosiladas, por 1o que su indagacion queda pendiente y abierta

a estudios posteriores.

Actuamente no existen muchas evidencias ni estudios del proceso de S-nitrosilacion en
proteinas mitocondriales, puesto que se menciona que no existen nitrosilasas localizadas en
el medio interno de las mitocondrias, ya que esta es mediada principa mente por trans-
nitrosilasas externas, como G3PDH que es capaz de S-nitrosilar proteinas mitocondriales
atravesando la membrana mitocondrial externa y trans-S-nitrosilar(33) proteinas como €
complgio Il (core-l), complggo V (C-Va), VCDA-1 y ciclofilina D (proteinas
principamente evidenciadas en este escrito), por 1o que se infiere que la fosforilacion
oxidativa y la mantencién de la permeabilidad de transicion mitocondrial estan muy
relacionadas a estrés oxidativo generado tras € proceso de isgquemia-reperfusion, por lo
gue pueden ser blancos fundamentales para lo que respecta a la cardio-proteccion, a evitar
las modificaciones de estas proteinas mediadas por radicales libres, evitando la deplecién
de ATP vy liberacion de mediadores pro-apoptoticos, disminuyendo los efectos
degenerativos al miocardio(7, 10, 13, 20, 28).
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8. CONCLUSION

La S-nitrosilacién es méas que un proceso de modificacion post-traduccional, que puede
intervenir a varios niveles en los efectos intracel ulares que modulan la funcion fisiologica a
nivel de los cardiomiocitos, principalmente en la homeostasis del Ca?* intracelular y la

actividad mitocondrial.

El méodo de biotin-switch puede detectar la s-nitrosilacion de proteinas mediante la
identificacion por Western-blot empleando un anticuerpo anti-biotina conjugado con una
enzima peroxidasa. La inhibicion de la actividad enzimética de GSNOR aumenta la S
nitrosilacion de proteinas cardiacas, sin embargo, este proceso puede funcionar de manera
distintaanivel delamitocondria, pues no se observa un predominio evidente entre el grupo

tratado con farmaco y el basa o control.

Finalmente, las proteinas mitocondriales que mayormente pueden estar implicadas en
modificaciones de S-nitrosilacion tras eventos de isquemia-reperfusion, suelen estar
implicadas en procesos como lafosforilacion oxidativay la mantencion de la permeabilidad
de transicion mitocondrial, procesos fundamentales para la supervivencia de cualquier

célula
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