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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa de mayor
prevalencia, y se caracteriza por la muerte de neuronas dopaminérgicas. La EP esta asociada
a la a-sinucleina (aSyn), una proteina nuclear y sinaptica que forma agregados insolubles y
que son causantes de la aparicion de esta enfermedad. Distintos factores como las
modificaciones post-traduccionales (MPTSs), niveles elevados de metales y el estrés oxidativo
aceleran la agregacion de la aSyn. In vivo, MPTs como la glicacion no enzimatica o la
nitracion alteran su conformacion y han sido asociadas con el incremento de estrés oxidativo
a nivel celular. Sin embargo, recientemente se ha visto que la aSyn es capaz de inhibir la
formacion de especies reactivas de oxigeno y radicales libres durante la degradacion
oxidativa de acido ascorbico catalizada por Cu(ll), ya que posee la capacidad de unirse a este
cation. El papel exacto de la aSyn como agente quelante y como reguladora del estrés
oxidativo, asi como los cambios que producen en ella dichas MPTSs, no se conocen y, por
esta razon, este trabajo aborda el estudio de la capacidad de la aSyn para unirse al Cu(ll) y
su capacidad antioxidante. Para ello, se ha inducido la modificacion de la aSyn nativa
mediante su glicacion con metilglioxal, su alquilacion reductiva y su nitracion. Todas las
aSyn producidas fueron caracterizadas y, posteriormente, estudiadas mediante diversas
técnicas experimentales. Los resultados demostraron que las metodologias de produccion y
purificacion utilizadas permiten la obtencidén de especies monoméricas con ausencia de
oligbmeros. Las MPTs alteran la capacidad de la aSyn para unirse a Cu(ll) de forma
diferente, de tal manera que la glicacion con metilglioxal y la nitracion disminuyen esta
capacidad mientras que la modificacion selectiva de las cadenas laterales de Lys con N-
(carboximetil)-lisina y N-(carboxietil)-lisina la incrementan. La capacidad antioxidante de la
aSyn también se ve afectada por la presencia de MPTs, y aunque existen diferencias entre
una y otra, el efecto general de la modificacion de la aSyn con las MPTSs, es una mayor
formacion de especies reactivas de oxigeno y radicales libres y, en consecuencia, un

incremento del estrés oxidativo.
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1. INTRODUCCION
1.1 La enfermedad de Parkinson
1.1.1 Prevalencia y etiologia
La enfermedad de Parkinson (EP) se ha convertido en la segunda enfermedad
neurodegenerativa de mayor prevalencia (Cacabelos, 2017). Su tasa de incidencia mundial
se estima entre 1.2-22/100000 personas por afo (Wirdefeldt, 2011), principalmente en
personas de entre 70-79 afios. En Espafia, existen al menos 300000 casos con EP, suponiendo

un coste anual de 17000€ por paciente (Garcia-Ramos, 2016).

La EP se caracteriza por la degeneracidn de neuronas dopaminérgicas de la substantia
nigra y la consecuente disminucién en la producciéon de dopamina cerebral (Wirdefeldt,
2011). Los pacientes con EP suelen presentar: temblores, rigidez, acinesia, bradicinesia y
anormalidades en la postura (Hamani, 2003). En la substantia nigra se originan las sefiales
de movimiento voluntario que son dirigidas hacia el area motora de la corteza cerebral,
concretamente hacia las neuronas motoras inferiores, mediante procesos sinapticos
accionados por dopamina. En la EP la disminucion de la concentracion de dopamina produce
un incremento en la inhibicién de estas sefiales y, por lo tanto, se altera el control de los

movimientos voluntarios sobre los musculos (Fig. 1).

TRANSMISION DE DOPAMINA

2) Neuronas afectadas por PD

Figura 1. Transmision de dopamina. Representacion esquematica de la substantia nigra (morado), ganglios basales (rojo),
region motora de la corteza cerebral (amarillo) y neuronas motoras inferiores (azul). En las neuronas dopaminérgicas
normales, la produccién de dopamina promueve la actividad de los ganglios basales (1) sobre el control de los movimientos
voluntarios mediante circuitos neuronales con el &rea motora de corteza cerebral (2) y las neuronas motoras inferiores (3).

Dicha funcidn es afectada en pacientes con EP donde los niveles de dopamina se observan disminuidos.
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1.1.2 Primeras evidencias patoldgicas de la enfermedad de Parkinson

En 1919 se realiz6 un estudio post-mortem de la substantia nigra en 54 cerebros de pacientes
con EP. En todos los casos se observd la pérdida de neuronas dopaminérgicas y la presencia
de depositos intracelulares (Trétiakoff, 1919) denominados “cuerpos de Lewy”, en honor a
su descubridor, el neuropatologo Friedrich H. Lewy. Estos depdsitos también fueron
encontrados en cerebros de pacientes con la enfermedad de Alzheimer (EA) (Joachim, 1992).
Estudios inmunohistoquimicos revelaron que la o-sinucleina (aSyn) constituye el
componente principal de los cuerpos de Lewy (Spillantini, 1997). A raiz de ello, surgieron
numerosas investigaciones que se centraron en descifrar la manera en que la aSyn se asociaba
alaEP.

1.2 La sinapsis en el Sistema Nervioso Central

1.2.1 Procesos sinapticos y trafico de vesiculas
Las alteraciones del control de movimientos voluntarios asociadas al EP implican una serie
de modificaciones en la sinapsis, proceso que conlleva el intercambio de informacién en el
cerebro mediante el trabajo conjunto de las neuronas (Sudhof, 1995). La sinapsis ocurre
dentro de zonas especializadas en los espacios extracelulares. Dichas zonas estan compuestas
por axones que actuan como polo transmisor y dendritas que funcionan como polos
receptores (Ferreira, 2002).

Durante la sinapsis se movilizan cientos de sustancias quimicas, denominadas
neurotransmisores (NT). Estas moléculas regulan la comunicacion interneuronal mediante
excitacion o inhibicion de las sefiales que van dirigidas hacia los distintos tejidos del cuerpo.
La liberacién de NT ocurre mediante un proceso denominado trafico de vesiculas (Stdhof,
1995). Inicialmente, los NT son empaquetados en vesiculas sinapticas (VS) y son
movilizados a la membrana plasmatica en respuesta a estimulos. Posteriormente, el NT es
liberado por exocitosis, proceso regulado por la accion de iones Ca?*. Finalmente, un proceso
de endocitosis recicla los componentes fosfolipidicos de las vesiculas para que sean utilizadas
nuevamente. Cada ciclo de sinapsis se da en aproximadamente 1 min, en el que la fase de

fusion/exocitosis ocurre en aproximadamente 1 ms (Betz, 1992; Ryan, 1993).
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El trafico de VS implica mdltiples fases en las que participan distintas proteinas y
lipidos, aunque el mecanismo exacto mediante el cual ocurre no se conoce todavia. Las VS
se agrupan en “piscinas de reserva” (PRVS) y son liberadas en funcion de la repuesta a
estimulos (Esposito, 2012). El proceso de movilizacion de PRVS depende de la produccion
de ATP mitocondrial (Verstreken, 2003). Las PRVS son movilizadas y preparadas para la
fusion mediante la accion de un complejo formado por tres proteinas: sinaptobrevina,
sintaxina y SNAP25 (Rizo, 2008). La fase de fusion, durante la exocitosis, esta controlada
por el flujo de Ca?" en respuesta a la despolarizacion de la membrana plasmatica (Nizami,
2010). El Ca®" se enlaza a la proteina reguladora sinaptotagmina e induce cambios
conformacionales que fuerzan la fusion de las PRVS (Sudhof, 2009) y a la liberacién de la
dopamina al espacio sinaptico. Finalmente, proteinas como la endofilina, dinamina y Rab5,
regulan la endocitosis de fosfolipidos para el reciclaje de las PRVS (Esposito, 2012). La
dopamina que no ha sido utilizada durante la sinapsis es bombeada de vuelta hacia el
citoplasma (Takahashi, 1997).

1.3 La e-sinucleina

1.3.1 Estructura y funcion
La aSyn es una proteina nuclear y presinaptica, presente en altas concentraciones en las
terminaciones neuronales, bien en forma soluble o asociada a la membrana (Maroteaux,
1988; Maroteaux, 1991; Breydo, 2012). Esta proteina es codificada por el gen SNAC
localizado en la region 4g21-g22 del genoma humano, su peso molecular es de 14460 Da y
se compone de 140 amino&cidos (Chen, 1995). La aSyn presenta tres dominios: un extremo
N-terminal (M1-N65), un dominio central NAC (V66-V95) y el extremo C-terminal (K96-
A140) (Jakes, 1994). Ademas, la aSyn presenta siete repeticiones del motivo KTKEGV
altamente conservado en los dominios N-terminal y NAC (Breydo, 2012).

La aSyn es una proteina monomérica e intrinsecamente desordenada (IDPs) y por
ello, carece de estructura secundaria. Sin embargo, existen dos corrientes opuestas que
difieren en la descripcion estructural de su estado nativo. Estudios de sedimentacion
(Weinreb, 1996), de dicroismo circular y de FTIR (Uversky, 2001b) demostraron que la aSyn
es un monomero elongado y completamente desplegado. Por otro lado, se observo que la

aSyn obtenida a partir de eritrocitos adoptaba una estructura helicoidal en forma tetramérica
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(Bartels, 2011). Sin embargo, estudios posteriores concluyeron que la aSyn obtenida de
cerebro de ratas, de gloébulos rojos y expresada en E. coli, se encontraba en forma
monomérica y desplegada (Burré, 2013; Fauvet, 2012a).

La funcién concreta de la aSyn no se conoce con exactitud. Su presencia en las
terminaciones nerviosas apunta que podria participar en la neurotransmision y en la sinapsis
(Maroteaux, 1988). Sin embargo, practicamente no influye en la sefializacion presinaptica
(Withers, 1997) y la supresion del gen que codifica para la aSyn en ratones, practicamente
no afecta al desarrollo y diferenciacion neuronal (Abeliovich, 2000).

En los ultimos afios han surgido evidencias que apuntan a la implicacién directa de la
aSyn en los procesos neuronales mediante su union a membranas. La aSyn es capaz de unirse
a VS de pequefio diametro (Davidson, 1998), modificando su tamafio (Murphy, 2000). La
aSyn carece de un dominio transmembranal o de anclaje lipidico, lo cual sugiere que su
interaccion con las membranas ocurre de forma similar a como lo hace en vesiculas
artificiales (Bendor, 2013); es decir, mediante la formacion de una a-hélice con propiedades
anfipaticas en la region N-terminal (Davidson, 1998). Estudios in vivo sobre extractos
cerebrales demostraron que la aSyn se une fuertemente a las PRVS (Fortin, 2004).

Experimentos in vitro e in vivo demostraron que la aSyn actta como reguladora de
la pre-sinapsis, estabilizando el complejo SNARE-sinaptobrevina-2/VAMP2 (Burré, 2010),
por lo que puede considerarse como una chaperona (Burré, 2014). Estas observaciones
sugieren que los cambios conformacionales adoptados por la aSyn permiten su asociacion a
membranas para regular el acondicionamiento de las VS, su fusién a membrana plasmatica
mediante la unién al complejo SNARE y, por lo tanto, su influencia sobre la liberacion de
dopamina al espacio sinaptico.

Recientemente, se constatd que la aSyn participa en la regulacion del Ca(ll)
mitocondrial al favorecer las interacciones entre el reticulo endoplasmico y la mitocondria
(Cali, 2012). Ademas, se asocia a las membranas MAM (mitochondria-associated
endoplasmic reticulum membranes) que regulan distintas funciones fisioldgicas de la
mitocondria (Guardia-Laguarta, 2015).

A su vez, la aSyn puede formar complejos con diversos iones metalicos como Al, Ca,
Cu, Fe, Pb, Mg, Mn y Zn (Breydo, 2012). El papel fisiologico de la aSyn como agente

quelante todavia no estd claro. La uniéon de metales a la aSyn induce cambios

10
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conformacionales y promueve su agregacion (Paik, 1999; Uversky, 2001a). Sin embargo,
estudios in vitro han demostrado que la formacion del complejo aSyn-Cu(ll) inhibe la

capacidad de dicho ion para catalizar la formacién de radicales libres (Pedersen, 2016).

1.3.2 La agregacion y su implicacion patoldgica
Las neuronas de pacientes con EP presentan diferentes tipos de agregados: cuerpos de Lewy,
neuritas de Lewy o depositos esféricos en los axones (Giasson, 2001). La aSyn es el
componente mayoritario de los cuerpos de Lewy (Spillantini, 1997), tanto en forma de fibras
amiloideas como de oligdbmeros (Hashimoto, 1998; Wang, 2016). Sin embargo, el tejido
periférico no se ve afectado en la EP debido a que la aSyn plasmética no forma agregados
(Miller, 2004; Bartels, 2011).

El mecanismo de formacion de los agregados de aSyn se inicia a partir del monémero,
el cual puede sufrir cambios conformacionales que dan lugar a especies intermedias
parcialmente plegadas (Uversky, 2001b). Estas actGian como moldes para el ensamblaje de
otros monomeros, formando oligémeros solubles. Posteriormente, dichos oligémeros sufren
un crecimiento que tiene como resultado la formacién final de fibras amiloideas (Fig.
2)(Wood, 1999).

Estudios de difraccion de rayos X de fibras de aSyn muestran un patron estructural
caracteristico que consiste en la formacion de laminas 3 colocadas de forma perpendicular al
eje longitudinal de la fibra (Serpell, 2000). Estas estan esencialmente constituidas por 12
aminoacidos (V'TGVTAVAQTV®®) del dominio NAC (Giasson, 2001) y dicha
organizacién implica un incremento de la hidrofobicidad de la estructura.

Las mutaciones detectadas en aSyn que inducen el desarrollo de EP son
esencialmente la A30P (Krlger, 1998) y la E46K (Zarranz, 2004), las cuales aceleran la
formacion de oligémeros y fibras (Ono, 2011). Sin embargo, no sélo las mutaciones influyen
sobre la velocidad de agregacion. Otros factores enddgenos y exdgenos como metales,
pesticidas, modificaciones post-traduccionales (MPTs) e interacciones proteina-proteina

(Deleersnijder, 2013) pueden facilitar la formacién de agregados.

11
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Figura 2. Modelo de fibrilacion de la aSyn. (Uversky, 2001b).

1.3.3 Capacidad de union a metales
Algunos metales de transicion son esenciales para la vida, ya que participan en muchos de
los mecanismos de éxido-reduccion. En 1997, un estudio poblacional demostré que la
exposicion cronica a metales como Fe, Cu, Mn, Hg y Zn constituia un factor de riesgo
asociado a la EP (Gorell, 1997). A partir de ello, se empez0 a investigar la capacidad de la
aSyn para unirse a metales, hecho que en muchos casos (como es el del Cu(ll)) implica la
modificacion de las propiedades estructurales y funcionales de la proteina.

Fisiologicamente, el Cu(ll) forma complejos con diferentes biomoléculas como la
ceruloplasmina, la albimina o la transcupreina (Paik, 1999). Sin embargo, son muchas otras
las que pueden coordinarlo, hecho que implica la propia disfuncién de la biomolécula.

Diferentes estudios han demostrado que la aSyn se une al Cu(Il) mediante una
estequiometria 1:1 (Moriarty, 2014). Sin embargo, experimentos de calorimetria de
valoracion isotérmica (ITC) demostraron que la aSyn presentaba dos lugares independientes
de union al Cu(ll). Uno entre los residuos 1-9 (MDVFMKGLS) vy el otro entre 48-52
(VAHGV), con valores de Kqde 1.7 y 13 uM respectivamente (Bharathi, 2007). La region 1-
9 es la de mayor afinidad y se une mediante el grupo amino de la Metl, el nitrégeno amida
y el carboxilato de la Asp2 (Binolfi, 2010). Ademés, la His50 juega un papel crucial en la
unién (Dudzik, 2011; Drew, 2008), ya que junto a la Metl y al Asp2 coordina el atomo de
Cu(ll) (Rasia, 2005; De Ricco, 2015). La union del Cu(ll) en la region N-terminal de aSyn
promueve la formacion de estructuras cuaternarias mediante interacciones intermoleculares

a través de la coordinacion del Cu(ll) (Drew, 2015).

12
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Por otra parte, se ha observado que la aSyn aislada de muestras bioldgicas presenta
su region N-terminal acetilada (Bartels, 2011; Fauvet, 2012b). Su acetilacién no induce
cambios conformacionales destacables (Fauvet, 2012b), pero inhibe la capacidad de la region
N-terminal para formar complejos con Cu(ll) (Moriarty, 2014). La forma N-acetilada de la
aSyn Unicamente puede unirse a este cation en otros sitios de menor afinidad, como la regién
48-52 y la region C-terminal, que abarca los aminoacidos 110-140 interaccionando con los
residuos Aspl119, Aspl121, Asn122 y Glul23 (Moriarty, 2014; Rasia, 2005).

Se ha observado que la aSyn en presencia de Cu(Il) y H2O> sufre reacciones de
oxidacion que inducen a su oligomerizacién (Paik, 2000). Los oligomeros formados a partir
del complejo aSyn-Cu(ll) se estabilizan mediante la formacion de interacciones
electrostéaticas de largo alcance entre las regiones N- y C-terminales, las cuales aumentan su
solubilidad y dificultan su elongacion (Bertoncini, 2005). Sin embargo, las fibras formadas
a partir estos complejos presentan un estructura similar a la observada en las generadas en
ausencia de metal (Rasia, 2005). Por otra parte, la agregacion de la aSyn se acelera cuando
esta se une al Al(IIl) o al Fe(lll) (Uversky, 2001a), metales que facilitan su nucleacién
(Fernandez, 2004).

1.4. Estrés oxidativo

1.4.1 Origen y descripcion de las especies reactivas de oxigeno: Funciones y su
relacion con la enfermedad de Parkinson
El estrés oxidativo se define como la perturbacion del equilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los antioxidantes, lo que generalmente induce dafio
tisular (Halliwell, 1994).

Las ROS se producen a partir del oxigeno molecular como resultado de los procesos
metabdlicos normales en las células. Existen dos tipos de ROS: i) los radicales libres que
contienen electrones no apareados, hecho que les otorga una elevada reactividad; ii) y los
radicales no libres, que se originan a partir de dos radicales libres que comparten sus
electrones no apareados. En las células esencialmente se generan tres tipos de ROS: el radical
hidroxilo (-OH), el anion superdxido (-O2) y el peréxido de hidrégeno (H205).
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El radical hidroxilo (-OH) se genera a partir de la reduccion de una molécula de
oxigeno molecular (O2). Una vez formado, el -OH puede oxidar lipidos, proteinas o ADN
mediante reacciones sucesivas (1, 2 y 3) (Miller, 1990).

RH+:OH 2> R: + H20 @
R- + O2 2 ROO- )
ROO-+RH > ROOH +R- (3

El anion superdxido (:O27) no es tan reactivo como el -OH, pero puede ser convertido
facilmente a H>O> por la accién de la enzima superéxido dismutasa que cataliza la reaccion
(4) (Lotharius, 2002).

20 +2H" > H02+ 02 (4

Al igual que el anion -O2", el perdxido de hidrégeno (H20:) presenta baja reactividad,
pero puede degradarse formando radicales -OH mediante reacciones catalizadas por Fe?* o
Cu?* (reaccion de Fenton) (Halliwell, 1990).

Las ROS, especialmente los radicales -OH, causan la oxidacion de biomoléculas vy,
en consecuencia, propician el desarrollo patologico (Halliwell, 1994; Horton, 1987). Cuando
diferentes ROS actlan de forma combinada, los efectos toxicos son mas potentes. Por
ejemplo, la peroxidacion de lipidos suele ocurrir debido a la accion simultanea de -O2"y H202
en presencia de Fe?* o Cu?*, hecho que da lugar a peréxidos lipidicos que alteran la fluidez
de la membrana celular e incrementan la permeabilidad de iones Ca?*, hecho que causa la
muerte celular (Halliwell, 1992).

La formacion de ROS también juega un papel importante en diversas rutas de
sefializacion, por lo que resultan de importancia en la homeostasis del cuerpo humano. Por
ejemplo, el anién -0z actda como sefializador de la fagocitosis (Wu, 2003); mientras que el
H.O> actia como molécula de sefalizacion durante la regulacion de la apoptosis y la
proliferacion celular (Hachiya, 2005).

La oxidacion de la dopamina en presencia de oxigeno constituye uno de los
mecanismos principales de formacién de ROS en las neuronas (Pileblad, 1988). Este proceso

estd relacionado con la sobreproduccion de Fe(ll), cofactor de la tirosina hidroxilasa,
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implicada en la sintesis de dopamina. A raiz de ello, se forma dopaminquinona, -O2" 0 H20>
(Graham, 1978). Estos ROS favorecen el plegamiento de la aSyn y aceleran su agregacion
(Kim, 2002). Por otro lado, la dopaminquinona modifica la aSyn mediante la formacion de
aductos covalentes que inhiben la formacion de fibras pero aumentan la cantidad de
protofilamentos (Conway, 2001). Asi, dichas modificaciones quimicas disminuyen la
capacidad de la aSyn para unirse a las membranas y al complejo SNARE, modificando el
proceso de formacion de VS.

A su vez, los complejos de aSyn con cationes metalicos promueven también la
formacion de ROS en el interior de las neuronas, proceso observado esencialmente para las
formas oligoméricas de la aSyn (Chen, 2015).

Sin embargo, estudios in vitro han demostrado que la formacion del complejo entre
la aSyn monomérica nativa y el Cu(Il) inhibe la formacién de ROS debido a la disminucion
en la concentracion de Cu(ll) libre en solucion. Asi, mediante la formacion del complejo
aSyn-Cu(ll) se evita que este cation catalice la formacién de -O.", H202y -OH (Guilloreau,
2007). A su vez, se ha constatado que la aSyn monomérica presenta una alta eficacia in vitro
captando radicales -OH (Pedersen, 2016), proceso que explicaria la elevada susceptibilidad

de dicha proteina a modificar su funcion y estructura en presencia de ROS.

1.5 Las modificaciones post-traduccionales sobre la a-sinucleina

Las MPTs son modificaciones quimicas que se dan sobre las proteinas una vez han sido
sintetizadas. Una MPT generalmente implica la adicion covalente de un grupo funcional
sobre un sitio especifico de la proteina, hecho que influye directamente sobre su
funcionalidad (Duan, 2015).

Son diversas las MPTs detectadas in vivo sobre la aSyn, tales como la fosforilacion,
la ubiquitinacion, la nitracion, la acetilacion, etc. (Giraldez-Pérez, 2014). Ademas, la aSyn
aislada de los cuerpos de Lewy de personas con EP suele presentar MPTs (Beyer, 2013), por
lo que su estudio es de crucial importancia en la compresion de los mecanismo moleculares
que inducen al desarrollo del EP.

En el presente trabajo, se estudian dos de las MPTs que ocurren in vivo de forma
aberrante (no enzimatica) y que se asocian con el incremento del estrés oxidativo en pacientes

con EP. Estas son la glicacion y la nitracion.
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1.5.1 Glicacién
La glicacion proteica es una MPT descrita inicialmente en alimentos por Louis-Camille
Maillard. Se inicia con la formacién reversible de una base de Schiff a partir de la reaccion
entre el grupo carbonilo de azlcares y grupos amino de las proteinas (Maillard, 1912).
Posteriormente, dicha base de Schiff se reordena formando un compuesto de Amadori
(Hodge, 1955), que finalmente evoluciona formando los productos finales de la glicacion
(AGEs) (Ahmed, 2003). A su vez, los productos de Amadori pueden sufrir autoxidacion,
generando compuestos dicarbonilicos o a-oxoaldehidos como el glioxal (GO), el metilglioxal
(MGO) o la 3-deoxiglucosona (3-DG) (Baynes, 1999), los cuales contribuyen también a la
formacion de AGEs (Minch,. 2000). Los AGEs suelen ser compuestos de color amarillo-
café, fluorescentes e insolubles que se acumulan en las proteinas alterando sus funciones y
estructura (Lapolla, 2005). Ademas de perder sus funciones especificas, las proteinas
modificadas mediante AGESs incrementan su susceptibilidad a degradarse, liberando AGEs
en el organismo, los cuales presenta elevada toxicidad (Singh, 2014).

El MGO es el a-oxoaldehido mas reactivo, concretamente es un 20000% mas reactivo
que la glucosa y es el agente glicante mas importante en el espacio intracelular (Thornalley,
2005). Por ello, en el presente estudio se ha utilizado el MGO como agente glicante de la
aSyn, una proteina también intracelular. EI MGO intracelular se produce debido a la
degradacion del gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
(Phillips, 1993), aunque también se origina durante las reacciones de autoxidacién de los
carbohidratos, bases de Schiff y compuestos de Amadori. En cualquier caso, el MGO
reacciona con las lisinas proteicas formando N-(carboxietil)-lisina (CEL) (Ahmed, 1997) y
dimero de MGO-Lys (MOLD) (Frye, 1998).

1.5.2 Implicaciones patoldgicas de la glicacion de la a-sinucleina
Es sabido que los pacientes con EP modifican su tolerancia a la glucosa (Boyd, 1971; Sandyk,
1993). Consecuentemente, muchos de ellos presentan hiperglucemia (Lipman, 1974), hecho
que relaciona a la diabetes mellitus del tipo 2 con la EP. De hecho, experimentos realizados
en ratones con EP demostraron que el incremento en la ingesta de grasas induce la
degeneracion de neuronas dopaminérgicas (Morris, 2010) y acelera la aparicion de defectos

locomotores (Rotermund, 2014). Ademas, estas dietas producen un incremento en los niveles
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de glucosa y de MGO, favoreciendo la glicacion. El exceso de MGO puede reaccionar con
la aSyn, entre otras proteinas, induciendo resistencia a la degradacion proteolitica y
facilitando su oligomerizacién (Vicente Miranda, 2016).

Los AGEs formados durante la glicacion proteica son reconocidos por receptores
especificos: los RAGEs (Schmidt, 2000). En pacientes con EP, los niveles de RAGEs se
incrementan notablemente (Dalfd, 2005), lo que prueba que la glicacion esta directamente
relacionada con la EP.

El mecanismo exacto de agregacion de la aSyn glicada se desconoce. Ni siquiera se
tienen indicios si éste podria ser similar al de la nativa. La aSyn glicada con MGO (aSyn-
MGO) in vitro no altera su estado desordenado (Dalfo, 2005). Sin embargo, se ha constatado
que los oligbmeros obtenidos a partir de la aSyn-MGO son més tdxicos que los obtenidos a
partir de la aSyn nativa. Dichos oligdmeros interactuarian con las membranas y modificarian
su permeabilidad mediante la formacién de poros, alterando severamente la homeostasis vy,
posteriormente, induciendo la muerte neuronal. Ademas, es importante mencionar que las
proteinas glicadas son capaces de contribuir a la formacion de ROS. Asi, la aSyn-MGO
podria incrementar las concentraciones de ROS intracelulares que, a su vez, incrementarian
la relevancia del binomio estrés oxidativo/glicacion (Guerrero, 2013).

Otras de las posibles implicaciones patologicas de la aSyn glicada sucederian a nivel
del DNA. La aSyn nativa es capaz de interaccionar con el DNA modificando su estructura.
Por tanto, la glicacion de la aSyn probablemente modifique el efecto de dicha interaccion asi
como su estabilidad (Guerrero, 2013). Ademas, los AGEs son capaces de interactuar con las
histonas H1, de tal manera que la aSyn-MGO podria afectar a la organizacion de la cromatina
y a la expresion genética (Pashikanti, 2011).

1.5.3 Nitracion
La nitracion es una MPT relacionada con el incremento del estrés oxidativo que contribuye
al dafio neuronal y con ello, al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Burai, 2015).
Durante el estrés oxidativo se forman radicales libres como el NO- y el -O2, los cuéles
reaccionan entre si para formar peroxinitrito (ONOQO") (Beckman, 1994), altamente toxico
debido a su elevada capacidad oxidante. A su vez, el NO, también puede reaccionar con el

02" para generar ONOO". Sin embargo, la formacion de NO2 es un proceso normal y las
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células son capaces de eliminarlo (Beckman, 1996). Bajo ciertas condiciones, el ONOO" es
degradado al radical NO2-, el cual reacciona directamente con los residuos de Tyr de las
proteinas para formar 3-nitrotirosina (Radi, 2004). Esta MPT ha sido detectada en las Tyr39,
Tyrl25, Tyrl33 y Tyrl36 de aSyn presente en cuerpos de Lewy en pacientes con EP
(Giasson, 2000). Durante la reaccion de las Tyr con ONOO" se pueden formar ditirosinas al
establecerse de forma cruzada un enlace carbono-carbono entre dos tirosinas cercanas

(Balasubramanian, 2017) y con ello, la formacién de oligdmeros.

1.5.4 Implicaciones patoldgicas de la nitracion de la a-sinucleina

Poco se sabe del papel de la aSyn nitrada en el desarrollo de la EP. Sin embargo,
experimentos in vivo en ratas modelo han demostrado que la nitracion de aSyn produce una
mezcla de mondmeros y oligdmeros de proteina nitrada cuya toxicidad neuronal es mayor
que la de las especies obtenidas a partir de la aSyn nativa. La accién de las diferentes formas
nitradas de la aSyn induce la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra (Yu,
2010). También, se ha identificado la presencia de 3-nitrotirosina en cuerpos de Lewy,
sugiriendo que la nitracion y el estrés oxidativo participan de alguna manera en la formacion
de agregados (Duda, 2000). Finalmente, es importante destacar que la formacion de fibras de
aSyn nitrada activa los procesos inflamatorios, acelerando la degradacion de neuronas
dopaminérgicas (Reynolds, 2008).
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2. OBJETIVO

Este trabajo de fin de méster presenta el objetivo general de evaluar los efectos de diferentes
MPTs sobre la capacidad de la aSyn para inhibir/estimular la formacion de radicales libres.
Este objetivo general, se puede desglosar en los siguientes objetivos parciales.
a) Produccion, purificacion y caracterizacion de la aSyn nativa y modificada.
b) Efecto de las MPTs sobre la capacidad de la aSyn para unirse a Cu(ll).
c) Efecto de las MPTs sobre la capacidad antioxidante de la aSyn (radicales -OH, anién
02"y H202).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

Los compuestos utilizados en este trabajo, excepto la aSyn, fueron comprados a las empresas
Sigma-Aldrich, Scharlau, ACROS Organics o Dosindos. Para la realizacion de los diferentes
trabajos experimentales, se utiliz0 agua ultrapura obtenida mediante el sistema de
purificacion Milli-Q® de Millipore Corporation. La diélisis de las diferentes muestras se
realiz6 utilizando membranas Slide-A-Lyzer® de Thermo Scientific, con un peso molecular
de corte de 2000-3500 Da.

3.1.1 Disoluciones tampon utilizadas

Disolucion Tampén (DT)

DT1. TRIS-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, PMSF/Pefabloc SC 1 mM, pH 8.0
DT2. TRIS-HCI 10 mM, pH 7.4

DT3. TRIS-HCI 10 mM, NaCl 600 mM, pH 7.4

DT4. Fosfato sodico 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4

DT5. TRIS-HCI 0.1 M, KCI1 0.1 M, pH 8.0

DT6. Fosfato sddico 150 mM, pH 7.4

DT7. Fosfato sddico 100 mM, pH 7.4

DT8. Fosfato sodico 20 mM, pH 9.0.

3.2 Métodos experimentales

3.2.1 Obtencidn, purificacion y caracterizacion de la a-sinucleina nativa y especies
modificadas
3.2.1.1 a-sinucleina nativa

Para obtener la aSyn nativa se utilizé una cepa de E.coli modificada genéticamente con un
plasmido que incluye la secuencia de nucledtidos que traducida, genera la aSyn, asi como la
de una B-lactamasa que brinda resistencia a ampicilina. Una alicuota (2l) de una suspension
celular de dicha cepa, se adicion6 a 25 mL del medio de cultivo Luria Bertani (LB) (25 g/L),
previamente esterilizado. Se adicion6 ampicilina (100 pg/mL) y se incubé durante 12 h a 37

°C y 180 rpm. Posteriormente, la suspension celular resultante se adicioné a 1 L de medio
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LB que contenia ampicilina (100 pg/mL) y se incubo a 37 °C/180 rpm hasta que la disolucion
presentd una absorbancia a 600 nm >0.6. Posteriormente, se adicion6 1 mL de isopropil-f-
D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 1 M con el fin de inducir la expresion proteica, y se incubd
a 37 °C y 180 rpm durante 4 h. Las células fueron separadas del medio mediante
centrifugacion (4 °C, 4000 rpm durante 15 min) y el pellet resultante se re-suspendié en DT1
mediante agitacion durante 1 h en un bafio de hielo (SP1). Posteriormente, se llevo a cabo la
lisis celular en SP1 mediante tres ciclos de 2 min en un bafio de ultrasonido (SP2). Se
centrifugd SP2 a 10000 xg y 4 °C durante 20 min con el fin de descartar el precipitado y
recuperar el sobrenadante. Se afiadié sulfato de estreptomicina a dicho sobrenadante hasta
una concentracion de 1% (m/v) y se agité durante 1 h en bafio de hielo con el fin de precipitar
los &cidos nucleicos (SP3). Se centrifugd SP3 a 13500 xg y 4 °C durante 30 min y se recuperé
el sobrenadante al que se afiadi6 sulfato de amonio hasta una concentracién de 0.295 g/mL,
momento en que se agitdé durante 1 h en bafio de hielo con el fin de precipitar la aSyn
producida (SP4). La solucion SP4 se centrifugd a 13500 xg y 4 °C durante 30 min y se
descarto el sobrenadante. El precipitado fue disuelto en 1/20 veces el volumen inicial de
medio LB en DT2.

La aSyn nativa fue purificada utilizando un equipo cromatografico GE AKTA Start
equipado con colector de fracciones Frac30, y utilizando una columna de intercambio
anionico GE Healthcare RESOURCE™ Q de 6 mL. Se aplic un gradiente de NaCl desde 0
a 600 mM utilizando DT2 y DT3 como fase mavil, con un flujo de 4 mL/min. EI método de
deteccidn fue UV-VIS utilizando una longitud de onda de 280 nm.

La caracterizacion tanto de la aSyn como de su grado de pureza se realizé mediante
el uso combinado de electroforesis y MALDI-TOF/TOF. Para la electroforesis SDS-PAGE
se utilizo un gel BIORAD Mini-PROTEAN® TGX™, utilizando 30 uL de la aSyn purificada
previamente tratado con una disolucion Laemmi+DTT. La electroforesis se llevd a cabo a
180 V durante 2 h y el gel fue tefiido con colorante azul Coomasie®. La espectroscopia
MALDI-TOF/TOF se utilizo para determinar la masa molecular de la aSyn producida. 1 pL
de muestra desalinizada se mezclé con 1 pL de la disolucién matriz (10 mg de &cido
sinapinico en una disolucién de acetonitrilo:agua 50:50 con acido trifluoroacético (TFA) al
0.1%) y se colocaron sobre una placa de acero (MPT 384). La muestra fue secada con aire y

se analizé por duplicado en un espectrometro Bruker Autoflex 11l MALDI-TOF/TOF,
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equipado con un laser de N> pulsado de 200-Hz. Los voltajes de las fuentes de ionizacion 1
y 2 fueron de 20 kV y 18.5 kV, respectivamente. El voltaje de la lente fue de 7.5 kV. La
calibracion se realiz6 utilizando un test estandar bacterial de Brucker (3600-17000 Da).

Posteriormente, la muestra purificada de aSyn se dializé en DT4 y su concentracion
se determind mediante absorbancia UV-VIS a 280 nm. El coeficiente de absorcion molar de
la aSyn a 280 nm fue estimado a partir de su secuencia primaria mediante la plataforma on-
line EXPASY-ProtParam (5960 M cm™).

3.2.1.2 a-sinucleina glicada con MGO
Para la glicacion de aSyn con MGO (aSyn-MGO) se prepar6é una muestra 20 uM de aSyn
en presencia de 50 mM de MGO en DT4 y se incub6 durante 24 h a 37 °C. Posteriormente,
la muestra se dializé en agua para eliminar el exceso de MGO y fue separada mediante el
sistema cromatografico GE AKTA Start, utilizando una columna de exclusion de tamafio GE
Healthcare Superdex™ 75 10/300 GL (24 mL). Como fase mévil se utiliz6 DT4 a un flujo
de 0.5 mL/min.

La masa molecular de aSyn-MGO, asi como su heterogeneidad, se determind
mediante espectrometria MALDI-TOF/TOF utilizando el mismo método descrito para la
aSyn nativa. La concentracion aproximada de aSyn-MGO se obtuvo mediante
espectroscopia UV-VIS a 280 nm, utilizando el coeficiente de absorcién molar determinado
para la aSyn-MGO (ggiicada) (Ver el siguiente apartado 3.2.1.2.1).

3.2.1.2.1 Determinacion del Coeficiente de Absorcion Molar de la a-sinucleina

glicada

Para determinar el ggiicada @ 280 Nm se prepard, en DT4, una disolucion que contenia aSyn
nativa (20 pM) y MGO (50 mM) (aSyn+MGO), y otra que Gnicamente contenia MGO (50
mM). Los espectros de absorcion UV-VIS de ambas muestras fueron adquiridos de forma
individual cada 60 min durante 24 h a 37°C, utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UV-
2401PC acoplado a un controlador de temperatura TCC-240A y usando celdas de 0.1 cm de
paso optico. El espectro UV-VIS de la aSyn-MGO se obtuvo restando los espectros de las
disoluciones aSyn+MGO y MGO solo y, sabiendo que la concentracion inicial de aSyn

nativa era 20 pM, se pudo estimar el valor de &giicada @ 280 nm.
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3.2.1.3 a-sinucleina nitrada
La nitracion de la aSyn (aSyn-NO.) se realizd mediante sintesis quimica, utilizando
tetranitrometano (TNM) que reacciona con el anillo de las Tyr proteicas, introduciendo un
grupo nitro en posicion orto formando 3-nitrotirosina (3-NT) (Fig. 3) (Riordan, 1966; Burai,
2015).

OH OH

OH OH

Tirosina 3-nitrotirosina

Figura 3. Nitracion de tirosina mediante TNM.

Para llevar a cabo la nitracion, se preparé 25 mL de una disolucion de aSyn (10 uM)
en DT5 desgasificado, en presencia de TNM en exceso (35 uL de TNM 10% en etanol). La
mezcla se incubd a 30 °C durante 3 h. Posteriormente, se eliminaron las sales y el TNM que
no habia reaccionado utilizando una columna de desalinizacién GE Healthcare HiTrap™ de
5 mL, acoplada al cromatégrafo GE AKTA Start, utilizando agua como fase movil. A las
fracciones recogidas se les afiadio fosfato sadico y NaCl hasta una concentracion final de 20
mM y 150 mM, respectivamente y el pH se ajust6 a 7.4.

Para confirmar la formacion de 3-NT sobre las cuatro Tyr de la aSyn, la masa
molecular de aSyn-NO: fue determinada mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF/TOF, utilizando las mismas condiciones descritas para la aSyn nativa.

La concentracion aproximada de aSyn-NO se obtuvo a partir del coeficiente de
absorcion molar a 280 nm obtenido en el apartado 3.2.1.3.1.
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3.2.1.3.1 Determinacion del Coeficiente de Absorcion Molar de la a-sinucleina

nitrada

Con el fin de determinar el coeficiente de absorcion molar de la aSyn-NO2 (&nitrada), S€
adquirieron los espectros UV-VIS de 1 mL de una disolucion preparada en DT5 que contenia
aSyn nativa (2 uM) y a la que se adicion6 1 pL de TNM 1% (V/V) en etanol. Los espectros
se adquirieron durante 3 horas a 30 °C, utilizando celdas de 1 cm de paso Optico. En presencia
de TNM aparecié una banda a 350 nm que increment6 su intensidad con el tiempo de
incubacion por lo que, a las 3 h, la muestra se dializé en agua ultrapura para eliminar el
exceso de TNM vy el espectro se adquirio de nuevo a 25°C. EI espectro de la aSyn-NO>
dializada present6 dos bandas con méximos 280 y 420 nm caracteristicos de la presencia de
3-NT (De Filippis, 2006). El &nitrada S€ Obtuvo a partir de la absorbancia a 280 nm, aplicando

la ecuacion de Lambert-Beer y sabiendo que la concentracion de inicial de aSyn era 2 pM.

3.2.1.4 Sintesis quimica de aSyn-CEL y aSyn-CML
La CEL y la N-(carboxymetil)lisina (CML) son dos de los AGEs mas comunes formados
durante la glicacion, independientemente de la naturaleza quimica del agente glicante. Por
ello y considerando su estructura, se disefid una ruta sintética que permitiera su formacion
sobre la aSyn (Fig. 4).

Dicho proceso de sintesis se llevd a cabo mediante la incubacion de la aSyn nativa
(200 uM) en DTB6, en presencia de acido glioxilico (50 mM) o &cido piravico (50 mM) y
NaBHsCN 75 mM, para formar la aSyn-CML o la aSyn-CEL, respectivamente (Fig. 4).
Ambas soluciones fueron incubadas durante 48 h a 50 °C. Al final de la reaccion, la muestra
fue dializada en la disolucion DT4 para eliminar los reactivos en exceso.

La masa molecular de la aSyn-CEL y aSyn-CML fue determinada mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF utilizando las mismas condiciones descritas para
la aSyn nativa. Las concentraciones de las disoluciones de aSyn-CML y aSyn-CEL se
obtuvieron mediante espectroscopia UV-VIS a 280 nm, utilizando el mismo coeficiente de
absorcion molar de la aSyn nativa (5960 M cm™), puesto que ni la CML ni la CEL generan

nuevos grupos cromoforos ni modifican los que presenta la aSyn.
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Figura 4. Mecanismos de reaccion de la glicacion no enzimatica (rojo) y la modificacion quimica (azul) de residuos de Lys
para formar CEL y CML

3.2.1.5 Digestion proteolitica de la a-sinucleina nativa
Con el fin de determinar el efecto de la fragmentacion del esqueleto peptidico sobre la
capacidad de la aSyn nativa para inhibir la formacion de radicales, se digirio la aSyn con
endoproteinasa Glu-C (Staphylococcus aureus protesa V8). La Glu-C es capaz de hidrolizar
los enlaces peptidicos de los residuos de Glu y Asp. La digestion proteolitica se realizé sobre
3 mL de una disoluciéon de aSyn nativa (150 uM) en DT4, adicionando 100 pyL de una
disolucion ya preparada de Glu-C e incubando a 25 °C durante 15 h.

La caracterizacion de los fragmentos se realizé mediante espectroscopia de MALDI-
TOF/TOF. 1 pL de la disolucion se combind con 1 pL de la matriz (acido a-ciano-4-
hidroxicindmico preparada en 70:30 acetonitrilo:agua con un 0.1% de TFA). La muestra,
depositada sobre una placa MPT 384, fue secada con aire y se analiz utilizando el equipo y
las condiciones descritas en el apartado 3.2.1.2. La calibracion se realizd con un patron
Brucker de péptidos Il. Las masas se compararon con las obtenidas en la digestion tedrica,

realizada mediante la plataforma PeptideMass-ExPASy.
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3.2.2 Inhibicion de la degradacion de acido ascorbico

El &cido ascdrbico (AA), en presencia de Cu(ll), se oxida dando lugar a la formacién de ROS
y radicales libres (Fig. 5) (Guilloreau, 2007). EI AA absorbe en la region UV mostrando un
maximo a 265 nm en DT4, por lo que la degradacién de AA catalizada por Cu(ll) puede ser
seguida mediante espectroscopia UV-VIS (Pedersen, 2016). Este hecho permite evaluar la
capacidad de la aSyn nativa y de sus formas modificadas como inhibidores de la degradacion
del AA catalizada por Cu(ll).

Ascorbato Ascorbato Ascorbato

Cu' Cull Cu! Cul! Cu! Cull

02 —>U 0.2_ LJ» H202 U

2H" —=——> HO- +HO

Figura 5. Reaccion de produccion de radicales libres y ROS durante la degradacion de AA
catalizada por Cu(Il) (Guilloreau, 2007).

Para la realizacion de estos estudios, se prepard una disolucion de CuCl, 100 uM en
agua, a partir de una solucién 20 mM preparada en 40 mM de glicina. Este procedimiento se
adoptd para prevenir la formacion de especies insolubles de hidroxido de cobre al adicionar
el Cu(ll) al tampén DT4 (Hong, 2009). Por otra parte, se prepar6 una disolucion madre de
AA 3 mM en agua ultrapura. Esta disolucion se prepar6 al momento, utilizandose Gnicamente
durante 24 h y conservando a 4 °C en recipientes ambar con el fin de evitar su degradacion.
A su vez, se prepararon disoluciones 10 mM de EDTA, de N-(metil)-glicina (un analogo de
la CML) y de N-(metil)-DL-alanina (un analogo del CEL) en agua ultrapura.

Las cinéticas de degradacion del AA se adquirieron por triplicado a 25 °C utilizando
disoluciones que contenian 70 UM de AA en DT4. Las disoluciones estudiadas fueron: i)
AA; ii) AA + 1-5 uM de EDTA, iii) AA + 2.5 uM de Cu(ll); iv) 2.5 uM de Cu(ll); v) AA +
2.5 UM de Cu(ll) + 5/10 uM de aSyn nativa, aSyn-MGO, aSyn-NO2, aSyn-CML o aSyn-
CEL; vi) AA + 2.5 uM de Cu(ll) + 160 pM de N-(metil)-DL-alanina o N-(metil)-glicina.
Los ensayos se realizaron adquiriendo la absorbancia a 265 nm durante 150 min, utilizando

un espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401PC y celdas de cuarzo de 1 cm.
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3.2.3 Estudio de la cinética de formacion del radical -OH

El &cido cumarin-3-carboxilico (3-CCA) se oxida en presencia de radicales -OH para formar
el acido 7-hidroxicumarin-3-carboxilico (7-OH-3-CCA) (Fig. 6), el cual emite radicacion
fluorescente a un maximo de emision de 450 nm al aplicar una longitud de onda de excitacion
de 395 nm. Por ello, se utiliz6 3-CCA para evaluar la capacidad de la aSyn nativa y sus
formas modificadas, para inhibir la formacién de radicales -OH durante la degradacion del
AA catalizada por Cu(ll).

O (0]
\ OH .OH \ OH
—_—
(6) [¢) HO (0] 6]

3-CCA 7-OH-3-CCA

Fluorescencia A4s,

Figura 6. Reaccion de formacion de 7-OH-3-CCA

Las cinéticas de formacion del radical -OH se estudiaron por triplicado para las
disoluciones descritas como i), ii), iii), iv), v) i vi) en el apartado 3.2.2. A todas ellas,
preparadas en DT4, se les adiciond 3-CCA hasta una concentracion final de 100 uM a partir
de una disolucion madre 20 mM preparada en DT8. Los experimentos se realizaron durante
150 min a 25 °C en un espectrofluorimetro VARIAN Cary Eclipse acoplado a un controlador
de temperatura.

3.2.4 Estudio de la capacidad para neutralizar radicales -OH y -O2

3.2.4.1 Radical -OH (método CUPRAC)
El método CUPRAC consiste en analizar la capacidad secuestradora de radicales -OH de un
compuesto antioxidante en competicion con salicilato. Los radicales -OH se forman in situ
debido a la presencia simultanea de H>O> y Fe(ll). EI método incluye la adicion de EDTA,
el cual forma complejos con el Fe(ll) y evita su unién a la aSyn. El exceso de H20-, una vez
concluida la reaccion, se elimina por adicion de catalasa, evitando asi interferencias
posteriores. La Neocuproina (Nc), un compuesto organico heterociclico con propiedades
guelantes, forma un complejo con Cu(ll), el cual es reducido a Cu(l) por los hidroxisalicilatos
(ArOH) formados por la reaccion del salicilato con los -OH. El complejo Nc-Cu(l) es de

color amarillo y posee un maximo de absorbancia a 450 nm (Fig. 7). Si la aSyn es capaz de
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secuestrar el radical -OH, se inhibira la formacion de hidroxisalicilatos y con ello, se reduce

la absorbancia a 450 nm debido a una menor formacion del complejo Nc-Cu(l).

142
H,0 + Fe®3 ™
COZH VR —
S \
H0, HiC N\‘Cu’N CH,
H,C. el CH;
N N—
acido 2,3-dihidroxibenzoico / \ /
CO,H —
+
OH — Complejo Nc-Cu(Il) —
CO,H (azul claro)
OH > ArOH ArO
—_—
OH
acido 2,4-hidroxibenzoico +1
acido salicilico \ COH
OH
OH HO Cu + H
©/OH acido 2,5-hidroxibenzoico
catecol
/ —  Complejo Ne-Cu()
(Amarillo)
Reaccion 1 Reaccién 2

Figura 7. Mecanismo de reaccion del método CUPRAC. Reaccion 1, formacion de radical -OH y generacion de
hidroxisalicilatos (ArOH). Reaccion 2, formacion de Nc-Cu(l) a partir de la reaccion redox entre Nc-Cu(l1) y ArOH.

Con el fin de evaluar si la aSyn nativa y modificadas son capaces de secuestrar -OH,
se llevo a cabo el ensayo CUPRAC una vez preparadas las siguientes disoluciones madres
en agua: cido salicilico 10 mM, FeCl> 20 mM (adicionando 40 pL de HCI 1 M por mL de
disolucion), EDTA 20 mM, H202 10 mM, CuClz 10 mM; acetato de amonio (NHsAc) 1 M;
una disolucion de Nc 7.5 mM en etanol; y una solucion de catalasa (298 U/mL) en tampén
DT4. Para la realizacién del ensayo, inicialmente se prepar6 1 mL de una mezcla de reaccion
(R1) en DT4 que contenia 0.5 uM de &cido salicilico + 0.5 uM de Fe(ll) + 0.5 uM de EDTA
+ 10 pM de oSyn nativa, aSyn-MGO, aSyn-NO2, aSyn-CML o aSyn-CEL, o
alternativamente 160 uM de N-(metil)-DL-alanina o N-(metil)-glicina + 0.5 pM de H2Ox.
Los reactivos se adicionaron en el orden descrito. La mezcla se incubo a 37 °C y a 500 rpm
durante 10 min. Posteriormente, se afiadio catalasa 298 U/mL hasta una concentracion final
de 15 U/mL, se agit6 30 s y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 min.
Adicionalmente se preparé 1 mL de otra mezcla de reaccion (R2) en agua que contenia: 1
MM de Cu(ll) + 0.75 pM de Nc + 0.2 M NHsAc + 100 pL de R1. La disolucion se dejo

reposar 2.5 h a temperatura ambiente. El blanco incluy6 los reactivos + 100 pL de H20 en
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lugar de R1. Finalmente, se adquirieron los espectros UV-VIS de R2 a 25 °C. Los ensayos se

realizaron a cada muestra por triplicado.

3.2.4.2 Radical -:O2" (método NBT)
El método NBT consiste en la formacion del radical -O™ a partir la reduccion del fenazin
metosulfato (FMS) mediante la accion de la enzima nicotinamida adenosin deshidrogenasa
(NADH) (Fig. 8). Los radicales -O2 reaccionan con el nitroazul de tetrazoilo (NAT) dando
lugar al formazan, un compuesto que presenta un color violeta y una absorbancia méxima a
350 nm. Si las aSyn (tanto nativa como modificada) son capaces de secuestrar el -O2,
inhibiran la formacion de formazan y con ello, reducira la absorbancia a dicha longitud de
onda.
"
. N

(SO4CH3)"
SO,CH,) ?
| (SO4CHzy CH,

CH;3
. N-Metil-dihidrofenazin
Fenazin metosulfato

NO, O,N

Formazan

Figura 8. Esquema de reacciones en la metodologia NBT. Los radicales -O2" formados por la reaccion entre FMS y
NADH, reducen el NAT a la especie formazan la cual presenta una absorbancia maxima a 350 nm.

Con el fin de estudiar la capacidad de las diferentes aSyn como neutralizantes de
radicales -O2" se prepararon las siguientes disoluciones en DT7: FMS 30 uM, NADH 338
MMy NAT 200 uM. Todas estas disoluciones se guardaron a 4-8 °C en recipientes ambar. A
partir de ellas, se prepararon 2 mL de una mezcla de reaccion que contenia: 10 uM de aSyn
nativa, modificada o fragmentada o bien, 160 uM de N-(metil)-DL-alanina o N-(metil)-

glicina dilui