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Abreviaturas y Nomenclatura 

 
●NO2: Radical dióxido de nitrógeno  

APS: Persulfato de amonio  

Arg, R: L-Arginina  

Asp, E: Ácido L-Aspártico  

aSyn XL: α-Sinucleína entrecruzada 

aSyn: α-Sinucleína 

CL: Cardiolipina 

C-term: C-terminal 

Cys, C: L-Cisteína  

DA: Dopamina 

DiTyr: 3,3’-DiTirosina  

DLB: Demencia con cuerpo de Lewy   

DLS: Dispersión de Luz Dinámica  

EP: Enfermedad de Parkinson 

EPC: Fosfatidilcolina  

ESI: Ionización por electrospray 

GdH: Glutamato deshidrogenasa  

Glu, E: Ácido L-Glutámico 

HEWL: Lisozima   

His, H: L-Histidina  

I-FABP: Proteína de unión a ácido graso  

intestinal  

IPTG: Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

LB: Cuerpos de Lewy 

LC-MS/MS: Cromatografía líquida acoplado a 

espectrometría de masas en tándem 

LdH: Lactato deshidrogenasa  

LFQ: Cuantificación libre de marca 

LN: Neuritas de Lewy  

LPS: Lipopolisacárido bacteriano 

Lys, K: L-Lisina  

Met, M: L-Metionina  

MOPS: Ácido 3-(N-Morfolino) propano 

sulfónico  

MS: Espectrometría de masas 

MSA: Atrofia Multisistémica   

NAC: Componente no amiloideo 

NaNO2: Nitrito de sodio 

N-aSyn: α-Sinucleína nitrada 

NitroTrp: Nitro-Triptófano  

NitroTyr: 3-Nitro-Tirosina  

N-term: N-terminal 

Phe, F: L-Fenilalanina  

PIC: Entrecruzamiento foto-inducible 

PICUP: Entrecruzamiento foto-inducible de 

proteínas no modificadas 

PS: Fosfatidilserina 

PTM: Modificaciones postraduccionales  

RA: Ácido retinoico 

RMR: Grado de modificación de residuo  

RNR: Grado de nitración de residuo 

RNS: Especies reactivas de nitrógeno 

ROS: Especies reactivas de oxígeno 

RSA: Área relativa accesible al solvente  

Ru(bpy)3
+2/ Ru(bpy)3

+3: catión (+2)/(+3) tris 

(2,2´-bipiridina)-Rutenio(II)   

Ru(bpy)3Cl2: Cloruro de tris (2,2´-bipiridina)-

Rutenio(II)   

SASA: Área accesible al solvente  

SUV: Vesículas unilamelares pequeñas 

TioT: Tioflavina T 

Trp, W: L-Triptófano  

Tyr, Y: L-Tirosina  

Tyr●: Radical Tirosilo  

WST-1: 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-

disulfofenil)-2H-tetrazolio 

WST-8: 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-

nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio
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Resumen 

 

La Enfermedad de Parkinson (EP) se incluye dentro de un grupo de patologías 

neurodegenerativas conocidas como Sinucleopatías, cuya principal característica es la presencia de 

agregados amiloides de la proteína α-Sinucleína (aSyn). Se ha vinculado una ganancia de función 

tóxica por parte de aSyn con el desarrollo y progreso de la EP. Sin embargo, la identidad de las 

especies tóxicas de aSyn es aún desconocida. En este contexto, varias modificaciones 

postraduccionales (PTM) asociadas al estrés oxidativo podrían ser potenciales moduladores de la 

fisiopatología de aSyn en neuronas. Así, el presente trabajo se centra en la generación y 

caracterización de especies modificadas de aSyn en residuos de Tirosina (Tyr), con el propósito de 

dilucidar sus roles en la EP y otras Sinucleopatías.  

Inicialmente, nos enfocamos en la optimización de las condiciones para la nitración y 

entrecruzamiento de Tyr libre por métodos fotoquímicos que usan Rutenio (II) Tris (bipiridina) como 

fotosensibilizador, incluyendo el análisis de reacciones secundarias y la interferencia de otros 

aminoácidos. Previo al empleo en aSyn, confirmamos la capacidad del método PICUP modificado 

para la nitración de proteínas modelo mediante técnicas espectroscópicas y espectrometría de 

masas. 

Modificamos aSyn recombinante empleando los métodos foto-inducibles optimizados y 

caracterizamos las especies generadas por espectroscopia y espectrometría de masas. Se 

analizaron tres conformaciones alternativas: aSyn desordenada libre en solución, unida a vesículas 

unilamelares pequeñas (ricas en estructura de hélice), y formando parte de fibras amiloides (ricas en 

estructura cross-β). Los entrecruzamientos de aSyn libre en solución involucraron principalmente a 

Y39 y residuos del C-terminal (Y133 o Y136). Por otro lado, todos los residuos de Tyr se identificaron 

como nitrados, siendo Y125 el más susceptible a la nitración. Tanto al interaccionar con vesículas 

aniónicas, como cuando forma parte de agregados amiloides, la modificación de Y39 se vio 

restringida. La nitración de residuos del C-terminal sólo se redujo en presencia de vesículas 

aniónicas, no así en el caso de los agregados. Estos resultados resaltan que la susceptibilidad de 

los residuos de Tyr a ser oxidados depende de su estado conformacional y de los componentes con 

los que interactúan, sugiriendo un mecanismo para la aparición de variantes con diferentes PTM y 

potenciales especies tóxicas.  

Finalmente, las especies modificadas de aSyn se analizaron en términos de su capacidad de 

agregar, interaccionar con membranas y promover la citotoxicidad. Las especies nitradas y 

entrecruzadas no mostraron capacidad de agregar y bloquearon la tendencia a la agregación de la 

proteína sin modificar. Además, también se observó la alteración de la interacción con membranas. 

Por último, estas especies no exhibieron un comportamiento tóxico en células BV-2; por otro lado, la 
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variante nitrada resultó ser tóxica para las células SH-SY5Y diferenciadas, aunque no se observaron 

diferencias con respecto a la proteína sin modificar.  

 En conclusión, modificaciones particulares, como la nitración de Y39 y el entrecruzamiento Y39-

Y133/136, podrían ser responsables de cambios conformacionales y funcionales que lleven a la 

ganancia de función tóxica de aSyn. Si estas modificaciones pudiesen ser efectivamente 

correlacionadas con rasgos patológicos a nivel subcelular y/o con la progresión de la EP, su 

identificación en muestras biológicas complejas podría ser empleado para el desarrollo de 

herramientas innovadoras para el diagnóstico temprano de Sinucleopatias, su monitoreo, y la 

evaluación de la eficacia de potenciales tratamiento.
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Summary 

 

Parkinson´s disease (PD) is included in a group of neurodegenerative pathologies known as 

Synucleinopathies, whose main feature is the presence of amyloid aggregates of α-Synuclein (aSyn). 

A gain of toxic function by aSyn has been largely linked to their development and progress. However, 

the identity of aSyn toxic species remains elusive. In this context, several oxidative stress related 

post-translational modifications (PTMs) could be possible modulators of the physiopathology of aSyn 

in neurons. Thus, the present work focuses on the generation and characterization of modified 

species of aSyn on Tyrosine (Tyr) residues in order to elucidate their specific role in PD and other 

Synucleinopathies. 

Firstly, we center on the optimization of conditions for nitration and crosslinking of free Tyr 

amino acids by photochemical methods that uses Rutheniun (II) Tris (bipyridine) as photosensitizer, 

including the analysis of putative side reactions and interference by other amino acids. Previously to 

their application on aSyn, we confirmed the suitability of the modified PICUP method to nitrate 

different model proteins by spectroscopic techniques and mass spectrometry.  

Recombinantly expressed aSyn was then modified employing the optimized photo-induced 

methods and characterized by spectroscopy and mass spectrometry. Three alternative conformations 

were analyzed: disordered aSyn free in solution, bound to small unilamellar vesicles (helix-rich 

structure), and amyloid fibril conformation (cross β-sheets). Tyr crosslinking of disordered aSyn 

mainly involved Y39 and C-term residues Y133 or Y136. On the other hand, Tyr nitration were identified 

in all Tyr residues, being Y125 the most nitrated residue with this photo-reaction. When bound to 

negatively charged vesicles, modification of Y39 is highly restricted. Similar outcome was found in the 

fibrillar form. Nitration of C-term residues is only reduced when aSyn interacts with membranes with 

a negative net charged, not in the unstructured C-term in fibrils. These results highlight that 

susceptibility to oxidation of aSyn Tyr residues depends on its conformational state and its interacting 

partners, suggesting a mechanism for the appearance of variants with differential PTMs and putative 

toxic species. 

Finally, the modified aSyn species were analyzed in terms of their ability to aggregate, interact 

with membranes and promote cytotoxicity. The nitrated and crosslinked species were not able to 

aggregate and impair aSyn wt aggregation propensity. Furthermore, membrane interaction is also 

altered in the presence of nitrated and crosslinked species. Finally, these species did not showed to 

be toxic for BV-2 cells; but, on the other hand, the nitrated species proved to reduce differentiated 

SH−SY5Y cells viability, although no differences were detected regarding aSyn wt.  

In conclusion, particular modifications, such Y39 nitration or Y39-Y133/136 crosslinking, could be 

responsible for functional and conformational changes that lead to a gain of toxic function of aSyn. If 

these modifications could be effectively correlated with pathological subcellular features and/or PD 
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progression, their identification in complex biological samples could be employed for the development 

of innovative tools for the early diagnosis of Synucleopathies, their monitoring, and the efficacy 

evaluation of their treatment.



 

Capítulo 1 

Introducción 
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1.1- Enfermedad de Parkinson: aspectos clínicos y factores de riesgo 

 

La enfermedad de Parkinson (EP) es una patología neurodegenerativa, la segunda en 

importancia luego de la enfermedad de Alzheimer, afectando a más de 6 millones de personas a 

nivel mundial según la Fundación Michael J. Fox (https://www.michaeljfox.org/). Debido el aumento 

promedio de la expectativa de vida de la población, las proyecciones estiman que el número de 

individuos con EP será mayor a 9 millones para el 2030 [1]. Posee una prevalencia muy baja en 

personas por debajo de los 50 años (alrededor de 41/100000), aumentando progresivamente a partir 

de esa edad, desde 107/100000 en personas entre 50 y 59 años hasta 1087/100000 en la franja 

etaria de 70 a 79 [2]. Además, la prevalencia varía según etnicidad, geografía e incluso género, donde 

la EP es más común en varones que en mujeres en una proporción aproximada 3:2 [3]. A pesar de 

que numerosos genes se han asociado a formas familiares de la enfermedad, la mayoría de los casos 

son idiopáticos [4]. 

La EP fue descripta por primera vez en 1817 por James Parkinson y se caracteriza por la 

pérdida progresiva e irreversible de las neuronas dopaminérgicas de las Susbstantia Nigra pars 

compacta y sus proyecciones al cuerpo estriado, lo que ocasiona los típicos síntomas motores: 

temblor en las extremidades, bradicinesia, inestabilidad postural y rigidez [5]. Sin embargo, 

actualmente se piensa que la neurodegeneración comenzaría décadas antes de los síntomas 

mencionados. Así, se han vinculado algunos síntomas no motores, como constipación, hiposmia y 

alteraciones del sueño, que formarían parte de un período pre-motor del proceso de 

neurodegeneración. Posteriormente, a medida que la enfermedad progresa se suman otros síntomas 

producto de la ingesta crónica de medicamentos y/o debido a que otras partes del cerebro se ven 

afectadas (Fig. 1-1A) [6]. En este sentido, Braak y col. propusieron 6 etapas de desarrollo de la EP 

de tipo idiopática, comenzando en el sistema nervioso periférico (potencialmente producto de 

factores medioambientales, toxinas, bacterias y/o virus), más precisamente en neuronas del sistema 

entérico y olfativas, para luego extenderse al sistema nervioso central vía el nervio vago y/o el sistema 

olfatorio (Fig. 1-1B) [7,8]. Las primeras 2 etapas corresponderían al período pre-motor, mientras que 

la aparición de los síntomas motores debido a la pérdida de neuronas dopaminérgicas podría 

asignarse a las etapas 3 y 4. Finalmente, las etapas 5 y 6 estarían asociados a síntomas no-motores 

de la enfermedad avanzada debido a que otras partes del cerebro, como el neocortex, se 

encontrarían afectadas.   
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Figura 1-1. A) Síntomas y progresión de la EP: Al día de hoy se relacionan numerosos síntomas a la EP, incluso varios 
de ellos aparecerían décadas antes de los síntomas motores. En particular, la identificación y vinculación de síntomas no 
motores del “Período Pre-motor” podrían ser de vital importancia para futuros desarrollos de técnicas de diagnóstico y/o 
tratamiento (Modificado de [6]). B) Hipótesis de Braak: Según Braak y col., la neurodegeneración comenzaría en el 
sistema nervioso periférico (producto de factores que dispararían la enfermedad), más precisamente en neuronas entéricas 
y/u olfativas para luego afectar al sistema nervioso central, en sentido caudal-rostral (Modificado de [9]). 

 

En ausencia de biomarcadores específicos que definan la enfermedad, el diagnóstico se 

realiza en base a la aparición de los síntomas motores y la respuesta a los fármacos anti-

parkinsonianos. Actualmente, los tratamientos existentes tienen carácter paliativo y no revierten y/o 

retardan el proceso neurodegenerativo. Las estrategias más comunes actualmente implementadas 

incluyen la administración de fármacos que aumentan la concentración de dopamina (DA) 

intracerebral o estimulan a los receptores dopaminérgicos: levodopa, agonistas de DA, inhibidores 

de monoamina oxidasa B, entre otros [4]. Sin embargo, como consecuencia de la ingesta de estos 

fármacos, se han asociados diversos efectos adversos como nauseas, alucinaciones, trastornos 

obsesivo-compulsivos, incluso nuevos síntomas motores, como discinesias [4]. 

Múltiples factores de riesgo se han asociado al desarrollo de la EP, entre los que se incluyen, 

factores genéticos y ambientales, comorbilidades, ingesta de medicación, etc. Dentro de los factores 

medioambientales, se ha correlacionado la exposición a pesticidas, como rotenona y paraquat, con 

la aparición de síntomas parkinsonianos debido a que alteran la función mitocondrial y promueven la 

formación especies reactivas de oxígeno y nitrógeno [10]. Síntomas similares se observaron también 

en individuos que consumieron la droga MPTP, cuya forma oxidada, MPP+, actúa como inhibidor de 

la cadena transportadora de electrones, produciendo especias reactivas, lo que evidencia la 

importancia del estrés oxidativo en las patologías neurodegenerativas [11]. Además, en un meta-

análisis llevado a cabo por Noyce y col., se asociaron otros factores con un incremento en el riesgo 

de desarrollar EP, como la vida y trabajo rural, uso de beta bloqueantes, el consumo de agua de 

pozo y el daño cerebral [12]. También el consumo de productos lácteos y algunos tipos de cáncer, 

como melanomas, han sido asociados [13]. Sorpresivamente, se ha correlacionado una disminución 

en el riesgo con la ingesta de cafeína, alcohol y tabaquismo, así como también, el aumento en la 
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concentración de ácido úrico sérico, el uso de fármacos antihipertensivos (bloqueantes de canales 

de calcio), antiinflamatorios no esteroideos (como ibuprofeno) y la actividad física [12–14]. 

Otro aspecto a destacar es la importancia de predisposiciones genéticas en el riesgo de 

desarrollar EP. Una mutación en el gen que codifica para α-Sinucleína (aSyn), SNCA, fue la primera 

en vincularse con formas heredables de EP [15]. Al día de hoy, múltiples mutaciones con herencia 

autosómica dominante se han identificado en el gen SNCA, así como también duplicaciones y 

triplicaciones génicas [6]. Además de SNCA, se han asociado múltiples genes distribuidos en 24 loci 

de relevancia clínica con un aumento en el riesgo de desarrollar EP [16]. Entre los más destacados 

se encuentran aquellos relacionados con formas monogénicas de EP con herencia autosómica 

dominante, como LRKK2 (codifica para la proteína quinasa rica en repeticiones de leucina 2), y 

recesiva, como Parkin, PINK1 y DJ-1, relacionados con el mantenimiento de la homeostasis 

mitocondrial. Otro gen importante es GBA que codifica para β-glucocerebrosidasa (proteína 

deficiente en la enfermedad de Gaucher), cuyas mutaciones se han relacionado con la aparición de 

síntomas motores del tipo parkinsoniano [17]. 

 

1.2- Sinucleopatías 

 

La EP junto con la Demencia con Cuerpo de Lewy (DLB) y la Atrofia Multisistémica (MSA) 

conforman un grupo de patologías neurodegenerativas conocidas como Sinucleopatías, cuya 

característica histopatológica distintiva es la presencia de agregados lipoproteicos donde el 

componente proteico mayoritario es aSyn [18,19]. Estos agregados responden positivamente a la 

tinción específica de Rojo Congo y de Tioflavinas, indicando la presencia de agregados proteicos 

con estructuras amiloides.  Particularmente EP y DLB presentan inclusiones citoplasmáticas en 

neuronas conocidos como cuerpos y neuritas de Lewy (LB y LN, de Lewy Bodies y Lewy Neurites), 

mientras que en el caso de MSA, los agregados se encuentran en oligodendrocitos, formando los 

cuerpos PAPP-Lantos [19]. Los principales síntomas de DLB son demencia acompañada de 

alucinaciones visuales, alteraciones de sueño y síntomas motores similares a los de EP, producto de 

la neurodegeneración nigroestriatal y neocortical [20]. Por otro lado, los síntomas relacionados a la 

MSA son variables, siendo el parkinsonismo, ataxia cerebelar y fallas en el sistema autónomo 

(particularmente a nivel urogenital y cardiovascular) los más comunes. Se identifican dos tipos de 

presentaciones motoras de MSA: MSA-P o con predominancia de parkinsonismo, y MSA-C o con 

predominancia cerebelar. En la primera predomina la degeneración nigroestriatal con ausencia de 

respuesta a levodopa; mientras que en la segunda, los oligodendrocitos olivopontocerebelares son 

los más afectados [21]. No se descarta que estas patologías sean distintas facetas de una misma 

enfermedad, cuya presentación depende de las células y tejidos afectados. 
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1.3- Estrés oxidativo y EP 

 

Uno de los factores comunes en procesos neurodegenerativos es el estrés oxidativo, el cual 

surge de un desbalance donde las especies oxidantes prevalecen sobre los antioxidantes, 

promoviendo el daño molecular de proteínas, lípidos y ácidos nucleicos [22]. A modo general, el 

origen de la mayoría de las especies reactivas de oxígeno (ROS) requiere la activación de oxígeno 

molecular (O2). Estas especies se generan principalmente a nivel mitocondrial, y son usualmente 

productos secundarios fisiológicos del funcionamiento de la cadena transportadora de electrones y 

la generación de ATP. Entre las especies que pueden generarse, se encuentran el radical superóxido 

(O2
●-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2) [23]. El radical superóxido es altamente reactivo y es 

posteriormente reducido por Superóxido Dismutasas (SOD1 y SOD2) en H2O2, el cual, a su vez, es 

convertido en H2O por Peroxidasas, Peroxiredoxinas y, en los peroxisomas, por la Catalasa (en H2O 

y O2) [24]. La acumulación de especies reactivas en la EP y otras patologías neurodegenerativas 

producto de la desregulación del balance redox lleva a la aparición de otras especies, como el radical 

oxhidrilo (●OH). Este radical puede surgir de la combinación de O2
●- y H2O2 mediante la reacción de 

Haber-Weiss (O2
●− + H2O2→O2+●OH+OH−) o, en presencia Fe+2, a través de la reacción de Fenton  

(H2O2 + Fe+2 → Fe+2 + ●OH + OH−) [23]. Otras especies importantes derivadas del O2 incluyen a los 

radicales alcoxilo y peróxilo (RO● y ROO●, respectivamente), entre los que se destacan el radical 

hidroperóxido (HO2
●) y los surgidos durante las reacciones de peroxidación de lípidos (LO● y LOO●) 

[23,25]. Por otro lado, el radical óxido nítrico (●NO) se genera in vivo por Óxido Nítrico Sintasas y 

actúa en diversos procesos fisiológicos como la regulación de la presión sanguínea, la relajación de 

músculo liso, y en procesos inmunológicos, entre otros [26]. La sobreproducción de ●NO genera el 

llamado estrés nitrosativo y la generación de especies reactivas de nitrógeno (RNS). En particular, 

la reacción entre O2
●- y ●NO produce el anión peroxinitrito (ONOO-), un importante agente oxidante y 

nitrante, del cual deriva el radical dióxido de nitrógeno (●NO2). Otras fuentes de generación de ●NO2 

incluyen la reacción de hemo-peroxidasas, la descomposición ácida de ácido nitroso en el lumen 

gástrico y la reacción de NO2
- y oxihemoglobina en los eritrocitos [27]. 

 Existe abundante evidencia de que el estrés oxidativo cumpliría un rol central en el desarrollo 

de la EP con un origen relacionado a la disfunción mitocondrial, el metabolismo de catecolaminas y 

procesos neuroinflamatorios [28]. En este sentido, alteraciones de la cadena transportadora de 

electrones están directamente relacionadas con la desregulación del balance redox, la producción 

de ROS y RNS y, eventualmente, la aparición de síntomas de tipo parkinsonianos. Así lo demuestran 

los efectos producidos por rotenona, MPTP y su metabolito MPP+ (inhibidores del complejo I NADH 

deshidrogenasa) y paraquat [10,11]. Además, algunos genes mutados en las formas familiares de 

EP, se encuentran relacionados al mantenimiento de la homeostasis mitocondrial como PINK1, DJ-

1 y Parkin [29,30]. 
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Por otro lado, la pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas en EP sugiere una conexión 

entre el proceso patológico y el metabolismo de las catecolaminas (particularmente DA). La DA es 

sintetizada a partir de Tirosina (Tyr) y es muy sensible a la oxidación. Para evitar esto, luego de su 

síntesis, es incorporada en vesículas pre-sinápticas por el transportador de monoaminas vesicular 

VMAT2 y retenida a expensas del mantenimiento de un gradiente de pH, con un continuo gasto de 

ATP. Luego de su liberación, DA es internalizada y reempaquetada por el transportador de 

membrana plasmática DAT y VMAT2, respectivamente. Por el contrario, la acumulación de DA en el 

citosol promueve su oxidación mediada por la enzima Monoamina Oxidasa A (MOA), generando 

DOPAL y otras quinonas, las cuales han sido vinculados con la modificación de proteínas (entre ellas 

aSyn) y la disfunción mitocondrial, aumentando la generación de especies reactivas [31,32]. 

Se cree que el proceso patológico de EP incluiría una etapa de propagación de la enfermedad 

de las células afectadas en primer término (neuronas dopaminérgicas) hacia las vecinas (neuroglía 

y neuronas no-dopaminérgicas), pero aún los mecanismos por los cuales esto ocurriría no están 

completamente definidos. Una de las hipótesis es la liberación de partículas tóxicas (oligómeros de 

aSyn o exosomas que los contengan, ver más adelante) que serían asimilados por microglía, 

astrocitos y/o neuronas sanas que ahora se verían afectadas [33,34]. Otra alternativa, no excluyente, 

sería la activación de un proceso inflamatorio, por parte de la microglía, asociado a la necrosis de las 

células dopaminérgicas que extendería el estrés oxidativo a células vecinas [35]. Así lo sugieren 

estudios con muestras de pacientes [36,37] y con modelos animales [38]. Además, la activación de 

enzimas como la NADPH oxidasa (NOX2) en la microglía podría generar un ambiente tóxico para 

células vecinas, no sólo a través de la producción de ROS extracelular, sino también amplificando la 

respuesta pro-inflamatoria, lo que podría colaborar con la progresión de la EP y otras enfermedades 

neurodegenerativas [39]. 

 

1.4- α-Sinucleína  

 

Es una pequeña proteína citoplasmática perteneciente a la familia de las sinucleínas. Las 

primeras proteínas de esta familia, cuyo nombre deriva de su localización subcelular originalmente 

descripta (núcleo y terminal pre-sináptica), fueron identificadas en neuronas de raya eléctrica del 

Pacífico (Torpedo californica) y rata (Rattus norvegicus) [40,41]. Posteriormente se encontraron las 

sinucleínas humanas que constituyen una familia compuesta por las variantes α, β [42] y γ (cuyo gen 

fue originalmente denominada BCSG1, por Breast Cancer Specific Gene 1) [43].  

Actualmente se conoce que los genes que codifican para estas proteínas están ubicados en 

los cromosomas 4q21.3-q22 (SNCA, α), 5q35 (SNCB, β) y 10q23 (SNCG, γ) [44,45]. Particularmente, 

el gen SNCA está constituido por 5 exones codificantes (2-6) y un exón 5´-UTR. Producto del splicing 

alternativo de este gen, existen varias isoformas de aSyn, de las cuales, la forma predominante y 
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más abundante está compuesta por 140 aminoácidos (aSyn-140). Le siguen las isoformas aSyn-112 

(deleción del exón 5, aminoácidos 103-130), aSyn-126 (deleción del exón 3, aminoácidos 41-54) y 

aSyn-98 (deleción de los exones 3 y 5) [46,47]. Finalmente, recientemente se identificó una quinta 

isoforma, 41-aSyn, en la que la deleción de los exones 3 y 4 genera la aparición de un codón de stop, 

formando un péptido truncado del N-terminal, conformado por 41 aminoácidos [48]. 

 

1.4.1- Estructura de aSyn 
 

Según la secuencia primaria de la isoforma de 140 aminoácidos (Fig. 1-2A) presenta una 

masa molecular de 14460,16 Da y un punto isoeléctrico de 4,67. Además, se reconocen 3 dominios 

funcionales: la región N-terminal (1-60), rica en residuos de Lisina (Lys) e importante para la 

interacción con membranas fosfolipídicas; el dominio NAC (por componente no amiloideo β, 61-95), 

crucial para el proceso de agregación; y la región C-terminal (96-140), principalmente desordenada, 

rica en aminoácidos ácidos e importante para la interacción con metales, pequeñas moléculas y 

proteínas (Fig. 1-2B) [49]. Los primeros 2/3 de su secuencia consisten en una sucesión de 

segmentos repetidos imperfectos de 11 aminoácidos, que presentan la secuencia consenso 

“KTKEGV” (K(A)–T(A,V)–K(V)–E(Q,T)–G(Q)–V(A)). Estos segmentos, similares a los encontrados 

en apolipoproteínas, le confieren el carácter anfipático que explicaría su habilidad de interactuar con 

lípidos [9].  

La conformación que adopta aSyn es un tema aún en debate. Estudios por resonancia 

magnética nuclear (NMR), dicroísmo circular (CD) y espectrometría de masas (MS) han mostrado 

que la proteína en solución acuosa adopta una estructura desordenada y de conformación extendida 

[50,51]. Recientemente se demostró que aSyn existe principalmente como monómero altamente 

dinámico y desordenado en células neuronales y no neuronales, aunque adoptando una estructura 

más compacta que en buffer [52]. Sin embargo, también se ha reportado que la conformación nativa 

de la proteína podría ser un tetrámero helicoidal, cuya desestabilización podría llevar a la agregación 

[53]. 
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Figura 1-2. A) Secuencia aminoacídica de aSyn: en rosa y celeste se destacan las repeticiones imperfectas, mientras 
que en verde se señala la región C-terminal. B) Diagrama de los dominios de aSyn y estructuras secundarias 
predominantes: aSyn puede adoptar diferentes conformaciones de acuerdo al contexto. Así puede formar hélices en 
aproximadamente los primeros 2/3 de su estructura al interaccionar con micelas y/o membranas, u hojas β al formar 
oligómeros amiloideos.  
 

Independientemente de la estructura que adopte aSyn en condiciones fisiológicas, una de las 

características más importantes de esta proteína es su flexibilidad conformacional, lo que posibilita 

que aSyn adopte diferentes estructuras secundarias según interaccione con membranas, proteínas 

u otros componentes celulares (Fig. 1-2B). Así, aSyn, al interaccionar con micelas de SDS, forma 

dos hélices antiparalelas anfipáticas de tipo 3/11 (aminoácidos V3-V37 y K45-T92) conectadas por una 

corta secuencia de 7 aminoácidos [54,55] (Fig. 1-3A). Mientras que al interaccionar con membranas 

fosfolipídicas, en especial aquellas con una alta curvatura y abundancia de fosfolípidos ácidos [56], 

aSyn adopta una única hélice curvada extendida en la región comprendida hasta, al menos, el 

aminoácido A90  [57].  En esta conformación, la hélice se extiende de forma paralela a la membrana 

de manera que los residuos cargados interaccionan con las cabezas polares de los fosfolípidos, 

mientras que los residuos hidrofóbicos penetran en la región de las cadenas aciladas [57]. Más 

recientemente se identificó mediante NMR que los residuos L6-G25 forman una hélice determinante 

para el anclaje de aSyn a membranas, mínimamente afectada por la composición lipídica; mientras 

que la región central (V26-K97) exhibe flexibilidad estructural y actuaría como “sensor” que modularía 

la afinidad de aSyn por la membrana (Fig. 1-3B) [58]. En todos los casos, el C-terminal permanece 

desordenado. 

Bajo condiciones patológicas, los monómeros de aSyn se auto ensamblan formando largas 

fibras amiloides ricas en hojas β, para lo cual la región NAC es determinante. Esto fue originalmente 

demostrado por Li y col. [59] y confirmado por el hecho de que β-Sinucleína, que en comparación 
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con aSyn no posee 11 aminoácidos (71-82) en la región NAC, no es capaz de agregar [60]. Estudios 

mediante proteólisis seguido de MS permitieron determinar que el núcleo de las fibras comprende 

los aminoácidos G31-Q109 [61], lo que incluye la región NAC y, parcialmente, el N- y C-terminal. 

Además, el análisis mediante NMR y resonancia paramagnética nuclear (EPR) estableció que las 

fibras están compuestas por protofilamentos (5 nm de diámetro cada uno), en los cuales el núcleo 

fibrilar de cada monómero está formado por hojas β paralelas en forma de serpentina, perpendicular 

al eje de las fibras [62–64]. 

Actualmente se reconoce que los núcleos fibrilares adoptan un motivo particular denominado 

cross-β, donde la interdigitación de las cadenas laterales de dos hojas β adyacentes forma, en el 

sentido longitudinal de la fibra, una estructura conocida como cremallera estérica amiloide  (Fig. 1-

3C) [65]. La estructura central de cada monómero (E46-K96) está compuesta por varias hojas β 

paralelas y en registro, estabilizadas por hetero-cremalleras estéricas, puentes salinos, una escalera 

de Glu e interacciones hidrofóbicas; flanqueados por segmentos N- y C-terminal menos estructurados 

[66]. Además, reconstrucciones mediante Crio-microscopía electrónica (Cryo-EM) y RMN mostraron 

que los residuos del corazón fibrilar pueden adoptar diferentes topologías que dan a lugar a variados 

polimorfismos. Entre ellas se destacan las topologías arco β curvado [67] y la llave griega [66,68,69], 

las cuales definen la morfología general de las fibras y su citotoxicidad.  

 

 

 
Figura 1-3. Conformaciones de aSyn. A) Estructura de NMR donde se observa las dos hélices anfipáticas de aSyn al 
interaccionar con micelas (PDB 1XQ8). B) Estudio vía NMR de las transiciones de aSyn al interaccionar con membranas 
fosfolipídicas, desde un estado desordenado hasta la adquisición de una hélice extendida, formada por los residuos K6-K97, 
con el C-terminal desordenado (Imagen de [58]). C) Sección de una fibra formada por dos protofilamentos obtenida por 
Cryo-EM, cada uno formado por 5 monómeros (121 aminoácidos), los cuales adoptan una estructura cross-β, donde las 
hojas β (en naranja) se disponen paralelamente en forma de serpentina (PDB 6H6B). Las estructuras se muestran de forma 
paralela y perpendicular al eje de la fibra, respectivamente.  
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1.4.2- Localización, función y modificaciones postraduccionales de aSyn 

 
aSyn se expresa principalmente en el cerebro, particularmente en neocortex, hipocampo, 

cuerpo estriado, tálamo y cerebelo. Sin embargo su expresión no se limita al SNC, sino que también 

se la ha localizado en músculo, riñón, hígado, pulmón, corazón, testículos, vasos sanguíneos, líquido 

cefalorraquídeo, plasma, plaqueta, linfocitos y eritrocitos [70]. A nivel subcelular, la localización es 

aún tema de debate. Existe amplia evidencia de que aSyn está particularmente enriquecida en las 

terminales presinápticas, aunque también se encuentran estudios del rol de aSyn asociada a otras 

organelas y/o estructuras celulares. Así, como se mencionó anteriormente, aSyn se localiza en el 

núcleo celular. También habría cierta interacción con mitocondrias, retículo endoplasmático (RE), 

Golgi e incluso proteínas del citoesqueleto. Sin embargo, en estos casos, la localización de aSyn 

podría surgir de una distribución alterada producto de eventos patológicos [70]. 

Las funciones fisiológicas de aSyn aún no están completamente dilucidadas. Esto deriva de 

la complejidad que implica trabajar con aSyn debido a que 1) es una proteína intrínsecamente 

desordenada, 2) su sobreexpresión resulta tóxica tanto en modelos in vitro como in vivo, y 3) la 

potencial compensación producida por las isoformas β y γ en experimentos de knockout de aSyn 

[71]. Esto lleva a que las funciones descriptas, algunas deducidas de los efectos nocivos producto 

de la sobreexpresión de aSyn, estén sujetas a constante discusión.  

La gran mayoría de los trabajos publicados se centran en su posible rol en las terminales 

sinápticas, particularmente en el estudio de los mecanismos involucrados en la regulación de la 

actividad y plasticidad sináptica (mediante la liberación de neurotransmisores), el metabolismo de 

catecolaminas, el mantenimiento de los pooles de vesículas y el tráfico vesicular (Fig. 1-4). Gracias 

a su habilidad de adoptar una estructura de hélice anfipática en los primeros 2/3 de su al asociarse 

con membranas fosfolipídicas, se ha reportado que aSyn tiene la capacidad de sensar y modular la 

curvatura vesículas sinápticas [72] e incluso se ha sugerido que podría tener actividad remodeladora 

mediante la modificación del empaquetamiento de los fosfolípidos [73].  

 Además de la unión ampliamente validada a vesículas fosfolipídicas, aSyn también 

interacciona con un amplio repertorio de proteínas pre-sinápticas. Se destacan las  interacciones con 

las proteínas SNARE Sinaptobrevina-2 y VAMP2, actuando como chaperona para el correcto 

ensamblado de los complejos y promoviendo la fusión de las vesículas en la terminal sináptica [74]; 

con la proteína Rab3-GTP para la estabilización de la unión de aSyn con vesículas sinápticas [75]; 

la unión a la proteína Fosfatasa A2 y la regulación de la actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH), 

enzima involucrada en el paso limitante de la síntesis de DA [76]; y la regulación de transportadores 

monoaminas VMAT2 y DAT, importantes para la modulación de la homeostasis dopaminérgica 

[77,78]; entre otras. 
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Figura 1-4. Funciones de aSyn. A pesar de que no han sido completamente dilucidadas, las funciones de aSyn a nivel de 
las terminales sinápticas estarían estrechamente relacionadas con su habilidad de unirse a membranas fosfolipídicas y a 
su interacción con proteínas sinápticas, regulando el tráfico vesicular, la liberación de neurotransmisores y el metabolismo 
de catecolaminas. 

 

Por otro lado, las modificaciones postraduccionales (PTM) son importantes moduladores de 

la estructura y función de aSyn y, a pesar de que se reconoce  que varias de ellas podrían estar 

relacionadas con procesos patológicos, algunas también cumplirían un rol fisiológico [79,80]. Una de 

las modificaciones mejor caracterizadas es la acetilación en su extremo N-terminal, la cual se 

presenta de forma constitutiva in vivo [81] y es determinante en relación a la interacción con 

membranas [82]. Estudios mediante NMR y CD demostraron que esta modificación no altera la unión 

de aSyn con membranas de alta carga negativa, pero incrementa la afinidad por membranas de 

composición biológica [83]. Además, existe evidencia de que la acetilación de los residuos K6 y K10 

también es clave  para modular la afinidad por los lípidos y que la actividad deacetilasa de Sirtuína 2 

aumenta la propensión de aSyn a la agregación e incrementa su citotoxicidad [84]. Por otro lado, la 

fosforilación de ciertos residuos también podría cumplir un rol fisiológico, disminuyendo la afinidad 

por las membranas y modulando el tráfico vesicular y el metabolismo de DA [85]. Un aspecto 

importante que se ha comenzado a estudiar recientemente es la interacción entre distintas PTM de 

aSyn. Así se ha propuesto que la acetilación y la fosforilación podrían estar interrelacionadas y tener 

efectos opuestos respecto al control del metabolismo del hierro en neuronas dopaminérgicas, un 

cofactor esencial de la enzima Tirosina Hidroxilasa [85]. La desregulación de estas PTM llevaría a 

defectos en la homeostasis del hierro y, por ende, en la síntesis de DA, promoviendo el estrés 
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oxidativo y disminuyendo la capacidad sináptica, lo que favorecería la progresión de las 

Sinucleopatías. 

La regulación de los procesos de degradación y exportación de proteínas también son 

determinantes para evitar la acumulación intracelular de aSyn. En este sentido, la ubiquitinación es 

una modificación en la que la proteína ubiquitina se une covalentemente a la proteína blanco, en 

presencia de las enzimas de Activación de Ubiquitina (E1), Conjugación de Ubiquitina (E2) y Ubiquitin 

Ligasa (E3). aSyn es principalmente ubiquitinada en los residuos K21 y K96 gracias a la E3 ligasa 

NEDD4, lo que la direcciona a degradación por vía lisosomal [86,87]. Las E3 ligasas CHIP y SIAH 1 

y 2 también serían importante en la regulación de aSyn [86,88]. Particularmente se ha observado 

que las proteínas SIAH 1 y 2 pueden monoubiquitinar los residuos de Lys 10,12, 21, 23, 34, 43, y 96 

y marcarla para la vía de degradación proteosomal [86]. Por otro lado, aSyn también puede ser 

modificada por la unión de la proteína SUMO, particularmente en K96 y K102 (aunque otras Lys también 

pueden ser modificadas), gracias a la actividad de SUMO ligasas (PIAS2, TRIM28 y hPc2) [89]. Aún 

no se comprende completamente el rol que cumple esta función, pero dado que la SUMOilación 

permite el empaquetado de aSyn en vesículas para exportación [33], se ha sugerido que podrían 

ayudar a la eliminación de aSyn vía exosomas. 

 

1.5- Toxicidad de aSyn  

 

A pesar de su función sináptica, la ganancia de función tóxica potencialmente le confiere a 

aSyn la habilidad de alterar numerosos procesos celulares y organelas, llevando a la degeneración 

y muerte celular. A continuación, se enumeran los efectos patológicos a nivel celular más importantes 

descriptos para aSyn, los cuales, a su vez, son resumidos en la Fig. 1-5. 

 

Sinapsis 

A nivel de las terminales sinápticas, las especies oligoméricas de aSyn se unen a vesículas 

y a la proteína Sinaptobrevina-2, alterando la formación de los complejos SNARE e interrumpiendo 

tanto la fusión como la movilidad de vesículas, lo que consecuentemente disminuye la liberación de 

neurotransmisores [90,91]. A su vez, se ha demostrado que la sobreexpresión de aSyn provoca la 

reducción del pool de vesículas y el transporte de las mismas [92,93]. El metabolismo, liberación y 

reciclado de DA también se ven afectados por la actividad tóxica de aSyn. En este sentido, la 

modificación de la expresión aSyn en modelos de ratón mostró una anormal liberación de DA [94,95]. 

Así, aSyn altera la regulación de la actividad de las proteínas del metabolismo de DA, TH y AADC 

(Aminoácidos Aromáticos Descarboxilasa) [96,97], así como también la internalización de DA por 

parte de DAT [98].  
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Mitocondria 

Se ha localizado aSyn en los 3 compartimientos principales de las mitocondrias: membrana 

interna y externa, y en la matriz mitocondrial. La acumulación y formación de oligómeros de aSyn 

inhibe la importación de proteínas mediante la interacción con TOM20 e interrumpe su interacción 

con TOM22 [99]. Además, la traslocación de aSyn a la matriz mitocondrial provoca una alteración en 

la respiración celular por inhibición del complejo I, la disminución de la producción de ATP y el 

consecuente aumento de generación de ROS [100–102]. En este contexto, el ADN mitocondrial 

también es afectado por el incremento del estrés oxidativo, lo que genera una retroalimentación 

negativa que afecta la actividad mitocondrial [103]. Adicionalmente, aSyn interfiere con los procesos 

de fusión y fisión, aumentando la fragmentación mitocondrial, e inhibiendo la mitofagia, así como 

también con su transporte [104]. 

 

Núcleo 

Uno de los aspectos más importantes es la importación de aSyn al núcleo, la cual depende 

de su interacción con TRIM28 [105]. Una vez dentro, se ha sugerido que aSyn interactúa 

directamente con el ADN, modulando la expresión génica e induciendo daño en su estructura 

[106,107]. La interacción de aSyn con histonas acelera la formación de fibras [108], así como también 

inhibe la acetilación de histonas [109]; además de alterar la actividad de otras proteínas involucradas 

en la regulación epigenética, como Metiltransferasas y Deacetilasas [110]. 

 

RE/Golgi 

La acumulación de aSyn en el RE interfiere con el plegado de proteínas, aumentando el estrés 

del RE, lo que induce la activación de la respuesta a proteínas mal plegadas a través de la vía 

IRE1α/XBP1 [111,112]. La homeostasis del Ca+2 también se ve afectada dado que agregados de 

aSyn pueden unirse a la bomba SERCA y disminuir la concentración de Ca+2 citosólico [113]. Por 

otro lado, la sobreexpresión de aSyn provoca la alteración del tráfico entre el RE y el complejo de 

Golgi, mediante la alteración de la proteína Rab1, un factor clave en el transporte vesicular [114]. 

Recientemente también se demostró que aSyn afecta directamente al complejo de Golgi mediante 

la inducción de su fragmentación [115]. 

 

Sistema Endolisosomal 

La acumulación de aSyn genera la alteración de los procesos de autofagia, afectando a las 

proteínas Rab1, lo que eventualmente deslocaliza la proteína ATG9 disminuyendo la formación de 

autofagosomas [116]. De hecho, aSyn se trasloca a los lisosomas para su degradación por la vía de 

autofagia mediada por chaperonas gracias a la unión con el receptor LAMP2A. Sin embargo, se ha 

demostrado que mutantes de aSyn bloquean este receptor, inhibiendo tanto su degradación como la 
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de otros sustratos [117]. Además, la sobreexpresión de aSyn provoca la reducción de la actividad de 

múltiples enzimas lisosomales, incluyendo la β-Glucocerebrosidasa [114,118]. 

 

Transporte axonal 

Particularmente se observó que las fibras afectan el transporte de autofagosomas. Esto 

puede deberse a una disminución de proteínas motoras [119], así como también a una alteración en 

la estabilidad de los microtúbulos y la carga de las quinesinas [120]. La interacción de variantes de 

aSyn con tau, proteína que estabiliza y promueve la polimerización de microtúbulos, también podría 

influir en la regulación del transporte axonal [121]. 

 

 

 
Figura 1-5. Efecto patológico de aSyn. Múltiples procesos y organelas se ven afectados en presencia de variantes de 
aSyn que alteran el normal funcionamiento de la célula y, eventualmente, producen la muerte de esta. 

 

1.6- aSyn: ¿Cuáles son las especies tóxicas? 

 

El hecho de que aSyn sea el componente mayoritario en los cuerpos de Lewy, tenga o no 

mutaciones con relevancia clínica, sugiere que esta proteína tiene un rol central en el desarrollo de 

la EP mediante la ganancia de función tóxica, a través de mecanismos aún desconocidos. La 

alteración de varios procesos celulares asociados a aSyn que involucran la homeostasis de proteínas 

y catecolaminas estarían directamente relacionados con la neurodegeneración, como son la 

actividad mitocondrial, el tráfico vesicular, el reciclado de proteínas, la liberación de DA y procesos 
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neuroinflamatorios (descriptos en la sección anterior). En este contexto, la identidad de las especies 

tóxicas, tanto en presencia como en ausencia de mutaciones genéticas, es un tema de constante 

debate debido a la flexibilidad conformacional de aSyn y al gran número de modificaciones que puede 

sufrir esta proteína. A continuación, se detallan las variantes de aSyn que se cree que podrían 

modular su función y promover su toxicidad. 

 

1.6.1- Predisposiciones genéticas  
 

Tanto la EP como el resto de las Sinucleopatías son enfermedades multifactoriales en donde 

se reconoce la importancia de la confluencia de factores tanto genéticos como ambientales. A pesar 

de que la gran mayoría de los casos son idiopáticos, un gran número de mutaciones genéticas de 

aSyn se han asociado al desarrollo de la EP. Las primeras mutaciones puntuales en describirse 

fueron A30P, E46K y E53T, reportadas en familias alemanas, españolas y griego-italianas, 

respectivamente [122–124]. Al día de hoy se han reportado un total de 9 mutaciones familiares con 

un patrón de herencia autosómico dominante (A18T, A29S, A30P, E46K, H50Q, G51D, A53T, A53E 

y A53V), además de duplicaciones y una triplicación de la región del cromosoma 4 que incluye a 

PARK1 (SNCA) [6,125,126]. Algunas de las mutaciones puntuales llevan a un desarrollo más 

temprano de la EP (A30P, E46K, G51D, A53E, A53T), mientras que A18T, A29S, H50Q y A53V 

llevan a una presentación típica en pacientes a partir de los 60 años [125–127].  

Debido a que todas las mutaciones conocidas hasta el momento de aSyn se localizan en el 

dominio N-terminal (o la transición al dominio NAC), se las han asociados con cambios estructurales 

que impactan en los procesos de unión a membrana, oligomerización, agregación y citotoxicidad 

[127–130]. Estudios in vitro mostraron que E46K, A53T, A53V, y H50Q tienden a aumentar la 

formación de fibras maduras en comparación con aSyn salvaje (o wild type, wt), mientras que en el 

caso de A30P promueve una rápida oligomerización pero una lenta formación de fibras [130,131]. 

G51D y A53E, por su parte, retardan el proceso de agregación [130,132]. En relación a la unión con 

membranas, ensayos empleando CD, EPR y NMR reportaron que A30P y las mutantes de la posición 

53, A53E y A53V, presentan una menor afinidad con membranas; mientras que los resultados 

obtenidos con A53T son variables, y E46K presenta una afinidad incrementada [129,130,133]. En 

conjunto, la alteración de los procesos de agregación y unión a membrana podrían ser los 

responsables de la ganancia de función tóxica por parte de estas variantes de aSyn, lo que podría 

favorecer el desarrollo de la EP.  

 

1.6.2- Oligómeros, fibrillas y fibras maduras 
 

Los niveles de aSyn en el SNC dependen del balance entre la velocidad de síntesis, 

agregación y la eliminación de aSyn. El desbalance de estos mecanismos puede resultar en una 

anormal acumulación de especies potencialmente tóxicas de aSyn. Existe un amplio número de 
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variantes de aSyn asociados a las Sinucleopatías, incluyendo oligómeros, protofibrillas o fibrillas, y 

fibras amiloides maduras (agregados) [49]. Los términos oligómero y protofibrilla incluyen un amplio 

rango de especies, desde variantes oligoméricas de bajo peso molecular (como dímeros, trímeros y 

tetrámeros) hasta intermediarios de agregación de alto peso molecular con estructuras variadas 

(esféricas, anulares o en forma de cadena). Las fibras maduras, como se mencionó anteriormente, 

se caracterizan por la presencia de la estructuras cross-β en su núcleo, por presentar morfología 

polimórfica de tipo filamentosa (>1 μm de largo) y por su unión a Rojo Congo y Tioflavina T [49].  

Una de las hipótesis que intenta explicar la capacidad de aSyn de alterar los componentes 

celulares y perturbar su homeostasis establece que esta proteína, en su forma oligomérica, podría 

aumentar la permeabilización de las membranas, ya sea mediante un rearreglo de los fosfolípidos 

[134] o la formación de poros hidrofílicos [135]. Por otro lado, las fibras maduras de aSyn son el 

componente proteico principal de los Cuerpos de Lewy, la marca histopatológica distintiva de las 

Sinucleopatías, y se cree que la formación de las mismas sería un mecanismo de detoxificación para 

la conversión de intermediarios tóxicos (oligómeros y/o fibrillas) en estructuras más estables y menos 

nocivas [136]. Sin embargo, también se ha descripto que las fibras de aSyn alteran la 

permeabilización de las membranas [137], probablemente debido a su hidrofobicidad, resultando 

tóxicas en algunos modelos animales [138]. 

 

1.6.3- PTM asociadas a ganancia de función tóxica 
 

Por otro lado, una fuente alternativa, pero no excluyente, de la ganancia de función tóxica de 

aSyn podría radicar en las numerosas PTM que modulan y alteran su estructura, influyendo en los 

procesos fisiológicos, de agregación y citotoxicidad (Fig. 1-6). 

 

 

 
Figura 1-6. Principales PTM descriptas en aSyn. Se reconocen varias modificaciones relacionadas con procesos 
fisiológicos, tal como la acetilación del N-terminal. Sin embargo, múltiples PTM podrían ser responsables de la ganancia 
de función tóxica de aSyn.  
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Fosforilación 

La fosforilación es una modificación reversible que involucra la adición de un grupo fosfato a 

la cadena lateral de Ser, Thr o Tyr. En relación con aSyn, la fosforilación de la S129 es una de las 

modificaciones más estudiadas. Particularmente, S129 fosforilada se encuentra ampliamente 

enriquecida en los agregados de aSyn en LB de pacientes [81,139], lo que sugiere una conexión 

entre esta modificación y el desarrollo de las Sinucleopatías. Es así, que se ha postulado que esta 

modificación podría afectar la respuesta de proteínas mal plegadas en el RE, los procesos de 

degradación proteica, así como también el tráfico vesicular (disminuyendo la interacción de aSyn con 

membranas) y la actividad mitocondrial, aumentando la generación de ROS (Revisado por [140]). 

Sin embargo, existen numerosas discrepancias en relación a si esta modificación promueve, inhibe 

o no tiene efecto alguno sobre la agregación y toxicidad en modelos animales [141,142], las cuales 

podrían provenir de la incapacidad de reproducir experimentalmente el estado real de fosforilación 

de aSyn in vivo [80]. Existe evidencia de que la fosforilación de S129 podría ser un evento tardío y 

ocurrir luego de la formación de los LB, principalmente por la actividad de varias quinasas como CK2, 

GRK5 y LRRK2 [80]. Independientemente de que la modificación de S129 sea causa o consecuencia 

del proceso patológico, en los últimos años se ha consolidado como biomarcador de la EP dado que 

se ha encontrado esta modificación acumulada en líquido cefalorraquídeo, sistema nervioso 

periférico, tracto gastrointestinal y glóbulos rojos [143]. Por otro lado, otros residuos importantes que 

pueden ser fosforilados son S87 e Y125 y se ha propuesto que Y133 e Y136 también podrían ser blanco 

de fosforilación [140]. En el caso de la fosforilación de S87, Oueslati y col. [144] mostraron que podría 

tener un rol protector, disminuyendo la agregación y la toxicidad neuronal; aunque también se la ha 

encontrado aumentada en modelos animales de Sinucleopatías [145]. En relación con la 

fosforlización de Y125, Hejjaoui y col., a través del empleo de una estrategia de semisíntesis para la 

introducción de una modificación específica, mostraron que la fosforilación no altera la estructura 

monomérica ni la formación de hélice al interaccionar con membranas de POPG y micelas de SDS, 

así como tampoco la tendencia a agregación [146]. Por último, la relación entre la fosforilación Y125 

y S129 podría ser importante en la regulación de la tendencia a la agregación y citotoxicidad de aSyn, 

como lo sugieren estudios en un modelo de EP de Drosophila, donde la fosforilación Y125 tendría un 

efecto protector, contrario al rol de la fosforilación de S129 [147]. 

 

Ubiquitinación y SUMOilación 

A pesar de tener un aparente rol fisiológico, la ubiquitinación de residuos Lys en aSyn también 

podría estar relacionado con procesos patológicos. En este contexto, se ha encontrado aSyn 

modificada en LB, particularmente en los residuos de Lys de las posiciones 12, 21 y 23 [81], lo cual 

ha sido asociado con la actividad in vivo de la proteína E3 ligasa SIAH [148]. Así, la 

monoubiquitinación por parte de SIAH podría favorecer la agregación de aSyn [149], en 
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contraposición a lo mencionado anteriormente en relación al destino de aSyn monoubiquinada (ver 

sección 1.4.2). Por otro lado, la desregulación de proteínas desubiquitinasa, como Usp8, también 

tendría un efecto nocivo, impidiendo la degradación de aSyn y favoreciendo su acumulación y 

toxicidad [150].  

De manera similar a lo discutido con la ubiquitinación, la SUMOilación podría tener 

implicancias en el desarrollo de la EP, inhibiendo la agregación de aSyn y promoviendo su 

citotoxicidad [151] . Además, podría modular su translocación a núcleo, gracias a la SUMO ligasa 

TRIM28, también favoreciendo su acumulación y toxicidad [105]. Por otro lado, la actividad SUMO 

ligasa de PIAS2 reduce la ubiquitinación por parte de SIAH2 y Nedd4, afectando el proceso de 

degradación de aSyn y promoviendo su acumulación y agregación [152]. Más interesante aún es la 

posibilidad de que la SUMOilación de aSyn promueva su exportación en exosomas, lo que sería una 

posible vía de escape de especies tóxicas que extenderían la patología a células vecinas y demás 

regiones del SNC [33]. 

 

Truncado 

Las formas truncadas de aSyn se encuentran de forma ubicua en LB y se cree que son 

producto de proteólisis anormal en el C-terminal de la proteína. Originalmente se identificaron 5 sitios 

de clivado principales por MS: D115, D119, N122, Y133 y D135 [81]. Mediante MS, mapeo de epítopes y/o 

el uso de anticuerpos específicos, al día de hoy se han identificado, en muestras de pacientes con 

Sinucleopatías, múltiples formas truncadas en el C-terminal finalizando en los residuos 103, 110, 

113, 114, 115, 119, 122, 124, 125, 133, y 135; así como también formas truncadas en el N-terminal 

como en las posiciones 5, 10, 18, 19, y 68 (Revisado por [153]). Entre ellas, las formas más 

abundantes son 1-119 y 1-122. A pesar de que se han encontrado varias isoformas truncadas tanto 

en cerebros sanos como enfermos, estas están enriquecidas en los últimos [154]. Además, está 

establecido que las formas truncadas aumentan ampliamente la tendencia de aSyn a formar 

agregados [155]. Es así que se ha hipotetizado que las formas truncadas podrían actuar como 

semillas para iniciar los eventos de nucleación que lleva a la agregación amiloide de aSyn wt [156], 

de manera similar a una proteína priónica.  

En condiciones fisiológicas, las formas truncadas son generadas y eliminadas por vía 

lisosomal, lo que ha llevado a sugerir que la acumulación de estas formas deriva de la alteración de 

esta vía de degradación de proteínas [157]. En este sentido, numerosas proteasas se han asociado 

a la generación de variantes truncadas: calpaína I, caspasa I, neurosina, catepsinas y 

metaloproteasas, entre otras; las cuales podrían estar relacionadas con el desarrollo de 

Sinucleopatías dado que se las ha encontrado también en LB (Revisado por [153]). 
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Glicación y Glicosilación 

La desregulación del metabolismo de la glucosa puede llevar a la modificación de 

aminoácidos, generando productos tempranos de glicación (a través de la reacción de Maillard) y, 

eventualmente, productos finales de glicación (AGE), especies ricas en grupos carbonilo que 

impactan en la estructura y función de las proteínas. En particular, se han asociado altos niveles de 

AGE en pacientes con Sinucleopatías [158]. En este contexto, no es sorprendente que se considere 

a la diabetes como factor de riesgo de la EP [159]. Entre los agentes de glicación se destaca el 

metilglioxal (MGO), el cual puede modificar residuos de Arg y Lys. Así, se determinó que la glicación 

de aSyn por MGO afecta la región N-terminal, reduciendo la unión a membrana y su ubiquitinación, 

con lo que evita su degradación y promueve la acumulación de oligómeros que alteran la transmisión 

sináptica [158].  

La aSyn puede sufrir también la glicosilación de residuos de Thr, mediante la incorporación 

enzimática de N-Acetilglucosamina. Se han detectado múltiples residuos de Thr modificados (33, 44, 

54, 59, 64, 72, 75, 81, y 87) derivados de muestras de pacientes con Sinucleopatías y modelos 

animales (Revisado por [143]). Se observó que la modificación de ciertos residuos de Thr puede 

inhibir la formación de agregados, con lo que la pérdida de esta modificación podría ser un factor que 

podría promover el desarrollo de la EP [160]. Sin embargo, Zhang y col. mostraron que el bloqueo 

de la agregación viene acompañado de la formación de oligómeros SDS-resistentes, lo que podría 

aumentar la toxicidad de aSyn [161]. 

 

Oxidación: Nitración y Entrecruzamiento Tyr-Tyr 

In vivo, la oxidación de residuos de Tyr está mediada por reacciones con radicales libres. 

Como primer paso, una amplia variedad de agentes oxidantes (X●) derivados del estrés oxidativo, 

tales como los radicales CO3
●-, ●OH y ●NO2, así como también radicales alcoxilo y peroxilo lipídicos 

(LO● y LOO●), promueven la oxidación de Tyr (y la pérdida de un átomo de H) para producir radicales 

Tirosilo (Tyr●). La neutralización de esta última especie genera variantes oxidadas de este 

aminoácido. Por un lado, la reacción con ●NO2 provoca la adición de un grupo -NO2 en la posición 3 

del anillo fenólico, resultando en la formación de 3-NitroTyr (NitroTyr). Otra reacción que puede 

ocurrir en simultáneo es la neutralización de 2 radicales Tyr● para generar la especie DiTirosina 

(DiTyr), producto del entrecruzamiento covalente 3-3´-Tyr-Tyr. Por último, también es posible la 

hidroxilación de Tyr mediante la reacción entre los radicales Tyr● y ●OH para generar la especie 3,4-

dihidroxifenilalanina (DOPA) [27]. Tanto la nitración de residuos de Tyr como los entrecruzamientos 

Tyr-Tyr en aSyn se identificaron en inclusiones citoplasmáticas de pacientes con Sinucleopatías 

[162–164].  Así, estas modificaciones han sido directamente vinculados con la EP y han sido 

propuestos como potenciales biomarcadores de Sinucleopatías [164,165]. Además, formas nitradas 
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de aSyn también se han detectado en suero y en células mononucleares de sangre periférica en 

pacientes con EP [166,167], lo que facilitaría su detección mediante herramientas de diagnóstico. 

aSyn posee 4 residuos de Tyr, uno ubicado en el N-terminal (Y39) y los restantes en el C-

terminal (residuos 125, 133 y 136), todos susceptibles a la nitración [168]. Los resultados obtenidos 

del estudio de la agregación de especies nitradas son altamente dependientes del sistema de 

oxidación. Así, Hodara y colaboradores reportaron que los monómeros y dímeros de aSyn nitrados 

obtenidos mediante reacción con peroxinitrito, promueven la agregación de aSyn wt, no así los 

oligómeros unidos de forma covalente [169]. Mientras que en el caso del uso de tetranitrometano 

para la reacción de modificación se generan especies que inhiben la agregación de aSyn wt [170]. 

Por otro lado, ambos estudios coinciden en que los monómeros nitrados purificados no generan fibras 

maduras [169,170], probablemente debido a la formación de intermediarios de agregación estables, 

ya que la incorporación de un grupo -NO2 genera cambios estructurales, permitiendo a aSyn plegarse 

parcialmente [170]. Sin embargo, estudios más recientes empleando la incorporación sitio específica 

de residuos de Tyr modificados mostraron que la nitración de Y39 e Y125 no inhibe la formación de 

fibras, aunque presenta menor tendencia a agregar que aSyn wt [168]. Por otro lado, la habilidad de 

interaccionar con membranas por parte de aSyn nitrada también se ve afectada. Particularmente, la 

nitración de Y39 disminuye la tendencia de aSyn de adoptar una estructura de hélice, alterando la 

interacción con vesículas [168,169]. Además, la disminución del pKa del anillo fenólico por 

incorporación del grupo -NO2 (de 10 a ~7,3) le confiere a la NitroTyr una carga parcial negativa a pH 

neutro, lo que podría disminuir la interacción con vesículas cargadas negativamente debido al 

aumento de repulsión electrostática [171]. Asimismo, la nitración de los residuos del C-terminal 

también podrían influir negativamente en la afinidad por membranas [171]. Por otro lado, 

Trostchansky y colaboradores demostraron que la interacción de aSyn con vesículas la protege de 

la nitración, en comparación con la modificación de la proteína libre en solución [172].  

En sintonía a lo anteriormente expuesto, la generación de radicales libres in vivo puede 

provenir de diversas fuentes. Es así que el exceso de la producción de H2O2 por parte de la enzima 

Monoamina Oxidasa B se ha vinculado con el aumento en los niveles de nitración de aSyn, 

particularmente de Y39 [173]. Asimismo, los procesos neuroinflamatorios por parte de la microglía 

también son característicos en enfermedades neurodegenerativas y se ha sugerido que la 

producción de especies reactivas como NO y O2
●− podrían ser mediadores de la modificación de 

aSyn y la progresión de la EP [174]. Así, el aumento en la producción de NO por la enzima iNOS 

promueve la formación de peroxinitrito a partir de la reacción entre NO y O2
●−, cuyo impacto sobre el 

grado de nitración de aSyn fue demostrado por Stone y col. mediante la sobreexpresión de iNOS 

[175]. Además, Reynolds y col. demostraron que la variante nitrada de aSyn activa a la microglía, 

estimulando la producción de factores neuroinflamatorios que promueven la muerte de células 

dopaminérgicas [176]. Por otro lado, se demostró que variantes nitradas de aSyn tienen un efecto 
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nocivo tanto a nivel de cultivo celular (SH-SY5Y y cultivo primario de neuronas) como en modelos 

animales, produciendo síntomas motores similares a los observados en la EP [177]. 

Tanto en modelos in vitro como como in vivo, se observa que aSyn también puede sufrir el 

entrecruzamiento de sus residuos de Tyr, los cuales además han sido identificados en LB [164]. In 

vivo, esta modificación puede derivar de múltiples escenarios que fomentan la formación de radicales 

Tirosilo, como la reacción con radicales libres y peroxidasas (Citocromo C), la interacción con metales 

divalentes (Cu+2), como producto derivado de la oxidación de catecolaminas, etc. [178]. A pesar de 

que es una de las variantes menos estudiadas, esta modificación oxidativa ocurre de manera 

simultánea con la nitración de Tyr [179,180]. En este sentido, se ha demostrado que oligómeros 

covalentes nitrados poseen efecto tóxico sobre células SH-SY5Y [181]. Por otro lado, gracias la 

generación específica in vitro por métodos fotoquímicos, se determinó que variantes entrecruzadas 

de aSyn poseen mayor efecto citotóxico en comparación con la aSyn wt [182]. De igual manera a lo 

expuesto para la nitración de aSyn, el efecto observado de las variantes entrecruzadas sobre la 

agregación in vitro es dependiente del método de oxidación empleado. Así, por un lado existe 

evidencia de que las variantes entrecruzadas pueden inhibir la formación de agregados y estabilizar 

intermediarios de agregación [182,183]. En relación a esto, la oxidación de agregados fibrilares y 

consecuente formación de entrecruzamientos Tyr-Tyr, genera el efecto opuesto de la modificación 

de monómeros, lo que podría prevenir su degradación y promover la agregación [184]. Sin embargo,  

también existen estudios que indican que la formación de oligómeros covalentes también podrían 

fomentar la generación de fibras maduras [164].
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2.1- Hipótesis 

 

La EP es una patología multigénica y multifactorial con amplios espectros de presentación 

clínica, cuyos tratamientos son simplemente paliativos y el diagnóstico se realiza a partir de la 

aparición de síntomas motores y la respuesta a fármacos antiparkinsonianos (como la levodopa). 

Aunque se han identificado varios genes asociados a esta enfermedad, la mayoría de los casos son 

considerados idiopáticos o esporádicos. En todos los casos se reconoce una fuerte influencia de 

agentes exógenos que, generalmente, desencadenan fallas mitocondriales o promueven una 

condición de estrés, como se observa en los casos de exposición a herbicidas o metales de 

transición. Tanto en la mayoría de los casos idiopáticos como familiares, la proteína aSyn no presenta 

generalmente alteraciones en su secuencia y, sin embargo, en algún punto del proceso patológico 

adquiere una función tóxica que mediaría y/o promovería el avance de la enfermedad. Las 

actividades tóxicas sugeridas para aSyn incluyen alteración de la función mitocondrial, aumento en 

la producción de o en la sensibilidad a especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (ROS/RNS), 

alteraciones del tráfico de vesículas y organelas, defectos en la liberación de neurotransmisores, 

cambios en la regulación de la expresión de genes, bloqueo de los sistemas de degradación de 

proteínas anómalas (proteosomal y microautofagocitosis lisosomal), activación de respuesta 

inflamatoria de la glía, y la diseminación de la patología hacia otras células y regiones del cerebro. 

Se ha señalado a los oligómeros e intermediarios de agregación como potenciales agentes tóxicos 

asociados a los inicios de las Sinucleopatías. Sin embargo, una alternativa no excluyente, sugiere 

que algunas PTM, particularmente aquellas derivadas del estrés oxidativo, podrían disparar los 

eventos nocivos en las células. Dado que aSyn es considerada una proteína “camaleón”, por su 

flexibilidad conformacional, y que las PTM son una fuente de variabilidad funcional muy 

importante en proteínas intrínsecamente desordenadas, las modificaciones oxidativas 

podrían ser las responsables de la ganancia de actividad tóxica. Así, este podría ser uno de los 

mecanismos moleculares que gatillan el inicio de las Sinucleopatías. 

 

2.2- Objetivos específicos 

 

Dada la ausencia de tratamientos efectivos que enlentezcan o detengan la 

neurodegeneración, así como también de herramientas de diagnóstico previo a la aparición de los 

síntomas motores, el estudio de PTM de aSyn es un área de constante desarrollo que podría sentar 

las bases para novedosos métodos de diagnóstico temprano y estrategias de intervención 

terapéutica para la EP y otras Sinucleopatías. Con este objetivo general en mente, los objetivos 

específicos del presente plan de trabajo apuntan a mejorar la comprensión de la etiología de la EP 

mediante la generación y caracterización de modificaciones oxidativas de aSyn y a sentar las bases 
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para una nueva estrategia de diagnóstico y el monitoreo de su progreso o la efectividad de las 

terapias implementadas. En particular nos enfocamos en las modificaciones asociados a los residuos 

de Tyr, para lo cual se propusieron los siguientes objetivos específicos:    

1- Optimización de protocolos de modificación fotoquímica de aminoácidos y proteínas, 

particularmente para generar modificaciones derivadas del estrés oxidativo.  

2- Generación y caracterización de la formación de variantes de aSyn modificadas en 

entornos acuosos (proteína soluble), en la interfaz de membranas y en fibrillas 

amiloides maduras. 

3- Análisis del efecto de las variantes mencionadas de aSyn sobre la agregación amiloide, 

la interacción proteína-membrana y la toxicidad celular. 
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3.1- Reactivos y proteínas 

 

Los siguientes insumos fueron comprados a Sigma: Nitrito de sodio (NaNO2), Tris(2,2′-

bipiridil) dicloro Rutenio(II) hexahidrato (Ru(bpy)3
+2), aminoácidos (L-Triptófano, Ácido L-Glutámico, 

L-Lisina), ácido 3-(N-Morfolino) propanosulfónico (MOPS), proteínas (Glutamato deshidrogenasa 

bovina (GdH) y Lisozima de huevo de gallina (HEWL)), Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 

Tioflavina T (TioT) y Iodoacetamida (IAA). Otros reactivos fueron adquiridos a Merk (L-Tirosina, 

Acetonitrilo, Agua Lichrosolv, y Etanol), Fluka (L-Cisteína); Roche (Lactato deshidrogenasa de conejo 

(LdH)); Promega (Tripsina modificada, Glu-C); Waters (Rapigest); Biopack (Amonio persulfato, APS); 

y Roth (Ácido trifluroacético (TFA), Ditiotreitol (DTT) e Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG)). 

Las proteínas α-Sinucleína humana wt (aSyn wt) y la Proteína que une ácidos grasos intestinal de 

rata (I-FABP) se generaron de forma recombinante. Los lípidos naturales Fosfatidilcolina de huevo 

(EPC), Fosfatidilserina de cerebro de cerdo (PS) y Cardiolipina de corazón de vaca (CL) se 

compraron a Avanti Polar Lipids. Para cultivo y los ensayos con células se emplearon los siguientes 

insumos: medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-F12 (DMEM-F12) y antibióticos 

Penicilina y Estreptomicina 1000 U/ml (Gibco); Suero fetal bovino (SFB, Internegocios); EDTA 

(Biopack); 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio y 2-(4-iodofenil)-

3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio (WST-8 y WST-1, respectivamente; CarboSynth); 1-

Metoxi PMS (Interchim); Lipopolisacárido de Escherichia coli (LPS, Sigma); H2O2 (Biopack); y 

DimetilSulfóxido (DMSO, Sigma). El resto de los reactivos empleados fueron de grado analítico o 

superior.   

 

3.2- Expresión y purificación de α-Sinucleína humana salvaje (aSyn wt) 

 

Para la purificación de manera recombinante de aSyn, 10-25 µL de bacterias Escherichia Coli 

de la cepa BL21 (DE3) transformadas con el plásmido pT7.7-wt-aSyn (TAT) se incubaron en 50 mL 

de medio Luria Bertani  estéril suplementado con 50 µL de ampicilina 100 mg/mL (1000X) toda la 

noche a 37 ºC con agitación. Se diluyó el cultivo en 2 L de medio fresco suplementado con Ampicilina 

distribuidos en 8 frascos Erlenmeyer de 1 L. Se incubó el cultivo hasta alcanzar una DO600nm de 0,6-

0,8 y se indujo la expresión de aSyn con IPTG 400 mM (concentración final 400 μM). Luego de 3 h 

de incubación, se centrifugó el cultivo y se separó el sobrenadante del pellet. Este último se diluyó 

en buffer de lisis (50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) suplementado con PMSF (inhibidor de proteasas, 

1 mM final) inmediatamente antes de su uso, y se lo sonicó empleando un sonicador de punta 

(Branson) por aproximadamente 5 min mediante intervalos intermitentes cortos de 30 segundos (ciclo 

de trabajo del 50 %) hasta oscurecimiento de la suspensión. Luego se centrifugó la muestra por 20 

min a 21000 g para eliminar restos celulares insolubles, y el sobrenadante se incubó por 5 min en un 
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baño de agua a 90 ºC. Este paso promueve la desnaturalización y floculación de proteínas globulares 

mientras que la aSyn se mantiene en suspensión gracias a su estructura nativa intrínsecamente 

desordenada. Luego de enfriar la muestra por 5 min en hielo, se procedió con una nueva ronda de 

centrifugación y al sobrenadante obtenido se le agregó (NH4)2SO4 sólido hasta alcanzar una 

concentración final de 350 mg/mL, seguido de una incubación a 4ºC con agitación por 30 min. Luego 

de una nueva centrifugación, el pellet se resuspendió en buffer Tris-HCl 30 mM pH 7,4. Finalmente, 

se aplicaron alternativamente uno de los protocolos detallados a continuación para completar la 

purificación de aSyn: 

- Protocolo 1: Se inyectó el pellet disuelto en una columna de exclusión molecular 

conteniendo resina Sephadex G50 y se la eluyó con buffer Tris-HCl 30 mM, pH 7,4 con control de 

flujo mediante bomba peristáltica para colectar fracciones de 12 mL. Las fracciones conteniendo  

proteínas se identificaron mediante la reconstrucción de cromatogramas a partir de las medidas de 

absorbancia a 260, 275 y 280 nm. Posteriormente, se agruparon las fracciones que contenían 

proteína y se las concentró a 4 ºC mediante equipo de filtración Amicon usando un filtro en forma de 

disco con poros de corte de tamaños moleculares de 3 kDa. El concentrado se inyectó en el equipo 

ÄKTA purifier (GE) conectado a una columna de intercambio aniónico MonoQ de 4,8 mL y se eluyó 

empleando un gradiente del buffer Tris-HCl 30 mM, NaCl 1 M, pH 7,4. Alternativamente se empleó 

la columna HiTrap Q FF (Sigma/Merk) de 5 mL con inyección manual y la elución se realizó con 

solución Tris-HCl 30 mM, NaCl 350 mM, pH 7,4. Las fracciones conteniendo aSyn se agruparon y 

desalaron mediante cromatografía de exclusión molecular usando el sistema ÄKTA purifier, columna 

Superdex 75 (Sigma/Merk) y buffer Fosfato Salino (PBS, K2HPO4/KH2PO4 20-25 mM, NaCl 100 mM, 

pH 7,4). De forma alternativa también se utilizaron filtros de centrífuga Amicon Ultra (Merk Millipore) 

con tamaño de poro de 50 kDa y 3 kDa, para eliminación de contaminantes y, desalado y 

concentrado, respectivamente.  

- Protocolo 2: Se inyectó el pellet disuelto en una columna de exclusión molecular de 

Sephadex G15 (Sigma/Merk) conectada al sistema ÄKTA purifier y se eluyó con buffer Tris-HCl 

30 mM, pH 7,4. Las fracciones conteniendo proteína se identificaron mediante absorbancia a 275 nm 

y posteriormente se las agrupó. Seguido de esto, se las inyectó en una columna de intercambio 

aniónico Q Sepharose FF (Sigma/Merk) y eluyó empleando un gradiente de la solución Tris-HCl 

30 mM, NaCl 1 M, pH 7,4. Finalmente, el desalado e intercambio a buffer PBS se completó con una 

cromatografía de exclusión molecular utilizando la columna Superdex 200 HiLoad. Posibles 

contaminantes remanentes de alto peso molecular se eliminaron posteriormente con filtro Amicon 

Ultra 50 kDa. 

Para ambos protocolos, cada paso de purificación se controló mediante electroforesis SDS-PAGE 

con geles al 12 o 15 % caseros o empleando geles comerciales NuPAGE 4-12 % Bis-Tris (Thermo 

Scientific). Finalmente, la eliminación de posibles contaminantes trazas se controló mediante la 
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ausencia de emisión de fluorescencia de triptófano (λexc 295 nm), dado que aSyn carece de este 

aminoácido. La concentración final se estimó mediante absorción a 275 nm empleando el coeficiente 

de extinción molar ε275nm = 5600 M-1cm-1. Los stocks de proteína se almacenaron en buffer PBS 

a -80 ºC hasta su utilización y el rendimiento de la purificación se calculó mediante la siguiente 

ecuación:  

 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 (
𝑚𝑔

𝐿
) =

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑀𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟 (
𝑔𝑟

𝑚𝑜𝑙
)𝑥 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝐿
)𝑥 𝑉𝑜𝑙ú𝑚𝑒𝑛(𝐿)

𝑉𝑜𝑙ú𝑚𝑒𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜 (𝐿)
       Ec. 3.1 

 

3.3- Reacción de modificación foto-inducible 

 

3.3.1- Entrecruzamiento y nitración de tirosina libre 

 
Las reacciones se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de 100 µL o 3,5 mL, con soluciones 

de 800 µM L-Tirosina (Tyr) en 20 mM buffer fosfato (PB), pH 7,4. En todos los casos, las 

concentraciones del fotosensibilizador Ru(bpy)3Cl2 y el aceptor de electrones APS fueron de 40 µM 

y 1,2 mM, respectivamente. En el caso de la reacción de nitración se adicionó NaNO2 hasta 

concentración final de 10 mM, dependiendo del ensayo. La irradiación de la solución se logró en el 

espectrofluorómetro Fluorolog 3 (Horiba-Jobin Yvon), equipado con una lámpara de arco de xenón, 

a través de su monocromador de excitación con un haz centrado en 450/4 nm por un máximo de 360 

segundos, con intervalos de tiempos entre 90 y 180 segundos para agitación manual y medidas de 

emisión de fluorescencia de Tyr (λexc 275 nm). La irradiación incidente total fue monitoreada a través 

del detector R para garantizar la homogeneidad de la emisión de la lámpara y, eventualmente, para 

permitir comparar muestras analizadas distintos días. Muestras control con ausencia de Ru(bpy)3Cl2, 

APS, NaNO2 y/o luz fueron preparadas, procesadas y analizadas en paralelo. Para las reacciones 

con otros aminoácidos libres Lisina (Lys), ácido Glutámico (Glu), Cisteína (Cys) y Triptófano (Trp), 

con el fin de analizar su interferencia sobre las modificaciones de Tyr, se los agregó en una 

proporción 1:1 con este. También se evaluaron reacciones Trp:Tyr en una relación 1:8. Además, se 

obtuvieron los espectros diferenciales para evaluar la aparición de nuevas bandas de absorción. Los 

espectros de absorción de la reacción de nitración para Tyr/Trp en una relación 1:1 se compararon 

con la combinación lineal de los espectros individuales de nitración de Tyr y Trp, en un rango de 

longitudes de onda donde los aminoácidos están mejor caracterizados (320-600 nm). También se 

evaluaron reacciones en diferentes condiciones, entre las que se incluyen alternativamente buffers 

MOPS o Tris-HCl 20 mM, además de PB a diferentes pH (5,4; 6,4; 7,4; y 8,4) o suplementado con 

distintas concentraciones de NaCl (0-500 mM final). El análisis espectral de fasores se realizó de 
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acuerdo a lo descripto por Golfetto y col. [185], empleando una ventana espectral fija (260-510 nm) 

a partir de los espectros de absorbancia registrados.  

 

3.3.2- Reacción de nitración foto-inducible en proteínas 

 

Como sistemas modelos para poner a punto las reacciones foto-inducibles optimizadas 

anteriormente para aminoácidos libres, se emplearon las proteínas Glutamato deshidrogenasa (GdH, 

bovina), Proteína que une ácidos grasos intestinal (I-FABP, rata), Lactato deshidrogensa (LdH, 

conejo) y Lisozima (HEWL, gallina). De forma resumida, las reacciones fueron realizadas en cubetas 

de cuarzo de 3,5 mL (Hellma, Alemania) con proteínas a 250 µg/mL en PB, pH 7.4. Se irradió las 

suspensiones de proteínas con un haz centrado en 450/8 nm por un total de 360 segundos en el 

espectrofluorómetro Fluorolog 3. De forma alternativa, las muestras fueron irradiadas con un 

dispositivo desarrollado en el Instituto Max Planck de Biofísica Química (MPIbpc, Goettingen, 

Alemania), equipado con una rueda de leds y un regulador de intensidad de luz. Se seleccionó la 

longitud de onda 450 nm y se ajustó la intensidad a 1,1 mW/cm2. Se tomaron muestras a diferentes 

intervalos de tiempo para análisis espectroscópico y espectrometría de masas (MS), como se 

describe más abajo. El análisis de fasores se realizó de manera análoga a lo expuesto para la 

modificación de aminoácidos libres. 

 

3.3.3- Reacción de entrecruzamiento y nitración foto-inducible de aSyn 

 
Las reacciones fueron realizadas en cubetas de cuarzo de 100 µL (Hellma, Alemania) con 

concentraciones de proteína de 20-40 µM en PBS (KPO4 20-25 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4), en 

presencia de Ru(bpy)3
+2 10-20 µM, APS 300-600 µM y, en el caso de la reacción de nitración, NaNO2 

10 mM. Las muestras fueron irradiadas con el dispositivo desarrollado en el MPIbpc (descripto más 

arriba) empleando intensidades en el rango de 0,8 a 1,1 mW/cm2. Para el caso de la reacción de 

entrecruzamiento, se irradiaron las muestras por 140 y 80 s a intensidades de 0,8 y 1,1 mW/cm2, 

respectivamente; mientras que para la nitración de aSyn, los tiempos fueron de 300 y 140 s a fin de 

alcanzar niveles equivalentes de consumo de Tyr. Se tomaron muestras a diferentes intervalos de 

tiempo para su posterior análisis espectroscópico y por MS, como se describe más abajo. 

Alternativamente, se empleó el espectrofluorómetro Fluorolog 3 de manera similar a lo descripto en 

la sección 3.3.1. Brevemente, soluciones de proteínas 50-150 µM en PBS, en presencia de 

Ru(bpy)3
+2 20-40 µM, APS 600-1200 µM y, en el caso de la reacción de nitración, NaNO2 10 mM, se 

irradiaron con un haz de 450/10 nm en cubetas de 3,5 mL por 240 s. 
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3.4- Espectroscopias UV–Visible y de fluorescencia  

 

Los espectros de absorbancia se midieron en un lector de placa Multiskan GO (Thermo 

Scientific) utilizando una microplaca de 96 pocillos de cuarzo negro (Hellma, Alemania) o, 

alternativamente, para la reacción de nitración de Tyr evaluando el efecto del pH, microplacas negras 

de 96 pocillos (Thermo Scientific). En este último caso, los espectros fueron medidos luego de diluir 

las muestras irradiadas en proporción 1:1 con PB (PBS, para aSyn) o solución saturada de NaHCO3, 

pH ~10. Los espectros de fluorescencia se registraron con un espectrofotómetro Fluorolog 3 (Horiba-

Jobin Yvon) usando cubetas de cuarzo de 100 µL con un paso óptico de 1 cm (Hellma, Alemania). 

Los espectros de emisión se midieron luego de la excitación selectiva a 275 y 320 nm de los 

cromóforos Tyr y DiTyr, respectivamente. Para las muestras que contenían Trp, se registraron 

también los espectros de emisión luego de su excitación selectiva a 295 nm. Alternativamente, se 

registraron los espectros de emisión de fluorescencia mediante un espectrofluorómetro Cary Eclipse 

(Varian, Australia). Los espectros de emisión se corrigieron por blanco, señal Raman y efecto de filtro 

interno, esto último, basado en la fórmula de corrección de Lakowicz [186]. 

 

3.5- Preparación de fibras de aSyn 

 

Se incubó aSyn (120 µM en PBS, en alícuotas de 1 mL) a 45 ºC y con agitación continua 

(800 rpm) por 1 semana en Thermomixer (Thermo Scientific). Luego de la incubación la formación 

de fibrillas se confirmó por el ensayo de Tioflavina T (TioT) [187]. Brevemente, se tomaron 5 µL y se 

mezclaron con 2 mL de solución 5 µM TioT en buffer glicina 50 mM, pH 8,2. Finalmente, se confirmó 

la presencia de fibrillas por el aumento en la emisión a 482 nm luego de excitar a 446 nm, debido a 

que la sonda adsorbida sobre las fibras amiloides aumenta su rendimiento cuántico al verse impedida 

la rotación libre de sus anillos aromáticos. Luego, las fibrillas se aislaron centrifugando y lavando dos 

veces las muestras antes de resuspenderlas en PBS. La concentración se determinó mediante la 

medida de absorbancia a 275 nm corregida por scattering a 305 nm. Estas fibrillas maduras se 

emplearon en algunas de las reacciones de foto-oxidación destinadas a evaluar la influencia de la 

conformación de aSyn sobre su susceptibilidad a ser oxidada. 

 

3.6- Preparación y caracterización de vesículas unilamelares pequeñas 

(SUV) 

 
Las Vesículas Unilamelares Pequeñas (SUV, por sus siglas en inglés) son los modelos in 

vitro de bicapas de fosfolípidos más frecuentemente empleadas para modelar estructuras 
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membranosas, similares a las vesículas intracelulares como por las que aSyn muestra mayor afinidad 

[56]. Se prepararon soluciones stock de fosfatidilcolina de huevo (EPC) 25 mg/ml, fosfatidilserina 

(PS) 10 mg/ml y cardiolipina (CL) 25 mg/ml (Avanti Polar Lipids) en CHCl3, y se almacenaron en 

viales de vidrio a -80 °C. Alícuotas de las soluciones stock se mezclaron para preparar mezclas 4 mM 

en fosfolípidos (100 % EPC, 50% PS, y 50% CL), las cuales se secaron en corriente de nitrógeno en 

balones de vidrio y luego se rehidrataron con PBS. Para las vesículas con más de un tipo de 

fosfolípido, los porcentajes están basados en la composición molar relativa. Para la generación de 

SUV, los lípidos hidratados se sonicaron utilizando un sonicador de punta (Kontes Micro cell 

disrupter) por 1 hora. Alternativamente se usó un sonicador Branson, empleando punta chata y 

sonicado continuo por 15 min (ciclo de trabajo del 50 %). La solución coloidal se centrifugó 15 min a 

13000 rpm para remover las trazas metálicas del sonicador. El tamaño de las vesículas se determinó 

por Dispersión de Luz Dinámica (DLS) usando el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments), 

equipado con un láser de 633 nm. Las muestras de las vesículas preparadas por sonicado se 

diluyeron en buffer PBS por duplicado y se obtuvo el valor Z-promedio y el índice de polidispersión 

(PDI) mediante el análisis de cumulantes de las funciones de autocorrelación generadas por la 

intensidad de luz dispersada a un ángulo de 173º, usando la función de análisis por defecto del 

software del equipo (Zetasizer software v. 7.13). Las vesículas fueron empleadas en las reacciones 

de foto-oxidación dentro de la semana de preparación, en concentraciones finales de 0,8, 1,6 y 

2,4 mM.  

El efecto de la proteína aSyn sobre el tamaño de las vesículas se analizó luego de 

incubaciones cortas (10 min) a temperatura ambiente por DLS de manera análoga a lo especificado 

para la determinación del tamaño de las vesículas preparadas por sonicado. 

 

3.7- Análisis de interacción fotosensibilizador-SUV 

 

Las medidas para el cálculo de la anisotropía de fluorescencia se realizaron en cubetas de 

cuarzo de 100 µL (Hellma, Alemania), empleando el espectrofluorómetro Fluorolog 3, con 

concentraciones de Ru(bpy)3
+2 de 10 µM en PBS (KPO4 20-25 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4), en 

presencia de concentraciones variables de SUV (0,8, 1,6 y 2,4 mM). Las soluciones se irradiaron con 

un haz de 450/1 nm y se registraron los espectros de emisión en el rango (590-650) empleando las 

orientaciones vertical (v) y horizontal (h) de los polarizadores de excitación y emisión; y se calculó la 

anisotropía empleando las siguientes ecuaciones:  

 

𝐴𝑛𝑖𝑠𝑜𝑡𝑟𝑜𝑝í𝑎 =
𝐼𝑣𝑣−𝐺×𝐼𝑣ℎ

𝐼𝑣𝑣+2×𝐺×𝐼𝑣ℎ
      Ec. 3-2 
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𝐺 =
𝐼ℎ𝑣

𝐼ℎℎ
        Ec. 3-3 

 

Donde 𝐼𝑣𝑣 indica la intensidad de emisión de fluorescencia con ambos polarizadores en posición 

vertical e 𝐼𝑣ℎ con el polarizador de excitación en posición vertical y el de emisión en posición 

horizontal. El factor de corrección G se calculó empleando una solución de fotosensibilizador 10 µM 

libre en solución el cual tiene en cuenta la intensidad de emisión con los polarizadores en posición 

horizontal (𝐼ℎℎ) y con el polarizador de excitación en posición horizontal y el de emisión en la 

orientación vertical (𝐼ℎ𝑣).  

Las medidas de fluorescencia resuelta en el tiempo fueron realizadas empleando el 

espectrofluorómetro Fluorolog 3, equipado con un láser de 461 nm para la excitación a 500 KHz, con 

un retardo de 50 ns. Los perfiles de caída de fluorescencia se registraron a 600 nm (ancho de banda 

de 16 nm) empleando un detector TCSPC, en un rango de medida de 800 ns y un pico mínimo de 

2000 cuentas. El perfil de respuesta del equipo (prompt) se registró usando una solución de vesículas 

de 3,7 mM. Las curvas se ajustaron empleando el software asociado al sistema (DAS6), aplicando 

un modelo monoexponencial para la solución de fotosensibilizador (75 µM) libre, y biexponencial para 

soluciones suplementadas con vesículas (3,4 mM). 

 

3.8- Análisis por espectrometría de masas (MS) 

 

3.7.1- Preparación de muestras, digestión y análisis por MS para proteínas modelo. 
 

Muestras de 200 µL con 300 µg/mL proteína (GdH, I-FABP, LdH y HEWL) fueron irradiadas 

en presencia de 10 µM Ru(bpy)3
+2, 300 µM APS y 10 mM NaNO2 por 200 segundos. Luego, se 

precipitó las proteínas con etanol frío (relación 1:9 muestra/alcohol, a -30 ºC toda la noche), se las 

secó en SpeedVac y finalmente se las disolvió en 10 µL de Rapigest (Waters) al 1 %. Se redujeron 

los puentes disulfuro con 10 µL de DTT 50 mM y luego se los alquiló con 10 µL de IAA 100 mM. La 

digestión de las proteínas se realizó empleando Tripsina o Glu-C en una proporción 1:20 

enzima/masa de sustrato. Para el análisis por Cromatografía Líquida seguido de MS en tándem (LC-

MS/MS), se disolvieron las muestras en 10 µL del buffer de carga (5 % v/v acetonitrilo, 1 % v/v TFA). 

Para la separación cromatográfica, se empleó un sistema UHPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo 

Scientific) equipado con una columna de C18 (ReproSil-Pur 120 C18-AQ, Dr. Maisch GmbH), 

acoplado al espectrómetro de masas. Los péptidos fueron inyectados a un flujo de 10 μL/min en 

buffer A (0.1 % TFA en H2O, v/v) y subsecuentemente separados y eluídos con un gradiente 5-90 % 

con buffer B (95 % acetonitrilo, 0.1 % TFA en H2O, v/v) a lo largo de un tiempo total de corrida de 58 

minutos a un flujo de 300 nL/min. Para la ionización por electrospray (ESI) seguido de MS en tándem 

se empleó el sistema Q Exactive HF-X Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Scientific), operado en 
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modo positivo. Cada espectro de MS (scan) fue registrado en el rango 350-1600 m/z (MS1) y los 30 

iones más intensos fueron seleccionados para fragmentación (método TOP30). Los iones 

fragmentados se generaron por HCD (disociación por colisión de alta energía) y registrados desde 

los 110 m/z (MS2). Los precursores y fragmentos fueron escaneados mediante un detector Orbitrap. 

 

3.8.2- Preparación de muestras, digestión y análisis por MS para aSyn 
 

Para el caso de las muestras de aSyn sometidas las reacciones de foto-oxidación se procedió 

de manera similar a lo expuesto en la sección 3.7.1. Muestras de 150-200  µL (20-40 µM) fueron 

precipitadas con etanol frio y luego secadas, previo a la disolución en 10  µL de 1 % (p/v) Rapigest 

(Waters). En el caso de las muestras que contenían SUV, luego de la precipitación con etanol, se 

adicionó un lavado con CHCl3/Etanol (1:2) para eliminar lípidos remanentes. Por otro lado, las 

muestras con fibrillas de aSyn, previo a la precipitación con etanol, se trataron con Cloruro de 

Guanidinio (4 M concentración final). La digestión de las muestras, las condiciones de corrida en el 

UHPLC y el análisis por MS fueron las mismas a las descriptas en el punto 3.7.1. 

 

3.8.3- Análisis de datos de MS 

 
La identificación de los péptidos nitrados y oxidados provenientes de los datos crudos de MS 

fue realizado mediante los software MaxQuant (v1.6.10.43) y pLink2 (v2.3.9)[188,189]. La 

cuantificación a través de la implementación de una estrategia libre de marca se realizó con los 

cromatogramas extraídos con el software Skyline (v. 20.1.0.31), tal como se detalla a continuación y 

se esquematiza en la Fig. 3-1 [190]. 

 

- MaxQuant/Skyline 

Se emplearon los espectros MS/MS y los archivos FASTA de la base de datos Uniprot para 

las proteínas modelo (P00698, P13491, P02693 y P00366). La carbamidometilación de Cys fue 

considerada como modificación fija, mientras que la nitración (NO(2)H(-1), +45 Da) de Tyr, Trp, Phe 

y His, junto con la oxidación de Met y His (+1O, +16 Da) y la hidroxilación de residuos aromáticos 

(+1O), fueron consideradas como variables. Además, otras modificaciones de Trp fueron estudiadas, 

específicamente +4 Da (quinurenina, +1O-1C), +14 Da (Oxolactona, +1O-2H), y +32 Da (N-

formilquinurenina, dioxindolilalanina o dihidroxitriptófano, +2O). Dado que puede suceder una sub-

alquilación de los residuos de Cys, su oxidación (+1O) fue también incluida en una búsqueda 

paralela. Para el caso de las muestras de aSyn (P37840), sólo se consideraron variables la nitración 

e hidroxilación (+1O y +2O) de Tyr, junto con la oxidación de Met. Tripsina/P o Glu-C fueron 

seleccionadas como proteasas y se permitió hasta 3 errores de clivaje. Para el control de errores en 

la asignación de espectro de péptido (PSM, Peptide Spectrum Match) se optó por una aproximación 
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de búsqueda en una base de datos señuelo, fijando una tasa de error (False Discovery Rate o FDR) 

de 1 %. 

 

 

 

Figura 3-1. Diseño experimental para cuantificación libre de marca de los productos foto-oxidados. Los productos 

de oxidación generados fueron digeridos con proteasas y los residuos modificados se identificaron por LC-MS/MS. 

Posteriormente, gracias a la extracción de los cromatogramas a partir de la combinación de las librerías espectrales 

(archivos.ssl o msms.txt) con los archivos con los datos crudos, se realizó la cuantificación del grado de modificación a 

nivel de residuo. 
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Para analizar el nivel de modificación de los péptidos identificados se empleó un método de 

cuantificación libre de marca (LFQ, por sus siglas en inglés) basado en la extracción de los 

cromatogramas a partir de los PSM. Para este propósito, se utilizó el software Skyline, empleando 

como base de datos el archivo msms.txt provisto por el análisis realizado por el motor de búsqueda 

Andrómeda y estableciendo un FDR al 1 %. Se seleccionaron y extrajeron los cromatogramas de los 

iones precursores M, M+1 y M+2 para cada péptido identificado y los límites de integración fueron 

ajustados manualmente en los casos necesarios. Se empleó la disminución de la proporción de 

péptidos sin modificar (UPR, por unmodified peptide ratio, Ec. 3-4) generado por la aparición de 

modificaciones, para monitorear diferencias entre muestras tratadas y no tratadas. Además, la 

modificación total del péptido (TMR, por total modification ratio) se puede estimar como 

TMR (%) = 100-UPR. Por último, el grado de modificación a nivel de residuo (RMR, por Residue 

Modification Ratio, Ec. 3-5) se calculó teniendo en cuenta la suma de todas las variantes donde el 

aminoácido en cuestión es oxidado (+16 Da, +32 Da, etc.) o nitrado (+45 Da). Por lo tanto, se 

emplearon las siguientes fórmulas para estimar el grado de modificación a nivel de péptido y residuo: 

 

UPR (%) =(
𝐼0

𝐼0+∑ 𝐼𝑖
𝑛
𝑖=1

) 𝑥 100       Ec. 3-4 

 

RMR (%) =(
∑ 𝐼𝑘

𝑚
𝑘=1

𝐼0+∑ 𝐼𝑖
𝑛
𝑖=1

) 𝑥 100      Ec. 3-5 

 

Donde 𝐼0 e 𝐼𝑖 son las intensidades (o, mejor dicho, el área bajo la curva de los cromatogramas 

extraídos) que corresponden al péptido no modificado y las versiones modificadas, respectivamente; 

mientras que 𝐼𝑘  representa las intensidades de péptidos donde un residuo en particular es 

modificado. Para el caso particular de la nitración, el cociente calculado (Ec. 3-5) también lo 

denominamos RNR, por Residue Nitration Ratio. Los resultados fueron exportados desde Skyline a 

un archivo de Excel y se realizó la cuantificación basándose en la transición con la carga que 

presentaba un mayor número de PSM para cada péptido y que permitiera la mayor cobertura de su 

secuencia. 

 

- pLink2/Skyline 

Para la identificación de variantes entrecruzadas de aSyn, se convirtieron los archivos .raw 

en .mgf con el software Proteome Discoverer 2.1. Luego, se utilizó el software pLink2 con los 

siguientes parámetros: se configuró Ru(bpy)3
+2 como agente entrecruzante (crosslinker) de residuos 

de Tyr con una composición de -2H (-2,016 Da); Tripsina/P o Glu-C fueron seleccionadas como 

proteasas y se permitió un máximo de 3 errores de clivaje; y la oxidación de Met (+1O, +16 Da) se 

consideró una modificación variable. Las tolerancias a nivel del precursor y fragmentos se fijaron en 
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±10 ppm. Se aplicó un filtro adicional de ±10 ppm junto con un FDR de 1 % para el análisis de los 

resultados. 

Para analizar el nivel de modificación de los péptidos identificados nuevamente empleamos 

los cromatogramas extraídos con el software Skyline basado en las intensidades de los espectros 

MS1. Para esto, se configuró un archivo .ssl (Spectrum Sequence List) como base de datos de 

entrada de los péptidos identificados por el software pLink2. Para la confección de éste se reunió la 

siguiente información para cada péptido (modificado y sin modificar): secuencia, archivo crudo en el 

cual fue detectado (.raw), el número de espectros y la carga. Dado que los entrecruzamientos entre 

péptidos no es una modificación admitida por Skyline, estos fueron linearizados considerando el 

péptido β como un aducto del péptido α y la masa resultante (menos 2 átomos de H) se configuró 

como una nueva modificación de Tyr en el software (Fig. 3-2). Además, en el archivo .ssl se 

incluyeron los datos de identificación de modificación oxidativas realizadas con el software 

MaxQuant. 

 

Figura 3-2. Linearización de péptidos 

entrecruzados. Los péptido entrecruzados de la 

reacción de foto-oxidación (α y β) se linearizaron para 

permitir la cuantificación libre de marca por Skyline. 

Como ejemplo, el péptido β (124AYEMPSEE131, 955,3 

Da) se consideró un aducto del péptido α 

(36GVLYVGSKTKE46) de masa 953,3 Da, 

considerando la pérdida de 2 átomos de H. 

 

 

Se extrajeron los cromatogramas de los iones precursores M, M+1 y M+2 con un FDR al 1 % 

y se aplicó la Ec. 3-5 para calcular el grado de modificación a nivel de residuo (RMR) de manera 

similar a lo anteriormente expuesto. En lo referido a los entrecruzamientos, se utilizaron los péptidos 

que incluyen a la Y39, 36GVLY39VGSKTKE46 (Glu-C) y 33TKEGVLY39VGSK43 (Tripsina), para 

normalizar los datos y estimar el nivel de modificación de Y39 en relación con los entrecruzamientos 

identificados. 

 

3.9- Modelado molecular 

 

Las proteínas modelo empleadas fueron seleccionadas por la vasta información estructural 

disponible, lo que permite analizar correlaciones de la susceptibilidad de ser modificados con el grado 

de exposición o diversas características estructurales a fin de caracterizar y validar los métodos 

fotoquímicos. Para una visualización más intuitiva de las estructuras, estas fueron renderizadas 

mediante el software Chimera (v. 1.13.1) usando las extraídas del Protein Data Bank (PDB): 6DHD 
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(GdH), 1IFB (I-FABP), 5NQQ (LdH) y 6RXI (HEWL). La estimación del área superficial accesible al 

solvente (SASA, por sus siglas en inglés) se calculó con el software Surface Race 5.0, usando el 

radio de Van der Waals de F.M. Richards y considerando al radio de la sonda de 1,4 Å. El cálculo del 

área superficial relativa (RSA) se obtuvo normalizando los valores de SASA calculados por el valor 

teórico máximo posible de las áreas accesibles para los residuos Tyr y Trp libres [191]. 

 

3.10- Purificación de variantes de aSyn modificadas 

 

Las variantes generadas por los métodos foto-inducibles se purificaron mediante 

cromatografía de exclusión molecular empleando columnas de desalado Sephadex G-25 PD-10 (GE) 

equilibradas con buffer PBS, para eliminación de Ru(bpy)3Cl2, APS y NaNO2. La presencia de 

proteínas en las fracciones colectadas se confirmó mediante absorbancia a 275 nm y geles de SDS-

PAGE 12,5 %. Posteriormente, la esterilización de las proteínas modificadas para su posterior uso 

en ensayos de cultivo celular o in vitro se logró utilizando filtros de jeringa de polietersulfona (PES) 

de 0,22 μm (Abluo, GVS). Finalmente, la cuantificación de las proteínas modificadas se realizó 

empleando el kit comercial basado en el método del ácido bicinconínico (BCA, Pierce/Thermo 

Scientific), utilizando una solución de concentración conocida de aSyn wt como patrón para la 

confección de la curva de calibración. Para evitar la aparición de artefactos producto del proceso de 

purificación, se aplicó el mismo protocolo para la proteína wt sin modificar que se empleó en paralelo 

como control en los ensayos. 

 

3.11- Cultivo celular 

 

Se emplearon dos líneas celulares, BV-2 y SH-SY5Y, como modelos de células microgliales 

y neuronales, respectivamente. Las células BV-2 son células derivadas de microglía murina neonatal 

inmortalizados por expresión de los genes oncovirales Raf/Myc  [192]. Se ha descripto que esta línea 

celular mantiene las propiedades morfológicas, fenotípicas y funcionales presentes en las células de 

cultivo primario de microglía: responden a lipopolisacárido bacteriano (LPS), tienen capacidad 

fagocítica y aumentan sus niveles de expresión de ROS-RNS y de genes pro-inflamatorios luego de 

ser expuestas a fibrillas de péptido β−Amiloide (Aβ) o aSyn  [193]. Por su parte, las células SH−SY5Y 

derivan de un neuroblastoma humano [194]. Esta línea celular se ha utilizado ampliamente como 

modelo neuronal desde principios de la década de 1980, ya que posee muchas propiedades 

bioquímicas y funcionales de las neuronas, incluyendo la proyección de neuritas con la capacidad de 

formar contactos simil-sinapsis. Su fenotipo dopaminergico se debe a que fue seleccionada para 

mantener la expresión de la enzima TH, la cual cataliza el paso limitante en la síntesis de 
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catecolaminas y el neurotransmisor DA. Ambas líneas se cultivaron en placas de 10 cm de diámetro, 

empleando medio DMEM-F12 alta glucosa con 10 % SFB (Internegocios) y 1 % 

Penicilina/Estreptomicina, (Gibco/Invitrogen). Las células se incubaron en una estufa con humedad 

en saturación, 5 % CO2 y a 37 ºC hasta un 80-90 % de confluencia. Los pasajes se efectuaron 

utilizando PBS con 0,17 % EDTA o solución de Tripsina-EDTA 0,25% (Gibco) para BV-2 y SH-SY5Y, 

respectivamente. En el caso de la preparación de stocks para criopreservación, las células 

cosechadas se resuspendieron en medio de cultivo completo (25 %), SFB (60 %) y DMSO (15 %), 

se enfriaron de forma controlada en un envase MrFrosty (Nalgene) con Isopropanol durante 24 hs a 

-80 ºC, y finalmente se almacenaron en N2 líquido. 

 

3.12- Diferenciación de SH-SY5Y 

 
Para promover su fenotipo neuronal, se plaquearon 15-30 × 103  células SH-SY5Y en placas 

de 96 pocillos para emplearlas en los tratamientos con aSyn y sus variantes. Por otro lado, también 

se plaquearon 1x106 células en placas de 6 cm para realizar el seguimiento de cambios morfológicos 

por microscopía óptica (contraste de fases) del protocolo de diferenciación. En ambos casos, las 

células fueron incubadas por 24-48 horas con DMEM/F12 10% SFB a 37 °C hasta observarse una 

confluencia del ~60%. No existe un protocolo unificado de diferenciación de células SH-SY5Y a un 

fenotipo dopaminérgico, lo que ha llevado a la obtención de resultados contradictorios y distintos 

fenotipos según cuál haya sido utilizado [195,196]. En este trabajo se decidió suplementar el medio 

con ácido retinoico (RA) 15 μM junto con una reducción en la concentración de SFB (al 2 %). Así, se 

mantuvo el medio de diferenciación por 9 días, con reemplazos de medio cada 48 hs, para posterior 

tratamiento y evaluación de las respuestas celulares. 

 

3.13- Ensayo de viabilidad celular 

 

La reducción de sales de tetrazolio tiene lugar en todas las células metabólicamente activas, 

lo que lo convierte en un indicador de viabilidad celular. Para esto se empleó el reactivo WST-8 (2-

(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio), cuya reducción en presencia 

de un transportador de electrones (1-Metoxi PMS) produce una sal de formazán soluble en agua de 

color amarillo-naranja [197]. Para este ensayo, se sembraron las células en placas, a una densidad 

de 4.5-15 × 103 y 15-30 × 103  células por pocillo, para BV−2 y SH−SY5Y, respectivamente. Luego 

de los tratamientos, las células se incubaron con 100 μL de la solución WST-8 5 mM, 1-Metoxi PMS 

0.2 mM, NaCl 150 mM (en H2O bidestilada) diluida 1/10 con medio sin Rojo Fenol, y se midió la 

absorbancia a 450 nm en lector de placa durante una ventana de 30 min a 5 horas desde el agregado 
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de WST-8. Alternativamente, también se empleó el reactivo WST-1 (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-

(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio) de manera análoga a WST-8 [197]. Se emplearon LPS y H2O2 como 

controles positivos. 

 

3.14- Ensayo cinético de agregación 

 

La agregación de aSyn y sus variantes se realizó a 37 ºC con 20 µM de TioT y 0,05 % NaN3 

(para evitar la contaminación con bacterias o levaduras durante el ensayo) en PBS pH 7,4, con 

agitación continua (800 rpm) en un incubador Thermomixer Confort con tapa calefaccionada 

(Eppendorf) en un volumen de 200 µL, en placas de 96 pocillos para fluorescencia (Lumox, Sarstedt) 

selladas para evitar la evaporación. Las medidas de fluorescencia  se registraron en un lector de 

placas Beckman Coulter modelo DTX 880 empleando filtro bandpass 450/8 nm (λexc) y 485/20 nm 

(λem). Las lecturas periódicas se realizaron excitando las muestras desde arriba de la placa (medida 

top), previa remoción del film sellador, con tiempos de integración de 0,1 s. Las curvas de agregación 

se emplearon para ajustar un modelo de nucleación-propagación (Ec. 3-6) mediante cuadrados 

mínimos [182]: 

 

𝑌(𝑡) = 𝑌0 + (𝑌𝑓 − 𝑌0)
𝑒(𝑘𝑎𝑝𝑡)−1

𝑒(𝑘𝑎𝑝𝑡)+𝑒
(𝑘𝑎𝑝𝑡1/2)

−2
     Ec. 3-6 

 

Donde 𝑌(𝑡) es la fluorescencia de la sonda en función del tiempo, mientras que 𝑌0 e 𝑌𝑓 son las señales 

registradas a tiempo inicial y final, respectivamente. Los parámetros restantes, 𝑘𝑎𝑝 y 𝑡1/2, indican la 

constante de velocidad de crecimiento aparente y el tiempo requerido para alcanzar el punto medio 

de la fase de crecimiento rápido, respectivamente [198].  

 

3.15- Estadística 

 

Para el análisis de datos se emplearon los programas Excel y GraphPad Prism 8. Los 

resultados fueron expresados como la media ± error estándar de la media (SEM). Para los análisis 

estadísticos que involucraron dos grupos experimentales, se utilizó el test t de Student. Para ensayos 

con más de dos grupos, se empleó la prueba ANOVA de una vía seguidos de una prueba post hoc 

de Bonferroni o Tukey. En caso de ensayos donde no se cumplían las premisas de la prueba ANOVA, 

se realizaron análisis no paramétricos para evaluar la significancia estadística. Los experimentos 

fueron realizados al menos por triplicado. En los casos que difiere, se especifica según corresponda. 

Los gráficos fueron confeccionados mediante GraphPad Prism 8 y el software Inkscape.
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4.1- Introducción  

 

Dada la relevancia de las PTM en procesos tanto fisiológicos como patológicos, es 

sumamente importante desarrollar herramientas que faciliten su estudio. En relación al estrés 

oxidativo, existen varios métodos que permiten la introducción de PTM en aSyn, desde la radiación 

UV o la aplicación del sistema Cu+2/H2O2 hasta el uso de peroxinitrito [164,169,184,199]. Sin 

embargo, a pesar de ser sistemas de simple aplicación, presentan algunas desventajas, tales como 

una amplia generación inespecífica de modificaciones no deseadas, bajo rendimiento, e incluso 

pueden ser demandantes en términos del tiempo empleado para generar modificaciones. Así, los 

sistemas foto-inducibles surgen como alternativas para una modificación rápida y más específica. 

Anteriormente se empleó Ru(bpy)3
+2 como fotosensibilizador para generar variantes entrecruzadas 

de aSyn [182], pero hasta el momento no se investigó la posibilidad de adaptar el sistema para 

generar la nitración de los residuos de Tyr. De esta forma, el presente capítulo se enfoca en la 

comparación y optimización del sistema foto-inducible basado en Ru(bpy)3
+2 para el 

entrecruzamiento y la nitración de aminoácidos libres, y su aplicación con proteínas modelo, previo 

a su empleo en aSyn. 

 

4.2- Modificación foto-inducible de Tirosina libre con Ru(bpy)3Cl2  

 

4.2.1- La nitración de Tyr foto-inducible compite con la formación de DiTirosinas 

(DiTyr) 
 

De acuerdo con lo propuesto por Fancy y col., el sistema foto-inducible para generar el 

entrecruzamiento de Tyr es iniciado mediante la irradiación del fotosensibilizador (Ru(bpy)3Cl2) con 

luz azul (450 nm) (Ec. 4-1), promoviendo su excitación y la posterior oxidación a Ru+3 por el aceptor 

de electrones APS (NH4S2O8) (Ec. 4-2) [200]. Tanto el catión Ru(bpy)3
+3 como el radical SO4

●- pueden 

oxidar residuos aromáticos y Cys [201,202]. En particular, los radicales Tirosilo (Tyr●) generados 

mediante las reacciones especificadas con estos agentes oxidantes (Ec. 4-3 o Ec. 4-4) pueden ser 

neutralizados por otro radical Tyr● formando la especie oxidada DiTyr (Ec. 4-5). Esto puede ser 

monitoreado fácilmente por métodos espectroscópicos. Las muestras no irradiadas mostraron un 

pico de emisión bien definido con un máximo a 305 nm (λexc 275 nm), correspondiente a la 

fluorescencia interna de Tyr. La irradiación selectiva de Ru(bpy)3
+2 con luz azul resultó en la aparición 

de una nueva banda con un máximo a 405 nm, con la consecuente disminución en la señal de Tyr 

(Fig. 4-1A). La verificación de un punto isoemisivo alrededor de 355 nm sugiere la conversión directa 

de 2 Tyr a 1 DiTyr, al menos durante el tiempo de reacción analizado. Además, los espectros UV-Vis 

mostraron la aparición de una nueva banda de absorción alrededor de 300-340 nm, también 

compatible con la formación de residuos de DiTyr (Fig. 4-1B) [182]. Por otro lado, dado que la banda 
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de absorción producto de la transferencia de carga metal-ligando del fotosensibilizador (>400 nm) 

permanece inalterada a lo largo de la reacción, se deduce que éste no sufre ningún proceso de 

degradación. 

 

𝑅𝑢𝐼𝐼(𝑏𝑝𝑦)3
+2 + ℎ𝜈 →  𝑅𝑢𝐼𝐼(𝑏𝑝𝑦)3

+2∗
        Ec. 4-1 

 

𝑅𝑢𝐼𝐼(𝑏𝑝𝑦)3
+2∗ + 𝑆2𝑂8

−2 → 𝑅𝑢𝐼𝐼𝐼(𝑏𝑝𝑦)3
+3 +  𝑆𝑂4

⦁− +  𝑆𝑂4
−2

       Ec. 4-2 

 

𝑅𝑢𝐼𝐼𝐼(𝑏𝑝𝑦)3
+3⦁

+ 𝑇𝑦𝑟 → 𝑅𝑢𝐼𝐼(𝑏𝑝𝑦)3
+2 + 𝑇𝑦𝑟⦁      Ec. 4-3 

 

𝑆𝑂4
⦁− + 𝑇𝑦𝑟 → 𝑆𝑂4

−2 + 𝑇𝑦𝑟⦁         Ec. 4-4 

 

𝑇𝑦𝑟⦁ + 𝑇𝑦𝑟⦁ → 𝐷𝑖𝑇𝑦𝑟         Ec. 4-5 

 

Por otro lado, la adición de 10 mM NaNO2 provocó cambios radicales en los espectros. Luego 

de la excitación del fotosensibilizador, se observó que la intensidad de señal de DiTyr inducida 

disminuyó significativamente respecto a la condición basal, mientras que la señal de Tyr mostró 

cambios similares a los obtenidos en ausencia de NaNO2 (Fig. 4-1C). Asimismo, los espectros UV-

Vis presentaron una nueva banda de absorción con máximo a 430 nm (Fig. 4-1D), la cual ha sido 

previamente asociada con la especie no fluorescente NitroTyr [203,204]. Al igual que lo reportado en 

la literatura [203], también se confirmó que las propiedades espectrales de la especie nitrada son 

dependientes del pH, al incrementarse la intensidad de absorción a pH más básicos (Fig. 4-2A). En 

conjunto, estos resultados sugieren que la presencia de aniones NO2
- proveen un camino alternativo 

para la neutralización de radicales Tirosilo formando la variante nitrada del aminoácido, 

probablemente mediante un mecanismo similar al que se muestra en las Ec. 4-6 y Ec. 4-7.  

 

𝑅𝑢𝐼𝐼𝐼(𝑏𝑝𝑦)3
+3 + 𝑁𝑂2

− → 𝑅𝑢𝐼𝐼(𝑏𝑝𝑦)3
+2 +  𝑁 

⦁ 𝑂2      Ec. 4-6 

 

𝑇𝑦𝑟⦁ + 𝑁 
⦁ 𝑂2 → 3– 𝑁𝑖𝑡𝑟𝑜𝑇𝑦𝑟        Ec. 4-7 
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Figura 4-1. Seguimiento de la reacción foto dependiente de modificación de Tyr. Tyr libre fue oxidada por el 
fotosensibilizador Ru(bpy)3Cl2 utilizando APS como aceptor de electrones, tanto en ausencia (A y C) como en presencia de 
NaNO2 (B y D). Las reacciones fueron monitoreadas por emisión de fluorescencia (λexc 275 nm) (A y B), y absorbancia UV-
Vis (C y D). 

 

No se detectaron entrecruzamientos Tyr-Tyr o nitración en muestras no irradiadas o que 

carecían del fotosensibilizador (Fig. 4-2B y 4-2C). Se ha reportado que, en ausencia de APS, 

Ru(bpy)3Cl2 puede mediar la foto-oxidación a través de un mecanismo que involucra la generación 

de oxígeno singlete (reacciones Tipo II) [205]. Sin embargo, en nuestro caso, los controles sin APS 

no mostraron cambios detectables en los espectros. En este sentido, vale la pena notar que NaNO2 

no actuaría como aceptor de electrones alternativo para la forma excitada del fotosensibilizador 

(Fig. 4-2B). Sin embargo, los aniones NO2
- sí actúan como quencher colisional de la fluorescencia 

de Tyr con una Ksv= 0.1 mM-1 a pH 7,4, calculada usando el modelo clásico de la ecuación de Stern-

Volmer (Fig. 4-2D) [206]. 
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Figura 4-2. Reacciones control. (A) Espectros diferenciales de absorbancia UV-Vis (ΔAbs/l = Abs/l360s – Abs/l0s) para la 
reacción de nitración a pH 7,4 y luego de la alcalinización hasta pH 10. Experimentos control para la reacción de formación 
de DiTyr (B) y NitroTyr (C) realizadas en ausencia de APS (+Ru(bpy)3Cl2), fotosensibilizador (+APS) o luz (no irradiada). 
(D) La constante de quenching colisional de NaNO2 (Ksv= 0.1 mM-1) fue estimada empleando la relación Stern-Volmer, 
teniendo en cuenta la emisión de fluorescencia de Tyr inicial a pH 7,4, variando la concentración de NaNO2 desde 0 mM 
(F0) hasta 10 mM. 

 

4.2.2- La eficiencia de las reacciones foto-inducibles es dependiente del pH 
 

Considerando el potencial uso del sistema foto-inducible para introducir PTM relacionadas al 

estrés oxidativo en proteínas, investigamos los posibles factores que podrían afectar la velocidad y 

el rendimiento de las reacciones. Las reacciones de oxidación de Tyr catalizadas por el 

fotosensibilizador Ru(bpy)3
+2 mostraron ser dependientes de las condiciones de pH. Así, la 

acidificación del pH mostró una disminución en la formación de DiTyr (expresado en términos de la 

relación DiTyr/Tyr, teniendo en cuenta los máximos de fluorescencia de cada fluoróforo), efecto que 

fue exacerbado por la adición de concentraciones crecientes de NaNO2 (Fig. 4-3A). Además, la 

disminución de la producción de DiTyr en presencia de concentraciones crecientes de NO2
- se 

correlacionó directamente con la aparición de la banda de absorción a 430 nm correspondiente a 

NitroTyr (Fig. 4-3B). Particularmente, la formación de NitroTyr fue más eficiente a pH 5,4. Estos 

resultados coinciden con experimentos usando riboflavina como fotosensibilizador [207]. Por el 

contrario, la reacción de entrecruzamiento de Tyr estuvo claramente favorecida por sobre la reacción 

de nitración a pH básico, incluso en presencia de la concentración más alta de NaNO2 utilizada en 

este estudio. 

Se ha propuesto que los radicales ●NO2 podrían proveer una vía alternativa para formar los 

radicales Tirosilo (Ec. 4-8), aunque esta reacción tiene una constante de velocidad baja a pH neutro 



 Optimización de protocolos de modificación fotoquímica 

   
   

53 
 

(k= 3,2 × 105 M−1s−1) en comparación con la reacción de nitración de Tyr (k= 3,0 × 109 M−1s−1, Ec. 4-7) 

[27]. Sin embargo, en álcali, la reacción entre la forma básica de Tyr y el radical ●NO2 (Ec. 4-9) cobra 

relevancia (k= 2 × 107 M−1s−1, pH>9) [208]. Por lo tanto, el aumento destacado de la razón DiTyr/Tyr 

a pH 8,4, puede deberse parcialmente a la reacción entre los radicales ●NO2 y la forma ionizada de 

Tyr (Ec. 4-9), la cual favorecería la formación de DiTyr por sobre la de NitroTyr. 

 

𝑇𝑦𝑟 + 𝑁 
⦁ 𝑂2 → 𝑇𝑦𝑟⦁ +  𝑁𝑂2

− + 𝐻+        Ec. 4-8 

 

𝑇𝑦𝑟− + 𝑁 
⦁ 𝑂2 → 𝑇𝑦𝑟⦁ +  𝑁𝑂2

−        Ec. 4-9 

 

 
 
Figura 4-3. Análisis de la dependencia de pH de las reacciones foto-inducibles. Se evaluó el entrecruzamiento (A) y 
la nitración (B) de Tyr libre a un tiempo de irradiación fijo (360 s) en función de la concentración de NaNO2 (0-10 mM). Los 
valores de absorbancia fueron medidos luego de la alcalinización con NaHCO3 hasta un pH~10. 
 

4.2.3- Buffer fosfato y baja concentración salina maximizan la nitración de Tyr 

 

Por otro lado, también evaluamos cómo buffers con diferentes propiedades químicas afectan 

la modificación de Tyr catalizada por el Ru(bpy)3
+2. Con buffer fosfato (PB) se obtuvieron resultados 

óptimos, probablemente debido a que no es reactivo en un amplio rango de condiciones, en 

comparación a Tris-base o MOPS. Estos compuestos contienen grupos aminos o sulfonatos con 

pares de electrones libres, importantes para la interacción con cationes, tales como Fe+2 o Cu+2 [209]. 

Es conocido que el Rutenio forma una gran variedad de complejos, principalmente con compuestos 
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heterocíclicos a través de átomos de nitrógeno aromáticos, incluyendo los grupos indol e imidazol; 

pero también se pueden unir a grupos sulfuro o sulfóxido, o coordinarse con grupo hidroxilo fenólicos 

[210,211]. Sin embargo, para ninguno de los buffers evaluados se han reportado casos de formación 

de complejos con el catión Rutenio. Aun así, los resultados obtenidos muestran que las reacciones 

llevadas a cabo con 20 mM MOPS o Tris-HCl afectaron sólo la formación de DiTyr (Tabla 4-1). Se 

ha reportado que los buffers morfolino (similares a MOPS), pueden actuar como donores de 

electrones en reacciones fotoquímicas [212] y podrían ser responsables por el descenso en el 

rendimiento de la producción de las especies de DiTyr. Un efecto intermedio se observó para las 

reacciones en presencia de Tris-HCl, el cual también se ha reportado que podría actuar como 

removedor de radicales hidroxilo [213]. Sorprendentemente, la generación de NitroTyr no se vio 

significativamente afectada en ninguno de los casos. Una posible explicación a este fenómeno podría 

radicar en el hecho que la velocidad formación de DiTyr a partir de la reacción de 2 radicales Tirosilo 

es menor (k= 2,3 × 108 M-1s-1, Ec. 4-6) que la nitración a través del radical ●NO2 (k= 3,0 × 109 M-1s-1, 

Ec. 4-8) [27]. Sin embargo, estas comparaciones nos permitieron confirmar que los efectos 

observados en la reacción de oxidación no son consecuencia de la desestabilización del 

fotosensibilizador. 

Finalmente, se evaluó la influencia de la fuerza iónica en la formación de Dityr y NitroTyr. La 

adición de NaCl afectó claramente ambas reacciones de manera concentración dependiente. Ese 

resultado podría ser causado principalmente por el apantallamiento de las interacciones 

electrostáticas, capaz de reducir la interacción de Ru(bpy)3
+2 con APS, Tyr y/o aniones NO2

-. 

 

Tabla 4-1. Efecto de aminoácidos libres, buffers y concentración salina sobre la oxidación y la nitración de Tyr 
catalizada por Ru(bpy)3Cl2 

 
Oxidación Nitración 

%DiTyr/Tyr a        %ΔAbs/l (1/mm)b          %Tyr c        %ΔAbs/l (1/mm) d 

Buffers (20 mM, pH 7.4) 

K-Fosfato (PB) 100,0 ± 0,5 100 ± 2 100 ± 7 100 ± 4 

MOPS  26 ± 2 * 51 ± 2 * 98 ± 12 87 ± 7 

Tris−HCl  66 ± 3 * 83 ± 3 * 82 ± 4 96 ± 4 

Aminoácidos 

Tyr 100,0 ± 0,5 100 ± 2 100 ± 7 100 ± 4 

Tyr + Glu 84 ± 12 97 ± 4 123 ± 12 90 ± 9 

Tyr + Lys 105 ± 7 109 ± 5 92 ± 5 91 ± 3 
Tyr + Cys 9 ± 1 * 26 ± 4 * 62 ± 3 * 22 ± 5 * 

Concentración de NaCl en PB  

0 mM 100,0 ± 0,5 100 ± 2 100 ± 7 100 ± 4 

10 mM 75 ± 3 * 79 ± 6 * 87± 8 87 ± 7 

150 mM 75 ± 2 * 64 ± 6 * 67,6 ± 0,6* 65 ± 2 * 

500 mM 61 ± 3 * 54 ± 3 * 27 ± 8 * 44 ± 13 * 

Los valores fueron normalizados a la condición basal para cada caso (800 µM Tyr, 20 mM PB, pH 7,4, y 0 mM NaCl) y 
expresados como el promedio ± SEM. * Indica diferencias estadísticamente significativas comparado con la condición basal, 
con p < 0.05.a,c Los parámetros % DiTyr/Tyr y % Tyr (señal consumida) fueron calculados luego de 360 s de irradiación a 
partir de los espectros de emisión de fluorescencia con excitación a 275nm. b,d  %ΔAbs/l (1/mm) fue calculada a partir de 
los espectros UV-Vis considerando las bandas de absorción 310-320 nm (oxidación) o 410-430 nm (nitración).  
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4.2.4- Los residuos Trp y Cys, pero no los aminoácidos polares, interfieren con las 

reacciones catalizadas por Ru(bpy)3
+2 

 

Además del pH, otros factores podrían también modular las reacciones fotoquímicas, con lo 

que investigamos la influencia de aminoácidos en las reacciones de modificación de Tyr. En el caso 

de los aminoácidos, evaluamos el efecto de L-Glu, L-Lys y L-Cys. Tanto el aminoácido ácido como 

el básico no mostraron efecto alguno, mientras que L-Cys disminuyó dramáticamente la producción 

de NitroTy y DiTyr a pH neutro (Tabla 4-1). Este resultado es consistente con el hecho de que los 

compuestos tiol son conocidos removedores de radicales (scavengers) [214]. El pKa de Tyr juega un 

papel fundamental en su sensibilidad a ser oxidado. Al respecto, se ha reportado que la velocidad de 

foto-oxidación de pequeños péptidos conteniendo Tyr junto con residuos ácidos o básicos es 

altamente dependiente de las cargas vecinas, afectando el pKa del grupo fenólico [215]. Por lo tanto, 

a pesar de no haber observado ningún efecto de los aminoácidos iónicos libres, estos podrían afectar 

la eficiencia de las reacciones fotoquímicas cuando se las emplea para modificar péptidos o 

proteínas. Este efecto es evaluado oportunamente en la siguiente sección con proteínas modelo. 

Dado que el Trp también es susceptible a la modificación mediante mecanismos de tipo I y II, 

evaluamos su susceptibilidad a ser modificado de manera independiente, monitoreando las 

reacciones foto-inducibles mediante emisión de fluorescencia y absorbancia UV-Vis luego de la 

excitación de Ru(bpy)3
+2. Como resultado, se observó una disminución progresiva en la intensidad 

de emisión a 360 nm (λexc= 295 nm) que se correlacionó con la aparición de una banda de absorción, 

dependiente del tiempo de irradiación, centrada en 310 nm (Fig. 4-4A). Esto es compatible con lo 

reportado para especies oxidadas de Trp, como productos hidroxilados y N-formilquinurenina [216]. 

La adición de NaNO2 también indujo cambios en los espectros UV-Vis, en los cuales el pico a 390 nm 

se asoció a la formación de la especie 6-NitroTrp [217]. Sin embargo, otros isómeros nitrados también 

han sido identificados in vitro usando peroxinitrito como agente de nitración [218].  

La modificación conjunta de los aminoácidos Tyr y Trp libres en solución también se estudió 

mediante las reacciones foto-inducidas con Ru(bpy)3
+2. Debido al solapamiento de las propiedades 

espectroscópicas de ambos, las modificaciones foto-dependientes de las mezclas de Tyr y Trp se 

debieron evaluar de manera diferente. Dado que la emisión de fluorescencia (λexc= 275 nm) es 

dominada por Trp, y considerando que las formas oxidadas de Tyr y Trp absorben luz en un rango 

de longitudes de onda similar, la reacción de foto-oxidación de soluciones equimolares de Tyr y Trp 

se monitorearon sólo mediante la emisión selectiva de DiTyr y Trp (Fig. 4-4C y 4-4D) luego de la 

excitación a 340 y 295 nm, respectivamente. En ambos casos, la modificación de cada aminoácido 

se redujo en aproximadamente un 30 % comparado con las reacciones con cada aminoácido por 

separado. Por lo tanto, la oxidación foto-inducible afectó ambos aminoácidos aromáticos de forma 

similar. Esto fue también confirmado para la reacción de nitración (Fig. 4-4E) dónde los espectros 
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UV-Vis mostraron una nueva banda de absorción centrada en 405 nm. Esto podría estar relacionado 

a la generación de nuevas especies; pero, dado que el espectro puede ser regenerado por la 

combinación lineal de los espectros individuales de NitroTyr (70%) y NitroTrp (30%), esto sugiere 

que los radicales Tyr y Trp son neutralizados de forma independiente para formar las mismas 

variantes nitradas. Vale la pena destacar que la mayor contribución de la especie NitroTyr al espectro 

resultante podría sugerir que Tyr es más susceptible a ser nitrado por esta técnica que Trp. Esta 

sensibilidad diferencial se evaluó también con proteínas, lo que será abordado en la siguiente 

sección.  

El análisis espectral de fasores es una alternativa a la elaboración de modelos para evaluar 

cambios espectrales, por lo que empleamos este método para comparar la nitración y oxidación de 

Tyr, Trp y su mezcla. El uso de los espectros de emisión de fluorescencia para el análisis de fasores 

no mostró diferencias entre ambas reacciones dado que se observa, de forma general, un fenómeno 

de quenching de la señal en función del tiempo de irradiación para todos los casos. No fue así para 

los espectros de absorbancia entre 260 y 510 nm, los cuales exhibieron dos tendencias bien 

marcadas. Mientras que los productos de nitración de Tyr, Trp y su mezcla empujan los fasores 

espectrales hacia el centro del gráfico del espacio de fasores, la oxidación lo hace hacia arriba, lo 

que provee una herramienta intuitiva para diferenciar cuando las muestras están siendo nitradas u 

oxidadas (Fig. 4-4F). 

 

 
 
Figura 4-4. Modificación foto-dependiente de Tyr y Trp libres catalizada por Ru(bpy)3Cl2. Espectros diferenciales de 
la oxidación (A) y nitración (B) de Trp luego de 90, 180 y 360 s de irradiación. Se monitoreó la oxidación de la mezcla 1:1 
de Tyr y Trp mediante la excitación selectiva de DiTyr (ΔF, λexc 340 nm) (C) y Trp (F/F0, λexc 295 nm) (D). La nitración de 
Tyr y Trp fue confirmada por la aparición de los espectros característicos de las especies nitratadas en el rango de 370 a 
500 nm. El espectro UV-Vis resultante de la nitración de la mezcla Tyr/Trp 1:1 fue reconstituido mediante la combinación 
lineal de los espectros de cada aminoácido nitrado por separado (ajuste), con una contribución del 70 % de NitroTyr y 30 % 
de NitroTrp. Los cambios espectrales de Absorbancia UV-Vis durante las modificaciones foto-inducidas se representan 
como tendencias obtenidas a partir del análisis de fasores para las reacciones de nitración (flechas continuas) y oxidación 
(flechas discontinuas) de Tyr y Trp, así como también para la mezcla Tyr/Trp 1:1 (F). 
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Teniendo en cuenta el objetivo de aplicar el sistema foto−inducible adaptado para la nitración 

de proteínas, basándonos en los resultados obtenidos, las condiciones óptimas de reacción pueden 

ser resumidas al empleo de buffer fosfato, la menor fuerza iónica compatible con el sistema de 

estudio (idealmente menor a NaCl 150 mM) y pH 5,4 para maximizar la incorporación del grupo Nitro 

a los residuos de Tyr. Sin embargo, considerando que el rendimiento de la reacción a pH 7,4 no fue 

menor al 50 % del obtenido a pH 5,4, priorizamos la estabilidad proteica trabajando en condiciones 

más cercanas a las in vivo.  

 

4.3- Nitración de proteínas 

 

4.3.1- La reacción de foto-nitración de proteínas es rápida y puede ser monitoreada 

por métodos espectroscópicos 
 

El sistema de modificación de proteínas Ru(bpy)3Cl2/APS/luz, conocido como método PICUP 

(entrecruzamiento de proteínas no modificadas inducido por luz o Photo-Induced Crosslinking of 

Unmodified Proteins), se empleó anteriormente en estudios de interacción proteína-proteína, 

particularmente en el contexto de enfermedades amiloides [219]. Sin embargo, tal como se especificó 

al inicio de este capítulo, su aplicabilidad para la nitración de proteínas no había sido explorada. Así, 

luego de analizar la nitración de Tyr y Trp como aminoácidos libres, el sistema PICUP modificado 

mediante el agregado de NaNO2 se empleó en proteínas. Estas reacciones se realizaron a pH 7,4, 

donde las modificaciones de residuos aromáticos pueden ser detectadas y evaluadas en proteínas 

en condiciones más cercanas a las in vivo. En este sentido, 4 proteínas modelo fueron seleccionadas 

para las cuales se cuenta con detallada información estructural: Glutamato deshidrogenasa (GdH), 

Proteína de unión a ácidos grasos intestinal (I-FABP), Lactato deshidrogenasa (LdH) y Lisozima 

(HEWL). En todos los casos, la concentración de proteína empleada fue fijada en 250 µg/mL y la 

nitración, con 10 mM NaNO2, fue inicialmente evaluada por espectroscopia de fluorescencia, donde 

la emisión está dominada por Trp (λexc 275 nm). En relación con los máximos de emisión de Trp, GdH 

e I-FABP mostraron picos centrados en 336 nm, indicando que los residuos de Trp están 

parcialmente escondidos dentro de núcleos hidrofóbicos; mientras que en los casos de LdH y HEWL, 

los residuos de Trp están levemente más expuestos a un ambiente polar, dado que presentaron 

máximos de emisión a 342 nm. De manera similar a lo ocurrido con aminoácidos libres, la irradiación 

con luz azul indujo una reducción progresiva de la intensidad de emisión a lo largo de tiempo, sin 

corrimientos de la posición de los máximos (Fig. 4-5A-D). Esto sugiere un consumo uniforme de los 

fluoróforos de las proteínas o, al menos, de los residuos de Trp. Tampoco se evidencia una 

desnaturalización de las proteínas por las PTM introducidas, lo que se observaría como un 

corrimiento hacia el rojo por una mayor exposición al solvente de los fluoróforos remanentes. A pesar 



 Optimización de protocolos de modificación fotoquímica 

   
   

58 
 

de que ambos aminoácidos pueden ser modificados, los espectros de absorbancia están dominados 

por un pico con máximo a 430 nm, compatible con la formación de NitroTyr (Fig. 4-5A-D, gráficos 

internos). En sintonía, el análisis de fasores indica que la nitración es la reacción predominante 

durante la foto modificación en presencia de NaNO2, como sugiere el movimiento de las muestras 

hacia el centro del gráfico, similar a lo observado para aminoácidos libres (Fig. 4-5E). 

Luego de 360 s de irradiación total, la cuantificación de NitroTyr (ε430nm = 4400 M−1cm−1, a 

pH~10) mostró rendimientos desiguales, siendo ~15-17 y ~6-7 µM NitroTyr para proteínas 

monoméricas y oligoméricas, respectivamente (Tabla 4-2). Es importante destacar que, a pesar de 

que las proteínas presentan concentraciones similares de Tyr, la eficiencia de nitración varió desde 

7 al 33 %, no correlacionándose con la concentración de sustrato, sino más bien mostrando una 

relación inversa con el estado oligomérico de las proteínas. Esto sugiere una sensibilidad diferencial 

a la nitración basado en la exposición de los residuos de Tyr, lo que aporta evidencia de que la foto-

nitración actuaría a través de la generación de radicales Tirosilo (mecanismo tipo I). 

 

 

 

Figura 4-5. Foto-nitración de proteínas catalizada por el sistema Ru(bpy)3Cl2/APS/NaNO2. Espectros de emisión de 
fluorescencia (λexc 275 nm) y diferenciales de absorbancia (gráficos internos) registrados durante la reacción de nitración 
de 250 µg/ml de HEWL (A), I-FABP (B), LDH (C) y GDH (D). Análisis de fasores de la nitración de proteínas (E). 

 

Tabla 4-2. Composición de las proteínas modelo y estimación de la eficiencia de nitración 

Proteína Tyr/monómero [Prot] (µM) [Tyr] (µM) Δ[NitroTyr] (µM) Δ[NitroTyr] / [Tyr] (%) 

HEWL 3 17.5 52,5 17,3 ± 0,7 33 ± 2 

I−FABP 4 16,6 66,4 15,8 ± 1,3 24 ± 2 
LdH (4) 7 1,7 47,6 6,9 ± 2,2 14 ± 5 

GdH (6) 18 0,8 86,4 6,0 ± 2,4 7 ± 3 

La nitración de residuos de Tyr se estimó basado en los cambios espectrales. El contenido de Tyr para cada proteína se indica  
por monómero. Los estados tetraméricos y hexaméricos para LdH y GdH, respectivamente, se indican entre paréntesis. La 
concentración de NitroTyr se estimó luego de 360 s de reacción y alcalinización 1:1 con NaHCO3. La concentración inicial de 
proteína fue 250 µg/mL. Los resultados están expresados como media ± SEM. 
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4.3.2- La nitración de proteínas fue confirmada y cuantificada mediante espectrometría 

de masas 
 

Las modificaciones oxidativas de las proteínas fueron confirmadas por MS a nivel de 

aminoácidos. Las muestras irradiadas se digirieron con las proteasas Tripsina o Glu-C, y se 

analizaron luego mediante LC-MS/MS. Para este fin, se corrieron duplicados técnicos. Es importante 

destacar que la nitración de las muestras no afectó la cobertura de secuencia obtenida del análisis 

por MS. Las secuencias de las proteínas monoméricas (HEWL e I-FABP) fueron cubiertas por 

completo, mientras que para las proteínas multiméricas (LdH y GdH) se logró una cobertura del 78 % 

(Esquema 4-1).  

 

 

 
Esquema 4-1. Secuencias cubiertas por el análisis MS/MS para proteínas tratadas y no tratadas. Las proteínas fueron 
digeridas con las proteasas Tripsina (azul) y Glu-C (subrayado). Las secuencias cubiertas se destacan, además, en 
negrita. La cobertura de secuencia combinada fue 99 % para las proteínas monoméricas y 78 % para las multiméricas. 
Para I-FABP y LdH, la primer Met (indicada entre paréntesis) no fue identificada, probablemente debido a la remoción del 
residuo del N-terminal luego de la síntesis. Por otro lado, se destacan los aminoácidos potencialmente sensibles a la 
oxidación y nitración con un mayor tamaño de letra. 

 

Los residuos nitrados se identificaron debido a la diferencia de masa de +45 Da en los 

fragmentos de iones y y b derivados de los péptidos producidos por la digestión con proteasas. Se 

identificaron péptidos nitrados en todas las proteínas, conteniendo NitroTyr o NitroTrp. Así, los 

diferentes paneles de la Fig. 4-6 muestran ejemplos de péptidos identificados como nitrados en LdH, 

HEWL (P00698, de Gallus gallus , fuente natural , forma madura: 3 Tyr, 6 Trp, 1 His, 8 Cys, 2 Met) 

Secuencia cubierta por MS/MS: Tripsina (99,3%); Glu-C (21,7%); Combinado (99,3%) 

KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRNTDGSTDYGILQINSRWWCNDGRTPGSRNLCNIPCSA

LLSSDITASVNCAKKIVSDGNGMNAWVAWRNRCKGTDVQAWIRGCRL 

 
 

I-FABP (P02693, de Rattus norvegicus, recombinante : 4 Tyr, 2 Trp, 1 His, 0 Cys, 4 Met) 

Secuencia cubierta por MS/MS: Tripsina (71,2%); Glu-C (99,2%); Combinado (99,2 %) 

(M)AFDGTWKVDRNENYEKFMEKMGINVVKRKLGAHDNLKLTITQEGNKFTVKESSNFRNIDVVFELGVDFAYSLADGTELTGTWT

MEGNKLVGKFKRVDNGKELIAVREISGNELIQTYTYEGVEAKRIFKKE  

 

LdH (P13491, de Oryctolagus cuniculus, fuente natural: 7 Tyr, 6 Trp, 11 His, 5 Cys, 10 Met) 

Secuencia cubierta por MS/MS: Tripsina (78,0%); Glu-C (31,9%); Combinado (78,3 %) 

(M)AALKDQLIHNLLKEEHVPQNKITVVGVGAVGMACAISILMKDLADELALVDVMEDKLKGEMMDLQHGSLFLRTPKIVSGKDY

SVTANSKLVIITAGARQQEGESRLNLVQRNVNIFKFIIPNVVKYSPHCKLLVVSNPVDILTYVAWKISGFPKNRVIGSGCNLDSARFRYL

MGERLGVHALSCHGWILGEHGDSSVPVWSGMNVAGVSLKTLHPELGTDADKEQWKQVHKQVVDSAYEVIKLKGYTTWAIG

LSVADLAESIMKNLRRVHPISTMLKGLYGIKEDVFLSVPCVLGQNGISDVVKVTLTSEEEAHLKKSADTLWGIQKELQF 

 
GdH (P00366, de Bos taurus, fuente natural, forma madura: 18 Tyr, 4 Trp, 14 His, 6 Cys, 13 Met) 

Secuencia cubierta por MS/MS: Tripsina (69,9%); Glu-C (45,2%); Combinado (78,0 %) 

AAADREDDPNFFKMVEGFFDRGASIVEDKLVEDLKTRETEEQKRNRVRSILRIIKPCNHVLSLSFPIRRDDGSWEVIEGYRAQHSQHR

TPCKGGIRYSTDVSVDEVKALASLMTYKCAVVDVPFGGAKAGVKINPKNYTDNELEKITRRFTMELAKKGFIGPGVDVPAPDMSTGE

REMSWIADTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTPGFGDKTFVVQGFGNVGLHS

MRYLHRFGAKCITVGESDGSIWNPDGIDPKELEDFKLQHGTILGFPKAKIYEGSILEVDCDILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKIIAEGAN

GPTTPEADKIFLERNIMVIPDLYLNAGGVTVSYFEWLNNLNHVSYGRLTFKYERDSNYHLLMSVQESLERKFGKHGGTIPIVPTAEF

QDRISGASEKDIVHSGLAYTMERSARQIMRTAMKYNLGLDLRTAAYVNAIEKVFRVYNEAGVTFT 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 Optimización de protocolos de modificación fotoquímica 

   
   

60 
 

GdH, LdH y HEWL. Como ejemplo, la diferencia de masa de +45 Da especificadas para los 

fragmentos y8-y13 (naranja) y b7, b9-b12 en el péptido de LdH I77VSGKDYSVTANSK90 modificado 

(Fig. 4-6A), confirman la nitración de Y83. Además, los cromatogramas de iones extraídos para las 

versiones nitrada y no modificada de este péptido mostraron una clara diferencia en el tiempo de 

retención (>6 min), lo que está relacionado con un incremento en la hidrofobicidad del péptido debido 

a la presencia del residuo nitrado [220]. Todos los péptidos nitrados eluyeron a tiempos de retención 

mayores (>3 min) que la versión no modificada. 

Calculamos el grado de modificación a nivel de residuo en todas las proteínas usando el área 

bajo la curva de los cromatogramas de iones extraídos (XICs) [190]. Los resultados se grafican en la 

Fig. 4-7 y se encuentran resumidos en la Tabla 4-3. Para muestras de 300 µg/mL proteína que 

fueron irradiadas por 200 s, el grado de nitración de los residuos de Tyr (RNR) fue menor al 20 % 

con la excepción de Y71 e Y15 en I−FABP (29,8 % y 23,1 %, respectivamente) e Y38/Y41 (23,5 %) en 

HEWL. Sin embargo, el grado de nitración varió ampliamente en cada una de las proteínas; y, para 

ciertas posiciones, no se detectó que fueran sensibles al tratamiento. Por ejemplo, en LdH los 

residuos con grado mayor y menor de modificación fueron Y239 (13,5 %) e Y83 (<1 %), 

respectivamente. Con la excepción de los descriptos antes, encontramos valores similares para otros 

residuos de Tyr en el resto de las proteínas: Y71, 4,1 % (HEWL); Y118/Y120, 17,3 % (I−FABP); Y464, 

18,2 %, e Y152, menos de 1 % (GdH). En el caso de péptidos isobáricos (misma masa, M+45 Da) que 

contenían dos residuos posiblemente nitrados, no fue posible cuantificar el grado de modificación por 

separado debido a que estos péptidos co-eluyen. Así, se observó un grado de modificación aparente 

con valores elevados para los residuos Y38/Y41 47,1 % en HEWL e Y118/Y120 34,6 % en I−FABP, en 

comparación con péptidos con 1 sólo residuo nitrado. Sin embargo, si asumimos una contribución 

equivalente para cada residuo al cálculo del grado de modificación total, los resultados se ajustan al 

rango de grado de modificación obtenido para los demás residuos de Tyr en estas proteínas. 
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Figura 4-6. Identificación de residuos nitrados por LC-MS/MS. Espectros MS/MS representativos de muestras nitradas 
y no tratadas, tabla de comparación de masas de los fragmentos y y b y cromatogramas extraídos para péptidos 
seleccionados: (A) LdH, 77IVSGKDYSVTANSK90; (B) GdH, 461DSNYHLLMSVQESLER476; (C) I−FABP, 
108EISGNELIQTYTYEGVEAK127; y (D) HEWL, 64NTDGSTDYGILAINSR79. Los residuos de Tyr destacados en negrita fueron 
identificado como nitrados. 

 

También investigamos la nitración de los residuos de Trp en detalle, y los péptidos y residuos 

identificados y cuantificados se listan en la Tabla 4-3. En general, la nitración de Trp fue menos 

eficiente que la de Tyr, con valores de RNR no mayores al 5 % en todas las proteínas evaluadas. 

Los residuos de Trp más nitrados para cada una de las proteínas fueron: W338 3,8 % en GdH; W7 

<1 % in I−FABP; W324 1,5 % en LdH; y W141 4 % en HEWL. Además, para el caso del péptido 

125DDGSWEVIEGYR136 en GdH, se encontró evidencia de que este puede nitrarse tanto en Tyr como 

en Trp, con un grado de modificación total del 7,5 %. Sin embargo, el grado de modificación de Y135 

equivale al 90 % del grado de modificación total, y sólo el 10 % restante al RNR de W129 (Tabla 4-3). 

De acuerdo con Nuriel y col., la nitración de Trp es menos eficiente que la de los residuos de Tyr 

debido a tres factores principales. Además de su baja frecuencia en proteínas (aproximadamente 

1 %) y su mayor hidrofobicidad (que conlleva una menor exposición al solvente), un mayor potencial 

redox de los residuos de Trp (1,015 V) comparado con el de Tyr (0,93 V) sería parcialmente 

responsable de una menor susceptibilidad al tratamiento [218]. 

 

Tabla 4-3. Identificación y cuantificación libre de marca del grado de modificación de proteínas sometidas a 
la foto-oxidación en presencia de Ru(bpy)3Cl2, APS y NaNO2  

Proteína / Secuencia peptídica Proteasa 
Secuencia cubierta 

(clivaje errado) 
Aminoácido 
modificado 

Modificación de Residuo (%) 

No tratada Tratada (RNR %) 

Glutamato deshidrogenasa (GdH)      

MVEGFFDR Tripsina 69-76 M69 9,6 ± 0,1 25,4 ± 0,5 

DDGSWEVIEGYR Tripsina 125-136 
W129 13 ± 2 25 ± 1 (0,6 ± 0,1) 

Y135 - 7 ± 1 (7 ± 1) 

YSTDVSVDEVK Tripsina 152-162 Y152 - 0,5 ± 0,1 (0,5 ± 0,1) 

ALASLMTYK Tripsina 163-171 
M168 18,0 ± 0,3 27 ± 2 

Y170 0,4 ± 0,0 2,5 ± 0,3 (0,2 ± 0,1) 

NYTDNELEK Tripsina 192-200 Y193 - 1,2 ± 0,2 (1,2 ± 0,2) 
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RFTMELAKK Tripsina 204-212 (2) M207 1,9 ± 0,8 12,2 ± 0,2 

LAKKGFIGPGVDVPAPDMSTGERE Glu-C 209-232 (3) M226 20,6 ± 0,7 19,1 ± 0,5 

EMSWIADTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGR Tripsina 232-268 

M233 2,8 ± 0,7 7,3 ± 0,2 

W235 12,1 ± 0,6 20 ± 1 (NN) 

Y247 - 1,9 ± 0,1 (1,9 ± 0,1) 

YLHRFGAK Tripsina 319-326 (1) Y319 - 11,7 ± 0,6 (11,7 ± 0,6) 

SDGSIWNPDGIDPKELE Glu-C 333-349 (3) W338 10,6 ± 0,1 21,0 ± 0,2 (3,8 ± 0,1) 

DFKLQHGTILGFPKAKIYE Glu-C 350-368 (1) Y367 <0,1 18 ± 2 (18 ± 2) 

LTFKYER Tripsina 454-460 (1) Y458 - 0,5 ± 0,1 (0,5 ± 0,1) 

DSNYHLLMSVQESLERKFGKHGGTIPIVPTAEFQDR Tripsina 461-496 (3) 
Y464 - 18 ± 1 (18 ± 1) 

M468 11 ± 1 42 ± 3 

ISGASEKDIVHSGLAYTMER Tripsina 497-516 (1) 
Y512 1,0 ± 0,1 6,3 ± 0,1 (5,7 ± 0,1) 

M514 7,3 ± 0,1 14,2 ± 0,1 

TAMKYNLGLDLR Tripsina 524-535 (1) 
M526 18 ± 1 15,9 ± 0,4 

Y528 - 1,6 ± 0,2 (1,6 ± 0,2) 

TAAYVNAIEK Tripsina 536-545 - - - 

VYNEAGVTFT Tripsina 549-558 Y550 - 

 

1,7 ± 0,2 (1,7 ± 0,2) 

Proteína de unión a ácidos grasos Intestinal 
(I−FABP) 

     

AFDGTWK Tripsina 2-8 W7 13 ± 3 14,3 ± 2,9 (0,61 ± 0,01) 

NYEKFME Glu-C 14-20 (1) 
Y15 - 23,1 ± 0,9 (23,1 ± 0,9) 

M19 4 ± 2 18,2 ± 0,6 

MGINVVK Tripsina 22-28 M22 5,8 ± 0,1 18,1 ± 0,1 

LGVDFAYSLADGTE Glu-C 65-78 (2) Y71 - 31,6 ± 0,7 (29,8 ± 0,5) 

LTGTWTMEGNKLVGKFKRVDNGKE Glu-C 79-102 (2) 
W83 12,9 ± 0,3 20 ± 1 (NN) 

M85 19 ± 2 14 ± 3 

EISGNELIQTYTYEGVEAK Tripsina 108-127 
Y118 (<0,1) (17,5 ± 0,3) ([17,3 ± 0,3]) 

Y120 (<0,1) (17,5 ± 0,3) ([17,3 ± 0,3]) 

Lactato deshidrogenasa (LdH)      

DLADELALVDVMEDKLK Tripsina 43-59 (1) M54 48 ± 8 16 ± 4 

LKGEMMDLQHGSLFLR Tripsina 58-73 (1) 
M62 (15,2± 0,3) (16 ± 3) 

M63 (15,2± 0,3) (16 ± 3) 

IVSGKDYSVTANSK Tripsina 77-90 (1) Y83 - 0,9 ± 0,1 (0,5 ± 0,1) 

NVNIFKFIIPNVVKYSPHCK Tripsina 113-132 (2) Y127 2,8 ± 0,6 6,7 ± 0,5 (4,1 ± 0,1) 

FRYLMGER Tripsina 170-177 
Y172 - 0,5 ± 0,1 (0,5 ± 0,1) 

M174 7,2 ± 0,5 9,1 ± 0,2 

LGVHALSCHGWILGEHGDSSVPVWSGMNVAGVSLK Tripsina 178-212 
W201 5,5 ± 0,1 15,4 ± 0,1 (NN) 

M204 9 ± 1 18 ± 2 

TLHPELGTDADKEQWK Tripsina 213-228 (1) W227 11,6 ± 0,8 14,4 ± 0,4 (0,1 ± 0,0) 

QVVDSAYEVIK Tripsina 233-243 Y239 - 13,5 ± 0,5 (13,5 ± 0,5) 

VHPISTMLK Tripsina 270-278 - - - 

SADTLWGIQK Tripsina 319-328 W324 14,3 ± 0,4 18,4 ± 0,6 (1,5 ± 0,1) 

Lisozima (HEWL)      

CELAAAMKR Tripsina 24-32 (1) M30 6 ± 2 10 ± 2 

HGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNR Tripsina 33-63 (2) 

Y38 - (23,5 ± 0,5) ([23,5 ± 0,5]) 

Y41 - (23,5 ± 0,5) ([23,5 ± 0,5]) 

W46 6,3 ± 0,5 12,9 ± 0,4 (NN) 

NTDGSTDYGILQINSR Tripsina 64-79 Y71 - 4,3 ± 0,1 (4,1 ± 0,1) 

WWCNDGRTPGSR Tripsina 80-91 (1) 
W80 (14 ± 2) (21 ± 1) ([3,9 ± 0,1]) 

W81 (14 ± 2) (21 ± 1) ([3,9 ± 0,1]) 

KIVSDGNGMNAWVAWRNR Tripsina 115-132 (2) 

M123 11,2 ± 0,2 22 ± 3 

W126 (2,3 ± 0,3) (14,2 ± 0,9) (0,3 ± 0,0) 

W129 (2,3 ± 0,3) (14,2 ± 0,9) (NN) 

CKGTDVQAWIR Tripsina 133-143 (1) W141 6,5 ± 0,1 17,7 ± 0,6 (4,0 ± 0,1) 

La numeración de los péptidos y residuos para cada proteína está basada en la secuencia completa de acuerdo con los archivos 
FASTA obtenidos de la base de datos de Uniprot. Las modificaciones variables consideradas para la cuantificación fueron: +45 Da 
(nitración, +1N +2O), y +16 Da (hidroxilación, +1O) para Tyr; +45 Da, +16 Da, +32 Da (oxidación, +2O), +14 Da (Oxolactona, -2H 
+1O) and +4 Da (quinurenina, +1O -1C) para Trp; y +16 Da para Met. No se detectaron modificaciones de Cys luego del tratamiento 
con DTT+IAA. Tampoco se detectó nitración en residuos de His. Se asociaron espectros MS/MS a la oxidación de His (+1O), pero 
estos fueron pocos, esporádicos y su cuantificación fue dificultosa. En los casos que fue posible, no se observaron diferencias entre 
la muestra tratada y no tratada. Los valores que se muestran entre corchetes corresponden a residuos dentro de un mismo péptidos 
para los que no fue posible cuantificar grados de modificación individuales; con lo cual se considera una contribución equitativa de 
cada residuo. Los valores entre paréntesis y en negrita indican el RNR (%) calculado luego de la aplicación del sistema foto-inducible. 
También indican residuos de Trp para los que no se detectó la nitración (NN).  
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Figura 4-7. Representación gráfica de la estimación del grado de nitración. Los resiudos de Tyr y Trp se muestran 
coloreados de acuerdo al RNR (%) estimado para las cuatro proteínas: (A)HEWL (PDB 6RXI); (B) I-FABP (PDB 1IFB); (C) 
LdH (PDB 5NQQ); y (D) GdH (PDB 6DHD). Para GdH y LdH, se muestra un sólo monómero componente de la estructura 
oligomérica. 

 

4.3.3- Características estructurales modulan el grado de nitración de residuos 

específicos 

 
Para explorar otros factores que pueden explicar la susceptibilidad de los residuos al sistema 

foto-inducible, evaluamos la relación entre el RNR y la accesibilidad o la exposición de los residuos, 

estimada como el área superficial accesible al solvente relativa (RSA). De esta forma obtuvimos la 

superficie accesible al solvente (SASA) a partir de las estructuras del PDB 6DHD (GdH), 1IFB 

(I-FABP), 5NQQ (LdH) y 6RXI (HEWL) y estimamos la RSA a partir de ella, para todos los residuos 

de Tyr y Trp. A modo de ejemplo, se muestra la visualización de la relación entre la RSA y RNR para 

HEWL (Fig. 4-8A) y se detallan los valores obtenidos para las cuatro proteínas en la Tabla 4-4. Como 

se muestra en la Fig. 4-8B, se observó que la nitración de Tyr presenta una buena correlación con 

la RSA para los casos de HEWL y LdH. A pesar de que los residuos de I-FABP presentaron valores 

de RNR mayores a los esperados, esto puede ser explicado por su estructura hueca y por presentar 

alta flexibilidad conformacional. Por otro lado, GdH mostró resultados más dispersos, con algunos 
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residuos, aparentemente inaccesibles al solvente según su RSA (como Y247 e Y319), con mayor grado 

de modificación que otros más expuestos (Y193 e Y528). Para el caso de Trp, la nitración fue, en 

términos generales, menos eficiente que la modificación de Tyr, aún en casos con residuos con RSA 

similares (como en los pares Y38/41 y W80/81, HEWL). Sin embargo, se observó una fuerte correlación 

entre RNR y RSA en HEWL, LdH y GdH (Fig. 4-8C). 

 

 

 
Figura 4-8. Relación entre RNR (%) y la superficie expuesta al solvente de residuos aromáticos. (A) Visualización de 
la correlación entre RNR y SASA para residuos de HEWL. La superficie expuesta al solvente estimada se muestra con un 
50 % de transparencia. Para los residuos de Tyr y Trp se representan sus respectivos radios de Van de Waals, siguiendo 
el código de color según su RNR. * indica residuos cuyo RNR no fue cuantificado individualmente. La correlación entre 
RNR y RSA (%) se presenta para Tyr (B) y Trp (C) para las proteínas modelo. Sólo se grafican residuos identificados en 
los experimentos de LC-MS/MS. 

 

Tabla 4-4. Comparación entre los RNR (%) de Tyr y Trp y su 
superficie expuesta al solvente (SASA y RSA) 

Prot./Aminoácido SASA Promedio (Å2) RSA % RNR % 

GdH    

Y135 29,9 11,4 6,9 

Y152 1,2 0,4 0,5 

Y170 0 0 0,2 

Y193 31 11,8 1,2 

Y240 0 0 NN 

Y247 0 0 1,9 

Y289 7,6 2,9 NI 

Y319 11,2 4,3 11,7 

Y367 58,7 22,3 17,8 

Y429 0 0 NI 

Y439 2,2 0,8 NI 

Y451 4,8 1,8 NI 
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Y458 2,1 0,8 0,5 

Y464 72,4 27,5 18,2 

Y512 37 14,1 5,7 

Y528 44,4 16,9 0,9 

Y539 0 0 NN 

Y550 22,4 8,5 1,7 

W129 8,1 2,9 0,6 

W235 11,5 4 NN 

W338 75,1 26,3 3,8 

W442 2,7 1 NI 

I−FABP    

Y15 7,6 2,9 23,1 

Y71 11 4,2 29,8 

Y118 0 0 (17,6) 

Y120 6,3 2,2 (17,6) 

W7 0 0 0,6 

W83 0 0 NN 

LdH    

Y83 10,5 4 0,5 

Y127 55,1 21 4,2 

Y145 12,3 4,7 NI 

Y172 29,5 11,2 0,5 

Y239 91,1 34,6 13,5 

Y247 79,6 30,3 NI 

Y281 25,1 9,6 NN 

W148 37,4 13,1 NI 

W188 0,3 0,1 NN 

W201 24,4 8,6 NN 

W227 1,9 0,7 0,1 

W250 17,6 6,2 NI 

W324 71,2 25 1,5 

HEWL    

Y38 56,9 21,6 (23,5) 

Y41 44,3 16,9 (23,5) 

Y71 19,3 7,3 4,1 

W46 0 0 NN 

W80 118,7 41,6 (3,9) 

W81 27,4 9,6 (3,9) 

W126 9,4 3,3 0,3 

W129 12,7 4,5 NN 

W141 53,7 18,8 4,0 

Los parámetros SASA y RSA fueron calculados para residuos de Tyr y Trp 
usando el software Surface Racer 5.0 basado en las estructuras obtenidas del 
PDB 6DHD (GdH), 1IFB (I-FABP), 5NQQ (LdH) y 6RXI (HEWL). Para el caso 
de las proteínas oligoméricas, los valores de SASA informados son el promedio 
de todos los monómeros reportados. Para la estimación de RSA %, los valores 
SASA fueron normalizados por las áreas máximas accesibles teóricas 
calculadas por Tien y col. [191] y expresados como porcentaje. NI indica 
residuos no cubiertos por el análisis por LC-MS/MS. NN indica residuos que 
fueron identificados en el análisis, pero no como nitrados en las muestras 
tratadas. Valores entre paréntesis indican residuos cuyos RNR no fue posible 
estimarlos individualmente. 
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A pesar de que el contacto entre el fotosensibilizador y el sustrato pareciera ser crítico, 

nuestros resultados sugieren que, además de las características estructurales, otros factores también 

podrían ser relevantes para explicar la susceptibilidad de los residuos aromáticos al sistema foto-

inducible. Por ejemplo, Souza y col. han propuesto que la estructura secundaria y la carga de los 

aminoácidos vecinos pueden jugar un rol decisivo en la nitración de HEWL con peroxinitrito [221]. 

Dado que estos factores son específicos de cada proteína y dependientes del ambiente que rodea 

los residuos aromáticos, así como también de su secuencia, un análisis más detallado del impacto 

de estos factores en las proteínas modelo se detalla a continuación.  

 

- Lisozima (Uniprot P00698, Gallina) 

Es una proteína monomérica pequeña con actividad 1,4-β-N-acetilmuramidasa que se pliega 

en una estructura compacta y globular. Con 129 residuos, su forma madura muestra una estructura 

secundaria que involucra 6 α-hélices y 3 hojas-β, unidas por giros y vueltas, que constituyen los 

dominios α y β. La forma madura posee 6 Trp, 3 Tyr, una His, 2 Met e incluso 8 residuos de Cys, los 

cuales forman 4 puentes disulfuro, estabilizando la estructura nativa de esta proteína. HEWL fue una 

de las primeras proteínas cristalizadas [222] y, dado que es fácilmente obtenible, ha sido una proteína 

modelo empleada en numerosos estudios de estructura y fotoquímica [223–225]. En relación con su 

nitración in vitro, ha sido evaluada utilizando otros sistemas de nitración como peroxinitrito, 

peroxinitrito/CO2, mieloperoxidasa (MPO)/H202/NO2
- y tetranitrometano [221,226–228], con 

resultados similares a los obtenidos en este trabajo en términos del patrón de nitración de Tyr y Trp. 

En particular, el uso del sistema Ru(bpy)3
+2/APS/NO2

- permitió la nitración de los 3 residuos de Tyr 

(con altos grados de modificación para 2 de ellos), y de 4 (de 6) residuos de Trp (Fig. 4-7A). Como 

se mencionó anteriormente, las diferencias en la nitración pueden ser explicadas en términos de la 

accesibilidad al solvente, la estructura secundaria y las cargas de los aminoácidos cercanos [221]. 

En nuestro análisis, se observó que los residuos Y38 e Y41, situados en una vuelta expuesta al 

solvente, son más susceptibles a la nitración que Y71. Específicamente, el grado de nitración del par 

Y38/Y41 se correlaciona directamente con una mayor área expuesta al solvente (~50 Å2, en promedio); 

mientras que Y71, al estar localizado en una hoja-β con accesibilidad del solvente reducida (19 Å2), 

presentó un menor grado de modificación (Fig. 4-7A y Tabla 4-4). Además, la interferencia 

electrostática por el residuo R85 (el cual fue previamente asociado a la baja efectividad de nitración 

de Y71 usando peroxinitrito), puede ser también responsable  de la repulsión del Ru(bpy)3
+2 y, por lo 

tanto, del bajo RNR obtenido en este estudio. 

Por otro lado, los cálculos de SASA (y RSA) para los residuos de Trp mostraron una 

correlación directa con RNR, siendo W80 y W141 los residuos más nitrados, mientras que W46, 

marginado al interior de la estructura proteica, no fue identificado como nitrado. A pesar de que no 

fue posible cuantificar los valores individuales de RNR de los residuos W80 y W81, el mayor número 
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de eventos de secuenciación (espectros de MS/MS) asociados a W80 sugiere que este residuo podría 

ser más susceptible que W81. Esto también se correlaciona con los valores de SASA (118 y 27 Å2, 

respectivamente). Una vez más, la accesibilidad al solvente podría no ser el único factor que dicta la 

nitración de los residuos mediante el sistema foto-inducible que aplicamos. Aunque fueron 

identificados como nitrados, los residuos de Trp presentaron bajos valores de RNR, incluso cuando 

el RSA calculado fue similar al de residuos de Tyr (ver Tabla 4-4). La proximidad de residuos 

cargados, como R79 a W80 y W81 o R127 a W126 (de manera similar que R85 e Y71), puede ser un factor 

determinante para los bajos RNR observados. Sin embargo, un estudio más detallado muestra que 

la oxidación de estos residuos parece prevalecer por sobre la nitración (ver más adelante). Es 

importante destacar que, basados en datos cristalográficos, W80, W81 y W126 han sido propuestos 

como residuos involucrados en el sitio de unión a sustrato vía la interacción anillo aromático-azúcar 

[229], lo que podría indicar que estos residuos serían más accesibles de lo estimado gracias a cierta 

flexibilidad conformacional. Por lo tanto, la modificación de estos residuos merece una atención 

especial. 

 

- Proteína de Unión a ácidos grasos intestinal (Uniprot P02693, Rata) 

Es una proteína intracelular pequeña (14 kDa) presente en enterocitos intestinales de 

mamíferos e involucrada en la absorción, transporte y metabolismo de ácidos grasos [230]. Al 

contrario que HEWL, adopta una estructura hueca, caracterizada por un barril β, que consiste en 10 

hojas-β antiparalelas, con una tapa formada por un segmento de hélice-giro-hélice que cierra el sitio 

de unión del ácido graso [231,232]. Particularmente, la secuencia de I-FABP de rata incluye 2 Trp, 4 

Tyr, y 3 residuos de Met, pero ninguno de Cys. Dado que los residuos aromáticos están 

principalmente localizados en el barril, como parte del núcleo hidrofóbico y/o del sitio de unión a 

ligando, con sus cadenas laterales mirando la cavidad interna, no sorprende que los residuos de Tyr 

y Trp son, en principio, inaccesibles al solvente (Tabla 4-4) y teóricamente no disponibles para 

nitración. Sin embargo, Koeck y col. reportaron la nitración de FABP de adipocito de ratón usando 

peroxinitrito [233]. En nuestro estudio, la aplicación del sistema foto-inducible de nitración permitió la 

nitración de todos los residuos de Tyr y W7, a pesar de su aparente inaccesibilidad (Fig. 4-7B). Esto 

puede ser explicado basándonos en la alta flexibilidad que se cree que es necesaria para la entrada 

y salida del ligando/ácido graso a la cavidad. El movimiento de la región portal, que incluye el 

segmento hélice-giro-hélice y los giros-β CD y EF, y/o la hendidura en la estructura del barril entre 

las hojas βE and βD, actuarían como puertas dinámicas [234] y facilitarían la accesibilidad a los 

residuos aromáticos y el contacto con Ru(bpy)3
+2 y radicales ●NO2, promoviendo su nitración. Por 

ejemplo, Y71, el cual presenta una alta susceptibilidad a la nitración (RNR 30 %), está localizado en 

la hoja βE. Además, Y118 e Y120 también presentaron altos grados de nitración. Estos resultados 

podrían ser atribuidos a la presencia del residuo E121, expuesto al solvente (80 Å2) y localizado en el 
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giro entre las hojas β I y J, cuya carga negativa podría incrementar la concentración local de iones 

Ru(bpy)3
+3. 

 

-Lactato deshidrogenasa (Uniprot P13491, Subunidad cadena A/M, Conejo) 

La isoforma de músculo de conejo es una oxidoreductasa homotetramérica que cataliza la 

oxidación reversible de L-lactato a piruvato, empleando NAD+ como cofactor. Está caracterizada por 

presentar una estructura secundaria conocida como plegamiento de Rossman (importante para la 

unión del dinucléotido), que involucra 2 hojas-β rodeadas por α-hélices en cada monómero [235]. 

Presenta numerosos residuos aromáticos, 6 Tyr y 7 Trp, así como también 5 Cys reducidas (no 

involucradas en puentes disulfuro) y 9 residuos de Met. Debido a su rol central en el metabolismo 

celular manteniendo la homeostasis del par redox NADH/NAD+, algunas PTM han sido asociadas al 

desarrollo de condiciones patológicas. Por ejemplo, la fosforilación de Tyr y la acetilación de Lys han 

sido asociadas a la reprogramación metabólica en células cancerosas [236] y la nitración de Tyr ha 

sido identificada en muestras de pacientes con Alzheimer [237]. Además, el modelado in vitro de 

condiciones de nitración en células PC12 tratadas con peroxinitrito mostró que la LdH es susceptible 

a la nitración, donde se identificaron varios residuos aromáticos nitrados como Y83, Y145, W227, Y239, 

Y247 y W324 [238]. En nuestro estudio, la nitración foto-inducida por Ru(bpy)3
+2 mostró grados de 

modificación que se correlacionan con la superficie expuesta al solvente (SASA) para cada residuo, 

resultado que es particularmente notorio para Y239 (13,5 %) e Y127 (4,1 %), los cuales presentan 

valores de SASA de 91,1 y 55,1 Å2, respectivamente (Fig. 4-7C y Tabla 4-4). Se ha sugerido que la 

nitración de residuos de Tyr podría ser promovida por aminoácidos ácidos cercanos [239]. Por lo 

tanto, E240 podría ser responsable del grado de nitración de Y239, junto con el área de exposición al 

solvente elevado de este último residuo. Por el contrario, a pesar de que Y83 se encuentra adyacente 

a D82, su bajo valor de SASA (10,5 Å2) podría ser un factor decisivo para la baja efectividad de 

nitración observada. Tal como se mencionó antes, los residuos básicos podrían tener un efecto 

negativo. Como ejemplo, la nitración de Y172 se vio particularmente afectada, a pesar de estar 

parcialmente accesible al solvente. Su bajo grado de nitración podría ser explicado por la presencia 

de R170, probablemente repeliendo iones Ru(bpy)3
+3. De manera similar a lo que se describió para el 

caso de HEWL e I-FABP, la nitración de residuos de Trp no fue detectada o los valores de RNR 

fueron significativamente menores a los de Tyr. Sin embargo, aunque los valores de RSA de W324 e 

Y239 son comparables (34,6 % y 25 %, respectivamente), el último residuo presentó un grado de 

modificación aproximadamente 10 veces superior (1,5 % vs. 13,5 %), lo que sugeriría que los 

residuos de Tyr podrían ser más sensibles al tratamiento con el sistema Ru(bpy)3
+2/APS/NO2

-/luz 

azul. 
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-Glutamato deshidrogenasa (Uniprot P00366, Bovino) 

Es una proteína homohexamérica mitocondrial que convierte L-Glu en α-cetoglutarato. Está 

compuesto por 3 dominios principales: el sitio de unión de Glu (mayormente organizado como 

hojas-β), el sitio de unión de NAD(P)+ y un dominio regulatorio. Protruyendo del dominio de unión de 

NAD+, una larga región helicoidal, conocida como “antena”, puede sufrir cambios conformacionales 

que abren y cierran el sitio activo, lo que provee a GdH con una gran flexibilidad estructural [240,241]. 

Cada monómero maduro es rico en residuos de Tyr (18) y Met (13), e incluso posee 4 Trp y 6 residuos 

de Cys. Varias PTM han sido descriptas en diferentes isoformas de GdH: ADP-ribosilación en 

residuos de Cys [242], fosforilación [243] y acetilación de Lys [244]. Mediante el análisis de LC-

MS/MS, pudimos detectar 14 residuos de Tyr, de los cuales 12 estaban modificados y 3 residuos de 

Trp (2 modificados), los cuales presentaban grados de nitración variados (Fig. 4-7D) a pesar de que 

los residuos de Tyr no presentaban una buena correlación con RSA (Table 4-4, Fig. 4-8A). Reportes 

previos, empleando diferentes agentes de nitración, han descripto la modificación en Y319, Y528 

(hemina–H2O2–NO2
-), Y458, Y550 (SIN-1) y Y464 (tetranitrometano), aportando evidencia adicional que 

incluso residuos de Tyr no expuestos pueden ser modificados [174,245]. El hecho que GdH pueda 

adoptar conformaciones abiertas o cerradas con una gran flexibilidad intrínseca, particularmente en 

el dominio de unión a nucleótido [241], podría explicar los valores de RNR de residuos que presentan 

bajo SASA en las estructuras cristalográficas, como Y135 e Y319. Otro residuo interesante es Y247 (RNR 

1,9 %), el cual, a pesar de encontrarse en una cavidad interna, puede ser modificado por análogos 

de nucleótidos, afectando el sitio alostérico de unión a NADH [246]. Por lo tanto, debido a los cambios 

conformacionales necesarios para acomodar los sustratos y cofactores, no es sorpresa que, a pesar 

de los valores SASA calculados, estos residuos puedan ser nitrados. 

 

4.3.4- Modificaciones oxidativas secundarias del sistema foto-inducible 
 

Una de las características de las reacciones radicalarias es su baja selectividad. Típicamente, 

estas reacciones están asociadas a procesos oxidativos durante los cuales, los residuos de Met son 

comúnmente modificados. Además, se sabe que el sistema de ionización empleado para el análisis 

por MS (ESI, electrospray ionization) también dispara la oxidación de Met [247], generando Met 

sulfóxido. Dado esto, es una modificación presente incluso en muestras no tratadas, por lo que se la 

usó para evaluar los resultados de oxidación de péptidos obtenidos en las muestras tratadas. La 

oxidación de Met en GdH e I-FABP pareciera que pudiese ser inducida por el tratamiento con 

Ru(bpy)3
+2/APS/NO2

-/luz azul (Tabla 4-3). Sin embargo, en el caso de LdH observamos una falta de 

uniformidad con relación al efecto sobre los residuos de Met. El grado de oxidación de M204 pareciera 

ser mayor en las muestras nitradas que en la no tratada, pero ocurre lo opuesto para el caso de M276. 

De manera similar, no hay una evidencia clara de un aumento en la oxidación de Met en HEWL.  
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Por otro lado, en los casos de péptidos conteniendo Tyr o Trp junto con Met, tal como 

F170RYLMGER177 (Y172/M174, LdH), generalmente la oxidación de Met contribuyó en mayor medida al 

cálculo de modificación total del péptido, aunque una gran proporción de la oxidación de Met se 

encuentra también en la muestra no tratada. No tenemos actualmente una explicación para este 

fenómeno debido a que no puede ser totalmente atribuido al sistema foto-inducible, pero tampoco 

podemos descartar en este punto que no haya una promoción de la oxidación de residuos de Met 

por las reacciones foto-inducidas. 

Tabla 4-5. Comparación entre la nitración e hidroxilación de residuos de Tyr y Trp 

Proteína / Secuencia peptídica 
Aminoácido 
Modificado 

RMR (%) 

Nitración Hidroxilación 

No tratada Tratada 

Glutamato deshidrogenasa (GdH)     

DDGSWEVIEGYR W129 0,6 ± 0,1 0,2 ± 0,1 8,4 ± 0,8 

 Y135 7 ±1 NH NH 

YSTDVSVDEVK Y152 0,5 ± 0,1 NH <0,1 

ALASLMTYK Y170 0,2 ± 0,1 0,4 ± 0,1 2,3 ± 0,2 

NYTDNELEK Y193 1,2 ± 0,2 NH NH 

EMSWIADTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGR W235 NN 0,1 ± 0,0 7,4 ± 0,2 

 Y247 1,9 ± 0,1 NH NH 

YLHRFGAK Y319 11,7 ± 0,6 NH NH 

SDGSIWNPDGIDPKELE* W338 3,8 ± 0,1 0,8 ± 0,1 6,2 ± 0,2 

DFKLQHGTILGFPKAKIYE Y367 18 ± 2 0,1 ± 0,0 0,1 ± 0,0 

LTFKYER Y458 0,5 ± 0,1 NH NH 

DSNYHLLMSVQESLERKFGKHGGTIPIVPTAEFQDR Y464 18 ± 1 NH NH 

ISGASEKDIVHSGLAYTMER Y512 5,7 ± 0,1 1,0 ± 0,1 0,6 ± 0,1 

TAMKYNLGLDLR Y528 1,6 ± 0,2 NH NH 

VYNEAGVTFT Y550 1,7 ± 0,2 NH NH 

Proteína de unión a ácidos grasos intestinal  (I−FABP)     

AFDGTWK W7 0,6 ± 0,1 0,7 ± 0,1 2,3 ± 0,1 
NYEKFME Y15 23,1 ± 0,9 NH 1,9 ± 0,2 

LGVDFAYSLADGTE * Y71 29,8 ± 0,5 NH 1,9 ± 0,2 

LTGTWTMEGNKLVGKFKRVDNGKE W83 NN NH 3 ± 1 

EISGNELIQTYTYEGVEAK Y118 (17,3 ± 0,3) (0,1 ± 0,0) (0,2 ± 0,0) 

 Y120 (17,3 ± 0,3) (0,1 ± 0,0) (0,2 ± 0,0) 

Lactato deshidrogenasa (LdH)     

IVSGKDYSVTANSK Y83 0,5 ± 0,1 NH 0,4 ± 0,1 

NVNIFKFIIPNVVKYSPHCK Y127 4,1 ± 0,1 2,8 ± 0,6 2,5 ± 0,3 

FRYLMGER Y172 0,5 ± 0,1 NH NH 

LGVHALSCHGWILGEHGDSSVPVWSGMNVAGVSLK W201 NN 8,7 ± 0,8 0,7 ± 0,7 

TLHPELGTDADKEQWK W227 0,1 ± 0,0 1,8 ± 0,2 3,1 ± 0,2 

QVVDSAYEVIK Y239 13,5 ± 0,5 NH NH 

SADTLWGIQK W324 1,5 ± 0,1 2,0 ± 0,1 5,2 ± 0,1 

Lisozima (HEWL)     

HGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNR Y38 (23,5 ± 0,5) NH NH 

 Y41 (23,5 ± 0,5) NH NH 

 W46 NN 1,8 ± 0,3 4,7 ± 0,2 

NTDGSTDYGILQINSR Y71 4,1 ± 0,1 NH 0,2 ± 0,1 

WWCNDGRTPGSR W80 (3,9 ± 0,1) (5,5 ± 0,5) (8,9 ± 0,4) 

 W81 (3,9 ± 0,1) (5,5 ± 0,5) (8,9 ± 0,4) 

KIVSDGNGMNAWVAWRNR W126 0,3 ± 0,0 (1,3 ± 0,3) (7,9 ± 0,4) 

 W129 NN (1,3 ± 0,3) (7,9 ± 0,4) 

CKGTDVQAWIR W141 4,0 ± 0,1 2,0 ± 0,2 5,5 ± 0,4 

La numeración de los péptidos y residuos está basada en la secuencia completa de aminoácidos de cada proteína de 
acuerdo a los archivos FASTA obtenidos de la base de datos de Uniprot. Todos los péptidos derivan de muestras tratadas 
con Tripsina, excepto aquellos marcados (*) que corresponden a péptidos nitrados identificados y cuantificados luego del 
tratamiento con Glu-C. Los valores reportados entre paréntesis corresponden a residuos para los cuales no fue posible la 
cuantificación individual. NH (No Hidroxilado) indica residuos que no fueron detectados como hidroxilados; y NN (No Nitrado) 

aquellos no detectados como nitrados. 
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También se realizó un análisis exhaustivo de potenciales modificaciones oxidativas que 

pudieran surgir a partir de la aplicación del sistema de nitración sobre otros residuos de aminoácidos. 

La nitración de Phe y His no pudo ser detectada. Encontramos evidencia de la oxidación de Tyr y Trp 

(+1O, +16 Da) en numerosos péptidos de las cuatro proteínas modelo. Como se detalla en la 

Tabla 4-5, la hidroxilación de Tyr es minoritaria en comparación a su nitración, siendo Y170 en GdH 

la excepción donde del 2,5 % de modificación total del péptido, la nitración representa sólo el 0,2 %, 

mientras que el resto corresponde a la hidroxilación. Por el contrario, los residuos de Trp fueron más 

sensibles a modificaciones oxidativas, aunque estas PTM también fueron identificadas en las 

muestras no tratadas. Junto con la hidroxilación, otras modificaciones comunes también fueron 

exploradas: +4 Da (Quinurenina, +1O -1C), +14 Da (Oxolactona, +1O-2H), y +32 Da (N-

formilquinurenina, dioxindolilalanina o dihidroxitriptofano, +2O). Los resultados se muestran en la 

Figura 4-9. Particularmente, el producto de oxidación +16 Da y, en menor medida, +32 Da parecen 

ser inducidos por el sistema fotoinducible; mientras que +4 y +14 Da mostraron niveles relevantes ya 

en las muestras no tratadas. En este sentido, se ha reportado que el sistema Ru(bpy)3
+2/APS/aire 

podría promover la oxidación de residuos por dos vías: a través de la formación de radicales y 

mediante la formación de oxígeno singlete. La generación de este último podría explicar la mayor 

susceptilidad de los residuos de Trp a ser oxidados que los residuos de Tyr a pH 7,4 [248]. Asimismo, 

se ha reportado el aumento de la oxidación de residuos de Trp luego de la fotosensibilización con 

Rosa de Bengala, en reacciones de modificación promovidas a partir de la generación de oxígeno 

singlete. Sin embargo, a diferencia de lo observado en nuestro estudio, la oxidación de Tyr (+16 Da) 

también aumento sensiblemente luego de la fotosensibilización [249]. Por último, vale la pena 

destacar que, al contrario de la nitración de Trp libre, la nitración de Trp en proteínas fue minoritaria 

en comparación al resto de las modificaciones.  
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Figura 4-9. Oxidación de residuos de Trp. Las contribuciones individuales de diferentes modificaciones oxidativas de Trp 
en la muestras no tratada (barra rayada) y tratada (barra sólida) se expresan como porcentaje del total de los péptidos 
identificados basado en la cuantificación libre de marca a partir de los cromatogramas extraídos. *Los pares 80/81 y 126/129 
en HEWL corresponden a residuos que pertenecen al mismo péptido y cuyos niveles de modificación no pudieron ser 
cuantificados individualmente. Se asume una contribución equivalente de cada residuo y sólo una de estas contribuciones 
está representada en el gráfico. 

 

Cualquier modificación oxidativa de los residuos de Cys, si ocurren, fueron revertidas con el 

tratamiento con DTT durante la preparación de las muestras para el análisis de MS, ya que no se 

observaron versiones oxidadas de este residuo. Por otro lado, se analizó también la oxidación de 

residuos de His (+1O, +16 Da). Se asociaron espectros MS/MS a esta modificación, pero estos 

fueron escasos y esporádicos, como en el caso de H315 en LdH. La cuantificación de esta 

modificación sólo fue posible en muy pocos casos y no mostro diferencias entre la muestra tratada y 

no tratada. Por último, dado que la oxidación de residuos de Tyr a DiTyr compite con la formación de 

NitroTyr, es posible que esta modificación también se encuentre presente. Sin embargo, bajo las 

condiciones de nitración, no se detectó fluorescencia de Dityr mediante la excitación selectiva a 

340 nm. Teniendo en cuenta estos resultados, el método presentado muestra una preferencia a la 

nitración de residuos de Tyr, junto con la oxidación de Trp, la cual debe ser considerada. 

 

4.4- Conclusión 

 

El modelado de PTM relacionadas al estrés oxidativo es una tarea desafiante, dado que 

muchos sistemas de oxidación llevan a la aparición de modificaciones no deseadas (tales como el 

entrecruzamiento con las mismas proteínas accesorias), y requieren desde horas a días para generar 

las especies oxidadas. El método foto-inducido con Ru(bpy)3
+2/APS/NO2

- descripto en esta sección 
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es una alternativa viable para introducir sistemáticamente modificaciones oxidativas y para nitrar 

residuos de Tyr en particular. Anteriormente se había probado el uso del sistema foto-inducible a 

base de Ru(bpy)3
+2 para generar variantes entrecruzadas de proteínas [200]. Sin embargo, hasta el 

día de hoy no se había empleado para nitrar proteínas. Nuestro estudio provee evidencia de que el 

sistema foto-inducible de nitración ofrece una estrategia rápida (segundos a minutos), eficiente y 

fácilmente ajustable para la modificación de residuos aromáticos. Dado que las reacciones de 

formación de DiTyr y NitroTyr compiten entre sí, diversos factores se pueden manipular para 

maximizar la eficiencia de generación de ambas especies, tales como el pH y la concentración de 

NaNO2. Particularmente, para direccionar la neutralización de radicales Tirosilo hacia la formación 

de la especie nitrada se puede disminuir el pH (si la proteína es estable) y aumentar la concentración 

de NaNO2, evitando el uso de buffers amino o morfolino y concentraciones de NaCl mayores a 

100 mM. 

A pesar de que este método puede nitrar residuos de Trp, en el caso de proteínas, Tyr sigue 

siendo el principal blanco. Sin embargo, en el caso de Trp debe tenerse en cuenta que pueden sufrir 

oxidaciones con mayor susceptibilidad que los residuos de Tyr. Tal como se demostró con diferentes 

proteínas modelo, el grado de modificación de cada residuo depende de la topología estructural, la 

flexibilidad y la carga de residuos cargados cercanos. En este sentido, la accesibilidad es un factor 

importante dado que el contacto entre los residuos modificados y el fotosensibilizador o los radicales 

●NO2 pareciera ser decisivo.  

Por otro lado, la combinación de este método con la espectrometría de masas y su posterior 

cuantificación por métodos libre de marca podría ser una herramienta muy útil para evaluar la 

flexibilidad estructural de proteínas y los cambios conformacionales, por ejemplo, debido a la unión 

de ligandos. Aun así, también existen otros métodos disponibles que podrían proveer información 

complementaria, empleando un enfoque similar pero con menos selectividad en relación a los 

patrones de modificación, como el marcado con Diazirina de residuos accesibles al solvente [250].  

Finalmente, es válido destacar que el método de nitración foto-inducible basado en el sistema 

Ru(bpy)3
+2/APS/NO2

- es una estrategia efectiva para evaluar las consecuencias de introducir el grupo 

-NO2 en relación con la estructura y función de proteínas, y así determinar su rol en patologías 

asociadas al estrés oxidativo, como enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. 



 

Capítulo 5 

Modificación Foto-inducible 
de α-Sinucleína  
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5.1- Introducción 

 

Entender el rol de las PTM de aSyn podría permitir el desarrollo de herramientas de 

diagnóstico, monitoreo y/o tratamiento de la EP y las Sinucleopatías. Basándonos en los resultados 

obtenidos en el capítulo anterior y en estudios previos [200], la aplicación de sistemas foto-inducibles 

de modificación de proteínas constituye una herramienta potente para modelar potenciales 

modificaciones tóxicas en aSyn, con ventajas sobre otras técnicas de introducción de PTM. En 

particular, aSyn posee 4 residuos de Tyr y ninguno de Trp ni Cys en su secuencia, lo que la convierte 

en un modelo ideal para la aplicación de los sistemas de modificación basados en la 

fotosensibilización de Ru(bpy)3
+2, tanto para el entrecruzamiento, como para la nitración de residuos 

de Tyr. 

El sistema PICUP fue anteriormente aplicado con éxito en aSyn por Borsarelli y col. [182], 

observándose la generación de variantes entrecruzadas de forma rápida y específica. Tomando ese 

trabajo como punto de partida, este capítulo se centra en profundizar la caracterización de variantes 

oxidadas por métodos espectroscópicos y MS, extendiendo el análisis a especies nitradas de aSyn. 

Por otro lado, aSyn es considerada una proteína intrínsecamente desordenada, la cual adopta 

diferentes conformaciones de acuerdo con el entorno o estructuras con las que interacciona. Por lo 

tanto, analizamos la susceptibilidad de los residuos de Tyr a ser modificados si aSyn está en 

diferentes conformaciones, es decir cuando interacciona con vesículas unilamelares pequeñas 

(SUV), adoptando una estructura helicoidal en los primeros dos tercios de su secuencia, o cuando 

forma parte de fibrillas amiloides generadas in vitro, que presenta una estructura cross-β. 

 

5.2-  Modificación foto-inducible de aSyn libre en solución 

 

5.2.1- Las reacciones de foto-modificación de aSyn pueden ser caracterizadas por 

métodos espectroscópicos 

 
Las reacciones de entrecruzamiento (para la formación de variantes oligoméricas covalentes 

generadas por oxidación) y de nitración de 150 μM aSyn libre en solución se realizaron mediante la 

aplicación de los sistemas foto-inducibles detallados los capítulos anteriores. Estos sistemas se 

pueden optimizar fácilmente ajustando la intensidad de luz, el tiempo de irradiación y las 

concentraciones del fotosensibilizador, aceptor de electrones y, en el caso de la nitración, de NaNO2. 

En ambos casos, las reacciones fueron monitoreadas inicialmente por métodos espectroscópicos 

luego de la irradiación de luz a 450 nm empleando el espectrofluorómetro Fluorolog 3. La emisión de 

muestras no irradiadas exhibió un pico bien definido con un máximo a 305 nm (λexc= 275 nm) 

correspondiente al fluoróforo Tyr. Para el caso de la reacción de entrecruzamiento de aSyn, la 
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excitación del fotosensibilizador (λexc= 450 nm), promovió la aparición de una nueva banda de 

emisión con máximo en 405 nm, observada luego de la excitación de la muestra tanto a 275 nm como 

a 340 nm (Fig. 5-1A y 5-1C). Como se ha reportado antes, esta banda corresponde a la formación 

de enlaces covalentes Tyr-Tyr, para dar la especie oxidada DiTyr, a expensas de la reducción de la 

señal de Tyr, a través de una conversión directa como lo sugiere la presencia de un punto isoemisivo 

[182]. También se visualizaron cambios en los espectros de absorbancia registrados en función del 

tiempo de irradiación (Fig. 5-1E), con un aumento progresivo de la intensidad del pico a 297 nm y la 

aparición de un hombro alrededor de los 320 nm, consistente con lo reportado en relación a la 

especie DiTyr a pH neutro [251,252]. Asimismo, la alcalinización de la solución provocó el corrimiento 

del pico de absorción, presentando un máximo a 315-320 nm (Fig. 5-1G), coincidente con lo 

descripto en la bibliografía [252]. Usando los coeficientes de extinción ε315nm= 5 × 103 M-1 cm-1 (pH 

7,5) y ε315nm= 8,4 M-1 cm-1 (pH 9,9) [252,253] se estimó la concentración de la especie oxidada usando 

los valores de absorbancia diferenciales (ΔAbsλ=At-A0) obtenidos de la reacción realizada a pH 7,4 

(Fig. 5-1E) y luego de la alcalinización con NaHCO3 (Fig. 5-1G). Luego de 240 segundos de 

irradiación, se alcanzó una concentración aproximada de DiTyr de 50 μM. Por otro lado, en sintonía 

con lo descripto en el capítulo 4, no se observó degradación del Ru(bpy)3
+2, tal como se deduce de 

la ausencia de alteración de la banda de absorción por encima de los 400 nm. 

Por otro lado, de manera similar a lo observado con aminoácidos libres en solución, la 

presencia de iones NO2
- cambia radicalmente los espectros tanto de emisión de fluorescencia como 

los de absorbancia UV-Vis. Así, el incremento del tiempo de irradiación hasta un total de 

240 segundos en presencia de 10 mM NaNO2, fomentó la disminución progresiva en la intensidad 

de la señal de Tyr (λexc= 275 nm) (Fig. 5-1B). A pesar de que también se observó un leve aumento 

de señal a 400 nm correspondiente a DiTyr, la intensidad del máximo de emisión luego de la 

excitación a 340 nm mostró ser de dos órdenes de magnitud menor (aproximadamente un 2 %) que 

el obtenido en la reacción en ausencia de NaNO2 (Fig. 5-1D). Asimismo, la Fig. 5-1F muestra los 

cambios en los espectros UV-Vis a pH 7,4 a lo largo de la reacción, donde se destaca la aparición 

de un pico ancho centrado alrededor de los 400 nm luego de la obtención de los espectros 

diferenciales. La alcalinización de la solución provocó el corrimiento del máximo de absorción 

(~430 nm) y un aumento significativo de la intensidad de absorbancia (Fig. 5-1H), característico de 

la aparición de la especie no fluorescente NitroTyr [203,204]. Así, empleando el coeficiente de 

extinción molar ε430nm= 4400 M−1cm−1 (pH 10) [254] se estimó que la concentración de NitroTyr luego 

de 240 segundos de irradiación fue de 134 μM. 
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Figura 5-1. Monitoreo de las reacciones de modificación de aSyn por espectroscopia. Los cambios espectrales de 
las reacciones de Entrecruzamiento (A) y Nitración (B) de aSyn se siguieron por emisión de fluorescencia (λexc=275nm). 
Asimismo, la formación de la variante oxidada DiTyr se monitoreó mediante la emisión específica luego de la excitación a 
340 nm para las reacciones en ausencia (C) y presencia de NaNO2 (D). Por otro lado, se registraron también los cambios 
en los espectros UV-Vis (E y F) y se calcularon los espectros diferenciales (ΔAbsλ=At-A0) (gráficos internos en E y F). Las 
propiedades espectroscópicas de las especies generadas son dependientes del pH del medio. Los espectros registrados 
a pH 7.4 y pH 10 se muestran para la reacción de Entrecruzamiento (G) y Nitración (H). I) Seguimiento de las reacciones 
de modificación mediante el cálculo de la relación de DiTyr/Tyr (expresado de manera diferencial, Δ) y el %Tyr para la 
reacción de Entrecruzamiento (XL) y Nitración (N) de aSyn. Los resultados están expresados como media ± SEM. Los 
datos de %Tyr y ΔDiTyr/Tyr para las reacciones en presencia (N) y ausencia de NaNO2 (XL) se usaron para ajustar 
ecuaciones monoexponenciales y lineales (líneas sólidas), respectivamente, que describen el consumo y la proporción de 
señal de fluorescencia entre el producto DiTyr y el sustrato durante las reacciones foto-inducidas. 
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Finalmente, ambas reacciones pueden ser monitoreadas de forma relativa mediante el 

cálculo de la relación de las intensidades de emisión de fluorescencia DiTyr/Tyr (400 nm/305 nm) y 

el porcentaje de señal remanente de Tyr (% Tyr) luego de la excitación a 275 nm (Fig. 5-1I). Los 

valores de %Tyr de las reacciones en presencia (N) y ausencia de NaNO2 (XL) se emplearon para 

ajustar un modelo que describe el consumo de Tyr como una caída monoexponencial, y exhibieron 

constantes muy similares, 7 × 10-3 y 9 × 10-3 s-1, respectivamente. Asimismo, mostraron un consumo 

similar de la señal de Tyr luego de 240 segundos de excitación del fotosensibilizador 

(aproximadamente 70 %). Sin embargo la formación de la especie DiTyr (seguido por el cálculo de 

ΔDiTyr/Tyr) es mucho mayor en la reacción de entrecruzamiento que en la de nitración. Esto se 

evidencia al comparar los ajustes lineales realizados, siendo la pendiente de la reacción en ausencia 

de NaNO2 (2,4 × 10-2 s-1) 2 órdenes de magnitud mayor que la correspondiente a la reacción de 

nitración (4,4 × 10-4 s-1). Así, a pesar de que el % Tyr no es una medida directa de la presencia de la 

formación de NitroTyr, nuestros ensayos muestran que la caída en la señal está directamente 

relacionada con la formación de la variante nitrada, siendo, además, la formación de DiTyr mínima 

en las condiciones del ensayo. 

 

5.2.2- Los entrecruzamientos entre Tyr del N- y C-terminal son los más favorables 

 
Para profundizar en la determinación de los residuos involucrados en los entrecruzamientos 

de Tyr se implementó un protocolo para el seguimiento de la reacción por espectrometría de masas 

en tándem (MS/MS). Para esto se realizó la reacción con 40 μM aSyn, 20 μM Ru(bpy)3
+2 y 600 μM 

APS, empleando el dispositivo de foto-activación desarrollado en el MPIbpc (Göttingen, Alemania) y 

fijando una intensidad de 0,8 mW/cm2. Se la caracterizó inicialmente por emisión de fluorescencia 

(λexc=275 nm) durante 140 segundos de irradiación (Fig. 5-2A), seguido del calculó la relación 

DiTyr/Tyr (Fig. 5-2B). Como se comentó anteriormente, aSyn tiene 4 residuos de Tyr, uno en la 

región N terminal (N-term), Y39, y el resto en la región C terminal (C-term), Y125, Y133, e Y136. El análisis 

previo de la reacción de oxidación de aSyn empleando el sistema Ru(bpy)3
+2/APS/luz por MS/MS, 

mostró que Y39 estaba involucrado en todos los entrecruzamientos identificados, como por ejemplo 

Y39-Y39 e Y39-YCterm, aunque en este último no fue posible identificar cuál de los Tyr del C-term estaban 

implicados [182]. Resultados similares se obtuvieron con los sistemas de oxidación que emplean 

Hemoglobina/H2O2, Cu+1/O2, y Cu+2/H2O2 [164,199,255], en donde se destaca la tendencia de Y39 de 

formar entrecruzamientos. Para el estudio actual se tomaron muestras a diferentes tiempos de 

reacción y luego fueron digeridas con Tripsina o Glu-C. Posteriormente fueron analizadas por MS/MS 

y la identificación de los entrecruzamientos (-2H) entre residuos de Tyr se realizó mediante el empleo 

del software pLink2 [189]. A modo de ejemplo, en la Fig. 5-2C se muestra un espectro MS/MS en el 

cual la presencia de los fragmentos y5x, b5x y b6x lleva a la identificación del entrecruzamiento entre 

los péptidos 36GVLY39VGSKTKE46 y 132GYQDY136EPEA140 (Y39-Y136). Tanto el empleo de Tripsina 
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como de Glu-C permitió la identificación de varios péptidos entrecruzados, tal como se detalla en la 

Tabla de la Fig. 5-2D. Estos péptidos son los que presentaron el mayor número de eventos de 

secuenciación (espectros MS/MS) validados para cada tipo de entrecruzamiento. Vale la pena 

destacar que el residuo Y39 forma parte de la mayor parte de los entrecruzamientos, ya sea con otro 

Y39 o con uno de los residuos de Tyr del C-term. Además, la digestión con Glu-C permitió la 

asignación de unos pocos espectros de entrecruzamientos entre residuos del C-term, como Y136-Y125. 

Sin embargo, basado en el número de espectros MS/MS adjudicados, así como también en el score 

asignado por el software y la validación manual realizada a cada asignación de espectro, los 

entrecruzamientos entre los residuos del C-term están sumamente restringidos. En este sentido, la 

región del C-term es rica en aminoácidos ácidos, donde la repulsión de cargas negativas podría ser 

responsable del bajo número de entrecruzamientos entre YC-term identificados. Dado que la formación 

del enlace covalente depende del contacto directo entre los residuos de Tyr, las cargas negativas 

netas en la vecindad de estos residuos podrían constituir un factor decisivo que podría disminuir la 

efectividad del sistema foto-inducible en esta región por las repulsiones electrostáticas 

intercatenarias. De manera análoga, la región N-term es rica en residuos de Lys lo que le confiere 

carga positiva neta a pH neutro. Esto podría afectar la formación de entrecruzamientos Y39-Y39. El 

hecho que los entrecruzamientos Y39- YC-term sean los más frecuentes podría resaltar la importancia 

de las cargas en la vecindad de los residuos protagonistas de las reacciones inducidas por el sistema 

Ru(bpy)3
+2/APS/luz, así como posibles determinantes que participan en las interacciones entre 

monómeros de aSyn. 

Dada la flexibilidad conformacional de aSyn y la distribución de cargas a lo largo de su 

secuencia, sería factible la formación de entrecruzamientos intracatenarios entre Y39 y alguna de las 

Tyr del C-term. La digestión en solución con proteína libre de marca no permite distinguir entre 

entrecruzamientos inter e intracatenarios. Para esto, se realizó la digestión, a partir de gel de SDS-

PAGE, de la banda de monómero luego de la irradiación y se la analizó mediante MS. Muy pocos 

espectros con scores muy bajos fueron asociados a péptidos entrecruzados, lo que sugeriría que los 

entrecruzamientos identificados mediante la digestión en solución son esencialmente intercatenarios. 

A una conclusión similar llegaron Mukherjee y col., quienes, a partir del análisis por MS de muestras 

conteniendo aSyn marcada con 15N y sin marcar oxidadas con el sistema Hemoglobina/H2O2, 

observaron que predomina el mecanismo de formación de entrecruzamientos intercatenarios [199]. 

Sorpresivamente, entrecruzamientos intracatenarios empleando el sistema Cu+1/O2 se identificaron 

en aSyn H50Q, y en menor medida en la  proteína wild type [255]. Esto sugiere que las condiciones 

de oxidación y las mutaciones de aSyn podrían ser decisivas a la hora de la formación de 

entrecruzamientos inter e intracatenarios, probablemente debido a la alta flexibilidad y cambios 

estructurales de la proteína cuando está libre en solución. 
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Posteriormente a la identificación de los residuos entrecruzados, se cuantificó la reacción 

usando una estrategia libre de marca basada en la extracción de cromatogramas a partir de los 

espectros MS (MS1). Para esto se configuró un archivo .ssl el cual incluye la secuencia lineal de los 

péptidos entrecruzados identificados (ver Materiales y Métodos) y se utilizó el software Skyline. Este 

protocolo permitió verificar un incremento progresivo en la intensidad de los cromatogramas extraídos 

(área bajo la curva) de los entrecruzamientos Tyr-Tyr identificados, en función del tiempo de 

irradiación. Como ejemplo, la Fig. 5-2E muestra los cromatogramas extraídos para el 

entrecruzamiento Y39-Y133/136 (36GVLY39VGSKTKE46- 132GY133QDY136EPEA140, +1068 Da) durante los 

140 segundos de excitación del fotosensibilizador, empleando la enzima Glu-C. La cuantificación de 

los cambios en la intensidad de los cromatogramas del péptido sin modificar 36GVLY39VGSKTKE46 

se utilizaron para normalizar los valores obtenidos para los entrecruzamientos cuantificables 

(Y39-Y133/136, Y39-Y125) y así estimar el grado de modificación a nivel del residuo Y39 (RMR%) para cada 

entrecruzamiento, expresado como valores diferenciales (ΔRMR%=RMRt-RMR0) (Fig. 5-2F). A 

pesar de haber sido identificado, el entrecruzamiento Y136-Y125 no pudo ser cuantificado dado que los 

cromatogramas presentaban una relación señal/ruido (S/N) muy baja. Es importante mencionar que 

no fue posible cuantificar valores individuales de RMR (%) para los péptidos entrecruzados isobáricos 

Y39-Y133 e Y39-Y136, resultando en valores elevados de RMR (> 25 %). Sin embargo, de acuerdo con 

el valor de RMR calculado y al conteo de los espectros asignados, los entrecruzamientos Y39-Y133/136 

estarían más favorecidos que el entrecruzamiento Y39-Y125. Además, el análisis a tiempo final 

(140 segundos de exposición) de muestras digeridas con Tripsina nos permitió confirmar que existe 

una tendencia mucho mayor de que se formen entrecruzamientos Y39-Yc-term (33TKEGVLY39VGSK43-

103NEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAY125EMPSEEGY133QDY136EPEA140, +4284,7 Da) a que se forme 

la unión covalente entre dos Y39 (33TKEGVLY39VGSK43- 35EGVLY39VGSK43, +949,5 Da) (Fig. 5-2G).  
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Figura 5-2. Entrecruzamiento de aSyn catalizado por el sistema Ru(bpy)3

+2/APS/luz. A) Caracterización de la reacción 
de entrecruzamiento mediante emisión de fluorescencia. La formación rápida y eficiente de DiTyr se estimó mediante el 
cálculo de la relación DiTyr/Tyr (B). C) Asignación de un espectro MS/MS del entrecruzamiento Tyr-Tyr entre los péptidos 
36GVLY39VGSKTKE46 y 132GYQDY136EPEA140. Como se detalla en la tabla de masas conjunta al espectro, y5x, b5x y b6x 
son fragmentos que confirman el entrecruzamiento Tyr-Tyr. D) Tabla donde se listan los péptidos entrecruzados mejor 
secuenciados identificados luego del análisis por MS, la asignación de espectros por parte de pLink y la validación manual 
de muestras digeridas con Tripsina o Glu-C. E) Cromatogramas extraídos para el entrecruzamiento Y39-Y133/136 
(36GVLY39VGSKTKE46 y 132GY133QDY136EPEA140). F) Gráfico del cálculo del grado de modificación (RMR %) en función del 
tiempo de reacción, expresados como diferenciales (Δ= ti-t0), de entrecruzamientos Tyr-Tyr, la hidroxilación de Y39 y la 
oxidación de Met (gráfico interno). G) Cuantificación a tiempo final de los entrecruzamientos Y39-YC-term e Y39-Y39 de 
muestras digeridas con Tripsina. Los resultados en B, F y G están expresados como media ± SEM. 
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Por otro lado, también analizamos la posibilidad de la generación de modificaciones distintas 

a las descriptas por efecto de los radicales generados en el sistema foto-inducible. A pesar de que 

se identificaron péptidos conteniendo la variante hidroxilada de Tyr, conocida como DOPA (+1O, 

+16 Da), la cuantificación libre de marca de la hidroxilación de Y39 mostró que es una modificación 

mínima, la cual representa menos del 0,5 % del total de modificación del péptido 

36GVLY39VGSKTKE46 (Fig. 5-2F). La doble hidroxilación de Tyr (TOPA, +2O, +32 Da) también fue 

identificada en la posición 39, pero la cuantificación mostro valores de ΔRMR con una variación nula 

a lo largo de la reacción. Como se especificó en el capítulo anterior, el empleo del sistema de 

ionización por electrospray puede disparar la oxidación de residuos de Met, con lo que es una 

modificación esperable, incluso en la muestra sin tratar. Así, la aparición de variantes oxidadas de 

Met (+1O, +16 Da) podrían ser también favorecidas por el sistema foto-inducible. Sin embargo, el 

seguimiento de esta modificación en función de tiempo de irradiación no mostró evidencia que el 

sistema empleado fomente la aparición de Met Sulfoxido para ninguno de los residuos de Met (1, 5, 

116 y 127) presentes en la secuencia de aSyn (gráfico interno en la Fig. 5-2F).   

 

5.2.3- Todos los residuos de Tyr son susceptibles a la nitración  

 
La adición de un grupo -NO2 al grupo fenólico de los residuos de Tyr llevan a la formación de 

3-NitroTyr, la cual se ha asociado ampliamente con el estrés oxidativo y es una modificación 

recurrente vinculada, a su vez, a procesos neurodegenerativos [256]. Por lo tanto, procuramos 

verificar la aplicabilidad del sistema Ru(bpy)3
+2/APS/NaNO2/luz para nitrar aSyn. De forma análoga a 

las reacciones de oxidación selectiva de aSyn, profundizamos el estudio de su nitración mediante 

MS. Para esto, a la solución de reacción (aSyn 40 μM en PBS con Ru(bpy)3
+2 y APS) se le 

suplementó con 10 mM final de NaNO2 y se la monitoreó el avance de la reacción mediante emisión 

de fluorescencia y el cálculo de señal de Tyr remanente (Tyr %), y tomando muestras a distintos 

tiempos a lo largo de 300 segundos de irradiación total, con una intensidad de 0,8 mW/cm2 (Fig. 5-3A 

y 5-3B). A diferencia de lo indicado en la sección 5.1.1 para reacciones de 150 μM aSyn y 10 mM 

NaNO2, más allá de que se verificó la pérdida progresiva de señal de Tyr, no se observó formación 

de DiTyr por emisión a 400 nm (λexc 275 nm).  Esto destaca la relevancia de mantener una relación 

de concentraciones [NaNO2]/[Tyr] alta para favorecer específicamente la formación de la especie 

NitroTyr sin alterar otras condiciones, como el pH. Asimismo, para obtener un consumo similar de la 

señal de Tyr a la observada en la reacción de entrecruzamiento, se debió irradiar la muestra por 

aproximadamente el doble de tiempo. Esto podría estar relacionado con que por cada 

entrecruzamiento se consumen dos residuos de Tyr, contra sólo uno en la formación de NitroTyr. A 

su vez, otra explicación posible, no excluyente, sería el paso adicional de generación de ●NO2 (Ec. 

4-6) a partir de la fotosensibilización del Ru(bpy)3
+2, que competiría con la formación de Tirosilo. 
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 La confirmación de la nitración de residuos de Tyr de aSyn se obtuvo mediante el análisis 

por MS luego de la digestión con Glu-C, empleando el software MaxQuant. La diferencia de masa de 

+45 Da que corresponde a la adición de un grupo Nitro junto con la pérdida de un átomo de H 

(+1N,+2O,-1H) se utilizó para la validación de los espectros de MS/MS asignados por el software. 

Así, como se observa en el espectro MS/MS de la Fig. 5-3C, la diferencia de +45 Da entre los 

fragmentos y8-y9 y b4 y b9 del péptido 36GVLY39VGSKTKE46 sin modificar y modificado, confirman 

la nitración en Y39. Siguiendo el mismo procedimiento, todos los residuos de Tyr de aSyn fueron 

identificados como nitrados. Estos resultados están en sintonía con lo anteriormente descripto en 

relación a la susceptibilidad de los residuos de aSyn a ser nitrados mediante otras estrategias 

[162,168]. 

De manera equivalente a lo realizado con la reacción de entrecruzamiento, se procedió a la 

cuantificación del grado de nitración a nivel de cada residuo de Tyr. Como primer paso se extrajeron 

los cromatogramas a partir de los espectros de MS (MS1) mediante Skyline, en donde se pudo 

comprobar un aumento progresivo del área bajo la curva directamente relacionado con el tiempo de 

excitación del fotosensibilizador para los péptidos nitrados 36GVLY39VGSKTKE46, 124AY125EMPSEE131 

y 132GY133QDY136EPEA140 (Fig. 5-3D). Por otro lado, la presencia de un grupo hidrofóbico como -NO2 

en la cadena lateral de los residuos de Tyr de péptidos modificados provoca un cambio en el tiempo 

de retención, al igual que fue observado para las proteínas modelo que se analizaron en el Capítulo 

4. Como se observa en el gráfico insertado en la Fig. 5-3D, la nitración de Y125 generó un corrimiento 

del tiempo de retención del péptido 124AY125EMPSEE131 de aproximadamente 8 minutos, en 

comparación con el péptido sin modificar. Similares resultados se obtuvieron para los otros dos 

péptidos nitrados. Para el caso del péptido 132GY133QDY136EPEA140, se encontró evidencia de la doble 

nitración (Y133 e Y136) lo que generó un mayor corrimiento del tiempo de retención (aproximadamente 

13 minutos). Posteriormente se calculó el grado de nitración de cada residuo de Tyr, expresado como 

diferencial (ΔRMR %) a lo largo de la reacción de nitración. Como se observa en la Fig. 5-3E, durante 

los 300 segundos de irradiación se confirmó el aumento del nivel de nitración para los 4 residuos de 

Tyr. Cabe destacar que a pesar de que la nitración de Y133 y Y136 forma péptidos isobáricos, sus 

cromatogramas pudieron resolverse (el tiempo de retención de los péptidos difiere en 

aproximadamente 1,5 min), con lo que fue posible calcular valores individuales de modificación para 

cada residuo. A nivel de péptido, el grado de nitración total fue relativamente homogéneo para los 3 

casos (36GVLY39VGSKTKE46, 124AY125EMPSEE131 y 132GY133QDY136EPEA140), variando entre un 20-

30 % aproximadamente. Por otro lado, a nivel de residuo, se observó que Y125 presentó valores de 

RMR% mayores que el resto de los residuos de Tyr. Se ha hipotetizado que la carga negativa de 

residuos vecinos a Y125, Y133 e Y136 podría favorecer la concentración del fotosensibilizador y 

eventualmente promover la modificación de estos residuos. A pesar de que esto podría explicar el 

grado de modificación de Y125, sorpresivamente los valores de RMR% de los residuos Y133 e Y136 
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luego de 300 segundos de irradiación no superaron el 12 %. Además, estos valores fueron menores 

al calculado para la nitración de Y39, el cual está localizado en una zona rica en cargas positivas 

debido a los residuos de Lys cercanos. Por lo tanto, las cargas vecinas podrían no ser el único factor 

decisivo para la nitración de residuos de Tyr y, dada la flexibilidad conformacional de aSyn, otros 

factores podrían estar modulando este fenómeno. 

 

 

 
Figura 5-3. Nitración aSyn catalizado por el sistema Ru(bpy)3

+2/APS/NaNO2/luz. Seguimiento de la reacción de 
nitración por emisión de fluorescencia (λexc 275 nm) (A) y cálculo del porcentaje de señal remante de Tyr (Tyr %) (B). C) 
Espectro MS/MS de la nitración de Y39 en el péptido 36GVLY39VGSKTKE46. En color se destacan los fragmentos y y b donde 
se observa una diferencia de masa de +45 Da, detallado en la tabla contigua. D) Cromatogramas extraídos para la nitración 
de Y125 (124AY125EMPSEE131) en función del tiempo de irradiación. El gráfico insertado detalla la diferencia en el tiempo de 
retención entre el péptido nitrado y sin modificar. E) Gráfico del cálculo del grado de modificación diferencial (ΔRMR%) en 
función del tiempo de reacción, para la nitración de los residuos de Tyr y la oxidación de Met (gráfico interno). Los resultados 
están expresados como media ± SEM. 
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También se investigó la oxidación de residuos de Tyr (+1O y +2O, +16 y +32 Da, 

respectivamente) y Met (+1O, +16 Da). En el caso de la formación de las variantes oxidadas de Tyr, 

DOPA y TOPA, las modificaciones no pudieron ser identificadas (DOPA) o el grado de modificación 

fue despreciable (TOPA) en comparación a la nitración de los mismos residuos. Por otro lado, a pesar 

de que la oxidación de residuos de Met fue identificada en los espectros MS/MS, para el caso de los 

residuos M1 y M5 no fue encontrada en todas las muestras, con lo que no fue posible su cuantificación. 

Para los casos de M16 y M127, el cálculo de diferencial de RMR% mostró alta variabilidad a lo largo 

de la reacción. Sin embargo, no se observó evidencia concreta de que el método foto-inducible 

empleado promueva la oxidación de estos residuos. 

 

5.3- Efecto de la conformación de aSyn sobre la modificación de los 

residuos de Tyr 

 

5.3.1- La presencia de aSyn altera el tamaño de las vesículas 

 

Para modelar la estructura de hélice por parte de aSyn, preparamos SUV de diferente 

composición y carga (ver Materiales y Métodos). Se obtuvieron vesículas de fosfatidilcolina (100 % 

EPC), fosfatidilserina (50 % PS) y cardiolipina (50 % CL). En los últimos dos tipos de SUV, el resto 

de la composición porcentual se completó con fosfolípidos de EPC. La comprobación del tamaño de 

las vesículas generadas por sonicado se llevó a cabo mediante el análisis de tamaño de partículas 

por dispersión dinámica de la luz (DLS). Para todas las preparaciones de vesículas se observó una 

distribución unimodal y los tamaños (expresados como Z-promedio) presentaron valores por debajo 

de los 100 nm, típico para SUV [257], con índices de polidispersión menores a 0,3, lo que indica una 

distribución homogénea de vesículas fosfolipídicas (Fig. 5-4A) [258]. 
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Figura 5-4. Caracterización de las SUV y efecto de la presencia de aSyn por DLS. A) Gráfico de la distribución de 
intensidad para cada una de las preparaciones de vesículas acompañado por la tabla que resume los valores obtenidos 
por el análisis de cumulantes: Z-promedio e índice de polidispersión (PDI). B) Cambios en la distribución de tamaños de 
vesículas de CL a relaciones crecientes de [aSyn]/[CL]. C) Análisis de los cambios en el tamaño de las SUV en presencia 
de aSyn a diferente relación [aSyn]/[SUV]. Los valores Z se normalizaron por el valor presentado por cada tipo de SUV en 
ausencia de proteína. En todos los casos, los resultados están expresados como media ± SEM. * indica diferencias 
estadísticas comparado con el valor Z-promedio normalizado de las vesículas en ausencia de aSyn, con P < 0,05.  

 

La capacidad de interacción de aSyn con vesículas de diferente composición lipídica, cabezas 

polares fosfolipídicas, tamaños y superficies ha sido ampliamente estudiada y es una de los aspectos 

mejor caracterizados para esta proteína (revisado por [55]). En este contexto, analizamos el efecto 

de la presencia de aSyn sobre el tamaño de las vesículas preparadas mediante DLS. Para esto se 

incubó proteína por 10 min a temperatura ambiente con las vesículas preparadas empleando dos 

relaciones molares [aSyn]/[SUV] diferentes. Así se observó que, para el caso de las vesículas de CL 

con una carga neta de −1 se evidenció un aumento de tamaño proporcional al incremento de la 

relación [aSyn]/[SUV] (Fig. 5-4B). La normalización de los valores Z-promedio para CL mostró un 

aumento de tamaño mayor a un 20% para la máxima relación [aSyn]/[SUV] evaluada, en 

comparación con las vesículas de CL en ausencia de aSyn. Un comportamiento similar se observó 

para el caso de la incubación de aSyn con vesículas de PS, aunque con aumentos relativos menores. 

Finalmente, incluso la incubación de aSyn con las vesículas de EPC mostró cambios significativos 

en el tamaño relativo de las vesículas (Fig. 5-4C). En este sentido, se ha observado que, a pesar de 

SUV Z – promedio (nm)  PDI 

EPC 77,7 ± 3,4 0,26 ± 0,02 

PS 54,3 ± 2,9 0,27 ± 0,07 

CL 51,2 ± 3,2 0,23 ± 0,02 
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presentar constantes de disociación mayores que las vesículas aniónicas, aSyn puede interaccionar 

con vesículas zwitteriónicas preparadas a partir de lípidos puros [259]. 

Existe amplia evidencia que indica que aSyn participa en la fusión de vesículas sinápticas con 

la membrana plasmática para permitir la liberación de neurotransmisores y/o su reciclado. Uno de 

los modelos establece que aSyn interacciona con las proteínas SNARE para permitir el correcto 

ensamblado de los complejos y promover así la fusión de las vesículas [260,261]. Por otro lado, 

también se ha hipotetizado que aSyn podría modificar su estructura secundaria, de una conformación 

de una única hélice extendida a una de dos hélices (broken helix), permitiendo la interacción entre 

las vesículas y la membrana plasmática de forma independiente al ensamblado de proteínas SNARE 

[262]. En línea con esto último, Fusco y col, empleando ensayos in vitro, observaron mediante 

microscopía de alta resolución, Cryo-EM y DLS un aumento progresivo del tamaño de las SUV 

(DOPE:DOPS:DOPC 5:3:2) en presencia de aSyn. Particularmente propusieron un modelo de doble 

anclaje en el cual aSyn interaccionaría vía el extremo N−terminal con una de las vesículas (aa 1-25), 

mientras que la región 65-97 se asociaría a la restante, adoptando ambos segmentos la estructura 

de hélice [263].  En este sentido, el aumento del tamaño de las vesículas en presencia de aSyn 

observado en nuestros ensayos podría sugerir que la proteína estaría actuando como puente, 

promoviendo la agregación y/o fusión de estas. Finalmente, se ha descripto que la proteína presenta 

una afinidad superior por SUV que por LUV (vesículas unilamelares grandes) y se une más 

fuertemente a vesículas que contienen fosfolípidos aniónicos [55,259]. Esto último está en línea con 

nuestros resultados, donde además se observó un efecto creciente en términos de tamaño de 

vesícula relativos en presencia de proteína a medida que aumentamos la carga neta negativa de las 

SUV empleadas (EPC < PS < CL).  

En conclusión, basándonos en la bibliografía y en los resultados obtenidos, existiría una 

interacción entre aSyn y las SUV, con un efecto más marcado en el caso de las vesículas aniónicas. 

 

5.3.2- La modificación de aSyn está limitada en presencia de SUV 

 

La reacción de entrecruzamiento se monitoreó mediante el cálculo de la relación de 

intensidades de fluorescencia DiTyr/Tyr para reacciones de 80 segundos de irradiación total a una 

intensidad de 1,1 mW/cm2. Como se observa en la Fig. 5-5A, nuestros resultados sugieren que la 

presencia de vesículas podría proveer un efecto protector, disminuyendo la susceptibilidad de aSyn 

a formar oligómeros por entrecruzamientos de Tyr, en comparación con la proteína libre en solución, 

incluso en presencia de vesículas zwitteriónicas. Por otro lado, se pudo constatar que la disminución 

de la relación DiTyr/Tyr observada en presencia de SUV, varía de manera proporcional con el 

aumento de la concentración de las vesículas. También se observaron diferencias significativas en 

el efecto de la carga neta entre las vesículas. Así, las vesículas aniónicas con PS y CL, con cargas 

netas promedio de -0,5 y -1, respectivamente, mostraron un mayor efecto protector que las SUV 
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zwitteriónicas de EPC. El mismo resultado se observó al comparar las SUV aniónicas entre sí, siendo 

las de CL las que mayormente restringieron la formación de entrecruzamientos. 

 

 

 
Figura 5-5. Modificación de aSyn en presencia de SUV. A) Análisis de la reacción de entrecruzamiento de Tyr, luego de 
80 segundos de irradiación, mediante emisión de fluorescencia, expresada como la relación DiTyr/Tyr. B) Estimación del 
grado de modificación a nivel de residuo (Y39), para cada uno de los entrecruzamientos identificados, luego de la digestión 
con Tripsina y Glu-C, para las reacciones en ausencia (aSyn) y en presencia de las diferentes SUV (EPC, PS y CL). C) 
Reacción de nitración de aSyn monitoreada por emisión de fluorescencia luego de 200 segundos de irradiación en ausencia 
o presencia de vesículas. Los resultados se expresan de forma relativa como porcentaje de señal de Tyr remanente (%Tyr). 
D) Estimación del grado de nitración para los 4 residuos de Tyr de aSyn. Los valores de %RMR tanto en (B) como en (D) 
fueron normalizados a la condición control, sin SUV (aSyn). En todos los casos, los resultados están expresados como 
media ± SEM. * indica diferencias estadísticas comparado con las reacciones de aSyn libre en solución (aSyn), con 
P < 0,05.  

 

Las diferencias entre la oxidación de aSyn libre en solución y en presencia de vesículas 

(2,4 mM) luego de 80 segundos de irradiación también se investigó mediante MS y se cuantificó 

mediante los métodos previamente descriptos. A pesar de que los péptidos entrecruzados 

anteriormente descriptos fueron identificados tanto en ausencia como en presencia de vesículas 

luego de la digestión con Glu-C (Y39-Y125 +952 Da, Y39-Y133/136 +1068 Da) y Tripsina (Y39-Y39 

+949.5 Da, Y39-Y125/133/136 +4284,7 Da), se observaron diferencias significativas en el cálculo del 

%RMR normalizado a la reacción de aSyn libre en solución (Fig  5-5B). De manera similar a lo 

observado mediante emisión de fluorescencia, la tendencia de aSyn a formar entrecruzamientos 

Tyr-Tyr está altamente restringida en presencia de vesículas aniónicas de PS y CL. A pesar de 

observarse resultados dispares entre los diferentes entrecruzamientos en la comparación entre la 

reacción de aSyn libre en solución y en presencia de vesículas de EPC, se evidenció por este método 

el efecto de la carga entre las vesículas zwitteriónicas y aniónicas para todos los entrecruzamientos 
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analizados. Anteriormente se reportó que aSyn interacciona con una mayor afinidad con vesículas 

ricas en fosfolípidos ácidos [56]. Además, Y39 se encuentra en la región central propuesta por Fusco 

y col. (V26-K97), cuya interacción con membranas depende de la composición de la misma [58]. En 

conjunto, nuestros resultados se ajustan al modelo propuesto de interacción con membrana, donde 

Y39 estaría inhabilitada para reaccionar con otros residuos de Tyr, particularmente en presencia de 

vesículas de PS y CL. 

La nitración de aSyn en presencia y ausencia de SUV se monitoreó mediante el cálculo del 

porcentaje de señal de fluorescencia remanente de Tyr (Fig. 5-5C). De manera similar a lo observado 

para los entrecruzamientos Tyr-Tyr, la presencia de vesículas aniónicas (PS y CL) parece disminuir 

la eficiencia de nitración, lo que se tradujo en un mayor % Tyr remanente en comparación a la 

reacción con vesículas zwitteriónicas y con aSyn libre en solución, luego de 200 segundos de 

irradiación. A pesar de que no se evidenció un efecto de la concentración mediante este método, 

nuevamente se puedo confirmar que la carga neta cumple un rol fundamental en la interacción de 

aSyn con las vesículas y, por lo tanto, modulando el grado de nitración de los residuos de Tyr. 

La estimación del grado de modificación a nivel de residuo se realizó sobre reacciones con 

SUV 2,4 mM digeridas con Glu-C, luego de 200 segundos de excitación del fotosensibilizador. 

Mediante el cálculo de %RMR, normalizado al valor obtenido para la reacción de aSyn libre en 

solución, se pudo confirmar el efecto observado mediante emisión de fluorescencia por parte de 

vesículas aniónicas. Para las 4 Tyr de aSyn, se observó una disminución significativa en el grado de 

nitración en presencia de vesículas de CL. Tanto en presencia de vesículas de EPC y PS no se 

observaron diferencias respecto al control para la nitración de Y125, Y133 e Y136. Sin embargo, es 

importante destacar que la modificación de Y39 se vio afectada por la presencia de vesículas de PS. 

Nuevamente, esto podría deberse a que Y39 está dentro de la región central (V26-K97) propuesta por 

Fusco y col. [58], lo que disminuiría la efectividad de nitración en presencia de vesícula aniónicas. A 

pesar de que se reconoce que en presencia de membranas el C-term de aSyn se mantiene 

desordenado, también se ha hipotetizado que esta parte de la secuencia podría interaccionar con el 

N-term, modulando su afinidad por vesículas [171]. De esta forma la disminución en la eficiencia de 

nitración de los residuos del C-term en presencia de vesículas de CL sugieren que esta porción de 

la secuencia de aSyn podría tener un rol activo en la interacción con membranas, dependiente de la 

carga de estas. Sin embargo, no podemos asegurar si esta interacción con los fosfolípidos es directa 

(a través de atracción electrostática) o indirecta (por interacción con el N-term). 

El efecto aparente de protección de la modificación de aSyn por las SUV podría tener también 

otras explicaciones. Una alternativa a la protección observada sería una dispersión de la luz de 

excitación del fotosensibilizador o de los fluoróforos de la proteína por las vesículas. Sin embargo, 

sabiendo que las SUV de distinta composición tienen tamaños comparables, no se podría explicar el 

porqué de las diferencias entre las distintas composiciones de fosfolípidos. Otra alternativa sería el 
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secuestro del fotosensibilizador por las vesículas fosfolipídicas, lo que disminuiría la concentración 

efectiva disponible para la proteína. Así se procedió a analizar la posible interacción 

fotosensibilizador-vesículas por métodos espectroscópicos. Los espectros de emisión de 

fluorescencia del Ru(bpy)3
+2 (λem 550-750 nm) en presencia de vesículas de EPC y PS no mostraron 

diferencias con los espectros obtenidos a partir de la excitación del fotosensibilizador en buffer PBS 

(λexc 450 nm) (Fig.5−6A). Asimismo, tampoco se observaron corrimientos en los espectros de 

absorbancia en la zona de la transición de transferencia de carga metal ligando (MLCT, 410-470 nm). 

Sin embargo, en el caso de las vesículas de CL, se evidenció un corrimiento del máximo de emisión 

hacia mayores longitudes de onda (de 614 a 626 nm), sin modificación de la banda de absorción 

MLCT (Fig.5−6A). Este efecto batocrómico fue previamente descripto por Mielsen y col. en presencia 

de micelas de SDS, quienes atribuyeron el corrimiento hacia el rojo a la interacción del 

fotosensibilizador con las cadenas hidrocarbonadas [264]. En este contexto, dada la posible 

interacción entre el fotosensibilizador y las vesículas, particularmente de CL, profundizamos el 

estudio mediante mediciones de anisotropía y el tiempo de vida del Ru(bpy)3
+2 en presencia y 

ausencia de SUV. El cálculo de la anisotropía no se vio modificado en ningún de los casos analizados 

(Fig.5−6B). Esto podría deberse al largo tiempo de vida de la sonda en solución (con valores que 

van desde los 160 a los 600 ns [265–267] que podría ser equivalente o superior al tiempo de rotación 

de las SUV. Dado esto, realizamos las mismas medidas en 20 % glicerol para ralentizar el 

movimiento de las vesículas y mejorar así la sensibilidad del ensayo para determinar cambios en la 

orientación del fotosensibilizador. Sin embargo, nuevamente no se determinaron diferencias 

significativas en los valores de anisotropía calculados (Fig.5−6B). Finalmente la tabla de la Fig. 5−6C 

resume los valores de tiempo de vida (τ, ns) para el fotosensibilizador en ausencia y presencia de 

las vesículas. Los datos registrados para el Ru(bpy)3
+2 en solución acuosa se ajustaron a una caída 

monoexponencial, mientras que para la presencia de las vesículas se empleó un modelo 

biexponencial (Fig. 5−6C). El valor de τ calculado a partir del ajuste para la sonda en solución fue de 

360 ns, similar a lo reportado en la bibliografía [265]. El ajuste biexponencial del perfil de caída de 

fluorescencia para las vesículas mostro que ~99 % de las especies exhiben tiempos de vida 

ligeramente mayores (EPC y CL) y menores (PS) a lo observado para la sonda en ausencia de SUV. 

Existen reportes del aumento en el tiempo de vida del Ru(bpy)3
+2 en presencia de micelas de SDS y 

LUV aniónicas, con incrementos de entre el 15 y el 40 % que se asocian a la interacción entre el 

fotosensibilizador y los lípidos, ya sea con sus cabezas polares o las cadenas hidrocarbonadas. Sin 

embargo, nuestros resultados mostraron cambios relativos menores al 5 % (dentro del rango de error 

de las determinaciones) e incluso no se observaron variaciones entre la presencia de vesículas 

zwitteriónicas (EPC) y aniónicas (CL).   

No podemos descartar completamente una interacción del Ru(bpy)3
+2 con las vesículas, 

particularmente de CL. Sin embargo, a pesar del corrimiento observado en los espectros de 
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fluorescencia, no se observaron cambios significativos tanto en la anisotropía como en el tiempo de 

vida media en presencia de las vesículas. Por lo tanto, las diferencias observadas en el grado de 

modificación de residuos de Tyr podrían atribuirse mayormente a una interacción diferencial de aSyn 

con el fotosensibilizador, ya sea porque los residuos blanco se encuentran ocultos en las 

confirmaciones helicoidales, o por una limitación a la interacción de los monómeros para que se 

formen los entrecruzamientos. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5−6. Análisis de la interacción del fotosensibilizador con las SUV. A) Espectros de emisión de fluorescencia y 
absorbancia (gráfico interno) (A) cálculo de la anisotropía (B) de 10 µM Ru(bpy)3

+2 (λexc 450 nm) en ausencia (s/SUV) y 
presencia de 2,4 mM SUV. En este último caso, se evaluaron mezclas en PBS y en PBS con 20 % Glicerol. En todos los 
casos, se emplearon al menos 2 réplicas para el análisis y los resultados están expresados como media ± SEM para el 
cálculo de anisotropía. C) Análisis de cambios en el tiempo de vida del fotosensibilizador en presencia de las vesículas. Se 
muestran los perfiles de caída de fluorescencia del fotosensibilizador en solución y en presencia de vesículas de CL. Prompt 
se refiere al perfil de respuesta del equipo, obtenido con una solución de vesículas 3,7 mM. La tabla adjunta detalla los 
valores de τ (ns) obtenidos luego del ajuste. Los valores entre paréntesis especifican la abundancia de las especies 
asociadas a los tiempos de vida calculados. Para estos ensayos se empleó 75 µM Ru(bpy)3

+2 y 3,4 mM SUV. 
 

 

5.3.3- La restricción de la Y39 en las fibrillas limita su modificación 
 

Cuando aSyn agrega formando fibrillas amiloideas, esta cambia radicalmente de estructura y 

adopta principalmente una conformación de hoja-β entrecruzadas entre monómeros, conocida como 

  Tiempo de vida (ns) 

s/SUV τ=360 (100%) 

EPC 
τ1 = 374  (99,0%) 

τ2 < 1  (1.0%) 

PS 
τ1 = 340  (98,7%) 
τ2 = 1,6  (1.3%) 

CL 
τ1 = 375  (99,4%) 
τ2 = 1,2  (0,6%) 
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cross-β, como se describió previamente. Para modelar esta conformación y analizar la 

susceptibilidad de los residuos de Tyr a ser modificados en este contexto, preparamos fibrillas de 

aSyn mediante incubación a 37 ºC con agitación por 1 semana y se verificó la formación de estas 

estructuras mediante el ensayo específico con Tioflavina T. Previo a su oxidación o nitración, las 

fibrillas fueron aisladas de los restos de monómero no agregado y oligómeros solubles. 

Como primer paso, las reacciones de entrecruzamiento para aSyn monomérica y fibrilar se 

estudiaron por emisión de fluorescencia, siguiendo la relación DiTyr/Tyr durante un tiempo total de 

irradiación de 80 segundos. Como se puede observar en la Fig. 5-6A, a pesar de que ambas 

reacciones durante los primeros 15 segundos siguen una cinética similar, la formación de Dityr en el 

caso de las fibrillas rápidamente se estanca y llega a una meseta que no se altera durante el tiempo 

de irradiación estudiado. Por el contrario, la reacción de aSyn monomérica alcanzó valores de 

DiTyr/Tyr aproximadamente 5 veces mayores que los obtenidos para la reacción con fibrillas. 

Posteriormente, se trataron las muestras con Cloruro de Guanidinio para desestabilizar las fibrillas 

amiloides, y se las sometió a digestión con Tripsina y Glu-C, seguido del análisis por MS. Luego de 

la asignación de espectros MS/MS por parte de pLink2 y su validación manual, se llegó a la 

identificación de péptidos entrecruzados en ambas muestras. Sin embargo, en el caso de las fibrillas 

de aSyn, los espectros validados fueron escasos y esporádicos, sólo encontrándose en muestras 

tratadas con Tripsina y exclusivamente para el entrecruzamiento Y39-YC-term (33TKEGVLY39VGSK43-

103NEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAY125EMPSEEGY133QDY136EPEA140, +4284,7 Da). En sintonía, la 

estimación del grado de modificación a nivel del residuo Y39 debido a este último entrecruzamiento 

mostró valores de %RMR muy pequeños en comparación a los obtenidos para la reacción con aSyn 

monomérica (Fig. 5-6B).  

Se repitió el estudio para la reacción de nitración para la cual se excitó el fotosensibilizador 

por 200 segundos. La modificación de la nitración de aSyn se monitoreó por emisión de fluorescencia 

y el cálculo relativo del % Tyr. No se observaron diferencias en la caída progresiva de señal de Tyr 

a lo largo de la reacciones con aSyn monomérica y fibrilar (Fig. 5-6C). A su vez, los 4 residuos de 

Tyr fueron identificados como nitrados en ambas muestras y el cálculo del grado de nitración 

normalizado para los residuos del C-terminal no mostró diferencias entre las variantes monomérica 

y fibrilar. Sin embargo, se observó una disminución estadísticamente significativa en la nitración de 

Y39 (Fig. 5-6D).  

En conclusión, nuestros resultados sugieren que no existe una restricción conformacional que 

limite la accesibilidad del fotosensibilizador cuando aSyn forma parte de fibrillas amiloideas y, por lo 

tanto, impida que los residuos del C terminal sean modificados. Sin embargo, dado que Y39 se 

encuentra próximo al núcleo que adopta la estructura cross-β en cada monómero constituyente de 

las fibrillas (E46-K96) [66], su susceptibilidad tanto a formar entrecruzamientos, como a ser nitrado se 

ve comprometida, particularmente en el primer caso. La estructura de las fibras impide la interacción 
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y formación de enlaces covalentes entre Y39 y otros residuos, particularmente los del C-terminal 

desordenado. Sin embargo, la reducción en la accesibilidad del fotosensibilizador y radicales ●NO2 

podría jugar un rol decisivo en la disminución de la eficiencia de nitración de Y39. 

 

 

 
Figura 5-6. Modificación de aSyn cuando adopta conformación fibrilar. Tanto la reacción de entrecruzamiento (A), 
como la de nitración (C) de aSyn monomérica y fibrilar, se monitorearon por emisión de fluorescencia y analizaron mediante 
el cálculo relativo de la relación DiTyr/Tyr y %Tyr, respectivamente. B y D) Estimación del grado de modificación a nivel de 
residuo, expresado como %RMR. Para el caso de la reacción de formación de entrecruzamientos, sólo Y39-Y125/133/136 pudo 
ser identificado y cuantificado en la muestra derivada de fibrillas de aSyn (B). Los valores de %RMR tanto en (B) como en 
(D) fueron normalizados a la condición control, aSyn monomérica. En todos los casos, los resultados están expresados 
como media ± SEM. * indica diferencias estadísticas comparado con las reacciones de aSyn libre en solución (aSyn), con 
P < 0.05. 

 

5.4- Conclusión  

 

El modelado de modificaciones oxidativas de aSyn se ha abordado mediante diversas 

estrategias que incluyen los sistemas Hemoglobina/H2O2, Cu+1/O2, y Cu+2/H2O2 [164,199,255] para 

los entrecruzamientos, y el uso de peroxinitrito y tetranitrometano para la nitración [170,173]. Como 

alternativa de modificación selectiva, anteriormente se empleó el sistema foto-inducible 
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Ru(bpy)3
+2/APS/luz para el estudio y caracterización de variantes entrecruzadas de aSyn [182]. En 

el presente estudio profundizamos la aplicación de este sistema para la caracterización de variantes 

entrecruzadas y lo extendimos a la producción y estudio de la nitración de residuos de Tyr mediante 

el agregado de NaNO2. De forma similar a lo expuesto en el capítulo anterior, se puede manipular la 

reacción y lograr la formación específica de NitroTyr mediante el control de la relación [NaNO2]/[Tyr]. 

Este sistema resulta ideal para el caso de aSyn ya que no posee residuos de Trp o Cys en su 

secuencia que puedan interferir y, aunque menores, dar reacciones secundarias no deseadas.  

Tanto la formación de los entrecruzamientos como la reacción de nitración se pueden 

monitorear mediante el empleo de métodos espectroscópicos, y posteriormente caracterizar a través 

del uso de MS. Finalmente, la cuantificación libre de marca basado en la extracción de los 

cromatogramas a partir de los espectros de MS provee una estrategia viable para evaluar el grado 

de modificación a nivel de residuo, para ambos sistemas de foto-oxidación. Así pudimos determinar 

que Y39 es determinante para la formación de entrecruzamientos, mientras que todos los residuos de 

Tyr son susceptibles a la nitración.  

Las estrategias empleadas para el estudio de la proteína libre en solución son particularmente 

útiles para evaluar el efecto de cambios conformacionales sobre la modificación de residuos de Tyr. 

Así quedó demostrado al aplicar estas estrategias cuando aSyn adopta diferentes conformaciones. 

La formación de entrecruzamientos está altamente restringida tanto en presencia de vesículas 

(particularmente aniónicas), como cuando aSyn forma agregados amiloideos, mayormente debido al 

bloqueo de Y39. Resultados similares se obtuvieron para la nitración de residuos de Tyr, donde se 

observó una disminución en la eficiencia de modificación principalmente en Y39, para ambas 

conformaciones de aSyn. En conclusión, de correlacionarse modificaciones particulares, como la 

nitración de Y39 o el entrecruzamiento Y39-Y133/136, con algún mecanismo de toxicidad específico, esto 

podría explicar la ganancia de función tóxica debido a las PTM originadas a partir de una 

conformación particular de aSyn bajo condiciones de estrés oxidativo. Así, la identificación de estas 

modificaciones en muestras complejas podría ser empleada en el desarrollo de herramientas 

innovadoras para el diagnóstico temprano de Sinucleopatías. Por otro lado, cabe resaltar que la 

variabilidad conformacional de aSyn es un factor a tener en cuenta, pudiendo esta modificar la 

proporción entre la modificación de diferentes residuos, con lo que el análisis del balance entre las 

PTM de aSyn podría resultar como un biomarcador per se de las Sinucleopatías, lo que aún requiere 

estudios complementarios y una validación clínica.



 

Capítulo 6 

Caracterización de las 
variantes de α-Sinucleína 
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6.1- Introducción 

 

Una mejor compresión de las modificaciones postraduccionales de aSyn en el contexto de 

las Sinucleopatías podría colaborar con el desarrollo de técnicas de diagnóstico temprano y/o 

tratamiento. Así, la caracterización de las variantes generadas podría sentar las bases para futuros 

avances en la lucha contra esta patología. Por lo tanto, una vez optimizados los sistemas de 

modificación foto-inducibles y aplicados en aSyn para el análisis del patrón de modificación cuando 

esta proteína adopta diferentes estructuras, nos propusimos caracterizar el efecto de las variantes 

generadas sobre la agregación amiloide, la interacción con membranas y la toxicidad en modelos de 

células eucariotas. 

 

6.2- Purificación de las variantes generadas por los métodos 

foto−inducibles 

 

Para profundizar en la caracterización, se generaron las especies modificadas de forma 

similar a lo anteriormente expuesto. Para la formación de oligómeros entrecruzados se realizaron 

reacciones de 150−200 μM aSyn, 40 μM Ru(bpy)3
+2 y 1,2 mM APS, mientras que para la reacción de 

nitración se adicionó también 20 mM NaNO2, con el fin de minimizar la generación de los primeros. 

Para ambas reacciones el punto final se definió al alcanzar un 55−60 % de consumo de la señal de 

emisión de Tyr inicial (Fig. 6-1A). Luego de su obtención, las variantes de aSyn fueron purificadas 

mediante cromatografía de exclusión molecular (SEC) empleando una columna de Sephadex G25 

PD-10 para eliminar los componentes de la mezcla de reacción (Ru(bpy)3
+2, APS y, de ser necesario, 

NaNO2). Se colectaron fracciones de 1 mL durante 9 min (flujo ~1 mL/min) y se analizaron las 

fracciones por Absorbancia UV−VIS. Tanto la proteína nitrada (N-aSyn, Fig. 6-1B) como los 

oligómeros entrecruzados (aSyn XL, Fig. 6-1C) eluyeron entre las fracciones 4 a 7. En el primer caso 

se observa la presencia de un pico ancho centrado en los 400 nm característico de la Tyr nitrada a 

pH 7,4, mientras que en el segundo se distingue un hombro alrededor de los 320 nm propio de la 

presencia de oligómeros entrecruzados. Finalmente, el Ru(bpy)3
+2 eluyó a partir de la fracción 8 junto 

con el APS y el NaNO2 excedente, donde se evidencia un pico a 450 nm. Las muestras fueron 

posteriormente concentradas con filtros Amicon con tamaño de poro de 3 kDa y, en simultáneo, se 

eliminaron posibles trazas remanentes de Ru(bpy)3
+2, APS y/o NaNO2. Además, las muestras fueron 

filtradas y esterilizadas bajo flujo laminar empleando filtros de jeringa de PES (0,22μm) y 

cuantificadas mediante el ensayo de BCA. Previo al empleo de las muestra en los ensayos de 

caracterización, se las analizó mediante SDS-PAGE (Fig. 6-1D). De esta forma, para el caso de la 

proteína sin modificar (aSyn wt) se verificó sólo la presencia de monómero. Si bien aSyn tiene un 
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peso molecular aproximado de 14,4 kDa, su migración “anormal” en un gel SDS-PAGE se debe a la 

alta presencia de residuos cargados negativamente en su secuencia, lo que evita que interaccione 

con SDS como la mayoría de las proteínas, generando complejos aSyn/SDS con diferentes 

densidades de carga que se retienen en el gel por más tiempo [268]. En el caso de la muestra sujeta 

a la reacción de entrecruzamiento, se observó la desaparición completa de la banda correspondiente 

a monómero y la formación de múltiples especies de pesos moleculares mayores a 40 kDa (trímeros 

u oligómeros de mayor orden); mientras que en el caso de la muestra nitrada, a pesar de que 

predomina la banda de monómero, en las condiciones de reacción aún se pudo observar que se 

generan dímeros y, en menor medida, algunas variantes oligoméricas. Sin embargo, basándonos en 

los resultados obtenidos en los espectros de fluorescencia y absorbancia para la reacción de 

nitración, se deduce que existe una prevalencia de la modificación NitroTyr por sobre DiTyr en esta 

muestra. 

 

 

 
Figura 6-1. Purificación de aSyn y sus variantes oxidadas para ensayos de caracterización. Se generaron las 
variantes mediante las reacciones foto-inducibles y se las monitoreó mediante emisión de fluorescencia (λexc=275 nm) hasta 
un consumo de señal de Tyr de ~55-60 % (A). Se grafican los espectros iniciales (0) y finales (f) para las reacciones de 
nitración (N-aSyn) y entrecruzamiento (aSyn XL). La eliminación de Ru(bpy)3

+2, APS y NaNO2 para las muestras de N-aSyn 
(B) y aSyn XL (C) se logró mediante SEC; y las fracciones colectadas para cada preparación se analizaron mediante 
absorbancia UV-Vis. Para cada una de las preparaciones se muestra el espectro previo a la cromatografía (Previo SEC), 
las fracciones colectadas en cada caso y el espectro de referencia de aSyn sin modificar (aSyn wt). D) Análisis por SDS-
PAGE de las reacciones de modificación de aSyn. PM indica el patrón de peso molecular. 
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6.3- Efecto de las variantes de aSyn sobre la agregación  

 

Las variantes oxidadas y nitradas de aSyn no agregan e interfieren con la agregación 

amiloidea de la proteína sin modificar 

 

Una de las características mejor descriptas de aSyn es su habilidad de formar grandes 

agregados con características amiloides, los cuales han sido directamente relacionados con las 

Sinucleopatías. En este sentido, el efecto de la introducción de PTM en aSyn sobre el proceso de 

agregación es uno de los fenómenos más estudiados (ver Introducción 1.6.3). Habiéndose obtenido, 

purificado y cuantificado las variantes nitradas (N-aSyn) y entrecruzadas (aSyn XL) analizamos la 

tendencia a agregar de las mismas. Para esto, monitoreamos la formación de agregados de la 

proteína sin modificar (aSyn wt), las variantes generadas (100 μM en PBS), y combinaciones de aSyn 

sin modificar y modificada (100 μM aSyn wt + 20 μM aSyn modificada) a lo largo de 150 hs de 

incubación con agitación y a 37 ºC empleando la sonda Tioflavina T (TioT, 20 μM), cuyo aumento en 

la emisión de fluorescencia a 482 nm se correlaciona con la formación de agregados amiloides [187]. 

Las cinéticas de agregación para las diferentes muestras analizadas se ajustaron a un modelo de 

nucleación-propagación tal como se especifica en Materiales y Métodos. A diferencia de la proteína 

sin modificar, las muestras de variantes oxidadas de aSyn (100 μM N-aSyn y 100 μM aSyn XL) no 

mostraron capacidad de agregar dado que no se observaron cambios en la señal de TioT a lo largo 

del tiempo analizado (ΔY=Yf - Y0 ~ 0 para ambos casos) (Fig. 6-2A). Por otro lado, la adición de 

20 μM N-aSyn o aSyn XL a 100 μM aSyn wt provocó una reducción sustancial en ΔY en comparación 

con la muestra de 100 μM aSyn. A su vez, no se observaron cambios significativos tanto en la 

constante de crecimiento aparente (Kap) como en el tiempo para alcanzar el punto medio de la fase 

de crecimiento (T1/2) (Fig. 6-2B), los cuales constituyen parámetros que se asocian generalmente a 

la disponibilidad de monómero sin modificar libre al inicio de la reacción. Estos resultados sugieren 

que las variantes de aSyn poseen un efecto inhibitorio sobre la agregación de aSyn wt, efecto 

anteriormente descripto tanto para las variantes entrecruzadas [182] como para la nitrada [168,170], 

posiblemente debido a la estabilización de especies intermediarias que interrumpen el proceso de 

agregación y evitan la formación de variantes que presentan la estructura cross−β. Las especies 

modificadas de aSyn también podrían actuar como terminadores de cadena en la propagación de las 

fibrillas amiloides. Estos resultados resaltan la función de las fibrillas amiloides maduras como un 

mecanismo de protección de las células contra especies oligoméricas tóxicas de aSyn, pudiendo las 

variantes oxidadas y nitradas potenciar esta actividad tóxica. 
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Muestra ΔY/106 Kap × 102 (hs-1) T1/2 (hs) 

aSyn wt 100 μM 22,6 ± 3,5 9,6 ± 0,4 37,7 ± 1,3 

aSyn wt 100 μM + N-aSyn 20 μM 11,5 ± 0,7 * 9,3 ± 0,8 37,0 ± 2,3 

aSyn wt 100 μM + aSyn XL 20 μM 14,2 ± 1,5 * 11,9 ± 2,2 36,4 ± 1,1 

N-aSyn 100 μM 0,3 ± 0,2 * - - 

aSyn XL 100 μM 0,4 ± 0,1 * - - 

ΔY indica la diferencia de intensidad de señal de emisión fluorescencia entre el tiempo final e inicial. 
Kap y T1/2, indican la constante de velocidad de crecimiento aparente y el tiempo requerido para 
alcanzar el punto medio de la fase de crecimiento rápido, respectivamente.  

 
Figura 6-2. Cinética de agregación de aSyn wt y variantes oxidadas. A) Monitoreo de la cinética de agregación en 
función del tiempo de incubación mediante la medida de emisión de fluorescencia de la sonda TioT para las proteínas sin 
modificar (aSyn wt, 100 μM), nitrada (N-aSyn, 100 μM) y entrecruzada (aSyn XLm 100 μM) y las combinaciones de estas 
especies en una proporción 5:1 (aSyn wt100 μM + N-aSyn/aSyn XL 20 μM). Los datos obtenidos se emplearon para ajustar 
un modelo de nucleación-propagación (línea sólida), a partir de la cual se obtuvieron los parámetros cinéticos especificados 
en la tabla del panel B, excepto para las muestras de N-aSyn y aSyn XL 100 μM que no evidenciaron un cambio significativo 
en la señal de TioT (donde solo se muestran los valores de ΔY) . Para cada tiempo, los resultados se expresan como la 
media ± SEM. Los resultados de la tabla muestran el promedio ± SEM de 3 experimentos independientes. * indica 
diferencias estadística comparado con el valor exhibido por aSyn wt, con un P < 0,05.  

 

6.4- Efecto de las variantes de aSyn sobre las SUV 

 

Las modificaciones oxidativas de aSyn alteran su interacción con vesículas SUV 

 

Tal como se especificó anteriormente, una de las características mejor descriptas de aSyn es 

su habilidad de unirse a membranas fosfolipídicas, adoptando principalmente una estructura de 

hélice. En este contexto, y basándonos en los resultados obtenidos en el capítulo anterior (ver 

sección 5.2), analizamos el efecto de incubaciones cortas de las variantes generadas con las 

vesículas de CL por DLS y las comparamos con el efecto generado por la proteína sin modificar. Así, 
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se observó en los gráficos de distribución de intensidad que tanto aSyn wt como sus variantes 

generaron aumentos del tamaño aparente de las vesículas (Fig. 6-3A), lo que sugiere una interacción 

proteína-lípido. El análisis de los valores Z-normalizados mostró diferencias significativas en los 

tamaños de las vesículas entre las muestras incubadas con aSyn wt y sus variantes oxidadas y 

nitradas empleando diferentes relaciones [aSyn]/[CL] (Fig. 6-3B). En particular, en el caso de N-aSyn 

se determinó una pequeña disminución en el tamaño de las vesículas de CL en comparación con la 

incubación con aSyn wt. Se ha sugerido que la nitración en la posición 39 altera la habilidad de aSyn 

de interaccionar con membranas, ya sea por cambios en la estructura secundaria y/o por alteración 

del pKa del anillo fenólico de Tyr [168,169,171]. Nuestros resultados apoyan esta observación, 

sugiriendo una alteración en la interacción por parte de la variante nitrada de aSyn con las vesículas 

aniónicas de CL producto del aumento de las cargas negativas de la proteína, particularmente en el 

dominio N-terminal a través de la nitración de la Y39. Por otro lado, la incubación de las variantes 

entrecruzadas con las vesículas produjo aumentos considerables en el tamaño en comparación con 

aSyn wt. En línea con esto, anteriormente se ha descripto que la formación de uniones covalentes 

Tyr-Tyr mediante el sistema Citocromo C/H2O2 retiene la capacidad de estas especies de 

interaccionar con SUV y de adoptar estructura de hélice en presencia de micelas de SDS [269].  

Nuestros resultados aportan evidencia de la existencia de la interacción de las variantes 

oxidadas de aSyn con vesículas aniónicas. Sin embargo, para completar la caracterización se deberá 

profundizar en el análisis estructural de estas proteínas (principalmente por CD). Además, sería 

interesante analizar también si estas variantes alteran la estabilidad de las vesículas, tal como se 

observó para oligómeros generados a partir de la agregación de aSyn en presencia de ácido 

docosahexaenóico [270]. 

 

 

 

Figura 6-3. Efecto de la incubación de aSyn wt y las variantes oxidadas sobre el tamaño de las vesículas de CL. A) 
Cambios en la distribución de tamaños de vesículas de CL para una relación [aSyn]/[CL] de 4 x 10-1. B) Análisis de los 
cambios en el tamaño de las vesículas de CL en presencia de aSyn y sus variantes a diferente relación [aSyn]/[SUV]. Los 
valores Z se normalizaron por el valor presentado por la incubación de aSyn wt con CL. En todos los casos, los resultados 
están expresados como media ± SEM. * indica diferencias estadísticas comparado con el valor Z-promedio normalizado de 
las vesículas en presencia de aSyn wt, con P < 0,05.  
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6.5- Análisis de la citotoxicidad de las variantes oxidadas de aSyn 

 

Numerosas PTM se han relacionado con una ganancia de función tóxica por parte de aSyn, 

como por ejemplo la fosforilación de Ser129. Dada la influencia del estrés oxidativo en las patologías 

neurodegenerativas, la formación de variantes oxidadas también se ha vinculado al desarrollo de las 

Sinucleopatías, no sólo afectando a las neuronas dopaminérgicas sino también a células de la glía. 

Particularmente, Reynolds y col. demostraron que variantes nitradas de aSyn son capaces de activar 

células microgliales, las cuales adoptan un fenotipo particular con secreción de factores pro-

inflamatorios y aumento de la producción de especies reactivas [176]. En este contexto, para iniciar 

la caracterización biológica de las variantes oxidadas generadas por los métodos foto-inducibles, 

analizamos si estas poseen un efecto citotóxico en un modelo de células microgliales, empleando la 

línea BV−2 como modelo, al igual que en células neuronales, para lo cual recurrimos a la línea 

SH−SY5Y por sus características dopaminérgicas. 

 

6.5.1- Tanto aSyn wt como sus variantes no muestran un efecto tóxico sobre células 

BV-2 

 
Como primer paso, optimizamos la medida de viabilidad utilizando el reactivo WST−8, el cual 

es una sal soluble de tetrazolio, cuya reducción en presencia de células metabólicamente activas y 

un transportador de electrones (1-Metoxi PMS) genera una sal de formazan de color amarillo-naranja 

que puede ser cuantificada, sin la necesidad del agregado de DMSO, mediante la medida de 

absorción a 450 nm, mientras el cultivo aún es viable [271]. Así, se preparó una solución siguiendo 

las concentraciones recomendadas en la literatura (WST−8 5,0 mM, 1-Metoxi PMS 0,2 mM, NaCl 

150 mM [197]) y se analizaron diferentes diluciones y densidades de sembrado inicial en microplaca 

de 96 pocillos (Fig. 6-4A-B). La dilución típica de la solución de reactivo empleada en la literatura es 

1/10 [197], sin embargo las diluciones 1/20 y 1/50 también demostraron ser apropiadas para la 

medición de viabilidad luego de 24 hs de incubación del cultivo. Por otro lado, BV−2 es una línea de 

rápido crecimiento y proliferación en medio DMEM-F12 suplementado con SFB. Así, luego de 24 hs 

de incubación y, teniendo en cuenta que el análisis de las variantes de aSyn involucra tratamientos 

de 24 a 48 hs, el revelado con una dilución 1/20 de WST−8 mostró que las densidades de sembrado 

iniciales de entre 5000 y 10000 células eran las más apropiadas para nuestros ensayos. Asimismo, 

se determinó que la incubación y análisis durante un lapso de 2 a 3 hs con el reactivo WST−8 era lo 

más conveniente. A continuación, se evaluó el efecto de la reducción de SFB. Así, se verificó que la 

disminución del SFB a 1 % final no afectó la proliferación de las células BV−2 (Fig. 6-4C). Finalmente, 

analizamos la reducción de la viabilidad empleando concentraciones crecientes de LPS y H2O2, con 

la idea de emplearlos como controles positivos en los ensayos con aSyn y sus variantes oxidadas. 
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Así, comprobamos que tanto LPS como H2O2 son agentes citotóxicos y el efecto es dependiente de 

la concentración (Fig. 6-4D). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6-4. Optimización del ensayo de viabilidad con células BV−2 y medida de citotoxicidad de aSyn y variantes. 
A) Medida de absorbancia a 450 nm, expresada como diferencial (Δ=Abst – Abs0), de cultivo de células BV−2 (densidad 
de siembra inicial de 10000 células por pocillo en microplaca de 96 wells) luego de la incubación con diferentes diluciones 
del reactivo WST−8. B) Medida de absorbancia diferencial a 450 nm de cultivos de células BV−2 con diferente densidad 
de siembra, luego de la incubación con dilución 1/20 del reactivo WST−8. C-D) Análisis del efecto de la reducción del 
porcentaje de SFB y concentraciones crecientes de LPS y H2O2 sobre la viabilidad de células BV−2 (48 hs de tratamiento). 
E) Ensayo de viabilidad de BV−2 en presencia de proteína sin modificar (aSyn wt), nitrada (N-aSyn) y entrecruzada (aSyn 
XL), luego de 48 hs de tratamiento. Tanto en E) como en D) los resultados se expresan de forma relativa a la absorbancia 
del control (células sin tratar). En todos los casos, los resultados se expresan como la media ± SEM (N = 5). * indica 
diferencias estadísticas comparado con el control (células sin tratar), con P < 0.05. 

 

Luego de establecer las condiciones del ensayo y los controles positivos a utilizar, analizamos 

el efecto de aSyn wt y sus variantes oxidadas obtenidas a partir de los métodos foto-inducibles como 

potenciales agentes citotóxicos. De esta forma, se sembraron 4500 células en medio DMEM-F12 

1 % SFB y se las trató con diferentes concentraciones de las proteínas (junto con una concentración 

fija de los controles positivos) por 48 hs. Finalmente, se incubó 2 hs con una solución 1/20 de WST−8 

y se midió la absorbancia a 450 nm. Como se observa en la Fig. 6-4E, nuestros resultados no 

mostraron alteraciones en la viabilidad en las células tratadas tanto con aSyn wt como con sus 

variantes con respecto al control (células sin tratar), en el rango de concentraciones de proteínas 
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empleadas. Esto, en principio, no significa que aSyn y sus especies oxidadas no tengan efecto alguno 

sobre el modelo de células microgliales. En este contexto, existe evidencia de que aSyn wt y un 

amplio número de variantes (desde monómeros modificados hasta fibrillas) promueven la activación 

de un fenotipo pro-inflamatorio de la microglía [272], con lo que, con el fin de ampliar la 

caracterización de las especies oxidadas generadas, son necesarios ensayos complementarios, 

como el análisis de la producción de citoquinas pro-inflamatorias (como TNFα, IL-6 e IL-10) y de 

especies reactivas, entre otros ensayos. 

 

6.5.2- N-aSyn posee un efecto tóxico similar a aSyn wt en células SH-SY5Y 

diferenciadas, no así aSyn-XL 

 
De forma complementaria, también se realizó el mismo análisis empleando la línea SH−SY5Y 

sin diferenciar y concentraciones de 1,5 y 20 μM de proteína. El análisis con WST−8 no mostró que 

las proteínas, tanto la forma nativa (aSyn wt) como las variantes oxidadas, redujera la viabilidad de 

las células SH−SY5Y, como sí lo hace el tratamiento con 200 µM H2O2 (Fig. 6-5A). Por el contrario, 

existe un aparente aumento de la viabilidad a bajas concentraciones de proteínas, similar a lo 

observado por Borsarelli y col. con células diferenciadas [182]. Sin embargo, para todas las proteínas 

evaluadas se observa, al igual que para el H2O2, una reducción en el valor de viabilidad entre las 

menores y mayores concentraciones evaluadas (1 y 20 µM, respectivamente). Anteriormente se 

empleó el reactivo WST-1 (una sal de tetrazolio de la familia de WST-8) para analizar la viabilidad de 

células SH-SY5Y en presencia de variantes entrecruzadas de aSyn [182]. Así, con el fin de evaluar 

posibles discrepancias entre el uso de WST-8 y WST-1, empleamos este último reactivo de manera 

equivalente a lo hecho con WST-8. Llamativamente, se observó una disminución significativa de la 

viabilidad para el tratamiento con N−aSyn 20 µM incluso con relación al control sin agregado de 

proteínas, no así para el resto de las variantes (Fig. 6-5B). Sin embargo, al igual que lo obtenido con 

el WST−8, no se observaron diferencias entre las proteínas a igual concentración y se repitió el efecto 

de la concentración sobre la disminución de la viabilidad. 
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Figura 6-5. Ensayo de citotoxicidad de aSyn nativa y variantes sobre la línea SH-SY5Y. Ensayo de viabilidad en 
presencia de proteína sin modificar (aSyn wt), nitrada (N-aSyn) y entrecruzada (aSyn XL), luego de 48 hs de tratamiento, 
empleando H2O2 como control positivo, a partir de la medida de absorbancia de las sales de formazán generadas por la 
reducción de WST−8 (A) y WST−1 (B). Los resultados se expresan de forma relativa a la absorbancia del control (células 
sin tratar). En todos los casos, los resultados se expresan como la media ± SEM (N = 5). * indica diferencias estadísticas 
comparado con el control (células sin tratar); mientras que # indica diferencias significativas entre las menores y mayores 
concentraciones evaluadas para cada tratamiento; P < 0.05. 

 

Nuestros ensayos presentaron resultados dispersos, pero mostraron ciertas consistencias, 

tal como el efecto de la concentración, que podría sugerir que las proteínas analizadas podrían 

poseer un efecto perjudicial sobre el metabolismo celular. Si bien no se han reportado estudios en 

los que se haya medido la viabilidad relativa de cultivos microgliales incubados con aSyn o sus 

variantes, sí se ha visto una disminución en la viabilidad relativa de células SH-SY5Y, previamente 

diferenciadas a un fenotipo dopaminérgico, tratadas con aSyn entrecruzada [182]. Se ha descripto 

que las células SH-SY5Y diferenciadas son más susceptibles al tratamiento con 6-hidroxidopamina, 

presentando una respuesta menos robusta que su contraparte no diferenciada a alteraciones en la 

homeostasis energética y al aumento del estrés oxidativo [273]. De esta forma, procedimos a repetir 

estos ensayos empleando células SH−SY5Y diferenciadas a un fenotipo dopaminérgico. Para esto, 

cultivamos las células durante 9 días en medio DMEM-F12 2 % SFB suplementado con ácido trans 

retinoico (RA) 15 µM, con renovación de medio cada 48 hs, en placas de 96 pocillos. Tal como se ve 

en la Figura 6-6A (panel 1), al momento de inicio del proceso de diferenciación, las células 

presentaban morfología principalmente poliédrica, similar a los neuroblastos, con cuerpos no 

polarizados con pocos o nulos procesos y formando agrupamientos. Al alcanzar el noveno día de 

tratamiento con RA, las células mostraron formas ahusadas, algunas con estructura piramidal, y con 

múltiples y largos procesos (Figura 6-6A, paneles 2 y 3). 

Una vez diferenciadas, las células fueron tratadas con aSyn y sus variantes de forma análoga 

a lo hecho con las células sin diferenciar. Dado que no se observaron grandes diferencias entre las 

incubaciones con WST-8 y WST-1, empleamos sólo el primer reactivo para las medidas de viabilidad. 

Tanto la proteína sin modificar como su contraparte nitrada exhibieron un comportamiento tóxico 

dependiente de la concentración sobre las células diferenciadas en comparación con las células sin 

tratar (Fig. 6-6B). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre ambas especies al 

normalizar los datos obtenidos por los valores de absorbancia a 450 nm de las células tratadas con 
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aSyn (Fig. 6-6C). Por otro lado, las variantes entrecruzadas no mostraron ser tóxicas para las células 

diferenciadas. En relación a esto último, existen reportes de que especies de aSyn unidas 

covalentemente por puentes Tyr-Tyr generados por el sistema Citocromo C/H2O2 no son tóxicas en 

células PC12 [269]. Sin embargo, lo contrario se demostró para variantes generadas a partir de la 

excitación de Ru(bpy)3
+2 sobre células SH−SY5Y diferenciadas [182]. En este contexto, se deberá 

profundizar en la caracterización para confirmar o refutar los datos aquí observados. 

 

 
  
Figura 6-6. Diferenciación de SH-SY5Y y ensayo de evaluación de la toxicidad de aSyn y sus variantes oxidadas. 
A) Seguimiento del proceso de diferenciación desde el inicio del tratamiento con RA 15 µM (panel 1) hasta la finalización 
del mismo al cabo de 9 días (paneles 2 y 3). Medida de viabilidad en presencia de proteína sin modificar (aSyn wt), nitrada 
(N-aSyn) y entrecruzada (aSyn XL) luego de 48 hs de tratamiento. Los resultados se expresan de forma relativa a la 
absorbancia del control (células sin tratar) (B) y a la absorbancia de las muestras tratadas con aSyn wt a cada concentración 
(C). En todos los casos, los resultados se expresan como la media ± SEM (N = 5). * indica diferencias estadísticas 
comparado con las células tratadas con aSyn wt con, P < 0.05. 

 

6.6- Conclusión  

 

A pesar de que existen estudios donde se verifica la toxicidad de fibrillas maduras de aSyn 

(ver Introducción 1.6.2), aún se desconoce si la formación de los LB es (o no) un intento de la célula 

de eliminar posibles intermediarios tóxicos. Teniendo en cuenta esto, las múltiples PTM que puede 

sufrir aSyn podrían ser total o parcialmente responsables de la ganancia de actividad tóxica. Así, en 

el presente capítulo iniciamos la caracterización de las especies generadas para mejorar el 

entendimiento del rol que estas especies podrían tener sobre la EP y el posible uso que podría 

dárseles en la clínica. 

Basados en el análisis de las cinéticas de agregación, las formas oxidadas de aSyn inhiben 

la formación de especies ricas en la estructura cross-β, estabilizando intermediarios que podrían ser 
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potencialmente tóxicos, lo que apoyaría la teoría de que el proceso de agregación es un mecanismo 

de detoxificación. Por otro lado, se observó que las variantes generadas por los métodos 

foto−inducibles ejercen efectos diferentes sobre el tamaño de vesículas aniónicas, sugiriendo 

diferencias en la interacción proteína-lípido entre las distintas variantes. Para completar la 

caracterización de las variantes oxidadas de aSyn aún es necesario un análisis pormenorizado a 

nivel estructural para confirmar y complementar los resultados aquí mostrados. 

Con el fin de modelar los efectos citotóxicos que las especies oxidadas podrían tener sobre 

células en cultivo, se emplearon dos líneas, BV−2 y SH−SY5Y como modelos de células microgliales 

y neuronales, respectivamente. Los ensayos de viabilidad celular empleando la línea BV−2 mostraron 

que los tratamientos con aSyn wt y sus variantes oxidadas no presentaron ningún efecto citotóxico 

significativo a nivel metabólico. Esto no significa necesariamente que aSyn y sus especies oxidadas 

no tengan efecto alguno sobre el modelo de células microgliales. De hecho, existe evidencia de que 

aSyn wt y un amplio número de variantes (desde monómeros modificados hasta fibrillas) promueven 

la activación de un fenotipo pro-inflamatorio de la microglía [176,272], por lo que es necesario ampliar 

el número de parámetros a evaluar con ensayos complementarios (generación de ROS/NOS, 

integridad de membrana plasmática, aptitud mitocondrial, activación de autofagocitosis, etc.) para 

caracterizar el efecto de las especies oxidadas generadas sobre células microgliales. En particular, 

resulta de interés analizar la producción de citoquinas pro-inflamatorios (como TNFα, IL-6 e IL-10) 

que se asocian a la promoción de una condición neuroinflamatoria que se cree podría solventar y 

propagar la patología de base gracias a las especies toxicas liberadas por las neuronas afectadas 

en primer término.  

Por otra parte, en relación al modelo de neuronas empleado, dado que no observamos 

resultados concluyentes en el tratamiento con las proteínas empleando células sin diferenciar, se 

procedió a diferenciarlas a un fenotipo dopaminérgico mediante la suplementación con ácido 

retinoico y la disminución de la concentración de suero [182]. Tanto aSyn wt como la especie nitrada 

mostraron un efecto tóxico sobre las células, no así las variantes entrecruzadas. Resulta evidente 

que para lograr una caracterización integral se debe profundizar en el estudio de los mecanismos de 

tóxicidad que estas PTM pueden inducir, además de evaluar también otros parámteros en SH−SY5Y 

diferenciadas o sin diferenciar, al igual que en las células BV−2.  

Conocer los mecanismos que desencadenan la muerte de las células dopaminérgicas y/o la 

neuroinflamación por parte de la microglía son pasos fundamentales para el futuro desarrollo de 

herramientas de tratamiento.



 

 

Capítulo 7 

Conclusiones  
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7.1- Conclusiones generales 

 

El estrés oxidativo es uno de los factores más importantes en relación al desarrollo de 

numerosas patologías. Es así que el modelado de las PTM oxidativas de proteínas es una 

herramienta decisiva para el diseño de métodos innovadores de diagnóstico, monitoreo y tratamiento 

de grupo amplio de enfermedades. En este contexto, el uso de métodos fotoquímicos basados en 

fotosensibilizadores constituye una herramienta viable, práctica y alternativa a los métodos clásicos 

para la modificación sistemática y eficiente de residuos aminoacídicos. Previamente, se había 

demostrado la factibilidad del sistema foto-inducible a base de Ru(bpy)3
+2 para generar variantes 

entrecruzadas de proteínas [200]. Sin embargo, hasta el día de hoy no se había explorado la 

posibilidad de modificarlo para promover la introducción de otras PTM, y en particular del grupo -NO2 

en la cadena lateral de aminoácidos aromáticos. Es así que caracterizamos y optimizamos ambos 

sistemas de oxidación (Ru(bpy)3
+2/APS/luz y Ru(bpy)3

+2/APS/NaNO2/luz) empleando aminoácidos 

libres. De esta forma, nuestro estudio provee evidencia de que ambos sistemas son una estrategia 

rápida, eficiente y fácilmente ajustable a las necesidades de los sistemas de estudio para la 

modificación proteínas. En particular, la manipulación del pH y la concentración de NaNO2 permiten 

maximizar la generación de la especie NitroTyr por sobre la variante entrecruzada (DiTyr).  

La combinación del método de nitración con el monitoreo por métodos espectroscópicos y el 

posterior análisis y cuantificación por MS brinda una herramienta valiosa para evaluar la 

susceptibilidad de los residuos en proteínas a ser modificados, así como también dilucidar aspectos 

estructurales y funcionales. Tal es así que en el presente trabajo se demostró, con diferentes 

proteínas modelo, que el grado de modificación de cada residuo depende de varios factores como la 

topología estructural, la flexibilidad y la carga de residuos cercanos a los residuos blanco, así como 

también de la accesibilidad del fotosensibilizador y los radicales generados. 

 

 

 
Figura 7-1. Sistemas de modificación foto-inducible basado en el uso de Ru(bpy)3

+2 aplicados en aSyn. Diagrama 
de las reacciones de la modificación de residuos de Tyr de aSyn basadas en los sistemas foto-inducibles Ru(bpy)3

+2/APS/luz 
y Ru(bpy)3

+2/APS/NaNO2/luz, para generar las variantes entrecruzadas y nitradas, respectivamente. 
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La proteína aSyn constituye un modelo ideal para la aplicación de los métodos foto-inducibles 

in vitro debido a que es fácilmente purificable, estable en un amplio rango de temperatura y pH, y a 

que en su secuencia posee sólo 4 residuos de Tyr y ninguno de Trp o Cys. Dado que es una proteína 

intrínsecamente desordenada, en solución es susceptible a la modificación específica por los 

métodos descriptos en este trabajo (Fig. 7-1). Así, es posible controlar fácilmente la generación de 

los entrecruzamientos y la nitración mediante el empleo de métodos espectroscópicos, y 

posteriormente caracterizar estas modificaciones a través un análisis cualitativo y cuantitativo de MS. 

De esta forma, se logró estudiar en profundidad las modificaciones generadas y, finalmente, 

determinar que Y39 es decisiva para la formación de entrecruzamientos, así como también que todos 

los residuos de Tyr son susceptibles a la nitración. Estos resultados son similares a los reportados 

con otros sistemas de oxidación como Hemoglobina/H2O2, Cu+1/O2, y Cu+2/H2O2 para la formación 

de entrecruzamientos [164,199,255], y con peroxinitrito y tetranitrometano para su nitración 

[170,173]. Sin embargo, estos sistemas carecen de la especificidad, eficiencia y celeridad que 

caracteriza a la metodología aquí descripta basada en el sistema fotoquímico de Ru(bpy)3
+2.  

Dado que aSyn adopta diferentes conformaciones, las herramientas empleadas para el 

estudio de la proteína libre en solución son particularmente útiles para evaluar la susceptibilidad de 

residuos de Tyr a ser modificados cuando esta proteína adopta las conformaciones de hélice y 

cross-β. De esta forma, determinamos que la formación de entrecruzamientos se ve restringida en 

ambas conformaciones, principalmente debido al compromiso de Y39 en dichas estructuras, lo que 

bloquea o restringe su acceso. Por su parte, de forma similar a lo observado para los 

entrecruzamientos, la eficiencia de nitración de Y39 es la más afectada cuando aSyn adopta una 

estructura secundaria bien definida (Fig. 7-2). En este contexto, cabe recordar que se ha descripto 

por diversas técnicas que el extremo C-terminal de aSyn permanece desordenado y más expuesto 

al solvente en ambas conformaciones [58,65]; y, por lo tanto, sería potencialmente más susceptible 

a ser modificado. Así, resulta plausible que la modificación de Y39 podría ser decisiva en la alteración 

funcional y estructural de aSyn.  
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Figura 7-2. Modificación de aSyn cuando adopta diferentes conformaciones. Esquema que resume el efecto de las 
conformaciones de hélice (modificado de PDB 1XQ8) y cross-β (PDB 2N0A) sobre la susceptibilidad de los residuos de Tyr 
a ser modificados. A fines prácticos, y en ausencia de una estructura resuelta de la forma monomérica en solución, se 
empleó la estructura PDB 1XQ8 (conformación de aSyn en presencia de micelas de SDS) como esquema para la forma de 
monómero libre. 
 

Por otro lado, el efecto de las modificaciones oxidativas sobre el proceso de agregación fue 

anteriormente abordado por varios grupos empleando diferentes modelos de oxidación (ver 

Introducción 1.6.3). En relación a nuestro trabajo, las formas oxidadas de aSyn evitan la formación 

de especies ricas en estructura cross-β detectables por la sonda TioT. Dado que la formación de 

fibrillas maduras podría ser un mecanismo de neutralización de especies tóxicas por parte de las 

células afectadas [182], la incorporación de las PTM derivadas del estrés oxidativo podría favorecer 

la estabilización de intermediarios de agregación oligoméricos (hoy supuestos como los verdaderos 

responsables de la actividad citotóxica de aSyn) y así evitar su incorporación en estructuras amiloides 

fibrilares. También se abordó el efecto de las proteínas modificadas sobre el tamaño de vesículas 
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aniónicas, como una aproximación y exploración inicial sobre la función de interacción aSyn con 

lípidos. Así, se observó que la incubación de las variantes con las vesículas llevó a cambios de 

tamaño diferentes a los exhibidos por la proteína sin modificar, promoviendo en un caso la agregación 

de estas y una menor afinidad de unión en el otro. 

En relación al potencial efecto citotóxico sobre los modelos de células neurales en cultivo 

empleados, las proteínas no mostraron ser tóxicas para células microgliales. Sin embargo, existe 

amplia evidencia de que tanto aSyn como sus variantes modificadas o agregadas podrían ser 

responsables de una activación pro−inflamatoria de células de la microglía, promoviendo así el 

desarrollo de procesos neuroinflamatorios [272]. Por otro lado, los resultados obtenidos con la línea 

SH−SY5Y diferenciadas sugieren que la variante nitrada podría tener un efecto perjudicial sobre las 

células, pero que este no sería, en principio, significativamente diferente al exhibido por la proteína 

sin modificar. In vivo, la diferente actividad tóxica sería originada por la disponibilidad diferencial de 

ambas especies, por ejemplo, al verse afectada su capacidad de interacción con membranas. Las 

variantes entrecruzadas no mostraron ejercer un efecto tóxico, de forma contraria a lo anteriormente 

reportado [182]. En este contexto, consideramos que es necesario profundizar la caracterización de 

las variantes oxidadas de aSyn, con el fin de comprender su rol en el origen y la diseminación de los 

procesos citotóxicos que llevan a la aparición y progresión de la EP, enfocándose en parte también 

en mecanismos alternativos de citotoxicidad más allá de un desarreglo metabólico, que fue el 

parámetro evaluado en estos estudios. 

En conclusión, dado que 1) la característica mejor descripta de aSyn es su habilidad de unirse 

a membranas fosfolipídicas [56,58] que 2) su rol in vivo estaría relacionado principalmente con la 

regulación sináptica mediante la unión a vesículas [71] y que 3) la formación de los agregados 

amiloides podría actuar como un mecanismo de detoxificación de intermediarios nocivos [182]; 

nuestros resultados sugieren que algunas modificaciones oxidativas, como la nitración de Y39 o el 

entrecruzamiento Y39-Y133/136, podrían ser fundamentales para la ganancia de función tóxica de aSyn. 

De correlacionarse efectivamente estas modificaciones con aspectos patológicos de la EP, tales 

como la alteración de la interacción con membrana y de la formación de agregados inertes, así como 

la muerte de neuronas dopaminérgicas [182] y la activación de la microglía [272], justificaría su 

estudio como potenciales biomarcadores de Sinucleopatías.  

La determinación de aSyn como biomarcador en fluidos corporales, incluido en líquido 

cefalorraquídeo, no ha demostrado hasta el momento ser un parámetro lo suficientemente específico 

y sensible por sí sólo como para tener utilidad en el diagnostico o monitoreo de las Sinucleopatías. 

Esto, en parte, se debe a que la expresión de aSyn es muy amplia y elevada, particularmente en 

glóbulos rojos; por lo que su origen no es directamente atribuible al daño de un tejido o tipo celular 

en particular. Nuestros resultados y los de otros autores sugieren que las PTM de aSyn podrían 

participar en varias etapas de la EP y de los mecanismos moleculares que promueven su 
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propagación, mantenimiento y progreso en el tiempo. De este modo, la identificación específica de 

PTM en aSyn asociadas al proceso neurodegenerativo en muestras complejas podría aportar la 

especificidad necesaria como para ser empleadas en el desarrollo de herramientas de diagnóstico 

temprano, monitoreo y/o para evaluar la eficiencia de tratamientos para combatir las Sinucleopatías. 

Los desafíos a futuro de este proyecto apuntan también en este sentido, a fin de poder capitalizar los 

avances que logramos en el entendimiento de los fenómenos moleculares que llevan a la ganancia 

de función toxica de aSyn. Así, es fundamental el desarrollo de herramientas específicas que puedan 

detectar y distinguir las diferentes especies de aSyn, modificadas o sin modificar, agregados tóxicos 

o inertes, y de esta forma poder aportar certeza al diagnóstico de las enfermedades 

neurodegenerativas. 

Finalmente, es importante tener en cuenta que las Sinucleopatías son un conjunto de 

enfermedades complejas, generalmente atribuidas a desórdenes neurológicos del SNC. Sin 

embargo, en las últimas décadas ha crecido la tendencia a analizar factores y síntomas de otros 

tejidos u órganos, como los gastrointestinales. A tal punto que también se ha sugerido que, en 

algunos casos, el origen de la patología podría ser epitelial, y que migraría hacia el SNC a través del 

sistema nervioso periférico empleando un mecanismo con ciertas características comunes a las 

enfermedades priónicas. En este contexto, algunos síntomas tempranos de las Sinucleopatías 

pasarían desapercibidos por su inespecificidad, tales como la constipación o alteraciones del sueño, 

para los cuales se ha planteado que podrían surgir más de 10 años antes de la aparición de los 

síntomas motores clásicos. En este contexto, un ensayo bioquímico podría permitir detectarlos de 

forma eficiente y tomar medidas para prevenir el avance de la enfermedad. Es en este sentido que 

se prevé avanzar en la puesta a punto de métodos para la detección y cuantificación de las PTM de 

aSyn en muestras complejas junto con el desarrollo de anticuerpos monoclonales que ayuden en su 

enriquecimiento y/o detección.
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