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Resumen

Hemos caracterizado la cinética de reaccion de un conjunto de porfirinas de manganeso
(MnPorfirinas) solubles en agua frente a peroxinitrito (ONOQO") y radical carbonato (COs-"). La
reaccion, entre ONOO™ y el complejo de Mn'"", tiene constantes de velocidad entre 10° y 10" M
s a 37 °C con un comportamiento sigmoide en funcién del pH, pK, aparentes cercanos al del
par ONOOH/ONOO™ y méximos a pH alcalino. La reaccién produce el complejo O=Mn"" y
-NO,. Los valores de estas constantes de velocidad tienen una relacion lineal de energia libre
con parametros fisicogquimicos de la porfirina tales como el potencial redox del par Mn"'/Mn" o
la acidez de Brgnsted de los nitrégenos pirrélicos o de las moléculas de agua axiales. La
reaccion, entre ONOO™ y el complejo de Mn", tiene constantes de velocidad <10 M™ s™ a pH
7.4y 37 °C y produce estequiométricamente O=Mn' y NO, . La reaccion, entre COs-" y el
complejo de Mn"" tiene constantes de velocidad extrapoladas a pH neutro entre 2 'y 12 x 108 M™
s™ con un comportamiento &cido base congruente con la ionizacién de las moléculas axiales de
agua presentes en el complejo. La reaccién entre COs-~ y el complejo de Mn" tiene constantes de
velocidad a pH = 10.4 entre 1 y 5 x 10° M™ s™. En ambos casos el COs-~ produce oxidaciones
por un electron.

Los complejos de O=Mn'" se reducen en forma réapida con ascorbato o urato hasta Mn"" en
presencia de oxigeno y, con bajas concentraciones de O, la reduccién puede llegar hasta Mn'" si
los reductores son flavoenzimas reducidas, entre ellas succinato deshidrogenasa y NADH
deshidrogenasa de la cadena mitocondrial de transporte de electrones. Estas reacciones de
reduccion completan dos posibles ciclos para catalizar la reduccion de ONOO™ o COs-~ con una
eficiencia suficiente para proteger blancos biolégicos en concentraciones micromolares de
MnPorfirinas.

Se presentan resultados de uso del ciclo catalitico Mn"'/Mn" con urato como reductor en la
proteccion de LDL in vitro y del ciclo catalitico Mn'"/Mn'" con succinato/succinato
deshidrogenasa como reductor para proteger actividades enzimaticas de particulas
submitocondriales in vitro.

Los resultados obtenidos indican que la interaccién de MnPorfirinas con reductores
bioldgicos y en particular con flavoenzimas mitocondriales podria explicar en parte la
actividad protectora de estos compuestos en diversos modelos de patologia vinculada con
estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial



Abstract

We have characterized the reaction kinetics of a series of water-soluble manganese porphyrins
(MnPorphyrins) toward peroxynitrite (ONOQO™) y carbonate radical (COs-"). The reaction
between ONOO™ and the Mn"" complexes has rate constants in the range of 10° - 10’ M* s? at
37 °C with a sigmoid pH dependence, apparent pK,s close to those of ONOOH/ONOO™ and
maxima at alkaline pH. The reaction produces the O=Mn"’ complex plus -NO,. The values of
these rate constants have free energy linear relationships with physical chemical parameters of
the porphyrin such as the redox potential of the Mn"'/Mn" couple, and the Bransted acidity of
the pyrrolic nitrogens or of the axial water molecules. The reaction of ONOO™ with the Mn"
complex has rate constants <10° M s™ at pH 7.4 and 37 °C and produces stoichiometrically
O=Mn" plus NO,". The reaction of COs-~ with the Mn" complexes has rate constants
(extrapolated to neutral pH) in the range of 2 to 12 x 10® M™ s™ with an acid base behavior
consistent with the ionization of the axial water molecules present in the complex. The reaction
of COs-~ with the Mn" complexes has rate constants at pH = 10.4 in the range of 1 to 5 x 10° M
s™. In both reactions COs-~ produces one-electron oxidations.

The O=Mn"" complexes are rapidly reduced with ascorbate or urate to Mn"" in the presence
of oxygen and, at low O, concentrations, the reduction can go to Mn" when the reductants are
reduced flavoenzymes, for instances, succinate dehydrogenase and NADH dehydrogenase from
the mitochondrial electron transport chain. These reduction reactions complete two potential
cycles to catalyze the reduction of ONOO™ or CO3-~ with enough efficiency to protect biological
targets at micromolar levels of MnPorphyrins.

Results are shown of the use of the catalytic Mn"'/Mn'" cycle with urate as reductant in the
protection of LDL in vitro, and of the catalytic Mn"/Mn" with succinate/succinate
dehydrogenase as reductant to protect enzymatic activities in submitochondrial particles in vitro.

The results suggest that the interaction of MnPorphyrins with biological reductants, and
particularly with mitochondrial flavoenzymes could partly explain the protective activity of
these complexes in various pathology models related to oxidative stress and mitochondrial
dysfunction.
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Prologo

Meyer-Betz injected a solution of 200 mg
of hematoporphyrin into his own blood.
Subsequent exposure to sunlight produced
most distressing symptoms. On the spot
where the injection had been made under
the influence of Finsen light an infiltration
developed, which passed into necrosis...
The sensitiveness of the skin to light lasted
for a long time.

Se dice que la idea de Meyer-Betz, narrada en el epigrafe” demor6 dos meses en curarse.
Si bien es un ejemplo de ensayo clinico decimondnico digno de Pasteur inyectando virus o
del Sr. Griffin de fama invisible, también podemos considerarlo el mas antiguo de los
antecedentes de esta tesis. Una busqueda de causas y efectos entre las propiedades de una
serie de compuestos y algunas de sus numerosas actividades bioldgicas documentadas, eso
mismo es lo que hemos tratado de hacer en los afios cubiertos por este trabajo.

El éxito, como siempre en ciencia, ha sido limitado, creemos saber mucho mas que al
inicio del trabajo, es decir, creemos poder enumerar muchas mas cosas que ignoramos aun.

Antes de presentar el trabajo como tal me voy a permitir presentar a un malentendido
que de forma casi fantasmal recorre el area de la bioquimica de porfirinas. Sospecho que
fantasmas similares habitan en casi cualquier disciplina que convoque, como la bioquimica
inorgénica, a especialistas de areas diversas.

Distancia, olvido y argumentos circulares

Si llegara a ser cierto que de noche todos los gatos son pardos, no es menos cierto que
desde la gastroenterologia todas las porfirinas son muy parecidas. Podria aventurar que la
situacidn contrapuesta también sucede y que ver la gastroenterologia desde la quimica de
coordinacidn requiere tener muy buena vista. Existen numerosos obstaculos metodolégicos
y linguisticos, por mencionar sélo dos, que oscurecen la vision y hacen que el detalle se
pierda en la lejania. Asi, para un cientifico tratar un modelo de colitis en ratas empleando
porfirinas de manganeso (el ejemplo es sesgado), una porfirina puede resultar

15



16 Prologo

préacticamente igual a otra, e incluso las puede poner en un amplio cajén donde caben todos
los antioxidantes. A tal punto que al escribir su articulo® el nombre en clave del
compuesto aparece mal desde el titulo, en ningin momento se menciona la férmula y la
Unica propiedad que aparece es la de “antioxidante”. Este es un ejemplo extremo de
descuido debido a la distancia, pero no es para nada el Gnico.

Es bastante comun que desde lejos se trate a una coleccién de compuestos diversos
como si fueran idénticos y, por supuesto, las porfirinas de manganeso no se salvan de esta
distorsion. A finales de los afios 90 las porfirinas de manganeso eran “Superoxide
dismutase (SOD) mimics”, pero cuando se fueron caracterizando nuevas reacciones,
pasaron a ser “SOD mimics & X” donde X era generalmente otra propiedad antioxidante.
Finalmente, desde hace unos afios, la denominacion que prevalece es la de “antioxidantes
cataliticos”, que en todo caso refleja algo méas de madurez dada su amplitud y flexibilidad.
Pero también un sesgo disonante con una parte importantisima de la literatura sobre estos
compuestos (ver la pagina 18). Esta distorsion por generalizacion consiste en considerar
que cualquiera de la lista de “antioxidantes cataliticos” se comportard mas o menos igual,
por lo que da lo mismo cuél se use.

Curiosamente, aunque esta distorsion erosiona la robustez de muchos trabajos, ha
tenido al menos un resultado que valdra la pena analizar en detalle mas adelante y que se
relaciona con los efectos benéficos inadvertidamente inesperados de un compuesto (ver la
pagina 27).

Para observar otra mas de las caras fantasmales de este tipo de distorsion,
propongamos una situacion: un investigador supone que el trastorno A es causado en
Gltima instancia por la sustancia X, el investigador lee que la sustancia M es capaz de
destruir/atrapar/inactivar a X y somete su propuesta al experimento. Efectivamente, un
tratamiento con M alivia el trastorno A. Todo parece indicar un final feliz... pero no
siempre es el caso. La superabundancia de informacion hace imposible haber leido de
primera mano todos los detalles acerca de las sustancia M y su interaccion con X y la mala
informacion se agudiza con la distancia antes mencionada. A menudo se confia en lecturas
de segunda mano, donde se citan datos de fuentes originales. En algunos casos esta cadena
de citas se hace muy larga, e incluso atraviesa las fronteras de forma que la revista original
esta en un area del conocimiento y el especialista que la cita esta en otra. Existe entonces el
riesgo de que una hipdtesis se haya convertido involuntariamente en una certeza en alguno
de los eslabones de la cadena. Si en una referencia se cita a cierta porfirina como
“inactivador de peroxinitrito” muy a menudo no queda claro si esta cualidad es general, de
qué condiciones depende, qué otras reacciones son posibles o si se trata de una hip6tesis
que extrapola una reaccién in vitro a una condicién in vivo. En fin, hay cuestiones de
especificidad y eficiencia que no caben en un nombre que debe tener gran “impacto”. No
es raro entonces, que lo que parecia un final feliz no sea otra cosa que una hipétesis basada
en otra hipotesis que se transforma en un argumento circular. Se puede ver un ejemplo de
esto en una referencia reciente®, donde se usa una porfirina de hierro Ilamada
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misteriosamente FP15 como inactivador de peroxinitrito especifico y exclusivo, ignorando
que tal compuesto puede estar involucrado y/o catalizar muchas otras reacciones incluso en
condiciones de ausencia de oxigeno donde la formacién de peroxinitrito se dificulta
sobremanera®.

En una ocasion un colega se horrorizé de forma manifiesta al saber que las porfirinas
se empleaban como catalizadores de oxidacion. Durante un congreso internacional después
de que John Groves presentara un trabajo sobre la inactivacion de peroxinitrito por
porfirinas metalicas® este colega pregunté en forma casi impertinente si eran las mismas
porfirinas que catalizaban la oxidacién de ADN, en referencia a un trabajo anterior de
Groves®. Si, eran las mismas porfirinas, e incluso podria pensarse que era grosso modo la
misma reaccion: reduccion de peroxinitrito por una molécula catalizada por porfirinas de
manganeso. Lo que este colega soslayd en la distancia que va desde su area de especialidad
hasta la cinética quimica, es que las reacciones beneficiosas o contraproducentes sélo
existen en la opinion del experimentador. Para un oxidante, un antioxidante, un blanco
critico o un catalizador que medie entre ellos sélo habra cinética y termodindmica, la
conveniencia o inconveniencia de las reacciones no cuentan en ese ambito.

A riesgo de que el lector se canse de mi forma de pontificar necesito expresar estas
opiniones aqui por haber escuchado en repetidas oportunidades preguntas que parecen
ignorar la verdadera naturaleza y posibilidades de modestos compuestos como las
porfirinas de manganeso. También como advertencia de que son compuestos de bajo peso
molecular, disefiados y sintetizados en varios laboratorios con la idea de optimizar algunas
de sus propiedades. Son catalizadores de muchas reacciones redox, de tal suerte que se
aceleraran todas las reacciones para las cuales las condiciones sean favorables. No han
pasado por el fino tamiz de la evolucion, capaz de seleccionar la exquisita especificidad de
tantas reacciones bioquimicas. Acaso poco mas de una década en un pufiado de
laboratorios no puede hacernos esperar especificidad, en este caso y por el momento tal vez
lo mas razonable sea acumular conocimientos y procurar tendencias y correlaciones, mas
que salir a la busqueda del gran antioxidante catalitico.

Finalmente, como advertencia para el lector, dejaré de escribir en singular y de aqui
en adelante usaremos el plural en primera persona, para mencionar en todo momento que si
bien hay un solo autor que firmara este trabajo de tesis, lo que aqui se presenta siempre se
hizo en equipo, con la participacion de colegas y amigos en las fases de disefio,
experimentacion e interpretacion de resultados.
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Quimica y bioquimica de porfirinas de manganeso

Preambulo en la quimica de porfirinas

Parece un poco injusto el tratamiento que la bioquimica actual le da a Jacques-Louis Soret.
En tanto que podemos revisar los textos mas populares de bioquimica universitaria y
encontrar menciones a la banda de Soret es muy dificil encontrar en dichos textos (y en
casi cualquier otro) tan siquiera uno que mencione el nombre y nacionalidad de este sefior.
Jacques-Louis Soret nacid en Ginebra en 1827 y trabajé como quimico en la universidad
local, ademéas de dar su nombre a la caracteristica mas notable del espectro de las
porfirinas, fue codescubridor del holmio y quien propuso que O3 era la formula molecular
del 0zono. Su trabajo sobre porfirinas consistié en ubicar el méaximo de absorcién de la
hemoglobina sanguinea con los instrumentos de la época, por ejemplo, lo ubico entre las
bandas G (430.6 nm) y H (396.96 nm) del espectro solar, pero mas cerca de ésta Ultima y
menciona que al agregar mondxido de carbono la banda se desplaza ligeramente hacia el
rojo.

Tras esta primera caracterizacion espectroscopica de un compuesto porfirinico
siguieron trabajos dedicados a la sintesis del anillo porfirinico, sin que se supiera
demasiado de su estructura, incluso en 1935, Paul Rothemund lo menciona como “the as
yet hypothetical tetracyclic parent ring system of the porphyrins”, en referencia su
producto de sintesis por la reaccion de pirrol con aldehidos®. Mas adelante se
caracterizaron mejor los espectros y las constantes de acidez de los macrociclos® y antes
de la mitad del siglo pasado se emprenden caracterizaciones quimicas y espectroscopica
exhaustivas de complejos metal porfirina®®.

Existen diversas vertientes en la justificacion de los estudios sobre porfirinas
metalicas, como la comprension de estructura y funcién de hemoproteinas o de la clorofila
y la fotosintesis. No es nuestra intencion extendernos mas de la cuenta en una exposicion
minuciosa de los centenares de estudios acerca de las porfirinas y sus complejos metalicos.
Parece importante, no obstante, mencionar el conjunto de estudios realizados entre otros
por el grupo de Bernard Meunier en Toulouse, donde se estudian las caracteristicas de las
porfirinas como catalizadores en reacciones de oxidacion, sea con interés bioldgico o
sintético®®.
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Catalisis de dismutacion de superoxido

En el origen mismo del area de bioquimica de especies reactivas del oxigeno esta el
superéxido. Antes de 1969 habia varios informes de produccién bioldgica de radicales
libres entre los cuales el superdxido es central. Incluso en lugares remotos y exdticos como
Uruguay™® se proponfa la produccién enzimatica de superdxido como una reaccion
normal. No obstante, apenas en 1969 con la publicacion del articulo de McCord y
Fridovich®® comenzé el proceso de aceptacion de los radicales libres y especies reactivas
de oxigeno (ERO) como especies presentes dentro de la fisiologia normal. El superéxido
(0,:7) es tan sblo la primera especie reactiva del oxigeno, no sélo histéricamente sino
también términos de causalidad de las deméas. La formacion de las demas ERO casi
siempre esté directa o indirectamente relacionada con la formacion previa de superéxido.

La formacién de superéxido in vivo que fue tan resistida hace 40 afios*? aparece, en
la vision del comienzo del siglo XXI, no solo facil sino inevitable. Ademas de la
produccién enzimatica por la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa, se propone su
generacion por “fuga” de electrones hacia el oxigeno, por ejemplo en la cadena
mitocondrial de transporte de electrones o en la sintasa de dxido nitrico desacoplada.
Finalmente, el superdxido puede ser producto de la reduccion monoelectrénica y no
enzimética de oxigeno por parte de diversas sustancias principalmente exdgenas que
incluso pueden catalizar esta reaccion mediante ciclos redox.

Esta aparente imposibilidad de evitar la formacion proviene del conocimiento de la
existencia de una serie de enzimas llamadas superdxido dismutasas (SOD) cuya funcion
principalisima es transformar el superdxido en oxigeno y perdxido de hidrédgeno. Desde la
primera evidencia presentada por Fridovich hasta la fecha se han encontrado al menos tres
origenes evolutivos para proteinas con actividad SOD, en mamiferos dos de esos origenes
han dado lugar las enzimas que contienen cobre y cinc (citosolica y extracelular) y las que
contienen manganeso (de la matriz mitocondrial).

A pesar de sus grandes diferencias estructurales y evolutivas, las SOD tienen en
comun el mecanismo de accion que se puede resumir como una reaccion ping-pong donde
el superoxido es el sustrato de los dos pasos:

SOD oxidada + O,-~ — SOD reducida + O,
SOD reducida + O,-~ + 2 H*— SOD oxidada + H,0,

Donde SOD oxidada se refiere a la que contiene Cu" o Mn""'y SOD reducida a la que
contiene Cu' o Mn".

El primer articulo que encuentra que algunas porfirinas de manganeso catalizan la
dismutacion de superoxido data de 1981%% emplea la técnica ya casi abandonada de la
competencia con nitroazul de tetrazolio y lo hace a un pH cercano a 10. Casi de inmediato,
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otro grupo™® publicé experimentos de radiélisis de pulso donde se caracteriza la reaccion
a través de la desaparicion de superoxido. En ambos trabajos se utilizé el complejo MnTM-
4-PyP (ver la Figura 1)" y la velocidad medida de dismutacién de superoxido se interpret6
como una constante para la dismutacion del orden de 10° Mt s,

Al medir la velocidad de desaparicion de superdxido, ya sea por competencia o0 en
forma directa, ambos grupos estaban evaluando una constante global para la dismutacion
catalitica para la cual, con base en la reaccion enzimatica, se proponia un mecanismo ping-
pong como sigue:

MnlllTM_4_PyP + 02'7 N Mn||TM_4_PyP + 02 (1)
Mn'"TM-4-PyP + O, + 2H* — Mn""TM-4-PyP + H,0, @

Una exploracion mas detallada de la
secuencia de reacciones, nuevamente mediante
radiélisis de pulso™”, permitié determinar que
la reaccion (1) limita la velocidad del ciclo,
mientras que la reaccion (2) es tan rapida como
la reacciébn de la SOD con superoxido
(aproximadamente 10°M1tsY), Esta
informacion sera central en el  desarrollo
posterior de los compuestos.

Fue en esta época, en la segunda mitad de
los afios 80 que aparecieron en la literatura
cientifica términos como “SOD mimic” 0 “SOD

Figura 1. Estructura de MnTM-4-PyP mimetic”  (éste  dltimo  particularmente
Fue la primera porfirina en que se estudio la inapropiado) para denominar a compuestos que
actividad SOD. catalizan la dismutacion de superdxido en

forma similar a la enzima. Las porfirinas de
manganeso eran a fines de dicha década s6lo una de las varias familias de compuestos con
esa capacidad.

En 1994 uno de los articulos acerca de estos compuestos que modelan la
reactividad de la SOD fue un paso mas alld y su importancia es crucial para el desarrollo de
este trabajo, asi que nos detendremos en él por algunos parrafos. La idea de una molécula
que “imite” o, mejor dicho, modele la reactividad de la SOD simplemente porque puede
catalizar la dismutacién de superdxido es bastante limitada. Si bien la reaccién catalizada
por la SOD es aparentemente sencilla, la funcién redox de esta enzima separa, de acuerdo
con la hipétesis de McCord y Fridovich, los organismos anaerdbicos estrictos de aquellos

“ Los nombres completos y la estructura de las porfirinas se detallan en el Apéndice |



Introduccion 21

gue pueden soportar concentraciones apreciables de oxigeno®®, por lo tanto cabe esperar
varios requisitos adicionales de especificidad y estabilidad para que un compuesto pueda
funcionar como la enzima.

El articulo de 1994 recoge ese reto, para ser un modelo de la enzima SOD, un
compuesto debe permitir que un organismo anaerébico estricto crezca en una atmosfera
con oxigeno de manera similar a un organismo aerébico.

Los resultados de ese articulo son, cuando menos, sorprendentes. Faulkner, Liochev y
Fridovich usan cinco porfirinas de manganeso, para dos de ellas logran medir constantes de
catalisis modestas (MnTM-4-PyP es la mejor con una constante corregida” de 3.8 x10® M~
s 429) otras dos no tienen actividad y la quinta (MnTCPP) interfiere con el ensayo de
actividad de competencia con citocromo c(Fe'"). A pesar de esto, los dos compuestos
probados, MnTM-4-PyP y MnTCPP, fueron capaces de proteger a una cepa de Escherichia
coli carente de SOD de la presencia de oxigeno.

Este articulo constituye el punto de partida para el estudio bioquimico de las porfirinas
de manganeso. Las razones son varias:

e Plantea la posibilidad de realizar la reaccion “lenta” de la dismutacion (reaccion

1) con otros reductores en lugar de superoxido, de forma que el O, se
transforma completamente en H,0, y asi supera la limitacion catalitica de los
compuestos.

e  Encuentra varios reductores intracelulares posibles: reductores quimicos como
glutation y reductores enziméticos que emplean NADPH, cualquiera de ellos més
abundante que el superoxido.

e Indica por primera vez que el estado de oxidacion predominante in vivo es
Mn(ll), al menos para MnTM-4-PyP.

e Retira parcialmente el énfasis de la busqueda de la eficiencia catalitica y lo
coloca en la interaccion con biomoléculas en un entorno intracelular con sus
particulares caracteristicas de abundancia de reductores y baja concentracion de
O,.

A partir de los dos compuestos usados en bacterias en este articulo (MnTCPP y MnTM-4-
PyP) se generaron en los siguientes 10 afios dos lineas de investigacion bastante bien
definidas sobre porfirinas de manganeso y estrés oxidativo.

La primera linea, que tiene entre sus autores mas importantes a Brian Day y John
Crapo ha puesto mas énfasis en MnTCPP, que es el compuesto con menor actividad SOD y
lo han empleado en muchos estudios con modelos celulares, tisulares e in vivo de estrés
oxidativo (existe una revision actualizada de estos estudios®?).

La otra linea, liderada desde el laboratorio de Irwin Fridovich por Ines Batini¢-
Haberle se ha dedicado a innovar en la sintesis de compuestos catiénicos similares al
MnTM-4-PyP pero con mayor actividad catalitica®?>, a tratar de comprender las

“ Los autores cometieron un error al utilizar una constante de velocidad inadecuada para la reaccion de
cit ¢ con O,-", los valores corregidos se publicaron posteriormente.
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propiedades fisicoguimicas que afectan la catalisis®*?® y mas recientemente a probar
dichos compuestos en modelos de patologias asociadas con el estrés oxidativo®3%.

Entre ambas lineas de investigacion existe cierta separacion, pero es mas perceptible
la separacién que existe entre la caracterizacion cinética de los catalizadores y su
utilizacién en modelos biolégicos. No es evidente que haya una preferencia por parte de los
investigadores para escoger los compuestos con mayor eficiencia catalitica, por ejemplo, en
un sistema de ratones nulicigotos para la SOD mitocondrial, se emplea MnTCPP®Y sin
considerar que es de los compuestos mas lentos para catalizar la dismutacion.

Por otra parte, el éxito que se ha logrado en numerosos estudios de proteccién frente a
estrés oxidativo con porfirinas que tienen una limitada actividad SOD lleva a pensar que la
catélisis de la dismutacién de superdxido no es el Unico ni el principal mecanismo de
proteccion.

Algunos detalles de las porfirinas aqui empleadas

La busqueda de mayor actividad SOD llevé al desarrollo de nuevas porfirinas en las cuales
el cambio de los sustituyentes meso lograba cambios en el potencial redox del manganeso.
El primer paso en la optimizacion de la actividad SOD consistié en utilizar sustituyentes
metilpiridinio con el nitrégeno piridinico en posicién orto a la sustitucion con lo que se
obtiene un aumento de 160 mV en el potencial redox del par Mn'"/Mn"" y un aumento de
un orden de magnitud en la velocidad de dismutacién de superéxido®®. La basqueda de
correlaciones de la actividad SOD se extendié a potenciales redox y otros parametros
fisicoquimicos y la idea subyacente era que una porfirina con un potencial redox similar al
de la SOD tendria una actividad maxima ®. La bisqueda ha continuado modificando la
longitud de las cadenas sustituyentes de alquilpiridinio también para modificar el potencial
redox @, posteriormente incluyendo cadenas mas polares que las de alquilo utilizadas
originalmente y grupos alquilimidazolio (simétricos) en lugar de los 2-alquilpiridinio
(asimétricos) lo que evita la necesidad de separacién de isémeros ?2. Se han encontrado
excelentes constantes de velocidad de dismutacién de superéxido pero también se ha
observado que al aumentar el potencial redox disminuye la estabilidad del complejo®®?.
También se ha encontrado que hay otros factores que afectan la constante de dismutacion
de superéxido. Nuestro trabajo incluye la reaccion de las porfirinas de manganeso con otras
especies reactivas de oxigeno mas oxidantes que el superoxido, por lo que el estado de
oxidacion Mn'Y también debe considerarse. En la Figura 2 se presentan un esquema con
algunos potenciales redox de porfirinas representativas, junto con potenciales de
superdxido, SOD, peroxinitrito y radical carbonato. En el apéndice se presenta una lista
més completa para los pares redox Mn''/Mn"".
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Mnlll Ml Mntv MnY
(TsPP) (TM-2-PyP) (TM-2-PyP)(TM-2-PyP)
Mnlt - culf !
0, (SOD) (SOD) 0; ONOO™  CO;”
| - : -
0o; Ml cut H,0, No, Hco; E (V/NHE)
(SOD) (SOD)
0.33 031 042 0.94 16-1.7 18
MnI MnI MnplT MnplT
(TSPP) (TM-2-PyP) (TM-2-PyP)(TM-2-PyP)
0.16 022 0.97 12

Figura 2. Potenciales redox para algunas porfirinas de manganeso, especies reactivas de
oxigeno y superdxido dismutasas.

Los potenciales redox se obtuvieron de la literatura para ONOO™ ¥ MnPorfirinas “*%) SOD y
0, @y CO,- ™,

¢ Quién necesita SOD?

La idea de “suplir” con fArmacos dotados de actividad SOD implica situaciones de carencia
o deficiencia. La implicacion podria simplificarse de la siguiente manera: el superoxido es
el precursor de las especies reactivas del oxigeno, entonces si se aumenta la actividad SOD
podremos evitar al menos una parte del consecuente estrés oxidativo. Una pregunta que
podriamos hacer es ¢cuanto debemos aumentar? Dado que la SOD es abundante y eficiente
resulta dificil pensar en una suplementacion eficiente. Si usamos la mas eficiente de las
porfirinas de manganeso conocida hasta la fecha, (MNTDTEG-2-ImP®*, ke, = 3.5 x 108 M-
151 ©9 habria que lograr concentraciones cercanas a 100 PM en citoplasma y/o
mitocondria para lograr algin aumento significativo respecto a la actividad SOD basal y
esto no parece ser algo factible en un desarrollo farmacéutico.

No queda duda de que la actividad SOD de estos compuestos puede ser utilizada en
sistemas carentes de la enzima, se ha descrito el uso en E. coli carente de SOD “®. Otro
caso donde la deficiencia se puede rescatar en parte con porfirinas de manganeso es el de
ratones nulicigotos para SOD mitocondrial®® cuya supervivencia aumenta marcadamente
si se tratan con MnTCPP y con otros compuestos que también poseen actividad SOD.
Posiblemente se pueda justificar el agregado de compuestos con actividad SOD a sistemas
donde el sistema inmunitario hace que el estrés oxidativo se genere fuera de las células en
compartimientos pobres en actividad SOD propia.

Por otra parte, un aumento marcado en la actividad SOD no representa una ventaja tan
evidente. En los modelos de sobreexpresién de CuZnSOD citosélica en mamiferos®® se
observan algunos casos de mejor resistencia al estrés oxidativo agudo®?, no obstante el
resultado observado de aumento de la longevidad en insectos “? no se reprodujo en
ratones, incluso con los mayores indices de sobreexpresion se observa una pequefia
disminucién de la supervivencia®®. En el caso de la MnSOD mitocondrial, la
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sobreexpresion genera proteccion nuevamente en modelos de estrés oxidativo agudo y la
sobreexpresion diferencial en pulmones produce una proteccion marginal contra la
toxicidad del oxigeno hiperbarico “¥. Finalmente, la sobreexpresion de la SOD
extracelular ocasiona un marcado aumento en la toxicidad del oxigeno hiperbéarico “® y
también afecta el aprendizaje a largo plazo en ratones “9).

Entonces, una actividad SOD aumentada extracelular, citosélica o mitocondrial puede
mejorar situaciones donde el estrés oxidativo aumenta stbitamente, pero no siempre. En
algunos casos, dicho aumento produce efectos nocivos que no son facilmente previsibles.

Farmacologia de porfirinas de manganeso

Hemos dicho que diversas porfirinas de manganeso han resultado Utiles para aliviar
diversos efectos nocivos relacionados con estrés oxidativo, en las Tablas 1-3 aparece un
resumen de referencias, basado en la revision publicada por Brian Day en Drug Discovery
Today'®Y. Tengamos en cuenta esta vision antes de abordar algunos ejemplos interesantes.

Tabla 1 Porfirinas de manganeso utilizadas para bloquear el estrés oxidativo en modelos in
vitro

Sistema modelo Tipo celular afectado Complejos usados  Ref.

Citotoxicidad

Pero6xido de hidrogeno Fibroblastos MnTCPP “n

Privacion de oxigeno y/o glucosa Neuronas MnTCPP “8)
MnTE-2-PyP
MnTDE-1,3-1P @8
MnOBTCPP )

Citotoxicidad mediada por neutréfilos Linfocitos MnTCPP (50)

Paraquat Epitelial MnOBTCPP “

SOD2 KO Neuronas MnTCPP ©D
MnTE-2-PyP

Apoptosis

Activacion del receptor de los linfocitos T Linfocitos MnTCPP ©2)

Tension ciclica Miocitos MnTM-4-PyP 3)

MPP Neuronas MnTCPP 69

Oxido de estireno Neuronas MnTCPP )
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Tabla 2 Porfirinas de manganeso utilizadas para bloquear el estrés oxidativo en modelos ex
vivo

Sistema modelo Organo y/o tejido Complejos usados  Refs
Hipertrofia cardiaca Corazén aislado MnTM-4-PyP (56)
Endotoxina Macréfagos peritoneales MnTCPP S
Disfuncion vascular ApoE KO MnTCPP (58)
Lesion por compresion Cartilago MnTE-4-PyP (59)
Peroxidacion lipidica Homogeneizado de cerebro MnOBTCPP “9)
MnTDM-1,3-1P ©0)
MnTDE-1,3-IP
MnTDP-1,3-1P
LDL MnTE-2-PyP ©n
MnTCPP

MnTOct-2-PyP
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Tabla 3. Porfirinas de manganeso utilizadas para bloquear el estrés oxidativo en modelos /in

vivo

Sistema modelo

Especie utilizada para el
sistema modelo

Complejos usados

Refs

Pulmén

Fibrosis por bleomicina
Fibrosis por radiacion
Lesion por humo de tabaco
Asma inducida por antigeno
Lesion inducida por hemorragia
Displasia broncopulmonar
Cardiovascular

Tolerancia al nitrato
Sistema nervioso central
Lesion por kainato
Vasoconstriccion cerebral

Vasoconstriccion cerebral por péptidos A-B

Lesion de médula espinal

Isquemia—reperfusion

Pérdida auditiva por meningitis
Supervivencia en modelo de ELA
Higado

Lesion por acetaminofén

Lesion inducida por Fas
Isquemia—reperfusion

Digestivo

Colitis inducida por acido acético
Renal

Endotoxina

Endécrino

Diabetes

Inmunitario

Infeccion por virus de coriomeningitis
linfocitica

Multiorganico

Sepsis por ligacién cecal

Ratén

Rata

Rata

Ratén

Ratén KO SOD3
Babuino

Rata

Ratén KO SOD2

Rat6n tg proteina amiloide
Rata

Ratén

Rata

Rata

Rat6n

Rata

Ratén mutante hSOD G93A

Ratén
Ratén
Rata
Rata
Ratén

Ratén

Ratén

Rata

MnTCPP
MnTE-2-PyP
MnTDE-1,3-IP
MnTE-2-PyP
MnTDE-1,3-IP
MnTE-2-PyP

MnTCPP

MnTCPP
MnTCPP
MnTCPP
MnTCPP

MnTCPP
MnTE-2-PyP
MnTDE-1,3-IP
MnTCPP
MnTDE-1,3-IP
MnTCPP
MnTCPP
MnTDE-1,3-IP
AEOL11201
MnTE-2-PyP

MnTE-2-PyP

MnTCPP

MnTE-2-PyP

(62)
@7)
(63)
(64)
(65)

(66)

(67)

(68)
(69)
(10)
(1)
72
)
@8)
(74

(75,76)

@7)

(78)

(79)

@

(80)

(30)

(81)

(82)
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La inesperada eficiencia de MnTCCP

Si se observa en detalle el articulo ya discutido de Faulkner de 1994™® y después se realiza
una busqueda bibliografica como la resumida en las tablas 1-3 es al menos sorprendente
que tantos investigadores hayan decidido emplear MnTCPP como reactivo antioxidante. Si
bien se evidencia cierta actividad SOD in vivo, dado que la cepa de E. coli deficiente en
SOD crece al doble de velocidad con 37 uM MnTCPP, dicha velocidad es aun la mitad que
la lograda con 25 uM de MnTM-4-PyP.

Por otra parte, en practicamente todos los estudios donde se compara la reactividad de
MnTCPP con la de otras porfirinas, se encuentra que es la mas lenta para interceptar
especies reactivas del oxigeno. La Unica excepcidn hasta el momento es la reaccion con
radical carbonato (CO5-~ ®®) pero esa reaccién se publicé apenas en 2003 por lo que no
podria explicar articulos que pueblan la literatura desde finales de los afios 90. La eleccion
de MnTCPP es entonces sorprendente en si misma, pero también por sus resultados, la
mayoria de los ejemplos de proteccién no son explicables en términos de dismutacion de
superoxido o de reduccién de peroxinitrito, simplemente no hay suficiente porfirina como
para interceptar a estas especies reactivas. No hay pues una explicacion que vincule la
reactividad quimica conocida de MnTCPP con su actividad bioldgica. Pero eso es solo un
fragmento de un panorama mas amplio, es muy probable que la asignacion de la actividad
bioldgica de otras porfirinas de manganeso a la intercepcion de superdxido, peroxinitrito,
radical carbonato y otras especies reactivas del oxigeno sea s6lo una asignacion parcial.

Nuestra opinidn es que quedan por descubrir eslabones cruciales en el vinculo entre la
reactividad y la actividad bioldgica de las MnPorfirinas y este trabajo intenta abordar ese
problema inconcluso para, al menos, angostar la brecha.

Para terminar este apartado, una confesion, como veremos mas adelante (pag. 44),
cuando comenzamos a estudiar porfirinas de manganeso en nuestro laboratorio, también
comenzamos con MnTCPP. Nuestra eleccion fue hija de la facilidad para obtener este
compuesto.

Un modelo de aplicacion exitosa

Quiza el ejemplo extremo de utilizacién de porfirinas de manganeso en una patologia es la
intervencidn en el modelo murino de esclerosis lateral amiotrofica (ELA). Resulta extremo
en varios aspectos. En primer término, dicho modelo trata de imitar una fraccion
pequefiisima de los casos de ELA, la llamada variante hereditaria que expresa una proteina
mutante de SOD (G93A). En segundo lugar porque hay evidencia de que la patologia de la
ELA es concomitante con la sobreproduccion de especies reactivas, pero no hay una
causalidad implicada, de hecho, los ratones que expresan la SOD humana G93A tienen una
actividad SOD aumentada 4 veces® lo que hace sospechar una disminucién del
superoxido y por ende, no es de esperar a priori que las porfirinas de manganeso puedan
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atenuarla. En tercer lugar, se han empleado dos porfirinas diferentes con resultados
similares, a pesar de que los dos compuestos difieren en reactividad frente a superdxido y
peroxinitrito. En un estudio publicado en 2003® se informa que los ratones tratados con
FeTCPP desde el momento de la aparicion de los sintomas sobreviven en promedio 9 dias
mas (54%) que los no tratados. Este resultado va acompafiado de mejoras en el desempefio
motor de los ratones y en disminucién de indices de oxidacion como el contenido de
carbonilos proteicos y la formacion de proteinas modificadas por malondialdehido. En un
trabajo més reciente™, el uso de AEOL 10150 (MnTDE-1,3-IP) permite aumentar la
supervivencia casi 200% al mismo tiempo que disminuye tanto los marcadores
bioquimicos de oxidacion como las evidencias de deterioro tisular. A modo de
comparacion, las constantes cataliticas de dismutacién de superéxido son 2 x 10° M* s
para FeTCPP y 6.8 x 10’ M s para MnTDE-1,3-IP.

La interpretacion de datos como estos da para pensar que puede haber una multitud de
efectos en juego sélo algunos de los cuales se relacionan con la capacidad de las porfirinas
como antioxidantes cataliticos, no obstante lo cual la compafiia farmacéutica que posee la
patente de MnTDE-1,3-IP ha comenzado un ensayo clinico en Fase | en pacientes con ELA
(http://www.rideforlife.com/archives/001295.html).

Busqueda de relaciones causales entre la reactividad y la actividad biol6gica

En un articulo reciente®® se intenta sustentar la hipétesis de que algunas porfirinas de
manganeso resultan benéficas debido a su actividad SOD. El disefio experimental es
sumamente interesante, veamoslo en resumen. Uno de los grupos de investigacion habia
encontrado que ratones que sobreexpresan MnSOD resisten mejor un modelo de
carcinogénesis cutanea en dos etapas. EI 78% de los ratones no transgénicos padecieron
papilomas (en promedio 2.1 por ratén) mientras que 50% de los ratones que sobreexpresan
MnSOD (aproximadamente 200% de actividad) padecieron menos papilomas (en promedio
0.75 papilomas por ratén)®”. De manera sorprendente, la subexpresion de MnSOD
(aproximadamente 50% de la actividad) no afecta la incidencia de papilomas®®.

Ante esta aparente contradiccion, la observacion mas detallada revela que las células
de la piel sometidas al tratamiento de carcinogénesis en dos etapas tienen una fase de
apoptosis con un maximo alrededor de las 6 horas después de aplicaciéon del promotor
tumoral y una fase de mitosis que comienza después de las 12 horas de la aplicacion. Tanto
la apoptosis como la mitosis aumentan en los ratones que tienen 50% de actividad SOD, de
manera que los efectos se compensan a la hora de evaluar la incidencia de la proliferacion.
Sin embargo, la diferencia temporal entre las dos fases permite la intervenciéon con
actividad SOD exo6gena en forma de aplicacion de MnTE-2-PyP tdpico después de la
apoptosis pero antes de que comience la mitosis.

Efectivamente, la intervencion produce resultados diferentes si la aplicacion de
MnTE-2-PyP se realiza 30 minutos antes de la promocidn tumoral (disminucion de 20% en
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la incidencia y de 50% en el promedio de papilomas por ratén) respecto a la aplicacion 12
horas después de la promocién tumoral (disminucion de 51% en la incidencia y de 80% en
el promedio de papilomas por ratdn).

Este interesantisimo experimento no necesariamente demuestra que la actividad SOD
de MnTE-2-PyP es la responsable del efecto, pero la compensacion de la falta de MnSOD

con el suplemento de MnTE-2-PyP apunta a dos conclusiones importantes:
a) MnTE-2-PyP logra suplir el defecto de actividad SOD o contrarrestar efectos
ulteriores a la sobreproduccion de superoxido.
b) Este efecto se aprecia en la mitocondria, dado que la actividad SOD citosolica es
constante en este modelo.

¢Como disecar mejor la conclusion a? Seria necesario contar con una porfirina que
difiriera de MnTE-2-PyP Unicamente en su actividad SOD vy realizar de nuevo el
experimento. Hemos visto en el prélogo que esperar ese tipo de especificidad en
compuestos de bajo peso molecular es esperar demasiado.

Tres visiones sobre la isquemia-reperfusion cerebral

Mencionaremos tres articulos que consideramos importantes por sus conclusiones e
implicaciones y que emplean modelos de isquemia-reperfusion cerebral y evaltan la
eficacia de dos porfirinas de manganeso para aliviar el dafio neurolégico causado. En el
primer articulo ® se emplean ratas a las cuales se les obstruye la arteria cerebral media
durante 90 minutos y se les dan 7 dias de recuperacion. Los animales se tratan con MnTE-
2-PyP intracerebroventricular en diferentes tiempos segun el grupo de tratamiento, a saber:
60 minutos antes de la isquemia o 5 minutos, 1.5, 6 0 12 horas después de la reperfusion.
La administracién de 300 ng de MnTE-2-PyP en el periodo comprendido entre 1 hora antes
de la isquemia y 6 horas después de la reperfusion tiene efectos positivos. Se nota la
reduccion del tamafio del infarto y la proteccion de la aconitasa mitocondrial. Los autores
también hacen experimentos con administracion intravenosa de MnTE-2-PyP también con
resultados auspiciosos pero los autores mencionan que las cinco cargas positivas de la
porfirina de manganeso podrian interferir con la transferencia a través de la barrera
hematoencefalica. La interpretacion de los resultados del articulo se hace principalmente
con base en la capacidad de dismutar el superoxido del complejo, aunque los parametros
bioquimicos estudiados no son necesariamente especificos de superdxido (oxidacion de
guanina, disminucion de actividad aconitasa).

Un punto digno de resaltar se refiere a actividad de enzimas mitocondriales. Los
autores miden actividad aconitasa como marcador de superoxido y fumarasa como
referencia. Como ya se habia observado la actividad aconitasa medida 4 y 10 horas post
isquemia es menor que en el hemisferio no isquémico y en ambos casos la enzima se
protege por la administracion de MnTE-2-PyP. La actividad fumarasa no cambia a las 4
horas pero disminuye a las 10 horas post isquemia y notablemente, esta disminucion tardia
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se previene con la administracion de MnTE-2-PyP. Dado que la fumarasa no se inactiva
facilmente por oxidacion los autores interpretan la disminucién en esta actividad
enzimatica como indicio de disfuncion mitocondrial generalizada y muerte celular. La
proteccién con MnTE-2-PyP indicaria en este caso que hay mecanismos adicionales a la
dismutacion de superéxido.

El segundo articulo® tiene varios puntos de contacto con el primero, sobre todo en lo
referente al modelo usado. Las diferencias principales se encuentran en los compuestos
usados para tratar la isquemia-reperfusion cerebral (MnTE-2-PyP y MnTDE-1,3-IP), que
los animales tratados son casi siempre ratas pero en algunos casos ratones y que se extiende
la observacion de los efectos del tratamiento a la expresion de proteinas mediante
electroforesis bidimensional y a un estudio del transporte de los compuestos desde el
hemisferio donde se realiza la inyeccion al contralateral. Nuevamente se observa
proteccion en forma de disminucion del volumen de infarto, del déficit neuroldgico. El
andlisis protedbmico no es demasiado especifico ya que se limita a nimeros de proteinas
con expresion atenuada o aumentada y ni siquiera se menciona si las atenuaciones y
aumentos son coincidentes o contrapuestos. Alcanza sin embargo para hacer notar que la
administracion de MnTDE-1,3-IP es capaz de cambiar la expresion de proteinas por si
mismo, independientemente de la isquemia reperfusion. No es evidente que los cambios en
la expresion proteica obedezcan a un mecanismo de regulacion redox aunque sin duda se
trata de una hipdtesis plausible.

El tercer articulo® se centra especificamente en la expresion de genes en cerebro de
raton después de isquemia reperfusion con y sin tratamiento con MnTDE-1,3-IP. Se
emplea una metodologia de microarreglos de genes para observar ARNc a las seis horas
después de la isquemia reperfusion. Los resultados de este articulo son poco terminantes, a
pesar de que en el titulo se menciona que el MnTDE-1,3-IP aten(a la espresion de genes
inflamatorios se puede ver que s6lo hay cambios significativos en la expresion de una de
las seis interleucinas buscadas y en tres de las nueve citocinas y sus receptores buscados.
No se observan cambios en genes que codifican proteinas antioxidantes ni proteinas de
respuesta al estrés por el tratamiento con MnTDE-1,3-IP.

En conjunto, los tres articulos ponen de manifiesto varios aspectos de la intervencion
con porfirinas de manganeso en la isquemia reperfusion cerebral, podriamos resumirlos
como:

a) Los efectos se observan incluso seis horas después de la reperfusion.

b) Hay proteccion de blancos (fumarasa) cuya inactivacion no es directa por

especies reactivas del oxigeno.

c) Hay cambios en la expresion de genes y proteinas sin que sean muy evidentes las

relaciones ni el mecanismo de accion.

d) Los efectos observados no necesariamente estan vinculados con la dismutacién

de superoxido.
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e) Dos compuestos muy similares en reactividad asi como en carga eléctrica y
liofilia se comportan de manera similar en los modelos estudiados, excepto por
una toxicidad marcadamente mayor del MnTE-2-PyP.

Muy recientemente se ha propuesto una alternativa a la administracién de porfirinas
de manganeso para atenuar los efectos de la isquemia reperfusion®®, pero nos atrevemos a
pronosticar que habra pocos voluntarios para la intervencion propuesta.

Mejor un casco

De vez en cuando resulta gratificante ver que se pueden publicar articulos en los que
alguna molécula no tiene el maravilloso efecto esperado, dichos resultados Ilamados
peyorativamente “negativos” son escasos en la literatura, aunque ciertamente no en la
investigacion cientifica. La tendencia de publicar principalmente los “éxitos” puede llegar
a dificultar una interpretacion global de (por ejemplo) la accion de un farmaco, donde los
“fracasos” también son importantes. En un articulo reciente®® se describe un modelo de
traumatismo de créneo sin fractura en ratones, su efecto sobre marcadores de motricidad
(tiempo de permanencia en rotarod), lesion neuronal (tincion con Fluoro-Jade) e
inactivacion de aconitasa mitocondrial. Los ratones tratados con 3 0 6 mg/kg IV de MnTE-
2-PyP no tienen diferencias significativas respecto a los inyectados con PBS. Los autores
interpretan esta ausencia de efectos por la aparente dificultad que tiene el MnTE-2-PyP
para atravesar la barrera hematoencefalica, pero no presentan experimentos para sustentar
su interpretacion.

En resumen

Para concluir esta seccion nos gustaria hacer explicito que existen numerosos modelos de
aplicacion exitosa de porfirinas de manganeso, principalmente para la atenuacion de los
efectos nocivos en modelos de estrés oxidativo agudo. La mayoria de estos efectos se han
atribuido a la actividad SOD, a alguna otra propiedad “antioxidante catalitica” y esta
atribucion suele hacerse de manera vaga y presurosa. Los efectos encontrados se
corresponden poco o nada con la reactividad conocida de los compuestos y en
contadisimos casos existe alguna comparacion donde dicha reactividad sea la variable de
comparacion de resultados. Falta un vinculo, existe una brecha entre la reactividad in vitro
y la actividad in vivo de las porfirinas de manganeso y esta tesis tiene entre sus objetivos
acercar un poco esos dos extremos mediante la acumulacion de datos en el extremo de la
reactividad. No debemos soslayar, sin embargo, que sera practicamente imposible
encontrar una relacidon causa-efecto lineal para la influencia de una molécula con
reactividad multiple en un sistema complejo. Nos queda entonces, acumular causas
probables y tratar de separar los efectos encontrados con una dosis generosa de humildad.
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Quimica y bioquimica (brevisimas) de peroxinitrito

Nuestro equipo de investigacion®® y varios otros ¥ han revisado los avances en el
conocimiento de la quimica y la bioquimica del peroxinitrito desde su redescubrimiento
dentro de la bioguimica en 1990%°?. A raiz de la superabundancia de fuentes secundarias
de informacion al respecto, haré aqui un resumen minimo de las reacciones mas
importantes que determinan el destino y los efectos del peroxinitrito.

Origen del peroxinitrito

La via de formacion de peroxinitrito en que todos los investigadores concuerdan es la
reaccion de superdxido con oxido nitrico (-NO). Es una reaccion muy rapida entre dos
radicales, su constante de velocidad se ha determinado por diversos métodos y ha llevado a
discusiones extensas, nuestro grupo considera que el valor de 10 M™ s es el més
adecuado™®.

Hablamos ya acerca del superoxido (ver la pagina 19) asi que aprovecharemos aqui
para mencionar brevemente al 6xido nitrico (-NO). Este precursor fue descubierto por sus
efectos y finalmente identificado a principios de los afios 90. Existe una familia de enzimas
Ilamadas sintasas de 6xido nitrico que catalizan la oxidacién de arginina para producir
oxido nitrico y citrulina. Esta reaccion es la principal responsable de la formacion de -NO
in vivo y estd cuidadosamente regulada dadas las funciones de este radical en la
vasodilatacion, la agregacion plaquetaria, la neurotransmision y la respuesta inmunitaria.

La naturaleza de los dos reactivos que dan lugar al ONOO™ (O,-~ y -NO) difiere en
cuanto a sus posibilidades de atravesar membranas lipidicas, de tal suerte que el superoxido
esta practicamente recluido en su sitio de formacion, mientras que el -NO puede pasar de
un compartimiento celular a otro sin mayor impedimento. La implicacion es que el sitio de
formacion de ONOO™ coincidira en general con el sitio de formacion de superdxido.

Destinos del peroxinitrito

Se ha escrito mucho y se ha discutido hasta el cansancio acerca del destino del peroxinitrito
“solo” en un amortiguador de fosfato, aun cuando dicha situacion no se parece demasiado a
ninguna situacion biologicamente relevante, dado que la “ausencia de blancos” es una
situacion artificial. No obstante, dado que es relevante para la planificacion de
experimentos, es necesario recordar que el peroxinitrito se protona con un pK, de 6.8 y el
acido conjugado (ONOOH) se descompone por homdlisis del enlace O-O y produce los
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radicales -OH y NO, en una jaula de disolvente. Aproximadamente el 30% de los radicales
difunden hacia fuera de la jaula y el resto se recombina dentro de ella para producir nitrato
y H'. La constante de velocidad de esta reaccién de homélisis (5 s* a 37°C) indica que es
suficiente rapida como para complicar el disefio de algunos experimentos, pero
suficientemente lenta como para no competir con las reacciones del ONOO™ in vivo.

El repertorio de reactividad del peroxinitrito con biomoléculas es suficientemente
limitado como para que lo pongamos aqui en tres incisos, con la pertinente aclaracion de
que se hace referencia sdlo a las reacciones directas del sistema peroxinitrito/peroxinitroso
y no a reacciones ulteriores de productos de estas reacciones directas.

Reaccion con &cidos de Lewis

El ONOO es, por supuesto, una base de Lewis y reacciona con algunos acidos de Lewis
disponibles en sistemas bioldgicos. Entre ellos los més importantes son el didxido de
carbono y los iones hierro de hemoproteinas. La reaccion de formacion del aducto de
Lewis en general produce la ruptura de enlace peréxido.

La reaccion con CO, fue caracterizada cinéticamente en 1995“% y sus productos se
hicieron evidentes en 1999%%, a grandes rasgos, la reaccion es moderadamente répida (k =
5.8 x 10* M™! %1%y y se propone que produce un aducto de vida corta que se descompone
a radicales (CO3-~ y -NO,) en una jaula de disolvente, de los cuales un 35% se libera a la
solucion, mientras que el resto se recombina para dar CO, y NO;'.

La reaccién con CO, se vuelve relevante dada la elevada concentracion de CO,,
resulta conveniente tener a esta reaccion como una referencia cinética para comparar las
demés vias de desaparicion de peroxinitrito, sean vias fisiolégicas o ayudadas por la
presencia de inactivadores. Considerando una concentracion de CO, de 1.3 mM, la
constante aparente de desaparicion de ONOO™ por causa del CO, es aproximadamente 60 s
12 37°C y pH = 7.4, esto es unas 60 veces mas rapido que la desaparicion de ONOO™ por
protonacién y homolisis.

La reaccion con el hierro de hemoproteinas es mucho més diversa, por la sencilla
razén de que las hemoproteinas son muy diversas y no queremos aqui cometer la distorsion
de la generalizacion. Un trabajo pionero caracteriz6 la reaccion de ONOO™ con diversas
hemoperoxidasas en 1993%%) y encontré constantes de velocidad diferentes para diferentes
proteinas. Desde entonces la reaccion con hemoproteinas ha sido un tema recurrente en el
estudio del peroxinitrito, en la Tabla 4 se presentan algunos ejemplos de constantes de
velocidad.
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Tabla 4. Reacciones de peroxinitrito con algunas hemoproteinas

Hemoproteina k(M1s?h condiciones Referencia
Mieloperoxidasa 2 x 107 12°C independiente de pH @
Peroxidasa de rabano 3.2x10° 25°C independiente de pH @
Lactoperoxidasa 3.3x10° 25°C, pH 7.4 (05)
Citocromo ¢ 2.3x10° 25°C independiente de pH @
Metamioglobina 1.4x10* 20°C pH 7.4 on
Oxihemoglobina 1x10* 25°C, pH 7.4 (108)
Catalasa No detectable (105

Las constantes de velocidad que aparecen en la Tabla 4 denotan la variabilidad de la
reaccion entre ONOO™ y el grupo hemo, al menos respecto a la velocidad de la reaccion.
No se ve en la tabla, pero los productos de las reacciones también son diferentes,
mieloperoxidasa, lactoperoxidasa y citocromo ¢ (Fe'"") se oxidan por un electrén y liberan
diéxido de nitr6geno®>1%199) |3 peroxidasa de rabano se oxida por dos electrones®® y
libera nitrito, mientras que oxihemoglobina y metamioglobina producen nitrato con%® o
sin® oxidacién evidente del hierro.

La eficiencia de las hemoproteinas como blancos de reaccion del peroxinitrito es
relativa. Si bien algunas constantes de velocidad son muy grandes, las proteinas estan
localizadas en compartimientos especificos, lo que transforma a sus reacciones con
peroxinitrito en eventos de importancia local.

Una de las consecuencias mas estudiadas de la reaccion de peroxinitrito con &cidos de
Lewis es la reaccion de nitracion de tirosina y de aromaticos en general. Hablando
estrictamente, la nitracion NO es una reaccion directa del peroxinitrito y el peroxinitrito
NO nitra tirosina (directamente). Lo que si puede observarse es la formacion de 3-
nitrotirosina como consecuencia de la formacidn previa de peroxinitrito y eso ha dado lugar
a la idea de observar y cuantificar la 3-nitrotirosina como un producto estable que
evidencia la formacion previa de peroxinitrito.

homdlisis
ONOO- + AL — >  Aducto —— > Ox, +:NO,

B

(A) (B)
OH o) OH
NO,
ox, NO,
H —_— H _— H
N N N
"o "o o
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Figura 3. Esquema de la reaccion de nitracion de tirosina La nitracion de
Si la nitracion esta precedida por ONOO™ el primer oxidante Ox; arométicos  precedida  por
es normalmente el producto de la reaccion de ONOO™ con algunos N . A
acidos de Lewis (AL, por ejemplo, H*, CO, o Mn""Porfirina) peroxinitrito siempre implica
seguida por la homolisis del aducto para dar un oxidante fuerte la reaccion entre el ONOO™ y
(Ox, = -OH, CO3-~ 0 O=Mn"Porfirina, respectivamente). El un 4cido de Lewis (por
radical tirosilo (A) formado puede a su vez reaccionar con el -NO,

- +
que es el otro radical formado en la homdlisis para formar 3- ejeTlplo, . H, o, _o
nitrotirosina (B). Mn™"Porfirina) a consecuencia

de la cual se forma un oxidante
fuerte (Ox,: -OH, CO3-~ 0 O=Mn'"VPorfirina respectivamente) y -NO, de manera que la
reaccion proporciona los dos reactivos necesarios para la formacion de nitroaromatico. Es
importante notar que la tirosina no tiene parte en la primera reaccion y que la nitracion es
solo una de las multiples reacciones posibles entre los radicales formados y por ende la
reaccion tiene productos maltiples y rendimientos de dificil interpretacion. En la Figura 3
se presenta la secuencia de reacciones mas simple que puede originar la formacion de
nitrotirosina. Es importante recalcar una vez mas que el esquema presentado en la Figura 3
no representa un esquema general y se han omitido maltiples reacciones adicionales. Este y
otros aspectos de la nitracion de tirosina y el posible involucramiento del ONOO™ se
abordan en detalle en una revisién reciente'?,

Reacciones con el grupo tiol

La primera reaccion caracterizada entre ONOO™ y una biomolécula fue la reaccién con
cisteina™Y, durante varios afios se considerd que los tioles intra y extracelulares eran los
principales reductores del peroxinitrito formado in vivo. No obstante, las constantes de
velocidad relativamente pequefias (k < 10* M™ s™) para los tioles méas abundantes como
cisteina, glutation o albumina (Cys 34) hacian dificil esta consideracion, sobre todo a la luz
de la reaccion con dioxido de carbono antes mencionada. Se podria pensar que durante
todo el siglo pasado el peroxinitrito fue un oxidante biol6gico sin un mecanismo conocido
de reduccion in vivo, lo que explica en parte el gran impulso que tuvo el desarrollo de
inactivadores sintéticos en los afios 90 (esta tesis es un pequefio producto de dicho
impulso).

En el afio 2000, meses antes del cambio de siglo se publica por primera vez un
mecanismo enzimético de reduccién para el peroxinitrito: al menos®? S. typhimurium, M.
tuberculosis y H. pylori estaban protegidas del oxidante por peroxidasas dependientes de
tioles llamadas peroxirredoxinas. No tardaron en aparecer nuevas peroxirredoxinas con
elevadas constantes de velocidad de reaccion con peroxinitrito, hasta el momento las que
estan publicadas aparecen en la Tabla 5.
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Tabla 5 Constantes de velocidad de reaccién de peroxirredoxinas con peroxinitrito

Peroxirredoxina Especie k (M-1s-1) Referencia
AhpC S. typhimurium 1.5x10° )
AhpC M. tuberculosis 1.3x10° )
AhpC H. pylori 1.2 % 10° a12)
TPx M. tuberculosis 1.3x10° s
TXNPx T. brucei 9x10° (114)
TXNPx T. cruzi 7 x 10° (114)
PRDX5 H. sapiens 7x107 (115)
TPx1 P. falciparum 1x10° (116)
cTPxI S. cerevisiae 5.3 x 10° 1
cTPxII S. cerevisiae 3.9x10° 1

La reaccion de peroxinitrito con tioles (RSH) sucede aparentemente entre el &cido
peroxinitroso y el tiolato™®:

ONOOH + RS  — NO, + RSO + H*

Debido a la selectividad de las especies acido/base respecto a su reactividad, la reaccion
siempre es dependiente del pH y la constante de velocidad observada tiene un maximo a
mitad de camino entre los pKa del peroxinitrito y el tiol. Por otra parte, la reactividad
“intrinseca” o independiente del pH del grupo tiolato parece disminuir junto con su
basicidad de Brgnsted, de la misma manera que disminuye su potencial redox. Del trabajo
de Trujillo y Radi®® hemos extraido la parte sombreada de la Tabla 6, y con esos
resultados especularemos un poco més acerca de esta reaccion. Hemos agregado a la tabla
las fracciones de ONOOH y RS™ presentes a pH 7.4 (columnas 3 y 5) para calcular
rapidamente la constante independiente del pH en la columna final. Ademas, agregamos
cuatro datos’"'9 acerca de tioles de proteinas algunos de los cuales son especialmente
reactivos.
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Tabla 6 Constantes de velocidad de reaccién de tioles con peroxinitrito y su relacién con el
pKa del tiol

i [ONOOH] [RS] Kond Kana PH indep

Tiol pH pKa sy
[ONOOH]y [RSH]r  (M's? 37°C) (M™s?, 37°C)

Cisteina etil éster 7.4 0.1368 6.6 0.8632 6830 5.78 x 10*
Cisteina metil éster 7.4 0.1368 6.7 0.8337 7120 6.24 x 10*
Penicilamina 7.4 0.1368 7.9 0.2403 6420 19.5 x 10*
Cistefna 7.4 0.1368 8.3 0.1118 4500 29.4 x 10*
Glutation 7.4 0.1368 8.8 0.0383 1360 26 x 10*
Homocisteina 7.4 0.1368 8.9 0.0307 700 16.7 x 10*
N-Acetilcisteina 7.4 0.1368 9.5 0.0079 415 38.5 x 10*
Dihidrolipoato 7.4 0.1368 10.7 5.01x 10* 250 365 x 10*
HSA-SH 7.4 0.1368 8.3 0.1118 3800 24.8 x 10*
GAPDH 7.4 0.1368 75 0.44269  2.5x10°* 413 x 10**
AhpC 6.6 0.2847 5 0.99603 1.5 x 10%** 529 x 10***
cTPxI 7.4 0.1368 5.4 0.99099  7.4x10°* 530 x 10**
cTPxII 7.4 0.1368 6.3 0.92641 5.1 x10°* 390 x 10™*
* 250C
**Tamb

Entre los tioles de bajo peso molecular, e incluso con la albimina (HSA) se nota una ligera
tendencia hacia una mayor constante al aumentar el pKa del par RSH/RS™ (ver la Figura 4),
es decir, una mayor basicidad del tiolato parece favorecer la reactividad con el ONOOH
evidenciada en kj,g (independiente de pH).

Si aproximamos la tendencia a una recta obtenemos una pendiente de
aproximadamente 0.4. El otro factor que influye sobre la constante observable (o
dependiente de pH) a pH neutro es la concentracion efectiva de RS™ y esa varia con una
pendiente de 1 (un orden de magnitud por unidad de pH). De manera que el factor de
concentracion tiene mayor influencia y hace que las constantes observadas a pH neutro
para tiolatos mas bésicos sean menores ya que la diferencia pKagy — pKapnoO~ €S

grande.
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Figura 4. Constantes de velocidad de reaccion de peroxinitrito con tioles de diferente pKa.

Podemos pensar que si la ventaja evolutiva radica en una reaccion rapida entre el
tiolato y el &cido peroxinitroso para tener una peroxinitrito reductasa eficiente, la presion
evolutiva seleccionara tioles cuya reactividad intrinseca sea independiente de la basicidad
del tiolato y que a la vez se encuentren en concentracion alta a pH neutro (es decir, tengan
un pKagy < 7). Es decir, en los tioles particularmente reactivos de peroxirredoxinas y otras
enzimas se ha separado la reactividad frente al peroxinitrito de la acidez de Brgnsted como
resulta evidente en la Figura 4. Aln no sabemos en qué propiedad electrénica consiste esa
reactividad magnificada ante ONOOH y quiza valga la pena dedicarse a buscarla.

Reacciones con selenoproteinas

A raiz de la determinacién de una elevada constante de velocidad para la reaccion de un
compuesto  sintético llamado Ebselen con ONOO ™ se inici6 la busqueda de
biomoléculas que también contuvieran selenio y que reaccionaran rapidamente con
peroxinitrito. En términos cinéticos, la Unica biomolécula digna de mencion es la glutation
peroxidasa cuya constante de velocidad es 8 x 10 M s* a pH = 7.4 y 250C*?Y, Otros
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compuestos con selenio y selenoproteinas se mencionan a menudo en relacion con la
proteccion frente a peroxinitrito, pero los datos que se presentan son de proteccion de
blancos en reacciones complejas, por ejemplo, hidroxilacion de benzoato y nitracion de
proteinas®?? u oxidacién de dihidrorrodamina 123%¥. Curiosamente, la cinética de la
reaccion entre selenocisteina y peroxinitrito no se ha caracterizado en la literatura.

Regresando a la glutation peroxidasa, ademas de reaccionar muy rapido con
peroxinitrito en una reaccion de dos electrones, la forma reducida de la enzima se recupera
por la reaccion con glutation, de forma que la enzima puede funcionar con peroxinitrito
como sustrato y podria constituir una defensa antioxidante catalitica, si no fuera por la
concentracion limitada de la proteina.

La mayor parte del peroxinitrito se inactiva

Si consideramos los conocimientos que se tienen hasta la fecha respecto a la cinética de
reacciones de peroxinitrito con biomoléculas podemos establecer grosso modo un mapa de
la reactividad y los blancos factibles para este oxidante. Eso es lo que intentamos hacer en
la Tabla 7. Para facilitar las comparaciones hemos extrapolado la velocidad de todas las
reacciones a 37°C cuando los datos disponibles estan a otra temperatura. Dividimos los

blancos de peroxinitrito en tres categorias,
= |os que redirigen hacia otro oxidante fuerte;
= los que inactivan al peroxinititrito;
= los que se pueden considerar blancos criticos o dificiles de reemplazar
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Tabla 7 Patrones de reactividad del

constantes de velocidad de reaccion.

peroxinitrito con biomoléculas en términos de

k conc. | kap (57 B
Blanco . Observacion Resultado Ref
M~s) ©M) | B7°C)
; CO;5y -NO, (35%)
z CO, 46x10° 1,300 |60 ubicuo : 2 (124
¥e) CO,y NO; (65%)
%}
(8}
w
=
a X X . " Compuesto 11 de la o
o | Mieloperoxidasa 46x10 500 23,000 en neutréfilos peroxidasa
i " i o Isomerizacion a (125)

— i Hemoglobina 2.3x10 5000 | 115 s6lo en eritrocitos nitrato
‘8 Glutation - calculado para Reduccion catalitica a21)
& | peroxidasa 1.8x10 2 36 hepatocitos a nitrito
= i i 8% ubicuo intracelular Reduccion catalitica (115)
55 i Peroxirredoxina 5 1.6x10 >1 >160 a nitrito
<
Z  TXNPx 8 x 10° 250 200 en tripanosomatidos  Reduccién a nitrito 419

Glutation 1.4x10° 5000 |7 ubicuo intracelular  Reducci6n a nitrito 429
o  Aconitasa 1.4 x10° 20 2.8 mitocondria Inactivacion (@)
Z
< 5 : : RvEraf (128)
O | MnSOD 1x10 20 2.0 mitocondria Inactivacion

*Valores extrapolados a 37°C suponiendo un aumento de 2.3 veces cada 12°C

Una comparacion de los valores de ks, es decir, la constante de velocidad aparente de
desaparicion de ONOO™ con esa concentracion de blanco, permite observar que para
blancos como la mieloperoxidasa la competencia es imposible, aunque se trata de un
blanco de distribucion restringida a algunos tipos celulares y sus alrededores. El didxido de
carbono puede tomarse como un blanco ubicuo referente y se ve que biomoléculas
“protectoras” o inactivadoras del peroxinitrito pueden competir bien con él en espacios
intracelulares, las peroxirredoxinas parecen ser las moléculas que se encargan de la mayor
parte del peroxinitrito. Finalmente, hemos incluido en la tabla dos enzimas mitocondriales
que podrian llegar a evidenciar el dafio causado por ONOO", resulta claro que su
reactividad es uno o dos 6rdenes de magnitud menor que la de los inactivadores y por ende
se encuentran bien protegidas siempre y cuando los mecanismos de inactivacion funcionen
correctamente.
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Inactivadores de peroxinitrito

Dado que esta tesis se ocupa de la caracterizacion de una serie de inactivadores sintéticos
de peroxinitrito es conveniente mencionar antes de terminar la introduccién otras familias
de moléculas que también se han caracterizado como inactivadores de peroxinitrito.

Se han presentado en la literatura algunas porfirinas de hierro que podrian catalizar la
isomerizacion de peroxinitrito para producir nitrato ademas de llevar a cabo un ciclo redox
analogo al que se presenta en la Figura 8 (pag. 49), estos compuestos se han caracterizado
cinéticamente®?® y aplicado en modelos de patologia relacionada con el estrés
oxidativo®30-132),

Otro abordaje a la inactivacion de peroxinitrito emplea un compuesto de selenio
llamado Ebselen que ya hemos mencionado. Este compuesto reduce el peroxinitrito a
nitrito y el ciclo catalitico se completa usando al glutation como reductor. La reaccion de
este compuesto con peroxinitrito también se ha caracterizado cinéticamente?? y también
se ha empleado en modelos de patologfa®319),

Dado el conocimiento actual sobre los inactivadores bioldgicos de peroxinitrito que
comprende principalmente compuestos con grupos tiol especialmente reactivos, cabe
esperar que los esfuerzos en la biomimética se enfoquen en el futuro hacia el disefio de
tioles y ditioles capaces de reducir rapidamente al peroxinitrito. Para esto, no obstante, se
hace imperativo comprender en términos electrénicos qué significa “especialmente
reactivos”, como ya se menciond en la pagina 38.

Un enfoque alternativo consiste en el empleo de compuestos disefiados para
interceptar los precursores del peroxinitrito, en esta categoria caben los modelos
funcionales de SOD, entre los cuales los mas exitosos contienen manganeso y diversos
ligandos®36-139),

Otra linea de pensamiento, ha consistido en sintetizar algunos compuestos con
caracteristicas de reductores bioldgicos, como coenzima Q o a-tocoferol también con
trifenilfosfonio. Este cation atraviesa facilmente las membranas bioldgicas dado su caracter
relativamente hidréfobo y se acumula a favor del potencial electroquimico en la matriz
mitocondrial, lo cual dirigiria los antioxidantes hacia donde posiblemente son mas
necesarios®®D. No se trata, en este caso, de inactivadores de peroxinitrito ni de
superdxido sino de antioxidantes en un sentido amplio, los resultados obtenidos en modelos
animales son auspiciosos e incluso uno de los compuestos esta en pruebas de fase Il contra
la enfermedad de Parkinson. También se ha explorado la posibilidad de conjugar el grupo
director trifenilfosfonio con Ebselen para generar una “peroxidasa sintética” dirigida a la
mitocondria®?. La misma estrategia Se ha empleado para sintetizar nitréxidos que
contienen un grupo trifenilfosfonio que les facilitaria el acceso y la acumulacion en la
matriz mitocondrial #3144 donde podrian realizar la dismutacién de superéxido.

Muy recientemente se han informado de una serie de porfirinas de manganeso
similares a MnTM-4-PyP conjugadas con diversos sustituyentes a fin de dirigir su
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capacidad de antioxidante catalitico hacia el interior de la célula®®; al interior de la
mitocondria®® o con el objetivo de asociarla a otra actividad catalitica antioxidante®*".
Los resultados de los efectos en modelos de estrés oxidativo son ain muy preliminares.

La lista completa de antioxidantes sintéticos y naturales caracterizados y
marginalmente relacionados con el peroxinitrito es extensa y excede el &mbito de esta tesis.



Resultados

Los resultados centrales de esta tesis se presentan en los trabajos publicados que se iran
intercalando en el texto. El texto adicional de este capitulo los retne con algunos resultados
no publicados e hipotesis, y pretende, sobre todo, a dar un hilo conductor a la lectura de los

articulos.
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Experimentos liminares y el trabajo 0

Oxidacion de MnTCPP

Antes de comenzar el trabajo de tesis propiamente dicho recibimos una muestra de
MnTCPP de parte de Homero Rubbo que por entonces estaba en la Universidad de
Alabama en Birmingham. Era la segunda mitad de los afios noventa, cuando quedaba
mucho por explorar de la reactividad de peroxinitrito, asi que hicimos algunos
experimentos que se pueden reinterpretar en perspectiva y revelan algunas propiedades de
MnTCPP y del peroxinitrito que hemos utilizado a posteriori. Uno de esto experimentos
intentaba determinar la estequiometria de la reaccion de MnTCPP con ONOO™ a pH
alcalino para evitar la isomerizacion a nitrato.

La estequiometria obtenida fue incorrecta dado que no consideramos los cambios
espectrales resultantes del pH alcalino, estos cambios son evidentes en las diferencias entre
el espectro de la izquierda y de la derecha (Figura 5). A pesar de esto, pudimos obtener dos
datos importantes de este experimento:

1. Laporfirina reacciona muy rapidamente con ONOO™

2. La porfirina tiene un espectro dependiente del pH que se podria usar para

estudiar sus propiedades acido base.

Independientemente del resultado erréneo que obtuvimos para la estequiometria, la
posibilidad de observar la reaccion entre ONOO™ y MnTCPP, y sobre todo del producto de
reaccion fue un primer paso en la comprension de dicha reaccion.
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Figura 5. Espectros de MnTCPP y MnTCPP oxidado con ONOO™
Izquierda espectros obtenidos a pH = 14. Derecha, espectro obtenido a pH neutro. Las concentraciones
no son iguales en los dos experimentos.

Primeros intentos en la cinética

Nuestro primer intento de acercarnos a la estequiometria fue fallido, poco dudara entonces
el lector si le decimos que el primer abordaje de la cinética también fue un fracaso. Las
razones de estos primeros experimentos erréneos son histdricas, la costumbre en el
laboratorio era hacer reaccionar al ONOO™ con un blanco en exceso en condiciones de
pseudo primer orden y seguir la reaccién a 302 nm. Esas condiciones son muy dificiles de
alcanzar con MnPorfirinas ya que su absorbancia en todo el intervalo ultravioleta y visible
impide usar concentraciones elevadas mientras que si se usan concentraciones muy
pequefias resulta dificil observar el cambio de absorbancia debido al ONOO™. Cuando
hicimos un experimento con peroxinitrito en exceso y MnTCPP en concentraciones
micromolares encontramos comportamientos complejos y muy dependientes de la longitud
de onda estudiada. Afortunadamente, la forma mas sencilla de estudiar las constantes de
velocidad de MnPorfirinas con ONOO™, estaba ya publicada®® y fue la que aplicamos
posteriormente.
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Nitracion de aromaticos

El trabajo 0 que aparece como un anexo al final de la tesis incluye algunos de los datos de
nitracion de 4-hidroxifenilacetato (4-HPA) con MnTCPP. Dicha publicaciéon fue incluida a
pesar de ser previa al inicio de la tesis por la relevancia que tuvo la reaccion de nitracién en
la generacion de ideas acerca de la catélisis de la reduccion de peroxinitrito. La idea de
probar la nitracién, provino de una nota al pie en un trabajo del grupo de Groves ©, donde
se lee:

Nitration was initiated by the addition of ONOO™ or HSOs™ (0.5 — 1 mM) to a mixture of
the metalloporphyrin (2.5 — 25 uM) and HPA (1 mM) in a 50 mM phosphate buffer (pH
7.4). The NO, concentrations in the HSOs™ system were varied between 1 and 100 mM
with MnTMPyYP 10 pM, resulting in HPA-NO, (8 — 60% yields). In the ONOO™ system,
yields of HPA-NO, were between 30% and 60%, depending on the MnTMPyP
concentration.

Después de ver esos datos, abordamos la reaccion de nitracion con MnTCPP como
catalizador y una parte de los resultados aparece en la figura 6 del trabajo 0. Hicimos
también experimentos de nitracién con otras MnPorfirinas que no se publicaron pero que
pueden servir aqui como indicios para plantear la primera hipétesis de esta tesis. En la
Figura 6 se muestran los resultados de nitracion de 4-HPA con tres MnPorfirinas.

Figura 6. Rendimientos

%01 de nitracion de 4-HPA con
451 ONOO- catalizada por
;\5 40 diferentes MnPorfirinas.
Z 35 4 Las condiciones
g 304 experimentales fueron las
= 25 siguientes: amortiguador
S fosfato 50 mM, temperatura
% 201 ambiente, 4-HPA 5 mM, los
@ 54 O MnTCPP rendimientos se calcularon a
104 O  MnTM-4-PyP partir de la concentracion
. A MnTM-2-PyP inicial de ONOO".
0 (') ]'_ é é éll é MnPorfirina  [ONOO T,

N MnTCPP*  0.79mM
[MnPorfirina] (uM) MnTM-4-PyP  0.49 mM

MnTM-2-PyP  0.48 mM
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Resultados del ajuste hiperbélico a los datos de rendimiento:

MnPorfirina Rend, (%) ARendmsx (%) Cso
MnTCPP 96+15 40+4.7 10+£29
MnTM-4-PyP 86+1.2 41+18 0.67 +0.12
MnTM-2-PyP 93+13 39+17 0.42+0.07

* La grafica completa para MnTCPP aparece como la Fig 6 del trabajo 0.

Se puede ver en la Figura 6 y su tabla anexa que los pardmetros de los rendimientos de
nitracion son esencialmente iguales para los tres complejos, excepto en lo referente a Csg,
es decir, la concentracion que causa el 50% del aumento en el rendimiento. VVeremos méas
adelante que la disminucidn de Csqy se relaciona con la reactividad del complejo frente a
ONOO'.

Por ese tiempo comenzabamos a encontrar ejemplos en nuestro laboratorio de que la
afirmacion de que el 4-HPA es un “buen modelo” para la reactividad de la tirosina no
pasaba de ser una distorsion de la distancia (cfr. prélogo), ademas de constatar una y otra
vez que la nitracién por peroxinitrito es una reaccion compleja y con resultados casi
siempre dificiles de interpretar. Eso no obsté para que empledramos nuestro nuevo sistema
de catdlisis de nitracion a la tirosina, con un nuevo resultado sorprendente que se muestra
en la Figura 7.



48 Resultados

25 - Figura 7. Rendimientos de
nitracién de tirosina con
= 204 ONOO™ catalizada por
S diferentes MnPorfirinas
g 15 Las condiciones experimentales
-% fueron las siguientes:
5 105 amortiguador fosfato 50 mM,
= O MnTM-2-PyP . L
& O MnTM-3-PyP temperatura ambiente, tirosina
51 A MnTM-4-PyP 1 mM, [ONOO ], = 0.43 mM,
pH 7.47. Los rendimientos se
0 T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8
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Resultados del ajuste hiperbélico a los datos de rendimiento:
MnPorfirina  Rend, (%) ARendmax (%) Cso

calcularon a partir de la
concentracion inicial de
ONOO'™.

MnTM-2-PyP  10.7£0.5 158+1.4 2306
MnTM-3-PyP  10.7+0.6 16.3+0.9 0.69+0.13
MnTM-4-PyP  10.7 £0.6 176+0.9 0.78 £0.14

En este caso la tendencia antes observada para Csy se invierte, la porfirina mas
reactiva ante el ONOO™ es la que tiene un Csy mayor, es decir, hay variables no
consideradas entre el primer y el segundo experimento de nitracion. No entra en los
objetivos de esta tesis discutir en detalle la catalisis de la nitracion de aromaticos, pero si
pretendemos dar pie a la presentacion de la primera hipétesis de trabajo a partir de dicha
catalisis.

Dado que observamos tendencias en la nitracion de 4-HPA que dependen
marcadamente de la reactividad de la porfirina frente al ONOO™ y tendencias de la
nitracion de aromaticos que dependen marcadamente de la identidad del blanco, podemos
plantear la siguiente hipétesis:

SE PUEDE CATALIZAR LA REDUCCION DE PEROXINITRITO CON PORFIRINAS DE
MANGANESO DE TAL SUERTE QUE LA VELOCIDAD GLOBAL DE LA REACCION
DEPENDERA DE LA VELOCIDAD DE OXIDACION DE LA PORFIRINA Y DE LA
VELOCIDAD DE OXIDACION DEL SEGUNDO REDUCTOR.

De esta hipétesis se desprende que para obtener un buen catalizador de la reduccion
de ONOO™ es necesario evaluar tanto la velocidad de la reaccidn entre peroxinitrito y
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MnPorfirina como la
velocidad entre la
porfirina oxidada y
diferentes reductores,
ya que esta segunda 0O

reaccion es la que ||

indicara la MnlL — MnlV

redireccion de la :
oxidacion por Red RedH
peroxinitrito.

La hipétesis b
aparece en forma Figura 8. Esquema de reacciones para la catdlisis de reduccion
esquemdtica en la de peroxinitrito.
Figura 8.

ONOO

Primer intento por estudiar la catalisis

A partir de nuestra primera hipétesis e ignorantes de la publicacién del trabajo®® nos
dispusimos a estudiarla a finales de 1997, hacia falta elegir un reductor y la eleccién
evidente en ese momento era glutation por varias razones. Conociamos bastante bien la
cinética de su reaccién con peroxinitrito, tiene fama de ser el reductor intracelular méas
abundante y resulta medianamente sencillo trabajar con €l en soluciones amortiguadas a pH
neutro.

El primer disefio de catdlisis intentaba detectar una aceleracion en la reduccion de
ONOO™ por GSH al aumentar la concentracion de MnTCPP. Las condiciones de
experimentales eran 37°C, pH = 7.4, [ONOO ], = 200 pM, [GSH]; =25 a 20 mM y
[MnTCPP], = 0 a 2.8 pM. Ignordbamos por entonces los valores de las constantes de
velocidad para las reacciones a y b de la Figura 8, pero las concentraciones elegidas
parecian adecuadas para detectar a un buen catalizador. Los resultados de este experimento
nunca se publicaron y aparecen en la Figura 9.
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40 [MnTCPP] (UM) ﬁ Figura 9. Reaccién
g 0.00 de glutation con
A 282 _ .
ONOO™ en ausencia
30 & y presencia de
MnTCPP.
{; I pH =7.4y37°C;
= 20+ [ONOO o = 200 pM..
x© &
=
10
&
O T T T T
0 5 10 15 20

[Glutation] (mM)

Se aprecia un muy timido aumento en la constante observada por la inclusion de
2.8uM de MnTCPP. Flaco catalizador, aunque, como veremos mas adelante, los
resultados obtenidos son correctos.
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Trabajo 1. Un estudio mas ordenado de la catalisis

Ferrer-Sueta, G., |. Batinic-Haberle, |. Spasojevic, |. Fridovich and R. Radi (1999). “Catalytic scavenging
of peroxynitrite by isomeric Mn(lll) N- methylpyridylporphyrins in the presence of reductants.” Chem Res
Toxicol 12(5): 442-9

Thus, the scavenger should react with
peroxynitrite faster than does CO, and/or
scavenge ONOOCO, as well.

Hacia el final de 1997 comenzamos a colaborar con la Dra. Ines Batini¢-Haberle quien no
s6lo nos provey6 de nuevas porfirinas, sino que fue un estimulo constante a la inventiva y
el ansia de descubrimiento a través de su incesante correspondencia. Los primeros
compuestos que envid, en diciembre de 1997 fueron tres isomeros de posicion de
MnTMPyP que son los compuestos centrales del Trabajo 1.

El Trabajo 1 debe poder leerse en forma auténoma, asi que aqui solo se incluird un
resumen general antes del trabajo mismo y algunos resultados que no aparecieron en la
revista despueés.

La idea central del Trabajo 1 fue determinar en forma independiente las constantes de
velocidad de las reacciones a y b de la Figura 8. Para ello se perfecciond la técnica para
estudiar la reaccion entre MnPorfirina y ONOO™ en exceso de este Ultimo y se eligieron
cuatro reductores: ascorbato (para entonces ya sabfamos de su eficiencia®®), glutation
(nuestro reductor intracelular favorito), acido Urico (un importante reductor extracelular) y
tirosina (para comprender mejor la catélisis de nitracion que habiamos estudiado
previamente). Intentamos también caracterizar un sistema de catalisis completa donde
observar la desaparicién del ONOQO™ en presencia de reductor y catalizador. Esto ultimo no
fue del todo posible dado que se observaron reacciones laterales e interferencia en los
métodos de seguimiento de las reacciones.

Como se indica en el epigrafe, nuestro objetivo era caracterizar la cinética de
inactivadores de peroxinitrito capaces de superar la velocidad de la reaccién con didxido
de carbono y asi redirigir la capacidad oxidante hacia las preferencias de reactividad de los
complejos MnPorfirina oxidados.
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Cirenn, Res, Toxicold, 1999, 12 442—-449

Catalytic Scavenging of Peroxynitrite by Isomeric
Mn(I1I) N-Methylpyridylporphyrins in the Presence of
Reductants

Gerardo Fercer-Suera,” Ines Barinié-Haberle ! Ivan Spasajevic)?
Irwin It rldﬂwrh * and Rafael Radi*!

Uniidlad Asociadea Evzinologia and Departainenite de Fisicogqerinica Bioligiva,
Faculrad de Ciencias. and Departanrento de Bioguimica. Facultad de Medicina,
Liniversidad de la Repiblica, 11800 Montevideo, Lruguay, Deparuncnt of Riochomyisiry.
Duke University Medical Ceneer. Durham, North Carolina 27710,
ared Beparnpent of Chenvisory, Diike finiversity, Dorban, Nocthy Carolina 27708
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Three isomers of manganesc(I11) 5,10, 15, 20-tetrakis(z-methylpyridyl} porphyrin (Mo TMPyP}
were evaluated for their reacrion with peroxynircite. The Mn(I1D) complexes reacted wirth
peroxynitrite anion with rate consiants of 1.85 » 107, 382 s 10" and 433 » 108 M~ ' 57" at 37
°C for MnTM-2-PyP, MnTM-3-PvP. and MnTM-4-PvP. I‘Lb[J(_L‘li\'Ll'y‘ Lo yield the corr uspundingj
oxo—Mn(lV) complexes, Threughout the pll range Fram 5 to 8.5, MmiM-2- PyP reacted 5-fold
faster than the other two isomers. The oxo Mn{lV) rnmplexps could in turn be reduced hy
glutathione. ascorbaie, urate, or oxi(li'/e wyrosine, The rate constanis for the reduction of the
oxo—Mn(IV) complexes ranged lrom > 107 M~ s~ for ascorbate to 10— 108 M1 s~ for tyrosine
and glutarhione. Cyclic voltammetry experinients show that there is no significant difference
in the Fizoof the Ma(IVEM(II) coupte: thus, the differential reactiviry of the rhree isemeric
complexes is interpreled in terms of electrostatic and steric effects. Micromolar concentrations
of M IM-2-PyP compete well with millimolar COy ar reacting with ONOO | and it can even
scavenge a fraction of the ONOQCQO,  that is formed. By being rapidly oxidized by ONOO
and ONOQOCO;™ and reduced by antioxidants such as ascorbate. urate, and glutathione, these
anganese porphyrins, and especially MnTM-2-PyP. can redirect the oxidative potential of
peroxynitrite toward natural antioxidants, thus protecting more eritical targets such as proteins

and nucleic acids.

Intreduction

Peroxynitrite! is a powerful oxidant that can be formed
in vivo by the reaction of superoxide radival with nitrogen
monoxide. Peroxynitrite has been shown to react with
all classes of biomolecules, including lipids (f), proteins
(2. DNA (3, and low molecular weight antioxidants {(4—
0). The oxidative chemistry ot peroxyniteite in biological
systems depends on the availability of targers (7. but
the most serious risks posed by this oxidant are the
inactivarien of cnzymes {2 & 9. lipid peroxidation and
mernbrane disruption (2. DNA modification (70, and
nitration of protein Tyr residues (J). Some of these
deleterious activitics of peroxynitrite are driven by its
rapid reaction with CO, (A= 5.8 > 1 M~ s7'at 37 °C;
12 13) which vyields l-carbexyiato-2-nitrosodioxidane

F Tawhone cortesponcenee shwalel Teslidessisd. Depuieimnenta de
Bioyuinsica, Facultad de Mechicing, Av Al Floes 212
‘\1mm i, Uhnguay. Faxe {50 HAGE 1wl eradiedn

" Lntiekaid Asociada Fizinologia and De At de Fisleoguimica
Bioligica, Faculiad de Cleneias, Universidad de Ts Republica.

Fheparunenn of Riochemisiy, Duke University Medical Cerer,
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P epartamiento de Risquimica, Vacuitad de Medivinag, Universidael
che 1 Ropublicn.

T Tl term peroxyndtrite 15 used o veler to bott persaynlieiee anion
TONOO T and peroxyritrous acid (ONOOHE The TUPACG-recomsended
names e oxoperosomitralel] b and Eadiogen axopm oxonilvade. re
spertively

19,102 LodIg024530 COC: S18.00

(ONOOCO,T). another powerful exidizing and nitrating
agent especially able to promaere one-electron oxidations
(16, 17

Protection against peroxynitrite-mediated oxidations
in hictogical systems can be partially provided by low-
molecular weight antioxidants such as glutathione {0).
ascorbate {4), and uric acid ({&). Ilowever, these maol-
ecules rs-acl 100 slowly with peroxynilrite o prevent
fermartion {7) given the ubiquity of CO, and
its hipgh corwentration (1—2 1M i buman tissues), Thus,
in scarching for a proficient scavenger of peroxynttrite,
one should consider the reaction with carbon dioxide.
Thus. the scavenger should react with peroxyiitrite
faster than does CO; andior scavenge ONOOCO;™ as
well.

It was recontly (18 20} reported that two fron porphy-
rins accelerate peroxynitrite isomerization to nitrate with
catalytic constants on the erder of 10°=109M™' s77. Such
an activily is highly desirable as it would transform
peraxynitrite in & much less toxic species. Nevertheless,
competition caleulations predict that such a “peroxy-
nitrfte isomerase” st 30—100 oM would be necded to
inhibil. oniy half of the ONOQOC(), - formation in the
presence of 1M carbon dioxdde. Such levels of these
iron porphyrins would result in toxicity (24, 22, While
these iron porphyrins have proven to be beneficial inin
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Scavenging of ONOO~ Catalyzed by Mn Forphyrins

vivo modcls of acute inflammation (2% and in cellular
culture experiments (24}, the mechanism of peroxynitrite
detoxification by these complexes has recently been
reported to include the redox cycling of the iron conter
using biological veduciants as well as peroxynilrite
isomerization (7€),

Another approach to the scavenging of peroxynitrite
is based on the Tast oxidation of some selenium comn
paunds such as chselen (25 and glutathione peroxidasc
(20} thal can be reduced back o the oripinal compound
by g]ulalhmlu- Another example is the catalylic action
of a Mn(L11) 5.10.15.20-tctralds(N-methylpyr idinium-i’-
¥lparphyrin (MoTM 4 PyP)? thal accelerates the reaction
of ONOO™ with antioxidants {Aox) such as ascorbate,
plutathione, and Trolox (27, 28 according to the following
catalylic cycle:

5 ku‘(
Mn{II)TMPyP’™ + ONOO™ —
O=Mn{IV)TMPyP"™ + N0, {1}

Area

0= Mn(IV)TMPyPF + Aox + 2H —
Mn(I[[}JTMPy

+"Agx + 1L,O (2)

I'he catalytic constants for Mn'ITM-4-PyvP. a5 reported
by Lee et al.. range from 1 to 3 = 10% M Us 1 (27 28
which are not suflicientty fast o oulcompele. at micro-
molar concentrations, the reaction of ONOG™ with COy.
Furthermaore, MnTM-1-PyF is also able 1o intercalale inta
DNA wnd cause strand breaks (27), given its planar
strueture.

Because of the structure—reactivity relationships found
in the catalytic disnmutation of superoxide (28, and 1he
relative inability of MnIM-2-PyP to intercalate into
nueleic acids (27, 29, we compared the activities of the
three isomeric Mn porphyrins in catalyzing the reduction
of peroxynitrite by antioxidants such as ascorbaie. glu-
Lathiane, and urate. Tyr was also studied as o reduciant
as it has been previously reported that Mn porphyrin
complexes can calalyze the nitration of phenols by
peroxynitrite (22, 34,

Experimental Procedures

Chemicals. Isameric MnTMPyPs were synthesizoed as provi
cusly deseribed {28, We used The complexes listed in Table |
Teroxynitrite was synthesized from tiydrogen perexide and
sodium nitrite in arcicic solution (9. 37 the extent of nitrite
contamination in our prepclmt\ong was typicatly 50% of the
concentration of peroxyn

P-Ascorbic wckd, potassivres urate. glatathione. -Lyrusine,
potassium peroxymooosultate (OXONL), phosphate, and inoe
ganic salts wore abtained from Sigma (51 Louis. MO). B,
acid was from Fluka (Buchs, Switzerland). Bovine ervthrocyte
Cu—4n suprroxide disnut ase (Cu—2n SOD} was abtained from
DDI Phansaceuticals, Inc. (Mountain View, CA} and had a
specific activity of ~3000 unitsimg {25

Assays. Urate was identified by its absorbanee ar 292 necat
pll 94 in carbenate buffer [ree — 123500 M ' em ) (32
Ascorbare was ideatilicd by reduction of dichloraphenalindaphe
not at pH 7.4 followed at G600 wom & = 22000 M om ') (39,
Glutathione was quantified by Ellman’s method (34). The Tyr

crehloric
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Table 1. Complexes That Were Used

£ Abbreviations: Vo VPP nanpanesed 13 510,15
wiethyhpveidyDparphyrin, with clurgs omined b simg
SO0, bovine eryinaeyie € superaxide dismase g
tathione: GS* glutathiene thivl vadical; GSSG* . glutathione disulfide
sadical anion: V. eyelic voltanuoenry.

R
R R
R
Complex R— hgeer (NM) & (M'cm™)
CH,
MNTM-2-PyP e 453.4 129 000
e
HC, |
MnTM-3-PyF ,{‘} 4588 138 060
N 7/
MATM-4-PYyP o B— 4622 130000

conrentration was determined from its absorbance ar 2745 o
in LM EICHe — 1340 M Can ) (49, Peroxymoniosallate was
identified by indide oxidation in 1 mM HCIO) at 353 and 287 .5

_____ — 26400 M ' em Uoewpa — 40000 M U em 1) (30
Psrnx_\nm ite was quantified @ 302 (¢ — IGT0 A ' em )

All spectrophotometric determinations were performed on a
Milton Ray 3000 dinde array spectrophatometer.

Kinetics. All kinetic rons were pecformed in an Applicd
Phetophysics SF17 MV, stopped flow spectrofluerimeter.

Oxidation of Mn(llI) porphyrins with perexynitrite was
carried out under pseudo-first-order conditions with peroxyni-
trite in excess over the manganese porphvrin. In all cases.
peroxynitrite (dissohad inoa knewn selution of NaOH) was
mixed with the Mn porphyrin dissolved in an aci phosphare
buffer fram which COL was eliminated by boiling and purging
with argon. The Mo porphyrin concenuration was hetween | and
2 aM. and peroxynirrite was in excess by at least 15 folid. The
final phosphate concentration was in alf cxperiments 50 mMl
(' — 37 L 0.1 °C), and the pH was measured at the outlet of
rhe stopped flow apparatus. Conditions were sot so thar the
observed rate constait of Mn porphyrin oxidation was always
riore than L0 times targer than the knowit rate constant of the
protost-catalyzed decay of peroxynitrite at that pH, The second-
order rate constants were also determined under pseudo first
order conditions witlh M parphyrin (3= 18 »M) in cxeess by 10-
fold ever peroxynitrite at pH 7.4,

For the oxidation of Ma(lllb porphyrins with peroxynitrioe
innthe prosence of COL the complexes were dissolved in bulTer
caniaining a known rconcentration of total carbonate: this
salution was mixed in the stopped Mow apparatus with ONGO
dissolved i dilute NaOH. Initlal concentrations of beth ONQO
and Mn porphiyrins were 5 M. and the initial CO, concentration
ranged frome 0w 2 mbd,

Reduction of O=MiIV) porphyrins (8=7 M) was carried out
undrr pseudn f arder conditions with the reductants in
exerss over the porphyring Mn{IV) porplvrins were prepared
immediately before the stapped flow experiment by mixing with
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approximately (L equiv ol potassium peroxyuniosulfare. Cider
these conditions. all peroxymonosulfate is consumed to yigld
initially Mn(V) thar decays rapidly 1o MollV) (37): this Modlv)
porphyrin solution decayed with a6, of = 10 min (not shown).

MO TMPyP-catalyred reduction of peroxyiitrite was per-
formed under conditiens that preveonted or minimized the
spectral interlerence presented by cach reductant (o 1he detec
rion of peroxynitrite decay. In every case. the reductant was
mixed with the porphyrin immecdiately before the experiment
divectly in the stwpped-flow syrings. Ghutathione was used ina
15— 100 fold excess over peroxyvuitrite. and the reaction was
Tollewed at 302 . Foe ascorbate, the reaction was monitored
at 320 mn with aseorbate concentrations ranging from equimo-
lar ro 20 fold excess with respeet to peroxynitrite. Tyr was used
ina 5-fold excess over ONOG | aved detection was perfonmed at
430 am to follow the nitration of Tyr [38). Urate oxidation was
followeed at an cquimelar concentration (80 M) at 292 om.

Computer simadations of the kinetie systems weee peclocned
using GEPAST v3.1 (38 4},

Cyclic Vollammetry, Measurements were taken using o CH
Insertements mode] 800 voltammerric analyzer and a three
electrode OV experimental setup. The working elecerode was o
bureon glassy carbon electrode (3 mm diameter, Bioanalvtical
Systems). The refecence clecteode was a standavd Agiag(l
electrode (Biosadytical Systems, 3 M Nall gel filling solution),
and the auxiliary electrode was a (1.5 mm platinum wice. Prior
o cach measurement, the working electeode was cleancd with
0.3 1M alumina. vinsed with a stream of distilled water. wiped
with tissue paper. and imomersed i 2.5 mL of the solution
containing (L5 M phosphate buffer (pH 7.8), 0.1 M NaCl, and
0.5 mM Mn porphyrin, When needed. a NaOH solution (1 M)
was vsedd 1o adjust the pbl o T Homidified oltrapare argon
(=1 ppn oxygen) was purged through the selution for 30 min
priar 1o carh measurement. The scan rate was 10 mVis, and
the voltanumogerams were ohained by scanning ihe potential
from the most positive to the most negative values and back.
typically in the region of 0.6 w0 —0.5 V versus (he AgiAgCl
electrode. The potentials were standardized against the potas-
sium ferricyanide/ferrocyanide couple, The redox potentials that
are reporied wore caleulated as oa midpoint value of the
potentials at the peaks of the cathodic and the anodic voltam
e waves: o fy — (e + 02 Control experiments were
performead using the metal free porphyeinat pH 7 8and (L and
in the region of 0.2—0.9 V. no redox chemistey occurred

Results

Oxidation of Mn(lIl) Porphyrins by Peroxyni-
trite. The reaction of Mo{TIHTMPyP with peroxynilrite
is @ one electron redox process yielding O=Mn{TV)TMPyP?
and NGO Mn(V) could net be detected in neutral or
alkaline (pH 14} solution by stopped-flow diode-array
spactrophotometry. Control experiments wese performed
wilh perogymonosulfate as an oxidant. known Lo yield
Mn(¥) {37 and with mixtures of SO~ and nitrite e rule
out the possible interference of NG, in Mn(V) detection.

Kinelic traces of manganese porphyrin reactions with
excess peroxynilrile display a biphasic pattern when
measured at the wavelength of the Soret peak {Table L)
a first-order descent, followed by a slow recovery of the
initial absorbance (Tigure TA)

The initial part was used to detennine the rate
censtant for the oxidation of the complexes. Under these
conditions, Lhe peroxynitrite concentralion (measured al
302 ) was not significantly diminished during the
reaction. ensuring pseudo-first-order kinetics {ligure LA}
The observed raie constanis were plolied versus peroxy-
nitrite concentration to obtain the second-order rate
constant {4, at a given pll. Figure 1B shows that at
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Figure 1. (A} Time course of the reaction of M'I'M-4-PyP with
peroxynitrite. Peroxynitrite {150 ;M) was mixed with MnTM

4-PyP (1.9 M) a1 37 “C, and the reaction was fallowed al 462.2
{solid line) and 302 nm (dotted line). (B} Second-order plots for
the reaction of peroxyn 0 MnTM
2-PyP al pH 748 (k' = 1.6 x 10 . 0.9998}. (O)
MnTM 3 PyF at plI 7.3 (4’ = 3.8 » 10° M 15 L » = 0.8988),
and (2) M TM-A-PyP at pH 746 (k' =37 x 10'M "5 1, =
0.9991).
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Figure 2. pH dependence of the second order rate constant
fur the three isumers of MNTMPyP. Second-erder plots for the
reaction of peroxynitrite with Mn porphyrins at 37 "C: O}
MoTM-2-PyP, where k= (185 1 0.02) < 1F M 's | and pK,
= 6.13 = 0.05; (G) MnTM 3 PyF. where &, = (4.05 + 0.20) x
1056 s Vand pK = 617 = 005 and (a) MnTM-4-PyP, where
Joe = (438 L 0.21) x 10°M 's 1 and pK, = G.15 L 0.08.

pll 7.4 £ 01 Mo lIM-2-PyP reacts around 5 times faster
than ihe other (wo isomers.

Fxperiments carrted aut at pH 7.4 under pseudo-tirst-
order conditions with a 1(-fold excess of M TMPyP over
peroxynitrite (not showny yielded identical secorud arcler
rate constants.

The second-order rate constani was determined as a
tunction of pH in the range of 3—8.5 (Figure 2). At pH
=7, k. reaches maximal values. displaying ar inflec
point at pH =615, and drops significantly inimore acidi
solutions. ‘This behavior is consistent with Mn{lll) por-
phyrins reacting fast with ONOG | and much more
slowly or not at all with ONOGH. Again, MoTM 2 PyP
reacts faster than its isoniers with peroxynitrite through-
out the pH range thai was siudied.

The rate of axidarion of Mn{I11) could not be deter-
mined accurately at acidic pIl (=3) since the oxidized
form [oxo—Mn(IV)] becomes more readily reducible (pre-
sumably by NO,™) and interteres with the kinetic deter-
mination.
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Figure 3. Time course of peroxynitrite-mediated oxidarion of
Mn porphyrins in the presence of CO; at 37 "C. (A) MnTM-2-
PyP (& #M)] was exposed to phosphate buffer (a) and 10 13 M
ONOO  {b). and oxidation by 5 «M ONOO  {c} in the presence
of 0.5 (d). 1 (e}, and 2 mM CO:2 (). Computer simulation of the
reaction in the presence of 2 mM CO; (g). The right axis
represents the fraction of peroxynitrite reduced by MnTM-2-
PyF. (B} Equivalent experiments and simulation with MnTM-
4-PyP.

,

I'he pll profites of A,
equation:

were fitted to the following

K,
kl)\" = kl]x - -
K+ [H]

where &, is the second-order rale constant for the
reaction between ONOO  and the Mn(III) porphyrin and
K, is an ionization constant presumably associated with
the: ionization of ONGOH as il is very similar o all thyee
complexes that were studied. In the nonlinear regression,
the rate constants for the reactions of ONOOIL with
MnTMPyP were assumed to be zero.

Oxidation of Mn{III} Porphyrins by Peroxynitrite
and €Oy, Carbon dioxide competes with Mn{lil} porphy-
rins for reacting with ONOQ™. This is shown in Figure 3
whiere a lower yield of Mn(IV} and a shorter lifetime of
ONOO  are observed with increasing concentrations of
COy. We ran control experiments withour and with a
3ol excess of ONOO™ 1o measure the absorbance
change produced by the complete oxidation of Mn(l11}.
In agreement with the kinetic measurements. MnTh-2-
Pyl was the best scavenger. MnTM 2 PyP intercepted
around 0% of the peraxynitrite-related oxidants in the
presence of 2 mM CO, (Figure 3A), whereas Mo'TM-4-
PyP (igure 38) and Mod'M-3-Pyb (nor shown) inter-
cepted only about 309 A compurer simidation was
employed (o estimale the yield of the reaction. The only
reactions considered in the simulation weore those of
ONOO™ with MoTMPyP and CO, (/2. The simulation
results ina yield of manganese oxidation (Figure 3.
dotted lines) that is lower than that experimentally
observed. Lhis suggests a reaction between ONOOGCO,
and the reduced porphyrin

Reduction of Cxo-Mn(1V) Perphyrins, Kinctic
traces of oxo=Mn{lV} porphyring reacting with excess
reductants followed first-order decays as shown in Figure
1 {traces b and ¢). Twe exceptions were found. Thus. the
reactions of O=Mn{lV)TM-2-PyP with urate (I'igure 4a)
and ascorbale (o shown) were biphasic, and two livst
order rate constants can he obtained by ficting the traces
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Figuare 4. (A} Time course for the reductien of O=Mn(IV}-
IMPyP by urate at 37 °C: {a) O=Mn{IVITM-4-PyP_ (b} O=Mn-
(IVITM-3-PyP, and (¢} O=Mn(IV)TM-2-PyP. (B) Second-order
plots for the reduction of O=Mn{IV)TMPyP with urate: {0) O=
MN(IV) IM-Z-PyP.where e = (122 + 0.05) x 10°M 's 11 {O)
O=Mn{IV]TM-3-PvP. where k= (1.42 L 0.01) x 10M 's ':
and () O=Mn{IV)TM-4-PyP, where kg = {1.53 + 0.05) = 10%
M!'s -

to a double-exponentiat function. 1 lowever, we only repart
the rate constant for the laster reaction.

The observed rate constants were plotled versus ar-
tioxidant concentration 1o obtain second-order rate con-
stants (k). igure 4 shows such plots obtained at pH
748 for the three O=Mn(IV)TMPyP isomers reacting
with urate. Jn Table 2. we present the &, values for the
recuction of O=Mn{IVITMPyP with the four reductants
that woere used, Something to notice from these values
is that ke is always lower for MnTM-2-PyP than for the
other two isomers, which in turn are very simiélar to cach
other.

The: reduction of O=Mn(IV) TMPyP isormers with ascor
bate is very fast in all cases (=3 > 107 M ! s 1),
approaching the upper detection Iimit of the stopped-flow
technique. With urare, the reduction is also quire fast
Tor O=Mn{TV)TM 3 PyP and O=Mn(TV)TM 4 Pyl (=15
w [O0 M Ts b,

The constants o reactions with glutathione and Tyr
arc in the range of 105—10' M s ' {Table 2}. It should
he noted that the A.g of O=Mn{IVITM-4-PyP with
glutathione determined herein (6.8 » 10'M fs5 Yar 37
*C) is lower than the one previously reported by Tee
et al, (1.3 % 105 M7 sbat 25 °C) {27 28). However. in
those studies. equivalent concentrations of oxo Mn(IV)
and glutathione were used and the data analyzed by
second arder analysis. That is reportedly complicated by
the difficulty of attaining exactly equal concentrations
of reactants {€/). especially when working with a tran
sient system. Thus. our result. obtained under pscudo-
first-order conditions, may be more refiable and is
consistent with the rate constants found for O=Mrn(IV)-
TM 2 PyP and O=Mn{IV]TM 3 PyP* reaciing with ghu
tathione.

Catalytic Reduction of Peroxynitrite. The rate of
reduction of peroxynitrite by ascorbate and glutathione
is greatly enhanced by the presence of micromaolar
concentrations of MoTMPyP {igure 5A). The time
courses displayed first-order hehavior. When using glu-
tahione as a reductant in excess. the reduction of oxo—
Mn(lV} back to Mn(I11) interfered with the final part of
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Table 2. Second Ovder Rate Constants for the Uxidation and Reduction of MnTMPyP ac 37 *C

PR ERE
complex doe IND s T} ekl ascorhale [yTosine ghulalhivne
MM 2 Pyl? LBS < 107 (.22 = 0.00) = 11" =0 = 15 (1.3 + 0.06) = 10° i1zl £ 0110 = 107
MITM-3-1y 0 BHZ « I (A2 040 e 10 S T (183 1 0.03) < 101 (.34 1 0.08) ~ 107
MUTM-A-PyP? 433 % 10 (1.5 - 0.05) % 10¢ RN I Tt G54 1 0.0 = 107 (G771 (U181 % 107

Interpolaced valyes at pli 7402 Values ar pl1 7.4 1 001

B

L . . o ; ; ;
o el 02 43 o4 g 7 7 T
time {s} [MnTM-2-PyP] (b

Figure 5. {A) Time course of the reaction of peroxynitrite with
glutathione: (solid line) nn catalyst added and {(doued line) 1.45
AM MOTM-2-PyP. |GSH| = 7.7 mM: [ONOO [o =410 1M, with
50 mM phesphiate buffer at pH 7.42 and 37 "C. (B) Second order
plots for the reduction of peroxynitrite by glutathione (7.7 mM)
catalyzed by MnTM-2-I'yP. The peroxynitrite initial concentra-
tions were 410 (w), 270 {a), 72 (@), and 72 #M in the presence
of 200 units/inl SOD {O).

the reaction (Figure 5A, dotred lineh, A linear dependence
was nbserved between the rate consianis for peroxynitrite
docay and MnTM-2-Tyl concentration under these con-
ditions. llowcever. the slope of these lines depended on
the concentration of peroxyniwrite and the reductant
(Tigure 5B). indicating that no simple catalyeic constan
can be obtained from these experiments.

The reaction belween urate and peroxynitrite is also
catalyzed by Mn perphyrins: in this case, increases both
in the vicld of urate oxidation and in the rate were
observed under second order conditions al 292 nim (not
shown}.

The reaction of peroxynitrite with Tyr is more complex.
Under uncatalyzed cenditions, the peroxynitrite decay
rate is independent of Tyr concentration and is very
similar Lo Lthe rate of nitrotyrosine formation (42, In the
presence of Mo porphyring, the decay of peroxynitrite
cannot be ohserved directly since there are at least four
specles absorbing at 302 nme and reacting au different
rates. Thus, we observed the reaction indirectly through
the appearance of nitrolyrosine al 430 nmn (nol shown)
as previeusly dene for nitrotrypraphan (43, Both the
nirration vield and rate were augmented wirh MnTMPyP
micromelar concerttrations. The teaction prolifes in the
presence of catalvst exhibit an initial steep inercasc {in
a few milliseconds) in Ay, followed by a slower increase
and a final descent which is atributed (o the reduction
of the MalMPyP once the peroxyiitrite is exhausted.
Though complicaled by Lthe absorption of both reduced
and oxidized catalysts, the time of the maximum absor-
bance can be understood as the time of peroxynitritc
consumpHion

Cyclic Voltammetry. I'or all three isomers of Mo'l’-
MPyP at pll 7.8. reversible CVs were ebtained at half-

(il == Mal)
E,, (¥iNHE}

Mn(v) -—{MI_J/\_
M Bi
A
T \_/\

0.8 06 0‘4 02 oa 0.2 0 11 12
E (VINHE) pH

Figure 6. (Lefc) Cyclic voltammetry of isomeric MnTMPyP in
phosphate buffer at pH 11, with a scan rate of 100 mV/is using
a glassy carbon electrode: MnTM 2 PyP (A), MnTM 3 PyP (B},
ard MnTM-2-PyP (C). (Right} pH dependence of the fz of the
Mn(IV)M{IID) couple of MoTM 3 PyP.

Table 3. Hall-Wave Polentials for MnTMPyP?
O=Mn(IV) ~ ¢ = Mn(ll) Mn(Il} + e =MD

isomer pH N piltl pH 78
M [M-2-Py 540 126 220
MuTM 3 Pyl 526 12 32
M TM-4-Py1® 332 50 61}

4 Values in millivelts vs the NI ¥ Frram vel 304

wave potentials alrcady reported (29, They correspond
Lo the simple one eleciron redox provess:

Mn(IDTMPyP(H,0) ' =
M) TMPYPHO),Y —e  (3)
However. in aqueous medium, the oxo—Mn(IV} state

can only be accessed through a proton-depenclent redox
process:

Mn(IDTMPyP(H,0) "~ =
O=Mn{IVITMPYP(H,O)'" + 2H —e (4}

I is expecied that such a reaction will he thermody-
narmically favored in basic solutions. Indeed. in the cas
of the MnTM-3-Py¥ as the pH was increased above 7.8,
we observed the appearance of a cathodic wave at pll
9.0. A1 pH = B), we obrained quasi reversible and revers
ihle CVs from which meaningful £ values could be
ohtained (Figure 6). The Nernst equation. applied te a
two proten, one electyon redox reaction, predicts a change
of the redox potential by —118 mv/pll unit (49). The
value we oblained from our E: versus pH dala is —118.1
mViptbunit (Migure G, vight panel}, in accordance with
a two-proton. ene-clectreon process (eg 4).

As shown in Table 3, there is also a stight shiflt in £,
toward negative potentials for the Ma{iHNn(H couple
with an increase in pll. This potential shift is related to
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the protan dissaciation cquilibrium:

ML) TMPY PO, =
Mn(IIDTMPyP(H,O)(OH)'™ + H™ (5)

Namely, at higher pHs, the CVs obrained are admix
tures of voltaminograms of aquo and monohydroxo spe-
cies of MnTMPyP. On the basis of the ohservations
deseribed herein (Figure 6 and data not shown) and
clsewhere,® we may estimate the pAGIMa TM-2-PyP) to
be ~-10.5, and pK,(Mn'TM-3-PyP} arul pK, (MnTM-1-PyP)
o he ~12.5.

Figure 6 {left) shows the CVs of all three isomers of

MnoTMPyP, ar pli 11, The Mi{IIMn{II) couple of the
MuTM 2 Pyl is ar a significant by more positive potential
than is the case for hoth Mn'IM-3-PyP and Mn'TM-1-PyP.
However, because of a higher concentration of the mono
hydroxo species at a given pll (lower p/&). the apparent
voltammogram of MnlM-2-PyP at pll {1 is shifted
negatively and, inore imporiantly, by a greater anuoun
than in the case of M EM-3-PyPF and Mn1M-4-PyP.
Consequently. the difference in E.; between Mn'TM-2-
Ty {mainly monohydroxol and MoTM 4 PyP {maindy
aqua) is 75 mV at pH L (Table 3), while it is 160 mV at
pIl 7.8 (29 where both porphyrins have water on both
axial positions,

Under the same conditions (ptl 11), however, there is
only an 8 mV diflference in £ lor the Mn{IV)Mn(I11}
couple hetween M TM-2-PyP and MITM-4-PvP (Ligure
G and Table 3). Therefore. the notable "ortho cffect”,
abserved for the MnfIIIMR(ID couple, is greacly dimin
ished in the case of the Mn{IVIMB(ITD couple.

Equation 4 may be divided into & two-proton loss (eq
6 of ref 43). follived by a one-clectron loss {eq 7).

H20 OH o
Mln TMPYPS' == Mln TMPYP? ' s n.:ln TMPyP3 La 2
HZIO |OH H;O | 6)
OH i

Mn TMPyP3 " «s Mn TMPyP3 I Mr\ TMPyP“

OH HQO ] Hgo 4]

Tt is expecied that transient dihydroxo species {eqs 6
and 71 of MnTM-2 Pyl will cause & more negalive shift
of the redox potential of the Mn(IVEMn{lIL) couple
relative to the shift induced by the monobydroxe species
(eq 5) on the redox potenrial of the Mn{lI1Mn{ll} couple.
This negalive shifi may reach the magnitude of the
positive shift caused by the ortho effect, making the redox
potential of the Mn{IV)Mn{lll) couple the same for all
[ I'il BEISOINETs

Discussion

We have shown that M(III) porphyrins react very fast
with ONOO™, yielding O=Mn{IV) and NOg, but the
corresponding reactlon with ONOOL was not detectable.
Tt should be noted that the only pravious determination
of K, was performed at pH 7.4 for MaITTM-4-PyP (27,
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Ihe pH dependence of & is particularly relevant be-
cause it shows thar the reaction rare is oprimal ar pil
27.0 (Tigure 2). The lower reactivity against ONOOH
could help explain why some similar Mn porphyrins
embedded in phospholipid bilayers exhibited rate con-
stants as low as 100 M2 s (40 47 in a low-diclectric
constant medium, ONOOII would be the predominant
species and the reactivity would decrease accordingly.

The shift of ca. =06 unit in the k&, of peroxynitrite
indicates an association berween the anion and the
cationic porphyrin comgplex.

In eomparing the three isomers of MnTMPyP. we lind
that Mn'I'M-2- Pyl-’ is the most reactive with a &, of 1.95
x 107 M s Uonearly 5 times greater than the values
found for the orher two isumers (Figure 2 and Table 2}
Cyelic voltammetry revealed that redox potentials for the
Mn(IVEMn(I1D) couple (Figure 6} for the three isomers
are very similar at pH L Thus, there is no thermody
namic driving force making Mn1I'M-2-PyP the mest casily
oxidizable. To account for the werd in 4, elecirostatic
lacilitation could be crucial; MnTM-2-PyP, by having the
Atmethyipyridinium groups oricnred axial te the planc
of ihe porphyrin, displavs a charge distribution that is
fess syminetrical and nwore closely packed around the
metal that could position the anionic peroxynitrite closer
0 the redox active metal center,

Additionally. the ellect of Lemnperaiume on A revealed
that the increase in the rate constant in changing from
the para o the orthe isamer is ondy due (o an increase
in AS (the AH being identical within experimental
error)! which can be understood in rerms of a small
proximity effect as described for enzymalic catalysis (18)

When the reaction with peroxynitrite is carried out in
the presence of exeess COy (2 mM}), competition Kineties
predicts that ~40% of the peroxyniirite will react with &
AN M TM-2-PyP and ~G0% with CO, (Figure 3A,
dotted line). We found that the measured yield of Mn-
{TT1) oxidation was higher than predicted, implying rhat
a fraction of ONOOCO,™ is turthor reduced by Mn(i1).
Previous studies (/6. 7 of the reactivity of ONOQCO,
indicale that at most 353% of this species can oxidize
stbstrates while the remaining 63% decays to NO;  and
COy. Thus, we can estimate that ~43% of the scavenge-
able ONOOCO, reacied with Mo{IIT).

The reductions of Q=Mn(TV)TMPyI* isomers by ascor
bate. CSLL urate. and “Fyr display a trend that is the
opposite of that found for the oxidation of the commplexes
by peroxynitrite: namely, O=Mn(lv)1TM-2-PyP is the
slowest, while O=Mn(IVITM-3-PyP and O=Mn{IV)TM-
4-PyP have similar ratc constants. Reduction by Tyr
displays the largest difference (Lable 2}, and in this case,
electrostatic facilitation should ol concribure signifi
cantly to the reactivity as I'vr is a neutral melecule at
pH 7.4, The main coniribution to the dilferent reactivilies
should arise then from the steric hindrance of A-mierhyl
groups. With the anionic reductants ascorbate. glu-
tathione, and uraie, the electrosialic atiraction by the
more concentraled positive charge around the metal in
Mi'IM-2-PyP can partially compensate for the steric
hindrance, thus diminishing the differences in &

A reaction cyele, deseribed by reactions | and 2, has
been proposed (27, 28 for the reduction of peroxynitrite

* 1 Batinie-taberle, unpullished obscervatimss.

Y berrer-Sucta and R Radi. unpublished ohseryations,
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by the antioxidants catalyzed by Mn porphyrins. 1t can
be demonstrated that for such a mechanism the rate of
peroxynitrite decay obeys the rate law in e 8, assuming
that the Mn{ll1}Mn{lV} porphyrin species rapidly at-
Lainsteady-stale concentralions

d[ONOOT] _ Kk, [Aox] [ONOD ][\'T"ln..m+
dr £ JONOOT] + &, | Aox|

Kool A0 [ONOOT| (8)
where kg 15 the second-order raie constant for he
uncatalyzed reaction between peroxynitrite and the an-
tioxidant and [Mn], . is the sum of the Mn{l1l)TMPyP
and O=Mn{TV}TMPyP concentrations

From the expression in eq 8. it is evident that there is
no simple “catalylic constant” for the cyele unless the
(_'l_ll’lditi(\ﬂs Uf rare constant EHI(E concentration L’I!‘ I'L‘ﬂg(‘”ts
make either f,|ONOO | or k.. |Aox| predominate in the
denomirator. Tor instance. it K JONOO™| << kel Aox], eq
8 reduces to eg 9.

1ONOGT
l d b (Ml + o AoxD [ONGOT| (@)

1

1in this case. the apparent catalytic constant should be
cqual to K.

When trving to determine the apparent catalytic
constants, we encountered a number of complications. In
the case of ghuathione, according to the vaiues for k.,
Ko and ks (0), one should expeet peroxynitrite to
undergo a decay that is initially mixed zero- and first-
order and becornes pure first order near the end of the
reaction. Nevertheless, we obtained nearly perfect first-
order decay plors when monitoring the reaction ar 302
nm for five hall lives (Figure 5A). The observed rate
constant for this decay depends lincarly upon catalyst
concentration bul also depends on the concentrations of
both perosynitrite (Figure 5B) and glutathione (ner
shown}, implying that the proposed reaction cvele is an
oversimplification of the kinetic system. Moreover, the
second-order rate constants that were obtained ranged
from 4 > 10% to 1.09 x 10" M ! s ! for Mn1M-Z-PyP
{Figure 5B). 2 orders ol magnitude targer than A This
was previously ebserved by Lee et al. {27 and interpreted
in terms of axial ligation of glutathione (o Mn(ITI}.
Haowever, the pom reactivity of Mn{ITT) porphyrins to
ward axial ligation® does not stpport this [nterpretation,
Tn fac1, it has been recently proposed thar some redox
reactions of these metal complexes oceur through outer-
sphere eleciron transfer We think there are other
reactions at play once GSH. peroxynitrite, and the
catalyst ger together. The formation of sulfur-centored
radicals {such as G5 and GS5G7) during the direct and
catalyzed reactions of glutathione with peroxynitrite and
nitrogen dioxide has been shown previously (6 49 1o
iniliale chain reactions in the presence ol oxvgen. Some
of the species implicated in these chain reactions such
as GSSG and Oy are reducing intermediates that could

* [ Batnic Haberle, unpublished observation.,

1 Matinic-FHaherle, 1, Spasojevic, Hambeight. 1. Tesn. A T,
Canmbliss, and L Frichich din e e b, Wit seluble ivan angd
manganese porphyrin minties of superaxide dismutase. Metal cengereed
rectox polential and pA, of pyerolic nitrogens as indical or of SOD-like
activity

Ferrer-Sueta e al,

be responsible for the faster reduction of the oxo—Mn-
{1V) complex (£8). Also. superoxide can be formed during
the catalytic autoxidation of glutathione. To support
these hvpothescs. experiments were carricd out in the
presence of Cu—7n SOD (Figure 5B, and the scavenging
of superoxide by 200 units/int, Cu—2a SOD caused a
7-fold decreasc in the apparent catalytic constant. dem-
anstrating the involvement of Oy,

The case of ascorbate is also f'[)”l]l’i‘x: al the concenira
tions that were used and according to the rate constants
that were determined {lable 2}. we should have gbtained
an apparent calalylic constant similar 1o Ay, in agreemenl
with e 9. Instead. we found rate constants that depended
strongly on the concentrations of bolh peroxynilrite and
ascarbate in the range of 10°—107 M~ 57! for MnTM 2
PyP (ot shown).

The catalytic system in the cases of ascorbate and
glurathione should be expanded (o include side reactions
such s the reduction of Mo{ITl}) to Mn(TI) by the
recductant and its concomitant catalytic autoxidation (27
29 yielding superoxide.

Tn the systems containing urate and Ty, no efforis
were made te neasure an apparent caralytic constant as
these reduciants interfered with the detection of peroxy-
nilrilte and have a limited solubility.

T appesrs from the results presented herein that
ascorbate. urate. or glutathione can drive the reducrion
of peroxynitrite in the presence of Mn'TMPyP more
rapidly than Tyr. Tnthis way, any of these redactanis
canl provent peroxynitrite-mediated 'Ly nitration in the
presence of MnTMPyP. The ability of the complexes 10
catalyze Tyr nitration depends an the rate of oxidation
of the phenol by O=Mn{IV)I'MPyP. According to the
values of k. that were delermined. MnTM 4 PyP and
M TM-3-PyP would be better catalysts of nitration than
Mn'IM-2-PyP.

Lven though the catalytlic cvele is more complex than
previously thought, under conditions of low peroxynitrite
concentrations and high concentrations af ascorbarte,
urate. and glurathione. as found in biological sysrems.
the oxidation of MoTMPyP would hecomne rate limiting
and the efficiency of the peroxyaitrite scavenging would
anly depend on k.. This makes MnTM-2-Pyvl the most
promising isomer for catalyzing the reduction of perox-
ynitrite. This conclusion is reinforced by the fact that
MnTM 2 Pyl is also the most effective in intercepting
oxidants in a ONOO~CO, systom.

In summary, manganese porphyring and especially
Mn'IM-2-PyP can redirect peroxynitritc-mediated oxida-
tions toward biological reductants such as glutathione,
uric acid. and ascorbate, diverting it from potentially
more critical targels such as DNA and proteins. OF
pacticular impoctance s the fact that micromolar levels
of MnTM-2-PyP can partially inhibit the formation of
ONOOCO,~. These ohservations open the possibility foy
cvaluation of Mn'TM-2-PyP’s ability to rclieve situations
of 07 and peroxynitrite niediated oxidative stress, such
as inischemia-reperfusion, inflammation, or septic shock
(50-52
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Resultados adicionales al trabajo 1

La reaccion a

Encontramos constantes de velocidad para la reaccién a entre 10° y 10 M s y el valor
mayor corresponde al isomero MnTM-2-PyP que tiene las cargas positivas de los grupos
metilpiridinio ubicadas en forma axial. En busca de una explicacion para esta diferencia,
estudiamos la dependencia de la constante de velocidad con la temperatura a pH 8.5 para
evitar las complicaciones de constantes de acidez vecinas. Los resultados se presentan en la
Figura 10 y evidencian que la entalpia de activacion es esencialmente igual para ambos
isémeros, pero que la entalpia de activacion difiere en aproximadamente 2 cal mol™ K™.
De ahi concluimos que el factor de 5 veces mas rapido para MnTM-2-PyP se debia a la
facilitacion electrostatica proporcionada por las cargas positivas axiales.

_ B Rxln%:% (keallmol K) Figura 10. Gréfico de
% . MATM2.PyP Eyring del efecto de la
g 109 o MnTM4Pyp 2 temperatura sobre la
% constante de velocidad de la
SR reaccion a.
Sxt Amortiguador pirofosfato 50
7 0] 36 MM, pH 85
f Parametros de activacion:
T 204 MnTM-2-PyP
AH* =11.12 + 0.28 kcal mol™*
.30 AS* = 9.7+ 0.96 cal mol* K™
00 05 10 15 20 25 30 35 MnTM-4-PyP
T' (10°KY AH* =11.23 + 0.22 kcal mol™*

AS*=7.6+0.74 cal mol* K?

Las reacciones b

La reduccién de O=Mn'"Porfirinas con los reductores escogidos muestra el orden
ascorbato > urato >> glutation ~ tirosina que es congruente con el orden de dureza de los
reductores y con sus potenciales redox de un electrén.

Las reacciones con los reductores no fueron sencillas en todos los casos, a pesar de lo
cual se obtuvieron valores congruentes en esa oportunidad y posteriormente para otros
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complejos. En la Tabla 8 se muestran los resultados publicados en la tabla 2 del Trabajo 1

junto con algunas otras constantes determinadas posteriormente y no publicadas.

Tabla 8 Constantes de velocidad para la reaccién b entre varios reductores y varias

MnPorfirinas @ 37°Cy pH 7.4 + 0.1.

Complejo kb (M s

Urato Ascorbato Tirosina Glutation
MnTM-2-PyP 1.22 £ 0.05 x 10° 35+0.1x10 494+0.06x10° 4.21+0.11x10*
MnTM-3-PyP 1.42 £0.01 x 10° 52+0.1x10 4.83+0.03x10* 5.34+0.08x10*
MnTM-4-PyP 1.53 £ 0.05 x 10° 35+0.1x10 6.54+0.11x10* 6.77+0.18 x 10*
MnTE-2-PyP 8.83+0.06 x 10° ND ND 4.4+0.2x10*
MnTCPP 4.48 £0.10 x 10° ND ND 1.3+0.06 x 10
MnTSPP 1.60 +0.02 x 10° ND ND 1.2+0.04 x 10

ND: No determinado

Curiosa e inesperadamente, los resultados presentados en esta tabla pueden explicar una
tendencia observada previamente (ver la pagina 48). Habiamos visto que en la nitracion de
4-HPA, MnTM-4-PyP y MnTM-2-PyP catalizaban préacticamente igual, mientras que para
la tirosina, la nitracion tenia el mismo rendimiento, pero se necesitaban concentraciones
mucho mayores de MnTM-2-PyP. Aqui vemos que la oxidacion de tirosina por
O=Mn"YTM-2-PyP es unas 10 veces mas lenta que con los otros isémeros y si bien no se
determind la constante de velocidad correspondiente a las reacciones con 4-HPA, las
reducciones con los demas reductores (todos anidnicos al igual que el 4-HPA) es
esencialmente igual para los tres isdmeros.

Aparte de esta explicacion tardia pero bienvenida de la reactividad hay dos aspectos
en la redireccion de la reactividad del peroxinitrito que vale la pena mencionar. En el ciclo
de las reacciones a y b no se inactiva la especie oxidante en un sentido clasico, sino que se
genera un nuevo oxidante intermediario que a su vez es reducido por el reductor de
sacrificio. En el caso de las porfirinas de manganeso empleadas en el Trabajo 1, este
oxidante intermediario difiere del peroxinitrito (el oxidante original) en su carga eléctrica
(formalmente 4+) y en su dureza. Esto hara que los reductores preferidos sean ahora los
aniénicos y los mas duros como se puede observar en la Tabla 8.

Competencia cinética

Como se manifiesta en el epigrafe de la pagina 51, buscdbamos un reactivo capaz de
competir con el dioxido de carbono en su reaccion con peroxinitrito. En los nimeros se
puede observar que la constante de velocidad de MnTM-2-PyP es unas 300 veces mayor
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que la de CO,, es decir, la MnPorfirina puede competir con una concentracién 300 veces
mayor de CO,. Cuando hicimos el experimento para observar la competencia pudimos ver
que resultaba oxidada una fraccion de MnPorfirina mayor que la calculada. Nuestra
explicacion de entonces era que una fraccion del aducto ONOOCO, también se podia
reducir con Mn""Porfirina.

Resulta curioso ver que un par de semanas antes de que el Trabajo 1 apareciera en la
revista, nosotros mismos colaboramos en un articulo donde se relativiza la importancia del
ONOOCO, vy se identificaba directamente al CO3-~ como la especie reactiva derivada de la
reaccion de ONOO™ con CO,. En realidad, el proceso de revision y edicion hizo que el
orden de publicacion se invirtiera respecto al de la generacion de los resultados. Hecha esa
salvedad, podemos establecer la siguiente hipétesis en términos actualizados:

EL RADICAL CARBONATO ES OTRA ESPECIE REACTIVA QUE SE PUEDE
INTERCEPTAR DE FORMA EFICIENTE CON MNPORFIRINAS. LA REACTIVIDAD
DEL COs'~ TAMBIEN SE VERA ENTONCES DESVIADA MEDIANTE UN CICLO
CATALITICO DE LA PORFIRINA.
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Trabajo 2. Reduccion de CO;-~ y correlaciones de
reactividad

Ferrer-Sueta, G., D. Vitturi, |. Batinic-Haberle, |. Fridovich, S. Goldstein, G. Czapski and R. Radi (2003).
“Reactions of manganese porphyrins with peroxynitrite and carbonate radical anion.” J. Biol. Chem.
278(30): 27432-27438

The rate constant... determined herein
..which makes Mn(Il) porphyrins good
scavengers of CO3-~ with reactivities well
above those of biologically relevant targets

Después del primer trabajo resultaba bastante evidente que necesitdbamos evaluar la
reactividad de las MnPorfirinas frente a CO3-", no obstante el trabajo con este radical
presentaba un desafio metodoldgico importante ya que su fugaz existencia en solucién
acuosa sdlo puede estudiarse directamente por fotdlisis flash o por radiélisis de pulso.
Hicimos los contactos pertinentes y viajamos a Jerusalén para intentar que la radidlisis de
pulso nos permitiera ver las reacciones del COj3-".

Aparece el Mn™”"

Desde el articulo de Faulkner “® parecia obvio que las Mn'"Porfirinas eran especies
relevantes en bioquimica y por ende exigian ser estudiadas. Sin embargo, las
Mn"Porfirinas reaccionan con el oxigeno disuelto lo que da lugar a una secuencia de
reacciones compleja donde participan superdxido y perdxido de hidrdgeno, ademas de,
posiblemente las porfirinas de Mn", Mn" y Mn'Y @9 Estas reacciones exigen la
exclusion estricta del oxigeno para estudiar a las Mn'"Porfirinas. Nuestro primer abordaje
del estudio de Mn'"'Porfirinas consistié en un sistema simple de desplazamiento del O, por
una corriente de He y reduccion estequiométrica con ditionito, muy efectivo pero poco
representativo de la reduccion in vivo. La necesidad de excluir estrictamente el oxigeno
limitd parcialmente las posibilidades de hacer experimentos, en particular limitd los
experimentos de oxidacién de Mn'"Porfirinas a un tnico valor de pH.
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Correlaciones y falta de correlaciones

La dependencia del pH de la oxidacion de Mn""'Porfirinas con CO5-~ nos impulsé a estudiar
las propiedades &cido base de estos complejos metalicos, con la ventaja adicional de que
estas propiedades (es decir, los pK, de las moléculas axiales de agua) permiten un punto de
observacion privilegiado de las propiedades electrénicas y el entorno del ion manganeso.
Conociamos desde mucho tiempo atras que habia una marcada variacion espectral asociada
con el cambio de pH (ver la pagina 44) y la aprovechamos para determinar las constantes
de ionizacién de las moléculas axiales de agua. Asi, aparte de poder interpretar las
velocidades diferenciales con el pH de la reaccién entre Mn'"'"Porfirinas y CO3-", los pKa
axiales permitieron racionalizar una desviacién observada algun tiempo atrds en
correlaciones que vinculaban propiedades acido base y electroquimicas de las porfirinas o
sus complejos metalicos con tendencias de reactividad frente a superéxido®®. Las
correlaciones encontradas en la figura 7 del trabajo 2 no son perfectas y podrian estar
implicando factores adicionales a los considerados, pero permitieron descartar la
explicacion intuitiva del efecto estérico de sustituyentes mayores sobre las velocidades de
reaccion. El énfasis de la desviacién observada para la actividad de dismutacion de O, se
traslado al microentorno hidrofébico generado por sustituyentes alquilo en la vecindad del
manganeso. Este énfasis ha resultado en la redireccion del disefio de nuevas MnPorfirinas
hacia sustituyentes con efecto inductivo similar al de los grupos alquilo, pero més polares,
por ejemplo cadenas de mono y poliéteres de 4 a 10 atomos de longitud #*%®, La
reactividad de estas nuevas MnPorfirinas con O,-~ correlaciona bastante bien con el
potencial redox del par Mn"/Mn'", pero su reactividad frente a ONOO™ aun no ha sido
determinada.

Sorprende la ausencia de correlacion entre la constante de velocidad para las
reacciones con CO;-~, ni Mn" ni Mn"' presentan tendencias que se puedan correlacionar
con otras propiedades fisicoquimicas de los complejos. En el trabajo 2 se racionaliza esta
ausencia de correlacion para las Mn""'Porfirinas como debida a la invariancia del potencial
redox del par Mn"'/Mn"Y que podria ser importante de tratarse de una reaccion de esfera
externa. La falta de correlacién para las Mn'"Porfirinas no tiene a nuestros 0jos una
explicacion evidente.

Es excepcional y destacable el hecho de que Mn"'TCPP es la porfirina oxidada que
reacciona mas rapido con COs-", hasta donde sabemos esta es la Gnica reaccién quimica
donde Mn'"'"TCPP es la més rapida. Mencionamos antes (pag. 27) que MnTCPP tiene
efectos antioxidantes inesperados dada su modesta reactividad frente a superdxido y
peroxinitrito, su reactividad preferente con CO;-~ podria explicar en parte sus efectos
antioxidantes, aunque la ventaja en la constante de velocidad es de tan solo 3 a 4 veces
respecto a las Mn""Porfirinas catiénicas (Tabla IV del trabajo 2).
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We have studied the reaction kinetics of ten manga-
nese porphyring differing in (heir meso substituents,
with peroxynitrite (ONOO ) and carbonate radical an-
ion (€03 using stopped-Nlow and pulse radiolysis, re-
speetively. Rate eonstanis for the reactions of Mn{(III)
porphyrins with ONOO™ runged from 1 x 10° to 8.4 x 107
» 's ! and correlated well with previously reported ki-
netic and thermodynamic data that reflect the reso-
nancc and induetive effects of the substitucnts on the
porphyrin ring. Rale constants for the reactions of
Mn(IIE) porphyrins with CO; ranged from 2 x 10°to 1.2 x
10" m~!s™"' at pH = 8.5 and inereased with pH as a con-
seguence of the ionization of the complexes. Mu(II) por-
phyrins reacted with CO; with rate constants ranging
from 1 x 10" to 5 x 10" v~ 's~' at pH 10.4. llence, fast
scavenging of ONOO™ and CO; by manganese porphy-
rins could sccur ir vice because of the calalylic reduc-
tion at the expense of a number of cellular reductants.
Additionally, we determined the pK, of the axial water
molecules of the Mn(IIl) complexes at pH 7.5-13.2 by
spectropholometric litration. Resulls were consisient
with two acid-base equilibria for most of the complexes
studied. The pK, values also correlated with the reso-
nance and inductive effects of the substituents. The cor-
relations of By, with the vate constants with ONOO™ and
with the pK, values display a deviation from linearity
when N.alkylpyridinium substiluents included N-alkyl
moicties longer than cthyl, which is interpreted in terms
of a decrease in the loeal dielectric constant.

Metalloporphyring eatalyze numerous redex reactions (1t in
particular, manganese porphyrins huve been used as redox
catalysts in several mordel systems relevant to biochemistry. for
instance, us superoxide dismutase (2, 31 and catalase (4 mim-
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ics. Some of the N-alkylpyridinium substituted complexes af-
torded protection of superoxide dismutase-deficient h(lw—
richio colf from O, toxicity i5) and in several rodent model
transient. brain ischemia (6, Ti, diabeles (81, sickle cell disease
(91, and radiation injury 110% Moreover, Mn'""TCPD' kas been
effective in 4 number of model studies of oxidalive stress-
mediated injury tfor a review see Ref. 11} despite having low
superoxide dismutase and catalase aclivilies,

Our group 112 14} and sthers (157 have studied the capahil-
ily of manganese purphyring for the catalylic reduction of per-
oxyhitrite {ONOOH/ONOO 3, a powerful oxidant that can be
formed in civo by the reaction of 0 with -NO (16, 17, A
significant fraction of the oxidative biochemistry of peroxyni-
trite ix derived frow the rapid reaction of ONOO  with Co,
e 58 100w Ts 'ar 37°C (18 200, which pmducm the
carhonate radieal anien (GO and nitrogen dioxide (NO,) wilh

about ¢ yield 1see Equation 1, below), with the remaining
rielding carben Jioxide and nitrate, where &/, = 2121-24),
o005 NO,
ONGO - (6, £
N0, 1 KO,

Given the ubiquity of COs, its high concentration (1 to 2 mx
in hhuman tssues), and the reactivity of CO; (23), o uselul
peroxynitrite scavenger needs to compete the target mole-
cules and COy, andfor be able Lo eflieiently

We have proposed that complexes such a
can efficiently inhibil peroxynilrite-mediated ()xid;mona wran
in the presence of CO,, (13). Moreover, the on of Ma'l'TM-
2-PyP willh ONOO  in the presence of CO, praduced more
oxidation of the metal complex than expected bazed on simple
competition kinetics (131, suggesting a probable reaction of the
complex with CO;. The poasible reaction of Mn(I1I1 porphyring
with CO; has also been proposed recently (26) in experiments
related to the effeet of bicarbonate on the peroxidase activity of
CuZn superoxide dismutase,

In acrated agueous solution, the stable oxidation state of

“The abbreviations userl are: Mn''"ICPP,
Letrakist4-cart
Ve
PyP, mangand
phyrio: Mn! A
pn\phum \111" TE-2.

manganese LU meso-
atophenyliporphyring Mo 'TM-2-P5P, muanranese-
-meH\\l\p\anmmm2 iporphyein: Ma'TAL-4-

mangane
aum Ma™TaBu-2-
2-yltporphyrin:
oetetrakis sr-bexylipyri-
gy nmnganeap\Ulumw
vridinium-2oylporphvring MolT3-
manganesedd ineso-tetrakisn A-methyDpvridinium-3-vliporphyrin

fetraki;

This paper is available on line at hitp:/www jh.org
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Reaction of Manganese Porphyrings with ONOQ  and CO;,

manganecse parphyrins used in this study is Mnil1). Howevor,
given the low oxveen lension inside the cell, cellular compo-
nents, like low molecular weight reductants (27) and probably
some dehydrogenases (283, can produce MatID) porphyring and
maintain them in the reduced state. Mn(LL porphyrin chemis-
try has been studied since the seventios (28-315 bhut only
has itz blochemistry begun to be explored :27). Malll)
ns may have a number of advantages over Mn(TTT}
porphyrins with regard (o their scavenging and antioxidant
activity. For instance, they could rapidly scavenge oxidizing
radieals such as COy; and vield innecuous products, or they
could reduce strong oxidants like QNG or H,(O, via a two-
electron transfer reaction withoul producing any secondary
radicals. This latter reaction is particularly important if Mol
can be regenerated al the expense of readily avaitable biologi-
cal reductants (14)

Carbonate radical anion is long known to radiation chemists
132, 331 butl has only recenlly drawn attention of biochemists
heeause of its tormation from the reaction of ONOG with {0,
(16217 and the effect of hicarbonate on the peroxidase activil
of Cu.Zn superoxide dismutase (341 Carbonate radical anion
s the conjugate base of a sirong acid (pK, = (0 i35) and a
strong oxidant (88) with a characteristic spectrum in the visible
legon — 1860 a0 tem '1032, 331, Nevertheleass, its reaclivily is
somewhal seleclive, and ils polential largets i biological
systems inchiude sulfur-containing and aromatic amine acids
(37, 38

Mangancse porphyrins display linear free energy relation-
ships between ligand er complex properlies, g pK | of pyrrolic
nitrogens, £, {Molll1¥MniI1)}, and rate constants, such as the
catalytic rate constant of Oy dismutation (5, 39, These lincar
free energy relaiionships break down if &-alkylpyrdinium sub-
stituted porphyring contain alkyl groups longer than cthyl,
which has been aseribed to sleric and solvalion differences in
the metal surroundings (39 The complexes possess two axially
coordinated wator molecules, and they can undergo up to two
1onization steps in the alkaline pH range. Data in the literature
with respect to these ionization roactions are diverse, both in
the methods used and i the resulis. For instance, Mo TM-4-
PyD displays a single pk, of 10 according to 'H NMR (40} but
two pR.s al 109 and 12.3 (411 or al 8.0 and 10.6 (42) by
spectrophotometric titration.

Tn what follows, we examine the reduction of QNGO by
MnéLL porphyrins und the reaction of both Motll) and MndL1L
porphyring with CO;. We also use spectrophotometric titration
to determine the relevantl p&, values.

EXPERIMENTAL PROCEDITRER

Chermivads Ml porphyrins weed in this work are listed in Table
1 along with their electric charge at pH 7. Mn""TCPP and Mn"'TSPP
were purchaszed from MidCentury Chemicals, Chicago, 11, and the
other porphyring were synthesized ws deseribed previously 1391 Per-
oxynitrile was syathesized from hydrmgen peroxide and zodivm nitrite
in acidic solution (431, All other chemicals wers connnercial, MuoiIl:
porphyring were prepaved by the reduction of MniiTl) porphyrins with
equimolar dithjonite in NyO-saturaled solutions containing G.1 M ear-
bonate at pH 104, Dithionite solution wis prepared in helium-satu-
rated solutions containing (1 w1 carbonate at pH 10,4, and its concen-
tration was assessed immoediately prior to its use by reduction of

FeiONL® ey, = 101200 'om (11440,
Methods Stopped-flow kinetic measurcments were carricd out ws-
ing an $X-17MV Stopped-Flow fram Applied Photaphysies enupled with

e 1-cim-long muixing eell, Brielly, MoilIl} porphyrins 0.8 to 6 pt i acid
phosphiate selution wers mixed in A 111 ratio with ONOO g H0-fold or
greater excess, dissolved in 1 knawn concentration of NaQF, The reac-
Lion was manitored by the change in absorbance in the Surct band of the
porphyrin, and the plats were fitted 16 2 simple exponential fanction.
All experiments woere earried oul at 37 °C, The pll was ncasured al the
outfet of the stoppecl flow

27433

TakLe |
Structuse, abbroviation, and electric dharge ol oF 7 of the Mt I
complexes wsed in this work:

Guhcral sthieture R R Abbreveation L Charge
T Tmeihyl MnTTazEe
e MARTE 3-Pyb
N AL
e wpropyl | M TnPr2-PyP i
Aop
N P o i
"y n-buty| M b2 By i
L [ —— ... l
i a-heryl M Tbex 2Pyl i
Aoty M TG 2Pyl 5
o |
LI B PR N :
‘o,
-t
A Y
-4 AN MaTva e
= F - i
:‘\\ N M TOPP
a
— 3
<‘\ i i’c Mo TsPr ‘
I

v-Radialysis experinents were eprvied out with 1 “70s sourge (Ra-
dintion Machinery Corporation Parsippany, NJb The dose rate (8.8
yray/mint wus determined wsing the Fricke dosimeter (1 me: FeSQO, in
0.8 x H 80,1 based on GiFe!'t = 15.6 nod e iFe’' = 2200 30 'em .

Pulse radiclysis experiments were carried out with a 5-MeV Varian
715 hinear aceelerator (R2-1.5 s electron pulses, 200 mA anrami. All
measurements were mace at room lemperaiure in a l-om spectrosil cell
uzing three light passes foplical path longel 5.1 ems A 150-walt xenon-
mereury bamg wus used ws the light seuree, The deteetion system ineluded
a Buuseh & Lomb grating menochromator model D330/0331 Mk 11 and a
Hnumamatsu R920 photomultiplier. The signal wos transferred through o
Sony/Tektranix 300AN programmable digitizer to a micra PRTAT 1424
compuiter, which operated the whole pulze radinlyais system.

Ceneration of £ The radical was generated upen diation of
N,O-saturated ¢ <25 matl aguesus solutions containing 0.5 M carbonate
al pII = 8.5 vin the reactions shown below in Equadions 2-5 nhe species
radiation yields nre given in parentheses in Equation 21

L0 e 02681 OBZTLH0BLILD 12.61.71.0.00.72) kg 2
C  NO=N, 1 OH | cOH bo=91x10 8 's Y451 (Bg 1
COH+ QO 003 = OB by, 390107 w s N5l (kg 41
COH 1 HCO. —00; - Ha) ko, = 85 X 10°M 'y “1d5: (Eg. 5

The pulse Intensity was &0t Lo produce between 2 and 4 ga CO5L and
manganese porphyrin concentration ranged between 6 and 80 ua,

Tunization of Axiel Weater of Mot Purplivrins—Solutions contain-
ing 10 gy MoiID porphyein and 1w K GO a6 pH = 103 were mixed in
a Il ratio with HCI splutions of varving concentrations to yield pH
7.5 13.2. The mixture was made divectly in the specirophotometer cell
using a EX2000 rapid mixing acevssory from Applicd Ploteply .
Spectra were recorded from 850 to 600 nm at each pIf in a Cary 50
spectrophotometer. Speetral daen were malyzed using Micreeal Origin
software. Mn'"TSPF was dissalved in 0.1 u K (10}, because the com-
plex precipitates in more concentrated snhations,

RESULTS
Reaction of Matll Porphyrins with Peroxynitrite—The e
action of MndIIl porphyrins wilh excess of peroxynitrile was
studied by stopped flow, The observed pseudo-first order rate
constanls were plotted perses pervxynitrile concentration al
each pH to obtain the second order constant (£ ), which in-

s
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Fii. 1. The raie consiants for the reaction of peroxynitrile
with Ma(IIl) porphyrins as 2 function of pH in 0.1 st phosphate
buffer and 37 *C. Comploxes used were MnU'TE-2- 5T nqrmu\‘
Mn'""TnBu-2-P¥P tinrevtod trinngles), Mo'"TAM-4-PeDP wirclos), and
Mn'"TSPY deiangles.

Taprg 1T

Sevumd ordor vate constants fur the reection shown in Eywotion § and
apporent pK,, ratves fur peroxenifrife oblained from fitfing the
0.1

dote of k,
KND, not deteeted

ot Beieetion G, of 57 -

Crmypiles

g - 01 x 10"

Mu'"" TM-2-PyP 1
3.4 = 0.1 10
14 = 0.01 X 10°
v 13 2008 > 107
Mn"" Taltex 2 PyP L8 L 00410
Ma' o2l L.
Mn'"' TM-3-PyP EN
Mu"'" TM-4-PyP 4,
Mn"' TSFP 34+ 06 X 10°
My'"! TCPT LU0 =00 % 107

* From Ref 13

creases upon increasing Lhe pTl Tig. 1 shows plots ol k,,,
pH [or four representative complexes. Given that the pk, of
ONOOH s 6.6 — 0.1 (46, 47), our resulls demonslrate, as
reported previously for several porphyrin complexes (13), that
Mot1IT} porphyring react faster with ONOO  than with

LSS

ONOOTL”
Mu'l'p ONOO — 0 =Ma""T 1 - N, Ky 6
Mn"'T + ONOOH -0 - Mn"P--NO,+ H ¥y 7}
ONOOIL < ONOOQ  + | P, (g, &
Hence, the effective second-order rate constant of the reac-

tion of Mnll111 porphyrin with peroxynitrite (£, ) is pH-depend-
ent and i given by Tquation 9, where £, and are the rate
constants of the reactions shown in Bguations G and 7,
respectively,

b, WKL+ EIHOAK, - H O iFg.

Table II summarizes the values of £; and pK, obtained for all
ten complexes. The pTT profiles of all cationic complexes fit
Fguation 9 assuming thal k- was very small or zero, Tnthe case
of M ISPP, 4 value of ;7 < 10° 0 s ! can be pul forward

The electrie charge of the complexes in the equations only considers
tke formal charge of the metal ien and e atoms directly hound to
it, thug MacITI porphyrin s 3Mn'"P . MniID porphyrin is MaUP, and
InfIV) porphyrin is O = Mn"VD

Reaction of Manganese Porphyrins with ONOO  and CO;,

Fri. 2
A, apec:n at p[l values 8

9

L 10 I()ﬁ 1.0, I]Z 1‘4.
and 12.8 (saime gpectra have beon omitted for elarity? at roon tenper-
ature, The arrows indieate the dircetion of change as pTlinereases from
A8 1 L B, absorbunce at 454 nm cersys P lerror purs are smadler
than the symbolsis The softel e represends {he best [t w oa three
speeies model (Equation 121 with pk, 105 and pK,, = 114,
speetrn in the regions of 326, 5, and 580 nm were closely
examined and lack isoshestic poinls. As an example, the ditration curve
at 399 nns is shown.

Tagre 11
Aviad water pK,, and pK, obtefned by fitting the speetropfudometeic
Eitratien dare to Eguation 12

Titration of =5 w porphyrin solutions in 0.5 1t earbonate buffer in

the range of 7.7 - pH - AL room temperature.

Complos PR
V"' TM-2-PyP 105
vin''' TR 2 PyP 10,8
M Tale2eye 2
Mn"' TnBu-2-PyP 11.0
AMn' Taliex-2-PyP 110
Mn'UTnOet-2-PyP 107
MuUTM-3-DyP 115
MnTNE-A- v 16
MVn"'TSPP 12.3
Ma"'TOPPR 12.6

“Ihese values fall beyemd the pH vange stuclisd
" Obtained in 0.05 w carbonate bulter,

whereas Mn""PCLL did not display any significant variation in
&, in the pH range from 6.4 to
thatavalue of 107 Y& Visat the low end of the rate conslants
measurable by the methed used herein. The pK, values of
ONOOH obtained in the case of all cationic complexes fall
helow the literature value of 6.6 although it is higher fur the
anionic Mn"'TSFP (Table [T). This variatien ean be explained if
the derived pK, values belong to the outer-sphere complex
between ONOO  and MotIID porpliyrin, and the value devi-
ates from 6.6 because of Lhe relative stabilization of ONOO by
the electric charge on the Mol porphyrin.

Lonizeation of Axicd Water Molecules Fig. 24 displays the spee-
tral changes experienced by Mo""TM-2-PyP upon the change in
pil from 8.8 10 12.8. No isoshostic poind was detectable in the
region from 300 Lo 600 num, implying thal more than ane equilib-
rium s involved, Pened B slhiows e spectrophotowelric tibration

454 nm, which iz the A for this complex at acidie and

It is important to remember
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(sol!d fine) and reduction of Mn''TM-2. pH
PyP by 2- hydx oxu:mpyl radieal (dashed line) using y-radiolysis - . .
atl room temperalure. Solid Greo iModys  Maofiilin was oblained Fie. 3. The effect of pIl on £y, for four representative com-

upon irradiation 15388 gray! of 50 w3 Mn? PyP in N, O-saturated
solutions containing (05 st carbonate at pH 1l Dashed e Mn(TIT:

Munill)) abtained upon irradintion (58 8 gray) of 50 pa Mu'"'TM-2-
TP in N.O-saturated solutions conkaining 0.1 w1 phosphate and 0.1 0

2-praganol al pll 7.

20510

Loxliry

110

a0

818

{1 1n :“U 30 1 ol i)
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Fii;. 4. The observed firsi order rale constant for the oxidation
of Mo'"TM-2-PyP by CO;, at pIT 8.9 (filled syuares) and pHl 12
(apen squaresh. All experiments were cnrried out at ronm tempernture
in N O-saturated salotions containing (L5 M cavhonate and (0],
2-1 em

neutral pH. The plot displays a minimum and two intleetion
points, which 1s consistent with two iomzation steps (p&,
PR, ] shown below in Equations 10 and 11, rezpoctively

; and

HAO-Mn""P = HOMn"P - H 1Eq. 1t

HO-Mn""P—=0=M"" - B (Eq. 11¥

The spectral data were fitted to Fquation 12, shown below,
where LA represents ILO-Mn"'P°| TIA represents
OH-Mn"'"7, and A represents O — M |

Abayue THUT + Abaaa i 18]+ Absy K,0K,

Abs = H 1P = K H |+ KK 1By 12!

Speetral data at ten significant wavelengths were fitted simul-
taneously o four varlable parameters: two wavelenglh-
dependent, namely Abs, . Abs, |, and tswo wavelenpth-inde-
pendent, namely Ky and K, The parameter Absg . w
obtained from the mean experimental value at the lowest pH.
Mu''TCPP and Ma'"TSPE showed a simpler behavior within
the pIl range studied, which was consisteol with only one
1onizalion equilibrium; neverthele: reported data suggest
another pi, below 14 (481 The results are suwmarized in
Fable ILL

plexes: Mn'"'"TM-4-PyP
Mn'TSPP (fréiangh
The increment of £ .,

(sguares), MoV'TM-2-PyP (circies),
v), and Mn'"'"TCPP (inverted triangies).
with pH correlates with deprotonation of water
molecu ially enarclinated to the manganese. Sufid fines vepresent
the hest fits to Hquation 15, All experiments were carried out in
N O-zaturated zolutions containing 0.5 ar carbonate bulTer,

Specirul Chenges wpon Oxidatton and Reduction of MuflI}
Porphyrins—Oxidation and reduction of MuotIII} porphyrin
were carried out by y-radiolysis Lo assess Lhe spectral changes
at $00-850 nm. O MntIV) porphyrin was produced via the
reaction shown in Equation 13 in N, O-saturated solutions con-
taining 0.5 & carbonate at pIT 105,

Ma"P - Q05 1 HO — 0= MaPT 1 COF 1 eH (Bq. 18
Mn(Ll} porphyrin was generated through the reaction shown
in Equation ¥4, shown helow, in N,O-gaturated solutions con-
taining 0.1 a1 Z-propanol and H0 mm phosphate at plT 7 as

described previously 49,
Mo P 1 (CILLCOH — Mn''P

(CII0 00 1 I Ey LD

Difference spectra were caleulated as oxidized minus
duced complex. The difference spectra are exemplified in Fig,
for Mn'"TM-2-PvP. In all cases the changes in absorbance
associated with the Mu(TIT to MnlIVI transition is about four
times larger than that for the MniID to MofIIT) transitien

Kinetics of the Oxidution of MniIl Porphyrins by COp—
The reaction of 2—4 g CO; with 15-60 pa Mot perphyrin
was studied at pH 8.5 13 by pulse radiolysis. The reaction
could not be studied at pIT =7 8.5, because the rate of carbon-
ate oxidation by -OTT (Equations 4 and 5] decrease substan-
Lially with ihe decrease in the pIl, ie. pKailICO, /CO7 ) =
10.2. The reaction was followed at 570-575 nm for MoV~
talkyl-203,4)-Py1”  and at 595 nm for Mn'"TCPI”  and
Ma'"TSIPY | The changes in the absorbance ebeyed first-
order Kinetics, and £, was linearly dependent on the por-
phyrin concentration iFig. 4) and increased upouw increasing
the pH as shown in Fig, 5 for four representative complexes,
The pH profiles of £, were fitted to Equation 15, below, and
the results are presented in Table TV,

3

LTS LA ) E R 1) o

1Eq, 151

Oxidation of Mntil) Porphyrins by CO3—The reaction of 2—-4
il COy with 16-453 gy Mn(ll} porphyrin, shown below in
Equation 16, was studied at pIT 10.4 by pulse radiolysis.

Ma"P ¢ CO;—MaP - Q02 1Eq. 161

The reaction was followed at 572 or 600 wm, and %5 was

obtained from the linear dependence of 2, as a function of
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by COY al raon fempernia
Uamplex !
PR
10.8
1.0
m.1
11.1
3 10.7
MnTnCiet-2 PyP 105
MnTM-3-PyD 1.5
MATM-A-PYT 118
MaTCRP 1.6
MuTSPE 123

“ Valuns generated by extrapalation using pK,, fram Table 111,

" The values of and pK,

of &, were obtain 104
k(M50
BURE L 5/
A 5 910 B /“ o
i
' o4 NS
7
4
3
BIRE 13
H
W
1204
2
iy 2
12,54
1 il
w4 '
Y
- [oAH 02 04 Eim) L) pES
LOVANHLY E, (VANHE)

e, 3. Correlations between & (panel A) and log K, (panel ID
versus the redox potential of the Ma(ZIIWVMAI) couple, The rum-
Bers indicite thL LUn]plL\L: E I'olluw:i: I, MaTCPF.; 2, MnTSFF; 3.
PyP: 6. MuTE-2-PvF: 7,

i P 1) MnToOet-

Slopes of the linear free vnergy tvinmm rip befreven the Nsted
propeciies end the Keoof the MatHTAMuti couple

Properey Slape

itlmntute calir

H
-
[

-

aleubated from values in Referenee 5.

|Mniily perphyrinl iTabke IV). We assumed that 2, obtained at
pIT 104 is similar to that al. ncwiral pil, ag neither GOy nor
Mn(IT) porphyrin undergoes acid-base equilibria in this pIT
range.

DISCHISETON

Reaction of MadITE) Porphyring with Peroxyiitrite—Nn(ITT}
porphyrin reactivity reflects the nfluence of the substituents
on the porphyrin ring, which is apparent as liear (ree energy
relationships between ditferent physical-chemical propertics of
hoth the free ligand and their metal complexes (2, 5). Henee, &,
correlates with EopMnTITYMniID} as shown in Fig. 64 oven
though ihe reaction shown in Fiquation 6 does not invelve the
cauple MoiTTI/M I, Tu fact, &y, also correlates with the p&, of
the pyrrolic nitrogens of the porpliyrin ring and witl the cat-
alytic rate constant of O3 dismutation in the presence of these

" were ebtained by fiding the observed rate constants of the reaction in Equation 13 to Equation 13, Values

R

log &

oo o mon noo oLt s
ph | Graabl ph (avaly Iy &
Fri. 7. Correlations among log k&, pK,

- {uxial), and log £, 10,
dismutation). The values of 4., were tnken from Ref. 9

complexes (not shown). The reactivity of the porphyring toward
ONOO  thus reflects an overall effect of the porphyrin ligand
on the metat center, This points 1o an inner-sphere mechanism
where the rate-limiting step is the cosrdination of ONOO  to
the metal, and its rate depends on the rezonance and inductive
effects cxerted by the porphyrin on the mangancse ion.

The corretation holds as long as the A-alkyl substituents on
the pyridinium groups remain small. For substituents longer
than ethyl, &y diuninishes and remains eonstaat al around
(1.3 - 0.1) x 19" v s ! in going from r-propyl to u-octyl
Apparently, the favorable incductive effect of the ligand (as
evidenced from the increase in £, is countered by other effects
ihat may involve the deercase in dielectric constant of the

manganese environment. A similar paitern has been found in
the dismutation of superoxide catalyzed by inanganese porpliy-
rins (39

Ionzation of Axial Water The pK,,; of the axial water dlm
show a linear dependence with £, as apparvent in Fig. 61 ;
the case with &g, the trend deviates from linearity with N-alkyl-
pyridinium substituents longer than ethyl. Steric hindrance
cannot be invoked in the acid-base equilibrium of the water
protans. because the digsociation iz a unimolecular process that
would be influenced by the local dielectric constant. The water
protons are less acidie than expected from the linear relation-
ship, and this is consistenl with charge separation in the de-
protonation proccss being less favorable in a lower diclectric
environment.

Transnvission of Inductive Effect—The inductive effect of the
porphyrin substiluenis is more notiecable with propertics
closely related to the ligand iisell, In Tuble ¥, we preseni Lhe
slope of several properties plotted versus B, and it can be seen
that the slope diminishi the observed property belongs to a
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part of the malecule farther from the meso position. Thus,
pk Ipyrrolic) has the highest value, foilowed by %, and &y
related to the manganese, and then pK, ,, belonging to the axial
waler motecules, lhat perceives the induetive effeci. through
four chemieal bonds

Hydrophobic Effect with Longer Allvi Substituents—We
have secn that N-alkyl-Z-pyridinium substitucents longer than
ethyl caused a deviation in the linear corvelations with E..
This eftect is evident for both £, and p&, faxial) and & similar
1o what was observed previously 1391 for £, for O dismula-
tion. This led us to suppose Lhat the deviation from linearily
should vanish when relating proporties thal experienee the
same effect, Fig. 7 shows the relationships among the three
parametors, all of which display good linear correlations. Th
strongly suggests that the ellect seen is nol related (o steric
hindranee {that should not be observable through pK ) but
arises solely from the decrease in the dielectrie constant around
the mangancse

Oxidation of MutIIT) Porphyrins by CO;—The rate constants
of the reaction shown in Equation 13 differ minimally for all
Mo Ttalky )Py at low pH levels without aiy noticeable trend
as ix apparent trom Table 1V, ie fryy — (2-4) % 10% w1 s
Wn'"TSPP and Mn'"TCPP react faster with values of 5.2 %
10% and 1.2 % 10 m 's ' respectively, [f the reaction were by
an inner-sphere mechanism, the raie constants should follow o
trend similar to the oxidation by ONOO | correlating with
thermodynamic parameters of the complex and the ligand that
refloct the electronie effect of the substituents. Because thiz
was nol the case, the reaction shown in Bquation 13 should
follow an outer-sphere mechanism, In this case the rate con-
stants showld correlaie with Lhe redox polentials of the Ma(TVY
MniIll} couple, according to the Marcus theory. The redox
potentials have beco determined to be very gimilar for some of
the complexes at pH 14 (48}, with values of 0,382 V for
MnTSPP, 0.338 V for MnTCPP, and 0408 V for MnTM-2-PyP.
Data are scarce al neutral or slightiy alkaline pH, and the
values available by spectroclectrochemistry for MnTM-4-PyP
and MnTM-2-PyP at neutral pIl are close to L0V vers
normal hydrogen electrode (41, H0L Values for MnTCPP can
only be extrapelated from results ai pH = 10 (48), Il any case,
all values, either measured or extrapolated, cluster around 1V
versees normal hydrogen electrode, The values obhtained for the
GO, reaction, if an outer-sphere mechanism is assumed, imply
thait the redox polentials of the complexes should differ by less
than 0.1 V.

The increment of &, with pIT (Fig. 51 corvalates with depro-
tonation of axial water molecules. Our spectrophotometric ti-
tration results show that all Ma T Tralkyli-203,4-PyP have two
1onization equilibria in the pH range from 9 to 13.2) whereaz
Mn'"'TSPP and Mn"'TCPP have higher valucs. The pTT profiles
of &y, can be fitted using the pk, values obtained through
spactrophotomeatric titration and presented in Table ITI, but
this yields ambiguous results. All Mo™TtalkyD-203,4)-PyD fit
well Lo a single ionization eguilibrium model. This can be
explained by considering the species HyO-Mn"P " HO-Mnt'p,
and (¥ = Mn""P  as bofore. IF TIO-Ma""P has a reactivily
similar to the average between HpO-Mn™ P and O — Mn''p
only one pK, PP will be visible from the reactivity trend as a
function of pH, and that p&,"* will be roughly hallway he-
tween pK,, and pK . A comparison between the pR values
presented in Tables 1L and 1V shows that (his is the case for all
Mn""Tialkyl-2-P¥P, within 0.3 pH units.

Our data are net sulficient to estimate the acid-base behav-
ior of the reactivity with Mn''TSPP and Mn!"TCPP, but the
limiting value al high plT can be eslimated at 1.2 x 10" and

2.8 % 10% 0 ‘s 7, respectively. Considering the pK,, ; obtained

143
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by gpectrophotometric titration, further egtrapolation is not
possible al this stage.

Oxidation of MatH) Porpliyrins by CO—The rate constant of
the reaction shown in Equation 16 determined herein by pulse
radiolysis falls in the runge of 1to 5 % 10% w0 's ' which makes
MntIlt porphyrins good seavengers of GO with reactivities well
above those of biologically relevant targets (251

Peroxyniirite, CO and Their Scevenging—The results pre-
genied herein supporl the idea of manganese porphyrin:
valuable tools in the scavenging of perexynitrite and the spe-
cies derived from it, such as CO35 On kinetie grounds, the
milar reactivitics of all MnTialkyl-2-PyP make them prom-
ising candidates to dircetly interecpe ONOO
most of the CO that might be formed. The reactions of MafTiT
porphyrins with bath GO and ONOO  form O = Mo(TV) por-
phyrin that reacts preferentially with endogenous antioxidants
such s ascorbate and urate 1131 and less efficiently with seem-
¢ more critical targets such as thisls and aming acids,
eause the MntIIT) porphyring ean be reduced by biological
reductants, such as ascorbate, the Mndll) porphyrins could
mediale Lthe oxidation of such expendable and regeneratable
reductants by CO; and in so doing protect critical cellular
targets. The reactivity of MnilD) porphyrins with ONOOQ  re-
maing virtually unexplored, but preliminary data suggest that
the reaction is fast and decs not produce sccondary oxidant
radicals.” Finully, the different correlstions found here repre-
sent an important inferential tool in estimating Muo(III por-
phyrin reactivity toward superoxide and peroxynitrite and em-
bocly relevant information for drug design directed to oxygen
and nitrogen specics-mediatod tissue injury.

as

and suppross

REFERENCES
1. Khewnser, B C 9920 ey, fe, 82, 1411=1436
2. Batimie-laberle, L2002 Methafs Enzymol. 348, 923 233
3 Bpasvjevic, L, Batinie-1Eaber)o ldbvmuri, Y. BEL wnd

L. Rebuucas, WE
Sridlavich, 20050 L Bind Choens. 278, 68
A Day, Bk Fridovieh, band Crago ) Do (9973 A,

—2H5
A Bardade-Elals Spasefevic, Lo Thimheight, P Ben
and Fri 1999 Pz Chers, 38, 40111022
A Rackunsen. Putel, Mo Sheag, T Caled €0 B Busiie-Tlabarle, 1 Dy,
B.J ', Fridoviel ¢ WD Penlstein, 110 wond Warner.

AT S Norased, 21, 1982 45892
r 1L Knghi EL Bovler 8 Bacel, ¥, Batinie Blaborle. 1€
toin, B D0 Ceape, o300 and Waener, 1005,

a

i UL,
D2 Fres

Ed

07, . Kepie ., Baciv-laberlie 4, Cragn, .,
Veuny, 1, Bradter, B und Huskins, K003

4 L Townes TR E LA Thopson. AL
Tunson, Patel Wt . AL, Baudzie-aberle, 1,
] R, oo Brecman, B ACEROMT P, Naft Avecds Sei 00 8 AL 98,

SWhi
Rablani, 720N, Feng, (0 T Kang, 30K
Wridrviel, L, Dewhieed, MR and Anechier,
L bind, M, 33, 8
1990 Fevnida, Planaceas!

10

1. i

12 Ramives, Lo el Badi, B 199 Lrizal. 10,

13 sic 11 L. Spasofevie, | snd Radi, B
wrival. 12, 442 419

1. v Fuzy-

e, 348, 3
18, L, o)
21

=11

Hunt d. A aod Groves,
28

I Mhenrg. Mod, Chenn, Leits 7,

15 Beekman, J Beckmun, T W Chen o Morsball DA and Froeman, B A
CERH Peoe Noff Acond Sell S 87, L6200 1621
17 Radis R, Peluflin Gr Advagez, NN NeeiBian, B aned Cape
A A 30, G- 288
18, i, T wrove, T 10 Bovkanan, TS0 aad Frovman, A 0N Brescdon,
v

LA 2T R

40,

19, Lo, nnd el LWL A Clem, Ste, 117, 8967 8562

20 Denivela, & Froemnn, BALTrojillo, Ml Redi, Rov 88040 Anck finehem
Bioph, 3, 4l he
21 Bonind, MG Radio JL Ferrer Suss o Feavcira, A0 ML and Augnsto, O

VLU B Ol 294, 1R
22 Gubidstein, Saml Crapelki, 43014

)
) Api Ol Sin

120, 54058 316

‘€ Ferrer-Sucta, L Batinié-ITaberle, and B Radi. nwmuaseript in
preparation.



Resultados

71

27438 Reaction of Manganese Porphyrins with ONOO  and CO;,

Lrmar, 8. V., and Harse, 5 K199

Tarlyvs, G B, and Ingalil, K. LT

A, O, Bunini. M. €

Menuees, 8,1 Frin anr fiisd, U.«# 82,4

265, Zhang., B dosepl L Garaer. M. Teckur, Deonnd Kalvansman, Boo20020 40

i Chenr. 277, 1013 1020

ojevie, L. Batinge-tHaborle, Lo and Fridoviel, L 20000 Nivrie thide 4, 41
a2 A

28 Faulkner, KoM, Liochev, 51 and Pridoviels, 16599404 Biot. Chom 269, 42
PHE RS EHE W A

Sy Tamhweight, oot Choeke, 10 B I8 Foeane e 13, $028 4030

A0 Dunean, [ A ]Imum.u‘. A Tarter, UL

v 37, 204 301
1 S 121. R0 o
] L e B

Ta.n RN 15
a1 IA I' ”AHU AL Pastoriack, 40 30 and dohnson, 0 S0 i88 10
w HBeookn, 15, 361 2687 A6
Woeks, L L ard Haband, 300196600 Plhvs, Clhers, 50, 21000 2106
roamd | LRGP0 Pl e, T4, 2240 17

Belu. 1), Caap
Linrhe ind Fi
LG Lymar
an

N e Froe R Moado 27, 144421147
vd Sehwire, 108 L Phys Chere, A 108, 48

BES)
6. Huie, W, Clitin, w38, ATT-AR] ¢
CoAudaruss Gl B Aldriels, Tl Bishy 1010 Cundadl 1 R A|;Mll| Jo L and il

e Nowu 1810870 Ruelton, Phos, 0

R0L L Ches, Raes Fureeduy 441,

3
L Merchiusz, K30 and Notw, Boodss107 Plas Chew, 88, 1

Wil ' ll)”z i

49, 278 289

1 fusdor, Fu i BB, T1—

1. Suvens Mambriht, 7. sind
ILrlww frmM 2ER) - 2R

lumm L and Tubuk, M. 1860 -

o, K. L.

i, Micehen. 61, 255 250

- Chenu, S0, 0 Lin, Moo So, YO0 U852 locreieal. Choms

474,02 39

Elarriman, A, ux

Baddi, R Iecknan
266, 124 31t

Seaife, ¢ WL and Wilkine, [ G 019800 froez, {hor, 18, 5204 3217

Buten, oL Vo Creerstsck, €T Helomn, WoTn, wod Hiss, AL B 019830 Phrs,
Choan, Kef, Puie 17, 515 868

Bissoer, . Nuwser, T Bugnon, 1%,
Chese, Row., Toxsood. 10, 1255 1292

Mereni, G, Lind W Goldstein, S, and Crapsii, G 199900 Pive, Clers. 108,

(R YRR g
KB aad F

o ey ]mm H'.'.), Liwdd
o, B AT Bl Gl

L, 1 G s Koppenol, W 1L 718997

L Hareiman, A andd Por

PRRINE b E A T T PP

ATA-15TY
B ML, ed Sa, OO 118970 Blecienecaald. Che. 426, 197 203




72 Resultados

Trabajo 3. Aplicacién de un ciclo Mn™/Mn'Y a la reduccién
de ONOO™

Trostchansky, A., G. Ferrer-Sueta, C. Batthyany, H. Botti, |. Batinic-Haberle, R. Radi and H. Rubbo
(2003). “Peroxynitrite flux-mediated LDL oxidation is inhibited by manganese porphyrins in the presence
of uric acid.” Free Radic Biol Med 35(10): 1293-1300.

The protective effects of Mn(l11)porphyrins
should predominate under in vivo
conditions having plasma uric acid
concentration range between 150 and 500
HM.

El trabajo 3 se incluye en esta tesis aunque se trata de un trabajo realizado principalmente
por nuestro colega y camarada Andrés Trostchansky. Sin embargo, dado que colaboramos
en el disefio y la discusion de dicho trabajo y porque constituye una aplicacion directa de
las reacciones caracterizadas aqui, haremos un resumen de los resultados y la discusion.

El trabajo aborda la aplicacion del ciclo catalitico de consumo de peroxinitrito
propuesto en los trabajos 1 y 2. El blanco de oxidacidn estudiado fue lipoproteina de baja
densidad (LDL), el sistema oxidante era ONOO™ en un flujo de 1 uM min™ y el sistema
reductor constaba de una de tres MnPorfirinas (MnTCPP, MnTE-2-PyP, MnTOct-2-PyP)
como catalizador y urato como reductor. Como criterios de evaluacion para la oxidacion de
LDL se midieron la movilidad electroforética relativa en gel de agarosa, la concentracion
de hidroperoxidos en ésteres de colesterol y la concentracion de y-tocoferol. A
continuacién se presenta el trabajo como tal y después de él discutiremos los resultados
concernientes a la movilidad electroforética de LDL y el contenido de hidroperdxidos ya
que permiten ejemplificar la actividad catalitica de las MnPorfirinas y hacer énfasis en un
par de conceptos poco intuitivos que no se incluyeron en la publicacién mas que en forma
somera.
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PEROXYNITRITE FLUX-MEDIATED LDL OXIDATION IS INHIBITED BY
MANGANESE PORPHYRINS IN THE PRESENCE OF URIC ACID

ANDRES TROSTCHANSKY,* GERARDG FERRER-SULTAX T CARLGS BATTHYANY.* Horacto Borr*
. »
Ings BATINIC-HABERLE,® RarARL Rap* and Homero Russo®

*Departamente de Bioguimica and Center lor Free Radical and Biomedical Rescarch, Facultad de Mudicina, Universidad de la
Repiblica. Mentevideo, L ay; *laboratorio de oq ca Biologica. Iaculiad de Ciencias. Universidad de la Republica,
Mantevidea. Urugi Drepariment of Biochemistry. Duke University Medical Center. Durhant, KC. USA

(Received T Mereh 20030 Revised 24 Jine 2003: Accepied 31 Judy 2003)

Abstract—We have swdicd the role of three Mn(llDperphyrins differing. in charge. alkyl substituent length and
reactivity, on LDL exposed w low fluxes of peroxynitrite (PN) in the presence of uric acid. Mo{ILDporphyring (3 M.
M PyPT ' MnTnOc=2-Py P and MnTCPP? ) plus uric acid (300 M) inhibited cholesteryl ester hydroper-
oxide formation. changes in REM as well as spared @ and y-locopherol. M InOct-2-PyP™ " _ the more lipophilic
compound, was (he most effective in protecting LD lipids. while MaTCPP?  exerted the lesser protection. MngI-
porphyring react tast with PN (~10°—=107 M ' s '} to vield a O—MuntIV) complex. The stoichiometry of uric acid
consumption was -~ [.7 moles per mol of PN. in agreement with reactions with both the O=Mn(IV) complex and
nitrogen dioxide. A shilt from an anti- to a pro-oxidant action of the Mn(I1hporphyrin was obscrved alier uric avid was
sigiificantly consumed, supporting compelition reactions between LD targets and uric acid for the O=Mun{IV}
complex. Overall. the data is consistent with the catalytic reduction of N in a cyele that involves a one electron
oxidation of Mn(lI) to Mn(I¥) by PN followed by the reduciion back to Mn(l11) by uric acid. These antioxidant elfects
should predomingte under in vivo conditions having plasma uric acid concentration range between 150 and 300 uM,

£:2003 1sevier Inc.

Keywords

INTRODUCTION

Oxidative modifications of low density  lipoprotein
(LDL) by reactive oxygen- and nitrogen-derived species
are implicated as key early events in atherogenesis [1 3].
Peroxynitrite (PN, ONOO 4+ ONOOII} represents a
biologically relevant oxidizing and nitrating agent that is
formed from the diffusion-limited reaction between ni-
tric oxide ("NO) and superoxide (O, . [4.5]). Infusien of
PN into LDL preparations can be a representative model
of the expected interactions of low fluxes of PN produc-
tion by vascular cells. In fact, PN infusion causes high
yields of lipid and protein oxidation as well as lipid-
protein adducts formation [6]. Peroxynitrite-modified
LDL binds with high affinity to scavenger receptors

Address comespondence 102 Flomero Rubbe. PhuL. Departamento de
a. Avda. Gengral Flores 2125 Mon-
3082 (924) 956l Fax: +5982 (924)
9363: E-Mail: hrubbo e Tmed edu.uy.
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LDL. Peroxynitrite. Mnf[[Hporphyrins. Lipid oxidation. Atherogenesis. Free radicals. Nitrie oxide

leading to the accumulation of oxidized cholesteryl es-
ters and foam cell formation |7.8).

Manganese(lI[) porphyrins (Mn{l1l)porphyrins) pos-
sess several antioxidant preperties. including their scav-
enging of 0,7, hydrogen peroxide, lipid radicals, and
PN [9-12]. They have already revealed protective ac-
tions in dilferent animal model of exidative stress Injury
[13 16]. The scavenging properties of metalloporphyrins
can be altered by moditying the porphyrin substituents
[9.10]. One mechanism by which Mn{Ill)porphyrins
scavenge PN involves the formation of an O=Mn(lV)
complex (k107 M *s 'yand the subsequent reduction
of O=Mn{1V} by urate, ascorbate, or glutathione [11].
This reduction step converts the simple scavenging of
PN into a catalytic reduction cycle that is very eflicient in
the presence ol excess of reductants [12.17]. Mn{l11)-
potphytins can lead to LDL oxidation but interestingly,
in the presence of reductants. they are able to inhibit
metal ion-catalyzed lipid and LDL oxidation [10,18].
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Ry abbreviation

ethyl | mn"TE-2-PyP%

octyl | Ma"TnOct-2-PyP™

Mn"TCPP*

Scheme 1L Structure of mangancse porphyring,

Uric acid has been proposed as an important antiox-
idant molecule present in human blood plasma at con-
centrations in the range of 150-500 M [19,20]. The
antioxidant properties of uric acid have been attributed 1o
its ability to react with biological oxidants such as PN-
derived radicals or hypochlorous acid [19.21-24].

The general aim of this work is 1o define whether
Mn{[1}porphyrins could prevent from PN-induced LDL
oxidation under biologically relevant conditions. For
this, we compared the effect of two cationic Mn{I11)por-
phyrins, manganese(l11} 5,10,15,20-tetrakis(N-ethy Ipyri-
dinfum-2-yl) porphyrin (MrTE-2-PyP* ") and manga-
nesefll) 5.10,15,20-tetrakis{ V-octyIpyridinium-2-y1)
porphyrin (MnTnOct-2-PyP? ') in the presence and ab-
sence of uric acid. Both Mn(I1l)porphyrins have similar
chemical reactivities but differ in hydrophobicity (alkyl
substituent length, being the MnTnOct-2-PyP*' the
more lipophilic, Scheme 1), For comparative purposes,
we also studied the effect of manganese(10l) 5,10,15.20-
tetrakis(d-carboxylatophenyly porphyrin (MnTCPP® ).
an anionic compound having a lower reaction raic con-
stant with PN (k = | x 10°M 's ' [25]).

EXPERIMENTAL METHODS

Materials

Diethylenetriaminepentaacetic acid (dipa), potassium
bromide. agarose, and sodium phosphate were from

Sigma (St. Louis, MO. USA). Methanol, 2-propanol,
acetonitrile, and hexane (all of HPLC grade) were sup-
plied by Mallinckrodt UltimAR (Phillipsburg, NJ, USA),
Mn([IDporphyring were prepared as described previ-
ously [26.27]. All other reagents were obtained at the
highest purity available from standard supply sources.

Preparation of LDL and PN

Human LDL was first isolated from fresh plasma by
ultracentrifugation through a potassium bromide gradient
[28] and further purified by size exclusion HPLC (Su-
perose 6 HR 10730 column) as described previously [29].
PN was synthesized from sodium nitrite and hydrogen
peroxide using a quenched-flow reactor |30,31]. Resid-
ual H,0, was eliminated with MnO, and remaining
nitrite was <20% of PN content. PN concentration was
determined spectrophotometrically at 302 nm (¢ = 1.67
mM 'em ") PN, first decomposed in 200 mM sodium
phosphate, pH 7.4 was tested as a control. To prevent
further peroxidation of lipids during assay procedures,
butylated hydroxytoluene (0.025%) was routinely added
after incubations.

Reaction mixiwres

PN was added te LDL {0.4 mg ml 'y as a continuous
flux {1 uM min ') using a motor-driven syringe pump
(SAGE [nstruments, Boston, MA, USA; [6]). Incuba-
tions were performed at 37°C in 200 mM phosphaic
buller, pH 7.2. 0.1 mM dipa in the absence or presence
of 5 uM MnTE2-PyP”'. MnTnOet-2-PyP', or
MnTCPP®  andfor uric acid (300 gM).

Binchemical analvses

Changes in the net charge of the lipoprotein were
analyzed by agarose gel electrophoresis [32]. Cholesteryl
ester hydroperoxides (CE-OOH) were extracted using
methanol/hexane and analvzed by HPLC in a reverse-
phase LC-18 column (25 X 046 em, 5 pum; |33)).
Analysis of oxidation preducts was performed using
acetonitrile/isopropanoliwater (44/54/2, viviv) with ul-
traviolet (UV) spectral detection at 210 and 239 nm. The
CE-OOIl standard was prepared by incubatling cho-
lesteryl linoleate emulsilied in 10 mM sodium dodecyl
sulfate for 120 min at 37°C under stirring in the presence
of the azo-compound 2.2"-azobis(2-amidinopropane) di-
hydrochloride. The extent of meodification of a- and
y-tocopherol (e TOH and - TOH, [34]) and wric acid
consumption [35] were determined by reverse-phase
HPLC. Samples (50 ul) were mixed with 450 pl meth-
anol and vortexed for 10 s twice, centrifuged at 10,000 X
g for 10 min at 4°C. Analyses were performed on a
Supelcosil LC-18 column (25 % 0.46 cm, 5 wm), mobile
phase of 100% methanol at a flow rate of | ml min
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The detection system included a Gilson Model 122 Flu-
orometric Detector (A, = 295. A,,, = 330 nm). Quan-
titative analysis was performed by comparing peak areas
with corresponding standard curves [34]. Uric acid was
quantitated by HPLC using an isocratic solvent system
eonsisting of 25 mM polassium phosphate, pH 4.8 and
methanol (9.5/0.5) on a Supeleosil LC-18 column (25 X
0.46 cm. 5 um) having UV spectral detection at 292 and
266 nm |35].

RESULTS AND DISCUSSION

MatlH)porphyring plus uric acid inhibit PN-mediated
increase of REM

To investigate the protective role of Mn(III}porphy-
rins on PN-mediated LDL oxidation in the presence of
uric acid, we first analyzed changes in REM, indicative
of apolipoprotein B-100 (apo B-100) modification and
lipid-protein adduct formation [6]. Peroxynitrite infusion
increased REM in LDL with time {Figs. [A-1C, lancs
2 4. A greater REM of LDL was observed when the
Mn{[I1}porphytin was added before PN infusion (Figs.
1A and [B. lanes 5-7) or even in the absence of PN (data
not shown). [n contrast. the simultaneous addition of
Mn{113porphyrin and uric acid completely inhibited
changes in REM (Figs. 1A and 1B, lanes 8—10). This
action cannol be solely cxplaimed by the antioxidant
properties of uric acid, since in the absence of Mn(ll-
Dporphyrin uric acid afforded minimal protection (Fig.
1C. lanes 5-7).

Inkibition of lipid oxidotion by Maliporplyrie-uric
acid

The physiological fAuxes of PN used here (1 uM
min ') induced CE-OOH formation in LDL (Fig. 2) ina
process that was enhanced by the presence of all tested
Mn{[11)parphyrins (Fig. 2. inset). Uric acid was able to
partially decrease CE-OCH formation, while Mn(111)por-
phyrin plus uric acid prevented lipid oxidation in a
greater manner (Fig, 2} This protective action was al-
ways grealer for MnTnOci-2-PyP* ' or MnTE-2-PyP*
than for MnTCPP® | being MnTnOct-2-PyP*' the mast
effective compound (Fig. 2). The antioxidant effect of
Mn{[I1}porphytins is prebably due to its ability to cata-
Iytically decompose PN in the presence of uric acid [11].
thus inhibiting radical-mediated cholesteryl ester oxida-
tion. These protective actions were not due to the well-
known uric acid scavenging of lipid radicals [36,37]
because (i} uric acid is unable to scavenge lipid radicals
in hydrophobic environments such as the LDL core [38]
and (i1} MnTCPP?  reaction with PN is two orders of
magnitude slower than that of MnTnOct-2-PyP*' or
MnTE-2-PyP*' and exhibits in the presence of uric acid,

A

123455777B9719

’l

(1]

Fig. 1. Mn¢lIl)parphyrin plus uric acid inhibition ol relative electro-
phoretic mobiliy (RIEM) changes durine peroxynitrite (PN)-mediated
lowv-density lipoprotein (1.DL) oxidation. 1.1 (0.4 mg ml 'Y was
oxidized by PN (1 M min ') in the presenee or absence of 5 M
manganese( 11015.10.1 -etrakis( v -octylpyridinium=-2-¥1)  porplyrin
(MATROE-2-PyP™ ), 5 pM o manganesciTHE. 10.15.20-ctrakis( \-cth-
vipyridinium-2-313 porphyrin (MoTE-2-PyP* "), andfor 300 1M uric
acid. REM was determined at 60, 120, and 200 min as deseribed in
Experimental Methods. (A) Lane 1: native LDL Janes 2-4: LU plus
BN lanes 5-7: 101, plus PN plus MnTnOet-2-PyP® 2 lanes 8-10 101
plus PN plus Mo TnOcl-2-Py P ic acid. (13) Lanes 1-4. same
conditions as in (Al lanes 3-7. LDL plus PN plus MoTE-2-PyP*
lanes & 10 LD plus PN plus MnT PyP*" plus uric acid. {()
Lanes 1-4. same conditions as in (AY. | 3=7: LD plus PN plus
urie qeid, LD at 3770 showed nonsign nL changes in REM afier
200 min. Data is representative of three independent experiments
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Fig. 2. Inhibition o1 cholesteryl ester hydroperoxide (CLE-00H) formatien by Mn{llDporphyrins-uric acid. Low-density lipoprotein
(LDLY was oxidized in the presence of | M min ! perovsnitrite {PN} and CE-OOT formation was determined at 30. 90, and 120
min as deseribed in Lxperimental Methods, Im.uhulmns were performed in the presence or absence of urie acid (300 uM)
mangan 1103 10,15 20-tetrakist N -octylpyridinium-2-y1y porphyrin (M TnOC-2-PyS 0 3 wM). manganesel 113,10, 15.20-tet-
rakis( \-cthyIpyridimium-2-y1) pucphyrin (Mn Pyl 5 uMy or mangunese(11)3.10. 13 20w trakistd-carboxylatophenyl) porphy-
Ein (MTCPPT LS M), Data are mean L SD with g = $: % < 003 vs. PN plus uric acid plus Mo TnOet-2-Py P70 PN plus uric acid
plus M LLE-2-PyP® 2 PN plus uric acid plus M [C P 2 < 003 vy, PN plus uric acid plus M nOct-2-PyP 7 PN plus uric acid
plus MTE-2-PyP* "2 8 =2 003 vs. PN plus urie acid plus MnTnOet-2-PyP® " Inset; CE-OO0H formation during PN-mediated 1.1
oxidation {open bar) in the presence of MaTnOct-2-PyP® (black bar), MnTE-2-PyP* " faray bar). or MoTCPP  thatched bar).

“Table 1. Inhibition of e- and y-Tocopherol Consumption by Mn{l1[porphyring

a-Tocopheral y-Tocopherol
{fmelimol 1L1DLY tmol‘mol L)

Condition 45 min 120 min 45 min 120 min

Contral 03

PN L6

M Ingel-2-Py P =01

MnTE-2-PyP* [[A]

MRTCPP ! L4

PN, uric acid + 0.5

PN, Mn]n(]‘— -y PR 01

PN, P =01

PN, : 05=x401

PN, MnTn€et-2-PyP* . uric acid 4.0=10.7 1706

PN M TE-2-Py P i 42106 1O+ 08

PN. MOTCPP® . uri g4 1.1+ 0.9

LD = low, »dumu Ilpnpmwm PN = pun\mlmu

. ]mrph\rm
M Tl I’]’ = manganese(ll}3. I() ak: -I-Calh(J\\l"lmphLll\-U parphyrin,

LU0 was oxidized as in Fig. Uin the presence of MTnOct-2-Py 1™ (S ML MRUIL-2-PyPS 7 (3
wMLMOTCPP * (3 My andior wric acid (0.3 mM); e-tocopherel and p-tocopherol centent were
determined by high-pressure liquid chromategraphy as in Experimental Methods. Experimental
error for y-tocopherol determination was less than 10% in all cases, Daw are mean = SD.ox = 35,
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an expectedly lower (but significant) protective action
(Fig. 2). Both Mn'InOct-2-PyP* ' and Mn'TE-2-Pyp® !
are equally potent catalytic antioxidants with respecttoa
number of reactive species such as O-° , carbonate rad-
ical (CO;" ) or PN [25.26]. However, they dilfer in
lipaphilicity, with MnTnOct-2-PyP* ' being the more
hydrophobic [26]. This could explain why the »#-octyl-
substituted porphyrin protected the LDL lipid core betler
than MnTE-2-PyP® ',

[t has been previously reported that copper (Cu”')-
mediated lipid oxidation in LDL is enhanced by MnTE-
2-pyP?" in the absence of reductants, supporting a pro-
oxidant reaction of the Mn(II}porphyrin with preformed
lipid hydroperoxides (LOOH) [[8]. However, copper
docs not react dircetly with Mn{l)porphyrins as PN
does, Moreover, MniIllyporphyrin reaction with LOOH
has a second-order rate constant of 9 X 10°M 's !
[18]. which is two to [our orders of magnitude lower than
the rate constants reported for the reactions between PN
with Mn{Ill)porphyrins and of uric acid with the O =
Mn({IV) complex. respeetively ¢(~10°—107 M ' s '
[11.12]). In our experimental conditions, these last two
reactions are more relevant to explain the antioxidant
actions of Ma(l[porphyting in the presence of uric acid
than the preformed LOOH reactions reporled during
copper-mediated LDL oxidation, It should be noted that
the reductants used before {glutathione. ascotbate} are
able to reduce both Mn(IV) to Mn(l11) and Mn(ll1) to
Mn{[1} [11.12]. Uric acid reacts slowly with PN (k =
155-480M 's ' [19.35]). having the ability to perform
Mn{[V)-but not Mn{11) reduction. [n this way, il was
chosen in our system noet only because of its high plasma
concentration but also to avoid the Mn(II} chemistry
(e.g., Mn(ll) reaction with PN, [T1]).

MaflHporphyrin-uric acid sparing of a- and
y-tocopherol

Because lipid oxidation processes underge in parallel
wilh vilamin E exidation, LDL was incubated with PN in
the absence or presence of Mn(lIDporphyrin plus uric
acid. Both a- and v-TOIl were depleted by PN in a
process that was prevented by MnTnOct-2-PyP* " or
MnTE2-PyP*" plus uric acid (Table 13, MnTCPP?
spared «e- and y-TOH to a similar extent than the cationic
porphyrins {Table [} In contrast, the LDL incubated
with Mn([l}porphyrins in the absence of uric acid was
rapidly depleted of vitamin L, with MnTCPP®  exhibit-
ing lower oxidative damage. This is censistent with the
observed rapid changes in REM (Fig. 1) and CE-OOH
formation (Fig. 2). Surprisingly. uric acid aftorded
greater vitamin C-sparing effeet than Mn(l1)porphyrins
plus uric acid (Takle 1). This apparent discrepancy with
the data obtained with REM (Fig. 1) and CE-OOH for-

A 12 3 4 5 6 7T 8 % 10

)
L L™
= e ]
6 W A0 & 120 20 60 120 200
time {min)
B
R
-
o
3 \
©
E 4 \\
)
£ [uric acig]
- ».
T 24
e \\‘\v—*o
I
] ‘—'l\
04 . u L]
40 80 120
time {min}

Fig. 3. Dose-dependent effeet ol uric acid on manganeset)5.10.1520-
Letrakis( A-octyLpyridinium-2-y1) porphyrin (MnTnOet-2-PyE” ") antioxi-
dant action. (A) Low-d ipoprotein (1IN} was oxidized by PN (1
M min Ny in the presence of § g M ToO2-Py 17 and 50, 130, or
300 =M wric acid and relative clectiophoretic mobility (REM) analysed as

Tig. | Lane |2 mative LD 2-4: LD peroxynitrile (PN,
' 3O p N wri Tanes 3-7: L1, PN, MaTnOcel-2-
pypi id: lanes § 10 LI, PN. M TnOct-2-2vP* 300
1M urie acid, (B} a-Tocopherol consumption during PN Bux-niediated
LD ovidation was determined as in Fig. 20101 was omidied m the
presence of M TnOCt-2-Py P (3 pMyand 0 (B 150 ). 300 (A). and
SO0 N () uric acid

mation (Fig. 2) can be reconciled, taking into account
that Mn(IV)porphyrins clficiently oxidize «-TOH in a
manner that is only pariially outcompeted by uric acid
112].

Dependence on wric acid concentration

Finally, we studied the dependence of the antioxidant
action of Mn(ITDporphyrins on uric acid concentration,
Changes in REM and «-TOH consumption during L.DL
oxidation were delermined in the presence of MnInOct-
2-PyP® " incubated with 50-300 uM uric acid. A net
pro-oxidant or antioxidant action of MaTnOct-2-PyP*!
was observed (Fig. 3A). depending on the initial uric
acid concentrations (50 vs. 300 uM, respectively). While
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Fig. 4 Time course of uric acud consumption and changes in relative

clectrophoretic mobility  (REM). Low-density lipoprotein (0.4 me

ml 'y was oxidized as in Fig 3. in the presence of mangane-

sel DA 10 L3 20-teirakisi N-oety Ipyridinipm-2-1 1) porphyrin {Mn'T-

nCxet-2-PyP™ 3 M) and 150 uM urie acid. Uric acid content (L)

changes in REM (W) were determined at diflerent omes. Data is
T ive ol two experiments.

a-TOH was spared by MnTnQOct-2-PyP® ' juric acid (Ta-
ble 1) this protection was greater at high uric acid con-~
centrations (Fig. 3B).

To further understand the balance between uric acid
and PN during LDL oxidation, we analyzed in parallel
changes in REM and uric acid consumption (Fig. 4). A
low and physiological concentration of uric acid (150
#M) was chosen to demonstrate a shift (rom an antiox-
idant to a pro-oxidant action of MaTnOct-2-PyP* ' (Fig.
3A). Under these conditions, uric acid was totally de-
pleted within 90 min with a stoichiometry of - 1.7 moles
per mol of infused PN. This shift on Mn{ll1)porphyrin
function oceurred before uric acid was fully depleted,
supperting competition reactions between LDL compo-
nents and uric acid for the O=Mn(1V) complex. These
competition reactions were not present at the highest uric
acid concentration tested (300 M), where uric acid was
still enough (data not shown) to inhibit LDL oxidation
(Fig. 3). The protective effects of Mn(lll)porphyrins
should predominate under in vivo conditions having
plasma uric acid concentration range between 150 and
300 puM.

Mechanistic proposal for the prowective rofe of
Muf it porpiyvring on PN-mediated LDL oxidation in
the presence of uric acid

Our results lead us to propose the following mecha-
nism for the protective action of Mn{III}porphyrins plus
uric acid against PN flux mediated- 1.1, oxidation (Fig.
5% Mn{ll) reacts with PN yiclding nitrogen dioxide
(NO.) and an O=Mn([V) complex that can be reduced
back to Mn(Ill) by LDL components (i.e., apoB-10¢
amino acid residues, a-TOIl. preformed LOOI). Also,
PN or LOO" can oxidize «-TOH to yield w-tocopheroxy|

\

uratg oxBpo B Apo B urate
aTO" o-TOH
Log: LOOH

Fig. 5. Proposed protective mechanism ol Mgl porphyrins during
peroxynitrite-mediated Tom-density lipoprotein oxidation,

radical {e-TO". O=Mn(1V) is also reduced when uric
acid is present resulting in a catalytic decomposition of
PN, thus preventing apoB-100, lipid and partially
a-TOH oxidation. Finally. the consumption of ~L1.7
moles of uric acid per mol of PN should be explained
taking account that uric acid can react with both
O=Mn{[¥yand 'NO, (k ~2 % 10°M '-s ' [30]). We
conclude that Mn([[[}perphyrins should be useful to limit
oxidative damage to L.DL by PN in vive by using uric
acid as a reductant, a normal exceretion product of purine
metabolism present at high concentration in the intravas-
cular space.
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apo B-100—apolipopretein B-100

CE-OOH—cholestery| ester hydroperoxide

dipa— diethylenetrimminepentaacetic acid

HPLC—high-pressure liquid chromalography

LDL—Ilow-density lipoptotein

MnTCPP®  manganese(111)5,10.15.20-tetrakis{4-car-
boxylatopheny1) porphyrin

MnTE-2-PyP*"  manganese(I11)5,10,15.20-tetrakis( -
cthylpyridinium-2-y1) porphyrin

MnTnOcl-l-PyPS‘ manganese(I11)5,10,15,20-tet-
rakis(¥-octylpyridinium-2-yl) porphyrin

"NO,—nitrogen dioxide

PN peroxynitrite

REM relative electrophoretic mobility

«-TO"  a-tocopheroxyl radical

a-TOIl  a-tocopherol
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Discusion y resultados adicionales al trabajo 3

Efectos “antioxidantes” y “prooxidantes”

En la Figura 11 podemos ver que la combinacion de MnTE-2-PyP y acido Urico protege a
la LDL de la oxidacion, como se refleja en la constancia de su movilidad electroforética en
los carriles 8, 9 y 10. Esto concuerda bien con la propuesta, manifiesta en la Figura 8, de
que un ciclo Mn""/Mn'V es capaz de reducir cataliticamente al peroxinitrito y en este caso
el resultado es la proteccion de la LDL. Quiza resulta menos evidente por qué en los
carriles 5, 6 y 7 (con 5 uM MnTE-2-PyP sin urato) la LDL aparece mas oxidada que en
ausencia de la porfirina y a menudo se interpreta como una actividad “antioxidante”
(carriles 8-10) y una actividad “prooxidante” (carriles 5-7). En realidad no hay necesidad
de invocar dos actividades cuando una basta y sobre todo, cuando el fendmeno es el
mismo. En el esquema de la Figura 8 hemos dejado a proposito indefinida la especie RedH
que cede los electrones para la reaccion b. Ante la existencia de mas de un reductor, la
reaccion b sera con aquel reductor que gane la competencia cinética. En este sistema en
particular, el 4&cido drico es mucho mejor que la LDL como reductor para
O=Mn"Porfirina, asi que se consumira primero, pero en caso de que se acabe (0 que
simplemente no haya), la MnPorfirina catalizara la reduccion de ONOO™ a expensas de
cualquier otro reductor disponible. Si estamos observando la oxidacion de LDL como
criterio de valoracion, podemos pensar que la MnPorfirina cambiard de antioxidante a
prooxidante al acabarse el urato. No obstante, si lo miramos desde el punto de vista de la
MnPorfirina, esta realizando el mismo ciclo catalitico, s6lo cambid el reductor disponible.
Podemos incluso mirar desde el punto de vista del urato y veremos que la inclusion de
MnPorfirina en el sistema siempre facilita la oxidacion, dado que la reaccidn directa con
ONOQO es lenta, pero la MnPorfirina la cataliza.

Esperamos que ahora resulte claro que la capacidad antioxidante esta en los ojos de
quien la mira, en los sistemas de estudio definimos a priori especies “blanco” que
deseamos proteger y otras especies cuyo consumo por oxidacion es aceptable y en términos
de esa division arbitraria definimos antioxidante y prooxidante.
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1 : E 3 & 5 E_ .? 8 ? 1_[] + Figura 11. Movilidad
electroforética relativa de LDL
en gel de agarosa

Carriles: 1 LDL (0.4 mg/mL);
2-4 oxidada por un flujo de
ONOO™ (1 uM/min) durante 60,
120 y 200 min; 5-7 igual que

' . los tres anteriores pero en
' . . presencia de 5 pM de MnTE-2-
. 3 PyP; 8-10 igual que los tres
-' anteriores pero en presencia de
' . ' 300 pM urato. Datos tomados de

la Figura 1 del trabajo 3.

Dos 6rdenes de magnitud no son tanto (a veces)

En la Figura 12 se presenta la formacion de hidroperéxidos en ésteres de colesterol
presentes en LDL sometida a 2 horas de flujo de ONOO™ (1 uM/min). Se observa que la
presencia de urato (300 pM) protege parcialmente y que dicha proteccion aumenta si se
incluyen MnTOct-2-PyP, MnTE-2-PyP 0 MnTCPP en concentracion 5 uM. Se ve también
que el orden de proteccion es MnTOct-2-PyP > MnTE-2-PyP > MnTCPP y esto se
entiende como una combinacion de capacidad catalitica y lipofilia de la MnPorfirina. El
valor tal vez sorprendente en esta grafica proviene del hecho de que MnTCPP es mas de
cien veces menos eficiente como catalizador en el ciclo de la Figura 8, dado que su
reaccion con ONOO™ es 10° M™ s, mientras que supera 10” M™ s para las otras dos
porfirinas. A pesar de esta diferencia de eficiencias, la formacion de hidroperdxidos se ve
drasticamente disminuida con este catalizador y la formacion observada es apenas el doble
que la observada en presencia de MnTE-2-PyP pero menos de la mitad que la observada
con urato solo.
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100 4 Figura 12. Formacion de

L — hidroperoxidos en ésteres de
i colesterol presentes en LDL
sometida a un flujo de
peroxinitrito

Peroxinitrito 1 pM/min durante
2 horas y los efectos de urato
(300 uM), y tres porfirinas
diferentes (5 pM). Datos
tomados de la figura 2 del
trabajo 3.

40 1

20

CE-OOH (uM)

ONOO’ ONOO ONOO’ ONOO’ ONOO’
urato urato urato urato
MnTOct-2-PyP MnTE-2-PyP ~ MnTCPP

El origen de la proteccion puede no ser evidente, pero se puede explicar por una
competencia cinética simple. Si suponemos que el ONOO™ se descompone en presencia de
urato y MnPorfirina hay tres reacciones que llevan al consumo de peroxinitrito, a saber:

1) ONOO™ — NO; (isomerizacion por radicales) (k1 =0.33s%)
2) a) ONOO + Urato — -NO, (k2a =580 Mt s
b) -NO,+ Urato — NO;” (kap=1.7x 10" Mt s

(Inactivacion directa por urato)
3) a) ONOO + Mn"Porfirina — O=Mn'"Porfirina + -NO, (ks =10°—10"M™s?)
b)  O=Mn"Porfirina + Urato — Mn"'Porfirina (kap = 10°— 10° Mt 5%
c) -NO;+ Urato — NO; (kae = 1.7 x 10" Mt s
(Reduccion catalitica por MnPorfirina/Urato)
Como las constantes de velocidad de los tres procesos son conocidas las reacciones se
pueden simular utilizando un programa como Gepasi®®®*V. Incluso se puede simular la
reaccion con diferentes valores de ks, para evaluar el efecto de diferentes MnPorfirinas. Si
consideramos un sistema que consta de:
urato 300 uM
flujo de ONOO™ 1 uM/min (durante 2 horas)
MnPorfirina 5 uM
y simulamos los destinos del peroxinitrito en funcion de ks, obtenemos la distribucion que
se presenta a continuacion. Se observa, como era de esperar, que a medida que aumenta el
valor de ks, la fraccion de ONOO™ disponible para reaccionar con blancos “lentos” (por
constantes de velocidad bajas o por concentraciones pequefias) disminuye, se observa que
con una MnPorfirina poco reactiva como MnTCPP incluso la reaccion directa presentada
como 2 se vuelve poco importante, mientras que con MnTE-2-PyP y MnTOct-2-PyP la
Unica reaccion relevante es la reduccidn catalitica por las reacciones 3(a-c).
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sin Figura 13.
MnPorfirina MnTCPP MnTE-2-PyP i
MnTOct-2-PyP Distribucion
100 LT T de blancos
B para un flujo
o 7 _
S 804 / de ONOO".
IS ’ Sistema con
= 17
2 60 —— Reaccion 1 urato 300 UM y
8 71| - Reaccion 2a MnPorfirina 5
o - - - Reaccion 3a uM, simulados
% 40 ~ en funcion de la
(@] reactividad de
3 204 ) la MnPorfirina
X , frente a ONOO"
0 7/ T =7 z T —t T T
o 100 10° 10° 10 10° 10° 10
1 -1
k3a (M~s?)

Vemos que MnTCPP es capaz de disminuir en este sistema aproximadamente dos
tercios de la concentracién disponible de ONOO™. Dado que ignoramos las constantes de
velocidad para las reacciones de la LDL en este sistema no podemos obtener resultados
numéricos exactos para calcular cuanta sera la proteccién de LDL proporcionada por
MnTCPP, sin embargo, la Figura 13 nos hace esperar algin valor intermedio entre urato
solo y las porfirinas més eficientes, lo que concuerda con nuestros resultados.
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Trabajo 4. Reducciéon de Mn'"Porfirinas y efectos sobre

blancos bioquimicos

Ferrer-Sueta, G., L. Hannibal, I. Batinic-Haberle and R. Radi (2006). “Reduction of manganese
porphyrins by flavoenzymes and submitochondrial particles: A catalytic cycle for the reduction of
peroxynitrite.” Free Radic Biol Med 41(3): 503-512

The resulting Mn"Porphyrins can react
rapidly with peroxynitrite in a two-electron
process yielding O=Mn'VPorphyrin and
nitrite.

Antecedentes del trabajo 4

Hasta aqui contamos con varios fragmentos de informacion que permiten observar a las
MnPorfirinas con optimismo: reaccionan rapido o muy rapido con ONOO™ y CO;-~ vy se
reciclan rapidamente con reductores “baratos” como urato y ascorbato, incluso sometidas a
la prueba de proteger una macromolécula compleja como la LDL hasta las mas modestas
tienen un efecto notorio. A pesar de esto, quedan al menos dos puntos importantes a
considerar:

1

2)

El ciclo catalitico propuesto Figura 8 produce dioxido de nitrogeno en proporcion
estequiométrica con el ONOO™ consumido, es decir, es posible que el -NO,
liberado aumente respecto a una situacidn sin reduccion catalitica donde ONOO™
reacciona preferentemente con CO,. Esta situacion puede ser problemética en
algunos casos, lo hemos observado en el sistema de oxidacion de LDL, donde
vimos que el y tocoferol no se protege con el ciclo propuesto sino que su
oxidacion es mayor que en un sistema con urato pero libre de MnPorfirinas (ver la
tabla 1 de la referencia ©Y.

Sabiamos desde tiempo atras® que al menos una parte de las MnPorfirinas se
reduce in vivo y no podriamos responder en este punto si los hallazgos realizados
para las Mn'""Porfirinas se podrian extender facilmente a sus contrapartes de Mn'",
Ya sea porque la oxidacién de Mn'" fuera réapida, eficiente e inocua para ingresar
al ciclo catalitico Mn""/Mn" o porque el Mn" poseyera una reactividad propia
frente a los oxidantes que se desea inactivar.
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La busqueda de un reductor adecuado

La reduccién de Mn""Porfirinas se habfa intentado varias veces en el pasado con reductores
de bajo peso molecular. Por ejemplo, para estudiar la reactividad de Mn'"Porfirinas frente a
-NO se utilizaron concentraciones grandes de ascorbato®?. Nosotros mismos estudiamos
la reaccién de Mn""Porfirinas con COs-~ usando ditionito en concentracion estequiométrica
como reductor en atmdsfera inerte en el trabajo 2. La necesidad de excluir estrictamente el
O, (a concentraciones < 100 nM), que resulta algo complicada en nuestro laboratorio y la
complejidad de lidiar con subproductos y reactivos remanentes si se emplean reductores en
exceso hicieron que buscaramos nuevas opciones para realizar la reduccion.

Una reduccion enziméatica sonaba tentadora y mucho mas si el sistema reductor se
encargaba ademas de consumir el O,, quiza fue por eso que iniciamos los experimentos con
particulas submitocondriales (PSM), asi que probamos y funciond, la mezcla de particulas
y succinato en el amortiguador adecuado reducia primero al O, sin dejar subproductos y
después a las Mn"'Porfirinas. Pasaba lo mismo si usébamos NADH como fuente de
electrones. Pero no todas las porfirinas se reducian igual, mientras MnTE-2-PyP se reducia
durante el tiempo de mezcla en la celda del espectrofotdmetro, MnTSPP demoraba mas de
una hora en condiciones idénticas.

Los primeros experimentos de reduccién de Mn"'Porfirinas con PSM y NADH se
muestran en la Figura 14. Se puede apreciar ahi, que mientras MnTE-2-PyP se reduce
parcialmente durante la mezcla en la celda y el resto de la reduccién se completa en menos
de 1 minuto, MnTSPP tarda mucho mas. Incluso con 2.5 veces mas PSM se puede calcular
que la reaccion se completa en 3 horas y media aproximadamente. Hay que notar, que en
estos experimentos iniciales las PSM tendian a sedimentar en los primeros segundos
después de realizar la mezcla, por lo que los cambios en la turbidez de la solucién
afectaban los resultados espectrales. Esto es particularmente notorio en el experimento con
MnTE-2-PyP. Otro detalle que vale la pena mencionar es que cuando realizamos estos
experimentos los hicimos en el amortiguador de aislamiento de las PSM para proteger la
actividad de las enzimas de la cadena respiratoria. Mas adelante, como se ve en el trabajo 4
comenzamos a utilizar PBS como amortiguador con buenos resultados.

iLa absorbancia a 454 nm baja!

En septiembre del afio 2000 ya domindbamos medianamente la reduccion de
Mn"'Porfirinas con PSM y succinato (aun usabamos amortiguador de aislamiento), asf que
decidimos intentar estudiar la oxidacién de la Mn"Porfirina resultante con ONOO™.
Elegimos MnTM-2-PyP ya que en ese momento era el compuesto que teniamos mejor
caracterizado, mas disponible y sabiamos que su reduccion era rapida. Preparamos
disoluciones y las llevamos al stopped flow para estudiar la cinética. Para ser sinceros
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0.5 O Figura 14.
< 2 Reduccién de
= 041 I Mn"Porfirinas
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0.2 - o Arriba: reduccion
= de MnTE-2-PyP
0.1 031 o con PSM (0.2 mg
© o 4 o proteina/mL) .
0.0 . . N . . . . . Abajo: reduccion
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A (nm) tiempo (s) PSM (0.5 mg

esperabamos ver una reaccién que con alguna velocidad nos llevara de regreso de Mn'" a
Mn"' y sélo aspirabamos a que dicha reaccién fuera rapida. Mezclamos entonces 1 pM de
Mn'"TM-2-PyP con 20 pM de ONOO™ y observamos a 454 nm, la longitud de onda de
méximo de Mn""TM-2-PyP. Esperdbamos ver un aumento concomitante con la oxidacion,
sin embargo, jla absorbancia a 454 nm bajaba!

Por supuesto, cambiamos las soluciones, volvimos a prepararlas, cambiamos la
longitud de onda, pero hacia el final de ese dia de trabajo estabamos convencidos de que
estabamos observando una oxidacion de Mn""TM-2-PyP por dos electrones.
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0.5 R proteina/mL).
Ambos
04 experimentos
realizados a 37°C
en un amortigua-
2034 dor que contiene
E 0.3 M sacarosa, 5
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del cambio
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tiempo.

En la Figura 15 se presenta un registro de ese primer dia de oxidacién de Mn""TM-2-
PyP con ONOO'". Para nuestra suerte, una vez comprendidos cudles procesos
observabamos en cada paso constatamos que el primero estaba bastante bien separado del
segundo y del tercero en términos de tiempos de reaccion. No obstante, después de obtener
algunos valores ambiguos de constantes de velocidad, optamos por estudiar la cinética de

oxidacion Mn" — Mn'" en un punto isosbéstico entre Mn'""

cambio de absorbancia asociado a la segunda reaccion.

N <

-— 0.05UA —

Absorbancia 454 nm

MD

y Mn", de manera de anular el

tiempo (s)

T T
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Figura 15. Oxidacion de
MnYTM-2-PyP con ONOO™
Arriba. Curso temporal de la
oxidacién de Mn"TM-2-PyP con
ONOO™ y su posterior reduccién
con PSM y succinato.
Izquierda. Espectros asociados
a los cambios redox de MnTM-
2-PyP
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Abstract

The reduction of munganese{ 111} meso-tetakis(V-athyDpyridinium-2-vTiporphyrin (MaTE-2-PyP) o manganese(!!] was catalyeaed by
flaveenzymes such as xanthine oxidase and ghucose oxidase, and by Complex [and Comples 1 ol the mitochonrdrial electron transpors chain. Fhe

reduced manganese porphyrin has been previously shown to reaet rapidly with superoxide and carbonate radical anion
reaction of a reduved nunganese porphyrinw ith peraxynitrite that proveeds as a two-clectron process. bus a rate constant greater than 7 - 10°M s

{at pH 7.2
mactivation ol suecinate dehydrogenase, n a

pice

Sand 37°CH and produces nitrite andd the Mn{IVPorphyrin, The Mnl1):Mn(IV) redox
1l experiment, $ pdM MnTLE-2-PyD @ the presence of exce
stceinate dehydrogenase and suceinate oxidaze activities of submitochondrial particles challenped with a cumuilative dose ol 13010M peroxy

Hercin, we deseribe the
I 1

o was used o diverl peroxymitrite from the

¢ sucelitale was abbe o protect the
rie

infused in the course af 2 b Gther MaPorphyrins that are reduced more slowly do o provide as much proteetion underscorng the rate fimiting

ch

acter ol the reduction step. The duta pre

nted here serve (o rationalize the pharmacelogical action of MnPaphyrins as peroaynitrite reduction

citialysts I vive and opens avenues lor the deselopment ol MnPorphyring (o profect mituchondria rom oxidative damage,

12006 Flsevier e, All sights reserved,

Kevieends: Ma

nese porphyrin: Peroxyniteite: Mitoclenclia: Flsoenzyme: Catalysiz

Introduction

Munganese porphyring {MnPorphyring) have been success-
fully wsed 10 treat o number of models ol acute pathologies
rebued o oxidative stress |1 9] MoPorphyrins have also
been shown 1o peo a chemical reactivity that enables fast
redox reactions, For instanee, they catalyze quite efficiently
the dismutation of supcroxide [0 13]; they react. though

ABrevitfons: M E-2-0v P Mg meso-tetrakistd V-ethy Dpyridinium-2-
yhperphyrin (5 ); MoTCPP Mt} meso-tetrakisi4-carboxylatopheny Lipor-
Phyrin (31 MaTM-4-ByP. Mol meso-tetrskisteAmmethylpyridinium-b-y)
parphyrin (31 SME sulnitachondria. partivies: SPH. sucuinate debydrope-
nase: $OX. succinake axidase, PHS, phosphule-auffired safive (0,14 M NaCl,
G003 M KCL G002 M KILPO, 001 Na-iIPO): DCPIP dichloropkenct
induphenal: PRS. phenazine methosclfate.

# Comesponding author, Departamenta e Bioguiniva, Facultad de Madicing,
Av. General Tlares 2125, 11800 Montevideo, Lruguuy. Fus: « 598 2 9249563,
Fenanil cibebyeess - rradi s fined oduw iy (R Radi)

CRO 130408 - sew fronr nwter © 2006 Flsevier fne, All rights resetued
daiz 1 e 7 lreard omee, 2006 04078

slowly, with hydrogen peroxide in o catabuse-like cyele [14);
they arc among the fastest reductanty for peroxynitrite
[15.16): and they react very rapidly with carbonute radicals
[17]. Despite the hope to find a straightiorward relationship
between chemical reactivity and in vivo activity, the data so
far are not very clear, Beoth the faswest and the slowest of SOD
mimetic perphyrins scem to work well o vive, Notably,
MnTCPP (Mn{lil} meso-tetrakis 4-carboxylatophenyl porphy-
i, aka Mo TBAPY o compound that possesses marginal SO0
activity and reacts comparatively slowly with peroxynitrite
cun increase signiticantly the survival of sod? nullizygous
mice [I8.19]. There should be another property of the
prospective catalytic antioxidants besides large rate constants
that complements their cfficiency. This property muy be
associated with interactions with biomolecules and subccllular
structures. In this respeet, the mitochondrion 1s always a
prime suspeet in relation to ceflular redos processes that may
trigper the augmented production of oxidants.
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In the paper that opened the ficld of manganese porphyrin
biochemistry [11], it was proposed that MnPorphyrins coubd
catalyvze redox reactions (namedyv, the reduction of superoxide)

using clectrons derved from 2
reaction (thioredoxin reductase in thetr examyple), thus by passing
the rate limiting step of superoxide dismutation. More recently,

ADPH i an eneyme-catalyzed

nifric oxide synthase was shown 1o catalyzc the reduction of

MaTM-4-Py D alse at the expense of NADPH [20]. Furthermore.,
it was proposcd thar tflavoenzymes in general are responsible at
least for a part of the antioxidant effects seen with MnPorphyring
|21], The possibility that mitochondsial tlavoenzymes, like
suceinate dehydrogenase and NADH debydregenase, could
catalyze the reduction of MnPorphyring sreatcs g link berween
the site of formation of the reaclive species and 1ts potential
catalvtic reduction.

Our rescarch group has approached MnPorphyrin chemistry
i search of a fust peroxynitnite reduction catadyst and such a
search should consider that peroxyniuite reacts ruther slowly
h=100M s ‘) with low molecular weight reductonts [227,
tends o forn: oxidizing intermediates by reaction with Lewis
acids such as CO, or metal centers [23.247, and its one-clectron
reduction yields the toxic -NO-w radical.

Bulk scavenging of peroxynitrite by sacrificial reductants
has not been accemplished yer despire the effort dedicated by
several groups to find a fast and biologic compatible
reductant, It was recently proposed [25] that ascorbate might
provide such a proteciion in some cellular types thut accumulute
vitmin

nevertheless, the scavenging by ascorbaie 1s
Kinetically complex and further charucterization of the reactivity
of the intermediates s needed.

Other approaches 10 the problem involve the
inactivation of the oxulizing character of peroxynitrite viu
cither isomerization [ 26] to nitrate or by catafytic reduction with
clecrrons from replaceable substrates | 16.26.27]. It has reeentty
been tound that some peroxiredoxing can catalyze the reduction
of peroxynitrite using clectrons wltimately coming from the
oxidation of NADPH |25 31].

We have shown that Mo Porphyrins are suitable cutabytic
reductants [16] of peroxynitrite, capable of cwcompering most
other targets at low micromolar concentrations and able to
redirect the reactivity of peroxynitnte toward easily replenish-

catadytic

able reductants. The drawhack to using Mn'" Porphyrins is that
the propased cutalytic eyele invelves the one-eleetren reduction
of perox ynitrite, thas producing -NO, and potentially mitiuting
radical chain reactions.

Studics performed in cellafar systems have shown that Mt
is the predominant oxidation state of intracellular Malorphyrins
[LLT. The indtial Ma™ complex cun be reduced by inteacellular
reductants such as ascerbare. giutathione, or tetrahydrobiapterin
132], or enzymartically by oxidorcductases cmploying other
substrates [20.21],

I this paper we show how Ma""Parphyrin reduction is
catalyzed by two flavoenzymes, and also by the mitochondrial
clectron transport Complexes Tand 1T using NADH or succinate
as substrate, respectively, The resultng .’\zInE‘Porphyrms can
react rapidly with peroxyniteite in a two-eleetron progess
vielding O—Mun" Porphyrin and nitrite. This diversion of the

Free Rfical Brodogy & Medivine 47 72006) 3035 312

oxidizing power from peroxynitrite or radicals dervived fromiitra
(’JT.\An\\vl‘m‘phj«rma cun be used 10 protect peroxynitrite-sen-
sitive targets, This redox evele that consumes casily replentsh-
able reductines such s NADIE or succinate can be casily
extended o consume other reactive specics such as superoxide
{as previously proposed [11]) and carbonate radicals [17].

We have chosen to characterize the Malorphyrin reduction
aned perform the protection experiments in submitochondrial
particles {SMP) because such a system avoids the complexity ot
compartmentalization implicd in wsing intact nutochondria,
With SMP we are assured that oxidants. targets, and catalysts
were readily accessible to cach other in a onc-compartment
system. thus alfowing the use of the homeogencous reaction rare
constants 1o interpret the findings.

Lxperimental procedures
Reagends
The manganese porphyring used weore MnTE-2-PyP {man-

ganese(11l) meso-tetrakis({Y-cthylipyridinium-2-yiporphyrin
and MnTM-4-PyP (mangancse(HI} meso-retrakis({A-methyl)

pyridinium-4-¥liporphyrin synthesized as previously deseribed
[33.34], and MnTCPP (manganese(1I} meso-terrakis(4-carbox-
vlato-phenyliporphyring from MidCenrury Chemicals (Chicago.

HL). Unless otherwise indicated, the abbreviated porphyrin
names refer to the Mng 1) oxidation state.

Peroxynitrite wus synthesized from hydrogen peroxide and
sodium nitrite in acidic solution | 35]

Eizymes were abtained from Sigma. urate oxidase. EC
1.7.3.3 trom pig liver (U-9373) glucose oxidase, EC 1.1.3.4
feom Aspergitluy piger (G 9010 and catalase. RC 11116 from
bovine liver (C-40) or Calbiochem. xanthine oxidase, EC
1.17.3.2 from bovine milk (682151},

All other reagents were obtained frony standard conunereial
sources and used as received.

Submitochondrial particles frem bovine heart were obtained
and characterized by published procedures |36],

MaPorphyvein reduction by flavaencymes

MntINPomphyrin reduction was followed spectrophotomet-
vically in a Cary 50 Tablet UV-visible specrrophotometer. A
minture consisting of 110 5 uM l\'lnml‘i)mhyrin. PBS. and one
of the ollowing enzyine systems was neubated room
tempeeature and iy dme-dependent UV-Vis spectra were
momtored from 350 to 600 nm. The ensyme systems used
were xanthine oxidase (60 mUmLy hypoxanthine (500 pM),
catalase (230 U/mL): and glucose oxidase (6 UsmL). glucose
(100 mM), catalase (25¢ ULy,

M Porplnrin reduction by componenis of the miiocheodriaf
vlectron ansport chidily

M11"‘F01'|)I1} rin reduction by SMP was followed spectro-
photometrically in a Cary St Tablet UV-visible spectrophotom-
cter. A mixture consisting 00 1o 3 gM Mn'" Porphyrin. 0.12 mg
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Fig. 2, Reduction of Mn 11-2-P5 P by components of the mitochondrial cicetron transport <hiin. {Lefly Redaction of 5 gt Mad E-2-Py obscrved at 439 nm with $M1°
mM NAIH (continuous linei or 2.5 mM seecinate (dashed lined in PBS at 37°C, {lsht; Observed frst-order constamts as @ function of

(43 ug proteinsml.i plas 3

o
ite]

sumitchundrial particle concenteation; NADEH ¢ ) succi

catalase (230 Uml} included 1o the reaciion media for
complete removal of HaOy,

When SMIP were uwsed w0 catalyze the reduction, Lwo
substrates were employed, namely succinate or NADH. In
these cases the reactions difier in thetr apparent rawe with the
NADI-dependent reduction being much more rapid (g 2,
lefty. For all the flavoenzymes ried the rate of reduction
depends on enzyme activity: this is presented n Fig, 2 (right) for
Complest [ and Complex 11 The change in absorbance at 454
and 43% nm resulting from MnTE-2-PyP reduction was fitted to
o single exponential function and the obscrved rate constant
thus obtained was plotted against the SMP concentration
toxpressed 1 mg proteindnl.y.

MuTE-2-Pyf is redwced by Complexes [and 1 oof the
mitechondriel electron traisport chain

The eleetron transport chain reduees MoTE-2-PyP with
cither NADH or succinate as ¢leewon sources. To probe the siwe
of reduction we used inhibitors of Complexes 1 and 1. The
experiment was pertormed in the absence of oxyeen to avoid

Y §

Fiz. 3. Reduction of MaTli-2-PyP by succinate in the presence of inkibitors uf the mitochondrial electron transport chain. Aracrobic MnFE-2

side reactions of the reduced MnPorphyrin with oxygen and its
reduction products. Uvate, uratc oxidase. and catalase were used
to scavenge all oxygen: none of these components reduced the
porphyrins. Fig. 3 shows the time course of the weduction of
MnTE-2-PyP with succinule as reductant, where neither
rotenone (1 pM Y nor thenoyl trifluoroucetone (100 uMY altered
significantly the rate of reduetion. On the other hand, 200 pM
oxalogeetare inhibited more than 80% the rate of reduction (17ig.
3). The pattern of inhibition suggests that reduction by succinate
docs not depend on the reverse flow of cleetrons o Complex [
{Fig. 3B) nor 1s mediated by ubiquinone reduction {Fig, 3C), but
reduction of the FAD by succinate seems te be eritical (Fig 3D).
Morcover, when NADH was the clectron source (not shown)
the reduction rate was not significantly affected by compounds
that inhibit the clectrom transier rom Complex | o ubiguinone
(rotenone), irom ubiquinone w0 Complex T (thenoyl tritfluor-
oacctonel. or from Comptlex 1T to its dicarboxylic acid substrate
{oxaloacetare). This suggests that for Complex 1 also the
reduction of the MnPorphytin occurs somewhere between the
FMN and the site of quinone reduction. Succinate detiydroge-
nase and NADH dehydrogenase are both multimeric enzymes

—
5 min

Py redueed by SMT

10012 mfnk ) and suctinate {3 b (A in the presence of 10 1M rotenoae (31 with 10 pat rotenone amd 1 8 thenav tritlusrsacctone (07w it 16 pb retensme,

100 M thenoy iriNuoroace and 200 pA oxalawcetal

seale is the sume for all the plots

(13 The bar anthe tefl repeesents e expeeted absorbance chimge for the complete weduction: the me
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Hine (51

[A) Tz cisarse of the resetien o T1-
mrotein-ml) and sugeinate €3 ), The reaction wis 1
2-Pyb as Mn" (continuens line). Mn"" (dashed line), and ¢

0" edorred line)

in which a flavin accepts clectrons from the substrare and
transters them to the quinone reduction site via several Fe S
clusters, The observed pattern of MnPorphyrin reduction in the
presence of inhibiters indicates that in both cnzymes cither the
flavin or the Fe—§ centers are responsible for the reduction.

M FE-2-Pyp i oxidized By peroxynitvire

The time course of the reaction of MU TE=2-PyP consis
three distiner phases correspording 1o three  consecutive
reactions (Fig, 43, The reactions were follewed at soveral
wavelengths and we interpreted them in terms of the known
extinetion cocfficients of Ma', Ma"'. and ():Mn“‘TE—Z—[‘"\-I“
The deercase in absorbanee at 454 mm (4, for Mo"™ and
442 am (close 1o the isosbestic of Ma™ and O=Ma"") and the
ncrease at 420 nm (4. for 0O=Mn"") suggest that the fast
reaction comesponds 1o o lwo-cieetron oxidation rom M TE-
2Py 10 O = M"Y THE-2-PyP. The second reaction comesponds

11 10007

H0

5 )

T T T T T T T T T
00 001 002 DO 010 LI N025 30 10 20 30 40 50

Py P with perosyiiteire, Mn " TE-2-PyP 131 MY reacrion with peraxynirite ¢
dar 454 tcomtinuuus linen, 342 dashed lined, ane 220 nem doned Tne), (B Lvaaisible spectra of MoTIE-

T T T T
3 4200 450 480

wavelengl tomi

PATEin the prosence of SMP LT ing

to the reduction of O=Ma" to Ma"', This reaction is favored
at the pH studied as O=Mn"" s a rather strong oxidant
[ LV vs NHE [42]) and can be reduced nonspeeitically
by protein or lipid components of the submitochondrial particies
or even by succinate. The third and ust reaction has the
absorbance 1me course expected for the reduction of M® 10
M TE-2-PyP. Note that the fimal values of absorbanee for the
4 wre approximately equal 1o the initial

three traces in I

values ai cach wavelength.

we focused on the tirst reaction (Le. Mn" oxidation 1o
O=Mn""} and studied it under pseudo-fisst-order conditions
with peroxynitrite in cxcess over l\lu”TE-Z-PyP. The rcaction
was foflowed at the Mu"O=NMn"" isosbestic in order w0 avaid
the interterence from the sccond reaction. The time courses
were Nited 1o single exponential decays and the rate constams
thus obtained were plogted as o function of peroxynitrite
concentration. As can be seen in Fig. 3 this plot s not lincur
could be expeeted for asimple seeond-order reaction bt shows

o _ 600
<« 014 z
P! %
= = 004
2004
0.0 — T T T 4 T T T T T T T
0 2 4 6 & ID 12 G S0 100 1500 2000 2500 300 350

Time tms)

JONOOT| (uM )

Fie. 5. Oxilation of Ma®TI-PyP by peroxyritrite. (Lefty Time cotrse of the reavtion ohserved at 4325 nm (isosbestic of Me!" and G=Mn""} ut Jifferent initial

rervRyRitite Concentrations, fiom g e bottem: 246,97, 190 and 367

exvess perositnile, af pH ?25 and 370 Sque

datted line, semulation of kinetw sestem of Tgs. (1) and (21 with &, = 1% 1078 s

. My — 0.9 M. (Right) Ohserved rate constants §

experimundal dida, Continuous Hines best Tvalues o kg, 18] e — 1.3 <

the reaution of V' T3-2-ByP with

10t Dnd b= 1F - TN Cireles and
R I N KT
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a downward curvature and the data points were fistked o a
rectangular hvperbola.

Staichiometry of the reaction of Ma™ TE-2-PrP widh
peroxynitrite

M TE2-vP (10 pM) was reacted  with  different
congentrations (.72 10 18 pM) ol peroxyniteiie ang  the
reaction was foflowed at 442.5 nm {the isosbestic ol yin and
O=Mn"") and appear as a biphasic time course (Flg. 6A)
The first phase (r < 0.2 s) corresponds n rate to the oxidation
from Mn" to O=Mn'". Thc slower subscquent phase
corresponds w Mn'! reacting with the O=Mn"" produced
and with the ox
amplitude of the first phase wus men:

11 present i the peroxynitrite solugion. The
ed by the {1t of the
time courses 1o a double exponential tunction or direetly

measured 1 the case where peroxynitrite was in excess. The
amplitude was then plotted vs in
tion (Fig. 0B}, The linear fit of the portion where peroxynilyile

tal peroxynirile coneentra-

was i detect crosses the amplitude of total oxidation at ncarly
10 pM. indicating a [:1 stoichiomctry.

0.5 ~—

0.74

0.6 k
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.34
024
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Absorbanee (44

00 T T T T
0an 045 (LR 0.5

ume (s}
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hér
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Fig. 6. Sroichionetry of the reuction of M TE2-PyR with prrosyniite. (A)
trite
fshow, trom top o buktorm: .72 2160, 289 542, and 181 oMiin PI3S at pli

TR aml A7 The reaction i falloswved at 4425 i {14 The amalitinde of the

My Th=2-Py 1110 b was reacted with different coneertrions of perosys

Tirat pheise wis emsured by 2 double exponerstiel it and plotied v peros s
to determine the stoichiomeny.
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Inuetivation and proteciion of SDH ard S0OX
Conlinen
Peroxy SDH
(1eMY i of condroll
a 0 [TUCHINET
b 0 MuT1-2-BeP {5 i) LRSI
¢ 1% BN
d 35 L]
& Rl 6313
i 140 EREILY
B 140 Troles O (3 ) F N
h 140 Llrate (406} 1My FL RN
1 140 005 1L md)y S50
i 140 MnT12.BxP {1 1\ W7
k 140 MaTl-2-ByP 43 nMi BRI
| 140 SMal-2-PE P S M LA
m 130 cMuTIE-2-PyP 10 piMy RN
n 10 MaT1: 2 ByP {5 nM) ERNEE]
S0 11 My
a 140 MaTE-2-B5F 45 uMh EER Rk
surate (0 1 MYy
» 140 MnTM-1-PyD (3 M) 0%
q 140 Succingie Lt
1 140 Succinate 1 Ml 1-2-PyF Sot detectable
(5 M
SOX
1, of gontrol)
s 0 KO
t 140 EEN ]
" 110 MnT1-2-PyP {5 n My [N

Al experiments were perfiemgd by infus perpsynieite aloaorane of

L7 i o submitochondrial particles suspended in PBS with 3 M
suecinure. Intlszon was started after all O was consumed and all manginesc
reduced. The duse of peroxyvatrite infissed was determined by the fnfusion time
All other compunents were present hefore stadting the infusion. T

represent
meun ¢S ot ab leasl o indepandert cxperiments, Inoa wpeal contrul
expenment. 1% correspoads to 60 mU'mL of $DH or te an O. consumption
ot 146 M min tor SOX

U N spveinany wass adadeid at the beginaing ot i,

spurinent

The roddox ovele of MaTICZ2-PrP can be wsed to protect furgers
sesitive fo ovidation

We studied the potential of MaTE-2-PyP in the protection of
Complex 1 activity challenged by a peroxynitite infusion that
elosely represents its formation under biological conditions [43].
Ithas been shown that suceinate dehydrogenase 18 inactivated by
oxidation with peroxynitrite [43—43]. Wesetupay
nfusion of peraxynitrite (117 pMinin) o inactivate the SDIL
The inactivation depended on the time of Intusion, that is, on the
dose ot peroxynitrite infused (Table 1,¢ £, Mo TE-2-PyP was
added to the system before the infusion of peroxynitrite was
started and it was allowed to stand until all oxyecn was con-
sumed and alf manganese was reduced, With a 2-hhiniusion SDH
activity was protected by 3.5, and 10 pM MaTE-2-PyP but not
significantly by 1 pM MnTE-2-PyP (Table [, j-m). MaTM-4-
PyP {5 pM} provided some protection but was not as eflective
MnTH-2-PyP (Table |, p). SO inactivation was not prevented
by Trolex € (3 mM) nor urate (400 M) but was marginally
reduced by 1 mM CO- (Table |, g, h, and i). Neither CO- nor
urawe affected the protection provided by MnTE-2-PyP (Table |,

sstem ol slow
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n o) Complete protection was never achicved and cven in the
absence of peroxynitrite, MnT1-2-Py P alane provoked a slight
loss of SDH actvity (Table 1. b)Y, When the experiment was
performed in the absence of succinate (i.c.. without a reductant)
inactivation by peroxynitvile was similar bul MnTE-2-PyP
augmented the inactivation {Tuble 1. g—r). The mactivation of
succinate oxidase activity by peroxynitrite and its protection by
MoTE-2-PyP (S My are very similarto the SDH activity patrern
{Table 1,5 u).

Discussion

The reduction of Mu‘”Pm'phyrms by subeeilular compo-
nents was proposed more than a deeade ago [11]. Later on it
wus noted that MnTM-4-Pyl way wble to consume NADIL
when NOS was present [20]; more recently  [46] i1 was

proposed thut Mlavoenzymes were responsible Tor the reduction
of Mn'"Porphy
accounted Tor i part of the antioxidant effects of these metallic
complexes |81, o our experiments all flavoenzymes wsted were
able 1o reduce Mn[”TE—Z—P,\'P 1o Mn”TE—Z—P,\P‘ The rate of
reduction wis not measured i absolute values but 1t was
obscrved thar one of the factors that atfects this rate is the redox
potential of the tlevin. For instance, with the same prepasation
aof submitochondrial particles. reduction by Complex |
{£% = 414 mVINIIE, [47]) is about 10 Umes fasier thun by
Complex 11(£% = 79 mVINHIE [48]. Fig. 2. left). The reported
stoichiometric ratio of Complex 1o Complex 1T 35 122 in
bevine heart mitochondria |49, suggesting that the reduetion
of MaTE-2-PyP by Complex [ is much tfaster. This trend
deserves turther consideration and Is currently under study in
owr laboratory, Using the same enzyme, reduction of dilicrent
porphyrins also depends on the redox potential of the Mn''
Man"! couple. Thus xanthine oxidase reduces MnTE-2-PyvP
{F2=1228 mV/NHE [34)) m minutes (Fig. 1) but takes days o
reduce M CPP (% = 194 mVINIE [12], not shown). (her
faceors important 1o the reactivity wend may involve e steric
and clectrostatic accessibility of the porphyrin to the site of
reduction in cach protein; for instance. the positive charge (3-)
of MuTE-2-PyP may be another thctor thot factlitates its
reduction by xanthine oxidase compared to MnTCPP that has a
3- charpe.

The reaction oMMn' TE-2-Py P with porosynitriie here studied
has an overall 11 stoichiometry (Fig. 63 but is kinetically more
complicated thare the corresponding reaction with Mn-

ns in vive and alse that this redoction

MPorphyrins 17|, The downward curvarure observed in Fig, §
can be accounted for if the reaction eccurs in two steps. tirs the
addition of perexynitrite to the mangancse 1 a reversible step.,

MNTP | ONOOD =0NOO—Mp!'p. i

with rate constants &) and 4. (ollowed by the heterobytic
breakage of the peroxoe bond.

ONOO—MN"P—=NO, + O—Mn" P,

which Is irreversible and has a rate constunt Az, For this reaction
scherne and under conditions of excess peroxyninite. the rate

law can be approximated to Iig. (3) by using the improved steady
state assumption {30

_ cmn'*pl kady [ONOO™]
ar E_i 1 A - K ONODO |

Mnf'p| i3

For such o system the observed pseudo-first-order rate
constant (A} has a hyperbolic dependence on [ONOO - |
namely

KlONOO |

Ko — 7 14

2 ONQO

The individual values of 4, and &, cannot be dircetly
determined, but &y can be extrapolated by fining the values of
kon. W0 Fg. (3} and exmapelating to intinite [ONOO ]

« [ONOO™]
h-loNOOT)

A

[

The important figure under physiological conditions, where
peroxynilrite is assumed (o be the himiting reagent. is 4. A
tower limit for &y can be caleulated (rom the ratio w/h in Eq. (33,
in our case the values thus obtained are

b= 13202 10% !
ke T x 1004 !

A good fitto he experimental data could be simulated using
value for k) of 1+ 1M ! (Fig. 5). but this value should be
considered a lower Hmit as the it is not significantly different
when the value for k) is chosen one order of magnitude higher.

The redox cycle formed by mangancse reduction by
substrate and flavoenzyme. and its oxidation by low steady-
state concentrations of peroxynitrite provided protection to both
succinate dehydrogenase and succinate exidase activities from

peroxynitrite-mediated oxidative damage. The results presenied
i lable |, where SDH and SOX protection are compared,
suggest that the catalytic eyele of MnPorphyrins proteets not
only Conplex [ but alse the rest of the components of the

B
D E
I
Mot — vt =" M
A C

i

7. Redun reastiens acueaibe o MaPorphyrin, in viva. Ryagtion A vim he
drven by reduced favoenzymes and corfain bislogival redactnts sueh as

slutathione 1nd ascorhute. Reaction B s driven by peroxyitrite. The cvele
involving reactions C and | has been studied eisewhers | 18], Reaction I can he

atlaion with vitg conséands in the
1

secomplishe by sigrovids ur carbomake il
1

orderat WM s 11750 and much less efficiently by axygen. h - BN s

1541
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mitochendrial electron transport chain needed o mediate the
oxidation of suceinate with the reduction of oxygen.

The catalytic eyele s represented in Fig. 7 as reactions AL B,
and €. According 1o the ditferent conditions tested (Table 1), the
protection is effective ax lang ay manganese is reduced fasier
than at1s oxidized. With MoTM-4-Py I reactnon A is ubout 10
times slower {see supporting material, Fig. 18). and thus the
protection with this porphyrin is smaller than with the same
comeentration of MnTE-2-PyP. Additionatly. with decreasing
concenirations of MnTI-2-PyP reaction B becomies slower and
at | JeM it is not able to compete with the rate of infusion of’
peroxynitrite under our cxperimental conditions. In the same
line of argumentation, urate aceelerates reaction C but does not
aftect the overall protection of MnTE-2-PyP (Tuble 1. o).
implying that reaction C is not rate determining,.

The reaction that Jmactivates Complex 11 appears to be a

direet reuction of peroxynitrite, as 5 mM Trolox C. a known
seavenger of peroxynimte-derived radicals |31, does not afford
protection ¢Tuble 1. g); this agrees with previous reports of our
group for 7. crusi Complex 1 [43]0 The presence of CO-
competes with the inacuvation of Complex 11L thus providing a
slight proteetion {Tuble 1. 1) however, the protection by MnTC-
2-PyP is not atfeeted by the presetice ot | mM COs (Table Lony.
This fact can be explained both by Mn'"TE-2-PyP reacting
laster with peroxynitrite than (0=~ and by the tast scavenging, of
CO; by M Porphyrin and Mo Porphyrin [16,17].

In the absence of a suitable substrate for succinate
dehydrogenase, MoTE-2-PyP i not reduced o Mn' and the
redox cyele that rakes place is that constituted by reactions C
and €. The reduction of O=Mn'¥TE-2-P s performed by the
ouly reductants available. namicly the oxidizable components of
submitochondrial particles. thus enhancing the oxidation of the
cnzymes and their inactivation.

The slight bul reproducible inactivation of SDH produced by
M TE-2-PyP alone remains unexplained; we hypothesized that

the reaction of the reduced MuPorphyrin with oxygen freaction
13) when mensuring SDH activity might lead to the formation of
a smatl amount of superoxide and hydrogen peroxide, but the
inclusion of SOD andfor catalase did not alter the inactivation
(not shown).

The seemingly universal reduction of MnParphyrins by
reduced flavins' opens a further possibility tor compechending
the redox reactions ol these metallic compleses in vive, We
have shown that Mn""TE-2-PyP reacts fast and efticiently with
peroxynitrite, avoiding the production off "NO;z. Its reactions
with O 152]and with CO5  |17] were previously shown to be
also tasi. The reductive step (reaction A in Fig. 7) is expeeted to
be rate determining. thus tavoring the use of MnPorphyrins with
higher Mn'""*Mn" redox potentials.

Mitochondrial dystunction associted with an increase m
oxidant formation, purlicularly of peroxynitrite, has been
inferred  for o number of pathological conditions [33.343,

" Our results cannot exchule the possibilits that in complex Havoenz:

sueh s Comples Tend Compioy 11, the reeluction of MnPaphvein kes place at
sites aoflwr than the Tavin for instance. Fe$ centers or the heme aroup ol
Complex 1

Froe Racical Binkgr & Modivine S8 2006, 303 512

MnPorphyrins have been used to ameliorate some of these
conditions and proteet mitochoudrial targets | 35| without exact
knowledge of the protective mechanism. Particularly, our group
has recently reported [97 that MnTE-2-PyP can protect Complex
Tand Complex Hactivitios of ieart and diaphragm mitochondria
concurrent with decrease 1o prowin niration n rats subject 10 a

sepsis model. Furthermore, MnTE-2-Py P has been found in the
mitechondrial fraction of cultured cetls treated with 200 g for
90 min: the reported concentration (2.5 ngfmy protein) can be
caleolated as ca. |3 uM assuming a mitochondrial volume of
0.2 puLimg protein [36]. Adding these facts to the improved
knowledge of a possible mechanism of protection presented
herein may lead o a new stratepy for treating pathological
conditions where mitochondria-derived oxidants and oxldative
moditication ol mitochondrial components appear concurrently.

There is a recent effort by several groups to develop
3R] 1o favor the uptake
and aceumulation die to the transmembrane potential. While
the uptake and subcetlulas distribution of the MuPorphyries are
not fully known yet. their coloealization with the mitoechondriat
flavocnzymes would certainly activate their function as
catalytic antioxidants cxactly In the site where most of the
oxidants arc allegedly formed.

mitachoncdria-targeted antioxidants |37
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Resultados adicionales al trabajo 4

Otras porfirinas

En el trabajo 4 se presentaron detalles de como estudiamos la cinética de esta reaccion, que
resulté menos sencilla que las oxidaciones previas con ONOO™. En resumen podemos
plantear la secuencia de reacciones

Mn"Porfirina + ONOO™ ONOO-Mn"Porfirina @
con constantes de velocidad k; y k_;, seguida de la ruptura del enlace peréxido:

ONOO-Mn"Porfirina — NO,” + O=Mn'"VPorfirina )

cuya constante de velocidad es k,
La ley de velocidad global para el proceso es:

~ d[Mn”P]: kzkl[ONoo*]
dt K +ky+ky JONOO™

]

donde se observa que no se pueden obtener independientemente los valores de k; y k; a
partir de los gréaficos de kops = f((ONOO™ ]).

Incluimos en la Tabla 9 algunos datos no publicados para otras dos porfirinas que
estudiamos simultdneamente a la informada en el trabajo 4:

MnPorfirina ky (M1 sty k, (s1) Tabla 9. Constantes de velocidad para la
MnTE-2-PyP >7x10° 1.3+0.2x10° oxidacion de Mn"Porfirinas con ONOO™.
MnTM-4-PyP >43x10° 46+0.3x10°
MnTM-2-PyP >1.3x10’ 3.4+0.2 x 107

* Estos valores son en realidad el limite inferior de kki/(k 1+k) que

es un nimero menor o igual que A

La complejidad de la cinética hizo mas dificil obtener valores de k; y éstos no son del
todo reproducibles dado que es necesario transformar los resultados experimentales para
hallarlos, lo que aumenta la incertidumbre; no obstante, siempre encontramos valores
cercanos a 10’ M s, Independientemente de esta dificultad y de que sélo podemos llegar
a limites inferiores de ki, la existencia de una reaccion rapida, de dos electrones, entre
Mn'"'Porfirinas y ONOO™ permite establecer la tercera hipotesis de esta tesis:
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SE PUEDE CATALIZAR LA REDUCCION DE PEROXINITRITO CON PORFIRINAS DE
MANGANESO(II) SI LOS COMPLEJOS METALICOS SE REDUCEN CON UN
REDUCTOR ENZIMATICO DE TAL SUERTE QUE LA REDUCCION PRODUCE NITRITO
Y LA O=MNPORFIRINA CORRESPONDIENTE, EL CICLO CATALITICO SE
COMPLETA CON UNA O DOS REDUCCIONES QUE DAN NUEVAMENTE EL
COMPLEJO DE MN(II). ESTE CICLO CATALITICO NO GENERA RADICALES
LIBRES.

La hipotesis aparece en forma esquematica en la Figura 16, que es una elaboracion del
ciclo catalitico propuesto previamente (ver la pag. 45)
Este ciclo es potencialmente més efectivo que el de Mn"!/Mn'Y dado que no se genera

d
, a
o}
e}
5 NO,
ONOO™ NO,”
I
M nII . M nIII — M nIV
Red’ RedH Red’ U RedH
c b

Figura 16. Esquema de reacciones para la catdlisis de reduccidn de peroxinitrito por dos
electrones

-NO, y ya que la reduccién propuesta para la reaccion C es enzimatica, si se cuenta con la
enzima adecuada, se puede escoger cual sustrato se desea acoplar a la reduccién de las
MnPorfirinas. Vimos antes que succinato y NADH son buenas opciones para la reduccion
mitocondrial, en particular, vimos en el trabajo 4 que el succinato podia usarse como
reductor en dltima instancia para proteger las actividades enziméticas de la cadena
mitocondrial de electrones frente a una oxidacion con ONOO". Sin embargo, la indagacion
de detalles de la reduccion mitocondrial nos llevé a nuevos reductores posibles.

Otros reductores adecuados

Para estudiar en mayor detalle la reduccion de MnPorfirinas por parte de la cadena
mitocondrial de transporte de electrones necesitdbamos tener una solucion esencialmente
libre de oxigeno (< 100 pM) al mismo tiempo que inhibiamos segmentos de la cadena
respiratoria para hallar el/los sitio(s) de reduccién. Debido a la inhibicion y dado que el
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experimento exigia la adicidn en secuencia de varios reactivos en solucidn (con el agregado
concomitante de O, disuelto) convenia contar con otro sistema independiente capaz de
consumir el oxigeno en forma continua.

Nuestro primer impulso, dados los antecedentes del laboratorio, fue intentar con
xantina oxidasa e hipoxantina con catalasa; el segundo impulso fue glucosa oxidasa con
glucosa y catalasa. Ambos sistemas funcionaron, es decir, consumieron el oxigeno en
forma répida, eficiente y continua, independientemente del estado de inhibicion de la
cadena respiratoria. Quiza el problema es que funcionaron demasiado bien, una vez
consumido el oxigeno, o gran parte del él, las enzimas catalizaban la reduccion de las
porfirinas, también en forma independiente de la cadena respiratoria.

La caracteristica comin entre NADH deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa,
xantina oxidasa y glucosa oxidasa es la presencia de un grupo prostético flavina, asi que el
tercer impulso fue emplear una enzima que consumiera oxigeno y que no contuviera una
flavina. Afortunadamente, en el laboratorio teniamos urato oxidasa (E.C. 1.7.3.3), una
enzima que tiene la peculiaridad de poder reducir oxigeno sin necesidad de un grupo
prostético™?. Los controles resultaron exitosos dado que la urato oxidasa consumi6 el
oxigeno sin reducir a la porfirina y eso permitié indagar los sitios de reduccién como se
muestra en el trabajo 4.

¢ Qué aspectos importan en la reduccién de porfirinas?

A lo largo del trabajo 4 nos topamos con cuatro flavoenzimas capaces de reducir a las
MnPorfirinas y aparentemente no todas lo hacian con la misma velocidad. La disparidad
maés notoria fue quiza entre las dos enzimas de la cadena respiratoria, con las que siempre
observamos que la reduccién era méas réapida si usadbamos NADH que si usdbamos
succinato como sustrato reductor. Esto nos dio indicios para pensar que una flavina con un
potencial redox menor seria mas rapida para reducir. No contamos en este momento con
experimentos cuantitativos que nos permitan comparar constantes de velocidad y que
sustenten la hipdtesis de que los potenciales redox de las flavinas son determinantes, pero
presentaremos algunos indicios de que la hipétesis esta en la direccion correcta.

Mnll  Mpll Mnll Mnli Mni
(TCPP) (TSPP) (TM-4-PyP) (TM-2-PyP)  (TOCT-2-PyP)
NADH DH X0 SDH
FMN FAD* FAD"

[ | | -
FMNH’ FADH, FADH, E (V/NHE)
-0.414 -0.255 -0.079

MnI MnI Mnll MnT Mnll
(TCPP) (TSPP) (TM-4-PyP) (TM-2-PyP)  (TOCT-2-PyP)

-0.194 -0.16 0.06 0.22 0.367
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Figura 17. Potenciales redox para algunas porfirinas de manganeso y flavoenzimas.
Los potenciales redox se obtuvieron de la literatura para MnPorfirinas “*+* y flavoenzimas %1%,

En la figura 2 del trabajo 4 se muestra y se discute que aunque deberia haber mas
unidades cataliticas de succinato deshidrogenasa que de NADH deshidrogenasa (el
doble®), la reduccién de MnTE-2-PyP es unas 10 veces mas réapida con NADH que con
succinato en presencia de la misma preparacion de particulas submitocondriales. Una
evidencia adicional en esta misma linea de pensamiento implica a la reduccion de
MnTSPP, mostramos en la Figura 14 que esta porfirina se reduce muy lentamente con
NADH y PSM, el mismo experimento realizado con succinato y PSM no produjo
reduccion en un tiempo razonable comparable. Si comparamos los potenciales redox de
algunas flavoenzimas y algunas MnPorfirinas (Figura 17) encontraremos que tal
comportamiento es al menos esperable ya que la flavina de la succinato deshidrogenasa no
es suficientemente reductora.

Desde la perspectiva inversa, tratamos de reducir una serie de MnPorfirinas con la
misma concentracion de xantina oxidasa/hipoxantina (potencial redox -0.255 VV/ENH, pH
7.51%9)) Los resultados nuevamente fueron congruentes con la tendencia esperada de los
potenciales redox de las porfirinas. Esto se puede apreciar en la Figura 18, donde se
presenta el cambio de absorbancia correspondiente al 20% final de la reduccion de la
porfirina seguida en cada caso a la longitud de onda del maximo de la banda de Soret del
complejo de Mn(lIl). Ajustamos estos cursos temporales a una ecuacion de velocidad de
primer orden y los resultados estan en la Tabla 10. En la figura y la tabla puede verse que
los resultados siguen a grandes rasgos la tendencia esperada, no obstante, la correlacion
dista mucho de ser buena.

Figura 18. Reduccion de

s diferentes MnPorfirinas por
g 005 hipoxantina/xantina oxidasa
'Té ’ Condiciones: amortiguador de
S 0.904 fosfato a pH 7.4. La ordenada
.g representa una funcion de
§ 0.85 1 absorbancia normalizada para poder
§ comparar complejos que tienen
< 0-804 diferentes valores de Ag en la

T T T T T ) longitud de onda del maximo

0 200 2000 4000 6000 8000 10000

correspondiente del complejo de
Mn(l1). Los datos corresponden a
MnTHex-2-PyP (V), MnTE-2-PyP
(=), MnTM-4-PyP (8), MnTSPP (X).

tiempo (s)
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Esta parte de la reactividad estd aln por caracterizarse, para comprender mejor los

factores que gobiernan la reduccion
debemos considerar al menos el Tabla 10. Resultados del ajuste no lineal de primer orden a

entorno electrostatico de la flavina y el oS .cursos temporales de la Figura 18

manganeso, la accesibilidad del _Complejo k(D) Ey, (V/ENH)
cofactor y quizd algunos otros  MnTHex-2-PyP 0.054 0.314
parametros que ahora no imaginamos. MnTE-2-PyP 0.015 0.228
MnTM-4-PypP 0.017 0.06
Cuando propusimos el proyecto _MnTSPP 49x10* -0.16

de esta tesis pensabamos evaluar la proteccién de MnPorfirinas sobre algunos “blancos
bioquimicos sensibles como la aconitasa y albumina”. En realidad no lo hicimos, como casi
siempre, el desarrollo del conocimiento y de nuevas herramientas nos llevé a que nuestros
blancos sensibles fueran componentes de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial. La relevancia de uno u otro blanco es, por supuesto, opinable. Sin embargo,
la proteccion de succinato deshidrogenasa observada no es en si misma el resultado
principal de este Ultimo trabajo. M&s bien nos parece que haber encontrado una nueva
secuencia de reacciones capaces de proporcionar proteccion en un sitio tan critico como la
mitocondria es el punto final que buscadbamos (sin saberlo) al iniciar el trabajo afios atras.



Conclusiones

Los datos centrales obtenidos al final de la tesis pueden resumirse en los siguientes puntos:

1.

Caracterizamos la reaccién entre Mn"'Porfirinas y peroxinitrito, cuyas constantes de
velocidad tienen valores entre 10° y 10’ M™ s y estan entre las reacciones més
rapidas del peroxinitrito. Esta reactividad correlaciona fuertemente con propiedades
de la porfirina, por ejemplo, el potencial redox del par Mn"'//Mn", pero también esta
sujeta a otras condiciones como la hidrofobicidad del entorno del ion manganeso. La
construccion de correlaciones ha permitido el disefio y sintesis de compuestos con
mayor reactividad frente a superoxido y presumiblemente frente a peroxinitrito.
Estudiamos la reduccién de O=Mn'VPorfirinas por ascorbato, urato, glutation y
tirosina y encontramos que las tendencias de reactividad dependen mucho de cuél es
el reductor, su dureza y su carga eléctrica, y poco de cuél es la porfirina. Esta
tendencia es congruente con una minima variacion en el potencial redox del par
Mn"V/Mn'"'. Estas reacciones de reduccién completan un ciclo catalitico entre Mn'"' y
Mn'" capaz de inactivar al peroxinitrito y otros oxidantes a través de la redireccion de
su reactividad hacia blancos faciles de recuperar. Las tendencias de reactividad
también permiten comprender un poco mejor la nitracion de tirosina catalizada por
MnPorfirinas.

Encontramos que el radical carbonato reacciona muy réapidamente tanto con
Mn"'Porfirinas como con Mn"Porfirinas y la velocidad de estas reacciones hace
pensar que se podrian proteger blancos bioquimicos del radical carbonato por
competencia cinética simple. Ademas, el radical carbonato podria participar como
oxidante en el ciclo catalitico mencionado en el punto 2 y su reactividad también seria
redirigida hacia blancos preferidos como ascorbato o urato.

La reduccion de Mn"'Porfirinas por flavoenzimas y en particular por la NADH
deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa de la cadena mitocondrial de transporte
de electrones permite establecer un nuevo ciclo catalitico de reduccidn de peroxinitrito
y radical carbonato, que involucra los estados de oxidacién Mn", Mn"'y Mn'V. Este
ciclo también es suficientemente rapido como para proporcionar proteccion de
blancos sensibles. Asi, existe la posibilidad de que la proteccion se colocalice con
sitios ricos en flavoenzimas reductoras y que al mismo tiempo son blancos clave de
los efectos del estrés oxidativo, un ejemplo claro seria la matriz mitocondrial.

104
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Epilogo

Después de leer nuevamente el proyecto que origind esta tesis con una perspectiva de unos
cuantos afios y a la luz de los resultados obtenidos, podemos pensar que hemos sido
afortunados. Esperdbamos obtener una coleccién de constantes de velocidad que nos
condujeran a ciclos cataliticos que esperabamos protectores. Ese objetivo ha sido cumplido
globalmente, pero ademéas pensamos que hemos encontrado un vinculo clave entre la
reactividad de las porfirinas y su proteccion biolégica. Este vinculo radica en la
mitocondria, que al mismo tiempo es capaz de generar la mayor parte de las especies
reactivas de oxigeno y de activar con singular eficiencia a las MnPorfirinas mediante su
reduccién a Mn"'. La brecha que separa los resultados in vivo y de la reactividad in vitro
permanece, quedan muchos senderos por explorar, tanto de aplicaciones exitosas
(esperadas o no) como de aparentes fracasos. El punto mas relevante de este trabajo
consiste en sefialar una direccion mas donde buscar y lo podriamos resumir asi: si usas
MnPorfirinas en tu modelo animal de estrés oxidativo agudo, no olvides revisar el estado
de tus mitocondrias. Nuestro grupo ya ha comenzado a explorar esta direccion y esperamos
continuar®, a reserva de que pueden existir direcciones adicionales que esperamos nos
sean indicadas a la brevedad.

Parece central en este momento realizar un estudio detallado de la distribucion tisular,
celular y subcelular de las MnPorfirinas. Hemos visto que algunos resultados poco exitosos
se atribuyen a la dificultad de acceder a un 6rgano. Cudles son las caracteristicas que
facilitan la biodisponibilidad y la distribucion de los complejos a los sitios donde su
catalisis podria ser util es entonces uno de los caminos a seguir. Por fortuna existen
numerosas posibilidades de modificacion estructural de los sustituyentes porfirinicos que
permitirian alterar dicha biodisponibilidad y distribucion. Este camino también ha
comenzado a ser explorado®®.

Las caracteristicas de reactividad redox de las MnPorfirinas hacen que todos sus
efectos tiendan a explicarse por reacciones de oxidorreduccion. No obstante, se han
presentado en la literatura otras reacciones que podrian influir sobre situaciones
fisiolégicas de estrés oxidativo. Por ejemplo, se ha caracterizado la reacciéon de
Mn"Porfirinas con -NO®? pero su influencia sobre la biodisponibilidad del -NO in vivo
todavia no se ha estudiado en profundidad.

Se mencionaron en la introduccién trabajos donde algunas porfirinas afectan la
transcripcion de genes y la expresion de proteinas®®®, no se conoce atin cuél es el
mecanismo por el cual las MnPorfirinas afectan estos procesos, existe la posibilidad de que



se trate de mecanismos sin reacciones redox aunque esto es por el momento sélo una
especulacion.

En lo que respecta a nuestro trabajo futuro, estamos intentando caracterizar de manera
mas especifica cuales son las caracteristicas de flavoenzimas y MnPorfirinas que facilitan
la reduccion. Intentaremos también abordar el asunto del transporte, acceso y distribucion
de las MnPorfirinas a diferentes compartimientos subcelulares. Creemos que estos dos
aspectos, reduccion y localizacion, son centrales si se pretende una aplicacién farmacéutica
para los compuestos estudiados.
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Apendice - Los compuestos usados

Todas las porfirinas empleadas en este trabajo tienen la
estructura general que aparece a la derecha. La siguiente
tabla presenta los nombres,

propiedades de los complejos.

abreviaturas y algunas

porfirina (7-)

. . E.* )\améx (nm)
sustituyente R Abreviatura Nombre* (MVIENH)| (€ = M em?)
E=
Porfirinas aniénicas
4@_.(0 MTCPP Manganeso (111) tetrakis (4- 0.194 468
o carboxilato fenil) porfirina (3-) ' (93 000)
o)
< > - Manganeso (l11) tetrakis (4- 467
ﬁ*O Mn"'"TSPP g ( ) o ( 016
o sulfonato fenil) porfirina (3-) (95 000)
F
o Manganeso (111) tetrakis (2,6-
I MnT(2,6-F> | . _
T difluoro-4-sulfonato fenil) 0.007
o 3S0;-P)P .
¢ porfirina (3-)
cl
o] Manganeso (111) tetrakis (2,6-
Do | MaTe-cl,. |Vengeneso (1D tetrakis
N dicloro-4-sulfonato fenil) 0.088
o 3S05-P)P i
cl porfirina (3-)
SO, MnT(2,4,6- .
Me ;5 Manganeso (l11) tetrakis (2,4,6-
o trimetil-3,5-disulfonato fenil) -0.100
- (S0Os),-P)P
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. brevi Nombre* Ey* Amax (NM)
sustituyente R Abreviatura ombre (MV/ENH) | (e = M cm)
Porfirinas catiénicas
T\ s Manganeso (I11) tetrakis (4-N- 462
N—CH Mn""TM-4-PyP 0.06
\ /" 7" " YPI metilpiridit) porfirina (5+) (130 000)
/ \+ ”I Manganeso (I11) tetrakis (3-N- 460
=N Mn"'TM-3-PyP - . 0.052
\CH metilpiridil) porfirina (5+) (139 000)
3
{\1* ) M TM-2-PvP Manganeso (111) tetrakis (2-N- 0.22 454
= n -2- . .
HC/ 4 metilpiridil) porfirina (5+) (129 000)
3
/+ ) w Manganeso (111) tetrakis (2-N- 454
N Mn"TE-2-PyP L . 0.228
HCJ etilpiridil) porfirina (5+) (140 000)
3
7\ Manganeso (111) tetrakis (2-N- 451
1 Tp_o_ . Y i -
N Mn™TP-2-PyP | (n-propil) piridil) porfirina 0.238 (162 000)
H,C—(CH,), (54)
7 N\ .
. Manganeso (111) tetrakis (2-N- 454
N Mn'TB-2-PyP (n bgtil) iri(dil)) orfirina( (5+) 0254 (170 000)
H,C—(CH,), uul) p P
if—\ Mn"'"THex-2- |[Manganeso (111) tetrakis (2-N- 0314 454
e (/CHz)s PyP (n-hexil) piridil) porfirina (5+) (162 000)
if—\ Mn"'TOct-2- |[Manganeso (111) tetrakis (2-N- 0367 454
He (/CH2)7 PyP (n-octil) piridil) porfirina (5+) (170 000)
Manganeso (111) tetrakis (2-N-
- MnTMOE-2- | m?etoxi)et(il i)ridil) or:irina 0.251 495
N PyP (2+) P ' (172 500)
\ Manganeso (111) tetrakis (1-
N] MnTMMOE- gar (i - ( 447
—. 1 L3P metil,3-metoxietil)2- 0.313 (139 000)
-\ ’ imidazolioil) porfirina (5+)
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- . E* )
ustituyente R Abreviatura Nombre* R
(MV/ENH) |[(e=M"cm™)
\
N Manganeso (l11) tetrakis (1,3-
_<\ J MnTDM-1,3-1P dimetil)2-imidazolioil) 0.320
/N porfirina (5+)
N Manganeso (l11) tetrakis (1,3- 446
_<\ \/|| MnTDE-1,3-IP dimetil)2-imidazolioil) 0.320
N (120 000)

_

porfirina (5+)
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Tetrakis(4-benzoic acid)porphyrin Catalyze
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Peroxynitrite is a powerful oxidant formed in biological systems from the reaction of nitrogen
monoxide and superoxide and is capable of nitrating phenols at neutral pll and ambient
temperature. This peroxynitrite-mediated nitration is catalyzed by a number of Lewis acids,
inclucling CO; and transition-metal ion complexes. Here we studied the effect of ternary copper-
(1) complexes constituted by a 1.10-phenanthroline and an amino acid as ligands. All the
complexes studied accelerate both the decomposition of peroxynitrite and its nitration of
4-hydroxyphenylacetic acid al pH > 7. The rate of these reaclions depends on the copper
complex concentration in a hyperbolic plus linear manner. The yield of nitrated products
increases up to 2.6-fold with respect to proton-catalyzed nitration and has a dependency on
the concentration of copper complexes which follows the same function as observed for the
rate constants. The manganese porphyrin complex. Mn(I1D)tetrakis{4-benzoic acid)porphyrin
[Mn(tbap}|, also promoted peroxynitrite-meciated nitration with an even higher yield (4-fold
increase) than the ternary copper complexes. Ar pll = 7.5 £ 0.2 the catalytic behavior of the
copper complexes can be linearly cerrelated with the pX, of the phenanthroline present as a
ligand, implying that a peroxynitrite anion is coordinated to the copper ion prior to the nitration
reaction. Thase observations may prove valuable to understand the biological effects of these
transition-metal complexes {i.c.. copper and mangarese) that ean mimic superexide dismutase

activity and, in the case of the ternary copper complexes, show antineeplastic activily.

Introduction

Peroxynitrite! is a powerful exidant that can be formed
in vivo by the reaction of superoxide radical with nitrogen
monoxide {7). Peroxynitrite has been shawn Lo react with
all classes of biomolecules. including lipids (2, proteins
(3. DNA (). and low-molecular-weight antioxidants (3.

As an oxidant, peroxynitrite has a quite complex and
interesting kinetic behavior. It can act as an oxidant in
reactions that are first-order in peroxynitrite and first-
arder in substrate. Fxamples of Lhis reactivity are
reactions with thiols (6). cytochreme ¢ {7), aconitase (4.
ascorbate (5}, and selenium conpounds such as Ebselen
(8 4.

Peroxynitrite can also oxidize various substrates in
reactions where the rate is independent of the substrate
concentration. This type of reactivity includes the hy-
droxylation and nitration of aromatic compounds such
as henzoate, phenol {4, salicylate (1), and the amino
acids phenylalanine and tyrosine {72). Moreover, in
many reactions peroxynitrite oxidizes substrates by both

*To whorn correspondence should be addrossed. Fax: (5982)
924 il rradiefmed
¥ Departamemo de Bioquimica.
' Unidad Asociada Enzimologia and Departamento de Fisicoquimica
Bigldgica,
f PDepartameno de Quimica Inovganica v Nuclear.
* Abstract published it Addvance ACS Abstracts, December 1, 1987,
' The teem perosynitrite is used to refer w both peroxynitrite anion
[ONO ) and pe trous acid (ONOOH) TUDPA comnmmiendoed
names are oxaperexonitrate{l =) and hydragen axoperoxonitrate, re-
spectively.

50893-228x(A7)00116-1 CCC:

$14.00

first- and second-order reactions, yielding a complex
kinetic scheme. Such reactions include the oxidation of
methionine (/%) and the nitration of tryptophan (/4, /3).

The nitration of aromatic residues in proteins, par-
ticularly the occurrence of nitretyrosine in biological
systems, is considered a footprint of peroxynitrite forma-
tion in vivo {/6, 17). Nitration by peroxynitrite has
received much attention since it can cause alteration in
protein structure and function ({8 and could interfere
with signaling pathways involving tyrosine phosphory-
lation (/9.

Peroxynitrite-mediated nitrations occur in low yields
if no catalyst is added: about 6% of peroxynitrite added
is converted into nitrated products at pH = 7.5 with
4-hydroxyphenylacetate (4-HPA)? as target (26). The
yield of nitration depends on many flactors, such as
concentration of (he reagents, scavengers (/4), and pH.
The mechanism of nitration is nol yel known, but many
researchers agree that peroxynitrite {or an oxidant
derived from it} could oxidize the pherol ring by onc
clectron yielding nitrogen diexide and phenoxyl radical,
with these two radicals coupling to produce the nitro
compound,

Peroxynitrite-mediated nitrarions are catalyzed by a
number of Lewis acids, including CO» {21), Feledta)' (24,
CulZn superoexide dismutase (CWZnSCD) (22, Mn(111)-
(tmpyp} (23, and copper(TT) (. Moresver. in the

? Abbreviations: 4-HIPA 4-hydroxyphenylacetate: Mu{ibapl. man-
ganese( ) teivakis(4-benzoic acidlporplyring Mol mpyplh, manganese-
(1) tetrakist-A-mathylpyridi miporphyrin: CuwZn SO1Y, copper?
zing superpxide dismutase; dipa. diethylencpentaaoinaetetragestic acid,

© 1897 American Chemical Society
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Chart 1, General Structure of the Complexes Used

absence of caralysts, nitration proceeds threugh hydr-
onation of peroxynitritc anion and does not occur if
hydrogen jon concentrations are low (pH > 9). Not all
catalysts achieve the same yields: copper(II) caralysts
can deuble or even triple yields, while iron{Ill} and
manganese(lll) catalysts seem to be mere effective with
vields of 40% or more, which is § times higher than in
the uncatalyzed reaction.

In this study we have evalualed the reactivity of
peroxynitrite with lernary copper complexes constituted
by a phenanthroline and an amina acid as ligands (Chart.
1). which have been recently shown to present antine-
oplastic activity (24). The ternary copper complexes we
have used in this study are square-planar as determined
by X-ray diffraction (25-27). and in aqueous sclution the
remaining two coordination sites at the copper atom are
most probably occupied by water molecules. The pres-
ence of two different ligands in the complexes creates the
possibility of many combinations and allows the modula-
tion of the T.ewis acidity of the metal cenler by changing
the electran-withdrawing/donating characteristics of the
ligands. In addition Cufll) complexes wirh ar least one
coordination site occupied by water react very fast (at
diffusion-controlled ratest in ligand substitution reac-
tions, This is importani because adduct formation
between peroxynilrite and calalyst has been previously
proposed to precede peroxynitrite activation (/9-20). For
comparative purposes we also studied nitration rcactions
of peroxynitrite in the presence of Mn(tbap), a compound
wilh SOD-like activily (28) which may. however, redirect
peroxynitrite reaclivity by enhancing nitration yields.

Experimental Procedures

Reagents. Ternary copper complexes were syvnthesized as
previously reported (20). Briefly, copper(ll} nitrate and phenan-
throline were dissolved in ethangl in a 1:1 ratio, this solution
was mixed wirh a 20% excess of the aming acid dissolved in
water. aind the resulting solution was neutralized to pIl = 8
with aqueous ammonia. Products were precipitated by partial
evaporation of the solvent. recrystallized from hot water. and
characterized by IR and UV vis spectra,

We used the complexes listed in l'able | and depicted in Chart
I, whichare Culll) complexes containing a 1, [0-phenanthraling
and an amino acid as ligands; most of them are cationic
complexes with nitrate as counterio

Peroxynitrite was synthesized according to refs § and 30 from
hydrogen peroxide and sodium nitrite in acidic salution.

All phenanthrolines were purchased from Aldrich: metallic
copper was from Merek and nitric acicd from ), 1, Baker, All
other reagents were from Sigma. Manganese(III) tetrakis(4
benzoic acidiporphyrin [Mnitbap)| was a kind gift from Dr.
Bruce Freeman (University of Alabama at Birningham. AL).

Chiemn. Res. Toxicol, Vel 10 No. 12, 1997 1339

Table 1. Copper Complexes Used as Catalysts of
Peroxynitrite-Mediated Nitration

substituents

complex on phenantbroline aminag acid

1 none serine

m S-methyl serine

1 -hloro serine

v J-nitro

v 5 phenyl

V1 5,6-dimertyl

v 3.4.7 B-retramethyl

VITL A4, T-dimethiyl

X 4, 7-dimcthyl Qly

X 4, 7-dimethy! isoleucine
XI 4.7 dimethyl tyrosine
XII 4.7 dimethyl aspartate
XIII A7 dimethyl methionine
X1V 4.7 dimethiyl proline
XV 4, 7-dimetbiyl arginine

Kinetic Siudies. Stopped-flow spectroscopy (Applied Pho-
tophysics SF.17MV) was used to study reaction kinetics. Per-
oxynitrite decomposition was followed at 302 nm (#) or in the
range of 320-340 om in cases where complexes interfere with
detection at 302 nm: nitration was followed at 430 nm {27, The
kinetic runs were fitted to a first order equatien by nonlinear
regression. A typical run consisted of 400 puints collected over
more than 9 hall-lives so at least 989.9% of (he reaction was
comaplered. Final pt of the reaction was always measured at
the outlet.

Yield Determinations. Nitration of 4-HPA in the presence
of catalysts was carried out as described previously (3. Ilna
1ypical experiment a solution containing 3 mM 4-11PA| phos-
phare buffer, and the complex 1o be teseed (0—500 (M) was
rapidly mixed with added peroxynitrite by vortexing. After 5
min, pH was measured and adjusted to 10—11 by adding 1 M
NaOH. and A was then vead. The concentration of 3-NO.-
4-11PA was caleulated using e = 4400 M ' em ' (26). Porcent
yield was always caleulated with respect to inirial peroxynitrite
coneerntration.

pH Dependence Studies, For studies on the effect of pH
on both nitration yiclds and reaction rates, the basic form of
the buffer (K.HTPOL) was always used as a starting point and
the pH adjusted using hydrochloric acid. In this way. we
minimized the catalytic effects of carbon dioxide (32, 33 which
could be present if sedium hydroxide was used o adjust pH.

General Conditions, Al experiments were performed in
porassium phosphate buffer (50 mM) at 25 *C. These huffers
were freed from most transition metal contamination by stirring
with chelaring resin overnight at alkaling pH before adjusting
the pH. Unless otherwise indicated, 4-HPA concentration was
5 mM throughout and peroxynitrite was always in the range
0.5-0.8 mM

Results

Peroxynitrite Decomposition in the Presence of
Copper Complexes. Peroxynitrite decompaosition is
accelerated by (1. 10-phenanthroline)(L.-serinato)copper-
(I} nitrate (complex I; see Table 1) at pH = 8.47 following
a single-exponential decay (Figure 1A). The dependence
of the observed rate constant on complex I concentration
is shown in Figure 113. ‘The data were fitted hy nonlinear
regression to the follewing equation using Microcale
Origin, version 3.73:

A4 acr+ )
Y= T y
ST a7 -
where y is the observed rare consrant of peroxynitrire
decay and [C] is the concentration of complex 1; a;—a;
are the variable parameters of the fit. Liquation 1
represents a rectangular hyperbola with a non-zero offsct
(&) plus & linear dependence (a|Cl).
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Figure 1, Eifect of complex T on the rate of peroxynitrite
decomposition in potassium phosphate bulfer (50 mM. pH =
8.47). (A} Kinetic traces at 320 am wirhout complex I (solid
line} and with 250 M complex I {dashed line}. (B) Observed
rate contant of peroxynitrite decomposition at 320 nm versus
complex 1 concentration can be ficted to e 1 Best-fit values:
a = 0018 Ay — 9+ 2uMiay— 230 Ts LA — 00475 1

k‘,hs s

Figure 2. pH dependence of copper-catalyzed decomposition
of peroxynitrite {continuous line. trianglest and peroxynitrite-
mediared 4-TIPA nirration (dashed line, squares). Conditions:
[complex I| = 250 #M; phosphate buffer = 50 mM: 25 “C. The
dotted line corresponds to the hydrogen ion-catalvzed decom-
position of peroxynitrite according to ref 34,

We studied the pll dependence of the peroxynitrite
decomposition rate constant in the presence of 250 oM
complex [ (Figure 2) and found that the reaction is
catalyzed at pH = 7. In Figure 2 the observed rale
constant of this reaction is compared with that of the
uncatalyzed reaction as reported elsewhere (34). A
similar pll dependence of observed rate constants was
obtained with complex IV {niot shown).

Ferrer-Sueta ot al.

0284
0.26
-! 0.24 4
Az
0.22-
2204
T T T v T r
o 10 20 30 40 50

[Complex ] pM

Figure 3. Effect of complex I on the rate of peroxynitrice-
mediated 4-HPA nitration at pH = 7.57 and 25 *C. Best-fit
values: 4 =00661 s =5 l4daM ay=65M s i ay
=0.209s "

Table 2. a/a; Ratios Oblained in Kinetic and Yield
Determinations

complex

1

1
1L
v
v
VI
VII
VIII
IX
X
X1
X1
X1
X
XV

# Not determined.

yield

0.81
1.08
L1.G0
1.22
1.00
0.3

Rate of Nitration in the Presence of Copper
Complexes. The rale of 4-HPA nitration by peroxyni-
trite, at pli = 7.5 £ 0.2, is also enhanced by the ternary
copper complexes in a fashion similar to that observed
for peroxynitrite decomposition at pH = 8.47. In all
complexes at pH = 7.5 + 0.2, the data can be litted (o eq
I (Figure 3). The offset value (&} corresponds Lo the rale
constant of the hydrogen ion-catalyzed peroxynitrite
decomposition at the same pll, and the slope of the linear
part (ag) is usually small (=102 M~L s71). The height of
the hyperbolic term in eq 1 {2} divided by the offset (ay)
was used as a measure of Lhe increase in the observed
rate constant produced by each complex. Values found
for all complexes are presented in Table 2. The ratio &,/
a, was used instead of the more straightforward value
of @ as a means to compensate for subtle differences in
pH (<0.1 pH unit) among different experiments as both
a and a4 are pH-dependent.

The pH dependence of the nitration rate constant is
also complex. We studied it for complexes I (Figure 2)
and 1V {250 4M, not shown), and we found curves with
a maximum g, of around 1.1 s7! at pH =~ 6 and an
inflection point around pH = 6.8. The observed rate
conslant of nitration is slightly larger than the observed
rate constant of peroxynitrite disappearance in most of
the pll ranges studied.

Yield of Nitration in the Presence of Copper
Complexes. Although the obscrved rate constant versus
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Figurc 4. Catalytic effect of cornplex 1on the yleld of nitration
of 1-HPA. Successive additions of peroxynitrite 10 a buffered
saltrion conraining 5 mbd HPA with 26 M complex T (pll =
7.55 + 0.02, squares} or without catalyst {(pH = 7.51 £ 0.03,
triangles}.

v T T i
0 20 40 80 BD 100 120 140
[Complex I] uM

Figure 5. Effect of complex 1 on the nitration yield. Condi-
tigns, [ONQO o= 0.5 mM; pH 37: 25 °C. Bestfit values:
m=62% m = 15 pM = 0005 2 = 7.7%.

|lcomplex| plots only follow a linear behavior at high
catalyst concentration, catalysis was demonstrated by
experiments where repetitive amounts af peroxynitrite
(100 pM/addition) were added to a selution containing
4-HPA. phosphate buller, and 25 M complex L. This
experiment yields a straight line when a graph of [3-NCO»-
A-11PA] versus peroxynitrite is constructed (Figure 4).
‘T'he slope of this graph indicates a 9.4% yield (against a
6% found here and in ref 20 for the uncatalyzed reaction}
and shows no downward bend, indicaling (hat complex
I is not consumed in this process.

End paint or yield determination of 3-nitro-4-HPA was
also measured as a function of copper complex concentra-
tion. As in the case of the observed rate constants, the
curves again show a hyperbolic plus lincar behavior that
can be fitted to eq | (Figure 5). Nevertheless the
parameters are not the same as found for the reaction
rate; especially az. which measures the hall-saluration
of the hyperbolic part. is distinetly lower (3—10 times)
for the vield versus |complex| curves. Again, the ratio
anfey was used as a measure of the increase in vield due
to the catalyst: these values are presented in Table 2 for
the complexes lesled.

Yield of Nitration in the Presence of Mn(thap).
Mn({thap) was chosen as a reference compound to evalu-
ate the catalytic power of our complexes. ‘This manga-
nese porphyrin has been shown to increase the growth
of the SOD-null J1132 strain of Escherichia coli (28 and

Chiemn. Res. Toxicol, Vol 10 Ne. 12, 1897 1341

354

304

2

% vield of 3-NO_ 4-HPA

0 5 10 15 P
IMn(tbap}] (uM)

Figure 6. Effcot of Mnitbap) on nitration yicld. Conditions:
[ONQOQ |4 = 0.79 mM; pl{ = 7.37. Best-fit values: o = 40%;
iy — GG+ 03 My —0; a0 — 9.5 < 00 .

is referred o in the literature as a 50D-mimic and even
as a peroxynitrite scavenger (35). Nevertheless a similar
manganese porphyrin |manganese(I1T) terrakis(4-A-me-
thylpyridiniurnjporphyrin. Mn{tmpyp}| has been shown
Lo promole peroxynitrite-induced DNA strand breaks and
1-11PA nitration {20).

Mn(tbap) resulted in being much more efficicnt than
the copper complexes in promoting peroxynitrite-medi-
ated nitration (Figure 6). Unfortunaiely, this complex
cannot be used for this assay in large concentrations
because of its strong absorption at 4130 nm. Nevertheless,
Figure 6 shows that 20 «M Mn(thap) increases the
nitration yield up Lo more than 35%, a value thal none
of the ternary complexes evalualed herein were able 1o
accomplish even at millimalar concentrations. Indeed,
the trend of the yield versus |Mnf{thap)|, fitted 1o a
hyperbolic function, leads to a afa; ratio of 4, much
higher than the 0.3—1.6 found for the copper complexes.

Structure—Reactivity Relationships. All lernary
copper camplexes rested showed similar influence in both
the nitration rates and yiclds. We chosc the parameter
cifas to compare the catalytic power of the complexes at
pH = 7.5 £ 0.2 because it can be understood as an
enhancement laclor for both reaction rates and yields.
I also enables us 10 compare daia cblained at slightly
different pH's.

A plot of a/aq versus the pX;, of the different phenan-
Lhrolines (36, 37 present as a ligand in (he complex with
the ather ligand being always serine (complexes I-VIII)
yields a straight line with a negative slope (Figure 7).
On the other hand, no correlation was observed between
the samc parameter and any of the physicochemical
properties (pK,, pJ, and dipole moment} of the amino
acids tried {complexes VIII-XV. not shown).

Discussion

We have shown that all the ternary copper complexes
of phenanthroline and amino acid studied herein mod-
erately enhance both rate and yield of nitration at pH =
7.5 + 0.2. This behavior is similar in kinetic character-
istics and yields to that of Cu/Zn SOD (203,

The mechanism of peroxynitrite-mediated oxidations
is still & theme of debate in the scientific literature: no
reaction scheme yet explains all its characreristics. (One
of the most convincing hyporheses of peroxynitrite oxida-
tive chemistry invckes the existence of an “energized
intermediate” (ONOQOIT*) of which there is no present
structural experimerntal data. This intermediate would
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Figure 7, Lincar dependence between afay ratios as defined
for ¢ 1 and the pK,, of the ligand phenanchroline, for the rate
constant (&) and vield (B} dererminarions. All values were
obtained at pH = 7.5 + 0.2

be formed from peroxynitrous acid in a rate-limiting step
prior to isamerization (to yicld nitratc) or one-clectron
oxidations of different substrates, for instance. 4-HPA,
according to egs 2—6:

ONOO™ + H = ONOOH pk, = 6.8 2)

ONOOH :‘: ONOOH* @)
ONOOH” 2+ NG~ + H- @

k
ONQOH* + 4-HPA — 4-HPA® + ‘NO, +0OH  {5)

k
"NO, + 4-HPA' - 3-NO,-4-HPA + H' (6

By Lhis scheme. the rale of generation of 3-NO»-4-HPA
is independent of 1-HPA concentration, provided the
reacticn shown in eq 3 is rate-determining. Also, the
yield of 3-NG;-4-11PA depends on the steady-state con-
centrations of 4-HPA® and "NO; and the ratio of 4-HPA/
4-HPA*, as there are alternate routes of reaction for these
radicals other than eq G: this was previously discussed
in depth by Lymar et al. (3% and explains why the
observed rate constant for peroxynitrite decomposition
is smaller than that of nitration.

For explaining Cu/Zn SOD catalysis of peroxynitrite-
mediated nitration, Beckman er al. (200 have proposed
that only the trans rotamer of peroxynirrite anion fits
into the active site of the enzyme, giving rise to kinerics
similar to those observed in this work. Nevertheless, our
complexes, due to their square-planar structures, present

Ferrer-Sueta ot al.

readily accessible metal centers.  Additionally, recent
experiments by Bohle et al. (38 have shown that the
conformational change between cis and Lrans rotamers
of peroxynitrite is either very rapid (faster than NMR
time scale} ar inexistent in aqueous solution Morcover,
there is no need to invoke slow isomerization steps
provided the catalyst (C) can react with ONOOH* to forim
a transient species, as will be shown in eq 10,

k,
ONOOH* + C = C~ @
*
&, -
C*—NO, +C (8)

The mechanism represented ineqs 2—4. 7, and 8 yiclds
an obscrved rare constant (i) that depends hyperboli-
cally on [C]. T C also reacts with ONOG™ (eq 9, k., also
has a linear dependence on |C| at any given pH where
QNGO is the predominarting species. The reacrion of a
metal complex with the peroxynitrite anion has been also
proposed before tor be{edta)™ {Z0).

ONOO™ +C 4’("‘ 8

‘I'he reaction sequence of eqs 2—41 and 7—9 can be
grouped as in Scheme 1. where it is easicr to sce that
the observed rate constant consists in three components,
two of which depend on copper complex concentration.
Pathway 1 i3 the hydrogen ion-catalyzed peroxynilrite
decay: pathway 2 accounts for the hyperhalic dependence
of ks 001 copper complex concentration; pathway 3
accourts for the linear dependence.

laking this reaction scheme into account, the overall
observed rate constant of peroxynitrite decay has the
following expression:

. IH7| H|
. ) kg [C] + e kLK +kk]K_n
ons NEhg|Cl+ gk + kks T & kgt kK,
H7] IH7]
. k_ykgICl+ A kLK + ks K .
'Ak[C|+ka1+kJ\k.+k Vo kK 5o
Py ICI}
Kﬁ
— (10
K, +H|

This cquation can be simplified in the limiting cases
where |C| tends to zero or to infinity. namely:
If [C] =0,

ek, ) rj
k=l 11
nles. (k\l + k , K! + IH_] ( )

that coincides with the expression lirst proposed by Keith
and Powell (39 and represents the term 2 in eq L

Tn the case where |C| — o=,

("‘N Kok
ol

O K
Y2 olC /

* 12
i+ H) (2
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Ternary Copper Complexes and Majthap)

Scheme 1. Proposed Mechanism of Peroxynitrite
Decomposition Catalyzed by Copper Complexes

2_—"____1

K
| H* 1 |
| ONOO- % ONOOH ¢ |
|1C ? 11
| : c IR
I Ko I
| c* " ONOOH*|
! T
v v ¥
Products Products

which has a term independent of [C] and equivalent to
the parameter & ineqg |

Kok ik ( K,

" =a 13
ik, K“Jr[H‘]) ! (3

arid a term that is linear with |C] equivalent to 4]C| in
eq 1

K, ~
k(i(m) [C] = a]C| (14}

In this mechanism. copper catalysts act as ONOO~
activators much in the same way as H™ but te a lesser
exlent (based on calalyst concentration): this fact is
apparent from Figure 2 in the region of pH > 7.5, where
the copper complexes are responsible for the increase in
the rate of peroxynitrite decomposition and 4-1HPA nitra-
tion. Peroxynitrite anion has been usually considered as
arather inert species with mast ol its oxidative chemisiry
dependent upan hydronation; however, this not not the
case when transition metals, carbon dioxide, or other
Lewis acids are present in solution.

A plausible explanation of the catalysis by the ternary
complexes lested involves the formation of a copper
complex—peroxynitrire adducr with a reactivity similar
to that of peroxynitrous acid. ‘This adduct can rearrange
to yield nitrate, which most probably dissociates from the
copper, and can also perform a one-clectron oxidation that
promoles 4-HPA nitration. The reaction sequence lead-
ing to nitration would be

ke
C* + 4-HPA — 4-HPA" + 'NO, + OH™ + C (15)

followed by eq 6.

This mechanism involves a raie-delermining step
leading to the formation of the energized intermediate
(eq 3). ‘This feature gives the ohserved rate constant
versus [cemplex| plots their typical hyperbolic shape. Also
in the mechanism, the linear part of the observed rate
constant versus [camplex| plots can be explained by eq 9
berause the reaction berween rhe caralyst and peroxyni-
trite anion provides an alternate route that avoids the
rate-limiting step.

The relationship between ay/a; (both in kinetics and
yield determinations) and the acid—basc prepertics of the
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ligands further supports the hypothesis of adduct forma-
tien. The pK, of the phenanthrolines is an indirect
measurement of the eleciron withdrawing/donating abili
ties of the substituents of the rings. These ahilities can
also modulate the Lewis acidity of the copper center. On
the other hand. the fact that no simple correlation could
be found using the pK, of the amino acid ligands can be
understood in terms of the aliphatic character of their
donating atoms. Aromaticity of the nitrogens on the
phenanthrolines undaubrtedly helps to more easily reflecr.
the electronic intluence of the substituents.

LCompared to Mnithap). copper conplex are poor cata-
lysts, maybe because copper(ll) lacks the possibility of
forming high-valent metallo—oxo compounds that are
involved in the oxidative chemistry of manganese por-
phyrin complexes (44). The oxidized Mn(TV) or Mn{¥)
complexes could be responsible for the high yield of
nitrated products (23,

Biological Relevance

Catalysis of peroxynitrile-dependent nitration of arg-
matic substrates is a potentially deleterious activity {4/}
and may contribute to the pathogenesis of degenerative
processes such as amyotrophic lateral sclerosis (ALS}. Cu/
Zn SOD and other mmetalloenzymes (i.e., myeloperoxidase
and horseradish peroxidase) display this nitrating activ-
ity to a moderate extent (20, 3J).

The ternary copper complexes studied here are capable
of catalyzing superoxide dismuration.’ so we assayed the
catalysis of peroxynitrite-dependent nitration of 1-11PA
as a mean to ascertain a SOD-like property other than
superoxide dismutation which might provide a molecular
mechanism to account for the biological and pharmaco-
logical aclivities of Lhese cornplexes in vivo. The catalytic
behavior {in the nitration af 4-HPA) of cur complexes is
very similar, both in extent and in form. to that displayed
by the copper/zinc enzyme and much weaker than those
displayed by other SOD mimics such as Mrn(tbap) and
Mn{tmpyp). Tn this regard, we propose that fulure work
using Lransition-metal ion complexes Lo protect againsi
biclogical oxidartive stress should consider the possibility
of undesired side effects due to reactions with peraxyni-
trite which will lead to enhanced nitration.

For the ternary copper complexes, we have also found
an casy way to predict this catalytic power by means of
the acid—base properlies of the phenanthroline ligand
that constitutes the complex. These studies provide a
model to account for copper-catalyzed nitration reacrions
and open the possibility of further in vivo testing of these
compounds in the context of SOD-like activity versus
cnhanced biological nitration.
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