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Resumen 

Hemos caracterizado la cinética de reacción de un conjunto de porfirinas de manganeso 

(MnPorfirinas) solubles en agua frente a peroxinitrito (ONOO
–
) y radical carbonato (CO3·

–
). La 

reacción, entre ONOO
–
 y el complejo de Mn

III
, tiene constantes de velocidad entre 10

5
 y 10

7
 M

-1
 

s
-1

 a 37 ºC con un comportamiento sigmoide en función del pH, pKa aparentes cercanos al del 

par ONOOH/ONOO
–
 y máximos a pH alcalino. La reacción produce el complejo O=Mn

IV
 y 

·NO2. Los valores de estas constantes de velocidad tienen una relación lineal de energía libre 

con parámetros fisicoquímicos de la porfirina tales como el potencial redox del par Mn
III

/Mn
II
 o 

la acidez de Brønsted de los nitrógenos pirrólicos o de las moléculas de agua axiales. La 

reacción, entre ONOO
–
 y el complejo de Mn

II
, tiene constantes de velocidad <10

6
 M

-1
 s

-1
 a pH 

7.4 y 37 ºC y produce estequiométricamente O=Mn
IV

 y NO2
–
. La reacción, entre CO3·

–
 y el 

complejo de Mn
III

 tiene constantes de velocidad extrapoladas a pH neutro entre 2 y 12 x 10
8
 M

-1
 

s
-1

 con un comportamiento ácido base congruente con la ionización de las moléculas axiales de 

agua presentes en el complejo. La reacción entre CO3·
–
 y el complejo de Mn

II
 tiene constantes de 

velocidad a pH = 10.4 entre 1 y 5 x 10
9
 M

-1
 s

-1
. En ambos casos el CO3·

–
 produce oxidaciones 

por un electrón.  

Los complejos de O=Mn
IV

 se reducen en forma rápida con ascorbato o urato hasta Mn
III

 en 

presencia de oxígeno y, con bajas concentraciones de O2, la reducción puede llegar hasta Mn
II
 si 

los reductores son flavoenzimas reducidas, entre ellas succinato deshidrogenasa y NADH 

deshidrogenasa de la cadena mitocondrial de transporte de electrones. Estas reacciones de 

reducción completan dos posibles ciclos para catalizar la reducción de ONOO
–
 o CO3·

–
 con una 

eficiencia suficiente para proteger blancos biológicos en concentraciones micromolares de 

MnPorfirinas. 

Se presentan resultados de uso del ciclo catalítico Mn
III

/Mn
IV

 con urato como reductor en la 

protección de LDL in vitro y del ciclo catalítico Mn
II
/Mn

IV
 con succinato/succinato 

deshidrogenasa como reductor para proteger actividades enzimáticas de partículas 

submitocondriales in vitro.  

Los resultados obtenidos indican que la interacción de MnPorfirinas con reductores 

biológicos y en particular con flavoenzimas mitocondriales podría explicar en parte la 

actividad protectora de estos compuestos en diversos modelos de patología vinculada con 

estrés oxidativo y disfunción mitocondrial 
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Abstract 

We have characterized the reaction kinetics of a series of water-soluble manganese porphyrins 

(MnPorphyrins) toward peroxynitrite (ONOO
–
) y carbonate radical (CO3·

–
). The reaction 

between ONOO
–
 and the Mn

III
 complexes has rate constants in the range of 10

5
 - 10

7
 M

-1
 s

-1
 at 

37 ºC with a sigmoid pH dependence, apparent pKas close to those of ONOOH/ONOO
–
 and 

maxima at alkaline pH. The reaction produces the O=Mn
IV

 complex plus ·NO2. 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
III

/Mn
II
 couple, and the Brønsted acidity of 

the pyrrolic nitrogens or of the axial water molecules. The reaction of ONOO
–
 with the Mn

II
 

complex has rate constants <10
6
 M

-1
 s

-1
 at pH 7.4 and 37 ºC and produces stoichiometrically 

O=Mn
IV

 plus NO2
–
. The reaction of CO3·

–
 with the Mn

III
 complexes has rate constants 

(extrapolated to neutral pH) in the range of 2 to 12 x 10
8
 M

-1
 s

-1
 with an acid base behavior 

consistent with the ionization of the axial water molecules present in the complex. The reaction 

of CO3·
–
 with the Mn

II
 complexes has rate constants at pH = 10.4 in the range of 1 to 5 x 10

9
 M

-1
 

s
-1

. In both reactions CO3·
–
 produces one-electron oxidations.  

The O=Mn
IV

 complexes are rapidly reduced with ascorbate or urate to Mn
III

 in the presence 

of oxygen and, at low O2 concentrations, the reduction can go to Mn
II
 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
III

/Mn
IV

 cycle with urate as reductant in the 

protection of LDL in vitro, and of the catalytic Mn
II
/Mn

IV
 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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Prólogo 

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 epígrafe(1) demoró dos meses en curarse. 

Si bien es un ejemplo de ensayo clínico decimonónico digno de Pasteur inyectando virus o 

del Sr. Griffin de fama invisible, también podemos considerarlo el más antiguo de los 

antecedentes de esta tesis. Una búsqueda de causas y efectos entre las propiedades de una 

serie de compuestos y algunas de sus numerosas actividades biológicas documentadas, eso 

mismo es lo que hemos tratado de hacer en los años cubiertos por este trabajo. 

El éxito, como siempre en ciencia, ha sido limitado, creemos saber mucho más que al 

inicio del trabajo, es decir, creemos poder enumerar muchas más cosas que ignoramos aún. 

Antes de presentar el trabajo como tal me voy a permitir presentar a un malentendido 

que de forma casi fantasmal recorre el área de la bioquímica de porfirinas. Sospecho que 

fantasmas similares habitan en casi cualquier disciplina que convoque, como la bioquímica 

inorgánica, a especialistas de áreas 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 gastroenterología todas las porfirinas son muy parecidas. Podría aventurar que la 

situación contrapuesta también sucede y que ver la gastroenterología desde la química de 

coordinación requiere tener muy buena vista. Existen numerosos obstáculos metodológicos 

y lingüísticos, por mencionar sólo dos, que oscurecen la visión y hacen que el detalle se 

pierda en la lejanía. Así, para un científico tratar un modelo de colitis en ratas empleando 

porfirinas de manganeso (el ejemplo es sesgado), una porfirina puede resultar 
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prácticamente igual a otra, e incluso las puede poner en un amplio cajón donde caben todos 

los antioxidantes. A tal punto que al escribir su artículo(2) el nombre en clave del 

compuesto aparece mal desde el título, en ningún momento se menciona la fórmula y la 

única propiedad que aparece es la de “antioxidante”.  Este es un ejemplo extremo de 

descuido debido a la distancia, pero no es para nada el único. 

Es bastante común que desde lejos se trate a una colección de compuestos diversos 

como si fueran idénticos y, por supuesto, las porfirinas de manganeso no se salvan de esta 

distorsión. A finales de los años 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 años, la denominación que prevalece es la de “antioxidantes 

catalíticos”, que en todo caso refleja algo más de madurez dada su amplitud y flexibilidad. 

Pero también un sesgo disonante con una parte importantísima de la literatura sobre estos 

compuestos (ver la página 18). Esta distorsión por generalización consiste en considerar 

que cualquiera de la lista de “antioxidantes catalíticos” se comportará más o menos igual, 

por lo que da lo mismo cuál se use. 

Curiosamente, aunque esta distorsión erosiona la robustez de muchos trabajos, ha 

tenido al menos un resultado que valdrá la pena analizar en detalle más adelante y que se 

relaciona con los efectos benéficos inadvertidamente inesperados de un compuesto (ver la 

página 27). 

Para observar otra más de las caras fantasmales de este tipo de distorsión, 

propongamos una situación: un investigador supone que el trastorno A es causado en 

última 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 información hace imposible haber leído de 

primera mano todos los detalles acerca de las sustancia M y su interacción con X y la mala 

información se agudiza con la distancia antes mencionada. A menudo se confía 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 

está en un área del conocimiento y el especialista que la cita está en otra. Existe entonces el 

riesgo de que una hipótesis 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 hipótesis 

que extrapola una reacción in vitro a una condición 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 parecía un final feliz no sea otra cosa que una hipótesis basada 

en otra hipótesis que se transforma en un argumento circular. Se puede ver un ejemplo de 

esto en una referencia reciente(3), donde se usa una porfirina de hierro llamada 
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misteriosamente FP15 como inactivador de peroxinitrito específico y exclusivo, ignorando 

que tal compuesto puede estar involucrado y/o catalizar muchas otras reacciones incluso en 

condiciones de ausencia de oxígeno donde la formación de peroxinitrito se dificulta 

sobremanera(4). 

En una ocasión un colega se horrorizó de forma manifiesta al saber que las porfirinas 

se empleaban como catalizadores de oxidación. Durante un congreso internacional después 

de que John Groves presentara un trabajo sobre la inactivación de peroxinitrito por 

porfirinas metálicas(5) este colega preguntó en forma casi impertinente si eran las mismas 

porfirinas que catalizaban la oxidación de ADN, en referencia a un trabajo anterior de 

Groves(6). Sí, eran las mismas porfirinas, e incluso podría pensarse que era grosso modo la 

misma reacción: reducción de peroxinitrito por una molécula catalizada por porfirinas de 

manganeso. Lo que este colega soslayó en la distancia que va desde su área de especialidad 

hasta la cinética química, es que las reacciones beneficiosas o contraproducentes sólo 

existen en la opinión del experimentador. Para un oxidante, un antioxidante, un blanco 

crítico o un catalizador que medie entre ellos sólo habrá cinética y termodinámica, la 

conveniencia o inconveniencia de las reacciones no cuentan en ese ámbito. 

A riesgo de que el lector se canse de mi forma de pontificar necesito expresar estas 

opiniones aquí 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, diseñados 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 

acelerarán todas las reacciones para las cuales las condiciones sean favorables. No han 

pasado por el fino tamiz de la evolución, capaz de seleccionar la exquisita especificidad de 

tantas reacciones bioquímicas. Acaso poco más de una década en un puñado de 

laboratorios no puede hacernos esperar especificidad, en este caso y por el momento tal vez 

lo más razonable sea acumular conocimientos y procurar tendencias y correlaciones, más 

que salir a la búsqueda del gran antioxidante catalítico. 

Finalmente, como advertencia para el lector, dejaré de escribir en singular y de aquí 

en adelante usaremos el plural en primera persona, para mencionar en todo momento que si 

bien hay un solo autor que firmará este trabajo de tesis, lo que aquí se presenta siempre se 

hizo en equipo, con la participación de colegas y amigos en las fases de diseño, 

experimentación e interpretación de resultados. 
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Introducción 

Química y bioquímica de porfirinas de manganeso 

Preámbulo en la química de porfirinas 

Parece un poco injusto el tratamiento que la bioquímica actual le da a Jacques-Louis Soret. 

En tanto que podemos revisar los textos más populares de bioquímica universitaria y 

encontrar menciones a la banda de Soret es muy difícil encontrar en dichos textos (y en 

casi cualquier otro) tan siquiera uno que mencione el nombre y nacionalidad de este señor. 

Jacques-Louis Soret nació en Ginebra en 1827 y trabajó como químico en la universidad 

local, además de dar su nombre a la característica más notable del espectro de las 

porfirinas, fue codescubridor del holmio y quien propuso que O3 era la fórmula molecular 

del ozono. Su trabajo sobre porfirinas(7) consistió en ubicar el máximo de absorción de la 

hemoglobina sanguínea con los instrumentos de la época, por ejemplo, lo ubicó entre las 

bandas G (430.6 nm) y H (396.96 nm) del espectro solar, pero más cerca de ésta última y 

menciona que al agregar monóxido de carbono la banda se desplaza ligeramente hacia el 

rojo.  

Tras esta primera caracterización espectroscópica de un compuesto porfirínico 

siguieron trabajos dedicados a la síntesis del anillo porfirínico, 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 síntesis por la reacción de pirrol con aldehídos(8). Más adelante se 

caracterizaron mejor los espectros y las constantes de acidez de los macrociclos(9) y antes 

de la mitad del siglo pasado se emprenden caracterizaciones químicas y espectroscópica 

exhaustivas de complejos metal porfirina(10). 

Existen diversas vertientes en la justificación de los estudios sobre porfirinas 

metálicas, como la comprensión de estructura y función de hemoproteínas o de la clorofila 

y la fotosíntesis. No es nuestra intención extendernos más de la cuenta en una exposición 

minuciosa de los centenares de estudios acerca de las porfirinas y sus complejos metálicos. 

Parece importante, no obstante, mencionar el conjunto de estudios realizados entre otros 

por el grupo de Bernard Meunier en Toulouse, donde se estudian las características de las 

porfirinas como catalizadores en reacciones de oxidación, sea con interés biológico o 

sintético(11).  
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Catálisis de dismutación de superóxido 

En el origen mismo del área de bioquímica de especies reactivas del oxígeno está el 

superóxido. Antes de 1969 había varios informes de producción biológica de radicales 

libres entre los cuales el superóxido es central. Incluso en lugares remotos y exóticos como 

Uruguay(12) se proponía la producción enzimática de superóxido como una reacción 

normal. No obstante, apenas en 1969 con la publicación del artículo de McCord y 

Fridovich(13) comenzó el proceso de aceptación de los radicales libres y especies reactivas 

de oxígeno (ERO) como especies presentes dentro de la fisiología normal. El superóxido 

(O2·
–) es tan sólo la primera especie reactiva del oxígeno, no sólo históricamente sino 

también términos de causalidad de las demás. La formación de las demás ERO casi 

siempre está directa o indirectamente relacionada con la formación previa de superóxido. 

La formación de superóxido in vivo que fue tan resistida hace 40 años(14) aparece, en 

la visión del comienzo del siglo XXI, no sólo fácil sino inevitable. Además de la 

producción enzimática por la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa, se propone su 

generación por “fuga” de electrones hacia el oxígeno, por ejemplo en la cadena 

mitocondrial de transporte de electrones o en la sintasa de óxido nítrico desacoplada. 

Finalmente, el superóxido puede ser producto de la reducción monoelectrónica y no 

enzimática de oxígeno por parte de diversas sustancias principalmente exógenas que 

incluso pueden catalizar esta reacción mediante ciclos redox. 

Esta aparente imposibilidad de evitar la formación proviene del conocimiento de la 

existencia de una serie de enzimas llamadas superóxido dismutasas (SOD) cuya función 

principalísima es transformar el superóxido en oxígeno y peróxido de hidrógeno. Desde la 

primera evidencia presentada por Fridovich hasta la fecha se han encontrado al menos tres 

orígenes evolutivos para proteínas con actividad SOD, en mamíferos dos de esos orígenes 

han dado lugar las enzimas que contienen cobre y cinc (citosólica y extracelular) y las que 

contienen manganeso (de la matriz mitocondrial). 

A pesar de sus grandes diferencias estructurales y evolutivas, las SOD tienen en 

común el mecanismo de acción que se puede resumir como una reacción ping-pong donde 

el superóxido es el sustrato de los dos pasos: 

SOD oxidada + O2·
– → SOD reducida + O2  

SOD reducida + O2·
– + 2 H+→ SOD oxidada + H2O2 

Donde SOD oxidada se refiere a la que contiene CuII o MnIII y SOD reducida a la que 

contiene CuI o MnII.  

El primer artículo que encuentra que algunas porfirinas de manganeso catalizan la 

dismutación de superóxido data de 1981(15), 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(16) publicó experimentos de radiólisis de pulso donde se caracteriza la  reacción 

a través de la desaparición de superóxido. En ambos trabajos se utilizó el complejo MnTM-

4-PyP (ver la Figura 1)* y la velocidad medida de dismutación de superóxido se interpretó 

como una constante para la dismutación del orden de 107 M–1 s–1.  

Al medir la velocidad de desaparición de superóxido, ya sea por competencia o en 

forma directa, ambos grupos estaban evaluando una constante global para la dismutación 

catalítica para la cual, con base en la reacción enzimática, se proponía un mecanismo ping-

pong como sigue: 

 MnIIITM-4-PyP + O2·
– → MnIITM-4-PyP + O2   (1) 

 MnIITM-4-PyP + O2·
– + 2H+ → MnIIITM-4-PyP + H2O2 (2) 

Una exploración más detallada de la 

secuencia de reacciones, nuevamente mediante 

radiólisis de pulso(17), permitió determinar que 

la reacción (1) limita la velocidad del ciclo, 

mientras que la reacción (2) es tan rápida como 

la reacción de la SOD con superóxido 

(aproximadamente 109 M-1 s-1). Esta 

información será central en el  desarrollo 

posterior de los compuestos.  

Fue en esta época, en la segunda mitad de 

los años 80 que aparecieron en la literatura 

científica términos como “SOD mimic” o “SOD 

mimetic” (éste último particularmente 

inapropiado) para denominar a compuestos que 

catalizan la dismutación de superóxido en 

forma similar a la enzima. Las porfirinas de 

manganeso eran a fines de dicha década sólo una de las varias familias de compuestos con 

esa capacidad. 

En 1994(18), uno de los artículos acerca de estos compuestos que modelan la 

reactividad de la SOD fue un paso más allá y su importancia es crucial para el desarrollo de 

este trabajo, así que nos detendremos en él por algunos párrafos. La idea de una molécula 

que “imite” o, mejor dicho, modele la reactividad de la SOD simplemente porque puede 

catalizar la dismutación de superóxido es bastante limitada. Si bien la reacción catalizada 

por la SOD es aparentemente sencilla, la función redox de esta enzima separa, de acuerdo 

con la hipótesis de McCord y Fridovich, los organismos anaeróbicos estrictos de aquellos 

                                                                 
* Los nombres completos y la estructura de las porfirinas se detallan en el Apéndice I  
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Figura 1. Estructura de MnTM-4-PyP  

Fue la primera porfirina en que se estudió la 

actividad SOD. 
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que pueden soportar concentraciones apreciables de oxígeno(19), por lo tanto cabe esperar 

varios requisitos adicionales de especificidad y estabilidad para que un compuesto pueda 

funcionar como la enzima.  

El artículo de 1994 recoge ese reto, para ser un modelo de la enzima SOD, un 

compuesto debe permitir que un organismo anaeróbico estricto crezca en una atmósfera 

con oxígeno de manera similar a un organismo aeróbico. 

Los resultados de ese artículo son, cuando menos, sorprendentes. Faulkner, Liochev y 

Fridovich usan cinco porfirinas de manganeso, para dos de ellas logran medir constantes de 

catálisis modestas (MnTM-4-PyP es la mejor con una constante corregida* de 3.8 x106 M–1 

s–1 (4,20)), otras dos no tienen actividad y la quinta (MnTCPP) interfiere con el ensayo de 

actividad de competencia con citocromo c(FeIII). 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 oxígeno. 

Este artículo constituye el punto de partida para el estudio bioquímico de las porfirinas 

de manganeso. Las razones son varias: 

 Plantea la posibilidad de realizar la reacción “lenta” de la dismutación (reacción 

1) con otros reductores en lugar de superóxido, de forma que el O2·
– se 

transforma completamente en H2O2 y así supera la limitación catalítica de los 

compuestos. 

 Encuentra varios reductores intracelulares posibles: reductores químicos como 

glutatión y reductores enzimáticos que emplean NADPH, cualquiera de ellos más 

abundante que el superóxido. 

 Indica por primera vez que el estado de oxidación predominante in vivo es 

Mn(II), al menos para MnTM-4-PyP. 

 Retira parcialmente el énfasis de la búsqueda de la eficiencia catalítica y lo 

coloca en la interacción con biomoléculas en un entorno intracelular con sus 

particulares características de abundancia de reductores y baja concentración de 

O2. 

A partir de los dos compuestos usados en bacterias en este artículo (MnTCPP y MnTM-4-

PyP) se generaron en los siguientes 10 años dos líneas de investigación bastante bien 

definidas sobre porfirinas de manganeso y estrés oxidativo.  

La primera línea, que tiene entre sus autores más importantes a Brian Day y John 

Crapo ha puesto más 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 revisión actualizada de estos estudios(21)).  

La otra línea, liderada desde el laboratorio de Irwin Fridovich por Ines Batinić-

Haberle se ha dedicado a innovar en la síntesis de compuestos catiónicos similares al 

MnTM-4-PyP pero con mayor actividad catalítica(22-25), a tratar de comprender las 

                                                                 
* Los autores cometieron un error al utilizar una constante de velocidad inadecuada para  la reacción de 

cit c3+ con O2·
–, los valores corregidos se publicaron posteriormente. 
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propiedades fisicoquímicas que afectan la catálisis(4,20,26) y más recientemente a probar 

dichos compuestos en modelos de patologías asociadas con el estrés oxidativo(27-30).  

Entre ambas líneas de investigación existe cierta separación, pero es más perceptible 

la separación que existe entre la caracterización cinética de los catalizadores y su 

utilización en modelos biológicos. No es evidente que haya una preferencia por parte de los 

investigadores para escoger los compuestos con mayor eficiencia catalítica, por ejemplo, en 

un sistema de ratones nulicigotos para la SOD mitocondrial, se emplea MnTCPP(31) sin 

considerar que es de los compuestos más lentos para catalizar la dismutación.  

Por otra parte, el éxito que se ha logrado en numerosos estudios de protección frente a 

estrés oxidativo con porfirinas que tienen una limitada actividad SOD lleva a pensar que la 

catálisis de la dismutación de superóxido no es el único ni el principal mecanismo de 

protección. 

Algunos detalles de las porfirinas aquí empleadas 

La búsqueda de mayor actividad SOD llevó 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 optimización de la actividad SOD consistió en utilizar sustituyentes 

metilpiridinio con el nitrógeno piridínico en posición orto a la sustitución con lo que se 

obtiene un aumento de 160 mV en el potencial redox del par MnII/MnIII y un aumento de 

un orden de magnitud en la velocidad de dismutación de superóxido(20). La búsqueda de 

correlaciones de la actividad SOD se extendió a potenciales redox y otros parámetros 

fisicoquímicos y la idea subyacente era que una porfirina con un potencial redox similar al 

de la SOD tendría una actividad máxima (4). La búsqueda ha continuado modificando la 

longitud de las cadenas sustituyentes de alquilpiridinio también para modificar el potencial 

redox (24), posteriormente incluyendo cadenas más polares que las de alquilo utilizadas 

originalmente y grupos alquilimidazolio (simétricos) en lugar de los 2-alquilpiridinio 

(asimétricos) lo que evita la necesidad de separación de isómeros (22). Se han encontrado 

excelentes constantes de velocidad de dismutación de superóxido pero también se ha 

observado que al aumentar el potencial redox disminuye la estabilidad del complejo(32). 

También se ha encontrado que hay otros factores que afectan la constante de dismutación 

de superóxido. Nuestro trabajo incluye la reacción de las porfirinas de manganeso con otras 

especies reactivas de oxígeno más oxidantes que el superóxido, por lo que el estado de 

oxidación MnIV también debe considerarse. En la Figura 2 se presentan un esquema con 

algunos potenciales redox de porfirinas representativas, junto con potenciales de 

superóxido, SOD, peroxinitrito y radical carbonato. En el apéndice se presenta una lista 

más completa para los pares redox MnII/MnIII.  

 



Introducción 23 

 

23 

0.420.31 1.8

0.970.22 1.2

1.6-1.7-0.33

O -
2

.

O2

Cu
(SOD)

II

Cu
(SOD)

I HCO -
3

CO -
3

.Mn
(SOD)

III

Mn
(TM-2-PyP)

III Mn
(TM-2-PyP)

V

Mn
(SOD)

II

Mn
(TM-2-PyP)

II Mn
(TM-2-PyP)

III

ONOO-

.NO2

Mn
(TM-2-PyP)

IV

Mn
(TM-2-PyP)

III

E (V/NHE)

O2

Mn
(TSPP)

III

Mn
(TSPP)

II

0.94

H2O2

O -
2

.

-0.16

 

Figura 2. Potenciales redox para algunas porfirinas de manganeso, especies reactivas de 

oxígeno y superóxido dismutasas. 

Los potenciales redox se obtuvieron de la literatura para ONOO¯(33), MnPorfirinas (4,34,35), SOD y 

O2·¯
(36) y CO3·¯

(37). 

¿Quién necesita SOD? 

La idea de “suplir” con fármacos dotados de actividad SOD implica situaciones de carencia 

o deficiencia. La implicación podría simplificarse de la siguiente manera: el superóxido es 

el precursor de las especies reactivas del oxígeno, entonces si se aumenta la actividad SOD 

podremos evitar al menos una parte del consecuente estrés oxidativo. Una pregunta que 

podríamos hacer es ¿cuánto debemos aumentar? Dado que la SOD es abundante y eficiente 

resulta difícil pensar en una suplementación eficiente. Si usamos la más eficiente de las 

porfirinas de manganeso conocida hasta la fecha, (MnTDTEG-2-ImP5+,
 
kcat = 3.5 x 108 M-

1s-1 (38)) habría que lograr concentraciones cercanas a 100 µM en citoplasma y/o 

mitocondria para lograr algún 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 (18). Otro 

caso donde la deficiencia se puede rescatar en parte con porfirinas de manganeso es el de 

ratones nulicigotos para SOD mitocondrial(39) 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 sobreexpresión de CuZnSOD citosólica en mamíferos(40) se 

observan algunos casos de mejor resistencia al estrés oxidativo agudo(41), no obstante el 

resultado observado de aumento de la longevidad en insectos (42) no se reprodujo en 

ratones, incluso con los mayores índices de sobreexpresión se observa una pequeña 

disminución de la supervivencia(43). En el caso de la MnSOD mitocondrial, la 
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sobreexpresión genera protección nuevamente en modelos de estrés oxidativo agudo y la 

sobreexpresión diferencial en pulmones produce una protección marginal contra la 

toxicidad del oxígeno hiperbárico (44). Finalmente, la sobreexpresión de la SOD 

extracelular ocasiona un marcado aumento en la toxicidad del oxígeno hiperbárico (45) y 

también afecta el aprendizaje a largo plazo en ratones (46)).  

Entonces, una actividad SOD aumentada extracelular, citosólica o mitocondrial puede 

mejorar situaciones donde el estrés oxidativo aumenta súbitamente, pero no siempre. En 

algunos casos, dicho aumento produce efectos nocivos que no son fácilmente previsibles.  

Farmacología de porfirinas de manganeso 

Hemos dicho que diversas porfirinas de manganeso han resultado útiles para aliviar 

diversos efectos nocivos relacionados con estrés oxidativo, en las Tablas 1-3 aparece un 

resumen de referencias, basado en la revisión publicada por Brian Day en Drug Discovery 

Today(21). Tengamos en cuenta esta visión 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    

Peróxido de hidrógeno Fibroblastos MnTCPP (47) 

Privación de oxígeno y/o glucosa Neuronas MnTCPP (48) 

MnTE-2-PyP  

MnTDE-1,3-IP (28) 

MnOBTCPP (49) 

Citotoxicidad mediada por neutrófilos Linfocitos MnTCPP (50) 

Paraquat Epitelial MnOBTCPP (49) 

SOD2 KO Neuronas MnTCPP (51) 

  MnTE-2-PyP  

Apoptosis    

Activación del receptor de los linfocitos T Linfocitos MnTCPP (52) 

Tensión cíclica Miocitos MnTM-4-PyP (53) 

MPP Neuronas MnTCPP (54) 

Óxido de estireno Neuronas MnTCPP (55) 
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Tabla 2 Porfirinas de manganeso utilizadas para bloquear el estrés oxidativo en modelos ex 

vivo 

Sistema modelo Órgano y/o tejido Complejos usados Refs 

Hipertrofia cardiaca  Corazón aislado MnTM-4-PyP  (56)  

Endotoxina Macrófagos peritoneales MnTCPP  (57) 

Disfunción vascular ApoE KO  MnTCPP  (58) 

Lesión por compresión  Cartílago MnTE-4-PyP  (59) 

Peroxidación lipídica  Homogeneizado de cerebro MnOBTCPP  (49) 

  MnTDM-1,3-IP  (60) 

  MnTDE-1,3-IP  

  MnTDP-1,3-IP  

 LDL  MnTE-2-PyP  (61) 

  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 

Pulmón    

Fibrosis por bleomicina Ratón MnTCPP  (62) 

Fibrosis por radiación  Rata  MnTE-2-PyP  (27) 

Lesión por humo de tabaco Rata  MnTDE-1,3-IP  (63) 

Asma inducida por antígeno Ratón  MnTE-2-PyP  (64) 

Lesión inducida por hemorragia Ratón KO SOD3 MnTDE-1,3-IP  (65) 

Displasia broncopulmonar Babuino MnTE-2-PyP  (66) 

Cardiovascular    

Tolerancia al nitrato Rata  MnTCPP (67) 

Sistema nervioso central    

Lesión por kainato Ratón KO SOD2  MnTCPP  (68) 

Vasoconstricción cerebral Ratón tg proteína amiloide MnTCPP (69) 

 Rata  MnTCPP (70) 

Vasoconstricción cerebral por péptidos A- Ratón  MnTCPP  (71) 

Lesión de médula espinal Rata  MnTCPP (72) 

Isquemia–reperfusión  Rata  MnTE-2-PyP (73) 

 Ratón  MnTDE-1,3-IP (28) 

Pérdida auditiva por meningitis Rata  MnTCPP (74) 

Supervivencia en modelo de ELA  Ratón mutante hSOD G93A MnTDE-1,3-IP (75,76) 

Hígado    

Lesión por acetaminofén Ratón  MnTCPP (77) 

Lesión inducida por Fas Ratón  MnTCPP (78) 

Isquemia–reperfusión Rata  MnTDE-1,3-IP (79) 

Digestivo    

Colitis inducida por ácido acético Rata  AEOL11201 (2) 

Renal    

Endotoxina Ratón  MnTE-2-PyP (80) 

Endócrino    

Diabetes Ratón MnTE-2-PyP (30) 

Inmunitario    

Infección por virus de coriomeningitis 

linfocítica 

Ratón MnTCPP (81) 

Multiorgánico    

Sepsis por ligación cecal Rata MnTE-2-PyP (82) 
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La inesperada eficiencia de MnTCCP 

Si se observa en detalle el artículo ya discutido de Faulkner de 1994(18) y después se realiza 

una búsqueda bibliográfica 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 µM MnTCPP, dicha velocidad es aun la mitad que 

la lograda con 25 µM de MnTM-4-PyP.  

Por otra parte, en prácticamente todos los estudios donde se compara la reactividad de 

MnTCPP con la de otras porfirinas, se encuentra que es la más lenta para interceptar 

especies reactivas del oxígeno. La única excepción hasta el momento es la reacción con 

radical carbonato (CO3·
– (83)) pero esa reacción se publicó apenas en 2003 por lo que no 

podría explicar artículos que pueblan la literatura desde finales de los años 90. La elección 

de MnTCPP es entonces sorprendente en sí misma, pero también por sus resultados, la 

mayoría de los ejemplos de protección no son explicables en términos de dismutación de 

superóxido o de reducción de peroxinitrito, simplemente no hay suficiente porfirina como 

para interceptar a estas especies reactivas. No hay pues una explicación que vincule la 

reactividad química conocida de MnTCPP con su actividad biológica. Pero eso es sólo un 

fragmento de un panorama más amplio, es muy probable que la asignación de la actividad 

biológica de otras porfirinas de manganeso a la intercepción de superóxido, peroxinitrito, 

radical carbonato y otras especies reactivas del oxígeno sea sólo una asignación parcial.  

Nuestra opinión es que quedan por descubrir eslabones cruciales en el vínculo entre la 

reactividad y la actividad biológica de las MnPorfirinas y este trabajo intenta abordar ese 

problema inconcluso para, al menos, angostar la brecha. 

Para terminar este apartado, una confesión, como veremos más adelante (pág. 44), 

cuando comenzamos a estudiar porfirinas de manganeso en nuestro laboratorio, también 

comenzamos con MnTCPP. Nuestra elección fue hija de la facilidad para obtener este 

compuesto. 

Un modelo de aplicación exitosa 

Quizá el ejemplo extremo de utilización de porfirinas de manganeso en una patología es la 

intervención en el modelo murino de esclerosis lateral amiotrófica (ELA). Resulta extremo 

en varios aspectos. En primer término, dicho modelo trata de imitar una fracción 

pequeñísima de los casos de ELA, la llamada variante hereditaria que expresa una proteína 

mutante de SOD (G93A). En segundo lugar porque hay evidencia de que la patología de la 

ELA es concomitante con la sobreproducción 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(84) lo que hace sospechar una disminución del 

superóxido 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 superóxido y 

peroxinitrito. En un estudio publicado en 2003(85) se informa que los ratones tratados con 

FeTCPP desde el momento de la aparición de los síntomas sobreviven en promedio 9 días 

más (54%) que los no tratados. Este resultado va acompañado de mejoras en el desempeño 

motor de los ratones y en disminución de índices de oxidación como el contenido de 

carbonilos proteicos y la formación de proteínas modificadas por malondialdehído. En un 

trabajo más reciente(75), el uso de AEOL 10150 (MnTDE-1,3-IP) permite aumentar la 

supervivencia casi 200% al mismo tiempo que disminuye tanto los marcadores 

bioquímicos de oxidación como las evidencias de deterioro tisular. A modo de 

comparación, las constantes catalíticas de dismutación de superóxido son 2 x 106 M-1 s-1 

para FeTCPP y 6.8 x 107 M-1 s-1 para MnTDE-1,3-IP. 

La interpretación de datos como estos da para pensar que puede haber una multitud de 

efectos en juego sólo algunos de los cuales se relacionan con la capacidad de las porfirinas 

como antioxidantes catalíticos, no obstante lo cual la compañía farmacéutica que posee la 

patente de MnTDE-1,3-IP ha comenzado un ensayo clínico en Fase I en pacientes con ELA 

(http://www.rideforlife.com/archives/001295.html).  

Búsqueda de relaciones causales entre la reactividad y la actividad biológica 

En un artículo reciente(86) se intenta sustentar la hipótesis de que algunas porfirinas de 

manganeso resultan benéficas debido a su actividad SOD. El diseño experimental es 

sumamente interesante, veámoslo en resumen. Uno de los grupos de investigación había 

encontrado que ratones que sobreexpresan MnSOD resisten mejor un modelo de 

carcinogénesis cutánea en dos etapas. El 78% de los ratones no transgénicos padecieron 

papilomas (en promedio 2.1 por ratón) mientras que 50% de los ratones que sobreexpresan 

MnSOD (aproximadamente 200% de actividad) padecieron menos papilomas (en promedio 

0.75 papilomas por ratón)(87). De manera sorprendente, la subexpresión de MnSOD 

(aproximadamente 50% de la actividad) no afecta la incidencia de papilomas(88).  

Ante esta aparente contradicción, la observación más detallada revela que las células 

de la piel sometidas al tratamiento de carcinogénesis en dos etapas tienen una fase de 

apoptosis con un máximo alrededor de las 6 horas después de aplicación del promotor 

tumoral y una fase de mitosis que comienza después de las 12 horas de la aplicación. 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 proliferación. 

Sin embargo, la diferencia temporal entre las dos fases permite la intervención con 

actividad SOD exógena en forma de aplicación de MnTE-2-PyP tópico después de la 

apoptosis pero antes de que comience la mitosis. 

Efectivamente, la intervención produce resultados diferentes si la aplicación de 

MnTE-2-PyP se realiza 30 minutos antes de la promoción tumoral (disminución de 20% en 

http://www.rideforlife.com/archives/001295.html
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la incidencia y de 50% en el promedio de papilomas por ratón) respecto a la aplicación 12 

horas después de la promoción tumoral (disminución de 51% en la incidencia y de 80% en 

el promedio de papilomas por ratón). 

Este interesantísimo experimento no necesariamente demuestra que la actividad SOD 

de MnTE-2-PyP es la responsable del efecto, pero la compensación 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 sobreproducción de superóxido. 

b) Este efecto se aprecia en la mitocondria, dado que la actividad SOD citosólica es 

constante en este modelo. 

¿Cómo disecar mejor la conclusión a? Sería necesario contar con una porfirina que 

difiriera de MnTE-2-PyP únicamente en su actividad SOD y realizar de nuevo el 

experimento. Hemos visto en el prólogo que esperar ese tipo de especificidad en 

compuestos de bajo peso molecular es esperar demasiado. 

Tres visiones sobre la isquemia-reperfusión cerebral 

Mencionaremos tres artículos que consideramos importantes por sus conclusiones e 

implicaciones y que emplean modelos de isquemia-reperfusión cerebral y evalúan la 

eficacia de dos porfirinas de manganeso para aliviar el daño neurológico causado. En el 

primer artículo (73) se emplean ratas a las cuales se les obstruye la arteria cerebral media 

durante 90 minutos y se les dan 7 días de recuperación. Los animales se tratan con MnTE-

2-PyP intracerebroventricular en diferentes tiempos según el grupo de tratamiento, a saber: 

60 minutos antes de la isquemia o 5 minutos, 1.5, 6 o 12 horas después de la reperfusión. 

La administración de 300 ng de MnTE-2-PyP en el periodo comprendido entre 1 hora antes 

de la isquemia y 6 horas después de la reperfusión tiene efectos positivos. Se nota la 

reducción del tamaño del infarto y la protección de la aconitasa mitocondrial. Los autores 

también hacen experimentos con administración intravenosa de MnTE-2-PyP también con 

resultados auspiciosos pero los autores mencionan que las cinco cargas positivas de la 

porfirina de manganeso podrían interferir con la transferencia a través de la barrera 

hematoencefálica. La interpretación de los resultados del artículo se hace principalmente 

con base en la capacidad de dismutar el superóxido del complejo, aunque los parámetros 

bioquímicos estudiados no son necesariamente específicos de superóxido (oxidación de 

guanina, disminución de actividad aconitasa).  

Un punto digno de resaltar se refiere a actividad de enzimas mitocondriales. Los 

autores miden actividad aconitasa como marcador de superóxido y fumarasa como 

referencia. Como ya se había 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 administración de MnTE-2-PyP. La actividad fumarasa no cambia a las 4 

horas pero disminuye a las 10 horas post isquemia y notablemente, esta disminución tardía 
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se previene con la administración de  MnTE-2-PyP. Dado que la fumarasa no se inactiva 

fácilmente por oxidación los autores interpretan la disminución en esta actividad 

enzimática como indicio de disfunción mitocondrial generalizada y muerte celular. La 

protección con MnTE-2-PyP indicaría en este caso que hay mecanismos adicionales a la 

dismutación de superóxido.  

El segundo artículo(28) 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-reperfusión 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 observación de los efectos del tratamiento a la expresión de proteínas mediante 

electroforesis bidimensional y a un estudio del transporte de los compuestos desde el 

hemisferio donde se realiza la inyección al contralateral. Nuevamente se observa 

protección en forma de disminución del volumen de infarto, del déficit neurológico. El 

análisis proteómico no es demasiado específico ya que se limita a números de proteínas 

con expresión 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 

administración de MnTDE-1,3-IP es capaz de cambiar la expresión de proteínas por sí 

mismo, independientemente de la isquemia reperfusión. No es evidente que los cambios en 

la expresión proteica obedezcan a un mecanismo de regulación redox aunque sin duda se 

trata de una hipótesis plausible.  

El tercer artículo(89) se centra específicamente en la expresión de genes en cerebro de 

ratón después de isquemia reperfusión con y sin tratamiento con MnTDE-1,3-IP. Se 

emplea una metodología de microarreglos de genes para observar ARNc a las seis horas 

después de la isquemia reperfusión. Los resultados de este artículo son poco terminantes, a 

pesar de que en el título se menciona que el MnTDE-1,3-IP atenúa la espresión de genes 

inflamatorios se puede ver que sólo hay cambios significativos en la expresión 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 proteínas antioxidantes ni proteínas de 

respuesta al estrés por el tratamiento con MnTDE-1,3-IP. 

En conjunto, los tres artículos ponen de manifiesto varios aspectos de la intervención 

con porfirinas de manganeso en la isquemia reperfusión cerebral, podríamos resumirlos 

como: 

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

b) Hay protección de blancos (fumarasa) cuya inactivación no es directa por 

especies reactivas del oxígeno. 

c)  Hay cambios en la expresión de genes y proteínas sin que sean muy evidentes las 

relaciones ni el mecanismo de acción. 

d) Los efectos observados no necesariamente están vinculados con la dismutación 

de superóxido. 
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e)  Dos compuestos muy similares en reactividad así 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 administración  de porfirinas 

de manganeso para atenuar los efectos de la isquemia reperfusión(90), pero nos atrevemos a 

pronosticar que habrá pocos voluntarios para la intervención propuesta. 

Mejor un casco 

De vez en cuando resulta gratificante ver que se pueden publicar artículos en los que 

alguna molécula no tiene el maravilloso efecto esperado, dichos resultados llamados 

peyorativamente “negativos” son escasos en la literatura, aunque ciertamente no en la 

investigación científica. La tendencia de publicar principalmente los “éxitos” puede llegar 

a dificultar una interpretación global de (por ejemplo) la acción de un fármaco, donde los 

“fracasos” también son importantes. En un artículo reciente(91) se describe un modelo de 

traumatismo de cráneo sin fractura en ratones, su efecto sobre marcadores de motricidad 

(tiempo de permanencia en rotarod), lesión neuronal (tinción con Fluoro-Jade) e 

inactivación de aconitasa mitocondrial. Los ratones tratados con 3 o 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 hematoencefálica, pero no presentan experimentos para sustentar 

su interpretación. 

En resumen 

Para concluir esta sección nos gustaría hacer explícito que existen numerosos modelos de 

aplicación exitosa de porfirinas de manganeso, principalmente para la atenuación de los 

efectos nocivos en modelos de estrés oxidativo agudo. La mayoría de estos efectos se han 

atribuido a la actividad SOD, a alguna otra propiedad “antioxidante catalítica” y esta 

atribución suele hacerse de manera vaga y presurosa. Los efectos encontrados se 

corresponden poco o nada con la reactividad conocida de los compuestos y en 

contadísimos casos existe alguna comparación donde dicha reactividad sea la variable de 

comparación de resultados. Falta un vínculo, 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 acumulación de datos en el extremo de la 

reactividad. No debemos soslayar, sin embargo, que será prácticamente imposible 

encontrar una relación causa-efecto lineal para la influencia de una molécula con 

reactividad múltiple 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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Química y bioquímica (brevísimas) de peroxinitrito 

Nuestro equipo de investigación(92-95) y varios otros (96-99) han revisado los avances en el 

conocimiento de la química y la bioquímica del peroxinitrito desde su redescubrimiento 

dentro de la bioquímica en 1990(100). A raíz de la superabundancia de fuentes secundarias 

de información al respecto, haré aquí un resumen mínimo de las reacciones más 

importantes que determinan el destino y los efectos del peroxinitrito. 

Origen del peroxinitrito 

La vía de formación de peroxinitrito en que todos los investigadores concuerdan es la 

reacción de superóxido con óxido nítrico (·NO). Es una reacción muy rápida 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 1010 M-1 s-1 es el más 

adecuado(101).  

Hablamos ya acerca del superóxido (ver la página 19) así que aprovecharemos aquí 

para mencionar brevemente al óxido nítrico (·NO).  Este precursor fue descubierto por sus 

efectos y finalmente identificado a principios de los años 90. Existe una familia de enzimas 

llamadas sintasas de óxido nítrico que catalizan la oxidación de arginina para producir 

óxido nítrico y citrulina. Esta reacción es la principal responsable de la formación de ·NO 

in vivo y está cuidadosamente regulada dadas las funciones de este radical en la 

vasodilatación, la agregación plaquetaria, la neurotransmisión y la respuesta inmunitaria. 

La naturaleza de los dos reactivos que dan lugar al ONOO– (O2·
– y ·NO) difiere en 

cuanto a sus posibilidades de atravesar membranas lipídicas, de tal suerte que el superóxido 

está prácticamente recluido en su sitio de formación, mientras que el ·NO puede pasar de 

un compartimiento celular a otro sin mayor impedimento. La implicación es que el sitio de 

formación de ONOO– coincidirá en general con el sitio de formación de superóxido. 

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 situación no se parece demasiado a 

ninguna situación biológicamente relevante, dado que la “ausencia de blancos” es una 

situación artificial. No obstante, dado que es relevante para la planificación de 

experimentos, es necesario recordar que el peroxinitrito se protona con un pKa de 6.8 y el 

ácido conjugado (ONOOH) se descompone por homólisis del enlace O–O y produce los 
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radicales ·OH y NO2 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 reacción de homólisis (5 s-1 a 37ºC) indica que es 

suficiente rápida como para complicar el diseño 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 aquí en tres incisos, con la pertinente aclaración de 

que se hace referencia sólo a las reacciones directas del sistema peroxinitrito/peroxinitroso 

y no a reacciones ulteriores de productos de estas reacciones directas. 

Reacción con ácidos de Lewis 

El ONOO– es, por supuesto, una base de Lewis y reacciona con algunos ácidos de Lewis 

disponibles en sistemas biológicos. Entre ellos los más importantes son el dióxido de 

carbono y los iones hierro de hemoproteínas. La reacción de formación del aducto de 

Lewis en general produce la ruptura de enlace peróxido. 

La reacción con CO2 fue caracterizada cinéticamente en 1995(102) y sus productos se 

hicieron evidentes en 1999(103), a grandes rasgos, la reacción es moderadamente rápida (k = 

5.8 x 104 M-1 s-1(104)) y se propone que produce un aducto de vida corta que se descompone 

a radicales (CO3·
–  y ·NO2) en una jaula de disolvente, de los cuales un 35% se libera a la 

solución, mientras que el resto se recombina para dar CO2 y NO3
–.  

La reacción con CO2 se vuelve relevante dada la elevada concentración de CO2, 

resulta conveniente tener a esta reacción como una referencia cinética para comparar las 

demás vías de desaparición de peroxinitrito, sean vías fisiológicas o ayudadas por la 

presencia de inactivadores. Considerando una concentración de CO2 de 1.3 mM, la 

constante aparente de desaparición de ONOO– por causa del CO2 es aproximadamente 60 s-

1 a 37ºC y pH = 7.4, esto es unas 60 veces más rápido que la desaparición de ONOO– por 

protonación y homólisis. 

La reacción con el hierro de hemoproteínas es mucho más diversa, por la sencilla 

razón de que las hemoproteínas son muy diversas y no queremos aquí cometer la distorsión 

de la generalización. Un trabajo pionero caracterizó la reacción de ONOO– con diversas 

hemoperoxidasas en 1993(105) y encontró constantes de velocidad diferentes para diferentes 

proteínas. Desde entonces la reacción con hemoproteínas 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 hemoproteínas 

Hemoproteína k (M-1 s-1) condiciones Referencia 

Mieloperoxidasa 2 x 107 12ºC independiente de pH (105) 

Peroxidasa de rábano 3.2 x 106 25ºC independiente de pH (105) 

Lactoperoxidasa 3.3 x 105 25ºC, pH 7.4 (105) 

Citocromo c 2.3 x 105 25ºC independiente de pH (106) 

Metamioglobina 1.4 x 104 20ºC pH 7.4 (107) 

Oxihemoglobina 1 x 104 25ºC, pH 7.4 (108) 

Catalasa No detectable  (105) 

 

Las constantes de velocidad que aparecen en la Tabla 4 denotan la variabilidad de la 

reacción entre ONOO– y el grupo hemo, al menos respecto a la velocidad de la reacción. 

No se ve en la tabla, pero los productos de las reacciones también son diferentes, 

mieloperoxidasa, lactoperoxidasa y citocromo c (FeII) se oxidan por un electrón y liberan 

dióxido de nitrógeno(105,106,109), la peroxidasa de rábano se oxida por dos electrones(105) y 

libera nitrito, mientras que oxihemoglobina y metamioglobina producen nitrato con(108) o 

sin(107) oxidación evidente del hierro. 

La eficiencia de las hemoproteínas como blancos de reacción del peroxinitrito es 

relativa. Si bien algunas constantes de velocidad son muy grandes, las proteínas están 

localizadas en compartimientos específicos, lo que transforma a sus reacciones con 

peroxinitrito en eventos de importancia local. 

Una de las consecuencias más estudiadas de la reacción de peroxinitrito con ácidos de 

Lewis es la reacción de nitración de tirosina y de aromáticos en general. Hablando 

estrictamente, la nitración NO es una reacción directa del peroxinitrito y el peroxinitrito 

NO nitra tirosina (directamente). Lo que sí puede observarse es la formación de 3-

nitrotirosina como consecuencia de la formación 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 formación previa de peroxinitrito.  
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La nitración de 

aromáticos precedida por 

peroxinitrito siempre implica 

la reacción entre el ONOO– y 

un ácido de Lewis (por 

ejemplo, H+, CO2 o 

MnIIIPorfirina) a consecuencia 

de la cual se forma un oxidante 

fuerte (Ox1: ·OH, CO3·
– o  O=MnIVPorfirina respectivamente) y ·NO2 de manera que la 

reacción proporciona los dos reactivos necesarios para la formación de nitroaromático. Es 

importante notar que la tirosina no tiene parte en la primera reacción y que la nitración es 

sólo una de las múltiples reacciones posibles entre los radicales formados y por ende la 

reacción tiene productos múltiples y rendimientos de difícil interpretación. En la Figura 3 

se presenta la secuencia de reacciones más simple que puede originar la formación de 

nitrotirosina. Es importante recalcar una vez más que el esquema presentado en la Figura 3 

no representa un esquema general y se han omitido múltiples reacciones adicionales. Este y 

otros aspectos de la nitración de tirosina y el posible involucramiento del ONOO– se 

abordan en detalle en una revisión reciente(110). 

Reacciones con el grupo tiol 

La primera reacción caracterizada entre ONOO– y una biomolécula fue la reacción con 

cisteína(111), durante varios años se consideró que los tioles intra y extracelulares eran los 

principales reductores del peroxinitrito formado in vivo. No obstante, las constantes de 

velocidad relativamente pequeñas (k < 104 M-1 s-1) para los tioles más abundantes como 

cisteína, glutatión o albúmina (Cys 34) hacían difícil esta consideración, sobre todo a la luz 

de la reacción con dióxido de carbono antes mencionada. Se podría pensar que durante 

todo el siglo pasado el peroxinitrito fue un oxidante biológico sin un mecanismo conocido 

de reducción in vivo, lo que explica en parte el gran impulso que tuvo el desarrollo de 

inactivadores sintéticos en los años 90 (esta tesis es un pequeño producto de dicho 

impulso).  

En el año 2000, meses antes del cambio de siglo se publica por primera vez un 

mecanismo enzimático de reducción para el peroxinitrito: al menos(112)  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 reacción con peroxinitrito, hasta el momento las que 

están publicadas aparecen en la Tabla 5.  

Figura 3. Esquema de la reacción de nitración de tirosina 
Si la nitración está precedida por ONOO– el primer oxidante Ox1 

es normalmente el producto de la reacción de ONOO– con algunos 

ácidos de Lewis (AL, por ejemplo, H+, CO2 o MnIIIPorfirina) 
seguida por la homólisis del aducto para dar un oxidante fuerte 

(Ox1 = ·OH, CO3·
– o  O=MnIVPorfirina, respectivamente). El 

radical tirosilo (A) formado puede a su vez reaccionar con el ·NO2 
que es el otro radical formado en la homólisis para formar 3-

nitrotirosina (B). 
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Tabla 5 Constantes de velocidad de reacción de peroxirredoxinas con peroxinitrito 

Peroxirredoxina Especie k (M-1 s-1) Referencia 

AhpC S. typhimurium  1.5 x 106 (112) 

AhpC M. tuberculosis  1.3 x 106 (112) 

AhpC H. pylori  1.2 x 106 (112) 

TPx M. tuberculosis  1.3 x 106 (113) 

TXNPx T. brucei  9 x 105 (114) 

TXNPx T. cruzi  7 x 105 (114) 

PRDX5 H. sapiens  7 x 107 (115) 

TPx1 P. falciparum  1 x 106 (116) 

cTPxI S. cerevisiae  5.3 x 106 (117) 

cTPxII S. cerevisiae  3.9 x 106 (117) 

La reacción de peroxinitrito con tioles (RSH) sucede aparentemente entre el ácido 

peroxinitroso y el tiolato(118): 

 ONOOH + RS– → NO2
– + RSO– + H+  

Debido a la selectividad de las especies ácido/base respecto a su reactividad, la reacción 

siempre es dependiente del pH y la constante de velocidad observada tiene un máximo a 

mitad de camino entre los pKa del peroxinitrito y el tiol. Por otra parte, la reactividad 

“intrínseca” o independiente del pH del grupo tiolato parece disminuir junto con su 

basicidad de Brønsted, de la misma manera que disminuye su potencial redox. Del trabajo 

de Trujillo y Radi(118) hemos extraído la parte sombreada de la Tabla 6, y con esos 

resultados especularemos un poco más acerca de esta reacción. Hemos agregado a la tabla 

las fracciones de ONOOH y RS– presentes a pH 7.4 (columnas 3 y 5) para calcular 

rápidamente la constante independiente del pH en la columna final. Además, agregamos 

cuatro datos(117-119) acerca de tioles de proteínas algunos de los cuales son especialmente 

reactivos. 
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Tabla 6 Constantes de velocidad de reacción de tioles con peroxinitrito y su relación con el 

pKa del tiol 

Tiol pH 
[ONOOH]  

[ONOOH]T 
pKa SH 

[RS–] 

[RSH ]T 

k2nd  

(M-1 s-1, 37ºC) 

k2nd pH indep 

(M-1 s-1, 37ºC) 

Cisteína etil éster 7.4 0.1368 6.6 0.8632 6830 5.78 x 104 

Cisteína metil éster 7.4 0.1368 6.7 0.8337 7120 6.24 x 104 

Penicilamina 7.4 0.1368 7.9 0.2403 6420 19.5 x 104 

Cisteína 7.4 0.1368 8.3 0.1118 4500 29.4 x 104 

Glutatión 7.4 0.1368 8.8 0.0383 1360 26 x 104 

Homocisteína  7.4 0.1368 8.9 0.0307 700 16.7 x 104 

N-Acetilcisteína 7.4 0.1368 9.5 0.0079 415 38.5 x 104 

Dihidrolipoato 7.4 0.1368 10.7 5.01x 10-4 250 365 x 104 

       HSA-SH 7.4 0.1368 8.3 0.1118 3800 24.8 x 104 

GAPDH 7.4 0.1368 7.5 0.44269 2.5 x 105* 413 x 104* 

AhpC 6.6 0.2847 5 0.99603 1.5 x 106** 529 x 104** 

cTPxI 7.4 0.1368 5.4 0.99099 7.4 x 105* 530 x 104* 

cTPxII 7.4 0.1368 6.3 0.92641 5.1 x 105* 390 x 104* 

* 25 ºC 

** T amb 

     
 

 

Entre los tioles de bajo peso molecular, e incluso con la albúmina (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 k2nd (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 concentración efectiva de RS- y esa varía con una 

pendiente de 1 (un orden de magnitud por unidad de pH). De manera que el factor de 

concentración tiene mayor influencia y hace que las constantes observadas a pH neutro 

para tiolatos más básicos sean menores ya que la diferencia pKaSH – pKaONOO–  es 

grande.  



38 Introducción 

 

5 6 7 8 9 10 11

10
4

10
5

10
6

Cys ME

Penicilamina
HSA-SH

HCy

N-AcCys

Dihidrolipoato
GAPDH

AhpC cTPxI

cTPxII

GSH
Cys

Cys EE

k
2
n
d
 (

in
d
e
p
 d

e
 p

H
)

pKa
SH

Figura 4. Constantes de velocidad de reacción de peroxinitrito con tioles de diferente pKa. 

 

Podemos pensar que si la ventaja evolutiva radica en una reacción rápida entre el 

tiolato y el ácido peroxinitroso para tener una peroxinitrito reductasa eficiente, la presión 

evolutiva seleccionará tioles cuya reactividad intrínseca sea independiente de la basicidad 

del tiolato y que a la vez se encuentren en concentración alta a pH neutro (es decir, tengan 

un pKaSH < 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 Brønsted como 

resulta evidente en la Figura 4. Aún no sabemos en qué propiedad electrónica consiste esa 

reactividad magnificada ante ONOOH y quizá valga la pena dedicarse a buscarla.  

Reacciones con selenoproteínas 

A raíz de la determinación de una elevada constante de velocidad para la reacción de un 

compuesto sintético llamado Ebselen con ONOO–(120) se inició la búsqueda de 

biomoléculas que también contuvieran selenio y que reaccionaran rápidamente con 

peroxinitrito. En términos cinéticos, la única biomolécula digna de mención es la glutatión 

peroxidasa cuya constante de velocidad es 8 x 106 M-1 s-1 a pH = 7.4 y 25ºC(121). Otros 
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compuestos con selenio y selenoproteínas se mencionan a menudo en relación con la 

protección frente a peroxinitrito, pero los datos que se presentan son de protección de 

blancos en reacciones complejas, por ejemplo, hidroxilación de benzoato y nitración de 

proteínas(122) u oxidación de dihidrorrodamina 123(123). Curiosamente, la cinética de la 

reacción entre selenocisteína y peroxinitrito no se ha caracterizado en la literatura. 

Regresando a la glutatión peroxidasa, además de reaccionar muy rápido con 

peroxinitrito en una reacción de dos electrones, la forma reducida de la enzima se recupera 

por la reacción con glutatión, de forma que la enzima puede funcionar con peroxinitrito 

como sustrato y podría constituir una defensa antioxidante catalítica, si no fuera por la 

concentración limitada de la proteína. 

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 37ºC cuando los datos disponibles están a otra temperatura. Dividimos los 

blancos de peroxinitrito en tres categorías,  

 los que redirigen hacia otro oxidante fuerte; 

 los que inactivan al peroxinititrito; 

 los que se pueden considerar blancos críticos o difíciles de reemplazar 
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Tabla 7 Patrones de reactividad del peroxinitrito con biomoléculas en términos de 

constantes de velocidad de reacción. 

 
Blanco 

k  

(M-1 s-1) 

Conc. 

(µM) 

kap (s
-1) 

(37ºC) 
Observación Resultado Ref 

R
E

D
IR

E
C

C
IÓ

N
 

CO2 4.6 x 104 1,300 60 ubicuo 
CO3·

– y ·NO2 (35%) 

CO2 y NO3
– (65%) 

(124) 

Mieloperoxidasa 4.6 x 107* 500 23,000 en neutrófilos 
Compuesto II de la 

peroxidasa 
(105) 

IN
A

C
T

IV
A

C
IÓ

N
 Hemoglobina 2.3 x 104* 5,000 115 sólo en eritrocitos 

Isomerización a 

nitrato 
(125) 

Glutatión 

peroxidasa 1.8 x 107* 2 36 
calculado para 

hepatocitos 

Reducción catalítica 

a nitrito 
(121) 

Peroxirredoxina 5 1.6 x 108* > 1  >160 ubicuo intracelular 
Reducción catalítica 

a nitrito 
(115) 

TXNPx 8 x 105 250 200 en tripanosomátidos Reducción a nitrito (114) 

Glutatión 1.4 x 103 5,000 7 ubicuo intracelular Reducción a nitrito (126) 

D
A

Ñ
O

 

Aconitasa 1.4 x 105 20 2.8 mitocondria Inactivación  (127) 

MnSOD 1 x 105 20 2.0 mitocondria Inactivación (128) 

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

 

Una comparación de los valores de kap, es decir, la constante de velocidad aparente de 

desaparición de ONOO– con esa concentración de blanco, permite observar que para 

blancos como la mieloperoxidasa la competencia es imposible, aunque se trata de un 

blanco de distribución restringida a algunos tipos celulares y sus alrededores. El dióxido 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 podrían llegar a evidenciar el daño causado por ONOO–, resulta claro que su 

reactividad es uno o dos órdenes de magnitud menor que la de los inactivadores y por ende 

se encuentran bien protegidas siempre y cuando los mecanismos de inactivación funcionen 

correctamente. 
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Inactivadores de peroxinitrito 

Dado que esta tesis se ocupa de la caracterización de una serie de inactivadores sintéticos 

de peroxinitrito es conveniente mencionar antes de terminar la introducción otras familias 

de moléculas que también se han caracterizado como inactivadores de peroxinitrito.  

Se han presentado en la literatura algunas porfirinas de hierro que podrían catalizar la 

isomerización de peroxinitrito para producir nitrato además de llevar a cabo un ciclo redox 

análogo al que se presenta en la Figura 8 (pág. 49), estos compuestos se han caracterizado 

cinéticamente(129) y aplicado en modelos de patología relacionada con el estrés 

oxidativo(130-132).  

Otro abordaje a la inactivación de peroxinitrito emplea un compuesto de selenio 

llamado Ebselen que ya hemos mencionado. Este compuesto reduce el peroxinitrito a 

nitrito y el ciclo catalítico se completa usando al glutatión como reductor. La reacción de 

este compuesto con peroxinitrito también se ha caracterizado cinéticamente(120) y también 

se ha empleado en modelos de patología(133-135). 

Dado el conocimiento actual sobre los inactivadores biológicos 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 diseño de 

tioles y ditioles capaces de reducir rápidamente al peroxinitrito. Para esto, no obstante, se 

hace imperativo comprender en términos electrónicos qué significa “especialmente 

reactivos”, como ya se mencionó en la página 38. 

Un enfoque alternativo consiste en el empleo de compuestos diseñados para 

interceptar los precursores del peroxinitrito, en esta categoría caben los modelos 

funcionales de SOD, entre los cuales los más exitosos contienen manganeso y diversos 

ligandos(136-138).  

Otra línea de pensamiento, ha consistido en sintetizar algunos compuestos con 

características de reductores biológicos, como coenzima Q o -tocoferol también con 

trifenilfosfonio. Este catión atraviesa fácilmente las membranas biológicas dado su carácter 

relativamente hidrófobo y se acumula a favor del potencial electroquímico en la matriz 

mitocondrial, lo cual dirigiría los antioxidantes hacia donde posiblemente son más 

necesarios(139-141). No se trata,  en este caso, de inactivadores de peroxinitrito ni de 

superóxido sino de antioxidantes en un sentido amplio, los resultados obtenidos en modelos 

animales son auspiciosos e incluso uno de los compuestos está en pruebas de fase II 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(142). La misma estrategia se ha empleado para sintetizar nitróxidos que 

contienen un grupo trifenilfosfonio que les facilitaría el acceso y la acumulación en la 

matriz mitocondrial(143,144) donde podrían realizar la dismutación de superóxido. 

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 catalítico hacia el interior de la célula(145), al interior de la 

mitocondria(146) o con el objetivo de asociarla a otra actividad catalítica antioxidante(147). 

Los resultados de los efectos en modelos de estrés oxidativo son aún muy preliminares.  

La lista completa de antioxidantes sintéticos y naturales caracterizados y 

marginalmente relacionados con el peroxinitrito es extensa y excede el ámbito de esta tesis.  
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Resultados 

Los resultados centrales de esta tesis se presentan en los trabajos publicados que se irán 

intercalando en el texto. El texto adicional de este capítulo los reúne con algunos resultados 

no publicados e hipótesis, y pretende, sobre todo, a dar un hilo conductor a la lectura de los 

artículos. 



44 Resultados 

 

Experimentos liminares y el trabajo 0 

Oxidación 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 años noventa, cuando quedaba 

mucho por explorar de la reactividad de peroxinitrito, así 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 estequiometría de la reacción de MnTCPP con ONOO– a pH 

alcalino para evitar la isomerización a nitrato. 

La estequiometría 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. La porfirina reacciona muy rápidamente con ONOO–  

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

estudiar sus propiedades ácido base. 

Independientemente del resultado erróneo que obtuvimos para la estequiometría, la 

posibilidad de observar la reacción entre ONOO– y MnTCPP, y sobre todo del producto de 

reacción fue un primer paso en la comprensión de dicha reacción. 
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Primeros intentos en la cinética 

Nuestro primer intento de acercarnos a la estequiometría fue fallido, poco dudará entonces 

el lector si le decimos que el primer abordaje de la cinética también fue un fracaso. Las 

razones de estos primeros experimentos erróneos son históricas, la costumbre en el 

laboratorio era hacer reaccionar al ONOO– con un blanco en exceso en condiciones de 

pseudo primer orden y seguir la reacción a 302 nm. Esas condiciones son muy difíciles 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 

pequeñas resulta difícil 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 más sencilla de estudiar las constantes de 

velocidad de MnPorfirinas con ONOO–, estaba ya publicada(105) y fue la que aplicamos 

posteriormente. 
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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. 
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Nitración de aromáticos 

El trabajo 0 que aparece como un anexo al final de la tesis incluye algunos de los datos de 

nitración de 4-hidroxifenilacetato (4-HPA) con MnTCPP. Dicha publicación fue incluida a 

pesar de ser previa al inicio de la tesis por la relevancia que tuvo la reacción de nitración en 

la generación de ideas acerca de la catálisis de la reducción de peroxinitrito. La idea de 

probar la nitración, provino de una nota al pie en un trabajo del grupo de Groves (6), donde 

se lee: 

Nitration was initiated by the addition of ONOO– or HSO5
– (0.5 – 1 mM) to a mixture of 

the metalloporphyrin (2.5 – 25 µM) and HPA (1 mM) in a 50 mM phosphate buffer (pH 

7.4). The NO2
– concentrations in the HSO5

– system were varied between 1 and 100 mM 

with MnTMPyP 10 µM, resulting in HPA–NO2 (8 – 60% yields). In the ONOO– system, 

yields of HPA–NO2 were between 30% and 60%, depending on the MnTMPyP 

concentration. 

Después de ver esos datos, abordamos la reacción de nitración con MnTCPP como 

catalizador y una parte de los resultados aparece en la figura 6 del trabajo 0. Hicimos 

también experimentos de nitración con otras MnPorfirinas que no se publicaron pero que 

pueden servir aquí como indicios para plantear la primera hipótesis de esta tesis. En la 

Figura 6 se muestran los resultados de nitración de 4-HPA con tres MnPorfirinas. 
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Figura 6. Rendimientos 

de nitración de 4-HPA con 

ONOO– catalizada por 

diferentes MnPorfirinas.  

Las condiciones 

experimentales fueron las 

siguientes: amortiguador 

fosfato 50 mM, temperatura 

ambiente, 4-HPA 5 mM, los 

rendimientos se calcularon a 

partir de la concentración 

inicial de ONOO–.  

 

MnPorfirina [ONOO–]0 pH   

MnTCPP* 0.79 mM 7.37  

MnTM-4-PyP  0.49 mM 7.46 

MnTM-2-PyP  0.48 mM 7.57 
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Se puede ver en la Figura 6 y su tabla anexa que los parámetros de los rendimientos de 

nitración son esencialmente iguales para los tres complejos, excepto en lo referente a C50, 

es decir, la concentración que causa el 50% del aumento en el rendimiento. Veremos más 

adelante que la disminución de C50 se relaciona con la reactividad del complejo frente a 

ONOO–.  

Por ese tiempo comenzábamos a encontrar ejemplos en nuestro laboratorio de que la 

afirmación de que el 4-HPA es un “buen modelo” para la reactividad de la tirosina no 

pasaba de ser una distorsión de la distancia (cfr. prólogo), además de constatar una y otra 

vez que la nitración por peroxinitrito es una reacción compleja y con resultados casi 

siempre difíciles de interpretar. Eso no obstó para que empleáramos nuestro nuevo sistema 

de catálisis de nitración a la tirosina, con un nuevo resultado sorprendente que se muestra 

en la Figura 7. 

 

 Resultados del ajuste hiperbólico a los datos de rendimiento:  

 MnPorfirina Rend0 (%) Rendmáx (%) C50   

 MnTCPP 9.6 ± 1.5 40 ± 4.7 10 ± 2.9  

 MnTM-4-PyP  8.6 ± 1.2 41 ± 1.8 0.67 ± 0.12 

 MnTM-2-PyP  9.3 ± 1.3 39 ± 1.7 0.42 ± 0.07 

* La gráfica completa para MnTCPP aparece como la Fig 6 del trabajo 0. 
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Resultados del ajuste hiperbólico a los datos de rendimiento:  

 MnPorfirina Rend0 (%) Rendmáx (%) C50   

 MnTM-2-PyP 10.7 ± 0.5 15.8 ± 1.4 2.3 ± 0.6  

 MnTM-3-PyP  10.7 ± 0.6 16.3 ± 0.9 0.69 ± 0.13 

 MnTM-4-PyP  10.7 ± 0.6 17.6 ± 0.9 0.78 ± 0.14 

 

 

Figura 7. Rendimientos de 

nitración de tirosina con 

ONOO– catalizada por 

diferentes MnPorfirinas  

Las condiciones experimentales 

fueron las siguientes: 

amortiguador fosfato 50 mM, 

temperatura ambiente, tirosina 

1 mM, [ONOO–]0 = 0.43 mM, 

pH 7.47. Los rendimientos se 

calcularon a partir de la 

concentración inicial de 

ONOO–.  

En este caso la tendencia antes observada para C50 se invierte, la porfirina más 

reactiva ante el ONOO– es la que tiene un C50 mayor, es decir, hay variables no 

consideradas entre el primer y el segundo experimento de nitración. No entra en los 

objetivos de esta tesis discutir en detalle la catálisis de la nitración de aromáticos, pero sí 

pretendemos dar pie a la presentación de la primera hipótesis de trabajo a partir de dicha 

catálisis.  

Dado que observamos tendencias en la nitración de 4-HPA que dependen 

marcadamente de la reactividad de la porfirina frente al ONOO– y tendencias de la 

nitración de aromáticos que dependen marcadamente de la identidad del blanco, podemos 

plantear la siguiente hipótesis: 

SE PUEDE CATALIZAR LA REDUCCIÓN DE PEROXINITRITO CON PORFIRINAS DE 

MANGANESO DE TAL SUERTE QUE LA VELOCIDAD GLOBAL DE LA REACCIÓN 

DEPENDERÁ DE LA VELOCIDAD DE OXIDACIÓN DE LA PORFIRINA Y DE LA 

VELOCIDAD DE OXIDACIÓN DEL SEGUNDO REDUCTOR. 

De esta hipótesis se desprende que para obtener un buen catalizador de la reducción 

de ONOO– es necesario evaluar tanto la velocidad de la reacción entre peroxinitrito y 
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MnPorfirina como la 

velocidad entre la 

porfirina oxidada y 

diferentes reductores, 

ya que esta segunda 

reacción es la que 

indicará la 

redirección de la 

oxidación por 

peroxinitrito. 

La hipótesis 

aparece en forma 

esquemática en la 

Figura 8. 

Primer intento por estudiar la catálisis 

A partir de nuestra primera hipótesis e ignorantes de la publicación del trabajo(148) nos 

dispusimos a estudiarla a finales de 1997, hacía falta elegir un reductor y la elección 

evidente en ese momento era glutatión por varias razones. Conocíamos bastante bien la 

cinética de su reacción con peroxinitrito, tiene fama de ser el reductor intracelular más 

abundante y resulta medianamente sencillo trabajar con él en soluciones amortiguadas a pH 

neutro. 

El primer diseño de catálisis intentaba detectar una aceleración en la reducción de 

ONOO– por GSH al aumentar la concentración de MnTCPP. Las condiciones de 

experimentales eran 37°C, pH = 7.4, [ONOO–]0 = 200 µM, [GSH]0 = 2.5 a 20 mM y 

[MnTCPP]0 = 0 a 2.8 µM. Ignorábamos por entonces los valores de las constantes de 

velocidad para las reacciones a y b de la Figura 8, pero las concentraciones elegidas 

parecían adecuadas para detectar a un buen catalizador. Los resultados de este experimento 

nunca se publicaron y aparecen en la Figura 9. 

MnIII

NO2
.

MnIV

O

O
N

O
O

-

RedHRed
.

b

a

 

Figura 8. Esquema de reacciones para la catálisis de reducción 

de peroxinitrito. 
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Se aprecia un muy tímido aumento en la constante observada por la inclusión de 

2.8 µM de MnTCPP. Flaco catalizador, aunque, como veremos más adelante, los 

resultados obtenidos son correctos. 
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Figura 9. Reacción 

de glutatión con 

ONOO– en ausencia 

y presencia de 

MnTCPP.  

pH = 7.4 y 37 °C;  

[ONOO–]0 = 200 µM.. 
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Trabajo 1. Un estudio más ordenado de la catálisis 

Ferrer-Sueta, G., I. Batinic-Haberle, I. Spasojevic, I. Fridovich and R. Radi (1999). “Catalytic scavenging 

of peroxynitrite by isomeric Mn(III) N- methylpyridylporphyrins in the presence of reductants.” Chem Res 

Toxicol 12(5): 442-9 

Thus, the scavenger should react with 

peroxynitrite faster than does CO2 and/or 

scavenge ONOOCO2
–
 as well. 

Hacia el final de 1997 comenzamos a colaborar con la Dra. Ines Batinić-Haberle quien no 

sólo nos proveyó de nuevas porfirinas, sino que fue un estímulo constante a la inventiva y 

el ansia de descubrimiento a través de su incesante correspondencia. Los primeros 

compuestos que envió, en diciembre de 1997 fueron tres isómeros de posición de 

MnTMPyP que son los compuestos centrales del Trabajo 1.  

El Trabajo 1 debe poder leerse en forma autónoma, así que aquí solo se incluirá un 

resumen general antes del trabajo mismo y algunos resultados que no aparecieron en la 

revista después. 

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 perfeccionó la técnica para 

estudiar la reacción entre MnPorfirina y ONOO– en exceso de este último y se eligieron 

cuatro reductores: ascorbato (para entonces ya sabíamos de su eficiencia(148)), glutatión 

(nuestro reductor intracelular favorito), ácido úrico (un importante reductor extracelular) y 

tirosina (para comprender mejor la catálisis de nitración que habíamos estudiado 

previamente). Intentamos también caracterizar un sistema de catálisis completa donde 

observar la desaparición del ONOO– en presencia de reductor y catalizador. Esto último 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 epígrafe, nuestro objetivo era caracterizar la cinética de 

inactivadores de peroxinitrito capaces de superar la velocidad de la reacción con dióxido  

de carbono y así redirigir la capacidad oxidante hacia las preferencias de reactividad de los 

complejos MnPorfirina oxidados. 
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TRABAJO 1 
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Resultados adicionales al trabajo 1 

La reacción a 

Encontramos constantes de velocidad para la reacción a entre 106 y 107 M-1 s-1 y el valor 

mayor corresponde al isómero MnTM-2-PyP que tiene las cargas positivas de los grupos 

metilpiridinio ubicadas en forma axial. En busca de una explicación 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 entalpía de activación es esencialmente igual para ambos 

isómeros, pero que la entalpía de activación difiere en aproximadamente 2 cal mol-1 K-1. 

De ahí concluimos que el factor de 5 veces más rápido para MnTM-2-PyP se debía a la 

facilitación electrostática proporcionada por las cargas positivas axiales. 

Las reacciones b 

La reducción de O=MnIVPorfirinas con los reductores escogidos muestra el orden 

ascorbato > urato >> glutatión ≈ tirosina que es congruente con el orden de dureza de los 

reductores y con sus potenciales redox de un electrón.  

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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Figura 10. Gráfico de 

Eyring del efecto de la 

temperatura sobre la 

constante de velocidad de la 

reacción a. 

Amortiguador pirofosfato 50 

mM, pH 8.5 

Parámetros de activación: 

MnTM-2-PyP 

H‡ = 11.12 ± 0.28 kcal mol-1 

S‡ = 9.7± 0.96 cal mol-1 K-1 

 

MnTM-4-PyP 

H‡ = 11.23 ± 0.22 kcal mol-1 

S‡ = 7.6 ± 0.74 cal mol-1 K-1 
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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 reacción b entre varios reductores y varias 

MnPorfirinas a 37°C y pH 7.4 ±  0.1. 

Complejo kb (M
-1 s-1) 

 Urato Ascorbato Tirosina Glutatión 

MnTM-2-PyP 1.22 ± 0.05 x 106 3.5 ± 0.1 x 107 4.94 ± 0.06 x 103 4.21 ± 0.11 x 104 

MnTM-3-PyP 1.42 ± 0.01 x 106 5.2 ± 0.1 x 107 4.83 ± 0.03 x 104 5.34 ± 0.08 x 104 

MnTM-4-PyP 1.53 ± 0.05 x 106 3.5 ± 0.1 x 107 6.54 ± 0.11 x 104 6.77 ± 0.18 x 104 

MnTE-2-PyP 8.83 ± 0.06 x 105 ND ND 4.4 ± 0.2 x 104 

MnTCPP 4.48 ± 0.10 x 105 ND ND 1.3 ± 0.06 x 104 

MnTSPP 1.60 ± 0.02 x 105 ND ND 1.2 ± 0.04 x 104 

ND: No determinado    

 

Curiosa e inesperadamente, los resultados presentados en esta tabla pueden explicar una 

tendencia observada previamente (ver la página 48). Habíamos visto que en la nitración de 

4-HPA, MnTM-4-PyP y MnTM-2-PyP catalizaban prácticamente igual, mientras que para 

la tirosina, la nitración tenía el mismo rendimiento, pero se necesitaban concentraciones 

mucho mayores de MnTM-2-PyP. Aquí vemos que la oxidación de tirosina por 

O=MnIVTM-2-PyP es unas 10 veces más lenta que con los otros isómeros y si bien no se 

determinó la constante de velocidad correspondiente a las reacciones con 4-HPA, las 

reducciones con los demás reductores (todos aniónicos al igual que el 4-HPA) es 

esencialmente igual para los tres isómeros. 

Aparte de esta explicación tardía pero bienvenida de la reactividad hay dos aspectos 

en la redirección 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 clásico, 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 hará que los reductores preferidos sean ahora los 

aniónicos y los más duros como se puede observar en la Tabla 8.  

Competencia cinética 

Como se manifiesta en el epígrafe de la página 51, buscábamos un reactivo capaz de 

competir con el dióxido de carbono en su reacción con peroxinitrito. En los números se 

puede observar que la constante de velocidad de MnTM-2-PyP es unas 300 veces mayor 
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que la de CO2, es decir, la MnPorfirina puede competir con una concentración 300 veces 

mayor de CO2. Cuando hicimos el experimento para observar la competencia pudimos ver 

que resultaba oxidada una fracción de MnPorfirina mayor que la calculada. Nuestra 

explicación de entonces era que una fracción del aducto ONOOCO2
– también se podía 

reducir con MnIIIPorfirina.  

Resulta curioso ver que un par de semanas antes de que el Trabajo 1 apareciera en la 

revista, nosotros mismos colaboramos en un artículo donde se relativiza la importancia del 

ONOOCO2
– y se identificaba directamente al CO3·

– como la especie reactiva derivada de la 

reacción de ONOO–  con CO2
(103). En realidad, el proceso de revisión y edición hizo que el 

orden de publicación se invirtiera respecto al de la generación de los resultados. Hecha esa 

salvedad, podemos establecer la siguiente hipótesis en términos actualizados: 

EL RADICAL CARBONATO ES OTRA ESPECIE REACTIVA QUE SE PUEDE 

INTERCEPTAR DE FORMA EFICIENTE CON MNPORFIRINAS. LA REACTIVIDAD 

DEL CO3·
–
 TAMBIÉN SE VERÁ ENTONCES DESVIADA MEDIANTE UN CICLO 

CATALÍTICO DE LA PORFIRINA. 
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Trabajo 2. Reducción de CO3·
– y correlaciones de 

reactividad 

Ferrer-Sueta, G., D. Vitturi, I. Batinic-Haberle, I. 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(II) porphyrins good 

scavengers of CO3·
– with reactivities well 

above those of biologically relevant targets 

Después del primer trabajo resultaba bastante evidente que necesitábamos evaluar la 

reactividad de las MnPorfirinas frente a CO3·
–, no obstante el trabajo con este radical 

presentaba un desafío metodológico importante ya que su fugaz existencia en solución 

acuosa sólo puede estudiarse directamente por fotólisis flash o por radiólisis de pulso. 

Hicimos los contactos pertinentes y viajamos a Jerusalén para intentar que la radiólisis de 

pulso nos permitiera ver las reacciones del CO3·
–. 

Aparece el MnII 

Desde el artículo de Faulkner (18) parecía obvio que las MnIIPorfirinas eran especies 

relevantes en bioquímica y por ende exigían ser estudiadas. Sin embargo, las 

MnIIPorfirinas reaccionan con el oxígeno disuelto lo que da lugar a una secuencia de 

reacciones compleja donde participan superóxido y peróxido de hidrógeno, además de, 

posiblemente las porfirinas de MnII, MnIII y MnIV (17,149). Estas reacciones exigen la 

exclusión estricta del oxígeno para estudiar a las MnIIPorfirinas. Nuestro primer abordaje 

del estudio de MnIIPorfirinas consistió en un sistema simple de desplazamiento del O2 por 

una corriente de He y reducción estequiométrica con ditionito, muy efectivo pero poco 

representativo de la reducción in vivo. La necesidad de excluir estrictamente el oxígeno 

limitó parcialmente las posibilidades de hacer experimentos, en particular limitó los 

experimentos de oxidación de MnIIPorfirinas a un único valor de pH. 
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Correlaciones y falta de correlaciones 

La dependencia del pH de la oxidación de MnIIIPorfirinas con CO3·
– nos impulsó a estudiar 

las propiedades ácido base de estos complejos metálicos, con la ventaja adicional de que 

estas propiedades (es decir, los pKa de las moléculas axiales de agua) permiten un punto de 

observación privilegiado de las propiedades electrónicas y el entorno del ion manganeso. 

Conocíamos desde mucho tiempo atrás que había una marcada variación espectral asociada 

con el cambio de pH (ver la página 44) y la aprovechamos para determinar las constantes 

de ionización de las moléculas axiales de agua. Así, aparte de poder interpretar las 

velocidades diferenciales con el pH de la reacción entre MnIIIPorfirinas y CO3·
–, los pKa 

axiales permitieron racionalizar una desviación observada algún tiempo atrás en 

correlaciones que vinculaban propiedades ácido base y electroquímicas de las porfirinas o 

sus complejos metálicos con tendencias de reactividad frente a superóxido(24). Las 

correlaciones encontradas en la figura 7 del trabajo 2 no son perfectas y podrían estar 

implicando factores adicionales a los considerados, pero permitieron descartar la 

explicación intuitiva del efecto estérico de sustituyentes mayores sobre las velocidades de 

reacción. El énfasis de la desviación observada para la actividad de dismutación de O2·
– se 

trasladó al microentorno hidrofóbico generado por sustituyentes alquilo en la vecindad del 

manganeso. Este énfasis ha resultado en la redirección del diseño de nuevas MnPorfirinas 

hacia sustituyentes con efecto inductivo similar al de los grupos alquilo, pero más polares, 

por ejemplo cadenas de mono y poliéteres de 4 a 10 átomos de longitud (22,38). La 

reactividad de estas nuevas MnPorfirinas con O2·
– correlaciona bastante bien con el 

potencial redox del par MnII/MnIII, pero su reactividad frente a ONOO– aun no ha sido 

determinada. 

Sorprende la ausencia de correlación entre la constante de velocidad para las 

reacciones con CO3·
–, ni MnII ni MnIII presentan tendencias que se puedan correlacionar 

con otras propiedades fisicoquímicas de los complejos. En el trabajo 2 se racionaliza esta 

ausencia de correlación para las MnIIIPorfirinas como debida a la invariancia del potencial 

redox del par MnIII/MnIV que podría ser importante de tratarse de una reacción de esfera 

externa. La falta de correlación para las MnIIPorfirinas no tiene a nuestros ojos una 

explicación evidente. 

Es excepcional y destacable el hecho de que MnIIITCPP es la porfirina oxidada que 

reacciona más rápido con CO3·
–, hasta donde sabemos esta es la única reacción química 

donde MnIIITCPP es la más rápida. Mencionamos antes (pág. 27) que MnTCPP tiene 

efectos antioxidantes inesperados dada su modesta reactividad frente a superóxido y 

peroxinitrito, su reactividad preferente con CO3·
– podría 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 MnIIIPorfirinas catiónicas (Tabla IV del trabajo 2). 
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Trabajo 3. Aplicación de un ciclo MnIII/MnIV a la reducción 

de ONOO–  

Trostchansky, A., G. Ferrer-Sueta, C. Batthyany, H. Botti, I. 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(III)porphyrins 

should predominate under in vivo 

conditions having plasma uric acid 

concentration range between 150 and 500 

µM. 

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 diseño y la discusión de dicho trabajo y porque constituye una aplicación directa de 

las reacciones caracterizadas aquí, haremos un resumen de los resultados y la discusión. 

El trabajo aborda la aplicación del ciclo catalítico de consumo de peroxinitrito 

propuesto en los trabajos 1 y 2. El blanco de oxidación estudiado fue lipoproteína de baja 

densidad (LDL), el sistema oxidante era ONOO– en un flujo de 1 µM min-1 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 evaluación para la oxidación de 

LDL se midieron la movilidad electroforética relativa en gel de agarosa, la concentración 

de hidroperóxidos en ésteres de colesterol y la concentración de -tocoferol. A 

continuación se presenta el trabajo como tal y después de él discutiremos los resultados 

concernientes a la movilidad electroforética de LDL y el contenido de hidroperóxidos ya 

que permiten ejemplificar la actividad catalítica de las MnPorfirinas y hacer énfasis en un 

par de conceptos poco intuitivos que no se incluyeron en la publicación más que en forma 

somera. 
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Discusión y resultados adicionales al trabajo 3 

Efectos “antioxidantes” y “prooxidantes” 

En la Figura 11 podemos ver que la combinación de MnTE-2-PyP y ácido úrico protege a 

la LDL de la oxidación, 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 MnIII/MnIV es capaz de reducir catalíticamente al peroxinitrito y en este caso 

el resultado es la protección de la LDL. Quizá resulta menos evidente por qué en los 

carriles 5, 6 y 7 (con 5 µM MnTE-2-PyP sin urato) la LDL aparece más 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 fenómeno es el 

mismo. En el esquema de la Figura 8 hemos dejado a propósito indefinida la especie RedH 

que cede los electrones para la reacción b. Ante la existencia de más de un reductor, la 

reacción b será con aquel reductor que gane la competencia cinética. En este sistema en 

particular, el ácido úrico es mucho mejor que la LDL como reductor para 

O=MnIVPorfirina, así que se consumirá primero, pero en caso de que se acabe (o que 

simplemente no haya), la MnPorfirina catalizará la reducción de ONOO– a expensas de 

cualquier otro reductor disponible. Si estamos observando la oxidación de LDL como 

criterio de valoración, podemos pensar que la MnPorfirina cambiará de antioxidante a 

prooxidante al acabarse el urato. No obstante, si lo miramos desde el punto de vista de la 

MnPorfirina, está realizando el mismo ciclo catalítico, sólo cambió el reductor disponible. 

Podemos incluso mirar desde el punto de vista del urato y veremos que la inclusión de 

MnPorfirina en el sistema siempre facilita la oxidación, dado que la reacción directa con 

ONOO– es lenta, pero la MnPorfirina la cataliza.  

Esperamos que ahora resulte claro que la capacidad antioxidante está 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 oxidación es aceptable y en términos 

de esa división arbitraria definimos antioxidante y prooxidante. 
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Dos órdenes de magnitud no son tanto (a veces) 

En la Figura 12 se presenta la formación de hidroperóxidos en ésteres de colesterol 

presentes en LDL sometida a 2 horas de flujo de ONOO– (1 µM/min). Se observa que la 

presencia de urato (300 µM) protege parcialmente y que dicha protección aumenta si se 

incluyen MnTOct-2-PyP, MnTE-2-PyP o MnTCPP en concentración 5 µM. Se ve también 

que el orden de protección es MnTOct-2-PyP > MnTE-2-PyP > MnTCPP y esto se 

entiende como una combinación de capacidad catalítica y lipofilia de la MnPorfirina. El 

valor tal vez sorprendente en esta gráfica proviene del hecho de que MnTCPP es más de 

cien veces menos eficiente como catalizador en el ciclo de la Figura 8, dado que su 

reacción con ONOO– es 105 M-1 s-1, mientras que supera 107 M-1 s-1 para las otras dos 

porfirinas. A pesar de esta diferencia de eficiencias, la formación de hidroperóxidos se ve 

drásticamente disminuida con este catalizador y la formación 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. 

 

 

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 µM/min) durante 60, 

120  y 200 min; 5-7 igual que 

los tres anteriores pero en 

presencia de 5 µM de MnTE-2-

PyP; 8-10 igual que los tres 

anteriores pero en presencia de 

300 µM urato. Datos tomados de 

la Figura 1 del trabajo 3. 
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Figura 12. Formación de 

hidroperóxidos en ésteres de 

colesterol presentes en LDL 

sometida a un flujo de 

peroxinitrito 

Peroxinitrito 1 µM/min durante 

2 horas y los efectos de urato 

(300 µM), y tres porfirinas 

diferentes (5 µM). Datos 

tomados de la figura 2 del 

trabajo 3. 

 

 

El origen de la protección 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– → NO3
– (isomerización por radicales)       (k1 = 0.33 s-1) 

2) a) ONOO– + Urato → ·NO2  (k2a = 580 M-1 s-1) 

b) ·NO2 + Urato → NO2
– (k2b = 1.7 x 107 M-1 s-1)  

 (Inactivación directa por urato)  

3) a)  ONOO– + MnIIIPorfirina → O=MnIVPorfirina + ·NO2   (k3a = 105 – 107 M-1 s-1) 

    b) O=MnIVPorfirina + Urato → MnIIIPorfirina (k3b = 105 – 106 M-1 s-1) 

    c) ·NO2 + Urato → NO2
– (k3c = 1.7 x 107 M-1 s-1)  

 (Reducción catalítica por MnPorfirina/Urato) 

Como las constantes de velocidad de los tres procesos son conocidas las reacciones se 

pueden simular utilizando un programa como Gepasi(150,151). Incluso se puede simular la 

reacción con diferentes valores de k3a para evaluar el efecto de diferentes MnPorfirinas. Si 

consideramos un sistema que consta de: 

urato 300 µM 

flujo de ONOO– 1 µM/min (durante 2 horas) 

MnPorfirina 5 µM  

y simulamos los destinos del peroxinitrito en función de k3a obtenemos la distribución que 

se presenta a continuación. Se observa, como era de esperar, que a medida que aumenta el 

valor de k3a, la fracción de ONOO– disponible para reaccionar con blancos “lentos” (por 

constantes de velocidad bajas o por concentraciones pequeñas) disminuye, se observa que 

con una MnPorfirina poco reactiva como MnTCPP incluso la reacción directa presentada 

como 2 se vuelve poco importante, mientras que con MnTE-2-PyP y MnTOct-2-PyP la 

única reacción relevante es la reducción catalítica por las reacciones 3(a-c). 
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Vemos que MnTCPP es capaz de disminuir en este sistema aproximadamente dos 

tercios de la concentración 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 cuánta será la protección de LDL proporcionada por 

MnTCPP, sin embargo, la Figura 13 nos hace esperar algún valor intermedio entre urato 

solo y las porfirinas más eficientes, lo que concuerda con nuestros resultados. 
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Figura 13. 

Distribución 

de blancos 

para un flujo 

de ONOO–.  

Sistema con 

urato 300 µM y 

MnPorfirina 5 

µM, simulados 

en función de la 

reactividad de 

la MnPorfirina 

frente a ONOO–   
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Trabajo 4. Reducción de MnIIIPorfirinas y efectos sobre 

blancos bioquímicos 

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 MnIIPorphyrins can react 

rapidly with peroxynitrite in a two-electron 

process yielding O=MnIVPorphyrin and 

nitrite.  

Antecedentes del trabajo 4 

Hasta aquí contamos con varios fragmentos de información que permiten observar a las 

MnPorfirinas con optimismo: reaccionan rápido o muy rápido con ONOO– y CO3·
–  y se 

reciclan rápidamente con reductores “baratos” como urato y ascorbato, incluso sometidas a 

la prueba de proteger una macromolécula compleja como la LDL hasta las más modestas 

tienen un efecto notorio. A pesar de esto, quedan al menos dos puntos importantes a 

considerar: 

1) El ciclo catalítico propuesto Figura 8 produce dióxido de nitrógeno en proporción 

estequiométrica con el ONOO– consumido, es decir, es posible que el ·NO2 

liberado aumente respecto a una situación sin reducción catalítica donde ONOO– 

reacciona preferentemente con CO2. Esta situación puede ser problemática en 

algunos casos, lo hemos observado en el sistema de oxidación de LDL, donde 

vimos que el  tocoferol no se protege con el ciclo propuesto sino que su 

oxidación es mayor que en un sistema con urato pero libre de MnPorfirinas (ver la 

tabla 1 de la referencia (61). 

2) Sabíamos desde tiempo atrás(18) que al menos una parte de las MnPorfirinas se 

reduce in vivo y no podríamos responder en este punto si los hallazgos realizados 

para las MnIIIPorfirinas se podrían extender fácilmente a sus contrapartes de MnII. 

Ya sea porque la oxidación de MnII fuera rápida, eficiente e inocua para ingresar 

al ciclo catalítico MnIII/MnIV o porque el MnII poseyera una reactividad propia 

frente a los oxidantes que se desea inactivar. 
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La búsqueda de un reductor adecuado 

La reducción de MnIIIPorfirinas se había intentado varias veces en el pasado con reductores 

de bajo peso molecular. Por ejemplo, para estudiar la reactividad de MnIIPorfirinas frente a 

·NO se utilizaron concentraciones grandes de ascorbato(152). Nosotros mismos estudiamos 

la reacción de MnIIPorfirinas  con CO3·
– usando ditionito en concentración estequiométrica 

como reductor en atmósfera inerte en el trabajo 2. La necesidad de excluir estrictamente el 

O2 (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 buscáramos nuevas opciones para realizar la reducción.  

Una reducción enzimática sonaba tentadora y mucho más si el sistema reductor se 

encargaba además de consumir el O2, quizá fue por eso que iniciamos los experimentos con 

partículas submitocondriales (PSM), así que probamos y funcionó, la mezcla de partículas 

y succinato en el amortiguador adecuado reducía primero al O2 sin dejar subproductos y 

después a las MnIIIPorfirinas. Pasaba lo mismo si usábamos NADH como fuente de 

electrones. Pero no todas las porfirinas se reducían igual, mientras MnTE-2-PyP se reducía 

durante el tiempo de mezcla en la celda del espectrofotómetro, MnTSPP demoraba más de 

una hora en condiciones idénticas. 

Los primeros experimentos de reducción de MnIIIPorfirinas con PSM y NADH se 

muestran en la Figura 14. Se puede apreciar ahí, que mientras MnTE-2-PyP se reduce 

parcialmente durante la mezcla en la celda y el resto de la reducción se completa en menos 

de 1 minuto, MnTSPP tarda  mucho más. Incluso con 2.5 veces más PSM se puede calcular 

que la reacción se completa en 3 horas y media aproximadamente. Hay que notar, que en 

estos experimentos iniciales las PSM tendían a sedimentar en los primeros segundos 

después de realizar la mezcla, por lo que los cambios en la turbidez de la solución 

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. Más adelante, como se ve en el trabajo 4 

comenzamos a utilizar PBS como amortiguador con buenos resultados. 

¡La absorbancia a 454 nm baja! 

En septiembre del año 2000 ya dominábamos medianamente la reducción de 

MnIIIPorfirinas con PSM y succinato (aun usábamos amortiguador de aislamiento), así que 

decidimos intentar estudiar la oxidación de la MnIIPorfirina resultante con ONOO–. 

Elegimos MnTM-2-PyP ya que en ese momento era el compuesto que teníamos mejor 

caracterizado, más disponible y sabíamos que su reducción era rápida. Preparamos 

disoluciones y las llevamos al stopped flow para estudiar la cinética. Para ser sinceros 
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esperábamos ver una reacción que con alguna velocidad nos llevara de regreso de MnII a 

MnIII y sólo aspirábamos a que dicha reacción fuera rápida. Mezclamos entonces 1 µM de 

MnIITM-2-PyP con 20 µM de ONOO– y observamos a 454 nm, la longitud de onda de 

máximo de MnIIITM-2-PyP. Esperábamos ver un aumento concomitante con la oxidación, 

sin embargo, ¡la absorbancia a 454 nm bajaba! 

Por supuesto, cambiamos las soluciones, volvimos a prepararlas, cambiamos la 

longitud de onda, pero hacia el final de ese día de trabajo estábamos convencidos de que 

estábamos observando una oxidación de MnIITM-2-PyP por dos electrones. 
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Figura 14. 

Reducción de 

MnIIIPorfirinas 

con partículas 

submitocondriales 

(PSM) y NADH 

Arriba: reducción 

de MnTE-2-PyP 

con PSM (0.2 mg 

proteína/mL) . 

Abajo: reducción 

de MnTSPP con 

PSM (0.5 mg 
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En la Figura 15 se presenta un registro de ese primer día de oxidación de MnIITM-2-

PyP con ONOO–. Para nuestra suerte, una vez comprendidos cuáles procesos 

observábamos en cada paso constatamos que el primero estaba bastante bien separado del 

segundo y del tercero en términos de tiempos de reacción. No obstante, después de obtener 

algunos valores ambiguos de constantes de velocidad, optamos por estudiar la cinética de 

oxidación MnII → MnIV en un punto isosbéstico entre MnIII y MnIV, de manera de anular el 

cambio de absorbancia asociado a la segunda reacción.  
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Figura 15. Oxidación de 

MnIITM-2-PyP con ONOO–  
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oxidación de MnIITM-2-PyP con 

ONOO– y su posterior reducción 
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Resultados adicionales al trabajo 4 

Otras porfirinas 

En el trabajo 4 se presentaron detalles de cómo estudiamos la cinética de esta reacción, que 

resultó menos sencilla que las oxidaciones previas con ONOO–. En resumen podemos 

plantear la secuencia de reacciones  

MnIIPorfirina + ONOO–  ONOO–MnIIPorfirina (1) 

con constantes de velocidad k1 y k-1, seguida de la ruptura del enlace peróxido: 

ONOO–MnIIPorfirina → NO2
– + O=MnIVPorfirina (2) 

cuya constante de velocidad es k2 

 La ley de velocidad global para el proceso es: 

   
 

 PMn

ONOO

ONOOPMn II
II










121

12

kkk

kk

dt

d
 

donde se observa que no se pueden obtener independientemente los valores de k1 y k-1 a 

partir de los gráficos de kobs = f([ONOO– ]). 

Incluimos en la Tabla 9 algunos datos no publicados para otras dos porfirinas que 

estudiamos simultáneamente a la informada en el trabajo 4: 

La complejidad de la cinética hizo más difícil obtener valores de k1 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 107 M-1 s-1. Independientemente de esta dificultad y de que sólo podemos llegar 

a límites inferiores de k1, la existencia de una reacción rápida, de dos electrones, entre 

MnIIPorfirinas y ONOO– permite establecer la tercera hipótesis de esta tesis: 

MnPorfirina k1 (M
-1 s-1)a k2 (s

-1) Tabla 9. Constantes de velocidad para la 

oxidación de MnIIPorfirinas con ONOO–. MnTE-2-PyP > 7 x 106 1.3 ± 0.2 x 103 

MnTM-4-PyP > 4.3 x 106 4.6 ± 0.3 x 102 

MnTM-2-PyP > 1.3 x 107 3.4 ± 0.2 x 102 

a Estos valores son en realidad el límite inferior de k2k1/(k–1+k2) que 

es un número menor o igual que k1 
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SE PUEDE CATALIZAR LA REDUCCIÓN DE PEROXINITRITO CON PORFIRINAS DE 

MANGANESO(II) SI LOS COMPLEJOS METÁLICOS SE REDUCEN CON UN 

REDUCTOR ENZIMÁTICO DE TAL SUERTE QUE LA REDUCCIÓN PRODUCE NITRITO 

Y LA O=MNPORFIRINA CORRESPONDIENTE, EL CICLO CATALÍTICO SE 

COMPLETA CON UNA O DOS REDUCCIONES QUE DAN NUEVAMENTE EL 

COMPLEJO DE MN(II). ESTE CICLO CATALÍTICO NO GENERA RADICALES 

LIBRES. 

La hipótesis aparece en forma esquemática en la Figura 16, que es una elaboración del 

ciclo catalítico propuesto previamente (ver la pág. 45) 

Este ciclo es potencialmente más efectivo que el de MnIII/MnIV dado que no se genera 

·NO2 y ya que la reducción propuesta para la reacción c es enzimática, si se cuenta con la 

enzima adecuada, se puede escoger cuál sustrato se desea acoplar a la reducción de las 

MnPorfirinas. Vimos antes que succinato y NADH son buenas opciones para la reducción 

mitocondrial, en particular, vimos en el trabajo 4 que el succinato podía usarse como 

reductor en última instancia para proteger las actividades enzimáticas de la cadena 

mitocondrial de electrones frente a una oxidación con ONOO–. Sin embargo, la indagación 

de detalles de la reducción mitocondrial nos llevó a nuevos reductores posibles. 

Otros reductores adecuados 

Para estudiar en mayor detalle la reducción de MnPorfirinas por parte de la cadena 

mitocondrial de transporte de electrones necesitábamos tener una solución esencialmente 

libre de oxígeno (< 100 µM) al mismo tiempo que inhibíamos segmentos de la cadena 

respiratoria para hallar el/los sitio(s) de reducción. Debido a la inhibición y dado que el 

 

Figura 16. Esquema de reacciones para la catálisis de reducción de peroxinitrito por dos 

electrones 
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experimento exigía la adición en secuencia de varios reactivos en solución (con el agregado 

concomitante de O2 disuelto) convenía contar con otro sistema independiente capaz de 

consumir el oxígeno 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 oxígeno en 

forma rápida, eficiente y continua, independientemente del estado de inhibición de la 

cadena respiratoria. Quizá el problema es que funcionaron demasiado bien, una vez 

consumido el oxígeno, o gran parte del él, las enzimas catalizaban la reducción de las 

porfirinas, también en forma independiente de la cadena respiratoria. 

La característica común entre NADH deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, 

xantina oxidasa y glucosa oxidasa es la presencia de un grupo prostético flavina, así que el 

tercer impulso fue emplear una enzima que consumiera oxígeno y que no contuviera una 

flavina. Afortunadamente, en el laboratorio teníamos urato oxidasa (E.C. 1.7.3.3), una 

enzima que tiene la peculiaridad de poder reducir oxígeno sin necesidad de un grupo 

prostético(153). Los controles resultaron exitosos dado que la urato oxidasa consumió el 

oxígeno sin reducir a la porfirina y eso permitió indagar los sitios de reducción como se 

muestra en el trabajo 4. 

¿Qué aspectos importan en la reducción de porfirinas? 

A lo largo del trabajo 4 nos topamos con cuatro flavoenzimas capaces de reducir a las 

MnPorfirinas y aparentemente no todas lo hacían con la misma velocidad. La disparidad 

más notoria fue quizá entre las dos enzimas de la cadena respiratoria, con las que siempre 

observamos que la reducción era más rápida si usábamos NADH que si usábamos 

succinato como sustrato reductor. Esto nos dio indicios para pensar que una flavina con un 

potencial redox menor sería más rápida para reducir. No contamos en este momento con 

experimentos cuantitativos que nos permitan comparar constantes de velocidad y que 

sustenten la hipótesis de que los potenciales redox de las flavinas son determinantes, pero 

presentaremos algunos indicios de que la hipótesis está en la dirección correcta. 
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En la figura 2 del trabajo 4 se muestra y se discute que aunque debería haber más 

unidades catalíticas de succinato deshidrogenasa que de NADH deshidrogenasa (el 

doble(157)), la reducción de MnTE-2-PyP es unas 10 veces más rápida con NADH que con 

succinato en presencia de la misma preparación de partículas submitocondriales. Una 

evidencia adicional en esta misma línea de pensamiento implica a la reducción 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 

reducción 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 concentración de xantina oxidasa/hipoxantina (potencial redox -0.255 V/ENH, pH 

7.5(156)). 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 reducción de la 

porfirina seguida en cada caso a la longitud de onda del máximo de la banda de Soret del 

complejo de Mn(II). Ajustamos estos cursos temporales a una ecuación de velocidad de 

primer orden y los resultados están 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 correlación 

dista mucho de ser buena. 
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Figura 18. Reducción de 

diferentes MnPorfirinas por 

hipoxantina/xantina oxidasa 

Condiciones: amortiguador de 

fosfato a pH 7.4. La ordenada 

representa una función de 

absorbancia normalizada para poder 

comparar complejos que tienen 

diferentes valores de e en la 

longitud de onda del máximo 

correspondiente del complejo de 

Mn(II). Los datos corresponden a 

MnTHex-2-PyP (), MnTE-2-PyP 

(), MnTM-4-PyP (), MnTSPP (). 

Figura 17. Potenciales redox para algunas porfirinas de manganeso y flavoenzimas. 

Los potenciales redox se obtuvieron de la literatura para MnPorfirinas (4,34,35) y flavoenzimas (154-156). 
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Esta parte de la reactividad está aún por caracterizarse, para comprender mejor los 

factores que gobiernan la reducción 

debemos considerar al menos el 

entorno electrostático de la flavina y el 

manganeso, la accesibilidad del 

cofactor y quizá algunos otros 

parámetros que ahora no imaginamos. 

Cuando propusimos el proyecto 

de esta tesis pensábamos evaluar la protección de MnPorfirinas sobre algunos “blancos 

bioquímicos sensibles como la aconitasa y albúmina”. En realidad no lo hicimos, como casi 

siempre, el desarrollo del conocimiento y de nuevas herramientas nos llevó 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 protección de succinato deshidrogenasa observada no es en sí misma el resultado 

principal de este último trabajo. Más bien nos parece que haber encontrado una nueva 

secuencia de reacciones capaces de proporcionar protección en un sitio tan crítico como la 

mitocondria es el punto final que buscábamos (sin saberlo) al iniciar el trabajo años atrás.  

Tabla 10. Resultados del ajuste no lineal de primer orden a 

los cursos temporales de la Figura 18 

Complejo k (s-1) E½ (V/ENH) 

MnTHex-2-PyP  0.054 0.314 

MnTE-2-PyP  0.015 0.228 

MnTM-4-PyP  0.017 0.06 

MnTSPP 4.9 x 10-4 -0.16 
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Conclusiones 

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

1. Caracterizamos la reacción entre MnIIIPorfirinas y peroxinitrito, cuyas constantes de 

velocidad tienen valores entre 105 y 107 M-1 s-1 y están entre las reacciones más 

rápidas del peroxinitrito. Esta reactividad correlaciona fuertemente con propiedades 

de la porfirina, por ejemplo, el potencial redox del par MnIII/MnII, pero también está 

sujeta a otras condiciones como la hidrofobicidad del entorno del ion manganeso. La 

construcción de correlaciones ha permitido el diseño y síntesis de compuestos con 

mayor reactividad frente a superóxido y presumiblemente frente a peroxinitrito.   

2. Estudiamos la reducción de O=MnIVPorfirinas por ascorbato, urato, glutatión y 

tirosina y encontramos que las tendencias de reactividad dependen mucho de cuál es 

el reductor, su dureza y su carga eléctrica, y poco de cuál es la porfirina. Esta 

tendencia es congruente con una mínima variación en el potencial redox del par 

MnIV/MnIII. Estas reacciones de reducción completan un ciclo catalítico entre MnIII y 

MnIV capaz de inactivar al peroxinitrito y otros oxidantes a través de la redirección de 

su reactividad hacia blancos fáciles de recuperar. Las tendencias de reactividad 

también permiten comprender un poco mejor la nitración de tirosina catalizada por 

MnPorfirinas.     

3. Encontramos que el radical carbonato reacciona muy rápidamente tanto con 

MnIIIPorfirinas como con MnIIPorfirinas y la velocidad de estas reacciones hace 

pensar que se podrían proteger blancos bioquímicos del radical carbonato por 

competencia cinética simple. Además, el radical carbonato podría participar como 

oxidante en el ciclo catalítico mencionado en el punto 2 y su reactividad también sería 

redirigida hacia blancos preferidos como ascorbato o urato. 

4. La reducción de MnIIIPorfirinas 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 catalítico de reducción de peroxinitrito 

y radical carbonato, que involucra los estados de oxidación MnII, MnIII y MnIV. Este 

ciclo también es suficientemente rápido como para proporcionar protección de 

blancos sensibles. Así, existe la posibilidad de que la protección 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 sería la matriz mitocondrial. 
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Epílogo 

Después de leer nuevamente el proyecto que originó esta tesis con una perspectiva de unos 

cuantos años y a la luz de los resultados obtenidos, podemos pensar que hemos sido 

afortunados. Esperábamos obtener una colección de constantes de velocidad que nos 

condujeran a ciclos catalíticos que esperábamos protectores. Ese objetivo ha sido cumplido 

globalmente, pero además pensamos que hemos encontrado un vínculo clave entre la 

reactividad de las porfirinas y su protección biológica. Este vínculo radica en la 

mitocondria, que al mismo tiempo es capaz de generar la mayor parte de las especies 

reactivas de oxígeno y de activar con singular eficiencia a las MnPorfirinas mediante su 

reducción a MnII. 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 más relevante de este trabajo 

consiste en señalar una dirección más donde buscar y lo podríamos resumir así: 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 dirección y esperamos 

continuar(82), 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 distribución tisular, 

celular y subcelular de las MnPorfirinas. Hemos visto que algunos resultados poco exitosos 

se atribuyen a la dificultad de acceder a un órgano. Cuáles son las características que 

facilitan la biodisponibilidad y la distribución de los complejos a los sitios donde su 

catálisis podría ser útil es entonces uno de los caminos a seguir. Por fortuna existen 

numerosas posibilidades de modificación estructural de los sustituyentes porfirínicos que 

permitirían alterar dicha biodisponibilidad y distribución. Este camino también ha 

comenzado a ser explorado(38). 

Las características de reactividad redox de las MnPorfirinas hacen que todos sus 

efectos tiendan a explicarse por reacciones de oxidorreducción. No obstante, se han 

presentado en la literatura otras reacciones que podrían influir sobre situaciones 

fisiológicas de estrés oxidativo. Por ejemplo, se ha caracterizado la reacción de 

MnIIPorfirinas con ·NO(152) pero su influencia sobre la biodisponibilidad del ·NO in vivo 

todavía no se ha estudiado en profundidad.  

Se mencionaron en la introducción trabajos donde algunas porfirinas afectan la 

transcripción de genes y la expresión de proteínas(28,89), no se conoce aún cuál es el 

mecanismo por el cual las MnPorfirinas afectan estos procesos, existe la posibilidad de que 
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se trate de mecanismos sin reacciones redox aunque esto es por el momento sólo una 

especulación. 

En lo que respecta a nuestro trabajo futuro, estamos intentando caracterizar de manera 

más específica cuáles son las características de flavoenzimas y MnPorfirinas que facilitan 

la reducción. Intentaremos también abordar el asunto del transporte, acceso y distribución 

de las MnPorfirinas a diferentes compartimientos subcelulares. Creemos que estos dos 

aspectos, reducción y localización, son centrales si se pretende una aplicación farmacéutica 

para los compuestos estudiados.   
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Apéndice - 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, abreviaturas y algunas 

propiedades de los complejos. 

 

 

 

sustituyente R Abreviatura Nombre* 
E½* 

(mV/ENH) 

máx (nm) 

(e = M-1 cm-1) 

Porfirinas aniónicas 

O

O

 

MnIIITCPP 
Manganeso (III) tetrakis (4-

carboxilato fenil) porfirina (3-) 
-0.194 

468 

(93 000) 

S O

O

O  

MnIIITSPP 
Manganeso (III) tetrakis (4-

sulfonato fenil) porfirina (3-) 
-0.16 

467 

(95 000) 

F

F

S O

O

O

 

MnT(2,6-F2-

3SO3-P)P 

Manganeso (III) tetrakis (2,6-

difluoro-4-sulfonato fenil) 

porfirina (3-) 

0.007  

Cl

Cl

S O

O

O

 

MnT(2,6-Cl2-

3SO3-P)P 

Manganeso (III) tetrakis (2,6-

dicloro-4-sulfonato fenil) 

porfirina (3-) 

0.088  

SO
3
-

SO
3
-

 

MnT(2,4,6-

Me3-3,5-

(SO3)2-P)P 

 

Manganeso (III) tetrakis (2,4,6-

trimetil-3,5-disulfonato fenil) 

porfirina (7-) 

-0.100  

 

Mn

N

N

N N

RR

RR
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sustituyente R Abreviatura Nombre* 
E½* 

(mV/ENH) 

máx (nm) 

(e = M-1 cm-1) 

Porfirinas catiónicas 

N
+

CH
3

 
MnIIITM-4-PyP 

Manganeso (III) tetrakis (4-N-

metilpiridil) porfirina (5+) 
0.06 

462 

(130 000) 

N
+

CH
3  

MnIIITM-3-PyP 
Manganeso (III) tetrakis (3-N-

metilpiridil) porfirina (5+) 
0.052 

460 

(139 000) 

N
+

CH
3  

MnIIITM-2-PyP 
Manganeso (III) tetrakis (2-N-

metilpiridil) porfirina (5+) 
0.22 

454 

(129 000) 

N
+

CH
3  

MnIIITE-2-PyP 
Manganeso (III) tetrakis (2-N-

etilpiridil) porfirina (5+) 
0.228 

454 

(140 000) 

N
+

(CH
2
)
2

CH
3  

MnIIITP-2-PyP 

Manganeso (III) tetrakis (2-N-

(n-propil) piridil) porfirina 

(5+) 

0.238 
454 

(162 000) 

N
+

(CH
2
)
3

CH
3  

MnIIITB-2-PyP 
Manganeso (III) tetrakis (2-N-

(n-butil) piridil) porfirina (5+) 
0.254 

454 

(170 000) 

N
+

(CH
2
)
5

CH
3  

MnIIITHex-2-

PyP 

Manganeso (III) tetrakis (2-N-

(n-hexil) piridil) porfirina (5+) 
0.314 

454 

(162 000) 

N
+

(CH
2
)
7

CH
3  

MnIIITOct-2-

PyP 

Manganeso (III) tetrakis (2-N-

(n-octil) piridil) porfirina (5+) 
0.367 

454 

(170 000) 

N
+

O

 

MnTMOE-2-

PyP 

Manganeso (III) tetrakis (2-N-

(2-metoxi)etilpiridil) porfirina 

(5+) 

0.251 
455 

(172 500) 

N
+

N

O

 

MnTMMOE-

1,3-IP 

Manganeso (III) tetrakis (1-

metil,3-metoxietil)2-

imidazolioil) porfirina (5+) 

0.313 
447 

(139 000) 
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sustituyente R Abreviatura Nombre* 
E½* 

(mV/ENH) 

máx (nm) 

(e = M-1 cm-1) 

N
+

N

 

MnTDM-1,3-IP 

Manganeso (III) tetrakis (1,3-

dimetil)2-imidazolioil) 

porfirina (5+) 

0.320  

N
+

N

 

MnTDE-1,3-IP 

Manganeso (III) tetrakis (1,3-

dimetil)2-imidazolioil) 

porfirina (5+) 

0.320 
446  

(120 000) 
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