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1. Resumen

Los acidos grasos nitrados, en particular los nitroalquenos, son compuestos
sefalizadores que presentan potente accidn anti-inflamatoria. En los ultimos afios se ha
obtenido un conjunto de evidencias que demuestran que los procesos de nitracidon
lipidica ocurren en condiciones fisiolégicas y fisiopatoldgicas, generando una variedad
de biomoléculas capaces de modular la respuesta celular inflamatoria. La deteccidn de
estos compuestos ha presentado dificultades porque los métodos utilizados no
aportaron inicialmente la sensibilidad y reproducibilidad necesaria. Es por eso que uno
de los objetivos que se plantea en este trabajo, implica la optimizacién de métodos de
deteccion y cuantificacion de acidos grasos nitrados en muestras bioldgicas. Los
métodos se valen del uso de equipamiento de cromatografia liquida de alta eficiencia
acoplado a un espectrometro de masas (HPLC-MS/MS) y sus correspondientes
estandares internos con isétopos pesados. Este trabajo tiene un especial interés en el
estudio de la formacidn de acidos grasos nitrados en la lipoproteina de baja densidad
(LDL), que se proponen como moduladores de la capacidad pro-aterogénica de la
misma. Es asi que se estudian condiciones experimentales que favorezcan la nitracién
lipidica con respecto a la oxidacidn y nitracidn proteica, exponiendo LDL humana a
diferentes agentes nitrantes que incluyen al peroxinitrito y nitrito en medio acido. En
estas condiciones experimentales, se comparan los niveles de acidos grasos nitrados con
respecto a los de 3-nitrotirosina, carbonilos presentes y antioxidantes (como
marcadores de oxidacion proteica y lipidica). Mediante analisis de HPLC-MS/MS se
detectd la formacidn de acidos grasos nitrados derivados del acido linoleico conjugado
(NO2-cLA) en una LDL tratada con peroxinitrito en infusiéon. Los resultados aqui
encontrados alientan futuras investigaciones sobre el efecto bioldgico de los acidos
grasos nitrados en la LDL, y sobre el posible disefio de bioparticulas de LDL conteniendo

nitroalquenos para el tratamiento de aterosclerosis.



2. Introducciéon

2.1.Generalidades de lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos solubles de proteinas (apolipoproteinas) y lipidos
gue son transportados por el sistema circulatorio de todos los vertebrados, e inclusive
insectos. Las lipoproteinas se sintetizan en el higado e intestino, derivan de cambios
metabdlicos de otras lipoproteinas, o se ensamblan en membranas plasmaticas a partir
de lipidos celulares y apolipoproteinas o lipoproteinas exdgenas. En la circulacién, las
lipoproteinas son altamente dindmicas; participan en transferencia de lipidos
(espontanea o facilitada por intercambiadores) y de apolipoproteinas solubles, el
componente lipidico participa de reacciones enzimadticas, y sufren cambios
conformacionales en respuesta a las variaciones en su composicion. Finalmente, las
lipoproteinas son absorbidas y catabolizadas en el higado, rifidn y tejidos periféricos por

endocitosis mediada por receptor y otros mecanismos?.

A pesar de que el ensamblaje, la estructura, metabolismo e interacciones con
receptores especificos dependen principalmente del componente proteico, las
lipoproteinas se clasifican cominmente en base a su densidad. En funcion de dicho
criterio se encuentran las siguientes clases: quilomicrones (QM), lipoproteina de muy
baja densidad (VLDL, del inglés Very Low Density Lipoprotein), lipoproteina de baja
densidad (LDL, del inglés Low Density Lipoprotein) y la lipoproteina de alta densidad
(HDL, del inglés High Density Lipoprotein). El principal determinante de la densidad de
estas particulas es la proporcidon (en masa) de proteina:lipido que varia desde 1:50 en

QM hasta 1:1 en HDL (Tabla 1)%.



Tabla 1. Composicidn lipidica de las lipoproteinas (adaptada de Jonas et al*).

(o]}Y] VLDL LDL HDL
Densidad (g/mlL) <0,94 0,94-1,006 1,006-1,063 1,063-1,210
Lipidos totales (% m-m LDL) 98-99 90-92 75-80 40-48
Glicerolipidos (% m-m lipido) 81-89 50-58 7-11 6-7
Esteres de colesterol (%m-m lipido) 2-4 15-23 47-51 24-45
Colesterol libre (%m-m lipido) 1-3 4-9 10-12 6-8
Fosfolipidos (FL, %m-m lipido) 7-9 19-21 28-30 42-51
Fosfatidil colina (FC, %m-m FL) 57-80 60-74 64-69 70-81
Esfingomielina (%m-m FL) 12-26 15-23 25-26 12-14
Liso-FC (%m-m FL) 4-10 ~5 3-4 ~3
Otros (%m-m FL) 6-7 6-10 2-10 5-10

Las principales funciones de las lipoproteinas estdn determinadas por su
apolipoproteina y componentes lipidicos. Los QM son sintetizados en el intestino para
el transporte de triglicéridos de la dieta hacia varios tejidos. La VLDL se sintetiza en el
higado para la exportacion de triglicéridos endégenos, mientras que la LDL surge de la
metabolizacién de la VLDL en circulacion. La principal funcidon de la LDL es llevar
colesterol a los tejidos periféricos e higado. La HDL se sintetiza en el higado e intestino
o se forma por transformacidn metabdlica de otras lipoproteinas en circulacién, y de
lipidos celulares en las membranas bioldgicas. La HDL remueve el colesterol en exceso
de las células y lo transporta al higado y tejidos esteroidogénicos para su posterior

metabolizacidn y excrecién®.
2.2. Transporte de lipidos en sistema circulatorio

Este proceso comprende el transporte de lipidos de la dieta o enddgenos, secretados
por el intestino e higado respectivamente, hacia los tejidos periféricos. Estas particulas
son ricas en triglicéridos, contienen ésteres de colesterol y una Unica copia de la
apolipoproteina B (apoB). Las proteinas sintetizadas por el intestino contienen una apoB
trunca (apoB48) y se secretan via linfa, mientras que el higado secreta al torrente

sanguineo una lipoproteina (VLDL) que presenta la apoproteina completa, denominada



apoB100. En ambos casos, a través de vias similares, las lipoproteinas se remodelan en

particulas cada vez mas pequefias y ricas en colesterol.

Los QM o VLDL recién sintetizados se liberan al sistema circulatorio en conjunto con
otras apolipoproteinas como apoE, apoC-ll y apoC-lll, que se ensamblaran luego a las
particulas que contienen apoB. Estas son conocidas como proteinas intercambiables ya
gue también se obtienen por el intercambio con HDL. El proceso de remodelado de las
lipoproteinas comienza cuando se acercan al endotelio por adhesiéon a los
proteoglicanos. En esa situacién, la apoC-Il presente en la lipoproteina activa la enzima
lipoproteina lipasa (LPL, del inglés Lipoprotein Lipase), que cataliza la hidrdlisis de los
triglicéridos del nucleo hidrofébico de la lipoproteina, liberando acidos grasos que
difunden a través del endotelio hacia las células musculares o el tejido adiposo,
dependiendo de la situacién. Este proceso de liberacién de acidos grasos se da de
manera continua a través del tejido vascular, mientras que las particulas se vuelven cada
vez mas pequefas (y densas). Para el caso de las lipoproteinas que contienen apoB100
(secretadas por el higado como VLDL), existe otro paso de remodelacion en el que la
lipasa hepatica también puede hidrolizar los triglicéridos liberando acidos grasos. Luego
de este procesamiento, la proporcion de lipido en la particula disminuye, lo que
aumenta la probabilidad de que las apolipoproteinas intercambiables (apoE, apoC-Il y
apoC-lll) puedan re-asociarse con la HDL. Es asi que los remanentes de VLDL terminan
en una lipoproteina de mayor densidad conteniendo Unicamente apoB100, denominada
LDL. Eventualmente la mayor parte de las particulas que contienen apoB son recicladas
en el higado a partir del reconocimiento por receptores LRP (del inglés LDL Receptor-
Related Protein) o receptores de LDL (LDLr o receptor apoE/apoB). Sin embargo, existen
otros destinos metabdlicos; la LDL puede ser absorbida por tejidos periféricos para suplir
de colesterol a las células. En una situacidon de mayor preocupacion clinica, la LDL o los
remanentes de QM pueden presentar patrones de reconocimiento para los receptores
barrenderos (scavenger) de macréfagos de la pared arterial y ser endocitados de forma
desregulada (este proceso tiene gran relevancia en aterosclerosis y se explica con mayor

detalle mas adelante).

El ciclo de transporte del colesterol se complementa mediante la participacion de la

HDL. El higado e intestino liberan apoA-I con muy baja proporcion de lipidos. Una vez en
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circulacion, la apolipoproteina toma el exceso de colesterol de tejidos periféricos
formando eventualmente una HDL (de especial importancia cuando se trata de
macréfagos). El transporte de colesterol sucede por diferentes mecanismos.
Inicialmente el exceso de colesterol en macréfagos activa la expresiéon de un
transportador miembro de la familia de transportadores dependientes de unién a ATP
(ABCA1, del inglés ATP-binding cassette A1) y una hidrolasa que es capaz de hidrolizar
los ésteres de colesterol de las gotas lipidicas. El colesterol es transportado por el ABCA1
hacia la membrana plasmatica en donde la apoA-I lo asocia, formando inicialmente una
lipoproteina denominada HDL naciente. EIl ABCA1 continda enviando colesterol hacia la
membrana plasmatica a la vez que la HDL naciente lo incorpora. El colesterol que queda
libre sobre la superficie de la apoA-I es re-esterificado mediante la accidn de la lecitina-
colesterol acil transferasa (LCAT, del inglés Lecitin-Cholesterol Acyl Transferase) y se
dispone en el nucleo hidrofébico de la lipoproteina, formando asi una HDLs que presenta
un estructura mas redondeada y cargada de lipidos. Este subtipo de HDL, es capaz de
cargar colesterol existente en la membrana plasmdatica de los macréfagos mediante la
participacién del receptor barrendero B1 (SR-BI, del inglés Scavenger Receptor-B1) o
colesterol de balsas lipidicas y cavéolas. En ambos casos la LCAT que se encuentra en la
HDLs, es capaz de formar ésteres de colesterol formando eventualmente una HDL rica
en ésteres de colesterol denominada HDL;. De esta manera la HDL favorece el eflujo de
colesterol de los macrofagos de la pared arterial. Ademads, la HDL formada es capaz de
intercambiar colesterol con las lipoproteinas ricas en triglicéridos con ayuda de una
proteina intercambiadora de ésteres de colesterol con triglicéridos (CETP, del inglés
Cholesterol Ester Transfer Protein). Esto resulta en un enriquecimiento en triglicéridos
por parte de la HDL mientras que las apoB se enriquecen en colesterol. La HDL; tiene
tres destinos posibles: 1) la lipasa hepatica hidroliza los triglicéridos y se convierte en
HDLs nuevamente, 2) es reconocida por SR-BI en el higado y se transporta el colesterol
hacia los hepatocitos, convirtiéndose nuevamente en HDLs, 3) se cataboliza por el
higado. Estos sistemas complementarios de transporte lipidico funcionan en forma

coordinada para mantener la homeostasis lipidica del organismo.



2.3.Lipoproteina de Baja Densidad (LDL)

Las lipoproteinas de baja densidad son particulas esféricas con un didametro de 19 —
23 nm, constituyendo la poblacidn de lipoproteinas que poseen una densidad entre
1,006 y 1,063 g/mL. Estas particulas estan especializadas en el transporte de lipidos en
sangre. Cada particula contiene una Unica apoB100, una proteina de ~550 kDa, contiene
37 triptéfanos, 152 tirosinas y 78 metioninas (aminoacidos susceptibles de oxidacidon) y
en su conformacion nativa presenta 4 cisteinas reducidas (el resto forma enlaces
disulfuro). Ademads se le asocian unas miles de moléculas de lipidos. Se estima que una
particula de LDL contiene, en promedio, 600 moléculas de colesterol, 1600 moléculas
de ésteres de colesterol, 700 moléculas de fosfolipidos, 180 moléculas de triglicéridos.
El peso molecular de la LDL es variable dependiendo de su composicion pero se
aproxima a los 3 x10° Da. La LDL tiene un nucleo hidrofébico formado principalmente
por ésteres de colesterol y triglicéridos. Una monocapa de fosfolipidos (principalmente
fosfatidilcolina y esfingomielina) y colesterol libre, rodean el nucleo, y junto con la

apoB100 forman la particula de LDL.

La apoB100 provee del marco estructural para el ensamblaje de la LDL. La estructura
exacta de la proteina en la lipoproteina no ha sido elucidada debido a su hidrofobicidad
y gran tamano. En base a estudios de mapeo de los epitopes de anticuerpos anti apoB
por microscopia electrdénica, se ha sugerido la presencia de una estructura tipo “cintay
mofio” (del inglés ribbon and bow) en una particula de LDL esférica?. En este modelo, la
mayor parte de la secuencia de la apoB100 da una vuelta en torno a la particula, de
manera tal que envuelve como una cinta a la esfera, y el 11% del extremo C-terminal
forma un loop que gira hacia atras, hacia el sitio de union al LDLr, formando un “moino”.
Este modelo sugiere que la secuencia que forma parte del loop se mueve hacia fuera de
la particula durante la lipdlisis, exponiendo asi el sitio de reconocimiento de la LDL al
LDLr. Este modelo de la apoB100 envolviendo a la particula esférica ha sido consistente
con andlisis de escaneo de neutrones y reconstrucciones tridimensionales basadas en
multiples imagenes de microscopia crioelectronica. También se han aplicado modelos
computacionales originalmente disefiados para buscar homologia de secuencia, a la
apoB humana con el fin de dilucidar posibles estructuras tridimiensionales3. Dichos

estudios revelaron la presencia de dominios hidrofébicos ricos en prolina y regiones de
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repetidos de hélices alfa. Con estas técnicas, se desarrollé un modelo para la apoB en el
que los 1000 aminodcidos del extremo N-terminal presentan un dominio globular
(denominado Bal), seguido de dominios cadena-B y a-hélices alternados (Figura 1). El
modelo se comparte para las secuencias de apoB100 de ocho vertebrados diferentes
(gallina, rana, hamster, mono, ratén, chancho, rata y conejo), a pesar de existir poca
conservaciéon en la secuencia de aminoacidos de cada especie. Un bolsillo lipidico se
propuso para la iniciacion del reclutamiento de lipidos por secuencias N-terminal®. La
correlacién del modelo con los datos experimentales sugiere que Bl y B2 estan en
directo contacto con los lipidos neutros del nucleo hidrofébico de la lipoproteina, y que
esos dominios ricos en cadenas B, determinan el didmetro de la particula.
Recientemente se ha postulado la estructura de la LDL humana a 37 °C en su
conformacién nativa con una resolucién de 16 A usando microscopia crio-electrénica®.
En ella se revela la importancia de los ésteres de colesterol en el efecto de la
temperatura sobre la forma global de la lipoproteina y se confirman modelos ya

establecidos.

(A) % of apoB100
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

1000 2000 3000

4000 a.a.

o WAVWAMAA 00 AV (000
BG1 B1 ) BZ 03
apoB48

Figura 1. Modelo de estructura de apoB. Se representa un esquema del modelo
planteado por Segrest et al. La posicion de los dominios se indica sobre una escala
porcentual (% de apoB100) o por nimero de aminoacido (a.a). En linea gruesa se
representa la ubicacion de la apoB48 como referencia.

2.4.LDL en aterosclerosis

Cuando las lipoproteinas apoB se producen en exceso o cuando los mecanismos de

re-captacién no funcionan adecuadamente, éstas se acumulan en el plasma. Esto
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representa un aumento en el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares,
incluyendo infarto de miocardio, accidentes cerebrovasculares y enfermedades
vasculares en general. En la clinica, todas las lipoproteinas que contienen apoB son
consideradas como factores de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis®. La
aterosclerosis y sus complicaciones cardiovasculares constituyen la principal causa de
morbimortalidad en las sociedades occidentales®. En la actualidad, en Uruguay este tipo
de enfermedades constituyen la primera causa de muerte por encima del cancer,
enfermedades respiratorias y los accidentes’. La aterosclerosis afecta las principales
arterias del organismo por acumulacion de lipidos y elementos fibrosos en su pared. En
sus etapas avanzadas y clinicamente significativas, esta enfermedad constituye una
enfermedad inflamatoria crénica® con estrés oxidativo vascular caracterizado por la
oxidacién de lipidos y proteinas en la pared vascular y la pérdida de la funcion normal
del endotelio®. La oxidacion, adhesidon aumentada y alteracion en el metabolismo de las
lipoproteinas, son eventos clave asociados al desarrollo de la lesion%!, La oxidacion
lipidica se propone como una lesién temprana, considerando que la modificacién de la
LDL le confiere caracteristicas proaterogénicas?>*4. La hipdtesis de la modificacién
oxidativa en la aterosclerosis ha sido sustentada por evidencias que muestran que la
oxidacién de la LDL es un proceso que ocurre in vivo, que se relaciona con el riesgo
cardiovascular y que contribuye a las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Uno
de los puntos criticos en el desarrollo de la aterosclerosis es la fagocitosis descontrolada
de LDL por macrofagos, que lleva a la formacién de células espumosas. Los macrofagos
tienen mecanismos de proteccién contra los efectos tdxicos del exceso de colesterol,
como ser la regulaciéon a la baja de la expresién de receptores de LDL (receptor
apoE/apoB) en la superficie celular cuando se completan las reservas intracelulares de
colesterol®®. Sin embargo, en ciertas condiciones, la LDL puede ser oxidada y esta
particula de LDL oxidada (oxLDL) puede de ser reconocida por los receptores
barrenderos, cuya expresién no disminuye en presencia de un exceso intracelular de
colesterol. Esta endocitosis descontrolada lleva al macréfago a desarrollar el fenotipo
de célula espumosa y contribuye de manera importante al desarrollo de la placa de

ateromal®.
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Es generalmente aceptado que los procesos de oxidacidon de la LDL no suceden en
el plasma debido a la presencia de antioxidantes tales como tocoferol, ascorbato y dcido
drico en concentraciones elevadas?®. En cambio, se propone que la mayor parte de los
procesos oxidativos suceden en el espacio subendotelial de la pared arterial, en donde
la LDL puede ser secuestrada por proteoglicanos y la concentracidn de antioxidantes es
mucho mas baja que en plasma. Los sitios mas favorables para la oxidacién de la LDL
son los sitios de inflamacién vascular, ya que en ellos hay un aumento en la
permeabilidad del vaso que trae como consecuencia el aumento en la cantidad de LDL
gue pasa a la intima. Ademds se produce una infiltracion de neutrdfilos vy
monocitos/macrofagos, que son activados por sefiales inflamatorias y producen
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno. Dentro de las especies reactivas
formadas encontramos radicales como el anién superdxido (0;*), radical hidroxilo
(*OH) y el 6xido nitrico (*NO). Ademds se forman otras especies oxidantes no radicalares
de relevancia fisioldgica como el peroxinitrito (ONOO"; producto de la reaccion del Ox*"
y *NO) y el perdxido de hidrégeno (H20;). (Debido al interés de las especies reactivas
derivadas del oxigeno y nitrégeno para este trabajo, en el punto 2.5 se detalla sus
fuentes de formacidén y efectos sobre distintas biomoléculas). Varias de estas especies
reactivas oxidan a los acidos grasos poliinsaturados generando productos altamente
reactivos que son capaces de modificar a la apoB100 vy alterar su reconocimiento por
los receptores celulares normales. En la pared arterial una fuente importante de los
oxidantes son formados por via enzimatica a través de la NADPH oxidasa, xantina
oxidasa, oxido nitrico sintasa, mieloperoxidasa (MPO) y la lipoxigenasa, enzimas que se

encuentran presentes en las lesiones aterosclerdticas?®.

El término LDL oxidada (LDLox) es utilizado para referirse a una amplia variedad de
preparaciones de LDL que han sido oxidadas ex vivo bajo condiciones definidas, o
aisladas de muestras bioldgicas. El mayor problema surge al comparar los resultados de
estudios que emplean LDLox que provienen de diferentes grupos de trabajo y utilizan
distintos protocolos de purificacidn. No existe una forma ideal de preparar la LDLox ex
vivo y las preparaciones aisladas de tejidos difieren significativamente en términos de
composicién y efectos bioldgicos!®. De todas maneras existe una clasificacion arbitraria

en la que se definen dos grandes grupos de LDL: LDLmm, que hace referencia a una LDL
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minimamente modificada, y LDLox, que hace referencia a una LDL altamente oxidada.
La gran diferencia entre estos grupos es que la LDLmm es reconocida por el receptor de
LDL, pero no es reconocida por la mayoria de los receptores barrenderos conocidos. Por
otro lado, las preparaciones de LDLox son reconocidas por una amplia variedad de
receptores barrenderos. La LDLmm es lo suficientemente modificada como para ser
distinguida de la LDL nativa pero, sin embargo, no es reconocida por los receptores
barrenderos y si lo es por el receptor de LDL. Se distingue de la LDL nativa en cuanto a
que induce proteinas quimotacticas y pro-inflamatorias en células endoteliales y
macrofagos. Las propiedades son diversas y se destacan algunas en la Tabla 2. La LDLox
no es reconocida por el receptor de LDL, y si se reconoce por los receptores

barrenderos.

En la LDL, tanto el componente lipidico como la apoB100 son susceptibles de
modificaciones oxidativas. Los lipidos que sufren oxidaciones en la LDL son varios y a
continuacion se mencionan algunos de los productos de oxidacion revisados en Levitan
et al, 2010, Parte de los productos de oxidacidn de fosfolipidos que han sido descritos
comprenden: lisofosfatidilcolina, acido lisofosfatidco, fosfolipidos con cadenas acil-
graso en posicién sn2 que son cortas (producto de ruptura por oxidaciéon) o que
presentan modificaciones como hidroxi- o hidroperoxilaciones. Estos productos
presentan diferentes efectos bioldgicos entre los que se destacan adhesion
monocitaria, induccién de interleuquina-8, MCP-1 (Proteina quimioatrayente de
monocitos-1, del inglés Monocyte Chemotactil Protein-1) y agregacion plaquetaria.
También se han descrito productos de esfingolipidos, como ceramida, esfingosina o
esfingosina fosfato que promueven agregacion de LDL y mitogénesis de células
musculares lisas. Aldehidos libres como malondialdehido e hidroxinonenal son capaces
de inducir expresion de MCP-1, ciclooxigenasa-2 (COX2) y del factor de crecimiento
transformante beta (TGFbeta). La apoB100 se modifica por reacciones de adicion de
alguno de los productos de oxidacion lipidica ya mencionados, en alguno de los grupos
funcionales de aminoacidos reactivos como la Lys, Cys, His, Trp y Tyr. Se ha visto que
estos productos estan implicados en la antigenicidad de la LDLox y en el reconocimiento
por receptores barrenderos, al mismo tiempo que son responsables de la pérdida de

reconocimiento por el receptor de LDL (apoE/apoB).
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Beckman (1994)'/ detecté por primera vez 3-nitrotirosina en células espumosas de
lesiones de arterias coronarias humanas, lo que llevé a pensar que especies reactivas
derivadas del nitrégeno estarian implicadas en el desarrollo de la aterosclerosis. Afios
mas tarde se encontrd que los niveles de LDL nitrada (a nivel de la proteina) en lesiones
de aorta humana son 90 veces mdas grandes que en pacientes sanos'®. Por otra parte,
una breve exposicidn de la LDL a MPO es suficiente para convertir la LDL a una forma
reconocida por el receptor CD36, pero se requiere larga exposicidn para que sea
reconocida por SR-Al. Los lipidos extraidos de la LDL nitrada demostraron ser

importantes competidores de la LDL nitrada por la unién a CD36%°.
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Tabla 2. Propiedades de diferentes preparaciones de LDLmm (adaptada de Levitan et al %)

Método Composicion Receptor Comentarios Ref.

LDL
conservada 3 nmol TBARS, 6 nmol No detectan aumento
ad4°Cen Colesterol epdxido y 2 LDLr en dienos conjugados 19,20
oscuridad nmol perdxidos/mg ni en movilidad
por 3-6 colesterol electroforética.
meses
LDL tratada
conluM 5-10 nmol TBARS/mg Aumento en d|en0§
FeSO4 por 96 . . conjugados; Reacciona  ,4,;
ho0,5uM colesterol; formacion LDLr contra el anticuerpo g
FeSO4 por 48 de POVPCy PGPC DLH3
haTamb
Tratamiento 12,6 n,mol T'BA'RS/n'wlg
con células proteina; disminucion LDLr

del 7% de AG 18:2; ’ 22,23
expresantes leve pérdida de CDh14
de 15-LOX .

proteina
Tratamiento  PLy ésteres de Producen activacion de
con LOX colesterol oxidados macroéfagos
Tratamiento Aumento de movilidad
con electroforética; -
hemoglobina estimula proliferaciéon
en hipoxia celular
Oxidacion
limitada con 2,3 nmol TBARS/mg¢? LDLr Inhibe LCAT 26
cu2+

4,6 nmol TBARS/mg

Colesterol;
LDL aislada enriquecida en Aumento en movilidad
de plasma oxiesteroles e electroforética

hidroperéxidos

lipidicos.

Aumento en
Modificacion I‘_nc!rc-)peromdos Aumento de movilidad g,
por HOCI lipidicos, no aumento lectroforéti g
(MPO) de TBARS y se electrotoretica

mantiene vit E.
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2.5.Especies reactivas del nitrégeno y oxigeno de relevancia biologica

Las especies reactivas del nitrégeno (RNS, del inglés Reactive Nitrogen Species) son un
grupo de moléculas que incluyen al *“NO, *NO,, ONOO y triéxido de dinitrogeno (N;0s3)
entre otros. Son compuestos altamente reactivos y pueden reaccionar con
biomoléculas como proteinas, lipidos y ADN, dando lugar a modificaciones quimicas que

pueden producir alteraciones de funcidn o estructura3°.

Las especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) son
moléculas reactivas derivadas del oxigeno molecular que se forman como subproducto
natural del metabolismo aerobio. Actualmente, es ampliamente aceptado el hecho de
gue las ROS juegan un papel fisioldgico crucial no solo en varios estados patoldgicos
sino también en la homeostasis celular. Bajo condiciones normales, las concentraciones
de ROS se encuentran estrechamente controladas por moléculas antioxidantes
manteniéndolas en niveles que les permiten participar como segundos mensajeros en
la transduccion de sefales. Sin embargo, cuando se producen excesivamente, o cuando
los niveles de antioxidantes se encuentran agotados, las ROS pueden causar dafio a
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Las ROS pueden ser tanto de naturaleza radicalar

como no radicalar3!
2.5.1. Superéxido (02*)

La formacién de 0" puede considerarse como el paso inicial para la formacién de otras
ROS. Es generado por la reduccidn monoelectrénica del Oz, y en comparacion con otros
radicales, es una especie poco reactiva®>. Puede actuar como agente oxidante
(Eg;—,2H+/H202 = 40,94 V) asi como también como un agente reductor (Eg;/og— =
—0,33 V). Al ser una especie cargada en condiciones fisioldgicas (pKa = 4,8), no puede
atravesar libremente las membranas bioldgicas, aunque puede hacerlo a través de
canales anidnicos. En medios acuosos a pH neutro puede ocurrir dismutacion
espontanea del 0>* con una constante de velocidad del orden de 10° M1s1(33), Sin
embargo, el destino del 0" a nivel celular estd determinado principalmente por la
actividad de varias enzimas sitio-especificas: la familia de las superdxidos dismutasas
(SOD), que convierten al O2* en O, y peréxido de hidrégeno (H202) con una constante

de velocidad de 1-2 x 10° M1s! (Ec. 1)32. También existe otro destino del O,>" a destacar,

17



gue es la reaccién con el éxido nitrico (*"NO) para dar peroxinitrito (ONOO", Ec. 2) con
una constante de velocidad de k = 1 x 10'° M1s%, por lo que éste puede competir con

las SOD por el 0,* 34,

SOD
205 + 2H* — H,0, + 0, (Ec. 1)
05"+ 'NO - ON0O~ (Ec. 2)

A pesar de ser éstas las principales vias de consumo de 0;*, existen otras reacciones
directas entre el 0"y blancos celulares, capaces de producir dafio a biomoléculas. Sin
embargo, los principales efectos citotoxicos del O;* se dan a través de la formacidn de

H,0, y ONOO" 3.

La formacién de O.* se da principalmente en la mitocondria y fagosomas. A nivel
mitocondrial, se genera por la reduccién mono-electrdnica del O, por componentes de
la cadena transportadora de electrones. Dentro de los fagosomas, la produccion de O,*
se da durante la activacién del fagocito a través de la activacién del complejo NADPH

oxidasa (NOX), que cataliza la produccién de 0," a partir de NADPH y 0,3,

2.5.2. Oxido nitrico (*NO)

El *NO es producido por una gran variedad de tipos celulares mediante las enzimas
oxido nitrico sintasas (NOS) constitutivas e inducibles, y cumple diversos roles
fisiolégicos como la regulacion del tono vascular, neurotransmisién y la modulacién de
procesos inflamatorios. Sin embargo, la produccidon excesiva de *NO es capaz de
producir dafio tisular. A pesar de ser un radical, el *°NO tiene una reactividad selectiva,
reaccionando predominantemente con otras especies paramagnéticas como hierro
férrico o ferroso en hemoproteinas o centros ferrosulfurados, O,, 0, y radicales
lipidicos o proteicos. Su auto-oxidacion por reaccién con O; resulta en la formacién de
nitrito (NO2) como producto final en medios acuosos, a través de un mecanismo
propuesto seglin como se ilustra en Ec. 3-7 39, Es importante destacar la formacidn del
trioxido de dinitrégeno (N203) como intermediario inestable de la auto-oxidacién de
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*NO. A pesar de reaccionar directamente con ciertos blancos intracelulares, su principal
potencial citotdxico radica en la formacidn de especies de mayor reactividad durante su

oxidacion, principalmente ONOO", y radical diéxido de nitrégeno (*“NO2)3°.

‘NO + 0, & ONOO*® (Ec. 3)
ONOO* + 'NO < ONOONO (Ec. 4)
ONOONO - 2 °NO, (Ec. 5)
‘NO, + "NO < N,04 (Ec. 6)
N,0s + H,0 - 2NO; + 2H* (Ec. 7)

2.5.3. Didxido de nitrogeno radical (*NO2)

El *NO. participa en una variedad de reacciones, que incluyen la recombinacién con
otras especies radicalares, la adicién a dobles enlaces, la transferencia electrénica y la
abstraccion de atomos de H de enlaces C-H de compuestos insaturados, fenoles y tioles.
Las constantes de velocidad de las reacciones de recombinacion del *NO; con un gran
numero de radicales estan cercanas a la limitacién por difusion (> 10° Ms?); son de
particular relevancia las reacciones de recombinacién del *NO; con radicales lipidicos y

proteicos para producir lipidos y proteinas nitradas®’.

El *°NO; puede formarse directamente a partir de la auto-oxidacién del *NO, que en
ultima instancia produce NO;y". Este mecanismo seria fisiolégicamente importante solo
bajo condiciones de una produccion excesiva de *NO, o en entornos hidrofébicos en los
que el *NO y O3 se concentran debido a la mayor solubilidad en dicho ambiente. En
determinadas situaciones, el NO, también puede generar *“NO,. En entornos acidos, el
NO, se protona dando HNO; (pKa = 3,46). Este forma N,0s que es inestable y produce
*NO2 y °NO (Ec. 6 sentido inverso).
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Otro mecanismo de formacion de *“NO; es a partir de la oxidacidn monoelectrénica de
NO: catalizada por diversas hemoperoxidasas en presencia de H,0; (ej mieloperoxidasa

y peroxidasa de eosinofilo) o por sistemas de Fenton, que producen *OH (Ec. 8).

‘OH + NO; - "NO, + OH™ (Ec. 8)

Por ultimo, también puede generarse a partir de la descomposicidn por homdlisis de
ONOQO', ya sea mediante su protonacién o tras reaccién con diéxido de carbono (CO3) o

metales de transicion®’ (ver siguiente punto).

2.5.4. Peroxinitrito (ONOO")

El ONOO™ es una especie oxidante de corta vida media que, como se menciona
anteriormente, se produce por la reaccion controlada por difusién entre el *NOy el 02*
. El anién ONOO" es la base conjugada del acido peroxinitroso (ONOOH); dado que el
pKa es de 6,8, ambas especies coexisten en pH fisiélogico. Tanto el ONOO™ como el
ONOOH pueden participar directamente en oxidaciones por uno o dos electrones con
biomoléculas, en particular con metales de transicion y tioles. Uno de los blancos
principales del ONOO" en sistemas bioldégcos es el CO,, que lleva a la formacién del
aducto nitrosoperoxocarboxilato (ONOOCO;, Ec. 10). Dicho compuesto decae
espontaneamente a NOs™ y CO,, pero también produce un radical anién carbonato
(CO3*) y *NOz con un rendimiento de aproximadamente 35 % (Ec. 11), capaces de
participar en procesos de oxidacién por un electrén. Alternativamente, el ONOOH
puede experimentar una ruptura homolitica del enlace O-O (homdlisis catalizada por
protén) generando *OH y *NO; con un rendimiento del 30 % (Ec. 12), el resto decae a
NOs". Sin embargo, esta reaccidén es lenta (0,9 s* a 37 °Cy pH 7,4) en comparacion con
las reacciones directas del ONOO"y el ONOOH con otros blancos presentes en sistemas
bioldgicos, constituyendo un componente menos relevante de la reactividad in vivo del

peroxinitrito38.

Mas alld de los blancos mencionados, numerosas biomoléculas son oxidadas y/o
nitradas por los radicales derivados del peroxinitrito, como son los residuos de tirosina,

los tioles, el ADN y los acidos grasos insaturados. Estas modificaciones dependientes de
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radicales derivados del peroxinitrito suelen ser procesos de bajo rendimiento debido al
gran numero de reacciones en las que pueden participar especies como el CO3* vy el
*NO2, y también debido a la existencia de moléculas atrapadoras de los mismos,

principalmente de glutatiéon3,

ONOOH < ONOO~ (Ec. 9)
ONOO™ + CO, » ONOOCO; (Ec. 10)
ONOOCO; - °NO, + CO3" (Ec. 11)

ONOOH — °'NO, + ‘OH (Ec. 12)

2.6.Mecanismos de nitracion de lipidos.

La bioquimica de la nitracidon de acidos grasos insaturados se basa en reacciones del
*NO, especies derivadas de *NO (*NO; y ONOO’) y ROS, como el 0,*, H,0; y radicales
lipoperoxilo (LOO®)34°, La formacion de especies derivadas del *NO y las reacciones
subsiguientes que median la nitracién de biomoléculas, depende esencialmente de la
concentracion de °*NO, la tensidn de Oy, el sitio de generacidn, la concentracién local de
los blancos de nitracidn, presencia de catalizadores y atrapadores, asi como de la
particion de estos compuestos entre compartimientos hidrofébicos e hidrofilicos*©.
Estos factores son reflejo del estado metabdlico celular, condiciones de inflamacion y
son los que en ultima instancia regulan el alcance de la oxidacidn, nitracidén y nitrosacién

de moléculas.

Existen multiples mecanismos que promueven la nitracién de biomoléculas. Se han
reportado mecanismos de nitracion de acidos grasos insaturados aunque el mecanismo
in vivo no ha sido elucidado aun3*3°. En particular, los lipidos insaturados o radicales
lipidicos pueden reaccionar con el *“NO,, dando como producto derivados lipidicos
isomerizados, oxidados, nitrados, dinitrados o nitro-hidroxilados34#!. Desde reportes
iniciales se describen posibles mecanismos de nitracion de acidos grasos por *“NO; 42744,
En este mecanismo, se propone un ataque homolitico del *NO; al doble enlace
produciendo un radical nitro-alquilo que, en baja tensién de O;, puede combinarse con
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otro *NO; para formar un derivado nitro/nitrito del acido graso. Los nitroalquenos se
producirian a partir de estas especies mediante la pérdida de acido nitroso (HNOy),
mientras que la hidrélisis de este grupo produce derivados nitro hidroxilados. Dado que
el *°NO; también puede iniciar la peroxidacion lipidica, el grado de nitracién dependera
esencialmente de la tensién de oxigeno. El grado de nitracidn del dcido graso dependera
entonces de los niveles de O;: a bajas concentraciones predomina la formacién de
nitroalquenos mientras que en altas concentraciones de O, predominaran los procesos
de oxidacion que concluyen en formacion de hidroperodxidos lipidicos (que decaen a

alcoholes) o isomerizacién del doble enlace.

Diversos estudios han demostrado la formacién de nitroalquenos en muestras
bioldgicas. Estos derivan de acidos grasos tales como el oleico, linoleico y araquidénico
y debido al mecanismo de formacién que presentan, se forman como mezclas de
isdmeros de posicidn del grupo nitro, encontrandose dos isémeros por doble enlace. Las

estructuras de algunos de ellos se representan en la Figura 3.
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Figura 2. Mecanismos de formacidn de acidos grasos nitrados. a) El *NO; reacciona con el acido
graso insaturado mediante una via radicalar produciendo un radical B-nitroalquilo que combina
con otro *NO; formando un intermediario nitro/nitrito. Luego, la pérdida de HNO> o hidrdlisis
del grupo nitrito dan como producto un nitroalqueno o un derivado nitrohidroxilado,
respectivamente. b) El radical B-nitroalquilo puede formar un nitroalilo por abstraccidon de un
atomo de H. c) De forma alternativa, un mecanismo de sustitucion electrofilica al doble enlace
por ion nitronio (NOy*) también produce nitroalquenos. d) El *“NO> y otros radicales formados
durante estrés nitrooxidativo pueden iniciar oxidacion lipidica que conlleva a la formacién de
hidroperdxidos que derivan en mediadores secundarios y toxinas tales como aldehidos. e) El
*NO; promueve la isomerizacidn trans del doble enlace (figura adaptada de Rubbo et al, 20083%%).
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Figura 3. Estructura de acidos grasos nitrados. Se representan los distintos isémeros de los
nitroalquenos derivados del acido oleico (OANO,), 4cido linoleico (LNO3) y acido linoleico
conjugado (NO,-cLA). Para el caso del clLA, se representan Unicamente los isbmeros mas
abundantes en muestras bioldgicas seglin Bonacci et al, 2012 *,

En particular, estudios de nuestro grupo de trabajo mostraron que las reacciones de
oxidacién y nitracién que pueden desencadenarse durante los procesos inflamatorios
pueden conducir a la nitracion de lipidos en macroéfagos; en efecto, durante la
activacion de macréfagos se observa la induccién de la éxido nitrico sintasa inducible
(NOS2) asociada a la nitracion del éster de colesterol del acido linoleico a colesteril-
nitrolinoleato (CLNO)*. Los productos de nitracién de acidos grasos insaturados, en
particular los nitroalquenos, han mostrado multiplicidad de efectos sobre la funcién de
una variedad de tipos celulares, incluyendo células inflamatorias. Estos efectos incluyen
la liberacidon de *NO y la vasorelajacién dependiente de guanosina monofosfato ciclico
(GMPc)30:344¢_Por otro lado, se han descrito diferentes efectos de tipo anti-inflamatorio
inducidos por los nitroalquenos: a modo de ejemplo, el nitrolinoleato (LNO;) es capaz
de inhibir la produccion de 0;°°, la degranulacién y la movilizacién de calcio, asi como
la expresion de CD11b inducida en neutrdfilos por varios estimulos. Ademas, se han
descrito efectos modulatorios de los nitroalquenos sobre el macréfago, incluyendo el
apagamiento de la NOS2 asi como la inhibicién en la secrecién de interleuquinas y
citoquinas proinflamatorias®*#’. Los derivados nitrados de acidos grasos también son
capaces de suprimir la expresién de las moléculas de adhesion VCAM-1, resultando en

una disminucién del rodado y de la adhesién de monocitos y una inhibicidon de la
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infiltracion de los mismos. Al menos parte de los mecanismos antiinflamatorios
detallados podrian explicarse por la capacidad de los nitroalquenos de inhibir el factor
de transcripcidn NF-kB, ya que estos compuestos electrofilicos son capaces de interferir
con la activacién/translocacién de NF-kB por nitroalquilacién de la subunidad p65,
inhabilitando su unién a la region promotora de genes inflamatorios3*6. Por otro lado,
la enzima hemooxigenasa-1 (HO-1) es potentemente inducida por nitroalquenos en
células endoteliales y macrofagos3#46. Esta enzima cataliza la degradacién del grupo
hemo hacia biliverdina, hierro y CO, desempefiando un rol protector central durante la
inflamacién. La capacidad de los nitroalquenos de inducir la HO-1 podria explicar
algunos de los efectos observados sobre la regulacion negativa de la NOS2 y de las

citoquinas inflamatorias.

Los nitroalquenos, debido a su caracter electrofilico, tienen la capacidad de formar
productos de adicidn con proteinas mediante reacciones de nitroalquilacion, causando
alteraciones en la estructura y funcién, como se ha observado para la catepsina B, la
insulina o la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa®®. Su reactividad electrofilica
radica en el carbono R adyacente al carbono que esta unido al grupo nitro, y esta
propiedad promueve la reaccion con nucledfilos (por ejemplo residuos Cys e His) via el
mecanismo conocido como reaccion de Michael, conduciendo a nuevas estructuras con
unién carbono-carbono o carbono-heterodtomo (Figura 4). La formacién de aductos
parece ser un destino importante de estas moléculas y en este sentido Rudolph et a/
reportaron la adicién del ~90% de acido nitro-oleico (OANO;) a macromoléculas del
plasma a los 5 min luego de su inyeccién en ratones C57BL/6*°. Otro ejemplo de
regulacién mediante adicién de los nitroalquenos a proteinas es la modulacién de la
activacion del factor de transcripcion Nrf-2, que dirige la transcripcion de varios genes
citoprotectores incluyendo HO-1. Se ha propuesto que los nitroalquenos son capaces
de interaccionar directamente con Keap1l, conduciendo a la activacion de Nrf-2344650,
De la misma forma, se ha observado que los nitroalquenos inducen efectos notorios
sobre las cascadas de sefiales que involucran a MAPK y JNK; algunas proteinas tirosina
fosfatasas contienen un motivo en un sitio activo que incluye una cisteina con bajo pKa,
propiedad que promueve la reactividad nucleofilica y la susceptibilidad a la

nitroalquilacién. Por ultimo es de destacar que los nitroalquenos tienen capacidad de
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ligarse con alta afinidad a los receptores nucleares PPAR (del inglés, Peroxisome
Proliferator Activated Receptor), siendo agonistas robustos de los receptores PPAR-
gama y en menor medida de PPAR-alfa y PPAR-delta®!, modulando eventos de
sefializacion celular que regulan la adipogénesis, homeostasis de la glucosa en

adipocitos, asi como expresién de CD36 en macrofagos.

BME
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Figura 4. Mecanismo de adicion de Michael. Se ilustra la reaccion de adicién nucleofilica del
grupo tiolato del BME sobre el carbono electrofilico en posicion beta del nitroalqueno.

2.7.Espectrometria de masas aplicada a la detecciéon de acidos grasos

nitrados

Las primeras demostraciones de formacién de acidos grasos nitrados a partir de
*NO; se valieron del empleo de la espectrometria de masas como técnica de deteccién
junto con NMR e IR.#52734_ |nicialmente se utilizé ionizacién quimica en modo negativo
para identificar los productos de reacciéon del *NO; con metil-linoleato y metil-
linolenato, diferenciando productos nitrados de los hidroperdxidos que se forman>. En
estos estudios se detectaba la formacidn de un ion de m/z 46 formado por disociacion
por captura electrénica caracteristico de los grupos nitro (-NOz) o nitrito (-ONO), a
diferencia del m/z 62, caracteristico de la funcidén nitrato. En trabajos posteriores
enfocados al estudio de la nitracion de acidos grasos insaturados por especies derivadas
del *NO3, se empled cromatografia liquida en fase reversa acoplada a espectrometria
de masas empleando ionizacidn por electrospray y analizadores de triple cuadrupolo con
los que se comenzaron los estudios de fragmentacién. En tanto, otros grupos de
investigacidn realizaron analisis por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS), con los que se obtuvo espectros de impacto electrénico*®. En 2002,

aparece el primer articulo que detecta lipidos nitrados en muestras de plasma®,
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empleando RPLC-MS/MS como técnica de deteccion de acido linoleico nitrado. En dicho
trabajo se realiza una comparacién entre dos grupos de donantes (normolipidémicos e
hipercolesterolémicos) y se realiza una cuantificacion relativa del acido linoleico nitrado

empleando un acido graso de 17 carbonos como estandar interno.

Numerosos trabajos sucedieron a éstos, la gran mayoria utilizando LC-MS/MS como
método de deteccidn y cuantificacion de dcidos grasos nitrados. Se ha detectado ésteres
de colesterol con acido linoleico nitrado en plasma, en lipoproteinas y en cultivos
celulares*>7; en 2005 Baker et al reportaron la deteccién y cuantificacion de productos
nitrados y nitro-hidroxilados del acido palmitoleico, oleico, linoleico, araquiddnico y
eicosapentaenoico en plasma humano mediante LC-MS/MS>8. Los valores reportados en
ese momento fueron de varios érdenes de magnitud mayores a los que se reportaron
luego mediante anélisis similares por el mismo grupo®® o mediante analisis realizados
por GC-MS/MS8%61  verificados posteriormente por ambas técnicas para el caso del
OANO>%2. Actualmente existe un consenso en que las concentraciones de acidos grasos

nitrados en el plasma varia en el rango de pM-nM?®3,

En la literatura se encuentran diversos trabajos en los que se caracterizan en detalle
varios lipidos nitrados mediante NMR, IR y MS>>°6:°86465  Recientemente, se han
reportado estudios de acidos grasos nitrados esterificados en triglicéridos mediante
HPLC-MS/MS con equipos de alta resolucién y con ionizacién quimica a presiéon
atmosférica®, y fosfolipidos mediante cromatografia liquida de interaccién hidrofébica
acoplada a ESI-MS®’. En la Tabla 3 se resumen los datos obtenidos de anélisis por MS

para acidos grasos libres nitrados.
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Tabla 3. Fragmentacidon de acidos grasos nitrados.

Acido graso lon lon Composicion del Ref.
nitrado precursor producto producto
NO,-cLA 324,2 46,1 [NO2J
NO,-cLA 324,2 277,2 [C1sH2902] 44,68
9-NO,-cLA 324,2 2244 [C12H1803N] 44,68
9-NO,-cLA 324,2 210,1 [C11H1603N] 44,68
9-NO,-cLA 324,2 168,1 [CoH1402N] 44,68
12-NO,-cLA 324,2 244,2 [Ci7H26N] a4
12-NO,-cLA 324,2 213,1 [C11H1704] 44,68
12-NO,-cLA 324,2 195,1 [C12H1505] 44,68
12-NO,-cLA 324,2 171,1 [CoH1503] 44,68
12-NO,-cLA 324,2 157,1 [CgH130s] 44,68
OANO; 326,2 46,1 [NO,J
OANO; 326,2 279,2 [C1sH3102]
9-0OANO; 326,2 168.1 [CsH1402N] 69
9-OANO; 326,2 124,1 [CsH1aN] 69
9-0OANO; 326,2 150,1 [CsH1,0ON] 69
10-OANO; 326,2 169,1 [CoH130s] 69
10-OANO; 326,2 125,1 [CsH130] 69
10-OANO; 326,2 151,1 [CsH1102] 69
LNO, 324,2 46,1 [NO2J
LNO; 324,2 277,2 [C18H2002]
9-LNO; 324,2 168,1 [CoH1402N] 69
9-LNO, 324,2 224,1 [C12H1803N] 69
9-LNO; 324,2 210,1 [C11H1603N] 69
10-LNO; 324,2 182,1 [C10H1602N] 69
10-LNO; 324,2 238,1 [C13H2003N] 69
10-LNO; 324,2 224,1 [C12H1803N] 69
12-LNO, 324,2 157,1 [CsH1303] 69
12-LNO; 324,2 213,1 [C11H1704] 69
12-LNO, 324,2 195,1 [C11H1505]° %
13-LNO; 324,2 185,1 [C10H1303] 69
13-LNO; 324,2 227,1 [C12H1904] 69
13-LNO; 324,2 209,1 [C12H1703] 69
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2.8. Objetivos

Objetivo General

Estudiar la formacién de acidos grasos nitrados en la LDL humana bajo

estrés nitro-oxidativo.

Objetivos Especificos
A. Optimizar un método de HPLC-MS/MS para la deteccion y cuantificacion de
acidos grasos nitrados.
B. Caracterizar el estado nitrooxidativo de LDL humana expuesta a diferentes
sistemas nitrantes: peroxinitrito (bolo e infusidn) y nitrito en medio acido.

C. Analizar la nitracion del componente lipidico en la LDL nitrada.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Materiales

El hidréxido de sodio (NaOH) fue adquirido de Applichem. El acido o-fosférico
(H3POg, solucion 85 % w/w) fue adquirido de Merck. Los solventes: metanol (MeOH),

acetonitrilo (ACN) y acido acético (HAc) se obtuvieron de J.T. Baker.

Los acidos grasos nitrados (OANO2, [*3C18]JOANO3, [D4,>NJOANO;, LNO3, [*3C18]LNO,,
NO,-cLA y [°N]O2-cLA) y el 4-fenil-1,2,4,triazolina-3,4-diona fueron aportados por el
laboratorio del Dr. Bruce Freeman (Universidad de Pittsburgh, E.E. U.U.) en el marco de

una colaboracion cientifica.

Los demas reactivos fueron adquiridos de SIGMA. Todas las soluciones fueron
preparadas en agua ultra pura deionizada obtenida por equipamiento de purificacién

disponible en nuestro laboratorio (Thermo Scientific).
3.2.Métodos
3.2.1. Purificacién de LDL

La LDL se purifica por ultracentrifugacion diferencial del plasma humano
realzando un gradiente con KBr’%7%, El plasma se mezcla con KBr en una relacién 0,28 g
por cada mililitro de plasma y posteriormente se preparan los tubos de
ultracentrifugacion con 2,5 mL de plasma y 5 mL de NaCl 0,15 M. Los tubos se
centrifugan a 290.000 g durante 105 min a 4 °C. Se separa la banda color naranja que
se observa en el tercio medio del tubo (densidad 1,02 - 1,06 mg/mL); de esta manera se
obtiene un preparado de LDL que denominamos LDL-1p. Para trabajar con un preparado
libre de albumina, de otras fracciones lipoproteicas, se completa la purificacién de la
LDL-1p mediante un segundo paso de ultracentrifugacién en un gradiente de KBr. En
esta ocasién la banda color naranja aparece en el tercio inferior de los tubos, es
separada y se conserva a 4 °C bajo atmosfera de argdén hasta su analisis. La

concentracién proteica se determina por absorbancia a 280 nm (g = 1,05 mg?* mL cm’

1)72.
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3.2.2. Electroforesis en gel de agarosa

Para evaluar la pureza de las fracciones de LDL obtenidas se realiza un gel de
electroforesis en agarosa al 0,5 % m-v 774, La agarosa se prepara en un buffer Tris-
glicina pH 8,3. La electroforesis se realiza en 2 pasos; los primeros 40 min a 65 V
constante (corriente aproximada de 30 mA) y luego se corre durante 15 min adicionales
a 90 voltios constante. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se incuba con solucién
de fijacién por 15 minutos y posteriormente se deshidrata empleando papel filtro. La
tincidn se realiza con solucidon de azul de Coomasie Brilliant Blue R-250 0,15 % en
Destain y finalmente el gel se incuba en Destain hasta obtener un buen contraste entre

tincidn de banda y fondo.
3.2.3. Nitraciéon de LDL

Se emplearon tres sistemas de nitracién de LDL: ONOO™ en infusidn, ONOO™ en

bolo y NOz en medio acido.

Las reacciones de nitraciéon de LDL se realizaron agregando el ONOO™ en forma
de bolos sucesivos bajo agitacion vigorosa (20 uM cada 1 min) o mediante infusién lenta
empleando un equipo de infusién automatica (Kd Scientific) a una solucién de LDL 3 uM
en buffer fosfato de potasio 100 mM, pH 7,3 con DTPA 100 uM. Las concentraciones de
ONOO" acumuladas a tiempo final se encuentran en un rango de 0,1 a2 mM para ambos
casos. El agregado de DTPA en el buffer se realiza con el fin de quelar los posibles
metales presentes en la solucidn que puedan reaccionar. Debido a que la solucién stock
de ONOO" es fuertemente alcalina, el pH de las muestras fue controlado siempre luego
de realizadas las reacciones para asegurar que las variaciones causadas por el agregado
de ONOO no alteraran el pH de la solucidn, teniendo en cuenta un margen de tolerancia
de 0,2 unidades de pH. En cada experimento se realizaron controles de adicion de
ONOO previamente descompuesto en buffer fosfato pH 7,3 para descartar el efecto de

los productos de descomposicién del ONOO" (en particular NO2') sobre los resultados.

Las reacciones de nitracion empleando NO;™ se realizaron mediante el agregado
de NaNO; en diferentes concentraciones (relacion molar con NO;:LDL 25 o 100) bajo

agitacion constante durante 60 min a una solucion de LDL 3 uM en buffer fosfato de
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potasio 100 mM, pH 3 con DTPA 100 uM. Al finalizar el tiempo de incubacién, las
muestras son inmediatamente analizadas con el fin de terminar las reacciones de
oxidacién o se les adiciona butilhidroxitolueno en una concentracién final de 0,025 %m-
v con el mismo objetivo. En el caso de los analisis que involucran la hidrdlisis enzimatica
de los lipidos de la LDL, la reaccidn se detiene por ajuste de pH con KOH hasta alcanzar

pH 7.

3.2.4. Cuantificacion de aTOH

El aTOH se extrae de las muestras de LDL mediante extraccidon organica. Las
muestras se vortexean con MeOH (9:1 v/v) y posteriormente se centrifugan 15 min a
13.000 g y 4 °C para separar la proteina precipitada de los componentes hidrofébicos
extraidos. El sobrenadante se analiza por HPLC de fase reversa empleando una columna
Supelcosil LC-18 (250 x 46 mm, 5 um) y MeOH 100 % a 1 mL/min como fase movil
isocratica. La elucidn del aTOH se monitorea por fluorescencia con Aex= 295 Nnmy Aem=
330 nm”>. El tiempo de retencidon determinado para el aTOH en estas condiciones de
analisis es de 7 min. La cuantificacion del aTOH se realiza mediante la extrapolacién del
area de la seiial obtenida para cada muestra en la una curva de calibracion de aTOH

gue se construye previamente a partir de un stock de aTOH comercial.

3.2.5. Cuantificacion relativa de carbonilos totales

La formacién de carbonilos como indicadores de oxidacion de la LDL se
determind por Dot-Blot, empleando un método indirecto en el que los carbonilos
presentes reaccionan con la dinitrofenilhidrazina (DNPH) y posteriormente se detecta
la presencia del grupo dinitrofenol (DNP) empleando anticuerpos policlonales anti-
DNP’®, Se siembran 3 pg de LDL en una membrana de PVDF previamente hidratada con
buffer de corrida, teniendo la precaucidn de que la gota de siembra no supere los 5 mm
de didmetro. Posteriormente se realiza la derivatizacion de la muestra para lo que se
incuba la membrana en HCl 2 N por 5 min y luego con DNPH 0,1 mg/mL disuelto en HCI
2 N. Luego se realizan 2 lavados con acido, 7 lavados con MeOH de 5 min cada uno y
finalmente se lava el solvente organico con abundante PBS y Tween 0,1 %v-v. La
membrana se bloquea con 5 %m-v de leche en PBS durante 1 hora a Tamb. Luego se

incuba overnight con el anticuerpo primario anti-DNP (dilucién 1/3000 en PBS con 5
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%m-v de leche y 0,1 %v-v de Tween). Después de la incubacién y de los lavados con PBS
Tween 0,1 %v-v, se incuba con el anticuerpo secundario (dilucién 1/12.000, en PBS
Tween 0,1 %v-v) especifico para el revelado posterior en un equipo de deteccién de
fluorescencia en el infrarrojo. Tras una hora de incubacién, la membrana se lava
nuevamente y se procede a revelar en un equipo Odyssey (Li-Cor). La intensidad de las
sefiales detectadas se cuantifica por densitometria utilizando el software controlador
del equipo. La cuantificacidn relativa se calcula como relativa porcentual del maximo de

sefal obtenido.

3.2.6. Cuantificacion relativa de 3-nitrotirosina

La formacion de 3-NT se evalila por Dot-Blot, empleando anticuerpos
policlonales anti-3NT producidos en el Departamento de Bioquimica. Se siembran 3 ug
de LDL en una membrana de nitrocelulosa, teniendo la precaucion de que la gota de
siembra no supere los 5 mm de didametro. La membrana se bloquea con 5 %m-v de leche
en PBS durante 1 hora a Tamb. Luego se incuba overnight con el anticuerpo primario
anti-3NT (dilucién 1/2000 en PBS con 1 %m-v de leche y 0,1 %v-v de Tween). Después
de la incubacion y de los lavados con PBS Tween 0,1 %-v-v, se incuba con el anticuerpo
secundario (dilucién 1/12.000, en PBS Tween 0,1%v-v) especifico para el revelado
posterior en un equipo de deteccidn de fluorescencia en el infrarrojo. Tras una hora de
incubacién, la membrana se lava nuevamente y se procede a revelar en un equipo
Odyssey (Li-Cor). La intensidad de las sefiales detectadas se cuantifica por densitometria
utilizando el software controlador del equipo. La cuantificacién relativa se calcula como

relativa porcentual del maximo de sefial obtenido.

3.2.7. Métodos de deteccion de acidos grasos nitrados

La metodologia empleada para la deteccidén y cuantificacién de acidos grasos
nitrados por HPLC-MS se realiza empleando un sistema compuesto por un cromatégrafo
Agilent 1260 Infinity y un espectrometro de masas con fuente de ionizacién de

electrospray y un analizador de triple cuadrupolo con trampa de iones (QTRAP 4500,
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ABSciex). Con el fin de optimizar métodos de alta sensibilidad para detectary cuantificar
acidos grasos nitrados en muestras de LDL se planted disefiar un método de MRM. La
optimizacién de dichos métodos forma parte del trabajo de esta tesis y se detalla en las
siguientes secciones. A continuacion se describe brevemente la estrategia de

optimizacién de los métodos.

Inicialmente, los estandares de acidos grasos se analizaron por infusién
directa al espectrémetro de masas realizando espectros de masa con Q1 y
espectros de alta resolucién empleando la trampa lineal. En esta etapa se
determina el ion molecular y se optimizan los pardmetros referidos a la

ionizacion de los analitos para obtener mayor seiial.

Una vez determinado el ion molecular de cada acido graso nitrado y los
parametros de ionizacidn, se realizan experimentos de fragmentacion de cada
ion para identificar los fragmentos que producen iones de mayor intensidad y
proporcionan informacién de identidad para asi obtener un método de alta
sensibilidad. Se eligen dos iones producto para cada dacido graso y se
optimizan los pardmetros referidos a la fragmentacion de manera de obtener

mayor sefal, siendo la energia de colisidn el pardmetro de mayor incidencia.

Completadas las etapas anteriores se procede a optimizar el sistema de HPLC-
MS. Para ello se toman métodos cromatograficos reportados para el analisis
de &cidos grasos nitrados como punto de partida®’”78 y se verifica la
deteccién de cada transicion elegida en etapas anteriores para cada dacido
graso. Finalmente se elaboran las curvas de calibracién correspondientes para

cada acido graso nitrado, empleando sus respectivos estandares internos.

3.2.8. Andlisis de acidos grasos nitrados en la LDL

Previo al procesamiento de la muestra se adiciona una mezcla de estandares

internos compuesta por [*3C15]OANO>, [D4,>N]JOANO;, [*3C18]LNO> y [*>N]O2-cLA.
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Las muestras de LDL (3 uM, 500 puL) se incuban con 5 mg de lipasa pancreatica
bovina (10 mg/mL) y 40 U de fosfolipasa Al en un buffer fosfato de potasio 50 mM, pH
7,4. La incubacion se realiza a 37 °C bajo agitacion constante durante 1 hora, con el fin
de hidrolizar los triglicéridos y fosfolipidos presentes en la LDL. Posteriormente se realiza
una extraccién organica de los lipidos con la adiciéon de 2,5 volumenes de la mezcla
Hexano:lsopropanol:HAc (30:20:2) a cada muestra y posteriormente se realizan dos
extracciones con 2,5 volimenes de Hexano’®. En cada caso se toma la fase superior, se

juntan y el solvente orgdnico es evaporado a sequedad.

La siguiente etapa tiene como objetivo separar los distintos componentes
lipidicos del extracto mediante extraccion en fase sélida, empleando columnas cuya fase
estacionaria se compone de un grupo amino (Phenomenex StrataNH2, 55 um, 500 mg/6
mL)®®. Las muestras se resuspenden en 0,5 mL de CHCl3 y se siembran en las columnas
gue han sido previamente activadas con 6 mL de MeOH y 6 mL de CHCls. Luego se lava
con CHCIlz y se dispone a eluir distintas fracciones lipidicas enriquecidas en ésteres de
colesterol, lipidos apolares, acidos grasos libres y lipidos polares empleando 6 mL de
Hexano, 4 mL de CHCls:Isopropanol (2:1), 6 mL de EtOEt:HAc 2% y 4 mL de MeOH,
respectivamente. La fase correspondiente con acidos grasos libres se evapora a

sequedad y se conserva a -80 °C hasta su andlisis por HPLC-MS.

3.2.9. Cuantificacién de acidos grasos nitrados por LC-MS/MS

La cuantificacidn se realiza utilizando estandares con isétopos pesados y se

describe en detalle en la seccidon Resultados

3.2.10.Cromatografia en capa fina

El seguimiento de la hidrdlisis se realizé mediante cromatografia en capa fina®.
Se siembran alicuotas de 5 uL de la mezcla de incubacién en una placa de silica y se
desarrolla la cromatografia empleando una mezcla de hexanos:dietileter:acido acético
(70:30:1) como fase movil. El revelado de la placa se realiza mediante aspersién de una

solucién de CuSO4% en H,SO4 y posterior calentamiento.
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3.2.11.Tratamiento con BME

Los nitroalquenos son grupos electréfilos capaces de reaccionar con B-
mercaptoetanol (BME) mediante adicion de Michael. Por tanto, para confirmar la
presencia del grupo nitroalqueno en las muestras en las que el analisis de masa presenta
resultados indicativos de la presencia de acidos grasos nitrados, se incuban las muestras
con BME y re-analizan por HPLC-MS/MS8L. En caso de que la sefial correspondiente con
el acido graso nitrado desaparece, se confirma la reactividad con BME, y por tanto la
presencia del grupo nitroalqueno. Para ello, la fraccién de acidos grasos liberados por la
digestion de la LDL (obtenida como se describe anteriormente), se evapora a sequedad
y resuspende en buffer fosfato 100 mM, pH 7,3 conteniendo 2 mM de BME. La mezcla
se mantiene a Tamb durante 30 min y es inmediatamente analizada por HPLC-MS/MS

en busca de nitroalquenos de interés.

3.2.12.Deteccién de cLA

La deteccion de cLA en LDL se realiza a partir de la fraccién de acidos grasos
obtenida a partir de la hidrdlisis enzimatica de la LDL segln se describié anteriormente.
Las muestras se evaporan a sequedad y se resuspenden en 50 puL de una solucién de 4-
fenil-1,2,4-triazolin-3,5-diona (PTAD) 10 mM en acetonitrilo para derivatizar el cLA
presente. El reactivo PTAD es un fuerte dienéfilo que reacciona rapidamente con dienos
conjugados para formar un producto de adicién Diels-Alder. Este reactivo ha sido
empleado para la deteccidn y cuantificacion de cLA en otros trabajos**’882, La mezcla se
mantiene a Tamb por 15 min para la reaccion de derivatizacion y luego se evapora el
solvente a sequedad. Las muestras se resuspenden previo al analisis del cLA-PTAD que
se realiza por HPLC-MS/MS en modo positivo en busca de la transicion 454 - 178,
correspondiente con la fragmentacion a nivel de los enlaces C-N del producto de adicién
generando 4-fenilurazol, ([PU + H]*). La cromatografia se desarrolla en una columna de
fase reversa (Luna C-18(2), Phenomenex, 5 um, 100 x 2,0 mm) empleando un gradiente
de acetonitrilo (30 — 100 %) con 0,05 % de acido acético en agua por 10 min a un flujo
de 700 pL/min. La cuantificacion se realiza a partir de una curva de calibracién elaborada

con 9,11-cLA y PTAD bajo las mismas condiciones de reaccion.
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4. Resultados

4.1.Optimizacion de métodos de HPLC-MS/MS para detecciéon vy

cuantificaciéon de acidos grasos nitrados

El objetivo de esta etapa fue disefiar un método cromatografico con deteccién por
espectrometria de masas que permita detectar y cuantificar dcidos grasos nitrados en
muestras bioldgicas. Para eso fue fundamental la adquisicién de estandares
correspondientes con los analitos de interés, con los que se realizaron ensayos
preliminares que permitieron optimizar los parametros del equipo. Los estdndares
estudiados fueron: OANO,, [*3C15JOANO;, [D4,>°N]JOANO>, LNO>, [*3C18]LNO,, NO2-cLA y
[15N]O,-cLA.

La optimizacion de los parametros se realizd en dos etapas; la primera se realizé por
infusidn directa de los compuestos al espectrédmetro de masas, y la segunda utiliza un
sistema acoplado de cromatografia liquida. Este procedimiento se realizé para cada uno
de los estandares estudiados y para mayor comprension del desarrollo del método, se
detalla el procedimiento realizado con uno de ellos ([*°N]O2-cLA) y finalmente se

resumen los resultados andlogos obtenidos para el resto de los estandares.

4.1.1. Infusion directa

El estandar de [*°N]O,-cLA se diluye a una concentracion 10 - 50 nM en una solucién
acuosa de 50 % MeOH con 0,1 % de acido acético. El pH de esta solucion es acido y es
posible que dificulte la ionizacion por desprotonacion de los acidos grasos. Sin embargo,
es importante adicionar acido acético a la solucién ya que sera posteriormente utilizado
para mejorar la resolucién en la cromatografia. De este modo las caracteristicas de la
solucién en la que se encuentran los analitos a optimizar, son mads representativas de
las que se encontrardn en el método final. Las soluciones se analizan por infusion directa
al espectrometro de masas que opera en modo de full scan empleando el primer
cuadrupolo (Q1) en modo negativo. Con este experimento se obtiene un espectro de
masas de un amplio rango de masas (50 — 500 m/z) en el que se puede observar un pico
de mayor intensidad en m/z 325 que representa el ion molecular del dcido graso nitrado,
correspondiente con [M-H] (Figura 5). Se estudiaron las condiciones de ionizacion por
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electrospray para conseguir la mejor selectividad y sensibilidad de los compuestos; se
optimizan los parametros de ionizacion y se evaltua el efecto de la temperatura de la
fuente sobre los compuestos de estudio. Para realizar dicha optimizacion, se ajusté el
rango de m/z de manera tal que solo incluya el ion de interés (325 + 5 Da) y se vario
manualmente los pardmetros del equipo a la vez que se monitorizé la intensidad total
de la sefal. El hecho de que la ventana del espectro sea pequefia, permite hacer un
seguimiento rapido de la intensidad que se obtiene para el ion de interés a la vez que se
alteran los valores de cada pardmetro. En el caso de los acidos grasos nitrados, se
encontrd que los parametros de la fuente evaluados no afectaban significativamente a
la sefal de los analitos, por lo que se usaron valores estandar para la temperatura de la
fuente, potencial de declustering y voltaje del capilar (Potencial y temperatura de fuente

-4,4 kV y 550 °C, y potencial de declustering -80 V).
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Figura 5. Espectro de masas full scan del [**°N]O,-cLA. Se infunde el estdndar
disuelto en una solucion acuosa de MeOH 50 % con 0,1 % de acido acético con un
flujo de 10 pL/min al espectrémetro de masas. El espectro se obtiene con el
cuadrupolo Q1 en modo negativo en un rango de 5 — 500 m/z con una velocidad
de escaneo de 1000 Da/s y resolucion HIGH. En la figura se representa un rango
de m/z acotado con el fin de ilustrar el ion molecular del [*>N]O,-cLA.

Posteriormente se utiliza la trampa lineal del espectrémetro, en un experimento de

mayor resolucién, para determinar la masa del ion molecular detectado con el full scan.
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En este experimento de enhanced resolution, la trampa realiza un escaneo centrado en
el ion 325 con una ventana de 30 Day lo realiza a baja velocidad (250 Da/s) con el fin de
obtener la mejor resolucion (Figura 6). En este espectro se detecta el ion molecular con
mayor resolucién con m/z 325,2 y se observa la distribucidon isotdpica del compuesto,
detectandose picos con m/z 326,2 y 327,2 correspondientes con los iones generados a

partir de, M+1 y M+2, respectivamente.
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Figura 6. Espectro de enhanced resolution del [**N]O,-cLA. La solucidn estandar
se infunde con un flujo de 10 pL/min y la deteccién se realiza mediante el uso de
la trampa lineal en modo de resolucién aumentada. El espectro presenta mayor
resolucién que el full scan, por lo que se identifica y determina el valor del ion
molecular del estandar.

En la siguiente etapa se buscé obtener el patrén de fragmentacion de los acidos
grasos nitrados con el fin de obtener mayor informaciéon de identidad de cada
compuesto. Para ello se realizé un experimento Product lon del ion con m/z 325,2 en el
gue se emplean los cuadrupolos de manera tal que: Q1 selecciona el ion precursor (en
este caso, m/z 325,2), éste es fragmentado en Q2 y el Q3 se realiza un escaneo de los

iones producidos por la fragmentacion. La energia de colision (CE) es el parametro que
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presenta mayor influencia en el espectro de fragmentacion por lo que se realizo especial
énfasis en el estudio de este valor. Primeramente se realizd un espectro de
fragmentacidn del ion 325,2 con un barrido de CE de -45 V a -10 V con un intervalo de
0,5 V a una velocidad lenta (200 Da/s). Los espectros obtenidos para cada energia de
colision se promedian de forma automatica por el software del equipo. De esta manera,
se obtiene un espectro de fragmentacidén completo que contiene amplia informacién
acerca de los iones fragmento que la molécula es capaz de producir. Para el caso del
[*°N]O2-cLA, el espectro de fragmentacién (Figura 7) muestra tres iones de mayor
intensidad, entre los que se encuentre el ion precursor; obtenido fundamentalmente en
las fragmentaciones realizadas con energia de colisién baja. Los iones restantes se
corresponden con los obtenidos por otros investigadores y reportados en la bibliografia
(ver Tabla 1). El ion 47,1 corresponde con el producto de la fragmentacion del grupo
nitro, [*°’NO.], mientras que el ion 183,1 se corresponde con la fragmentacion producida
a nivel del doble enlace del Cio, [C10H1602'°N]". Estos fragmentos proveen informacion
suficiente para identificar al [*°N]O2-cLA, por lo que se procedio a estudiar la energia de
colisién 6ptima con la que se obtienen estos dos iones. Para ello se realiza un analisis de
los datos obtenidos del mismo experimento; en este caso se extraen los datos
correspondientes a la intensidad de los iones 47,1 y 183,1 y se representan en graficos
de intensidad en funcién de la energia de colisién (Figura 8). Para el caso del ion 47,1 se
observa que la intensidad obtenida es mayor cuando la energia de colisién se encuentra
en el rango de -40 a -30 V. En cambio el ion 183,1 se obtiene en mayor proporcién con

mayores energias de colision (CE <-45 V).
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Figura 7. Espectro de fragmentacion del [°N]O,-cLA. El estandar se infunde en el
espectrometro y se realiza un experimento de Product lon del ion precursor 325,2
realizando un barrido de energias de colisidén (-45 a -10 V). El espectro representa un
promedio de los espectros obtenidos para cada energia, y se destaca la presencia de dos
iones fragmento; m/z 47,1y 183,1.
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Figura 8. Optimizacion de energias de colision. Se extraen los datos de intensidad
correspondiente con cada ion a partir del espectro de Product lon obtenido
anteriormente. Se determina la energia de colisién dptima para fragmentar el [*>N]O,-cLA
en los iones de interés, m/z 47,1 (izquierda); 183,1 (derecha).

41



Con los datos obtenidos al momento se obtuvo informacion necesaria para disefiar
un experimento de fragmentacion denominado Multiple Reaction Monitoring (MRM),
qgue le otorga gran sensibilidad y especificidad a la deteccién y cuantificaciéon de los
analitos. En él, se analizan Unicamente las dos fragmentaciones estudiadas
anteriormente, empleando los cuadrupolos. En este caso el Q1 filtra el ion precursor
325,2; Q2 fragmenta con la energia de colision éptima para cada fragmentacion y Q3
filtra los iones producto que sean indicados; en este caso, las transiciones estudiadas
son 325,2/46,1 con CE = -40 V y 325,2/183,1 con CE = -40 V. Este método de
espectrometria de masas sera utilizado acoplado al sistema de cromatografia liquida,
por lo que previamente se verificd que los pardmetros de la fuente de ionizacién ya
optimizados fueran compatibles con el sistema cromatografico. Especialmente se debid
ajustar los valores de presién de los gases de secado ya que el flujo de ingreso de la

muestra al espectrémetro aumenta considerablemente (de 10 a 700 pyL/min).

4.1.2. Métodos cromatogrdficos.

Se emplearon dos sistemas cromatograficos para analizar los acidos grasos nitrados;

utilizando en ambos casos el espectrometro de masas en modo MRM.

-Sistema A: Es un sistema de cromatografia rapido (separacion de los compuestos
en 10 min), utilizado fundamentalmente para procesamiento y analisis de grandes
cantidades de muestras. Las muestras se inyectan en una columna Luna C-18(2)
(Phenomenex; 5 um; 100 x 2,0 mm) pre-equilibrada con 30 % acetonitrilo con 0,05 % de
acido acético en agua, a un flujo de 700 puL/min. La separacion se realiza mediante un
gradiente lineal de acetonitrilo (30 — 100 %) en 10 min y luego se restablece la fase movil

inicial para reequilibrar el sistema.

-Sistema B: Un sistema cromatografico que otorga buena resolucién de los isémeros
de posicion de los acidos grasos nitrados. En este sistema las muestras se inyectan en
una columna Luna C-18(2) (Phenomenex; 3 um; 150 x 2,0 mm) pre-equilibrada con 45 %
de acetonitrilo en agua con 0,05 % de acido acético, a un flujo de 250 pL/min. La elucion
se realiza mediante un gradiente lineal de acetonitrilo (45 — 80 %) en 45 min y luego se
realiza un lavado con 100 % acetonitrilo durante 10 min y se restablece la fase movil

inicial para reequilibrar el sistema.
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En ambos sistemas, los analitos se monitorean usando ESI/MS/MS en modo positivo
con un experimento de MRM con dos transiciones para cada acido graso nitrado. Segun
los parametros ya optimizados, el espectrometro se empled con la fuente a -4,4 kV, 550
°C y un potencial de declustering de -80 V. Los cuadrupolos Q1 y Q3 se utilizan en
resolucién UNIT. Los iones monitoreados y los pardmetros de adquisicion para cada
analito estan resumidos en la Tabla 4. Con las condiciones cromatograficas empleadas
los diferentes acidos grasos nitrados se separan presentando picos a tiempos de

retencion caracteristicos.

4.1.3. Acoplamiento HPLC-MS/MS

Finalmente se elaboré un método de HPLC-MS/MS en el que se inyectan entre
0,1 — 1 pmol del estdndar >NO>-cLA en una columna de fase reversa y mediante un
gradiente de acetonitrilo eluyen diferencialmente los distintos isomeros del *°NO-clLA,
mientras que son monitoreados por el método de MRM. El tiempo de retencién de cada
acido graso nitrado junto con el empleo de dos transiciones para cada uno de ellos,
otorga mayor especificidad al método de deteccién por HPLC-MS/MS (Figura 9 y Tabla
4). Como se observa en la Figura 9, en ambos sistemas cromatogréficos el ['>’N]O2-cLA
eluye como dos picos diferentes, que corresponden con los diferentes isémeros de
posicion del grupo nitro. En el caso del sistema B, la cromatografia se realiza en un
tiempo mayor y los picos se separan en el tiempo obteniendo una mejor resolucién. De

todas formas, para ambos sistemas se obtiene una buena sefial para el [\°N]O>-cLA.
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Figura 9. Andlisis del [**N]O,-cLA por HPLC-MS/MS. Cromatogramas obtenidos por el método
optimizado en la primera etapa del trabajo de tesis para el estandar de NO,-cLA. Se analizan 0,1
— 1 pmol de estandar empleando los sistemas cromatograficos A y B (Panel superior e inferior,
respectivamente) se eluye con un gradiente de acetonitrilo en agua con 0,05 % de 4cido acético.
En ambos casos se representa la sefial del MRM correspondiente con la transicion 325,2/47,1.
Los inset representan los cromatogramas correspondientes con mayor aumento en el tiempo de
retencién del estandar estudiado.

4.1.4. Calibracion

Finalmente se realizdé una curva de calibracidon para el NO;-cLA. Las curvas de
calibracion se generaron empleando una concentracién fija de estandar interno
isotopicamente marcado ([°N]O2-cLA) a la que se le adicionan concentraciones

variables del estdndar NO;-cLA que posteriormente se analizan por los métodos de
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HPLC-MS/MS ya optimizados. Se grafica la relacion de areas obtenidas para cada

estandar en funcién de la relacion molar de concentraciones (Figura 10).

Como se observa en la figura, se detectd una correlacion lineal entre el area de los picos
cromatograficos y la concentracién del estdndar de NO;-cLA analizado. En este caso se
trabajé con concentraciones de NO2-cLA de 0,1 - 40 nM y por lo que la correlacién se
mantiene en un amplio rango de concentraciones. Ademas, obtiene un método de

cuantificacion sensible, que alcanza a detectar 1 fmol (0,1 nM, 10 pL).
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Figura 10. Curva de calibracion de NO,-cLA. Se adicionaron concentraciones
crecientes de NO,-cLA a una solucién estandar de ®NO,-cLA (20 nM) y son
posteriormente analizadas por HPLC-MS/MS. Se demuestra una relacién lineal
entre la relacidon de areas detectadas para cada estandar y las cantidades relativas
presentes en cada muestra.
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Como se menciond anteriormente, el desarrollo del método de deteccién de acidos

grasos nitrados por HPLC-MS/MS se realizd para todos los estandares que fueron

adquiridos. En las figuras 11-14 se representan los espectros obtenidos para cada uno

de ellos.
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Figura 11. Analisis de LNO; por espectrometria de masas.
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Figura 12. Analisis de [D4,>°N]JOANO; por espectrometria de masas.
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Figura 13. Analisis de [*3C1s]OANO- por espectrometria de masas.
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Figura 14. Analisis de OANO: por espectrometria de masas.
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Tabla 4. Fragmentaciones empleadas en método HPLC-MS/MS

Aci(j]o graso lon precursor lon CE (V) C?mposicién del
nitrado [M-H] producto ion producto
OANO: 326,2 46,1 -40 [NO2J

326,2 279,1 -20 [C18H3103]
[D4,>°N]JOANO; 331,2 47,1 -40 [1°NO,)
331,2 283,1 -20 [C18H27D40;]
[13C15]OANO; 344,2 46,1 -40 [NO2J
344,2 297,1 -20 [3C18H310,]
LNO; y NO;-cLA 324,2 46,1 -40 [NO2]
324,2 277,1 -20 [C18H2902]
[**N]O2-cLA 325,2 47,1 -40 [1°NO,]
325,2 183,1 -40 [C10H1602™°N]
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4.2.Estudios en LDL

Purificacion de la LDL

El primer paso del trabajo fue obtener una LDL pura a partir de sangre humana con
el fin de evitar reacciones secundarias con otros componentes. Se obtuvieron muestras
de sangre de donantes normolipidémicos aparentemente sanos, y se separd el plasma
fresco por centrifugacion (2500 rpm, 5 min). Posteriormente se realizaron dos pasos de
purificacion por ultracentrifugacion con los que se obtuvieron las dos fracciones de LDL
(LDL-1p y LDL-2p) y se hizo un seguimiento de la purificacién por electroforesis en gel de
agarosa. Las muestras fueron analizadas por electroforesis en agarosa 0,5 % y posterior
tinciéon con Coomasie. En la Figura 15, se muestra un gel de agarosa representativo
tefiido con Coomasie en el que se analizan las muestras de plasma y LDL obtenidas de
dos donantes diferentes (A y B). En el carril correspondiente al plasma, se resalta una
banda correspondiente con albimina (HSA), que también se detecta con menor
intensidad en los carriles correspondientes con LDL-1p. Esto demuestra que aln quedan
trazas de albimina luego de un paso de ultracentrifugacidn. Las muestras purificadas de
LDL presentan una banda mayoritaria con menor Rf que la HSA, correspondiente con la
LDL. De particular interés para este trabajo, en la muestra LDL-2p no se detectan otras

bandas que puedan corresponder con proteinas contaminantes en la fraccién.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa. Se realiza una electroforesis para evaluar
la purificacion de LDL a partir del plasma (P) de dos donantes. La purificacién de la LDL
se realiza por dos pasos de ultracentrifugacion en gradiente de KBr, obteniéndose una
fraccién en cada paso. LDL-1p: fraccién de LDL obtenida por un paso de
ultracentrifugaciéon; LDL-2p: LDL obtenida Iluego del segundo paso de
ultracentrifugacion. Luego del segundo paso de ultracentrifugacién se obtiene una LDL
purificada libre de albumina (HSA).

Caracterizacion de la LDL nitrada
4.2.1. Cuantificacion de alfa tocoferol

Los niveles de alfa tocoferol (aTOH) se determinaron mediante el método de
HPLC ya descrito. El método es capaz de detectar eficazmente el oaTOH por
fluorescencia, obteniéndose picos de elucion del aTOH en el entorno de los 7 min. Esto
permite la cuantificacién del aTOH por esta técnica, realizando una curva de calibracién
de manera confiable y precisa. La Figura 16 presenta la curva de calibracion para aTOH

obtenida en un rango de 1 a 50 uM.
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Figura 16. Andlisis de aTOH. Curva de calibracién de oTOH. Se
realizd una curva de calibracion de oTOH disuelto en MeOH
mediante analisis por HPLC-FLD.

Las muestras de LDL (3 uM) fueron tratadas con tres sistemas nitrantes: ONOO™ en
infusion continua (20 uM/min) o en bolos sucesivos (20 uM por bolo cada 1 min) en un
buffer fosfato de potasio 100 mM, pH 7,3 con DTPA 100 uM o diferentes
concentraciones de NOy en un buffer fosfato de potasio 100 mM, pH 3, 100 uM DTPA.
Se realizaron extracciones con MeOH de cada muestra para separar el aTOH de la
proteina y se determind la concentracién de aTOH para cada muestra mediante el
método descrito anteriormente. Las curvas de consumo de aTOH en los distintos

tratamientos se representan en la Figura 17.
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Figura 17. Cuantificacion de aTOH. Las muestras de LDL (3 uM) se expusieron a 75 uM o
300 uM de NO; en buffer fosfato pH 3 durante 60 min. Por otra parte la LDL se expuso a
una infusién continua de ONOO™ (20 UM ONOO"/min, @) o bolos sucesivo de ONOO™ (20 uM
cada 1 min, m) en buffer fosfato pH 7,3. El aTOH se extrajo con MeOH (1/9, LDL/MeOH) y el
grado de oxidacion se analizé por RP-HPLC, empleando el método descrito anteriormente.
Los datos corresponden a la relacion entre el aTOH remanente a distintos tiempos respecto
a la concentracién inicial.
En todos los sistemas evaluados se detecta disminucidn de los niveles de aTOH durante
el tratamiento hasta lograr una deplecidn total de este antioxidante a los 60 min. En
particular, el tratamiento con NO; tiene un comportamiento dosis dependiente en el
gue se observa que: mientras que el aTOH ha sido completamente oxidado a los 5 min

del tratamiento con 300 uM NO;y’, aun resta aproximadamente un 30 % del aTOH en las

muestras que se incuban con NOy 75 uM.

En cuanto al tratamiento con ONOO", no se detectan diferencias entre la adicidn

mediante bolos sucesivos o infusidon continua. En ambos casos todo el contenido de
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oTOH es oxidado luego de la adicién de una concentracion acumulada de 0,5 mM ONOO"

4.2.2. Formacion de carbonilos

Las muestras tratadas con ONOO" en infusidn o NO, fueron analizadas por Dot-
Blot en busca de carbonilos, como huellas de oxidacién. En la Figura 18 se muestra la
cuantificacion relativa en base al maximo obtenido. Como se observa, el ONOO™ induce
la formacidn de carbonilos de manera dosis dependiente hasta alcanzar un maximo
luego de la adicién acumulada de 1 mM ONOO'. En cambio, el tratamiento con NO; 300
UM en un buffer fosfato pH 3 no provoca un aumento en la formacién de carbonilos
durante 60 minutos de incubacién, demostrando que la oxidacién de los componentes

de la LDL presenta un perfil diferente segun los tratamientos ensayados.

0.81
ONOO"

s o 0 ©

0.6 NOz

Contenido relativo de carbonilos

0O 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

Figura 18. Formacion de carbonilos. La LDL (3 uM), se expuso a un flujo
continuo de ONOO™ (20 pM/min, @) en buffer fosfato pH 7,3. La deteccion se
realizd mediante derivatizacion con dinitrofenilhidrazina seguida de analisis
por Dot-Blot con anticuerpos anti-DNP. El contenido relativo de carbonilos se
determina respecto al maximo obtenido. (m) Representa el tratamiento con
NO, 300 pM.
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4.2.3. Formacion de 3-nitrotirosina

Empleando la técnica de Dot-Blot se estudié la formacidon del producto de
nitracidn de la tirosina en la LDL tratada con ONOO" en bolo o infusién y NO,” en medio
acido. Como se observa en la Figura 19 los niveles de 3-NT formada aumentaron
conforme al aumento de ONOO", con un comportamiento tipo hiperbdlico; a bajas
concentraciones de ONOO, la 3-NT aumenta rdpidamente mientras que a
concentraciones mas altas el aumento es menor. Para el caso del tratamiento con
ONOO" en bolos sucesivos, la nitracion alcanza un maximo alos 0,50 - 0,75 mM mientras
qgue la maxima formaciéon alcanzada con ONOO™ en infusidn sucede cuando la
concentracion de ONOO™ acumulada es del entorno de 2 mM. En ambos casos el
rendimiento de formacion de 3-NT en la condiciéon de maxima nitracidn es similar segin
se detecta por Dot-Blot. Es importante destacar que el tratamiento con 300 uM NO2
durante 60 min, no produce nitracién de tirosina, revelando que la nitraciéon causada

por los distintos sistemas es diferente.
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Figura 19. Formacion de 3-nitrotirosina. La LDL (3 pM), se expuso a un
flujo continuo de ONOO" (20 uM/min, @) o bolos sucesivos (concentracion
final 1,4 mM, m) de ONOO" en buffer fosfato pH 7,3. El andlisis se realizd
por Dot-Blot empleando anticuerpos policlonales anti-3-NT. La cantidad
relativa de 3-nitrotirosina se determind en funcién de la condicién de
mayor intensidad. ( A) Representa el tratamiento con NO; 300 uM.
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4.2.4. Nitracion lipidica

4.2.4.1. Procesamiento de muestras

Las muestras de LDL fueron co-incubadas con lipasa pancreatica y fosfolipasa Az
en un buffer fosfato pH 7,3 con el fin de hidrolizar los acidos grasos esterificados en
triglicéridos y fosfolipidos. Para corroborar la hidrélisis de los lipidos en estas
condiciones se realiza un seguimiento de la incubaciéon mediante cromatografia en capa
fina. A medida transcurre el tiempo de incubacién se liberan 4acidos grasos, que
presentan un Rf menor al de sus equivalentes esterificados. En la Figura 20 se muestra

una TLC representativa de estos analisis revelada con I..

°
LDL-2pA  LDL-2pB
LDL-2pA  LDL-2pB  +digestién +digestion

Figura 20. Hidrolisis enzimatica de triglicéridos y fosfolipidos
de la LDL. Se muestra una fotografia de la capa fina luego de
realizada la cromatografia para separacion de lipidos de la LDL
y posterior revelado con vapores de |,. Se presentan dos
muestras de LDL correspondientes a diferentes donantes
(LDL-2p A y B), y las muestras tratadas con la mezcla de
enzimas hidroliticas (+digestidn). En el carril de la derecha se
sembré dacido araquidonico (AA) como estandar de acido
graso.

Las muestras tratadas con ONOO™ o NO; fueron tratadas con lipasa y fosfolipasa, y los

lipidos fueron posteriormente extraidos por extraccidn con hexanos. La fase organica se
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separa empleando un método de extraccion en fase sélida descrito en seccion métodos.
De esta manera se obtiene una fraccidon enriquecida en acidos grasos libres, que se
evaporaran a sequedad. Finalmente se resuspenden en un volumen minimo para su

andlisis por HPLC-MS/MS.

4.2.4.2. Deteccion de dcidos grasos nitrados

En ensayos primarios se estudié la formacién de acidos grasos nitrados bajo
condiciones de maxima exposicion a NO2” o ONOO . Para ello se trataron muestras de
LDL (3 uM) con NOz 300 uM en medio acido (pH 3) durante 60 min o con ONOO" en
infusidon 20 uM/min a pH 7,3 durante 60 min. Las muestras fueron procesadas segun se
describié antes, y posteriormente se sometieron a extraccidon organica y extraccién en
fase sdlida. La fraccion enriquecida en acidos grasos se analizé por HPLC-MS/MS en
busca de acidos grasos nitrados con los métodos desarrollados en etapas previas. En
particular, siendo que los acidos oleico y linoleico son los mas abundantes en la LDL, se
realizd especial énfasis en la identificacidon los derivados nitrados de éstos. En este caso
se empled un método cromatografico en el que se utiliza una columna de 15 cm de largo
y un gradiente lento (Sistema B), en el que se logra separar los distintos isémeros de
cada acido graso nitrado. La deteccidn se realiza por MRM, en busca de dos transiciones
por cada acido graso nitrado y sus correspondientes estandares pesados. En la Figura 21

se muestra el cromatograma del andlisis de las muestras tratadas con NO; y ONOO".
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Figura 21. Analisis de acidos grasos de la LDL por HPLC-MRM. Se muestran los
cromatogramas obtenidos para los andlisis de las fracciones enriquecidas en acidos
grasos de las muestras de LDL sin tratar (LDL), tratada con ONOO" en infusion durante 60
min (LDL + ONOOQO") y LDL tratada con NO; en medio acido (LDL + NOy). lzquierda->
Estudio de la transicion 324,2/46,1 correspondiente con la pérdida del grupo nitro del
acido linoleico nitrado. Derecha-> estudio de la transicion 326,2/46,1 correspondiente
con la pérdida del grupo nitro del acido oleico nitrado. La linea punteada indica el tiempo
de retencidn de los estandares de los &cidos grasos nitrados con 3C.
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En las muestras provenientes de LDL sin exponer a agentes nitrantes no se detecta sefial
en la transicion correspondiente con LNO; y la sefial correspondiente a OANO; presenta

picos que se encuentran cercanos al ruido.

En el caso del tratamiento con NO3, se detectan picos en las transiciones 326,2/46,1y
326,2/295,1 (no mostrado) que coinciden con el tiempo de retencién obtenido para el
estandar de [*3C18]JOANO; indicando la formacién de derivados nitrados del acido oleico
en la LDL tratada con NO;. Sin embargo en las muestras tratadas con ONOO™ no se

detecta mayor senal que para la LDL sin tratar.

En el caso de las transiciones correspondientes con el acido linoleico nitrado, se
encuentran picos con alta intensidad en las muestras de LDL sometidas a ambos
tratamientos pero que no coinciden en tiempo de retencion con el del estdndar pesado
[*3C18]LNO. Esto indica que se generan compuestos que no son derivados nitrados del
acido linoleico. De todas formas, las transiciones estudiadas corresponden con la
fragmentacidon del grupo nitroalqueno, y para verificar la presencia de este grupo

funcional electrofilico, se estudid la reactividad con B-mercaptoetanol (BME).

Las muestras tratadas con ONOO" se incubaron con BME (2 mM) en buffer fosfato pH
7,3 durante 30 min y se sometieron a un nuevo analisis por HPLC-MS/MS en busca de
las transiciones correspondientes al nitroalqueno. En estas condiciones, el BME es capaz
de reaccionar con los nitroalquenos mediante adicién de Michael y por tanto, la sefial
correspondiente a los nitroalquenos debe disminuir. En este caso, el método
cromatografico empleado utiliza una columna de fase reversa de 10 cm de largo y un
flujo de 700 pL/min por lo que el tiempo de retencion del compuesto estudiado
disminuye. En la Figura 22 se muestra el analisis de una muestra tratada con ONOO" en
la que se detecta sefial para la transicion 324,2/46,1 y ésta es completamente eliminada

cuando se trata con BME, indicando que el compuesto en estudio es un electrdfilo.
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Figura 22. Reactividad con BME. Se muestran los cromatogramas obtenidos para los analisis de
MRM empleando la transicién 324,2/46,1 para las fracciones enriquecidas en acidos grasos de
las muestras de LDL sin tratar (LDL), tratada con ONOO" en infusién durante 60 min (LDL + ONOO"
) y la fraccidn de anterior tratada con BME (LDL + ONOO" + BME). Se detecta la presencia de un
compuesto que se forma con ONOO" y desaparece cuando es tratado con un nucledfilo como el
BME, sugiriendo la presencia de la funcién nitroalqueno, que reacciona mediante adicion de
Michael con el BME (ver Figura 4).

Considerando los resultados obtenidos durante la optimizacidn de los métodos de
deteccidn de acidos grasos nitrados por HPLC-MS/MS, sabemos que las transiciones que
presenta el LNO; son compartidas con el NO2-cLA, pero presenta un tiempo de retencion
menor que el de su isémero de dienos conjugados. Por lo tanto se compard el tiempo
de retencién de los derivados nitrados obtenidos en las muestras de LDL con el tiempo
de retencién del NO,-cLA. En la Figura 23 se representan los cromatogramas

correspondientes con el analisis del nitroalqgueno encontrado en LDL tratada con
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agentes nitrantes y el del estandar pesado de NO;-cLA. Este andlisis fue realizado con el
método cromatografico de larga duracién empleando una columna de fase reversa de
15 cm de largo (Sistema B). A partir de los resultados obtenidos (Figura 23) podemos
inferir que el nitroalqueno presente en las muestras de LDL tratada, cuyas transiciones
coinciden con las del LNO; y presenta tiempo de retencién mayor, es un derivado nitrado

del &cido linoleico conjugado, NO»-cLA.

MRM
324,2/46,1

LDL

NN

LDL + ONOO’

LDL + NO,

[**N]JO,-cLA

(325/47)

34 35 36 37 38 39
Tiempo (min)

Figura 23. Deteccidon de NO»-cLA en LDL nitrada. Se analizaron las
muestras de LDL sin tratar (LDL), tratada con ONOO™ en infusion
durante 60 min (LDL + ONOQO") y LDL tratada con NO, en medio acido
(LDL + NOy). Se adiciond un estadndar de [*?°N]O,-cLA en la muestra
con el fin de determinar coincidencias en el tiempo de retencion.
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4.2.5. Cuantificacion de cLA en LDL

Dado que no existen reportes que estudien la presencia de cLA en lipidos que
componen la LDL, se procedid a estudiar la presencia de este lipido en las fracciones de
acidos grasos derivados de los lipidos de la LDL obtenidas de la misma manera que se
describe en etapas anteriores. Para ello se hacen reaccionar los acidos grasos con un
reactivo (PTAD) que reacciona especificamente con dobles enlaces conjugados. De esta
manera, el cLA presente en la muestra queda derivatizado y presenta un patrén de
fragmentacion caracteristico de la ruptura del grupo PTAD (Figura 24). De esta manera
se analiza por HPLC-MS/MS en busca del producto de reaccion cLA-PTAD (detallado en
Metodologia). Primeramente se realizd un analisis sobre 9,11-cLA (comercial) en
solucién con el que se elabord una curva de calibracion. Luego se extrajeron los acidos
grasos de muestras de LDL (3 uM) sometida a hidrdlisis con lipasa pancredtica y
fosfolipasa, y la fraccidn purificada de dcidos grasos se puso a reaccionar con PTAD para
derivatizar el cLA presente. Como se observa en la Figura 24, en la muestra obtenida a
partir de LDL se detecta un pico mayoritario cuyo tiempo de retencién coincide con el
del compuesto derivado del 9,11-cLA. Ademds, se encuentra otro pico con un tiempo de
retencién menor que podemos asumir, se corresponde con un isdmero de posicién del
9,11-cLA presente en la LDL. La cuantificacién del cLA presente en LDL se realiza
mediante la extrapolacién del drea correspondiente a los dos isémeros en una curva de
calibracion externa realizada con 9,11-cLA. El analisis elaborado a partir de las muestras
de LDL demuestra la presencia de cLA en lipidos de la LDL, en una concentracion de 44

pmol/mg de ApoB100.
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Figura 24. Deteccion de cLA en LDL. Se extrajeron los 4cidos grasos de
muestras de LDL (3 puM) sometida a hidrélisis con lipasa pancredtica y
fosfolipasa, y la fraccion purificada de acidos grasos se puso a reaccionar
con PTAD para derivatizar el cLA presente. lzquierda; Esquema de
reaccion de derivatizacion del 9,11-cLA. Derecha; Cromatograma
obtenido del andlisis por HPLC-MS/MS de una solucion estandar de 9,11-
cLA 250 nM (superior) y fraccidn de acidos grasos derivados de LDL luego
de derivatizar con PTAD.

4.2.6. Cuantificacion de NO»-cLA en LDL nitrada

Luego de confirmada la presencia de cLA en LDL, y de la observacidon de que éste
se nitra por infusion de ONOO", se procedid a estudiar la cinética de nitracion del cLA
presente en la LDL a lo largo de toda la infusidn. El analisis se realizd con los métodos de
HPLC-MS/MS ya optimizados (Sistema A) empleando una columna de fase reversa de 10
cm de largo y un tamafio de poro de 2 um con la que se disminuye el tiempo de corrida

a un total de 15 min por muestra. La cuantificacidn se realiz6 mediante el agregado de
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un estandar interno ([*°N]O2-cLA) a cada muestra en el inicio del procesamiento y de
una curva de calibracién elaborada con NO2-cLA y [*°N]O-cLA. Los resultados obtenidos
de la cuantificacién se normalizan por concentracion de proteina (ApoB100) y se
representan en la Figura 25. En la figura se observa que la nitracion del cLA aumenta
con mayor velocidad en etapas iniciales de la infusidn hasta alcanzar un valor maximo a
los 45 min. En condiciones de mdaxima nitracion se obtienen en promedio 5 pmol de NO»-
cLA por mg de proteina, lo que representa aproximadamente un 10 % del cLA presente

en la LDL.

pmol NO,-cLA / mg ApoB-100

O? T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tiempo de infusion (min)

Figura 25. Formaciéon de NO,-cLA en LDL por infusion de ONOO'".
LDL (3 uM) se sometio a infusion de ONOO™ (20 uM/min) en buffer
fosfato pH 7,3 bajo agitacion constante. Las reacciones de
oxidacion se detienen por el agregado de BHT a distintos tiempos y
se procedié con la digestion de los lipidos y extraccidon de acidos
grasos. La cuantificacion de NO,-cLA se realiza por HPLC-MS/MS
empleando estandares internos y los valores se normalizan por el
contenido de ApoB100.
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5. Discusion y conclusiones

Segun los resultados descritos en este trabajo podemos destacar las siguientes
observaciones; el ONOO™ en infusiéon de 20 uM/min genera una LDL (3 uM) depletada
de antioxidantes, que contiene altos niveles de carbonilos y nitrotirosina, todos
pardmetros de una LDL oxidada. Ademas se demuestra que se generan acidos grasos
nitrados (libres o esterificados en triglicéridos y fosfolipidos) con posible accién anti-

inflamatoria.

En todos los sistemas nitrantes evaluados, debido a la alta concentracidn de oxidantes
la deplecién de aTOH es el proceso que sucede con mayor velocidad. El aTOH es un
antioxidante que reacciona rapidamente con *"NO; y otros radicales derivados del ONOO"

75,y la proporcion que hay en la LDL alcanza para unos pocos minutos de tratamiento.

El reactivo de DNPH reacciona con carbonilos, tanto productos de oxidacion lipidica
como proteica. Los radicales derivados del peroxinitrito pueden oxidar cadenas laterales
de algunos aminodcidos produciendo grupos carbonilo que reaccionan con el DNPH.
Ademas el *OH generado por homdlisis de ONOO"y el *°NO;, generado a partir de ONOO"
y también a partir de NO2 pueden abstraer un electrén de acidos grasos insaturados
generando un radical centrado en carbono, iniciador del proceso de lipoperoxidacidn,
via por la cual se generan hidroperdxidos lipidicos que son inestables y se rompen
generando aldehidos reactivos que pueden ser detectados por reaccion con DNPH (ver
Figura 26). En nuestros sistemas observamos, mediante western blot anti DNP, que el
ONOO" produce oxidacién suficiente como para detectar presencia de DNP en las

muestras mientras que el NOz” no genera dicho efecto.

” h No, 0 ou NO,
Rl S Wend G/ o
NO, NO,
+ H,0

DNPH

Figura 26. Esquema de la reaccidon carbonilo proteico con 2,4-
dinitrofenilhidrazina. (Adaptado de Hawkins et al, 2006%3)
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El nivel de nitracion proteica, evaluado como 3-nitrotirosina por western blot, también
revela diferencias en ambos tratamientos; el NO;” no produce un aumento de nitracién
de tirosinas mientras que la infusion o bolos sucesivos de ONOO™ generan oxidacion
hasta alcanzar un méximo de formacién de 3-nitrotirsina. Cabe destacar que para la
nitracidn de tirosina, la cantidad de agente nitrante en nuestros sistemas siempre es
limitante respecto a la cantidad de tirosinas presentes en la muestra. El mecanismo
radicalar (y principal) de nitracion de tirosina involucra la participacion de un radical (que
puede ser *OH, CO3* o *NO;) reaccionando con la tirosina para dar radical tirosilo y
luego éste reacciona con *NO; produciendo finalmente la 3-nitrotirosina (Figura 27). En
el caso de la incubacion con nitrito, y considerando un rendimiento de generacién de
radicales de un 100%, se generarian 600 uM de *NO; que frente a las 456 uM de tirosinas
(152 tirosinas por apoB100) constituiria un factor limitante. En cambio en la incubacién
con ONOO-, luego de una hora de incubacidn la concentracién acumulada de radicales
derivados de la homélisis es de 720 uM (1200 uM de ONOO-, 30 % homoliza generando
dos radicales por ONOO).

OH 0 OH
NO,
Ox, ‘NO,
H H — = H
N ~— N N
Z Rd 5 .
& g =50 Sl

Figura 27. Esquema de nitracién de tirosina por via radicalar. Un oxidante de un
electréon (Oxi1) genera el radical tirosilo que finalmente se combina con °NO;
mediante reaccidn radical-radical para dar 3-nitrotirosina. La presencia de un
reductor (Rd), como el ascorbato, puede revertir el primer paso de la reaccion.

Desde el primer reporte de generacién de lipidos oxidados que contienen grupos
nitrogenados derivados de *NO >4, aparecen dos articulos en la literatura que reportan

presencia de acidos grasos nitrados en muestras bioldgicas (sin tratamiento); Lima et al
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en 2002 reportaron la presencia de LNO; en plasma humano y un afio mas tarde se

reportd la presencia de LNO; esterificado a colesterol en LDL.

En el presente trabajo se analizaron los productos de hidrdlisis de triglicéridos y
fosfolipidos de la LDL y no se detectd la presencia de derivados nitrados de los acidos
oleico, linoleico, linoleico conjugado y araquiddnico. Sin embargo, se detectd la
formacién de derivados nitrados del cLA en LDL mediante exposicion a ONOO". En este
trabajo también se determina la concentracidn de cLA total en LDL (5 pmol por mg de
apoB100) y se reporta que la cantidad de cLA nitrado por infusion de ONOQO™ alcanza un

maximo que no supera el 10 % del cLA total presente en LDL.

El hecho de encontrar nitracién en cLA es consistente con estudios previos; Bonacci et
al reportaron estudios de nitracién de dcidos grasos insaturados, en los que encontraron
que el cLA presenta mayor reactividad frente a especies nitrantes (*"NO; gas) debido a la
resonancia que se da sobre los dobles enlaces conjugados, obteniéndose cinco érdenes

de magnitud mayor rendimiento en comparacién con los dienos no conjugados®*.

Los datos aqui mostrados nos permiten imaginarnos una situacion fisioldgica en la que
los niveles basales de agentes nitrantes pueda darse la nitracidn de los acidos grasos en
la LDL confiriéndole un efecto regulador/protector. Hay dos formas principales con las
que la LDL pueda tener acidos grasos nitrados en su composicion: 1) que éstos se
incorporen en la dieta, sean absorbidos, y ensamblados en lipoproteinas hasta que
finalmente terminen formando parte de una LDL o, 2) que la LDL se nitre luego de
formada. Resulta dificil pensar en reacciones de oxidacion y nitraciéon en un LDL en
circulacidn, pues el plasma presenta distintos antioxidantes capaces de evitarlo. Sin
embargo, se puede pensar en que una parte del *“NO producido por el endotelio en
condiciones fisiolégicas se acumule en el interior hidrofébico de la LDL, debido al
elevado coeficiente de particion que tiene y al denominado lens-effect®*®. El O,
también puede acumularse en el nuicleo hidrofébico de la LDL3, por lo que dentro de la
LDL circulante pueden estar favorecidas las reacciones de autoxidacién del *“NO, que
derivan en especies capaces de nitrar dcidos grasos insaturados. Ademas, la posibilidad

de encontrar en plasma LDL con &cidos grasos nitrados no puede descartarse
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justificdandose Unicamente con la presencia de altas concentraciones de antioxidantes,
ya que existen varios estudios en los que se aislan lipoproteinas del plasma de pacientes
y se detecta tanto apoB como apoA nitradas en tirosina, y que la nitracidon de ésta se
correlaciona con la severidad de enfermedad cardiovascular que presentan los
pacientes®®®’. Es importante destacar que estos resultados implican que la LDL
circulante estd expuesta a niveles basales de agentes nitrantes (en particular °NO;) y que

la exposicién aumenta en pacientes con riesgo cardiovascular.

Una vez formados (hipotéticamente) los acidos grasos nitrados en la LDL, existe una
limitante para que pueda ejercer su rol protector tal como se ha estudiado en la
literatura; deben hidrolizarse para separarse del éster del que forman parte. Todos los
estudios de accidn protectora de acidos grasos nitrados en diversos modelos biolégicos
han sido realizados con &cidos libres por lo que no se puede pensar al triglicérido o un
fosfolipido conteniendo una de sus cadenas acil graso nitrada como un compuesto
protector. Debe existir un paso en el que éstos sean hidrolizados y ahi si se liberen los
acidos grasos nitrados al interior celular. El transporte intracelular puede suceder por
las mismas proteinas de unién a acidos grasos (FABP, del inglés Fatty Acid Binding
Protein) que transportan acidos grasos por el citosol y al ntcleo, pudiéndose dar alli su
accion como sefializador modulando la expresién de determinados genes. Datos no
publicados demuestran que las FABPs unen acidos grasos nitrados con constantes de
asociacién similares a la de sus correspondientes no modificados (Ferreira, A.,

comunicacion personal)

Otra situacién posible seria la del empleo de acidos grasos nitrados como farmacos
moduladores de aterosclerosis. Existen reportes de modelos animales de aterosclerosis
en los que la administracion sistémica de OANO; reduce la acumulacion de lipidos en la
pared arterial y estabiliza la placa de ateroma®. Existen multiples mecanismos que
fundamentan la accién antiinflamatoria en aterosclerosis. Los acidos grasos nitrados
tienen accidn directa sobre células endoteliales; producen aumento de produccién de
*NO por aumento en la expresion de la NOS2, y aumentan expresién de HO-1, ambos

por vias dependientes e independientes de Nrf28%°0, También participan en la
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regulacion del plegamiento de proteinas mediante la sintesis de novo de chaperonas®'y
en la promocién de angiogénesis por produccion de HIF1a®2. Asimismo hay fuerte
evidencia del posible rol antiinflamatorio de los acidos grasos nitrados en aterosclerosis
actuando sobre macréfagos regulando la produccidn de citoquinas y quimioquinas y
receptores de adhesién celular. Inhiben inflamacién vascular interfiriendo con la
sefializacién por TLR4 y vias JAK/STAT y Nrf2%3°5 Sin embargo mas alld de los
mecanismos de accidon antiinflamatoria se debe considerar que la administraciéon
sistémica de acidos grasos nitrados puede tener implicancias mas amplias. Un hecho
importante a considerar es la accion de acidos grasos nitrados sobre la hemostasis en
donde las plaquetas juegan un rol fundamental. Se ha demostrado inhibicién de
mediadores proinflamatorios tales como la ciclooxigenasa o citocromoP450
monooxigenasas por algunos acidos grasos nitrados®®®’, pero la inhibicidn de estos
componentes en el contexto de la aterosclerosis no ha sido estudiada. Para superar esta
dificultad, existe una estrategia posible, en la que los acidos grasos nitrados sean
incorporados en una LDL y posteriormente administrada por via intravenosa a los
pacientes con riesgo cardiovascular. Esta idea se sustenta en el uso de bionanoparticulas
como transportadores de fdrmacos. Existen muchos antecedentes del uso de
lipoproteinas como transportadores de farmacos para diferentes patologias,
mayoritariamente tratamiento de algunos tipos de cancer, en los que las células
tumorales presentan incorporacién de LDL aumentada®®. En cuanto al tratamiento de
aterosclerosis, existen trabajos algunos trabajos de investigacion en los que se incorpord
palmitoil-dexametasona en LDL humana y se verificd su actividad tanto in vitro como in
vivo en modelos animales de atersoclerosis® 1%, También hay reportes previos en los
que la LDL se acetila previo a la incorporaciéon de un farmaco con el fin de que sea
reconocida por receptores barrenderos'®’. En ese caso se disefid para tratar
enfermedades infecciosas pero también podria usarse en aterosclerosis con el fin de ser
mas selectivo en el destino final de la droga, para nuestro caso seria el acido graso

nitrado.
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6. Perspectivas

La deteccidon de formacion de acidos grasos nitrados en LDL expuesta a agentes
nitrantes que se encuentran en situaciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas, estimula el
estudio del efecto bioldgico que esta LDL es capaz de inducir. Si bien la LDL presenta
marcadores de oxidaciéon que pueden ser reconocidos para generar respuesta pro-
inflamatoria, a partir de las observaciones de este trabajo surgen preguntas acerca de si
éstos compuestos pueden tener un rol modulador de la respuesta inflamatoria, al
menos en etapas tempranas del desarrollo de la aterosclerosis. Por tanto, existe un
especial interés en evaluar el efecto bioldgico de una LDL que contiene acidos grasos
nitrados en cultivos celulares. Se plantean experimentos en los que se exponga un
cultivo de macrdéfagos a LDL oxidada (en el que se esperaria observar un fenotipo pro-
inflamatorio caracteristico de células espumosas) y evaluar el efecto que presenta la co-
incubacién con LDL que contiene nitroalquenos. Es de esperar que la sefial inducida sea
dependiente de la proporcidn entre productos oxidados/lipidos nitrados, esperandose
ver disminucién en el perfil pro-inflamatorio del macréfago en los casos en que la
proporciéon de nitroalquenos sea mayor, demostrando un rol protector de la LDL nitrada
en su componente lipidico. Seria interesante evaluar LDL con nitrolipidos formados por
exposicién a sistemas nitrantes similares a los empleados en este trabajo, asi como
también LDL a la que se le incorporen dacidos grasos nitrados de manera exdégena,
tratando de preservar el estado nativo de los demds componentes. Este ultimo enfoque,
permitiria evaluar a la LDL como medio de transporte para acidos grasos nitrados
administrados como farmacos. El desarrollo de sistemas de deteccién y cuantificacién
de estos analitos en muestras bioldgicas por HPLC-MS/MS, como los que se realizaron
en este trabajo, permiten estudiar la incorporacién de acidos grasos nitrados en cultivos
celulares y en modelos animales. Esto permite evaluar la biodisponibilidad de los
nitroalquenos una vez que son administrados por disitintas vias y bajo distintas

preparaciones.
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