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Resumen

Resumen

En este trabajo se buscd probar el potencial anti-aterogénico del acido nitroaraquiddnico
(AANO2) en un modelo de aterosclerosis en ratdn.

El AANO2 pertenece a la familia de los nitroalquenos, moléculas derivadas de la nitracion de
acidos grasos poli-insaturados (NO2-FA, por sus siglas en inglés). Dichas moléculas han
demostrado ejercer varios efectos anti-inflamatorios sobre diferentes tipos celulares a través
de distintos mecanismos. Algunos de estos involucran la inhibicién de vias de sefializacién pro-
inflamatorias (por ej.: inhibicién de la via de NF-kB), o la activacion de vias con efectos anti-
inflamatorios (por ej.: activacion de la via Keap1/Nrf2 o PPAR-y). Particularmente nos
interesamos en el AANO2, porque presenta una propiedad anti-inflamatoria diferencial en
relacion con otros NO2-FA, asociada a su capacidad de interferir en forma especifica con la
Prostaglandina endoperdxido H sintasa (PGHS), enzima que utiliza el AA como sustrato. Esta
interferencia suprimiria la sintesis de mediadores pro-inflamatorios. Ademas, no existen hasta
la fecha estudios del potencial anti-inflamatorio del AANO2 en modelos in vivo, por lo que
resultd de interés ensayarlo en un modelo de inflamacién crénica como la aterosclerosis.
Asimismo, el desarrollo de esta enfermedad se vincula con la hipercolesterolemia, razén por la
cual la administracion de NO2-FA podria ser beneficiosa a través de su capacidad para modular
el metabolismo lipidico via la activacién de PPAR-y.

Para cumplir con el objetivo propuesto utilizamos ratones deficientes en el receptor de la
lipoproteina de baja densidad (LDLr-/-), los cuales al ser alimentados con dietas
hipercolesterolémicas (DHC), ricas en colesterol (CL) y grasas totales, desarrollan
aterosclerosis en tiempos relativamente cortos. Se trabajé en el ajuste del modelo de modo de
generar en los ratones una respuesta aterogénica de intensidad suficiente, como para evaluar
posteriormente el efecto inhibitorio de un compuesto, en este caso el AANO2. Este ajuste
implicé variar el tiempo de ingesta de la DHC y la intensidad de la respuesta aterogénica se
determind a través de la medida de la lesion generada conocida como placa de ateroma, a
nivel de la valvula adrtica. Por otro lado, para examinar el potencial anti-aterogénico del
AANO:?2 se realizaron ensayos en donde en forma paralela a la induccién de la aterosclerosis,
los ratones fueron inyectados semanalmente con AANO2 (1 umol/dosis/kg) o el vehiculo o el
acido araquidénico,, como controles de la actividad del compuesto. Al final del ensayo, se
midieron parametros indicativos del avance de la ateroslcerosis, incluyendo los niveles de
triglicéridos (TG) y CL en sangre, y el drea de placa de ateroma desarrollada en la valvula
adrtica. Los resultados mostraron que son necesarias 7 semanas de ingesta de la DHC para

obtener una respuesta aterogénica de intensidad adecuada como para estudiar su posible



Resumen

inhibicién. Por otro lado, se observé que el AANO2 logré modular los aumentos en los niveles
de TG y CL inducidos por la ingesta de la DHC, mostrando diferencias significativas con
respecto al vehiculo utilizado, pero no redujo el desarrollo de la placa de ateroma en la valvula
adrtica. Como se comprobd la existencia de una correlacién entre el nivel de placa desarrollada
y los niveles de lipidos en sangre, la modulacién por el AANO2 de los niveles de CL y TG durante
el desarrollo de la placa, sugiere que este NO2-FA podria prevenir la aterosclerosis si se
optimiza su efecto, utilizando mayores concentraciones y/o diferentes formas y/o vias de

administracion.
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Introduccidn

1. Introduccion

Este trabajo se centrd en la evaluacién de los posibles efectos anti-aterogénicos del 4cido
nitroaraquidénico (AANO?2), utilizando un modelo experimental de aterosclerosis en ratén. De
lo anterior se deduce porqué en esta seccidn se introducen aspectos basicos de la biologia de
la aterosclerosis y de los nitroalquenos derivados de la nitracion de los acidos grasos

insaturados (NO2-FA, por sus siglas en inglés), particularmente del 4cido AANO2.

1.1. La aterosclerosis como centro de estudio de esta propuesta

En primer lugar revisaremos algunos aspectos generales sobre el origen de la aterosclerosis
y los fenédmenos que estdn involucrados en su desarrollo.

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica y constituye la principal causa de
muerte en el mundo desarrollado, al punto de que cobra mas victimas que las generadas por la
suma de todos los tipos de cénceres [1]. Se cree que este impacto en la salud humana es
consecuencia del cambio en las costumbres alimenticias hacia habitos mas occidentales. En el
Uruguay se repite este mismo escenario: las enfermedades cardiovasculares, dentro de las
cuales la aterosclerosis es la principal patologia subyacente, constituyen la principal causa de
muerte (aproximadamente 33% del total, VIII Convencién Médica, Plenario Sector Publico,
Documento 2, Mayo 2004).

Se ha comprobado que existen varios factores de riesgo que favorecen el desarrollo de esta
enfermedad, entre los cuales encontramos la edad avanzada, el género masculino, la
obesidad, los habitos de fumar, el padecimiento de hipertensidn y diabetes mellitus, y los altos
niveles de colesterol (CL) en sangre (revisado por [1]). Debido al gran impacto que tiene la
aterosclerosis en la poblacién mundial, existe un gran interés por comprender con mayor
profundidad las bases moleculares de su origen y los factores de riesgo que pueden colaborar
en su surgimiento; de hecho, la investigacion en este tema ha crecido explosivamente en las
ultimas décadas.

Si bien la etiologia de dicha enfermedad sigue en discusidn, la informacién actual sugiere
que existen al menos tres eventos importantes en el desarrollo de la enfermedad: i) la
generacion espontanea de una inflamacion basal en el endotelio vascular, principalmente en
sitios donde el flujo sanguineo es turbulento, como ser las ramificaciones de la red vascular o
las valvulas del corazdn; ii) la oxidacién de la lipoproteina plasmatica de baja densidad (LDL, del
inglés low density lipoprotein) y su posterior incorporacién por los macréfagos residentes en la

pared del endotelio vascular, con generaciéon de una célula diferenciada llamada célula
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espumosa, que es clave en el desarrollo de la enfermedad. Estos eventos se ven favorecidos
por niveles altos de CL en sangre (hipercolesterolemia); y iii) la pérdida de los mecanismos de
resolucion de la inflamacion en la pared arterial. A continuacién se describen cada uno de
éstos:

El desarrollo de una inflamacidén basal en la pared arterial es un fendmeno espontaneo, que
ocurre con mayor intensidad en sitios de ramificacién de la red vascular o en las valvulas del
corazon. Esto es porque el flujo sanguineo en estos puntos deja de ser laminar para pasar a ser
turbulento y el impacto mecdnico de la sangre contra las paredes del endotelio genera una
respuesta inflamatoria crénica en la intima. Globalmente esta respuesta se refleja a nivel del
endotelio, haciéndolo mas permeable y adherente para los leucocitos que circulan por la
sangre, con la consiguiente extravasacion de estas células a la intima. Ademas, esta
inflamacién conduce a la activacion de células inflamatorias, por ejemplo macréfagos, con
generacion de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno; fendmeno que se ha asociado a un
estado de estrés oxidativo que participa y promueve el inicio de la enfermedad [2]. Ademas, se
podrian activar células dendriticas (CD), ya que recientemente se ha postulado que en estos
sitios de la pared del endotelio, comienza a alojarse tempranamente una poblacién particular
de CD, no derivadas de monocitos, que comparten marcadores con las CD del bazo sin ser
equivalentes a las mismas. Como consecuencia de esta inflamacién basal, los componentes
solubles del plasma ingresan a la pared arterial donde pueden resultar modificados por las
especies reactivas. Este fendmeno cobra especial relevancia sobre los componentes
lipoproteicos, lo cual nos lleva al segundo evento importante en el desarrollo de la
enfermedad: la oxidacién de la LDL y su impacto sobre la diferenciacién de los
monocitos/macréfagos.

La LDL es una de las lipoproteinas plasmaticas que participa en el transporte de los lipidos
en la sangre y tiene un rol fundamental en los mecanismos que promueven el desarrollo de la
aterosclerosis. Esta lipoproteina en su estado nativo circula por la sangre a una concentracion
dependiente de la cantidad de CL ingerido en la dieta, de modo que altas concentraciones de
LDL en sangre se asocian con dietas ricas en CL. Mientras la lipoproteina se encuentre
circulando bajo condiciones de homeostasis, presentard una pequefa fraccién en forma
oxidada (LDLox), debido a la baja concentracion de especies reactivas en la sangre y a la
presencia de antioxidantes que la protegen [3]. Pero al ingresar al espacio subendotelial,
encuentra un ambiente con una concentraciéon de antioxidantes menor que aumenta la
probabilidad de oxidacidn. Si ademas esta extravasacién ocurre en las zonas donde existe una
inflamacién basal, que presentan altas concentraciones de especies reactivas, el nivel de

oxidacién serd aun mas importante. Tanto la LDL nativa como la LDLox interaccionan con los
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macroéfagos residentes y con los monocitos inflamatorios que ingresen a la intima arterial, sin
embargo, el resultado de estas interacciones es diferente. Mientras la incorporacién de la
forma nativa es regulada por los niveles intracelulares de CL, que frenan la expresién del
receptor para dicha lipoproteina (LDLr), la LDLox es incorporada a través de receptores
barrenderos (conocidos como scavenger en inglés, por ejemplo CD36) que no presentan tal
regulacién (revisado por [1]). La ingesta descontrolada de LDLox lleva a la diferenciacién de los
macrdéfagos a células espumosas. Estas células pueden estallar por el consumo excesivo de
LDLox, liberando en el espacio subendotelial lipidos oxidados y restos celulares que exponen
sefiales de peligro tipo DAMPs (del inglés, Damage Associated Molecular Pattern), las cuales
activardn células de la inmunidad innata como CD y monocitos/macréfagos encargadas de
amplificar la inflamacién.

Resulta interesante que las CD fueron co-localizadas con depdsitos tempranos de lipidos en
la intima y su eliminacién redujo dichos depdsitos en un 55% [4], sugiriendo una relacion directa
de las mismas en la formacién de los depdsitos lipidicos. Sin embargo la localizacidn de estas
CD en la pared se da independientemente de los niveles de CL en sangre. No se conoce con
exactitud como ocurre la interaccidon entre dichas células y los lipidos, pero basandose en
micrografias electrénicas que demuestran ciertas proyecciones de las CD hacia la luz del vaso,
algunos proponen que estas células son capaces de retener los lipidos circulantes en la sangre
mediante dichas prolongaciones, para luego ingresarlos en la pared del vaso formando los
depdsitos que promueven el inicio de la enfermedad (revisado por [5]). Este comportamiento
es muy similar al que presentan las CD en las mucosas, en donde por ejemplo en las vias
aéreas, emiten proyecciones hacia el limen del conducto con el fin de captar posibles
antigenos para presentar [6].

De acuerdo con lo anterior, la posible secrecidn de citoquinas pro-inflamatorias como
consecuencia de la activacién de macréfagos residentes, monocitos inflamatorios, CD que
entran en el tejido y las células espumosas [7], favorece y amplifica el reclutamiento de células
inflamatorias iniciado por la inflamacién basal. Ademas la presencia de LDLox activa la
proliferacién de células musculares de la pared de la arteria que se sumardn a dicho
reclutamiento [8]. Sin embargo, la caracteristica clave que hace que el proceso se sostenga en
el tiempo es que el foco inflamatorio resultante no logra resolverse por los mecanismos
normales que actuan durante una respuesta inflamatoria. En una respuesta inflamatoria
normal, existe una fase inicial durante la cual se da el reclutamiento de leucocitos de la sangre,
siendo los neutrdfilos las primeras células en ingresar al sitio inflamatorio seguido de los
monocitos que originardn CD y/o macréfagos. Una vez que los neutrdfilos ejercen su funcién

fagocitica, mueren, y los macréfagos alli presentes ademds de fagocitar elementos nocivos,
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fagocitaran los cuerpos apoptdticos generados por los neutrdfilos, colaborando de este modo
con la “limpieza” de la zona de inflamacidn. Este evento cumple un rol fundamental durante la
evolucién de la inflamacién porque lleva a la induccidn de la liberacion de IL-10 por parte de los
macrdéfagos, citoquina que colabora con el apagado de la respuesta inflamatoria local. Por otro
lado, la migracion de células y antigenos desde el sitio inflamatorio, via linfa, hacia el ganglio
contribuye al drenaje del sitio a la vez que transporta componentes claves para la activacién de
la respuesta inmune adaptativa. Este drenaje es sin duda fundamental para resolver la
inflamacidn. Este proceso inflamatorio parece sufrir alteraciones importantes cuando ocurre
en la pared arterial durante la aterosclerosis. En primer lugar los macréfagos, que son las
células encargadas de fagocitar los deshechos celulares que se generan en la intima e inducir el
apagado de la inflamacidn, son las células afectadas en esta enfermedad y en consecuencia no
logran cumplir correctamente con la funcién de remocién de los deshechos celulares. Ademéds,
la migracidn de las células derivadas de monocitos hacia los ganglios linfaticos esta disminuida,
lo que prolonga la resolucién de la inflamacién [9]. Debido a estas fallas, la inflamacién no se
resuelve y el proceso conduce a la acumulacidn de lipidos, restos celulares, células espumosas,
dendriticas, macréfagos y musculares, provocando una amplificacién de la respuesta y el
engrosamiento de la pared que crece progresivamente hacia la luz del vaso. La lesidn
caracteristica de la enfermedad que se origina se conoce como placa de ateroma. Esta placa
genera rigidez en la pared del vaso y distorsiona la circulacién sanguinea. Ademas, cuando la
enfermedad avanza, existe la posibilidad de ruptura de dichas placas, generando trombos que
viajan por la vasculatura, y pueden provocar la obstruccién total de vasos de menor calibre,
comprometiendo la oxigenacion de otros drganos (infarto). Asi, esta serie de eventos puede
culminar en accidentes cardiovasculares, que son causa de muerte. En la Figura 1 se resumen
los eventos mds relevantes descriptos hasta ahora, que llevan a la formacién de la placa de
ateroma.

La descripcion anterior corresponde a los efectos inflamatorios que se dan a nivel de la
pared arterial. Por otro lado, durante una enfermedad inflamatoria se produce una respuesta
inflamatoria sistémica como consecuencia de la accién de interleuquinas pro-inflamatorias (IL-
1, IL-6) que actdan sobre el higado: esta respuesta se conoce como respuesta de fase aguda,
cuando ocurre al inicio de una inflamacién e incluye la sintesis de proteinas con capacidad de
favorecer o contrarrestar la inflamacién. En una enfermedad inflamatoria sistémica como la
aterosclerosis, seria esperable que se sintetizaran proteinas de fase aguda que ademas
podrian eventualmente funcionar como marcadores durante el desarrollo y progreso de la
enfermedad. Dentro de las proteinas de fase aguda se encuentra una familia de proteinas de la

inmunidad innata altamente conservadas llamadas Pentraxinas. Dos integrantes de esta
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familia, la proteina SAP (del inglés serum amyloid P-component) y la proteina C reactiva (CRP,
del inglés C Reactive Protein), han sido relacionadas con la aterosclerosis ya que se detectaron
en las placas de ateroma [10] y mostraron un reconocimiento especifico por la LDLox [11-12].
Mientras que CRP ha sido establecida como un buen marcador del riesgo de padecer futuros
eventos cardiovasculares [13], el rol de SAP como biomarcador se encuentra menos
caracterizado. De todos modos existen evidencias actuales que relacionan los altos niveles de
SAP con biomarcadores inflamatorios, factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares,
casos subclinicos de las mismas e incidentes como angina o infarto del miocardio [14], por lo

que la posibilidad de que funcione como biomarcador contintia estando vigente.

P
Molecuia de » *
Adhesion Celular_ ..

Figura 1: Esquema representativo de los fenémenos mas importantes que desencadenan la formacién de la
placa de ateroma.

En los sitios de la vasculatura donde existen ramificaciones el flujo de sangre deja de ser laminar para pasar a ser
turbulento. El impacto mecdnico de la sangre en las paredes del endotelio genera zonas que presentan una
inflamacion basal cronica. Si a su vez existe un exceso de LDL circulante en la sangre (1), debido a un consumo
elevado de CL, cuando dicha lipoproteina ingrese al endotelio en las zonas de inflamacion basal (2) se verd expuesta
a especies reactivas que la oxidaran (3). Esta LDLox es la molécula que gatilla el inicio de la aterosclerosis. En primer
lugar logra que las células musculares y endoteliales liberen quimioquinas que atraen monocitos al espacio
subendotelial (4). En segundo lugar los macréfagos presentes en las zonas de inflamacién crénica y aquellos
derivados de los monocitos reclutados incorporan la LDLox a través de un receptor barrendero que no es regulado
por los niveles de CL de la célula (5), de modo que el macréfago incorporara grandes cantidades de LDLox hasta
transformarse en la llamada célula espumosa (6). La acumulacién de CL provoca el estallido de las células
espumosas, y los componentes liberados al medio extracelular activan nuevamente mecanismos inflamatorios que
reclutan otras células fagociticas, y generan quimioquinas que atraen a células musculares. De modo que en el
endotelio se origina un acimulo de células, restos celulares, LDLox y lipidos, que se conoce como placa de ateroma
(7)- Esta no solo genera rigidez en la pared del endotelio, sino que también comienza a avanzar sobre la luz del vaso

reduciéndola y pudiendo provocar la obstruccidn total de la circulacién y por tanto infarto en el tejido. Fuente: El
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papel de la inflamacidn en la aterogénesis. Revisidn. Glacelidys Rodriguez, Neil Mago y Francisco Rosa. Invest Clin

50(1): 109 - 129, 2009.

1.1.1. Mecanismos asociados a la pérdida de resolucion de la inflamacién en la pared
arterial.

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la pérdida de la resolucién de la
inflamacién es la retencién de monocitos en la placa de ateroma. Esta acumulacién tiene
efectos pro-aterogénicos porque favorece la formacién de células espumosas e impide la
migracion de células derivadas de monocitos hacia la linfa, fendmeno necesario para culminar
con la resolucién de la inflamacién. Pero ;qué causa esta retencién? Varios mecanismos fueron
propuestos para responder a esta pregunta. En primer lugar la retencién de los monocitos
podria deberse a la induccién, por motivos lipidicos, de un fenotipo que queda anclado en la
fntima. En un modelo in vitro que reproduce estas interacciones en la pared de los vasos, se
estudid el efecto sobre la migraciéon de los monocitos, de productos derivados de la oxidacion
de la fosfatidilcolina o LPA (mediador derivado de fosfolipidos y ligando endégeno de PPAR-y,
ver mas adelante). Los resultados mostraron que ambos lipidos fueron capaces de evitar la
diferenciacién de los monocitos a CD capaces de emigrar de la pared del vaso, y en cambio
promovieron la diferenciacion a macréfagos que serdn residentes de la placa, y que en
condiciones de hipercolesterolemia son potenciales generadores de células espumosas [9].
Por otro lado, es cuestionable porqué estas células no logran emigrar del sitio inflamatorio. Se
ha propuesto que esto podria deberse a un impedimento anatémico, por el cual las células
presentes en la intima del endotelio no puedan alcanzar los vasos linfaticos aferentes que se
ubican cercanos a la capa adventicia del vaso (la mdas externa), por la existencia de una capa
media de células musculares que actia como una barrera. Existen algunas evidencias que
apuntarfan a esto ya que se observé que cuando se infectan ratones con un virus que causa
inflamacidén en la pared de las grandes arterias el patégeno logra sobrevivir inicamente en la
capa media del vaso, porque los linfocitos T (tanto CD4 como CD8 positivos) y los macréfagos
no logran ingresar para combatirlo por la presencia de las células musculares [15]. Sin
embargo, también se ha descripto que el flujo de monocitos hacia la linfa se ve disminuido en
condiciones favorables para la aterosclerosis como la hipercolesterolemia, pero no al regular
los niveles de colesterol en sangre [9]. Asi, el impedimento anatémico que ocasionarian las
células musculares parece ser inducido por la enfermedad. Por otro lado el papel de las células
musculares podria ser no sélo el de una barrera, sino que ademas podrian estar anclando a los
monocitos a través de interacciones de tipo ligando-receptor. En este contexto, un grupo de

investigadores realizaron experimentos con macréfagos derivados de monocitos de sangre
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humana y cultivos primarios de células musculares de las arterias coronarias (CASMC por sus
siglas en inglés). En estos ensayos evidenciaron una fuerte adhesién entre los macréfagos y las
CASMC luego de la activacion de los primeros con lipidos derivados de la oxidacion del acido
linoleico (9-HODE y 13-HODE, los mas abundantes en la placa de ateroma), mientras que
observaron una pobre adhesién con macréfagos no activados. Se comprobd que la interaccion
celular se dio de manera dependiente de CX3CR1-CX3CL1, ya que la pre-incubacién de los
monocitos con anticuerpos anti CX3CR1 logrd impedirla. CX3CR1 es un receptor de citoquinas
que presenta una doble funcién porque puede guiar a los leucocitos hacia su ligando el CX3CL1
y/o unirlos a células que lo estén expresando (revisado por [16]). Ademds se encontrd que éste
receptor presenta cierta relacion con la aterosclerosis, porque ratones con algin tipo de
deficiencia en dicho receptor mostraron una menor susceptibilidad a la enfermedad, si bien no
se conocen en profundidad los mecanismos subyacentes. Estos resultados sugieren que los
monocitos una vez ingresados en la pared de los vasos sanguineos, donde pueden
interaccionar con sefiales de oxidacién de los lipidos, comienzan a expresar CX3CR1 que los
ancla a las células musculares alli presentes. Ademas tanto CX3CR1 como CX3CL1 se expresan
en los macréfagos lo que favoreceria una interaccién cruzada macréfago-macréfago, tal como
se observa en la placa de ateroma [17].

Se han realizado estudios para evaluar si revirtiendo la retencion de monocitos en la pared
arterial se logra revertir también la placa. Utilizando ensayos quiridrgicos, en los que se
transplanté un segmento de aorta de ratdn conteniendo placas de ateroma a un animal con
bajos niveles de CL en sangre, se observd la regresién de lesiones aterosclerdticas
concomitante con un aumento de la migracion de monocitos a los ganglios [9]. Ademds
mediante una sonda no biodegradable para cuantificar la densidad de poblacién de monocitos
en la placa se verificé su reduccién cuando la migracién fue restaurada [18]. En contrapartida a
estos resultados, otros investigadores postulan que es mds importante en la regresion de la
lesién, la disminucién en el reclutamiento de monocitos hacia la placa que el aumento de la
salida de los mismos hacia la linfa [19]. Esta hipdtesis se desprende de un trabajo que utiliza un
modelo de regresion de la aterosclerosis en donde ratones deficientes en la apolipoproteina E
(apoE-/-) son infectados con un vector viral conteniendo el gen de la apoE, para restaurar la
deficiencia, y con ello inducir la regresién de la aterosclerosis [19]. En este modelo se logré
revertir la placa desarrollada y determinar que la reduccién fue acompafiada por una
disminucién del 72% en la carga de macréfagos de la lesién, independiente del eflujo mediado
por CCR7 de monocitos desde la placa.

Estas hipdtesis sobre la migracion de los monocitos durante la reversién de Ia placa no son

necesariamente opuestas. La primera hipdtesis plantea que al disminuir los niveles de CL en
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sangre se restaura la migracion de los monocitos hacia los ganglios. Sin embargo no se evalué
si ademads la reduccion de lipidos en sangre influyé en el reclutamiento de monocitos a la placa,
lo que puede haber colaborado en parte con la reversién de esta Ultima. En relacién a la
segunda hipdtesis, es dificil creer que un fenémeno tan importante como la migracién de los
monocitos hacia los ganglios, sea regulado Unicamente por el CCR7; es posible que otros

receptores pueden estar involucrados y sean responsables de dirigir el eflujo de monocitos.

1.2. Generalidades sobre los nitroalquenos
Los nitroalquenos derivados de los 4cidos grasos insaturados (NO2-FA, por sus siglas en
inglés) son una familia de moléculas originadas a partir de la nitracién de estos lipidos por
parte de especies reactivas derivadas del éxido nitrico (‘NO). Esta modificacién puede
generarse por distintas vias (revisado por [20]) siendo la mas relevante la adicién homolitica
del diéxido de nitrégeno (+NO2) al doble enlace [21][20][19]. En este caso el paso limitante para
la formacién de NO2-FA es la disponibilidad de :NO2, el cual puede generarse a partir de las
siguientes reacciones:
i) La oxidacién del -NO en un medio hidrofdébico, como aquellos generados en el
interior de las lipoproteinas y membranas bioldgicas, donde el -NO se concentra.
i) La protonacién de NO, (principal derivado fisiolégico del -NO) a acido nitroso
(HNO,) y su posterior decaimiento en medio acuoso.
iii) La descomposicion de productos derivados del peroxinitrito (ONOO): el acido
ONOOH o el ONOOCO;), éste ultimo generado a partir de su reaccién con el CO,.
iv) La oxidacién del nitrito (NO,) mediada por peroxidasas, microperoxidasas, hemo-

proteinas y metales de transicién [Fe (I1)] (revisado por [22])

Las condiciones necesarias para la formacién de esta familia de nitroalquenos, tales como la
baja tensién de oxigeno, la formacidn de radicales y el pH acido, son caracteristicas de
contextos inflamatorios o de estrés metabdlico y pueden encontrarse en sitios como el
espacio intermembrana de la mitocondria, ambientes 4cidos como el tracto digestivo o el
entorno de macréfagos o neutrdfilos activados [23]. De todos modos el primer registro de la
presencia de estos compuestos fue en un homogeneizado de lipidos proveniente de los
musculos papilares bovinos en condiciones normales, en el que se halld al
nitrohidroxiaraquidénico. Hoy en dia se han detectado nitroalquenos provenientes de la
mayoria de los acidos grasos y sus correspondientes derivados nitrohidroxilados en plasma y

orina de pacientes normales [21, 24]. Sin embargo la deteccién y cuantificacién de dichas
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moléculas en condiciones fisioldgicas continda siendo tema de debate. Baker y colaboradores
detectaron en sangre y orina de pacientes normales la presencia de varios nitroalquenos, pero
cuantificaron unicamente al dcido nitrolinoleico (LNO2) y nitrooleico (OANO2) por disponer de
estandares sintetizados in vitro solo para dichas especies. La concentraciéon del LNO2 no
esterificado en plasma rondé los 79nM y en la membrana de los eritrocitos fue de 50 nM,
mientras que el OANO2 mostré valores de 619 y 59 nM respectivamente [21, 25]. Sin embargo,
mas recientemente, el mismo grupo de investigacion constaté que no era posible detectar
tales niveles de NO2-FA libres en muestras de plasma normal. En efecto, en contraposicién a lo
descripto inicialmente, varios experimentos mostraron que una vez ingresados al torrente
sanguineo, los nitroalquenos reaccionan rapidamente formando aductos reversibles con tioles
presentes en proteinas [26-27]. Ademads, los NO2-FA pueden ser rapidamente metabolizados
por B-oxidacién o saturacién del doble enlace, y por lo cual es muy probable que los datos
obtenidos por Baker y colaboradores hayan sido producto de artefactos en la metodologia de
medicion [23]. De todos modos existen evidencias de la generacién de NO2-FA en condiciones
de inflamacidén o estrés oxidativo. Otros investigadores detectaron al LNO2 en el plasma de
pacientes hiperlipidémicos [24], y en extractos lipidicos de mitocondria provenientes de
corazones de rata sometidos a precondicionamiento isquémico. Es este ultimo estudio la
concentraciéon de LNO2, basada en un estandar interno, rondé los 619 fmol/mg de proteina
mitocondrial [23, 28]. Por su parte el OANO2 fue detectado a una concentracién de 9.5nM en el
miocardio como consecuencia del dafio producido por isquemia-reperfusidon en un modelo en
ratén [29]. A su vez otros estudios que utilizaron el cultivo de una linea celular tipo macréfago
(J774.1) demostraron un aumento de la nitracién del colesteril-linoleato (CLN) después de la
activaciéon de estos macréfagos por 24 horas con LPS e Interferén-y [30]. En conjunto, existe
un cuerpo de evidencias que indicaria que los NO2-FA pueden formarse fisiolégicamente
durante procesos inflamatorios, pero la concentracién que alcanzan no estd claramente
establecida, y su determinacidon requiere del ajuste de métodos analiticos de mayor
sensibilidad, asi como también del cuidado en la preparacién de las muestras para evitar

artefactos y permitir recuperar la totalidad de los NO2-FA presentes (libres y aductados).

Puede considerarse que a través de la formacién de los NO2-FA se transforman moléculas,
en principio destinadas a la estructura celular y al almacenamiento de energia, en nuevas
moléculas que podrian haber perdido estas funciones. De hecho resulta improbable que los
NO2-FA tengan el mismo destino en la célula que los acidos grasos que los originaron, ya que
como veremos a continuacién estas moléculas son altamente electrdfilas y forman

rapidamente aductos con blancos proteicos, como ser factores de trasncripcién, pudiendo
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alterar la sefalizacién celular [25-26]. Asi la formacién de NO2-FA, podria constituir una ruta
diferente derivada del -NO para modular las funciones celulares. Esta hipdtesis es razonable
pero su comprobacién requiere establecer con exactitud cudles son los niveles fisioldgicos

alcanzados por los NO2-FA en condiciones inflamatorias y no inflamatorias.

1.3. Propiedades anti-inflamatorias de los nitroalquenos

Existen muchas evidencias que demuestran que los NO2-FA participan en procesos tanto
fisioldgicos como patofisiolégicos, a través de la activacion de vias de sefializacidn intracelular
en varios tipos de células, incluyendo células endoteliales, plaquetas y células del sistema
inmune innato (neutrofilos, monocitos y macréfagos) [26, 30-32]. A grandes rasgos los efectos
anti-inflamatorios provocados por los NO2-FA sobre estos tipos celulares consisten en:

i) modulacién de la expresion de moléculas de adhesidn en células endoteliales y leucocitos,
involucradas en mediar la extravasacion de leucocitos de la sangre en un sitio inflamatorio. Se
observé que el LNO2 como el OANO2 fueron capaces de inhibir el rodamiento y la adhesidon de
monocitos; en este caso el efecto se asocié a la supresién de la expresiéon de VCAM-1 en estas
células y en el endotelio [26].

ii) cambios en los perfiles de citoquinas y quimioquinas de forma de limitar también la
permeabilidad del endotelio y la migracion celular. Varios NO2-FA han mostrado capacidad
para modular el perfil de citoquinas y quimioquinas secretado por distintas células. Por
ejemplo, el LNO2 y el OANO2, inhibieron de manera dependiente de la dosis la secrecién de
citoquinas pro-inflamatorias (como ser IL-6, TNF-a y MCP-1) en macréfagos activados con LPS
[26], mientras que el colesterol-nitrolinoleato (CLNO2) provocd la disminucién de la secrecién
de IL-1B y TNF-a en macréfagos THP-1 estimulados con ésteres de forbol [30]. De acuerdo con
los resultados obtenidos por estos investigadores, estos efectos se relacionarian con una
interferencia en la activacidn del factor de transcripcién NF-kB, involucrado en el disparo de la
expresion de numerosos genes inflamatorios incluyendo las citoquinas mencionadas arriba.

i) inhibicion de la produccién de especies reactivas del O y N involucradas en el potencial
redox de las células inflamatorias. Esto se ha visto en particular con el LNO2, que fue capaz de
bloquear la funcién de los neutrdfilos mediante la inhibicion de la degranulacién y la
produccién de 027, por un mecanismo independiente de la formacién de cGMP [31]. Ademas,
estudios muy recientes sugieren que los NO2-FA tienen capacidad para modular la expresidn
de la NADPH oxidasa en macréfagos murinos (Lucia Gonzélez, Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, datos no publicados). Por otro lado, la generacién de -NO en

macréfagos J774.1 activados con LPS (con o sin IFN-y) fue regulada por el CLNO2 o LNO2, a
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través del control de la expresién de la NOS2 (6xido nitrico sintasa inducible). Este efecto
también seria mediado por la inhibicién del factor de transcripcién NFkB que controla la
expresion de la enzima [30, 33], y no mostré relacién con otras propiedades de los NO2-FA
como su capacidad para liberar -NO o activar el receptor nuclear PPAR-y (del inglés Peroxisome
Proliferator Activated Receptor). Finalmente,.

iv) la induccién de la expresion de proteinas que controlan procesos redox e inflamatorios
como ser la totalidad de las proteinas de fase Il. Se observd que tanto el CLNO2 como el LNO2
provocaron un aumento en la expresién de la proteina de fase Il, Hemoxigenasa-1 (HO-1). Esta
familia de proteinas se encuentran bajo el control de un elemento de respuesta a
antioxidantes, conocido como ARE (del inglés, antioxidant response element), el cual puede ser
activado a través de la activacion de la via de Keap1/Nrf2 (ver mds adelante) [34-36]. Es posible
que el mecanismo subyacente a dicha activacién por parte del CLNO2 y el LNO2, implique
modificaciones electrofilicas por los NO2-FA en el factor Keapt. Se ha planteado que la
inudccidon de HO-1 por los NO2-FA estd vinculada a la inhibicidn de la via de NF-«xB en
macréfagos activados, posiblemente mediante la produccién por parte de esta enzima de CO,
el cual es capaz de interferir con esta via [37].

v) capacidad para contrarrestar la activacién de las plaquetas. En particular esto se ha
visto a través de su potencial para inhibir la agregacién plaquetaria inducida por trombina in
vitro. Esta propiedad descripta para el LNO2 le da un potencial regulador interesante ya que la
agregacion plaquetaria es el evento mas frecuente que se desencadena en etapas terminales

de la aterosclerosis.

Ademds de los efectos anti-inflamatorios descritos anteriormente, algunos NO2-FA han
mostrado otro tipo de propiedades bioldgicas que pueden ser relevantes en situaciones
inflamatorias, si bien no son directamente anti-inflamatorias. Se demostré que el LNO2 es
capaz de inducir la relajacién de anillos de aorta de rata precontraidos, mediante la activacién
de la guanilatociclasa soluble (sGC); esta activaciéon genera cGMP que actia como segundo
mensajero, el cual termina activando a protein kinasas que inducen la relajacién de la pared
vascular [38]. Este efecto se asocid a una via independiente de la formacién de cGMP pero

dependiente de cAMP [32].

1.3.1. Formacion de aductos con proteinas involucradas en vias de sefializacion
La presencia del grupo nitro en los NO2-FA, induce una gran electrofilicidad en el carbono

beta adyacente, que lo lleva a reaccionar con moléculas nucleéfilas mediante una reaccién del
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tipo de adicién de Michael [27]. Se conoce una gran variedad de moléculas que pueden
auspiciar como nucledfilos en una reaccién de este tipo. Los primeros registros de aductos de
NO2-FA fueron con moléculas de agua, originando asi nitrohidroxialquenos [21]. Otros blancos
de ataque de estos compuestos pueden ser los residuos proteicos de His y Cys en proteinas; en
estos casos posiblemente se modifiquen las caracteristicas estructurales de la proteina en
cuestidn y en ultima instancia su funcidn. La nitroalquilacién de proteinas mediada por los NO2-
FA fue registrada con NF-kB en experimentos in vitro[26], asi como también con glutation
(GSH) y gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) en ensayos in vitro y en gldbulos
rojos de humanos sanos [27].

Existen evidencias de la reversibilidad de los aductos nitroalqueno-proteina cuando son
incubados con agentes reductores como ditiotreitol o GSH. Este caracter reversible es una
caracteristica muy interesante si consideramos a los NO2-FA como sefializadores celulares [27],
ya que seria posible que los niveles de GSH celular regularan la nitroalquilacién de proteinas y
de esa forma el encendido o apagado de vias de sefializacién intracelular.

En conjunto, la modificacién covalente, pero potencialmente reversible, de proteinas claves
en las rutas de activacion intracelular a través de la nitroalquilacién, hace posible que los NO2-
FA puedan modular la expresién génica y en consecuencia las propiedades bioldgicas de las
células. C6mo esta modulacidn se liga con las funciones anti-inflamatorias se explica al menos
por la inhibicidn de la via de NF-xB y la activacién de la via de Keap1/Nrf2 que se detallan a
continuacion.
1.3.1.a. Inhibicién del factor de transcripcion NF-xB

NF-kB es un factor de transcripcion de la familia de proteinas Rel, que puede actuar como
un hetero u homodimero de cinco subunidades (p50, p52, p65, p100 y p105). El dimero
formado por p50 y p65 es la forma mayoritaria y presenta actividades relacionadas con la
inflamacidn, ya que activa la expresidn de citoquinas pro-inflamatorias (como ser IL-1, IL-6, IL-8,
TNF-a y MCP-1) y de moléculas de adhesién tales como ICAM-1 y VCAM-1. En condiciones
normales NF-kB se encuentra en el citoplasma asociado a su inhibidor, la proteina IkB. En
respuesta a diferentes estimulos inflamatorios, |xB es fosforilada por la 1kB quinasa y
posteriormente degradada, permitiendo la traslocacién al ndcleo de NF-«xB y posterior
activacién de los genes mencionados anteriormente [39].

Asi, la interferencia de los NO2-FA con la activacidn de NF-kB constituye un mecanismo anti-
inflamatorio. Como ya mencionamos se ha comprobado en experimentos in vitro y en cultivos

celulares que varios NO2-FA son capaces de inhibir la secrecién de citoquinas y quimioquinas
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(MCP-1, IL-1, IL-6 y TNF-a), por monocitos y macréfagos activados, y la induccién de la NOS2
por macréfagos activados con LPS [26, 30]. Ambas acciones serian mediadas por mecanismos
que involucrarian inhibicién de la activacién de NF-kB [30]. Existen evidencias de la formacién
de aductos NO2-FA-NF-xB, y se ha propuesto que modificaciones post-traduccionales
derivadas de la nitroalquilacién de residuos claves en las subunidades p65 y en menor medida
p50, comprometen la activacién del factor. Mds especificamente se ha propuesto la
nitroalquilacidn de Cys involucradas en la unién al ADN de estas subunidades, que son criticas
para la actividad de las mismas [26]. Otra posibilidad podria ser la alquilacién de la IxB quinasa
por parte de los NO2-FA, que evitaria la fosforilacién de 1kB, pero no hay ninguna evidencia
directa de la formacién de aductos IkB-NO2FA. Ambos mecanismos podrian evitar la

traslocacién al nicleo de NF-kB y por lo tanto inhibir la activacién de sus genes blanco.

1.3.1.b. Activacién de la via de sefalizacién mediada por Keap1/Nrf2

El factor de transcripcién Nrf2 (del inglés Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2)
reconoce en el ADN un elemento de respuesta a antioxidantes (ARE), que es un potenciador
en cis de la expresidn de una bateria de genes de fase Il con funciones antioxidantes y
citoprotectoras detoxificantes, como ser HO-1, ferritina y glutation peroxidasa, entre otros. La
actividad de Nrf2 estd controlada por la proteina Keap1 (del inglés Kelch-like ECH-associating
protein 1), el mecanismo subyacente no estd completamente dilucidado, pero la hipdtesis mas
aceptada es que en condiciones normales la unién de Keap1 a Nrf2 promueve la degradacion
de éste Ultimo por el proteosoma, manteniendo bajo control la expresidn de los genes a su
cargo, mientras que sefiales a través de moléculas oxidantes o electrdfilas, disocian Nrf2 de
Keap1, logrando la traslocacién al nucleo y el inicio de la expresidon de genes capaces de
controlar el estrés oxidativo y prevenir posibles dafios celulares [40]. Como se menciond
anteriormente uno de los genes activado por Nrf2 es la HO-1, la cual participa en respuestas
protectivas a enfermedades inflamatorias como aterosclerosis, fallas renales agudas,
restenosis vascular, rechazo a transplantes y sepsia (revisado por [35]). La HO-1 degrada al
grupo hemo en biliverdina, CO y Fe. Si bien todos estos productos colaboran en las respuestas
protectivas frente a la oxidacidn, el CO seria el mediador generado de mayor potencial anti-
inflamatorio. En cuanto a los NO2-FA, resultados en células musculares de la pared vascular y
en células endoteliales mostraron que el tratamiento con LNO2 fue capaz de interferir con la
inhibicion mediada por Keap1 permitiendo la traslocacién al nticleo de Nrf2 [41], y la activacién
de HO-1 respectivamente [36]. Si bien se sabe que existe una interaccion de los NO2-FA con

Keap1y se propone que el mecanismo subyacente implica la nitroalquilacién de dicho factor,
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todavia no hay resultados directos que comprueben esta teoria. Por otro lado la activacion de
esta enzima también se observd en macréfagos J774.1 tratados con CLNO2, que paralelamente
mostraron una disminucién de la sintesis NOS2, probablemente como consecuencia de una
disminucidn en la activacién o traslocacién de NF-kB mediada por el CO [30]. De modo que la
generacion enddégena de nitroalquenos en un contexto inflamatorio podria intervenir en la via
de Keap1/Nrf2, nitroalquilando a Keap1 y liberando a Nrf2, con posterior activacién de la HO-1,
para proteger la vasculatura del dafio oxidativo y modular el potencial inflamatorio de los

macroéfagos.

1.3.2. Activacion de los receptores PPAR

Los receptores PPAR (del inglés Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) son factores
de transcripcidn activados por ligandos lipofilicos que pertenecen a la superfamilia de
receptores nucleares. Una vez activados forman heterodimeros con el receptor retinoico X
(RXR por sus siglas en inglés) y se unen a los elementos de respuesta a PPAR (PPRE) en las
regiones promotoras de los genes blanco [42]. Estos factores de transcripcion regulan genes
relacionados con el metabolismo de lipidos y lipoproteinas, la homeostasis de la glucosa y la
diferenciacién, proliferacién y supervivencia celular. A su vez se postula que pueden reprimir la
expresion de genes pro-inflamatorios activados por factores de transcripcion como NF-kB, AP-
1 (del inglés activation protein-1) y STAT-1 (del inglés signal transducer and activator
transcription 1) mediante el bloqueo de sus vias de sefializacion [43].

Existen tres tipos de PPAR llamados a, 8/B y y, que presentan una estructura similar, pero
distribucién y funciones diferentes. En particular nos interesa PPAR-y porque los NO2-FA han
demostrado tener una gran afinidad por este subtipo en comparacién con los otros [21, 44].
Este receptor se expresa en el tejido adiposo, musculo esquelético y cardiaco, intestino,
endotelio, macréfagos y monocitos periféricos. Su activacidn controla funciones tales como la
diferenciacién a adipocitos, la deposicién de las grasas, el control del metabolismo lipidico y de
la homeostasis de la glucosa. Ademas se ha observado que cumple un rol en la modulacién de
la respuesta inflamatoria de algunos tipos celulares (Revisado por [45] y [46]). Dado el impacto
de estos receptores en el control del metabolismo lipidico y la inflamacién, se han sintetizado
una variedad de ligandos como la familia de las drogas antidiabéticas tiazolidinedionas, con
propdsitos terapueticos. Dentro de esta familia de drogas se encuentra la rosiglitazona, que ha
demostrado ser uno de los ligandos mas potentes de PPAR-y.

Aunque se conocen muchos ligandos de PPAR-y, todavia se debate sobre cudl o cudles son

sus ligandos fisioldgicos. Por un lado los eicosanoides y sus moléculas derivadas son ligandos
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enddgenos de estos factores. Por otro lado, los derivados de las prostaglandinas en particular
la 15-deoxi-delta 12,14PGJ, (15d-PGJ,), también podria actuar como ligando. Esta ultima es
producida en el organismo en una miriada de situaciones inflamatorias, pero a concentraciones
pM que, no alcanzarian para activar a PPAR-y; de acuerdo con estudios in vitro, se requeririan
de concentraciones nM para poder inducir dicha activacién [47].

En relacidn con los NO2-FA, en base a la informacidn disponible sobre los niveles fisiolégicos
de los NO2-FA y a experimentos realizados in vitro y en cultivos celulares que mostraron su
capacidad de unidn y activacién del receptor, inicialmente se los propuso como ligandos
enddégenos de PPAR-y. Sin embargo, los datos mas recientes no permiten asegurar la
veracidad de esta hipdtesis, ya que sus niveles fisiolégicos contindan aun en discusién. De
todos modos, de los experimentos que mostraron la activacidn de estos factores por parte de
los NO2-FA en cultivos celulares, vale la pena detallar que mediaron el aumento de la
adipogénesis, la incorporacion de glucosa y la expresion de CD36 en macréfagos [21, 44]. En
cuanto a este ultimo punto CD36 es un receptor barrendero (del inglés scavenger receptor)
que presenta gran afinidad por la LDLox. Como ya se menciond, PPAR-y esta involucrado en
los mecanismos que conducen a la acumulacién de lipidos en el interior de los macréfagos y
posterior diferenciacion de la célula en células espumosas, fenotipo caracteristico de las
lesiones ateroslcerdticas. Es importante notar que el aumento de la expresién de CD36
inducido en macrdéfagos por ligandos de PPAR-y no tiene necesariamente efectos pro-
aterogénicos. Esto es porque PPAR-y también modula la expresién de proteinas de membrana
de la familia ABCA (del inglés ATP-binding cassette) encargadas de hacer circular al CL fuera de
la célula, de modo de compensar la incorporacion de lipidos mediada a través de CD36

(revisado por [48]).

1.3.3. Liberacion de ¢NO

Los NO2-FA actian como un reservorio de -NO, ya que bajo ciertas condiciones de pH en
medio acuoso sufren reacciones que conducen a la liberacidon de este radical. Existen dos
mecanismos posibles para explicar la generacion de -NO por parte de los NO2-FA. En primer
lugar a pH neutro en un medio acuoso los NO2-FA pueden originar por decaimiento
intermediarios nitrosos, que presentan un enlace C-N débil, factible de romperse liberando -NO
[44]. Esta reaccién es una modificacion de la reaccién de Nef, la cual fue descripta por primera
vez en 1894 [49]. Por otro lado los NO2-FA podrian formar por isomerizacién ésteres de nitrito
que mediante homdlisis del enlace y/o reduccién originarian -NO [50]. La liberacién del radical
por parte de los NO2-FA se ha seguido por varios métodos que se dividen en dos grandes

grupos. Por un lado se han utilizado métodos indirectos de deteccidn y cuantificacién del -NO,
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que hacen uso de cambios en las propiedades de otras moléculas generadas por la interaccién
con el radical (como ser modificaciones en el nivel de oxidacién o emisidn de fluorescencia). La
oxidaciéon de hemoglobina o del cPTIO a metamioglobina y cPTI respectivamente, y el aumento
en la fluorescencia mediada por la sonda DAF, son ejemplo de métodos indirectos [30, 33, 44]-
Por otro lado, se aplicaron métodos electroquimicos para la cuantificacién directa de
‘NO.liberado por los NO2-FA [33]. A modo de ejemplo, la liberacién de NO por parte del
AANO?2, fue de 8 umol de -NO/minuto/mmol de AANO2 cuando se midié con métodos directos
[33], mientras que derivados vecinales nitrohidroxilados del AA produjeron un flujo de 183
nmol de -NO/15 min/umol producto lipidico, el cual se midi6 a través de métodos
quimioluminiscentes [51].

Se ha demostrado que el NO presenta propiedades bioldgicas interesantes. En primer lugar
es capaz de reaccionar en compartimentos lipofilicos con peroxi-radicales lipidicos frenando la
lipoperoxidacién lipidica, evidenciando asi un rol protector de la oxidacidn. Esta accidn anti-
oxidante puede ser determinante en el metabolismo de las lipoproteinas ya que el -NO tiende a
acumularse en las membranas de las mismas pudiendo evitar su oxidacién [52]. En segundo
lugar actia como un mediador de la vasorelajacion [53]. Esta propiedad involucra la reaccién
del radical con la guanilatociclasa soluble (sGC), que al activarse genera cGMP como segundo
mensajero, el cual terminard activando cascadas de protein kinasas que inducen la relajacién
de la pared vascular. De todos modos, algunas de las acciones que se le atribuyen al -NO no
son mediadas directamente por él, sino que estan involucrados productos derivados del -NO,
capaces de modificar moléculas blanco y asi transducir sefiales dependientes o no de cGMP
(revisado por [54]).

En el caso de la capacidad vasorelajante inducida por los NO2-FA y su asociacién a la
generacion de NO, los datos experimentales obtenidos a partir de anillos de arterias de rata
previamente contraidos, sugieren una vinculacion directa entre esta capacidad vasorelajante y
la generacién de cGMP. Como la vasorelajacién demostré ser independiente del endotelio, (no
se observd perdida de la actividad al extraer el endotelio vascular), se puede inferir que no hay
participacién de la enzima éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), de expresién constitutiva, y
por ende generacion de -NO por esta enzima. Asi, las observaciones anteriores sugieren que en
la vasorelajacién mediada por los NO2-FA el -NO juega un rol fundamental [50].

1.3.4. Efecto de la administracion de nitroalquenos en modelos de inflamacioén in vivo

Para probar las propiedades anti-inflamatorias de los NO2-FA desarrolladas anteriormente,
se han realizado varios estudios en modelos de distintas enfermedades inflamatorias,

obteniéndose resultados prometedores.
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En un modelo de ischemia/reperfusion en el corazén de ratones, la inyecciéon de OANO2
previo a la induccién de la ischemia, logré reducir el drea de infarto del miocardio en
comparacion con el grupo tratado con vehiculo. Ademas el NO2-FA indujo una menor
activacién de NF-kB en las células del miocardio que fue corroborada por los bajos niveles de
ARNm correspondientes a proteinas de adhesion celular y quimioquinas controladas por dicho
factor (ICAM-1, VCAM-1 y MCP-1); ésta incubacién estaria mediada por una modificacién post-
traduccional de la subunidad p65 de NF-kB. Por otro lado en las zonas de lesidn el OANO2
logré una menor infiltracién de neutrdfilos y previno la apoptosis de las células. De modo que
en este modelo la administracion de OANO2 mostrd ejercer propiedades anti-apoptdticas y
anti-inflamatorias, mediante el control de factores pro-inflamatorios [29].

Por otro lado el OANO2 fue capaz de evitar en un modelo en ratdn la hiperplasia de la
neointima mediante la activaciéon de una via con efectos anti-inflamatorios. EI modelo utilizado
reprodujo el dafio de la arteria femoral, inducido a través de una intervencién quirdrgica y se
buscé luego la posterior reparacion del tejido mediante el suministro del NO2-FA. La
administracién exégena de OANO2 en concentraciones nM logré activar un mecanismo
dependiente de la HO-1, que generd una recuperacién normal de la pared de la arteria, a
diferencia de los controles que presentaron cierto grado de hiperplasia [55].

El modelo de Colitis en ratdn también fue utilizado para probar los efectos anti-
inflamatorios de los NO2-FA. Esta enfermedad es un desorden intestinal inflamatorio y
reincidente de etiologia no totalmente elucidada. Datos publicados indican que la regulacion
de la inflamacién por PPAR-y podria llegar a relacionarse con la etiologia de la colitis, debido a
que la susceptibilidad a padecerla aumentaba en ratones PPAR-y -/+ [primera generacién de la
cruza de un animal deficiente para PPAR-y (PPAR-y -/-) con uno salvaje para dicho gen (PPAR-y
+[+)]. Por otro lado el epitelio del colon expresa grandes cantidades de PPAR-y, lo que vuelve a
este factor un blanco atractivo para el tratamiento de la inflamacidn responsable de Ia
enfermedad. Considerando que en condiciones inflamatorias el colon produce grandes
cantidades de -NO, se postulé que el colon podria ser un sitio de alta produccién de NO2-FA 'y
por lo tanto serfa interesante evaluar los efectos de la activacion de PPAR-y por los NO2-FA
sobre el desarrollo de colitis [56]. La administracién del OANO2 en un modelo de colitis
inducido por Dextran sulfato de sodio, redujo los sintomas caracteristicos de la enfermedad y
previno el acortamiento del intestino en comparacién con el control (la longitud del intestino
se considera un marcador robusto del avance de la enfermedad). Por otro lado, la
administracién del OANO2 logré prevenir las respuestas pro-inflamatorias regulando la
activacion de NF-xB en el epitelio del intestino. Concomitantemente se observé una marcada

activacion de PPAR-y por el tratamiento con el OANO2, sugiriendo que el OANO2 a través de la
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activacion de este receptor nuclear podria estar inhibiendo la via de NF-xB, y mediando un
efecto protectivo en el desarrollo de la enfermedad [56].

Finalmente los NO2-FA se probaron en un modelo de aterosclerosis basado en la utilizacién
de ratones deficientes para la apo-proteina E (apoE-/-), que desarrollan la enfermedad
rapidamente cuando se los alimenta con una dieta rica en CL. Como ya se menciond, la
aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica, caracterizada por la formacién de
lesiones en la pared de los vasos sanguineos conocidas como placas de ateroma, que se
originan por una respuesta inflamatoria desmedida favorecida entre otras cosas, por los altos
niveles de CL en sangre. En particular el tratamiento con OANO2 tuvo efectos benéficos frente
al control con acido oleico (OA), su precursor, porque logré reducir el drea de placa generada,
y aumentar su estabilidad, lo que previene la posible formacién de trombos y obstruccién de
las arterias. Por otro lado el OANO2 redujo la respuesta inflamatoria a nivel de la pared de la
aorta, ya que logré reducir la expresion de moléculas de adhesién y quimioquinas pro-
inflamatorias. Esto llevé a un menor reclutamiento de neutrdfilos, monocitos y macréfagos en
el sitio de la lesién y a una reduccidén de la generacién de especies reactivas del O y N. En este
mismo trabajo pero mediante ensayos in vitro los autores demostraron que el OANO2 previno
la diferenciacién de macréfagos a células espumosas, inhibiendo la incorporacién de LDLox a la
célula. Este efecto podria ser uno de los responsables de la reduccién de la placa observada en

los ratones [57].

1.3.5. Elecciéon del AANO2 para el estudio de su potencial anti-aterogénico

Dentro de la gran familia de NO2-FA, elegimos estudiar el potencial anti-aterogénico del
AANO2, debido a varias razones. En primer lugar el AANO2 es un derivado nitrado del 4cido
araquiddnico (AA); este Ultimo constituye uno de los acidos grasos poli-insaturados mas
abundantes en las membranas celulares, ademas de ser el precursor de las prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos, que integran una familia de potentes moléculas sefializadoras
[58]. Como el precursor del AANO2 media funciones bioldgicamente relevantes, resultd
interesante explorar la posibilidad de que su nitracidn pudiese modificar e incluso ampliar
estas funciones otorgandole al compuesto nitrado nuevas propiedades de sefializacion.

Por otro lado recientemente se ha demostrado que el AANO2 comparte con otros NO2-FA
varias de las propiedades bioldgicas que discutimos en la seccién 1.3.5. Es importante
mencionar que el AA es un acido graso de 20 carbonos que presenta cuatro instauraciones en
cis, permitiendo la formacién de 8 posibles isémeros mono-nitrados. Asi, la nitracién del AA,

por ejemplo en presencia de NaNO2 en medio acuoso y pH &cido, genera un derivado
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nitrohidroxilado y una mezcla de isémeros mononitrados [33, 51]. Mediante ESI MS/MS y NMR,
fue posible identificar los isémeros siendo el 9, 12, 14 y 15-nitroaraquidonato los principales
componentes (ver Figura 2). Si bien estos cuatro compuestos son factibles de ser separados
por HPLC, hasta ahora todos los estudios realizados para caracterizar las propiedades
biolégicas del AANO2 utilizaron la mezcla de isémeros. Asi, en adelante se utilizara el término

AANO:2 para referirse a dicha mezcla.
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Figura 2: Isémeros mono-nitrados del dcido nitroaraquidénico (AANO2).
A partir de la sintesis in vitro del AANO2 se obtuvo una mezcla de isémeros mono-nitrados que por ESI MS/MS y
NMR, pudieron identificarse como el 9-nitroaraquidonato, 12-nitroaraquidonato, 14-nitroaraquidonato y 15-
nitroaraquidonato. No han podido producirse grandes cantidades de estos isémeros por separado, por lo que se

usa la mezcla de los mismos como si fueran un tnico compuesto al que se le denomina AANO2.

Una de las primeras propiedades del AANO2 estudiadas fue su capacidad para liberar -NO.
Esta propiedad fue demostrada mediante ensayos indirectos basados en la oxidacién de la
oxihemoglobina y en la medicién por EPR de la reducciéon de cPTIO a cPTI (molécula
barrendera de -NO). A su vez se intentd cuantificar directamente dicha liberacién en medio
acuoso a través de la utilizacion del electrodo de -NO, pero no fue posible detectar al gas en
cuestién en estas condiciones. Sin embargo, en presencia de superéxido dismutasa (SOD) se
observé y cuantificé la liberacion del -NO, siendo el flujo de 8 umol de -NO/minuto/mmol de
AANO2. Los autores sostienen que la presencia de SOD estarfa eliminando el 02", (generado
por decaimiento del AANO2), el cual podria estar barriendo al -NO liberado, impidiendo su
deteccion [33]. Vale la pena mencionar que ademds del AANO2 otros derivados del AA
mostraron capacidad para liberar -NO. Por un lado derivados vecinales nitrohidroxilados
sintetizados in vitro produjeron un flujo de 183 nmol de -NO/15 min/umol producto lipidico, el
cual se midié a través de métodos quimioluminiscentes [51]. Por otro lado el 6-
metilnitroaraquidonato (6-AAMetNO2) en medio acuoso pero en presencia de células logré

liberar ‘NO, que fue detectado a través de una sonda fluorescente pero no pudo ser
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cuantificado [59]. Como la capacidad liberadora de -NO esta intimamente relacionada a la
induccidén de la vasorelajacidn, se buscd si el AANO2 era capaz de inducir vasorelajacion en
anillos de aorta de rata previamente contraidos. Los resultados mostraron que el AANO2 es
capaz de inducir vasorelajacién por un mecanismo dependiente de la activacion de la sGC (fue
inhibido por preincubacién de los anillos de aorta con un inhibidor conocido de la sGC), e
independiente del endotelio[33]. Esto ultimo asegura que los efectos observados no son
consecuencia del aumento en la produccién de -NO por la déxido nitrico sintasa endotelial
constitutiva (eNOS). Los resultados anteriores fueron exactamente reproducidos por los
derivados nitrohidroxilados y por el 6-AAMetNO2 [51, 59].

Otra propiedad del AANO2 compartida con otros nitroalquenos (LNO2 y CLNO2) fue la
capacidad de inhibir la induccién de la NOS2 en macréfagos inflamatorios. Para demostrar
esto, se realizaron experimentos donde los macréfagos fueron activados con LPS/IFNy vy
tratados con AANO2 en presencia o0 ausencia de cicloheximida, un inhibidor de la traduccidn.
Se observd que el AANO2 logré inhibir la generacidon de NO mediante la inhibicion de la sintesis
de la NOS2, pero no de la actividad de la enzima, dado que la administraciéon del AANO2
después de la cicloheximida no provocé inhibicién. Para confirmar que dicha inhibicién fuera
independiente de la liberacién de -NO desde el nitroalqueno, las células fueron tratadas con
NOC-18, un dador de -NO, el cual no logré inhibir en absoluto a la enzima.

Ademas de las propiedades bioldgicas mencionadas anteriormente, el AANO2 presenta
novedosas propiedades anti-inflamatorias no compartidas con otros NO2-FA, nos referimos a
su capacidad para inhibir la prostaglandina endoperéxido H sintasa (PGHS), enzima clave en el
metabolismo del AA. En la literatura estan descriptas dos isoenzimas PGHS-1 y PGHS-2, siendo
la primera de expresidn constitutiva en casi todos los tejidos mamiferos, mientras que la
segunda es inducible en varios tipos celulares (por ej.: monocitos y células endoteliales de la
vena umbilical humana y células NIH 3T3 de ratén) [60]. Ambas enzimas son homodimeros que
presentan en cada subunidad una molécula de Fe™-protoporfirina IX (Fe™-PPIX) unida de
forma no covalente. PGHS-1 y 2 catalizan las mismas dos reacciones: en primer lugar la
dioxigenacion del AA para generar prostaglandina G2 (PGG2), con una posterior peroxidacién
que produce PGH2 como producto final. Para poder catalizar dichas reacciones las dos enzimas
presentan dos sitios activos con funciones diferentes, uno tiene actividad peroxidasa (POX),
mientras que el otro presenta actividad ciclooxigenasa (COX). Ambas actividades requieren de
la presencia de Fe-PPIX como cofactor, pero este grupo se localiza en el sitio con actividad
POX (revisado por [61]). Trostchansky y colaboradores demostraron que el AANO2 interfiere
con el funcionamiento normal de las PGHS en un sistema in vitro basado en el uso de proteinas

aisladas de las vesiculas seminales de carnero [62]. Esta interferencia se asocid a una inhibicién
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de la actividad POX tanto en la PGHS-1 como en la 2, asi como también de la actividad COX en la
PGHS-1. Sin embargo no se observé inhibicion de la COX en la PGHS-2. Bastd una concentracion
de 10 pM de AANO2 para obtener una inhibicidn del 50% en la actividad POX, pero resulté
interesante que a las mismas concentraciones el LNO2 y el OANO2 no fueron capaces de
afectar dicha actividad [62]. Considerando que el AA se une en primera instancia al sitio COX'y
que la separacidn entre los dos sitios activos no permite que los acidos grasos en general
inhiban la actividad POX (espacialmente mds alejada), es probable que dada la similitud
estructural con el AA, el AANO2 interaccione con el sitio activo de la enzima, de forma tal que
el grupo nitro establezca interacciones que permitan inhibir las dos actividades enzimaticas.
Por el contrario el esqueleto de 18 carbonos y una y dos instauraciones del OANO2 y LNO2
respectivamente, no permitiria una interaccion con el sitio activo de la enzima por lo cual no
hay inhibicién. Esto puede implicar una falta de reconocimiento de este tipo de arreglo
estructural por parte del sitio activo de la enzima, lo que impide cualquier tipo de interaccion
enzima-nitroalqueno y por lo tanto suprime la posibilidad de que el OANO2 y el LNO2 ejerzan
una inhibicidn.

Varios estudios han profundizado en el mecanismo asociado a la inhibicién mediada por
AANO?2 de la PGHS. En primer lugar Trostchansky y colaboradores estudiaron los efectos del
AANO2 sobre la enzima en presencia o ausencia de indometacina (IM), un inihibidor de la PGHS
que se une especificamente al sitio COX sin afectar la actividad POX. EI AANO2 produjo la
inhibicién de la actividad POX independientemente de la presencia de IM, y como también
inhibié en manera dosis dependiente la actividad COX, los resultados sugieren que la supresién
de ambas actividades es independiente de la interaccién entre el nitroalqueno y el sitio de
actividad COX. En segundo lugar evaluaron los efectos del AANO2 sobre la apoPGHS-1, es decir
la enzima carente del grupo Fe™-PPIX, con el fin de analizar si la inhibicién necesitaba de la
presencia o no de dicho grupo. Para ello trataron a la apoenzima con el AANO2 o IM y luego de
remover el exceso de los inhibidores, reconstituyeron la enzima agregando Fe”-PPIX y
midieron la actividad remanente. La preincubacién con IM no afecté a la actividad de la
enzima, lo cual indica que la unién de este inhibidor, necesaria para ejercer su accién, requiere
de la integridad de la enzima. En contraste, el AANO2 logré inhibir nuevamente ambas
actividades de la PGHS, probablemente interfiriendo con la incorporacion del cofactor que es
esencial para el correcto funcionamiento de la enzima. Estos resultados en conjunto muestran
que el AANO2 puede inhibir ambas actividades mediante la interaccién tanto con la holo como
con la apoenzima. Luego, conociendo que otros NO2-FA han mostrado capacidad para
interferir con enzimas mediante la interacciéon con metales presentes en sus cofactores [63],

se estudid la posible interaccion entre el AANO2 y el grupo hemo presente en la PGHS. La
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adicién del AANO2 a la holoenzima provocd la remocidn sin ningtn tipo de modificacién del
grupo hemo, a medida que era inducida la inhibicidn. Ademas, se observé que la presencia del
AANO?2 enlentece la reincorporacién del grupo hemo a la apoenzima y que el agregado
exdgeno de hemo en exceso no logra la recuperacién de la actividad POX. En conjunto, se
postula que los efectos inhibitorios del AANO2 sobre la PGHS estarian mediados por una
modificacion en la holoenzima, que provoca la remocién del grupo hemo y evita en parte su
posterior incorporacidn, inhibiendo la actividad POX y COX. Teniendo en cuenta la gran
electrofilicidad que presenta el AANO2 por la presencia de su grupo NO2, es altamente
probable que la inhibicién de la PGHS tenga como mecanismo subyacente la nitroalquilacion
de algunresiduo clave en la unién del cofactor.

Por dltimo, es importante mencionar que existen evidencias que sugieren que este efecto
inhibitorio del AANO2 sobre la PGHS ocurre durante la activacidon de plaquetas humanas. Se
observd que el AANO2 disminuyd la sintesis de tromboxano B2 (TxB2) en plaquetas activadas
con trombina, en una manera dependiente de la dosis. Efectos similares fueron alcanzados al
incubar las plaquetas con IM, lo que indicaria que la disminucién en la produccién de TxB2
inducida por el nitroalqueno se debe a una reduccidn en la actividad de la enzima. Por otro
lado se observd una inhibicidn en la agregacién plaquetaria también dependiente de la dosis,
donde 1.3 uM de nitroalqueno basté para reducir la agregacion al 50%, mientras que la IM no
tuvo efecto sobre dicho fendmeno [62]. Efectos similares fueron observados con el 6-
AAMetNO2 [59].

De todos los resultados mencionados anteriormente se deduce que el AANO2 es capaz de
modular la activacién plaquetaria en forma diferente a otros inhibidores conocidos (como IM)
u otros NO2-FA, ya que logré inhibir tanto la actividad POX como la COX de la enzima y ademas
como fenédmeno independiente fue capaz de inhibir la agregacion plaquetaria inducida por
trombina.

Por otra parte a diferencia del resto de los nitroalquenos, ain no se han realizado trabajos
que demuestren la interaccién del AANO2 con PPAR-y, por lo que hasta el momento solo
podemos suponer que por pertenecer a dicha familia la probabilidad de interaccién es grande.
Sin embargo seria interesante realizar algin ensayo que permitiera corroborar esta supuesta
interaccion.

Finalmente, vale la pena hacer notar que no existen a la fecha estudios que hayan analizado
el potencial del AANO2 para regular el desarrollo de la inflamacién en un modelo in vivo. Asi, el
trabajo que nos planteamos realizar constituye una contribucién importante a la comprension

de las propiedades reguladoras de los NO2-FA, y su potencial como agentes anti-inflamatorios.
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2. Objetivo

De acuerdo con los antecedentes, existe un cuerpo de evidencias que apoyan la idea de que
los nitroalquenos son moléculas con propiedades anti-inflamatorias, algunas de ellas testeadas
en modelos de inflamacién in vivo. Por otro lado, dentro de esta familia de moléculas, el
AANO2 parece tener algunas propiedades anti-inflamatorias diferenciales, probablemente
producto de su capacidad para interaccionar con blancos para los cuales el AA es un ligando
natural. En efecto el AANO2, pero no el OANO2 o el LNO2, actiia como un potente inhibidor de
las enzimas PGHS-1 y PGHS-2. Estas enzimas participan activamente en cascadas de reacciones
involucradas en la sintesis de muchos mediadores inflamatorios, por lo cual la inhibicién de las
mismas podria aumentar los efectos anti-inflamatorios del AANO2 en relacién con otros

nitroalquenos.

En este trabajo se buscd evaluar el potencial anti-aterogénico del AANO2, utilizando un
modelo in vivo de aterosclerosis, basado en el uso de ratones deficientes para el receptor de la
LDL (LDLr-/-). Como la aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica, asociada a un
desorden en el metabolismo lipidico, se considerd que el AANO2 a través de sus propiedades
anti-inflamatorias y de la posible interaccién y activacion de PPAR-y, podria ejercer efectos
modulatorios sobre el desarrollo de la enfermedad. Ademas, este trabajo resulta importante
porque no existen ensayos que hayan examinado el potencial anti-inflamatorio del AANO2 in

vivo.

Para llevar adelante este trabajo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1) Poner a punto el modelo de aterosclerosis en ratones LDLr-/- en base a la bibliografia
disponible y a la experiencia previa del grupo de trabajo en dicho modelo.

2) Analizar en este modelo el efecto anti-aterogénico del tratamiento con AANO2
evaluando los efectos sobre el perfil lipidico, los niveles de la proteina SAP en plasmay

la disminucidn de la placa de ateroma desarrollada a nivel de la valvula adrtica.
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3. Disefio Experimental

3.1. Descripcion general del modelo de aterosclerosis en ratén

Los estudios realizados se basaron en un modelo de aterosclerosis ampliamente utilizado,
que utiliza ratones de la cepa B6.129S7-LdIrtm1Her que son deficientes en el receptor de la LDL
(LDLr-/-). Estos ratones se compraron al laboratorio Jackson (USA) y se criaron en el Instituto
Pasteur de Montevideo. Los ratones LDLr-/- desarrollan aterosclerosis cuando se los alimenta
con una dieta enriquecida en grasas y CL (dieta hipercolesterolémica, DHC) en tiempos
menores [64] a los requeridos en una cepa con niveles normales de LDLr, como lo es la cepa
trasfondo genético C57BL/6 [65]. La evidencia del padecimiento de la enfermedad es el
desarrollo de la lesién conocida como placa de ateroma en sitios especificos de la vasculatura,
en particular en lugares de flujo sanguineo turbulento como pueden ser los sitios de
bifurcacién o las vélvulas del corazdn. La ventaja de utilizar este modelo para ensayar drogas
con potencial anti-aterogénico, es que genera lesiones de gran tamafio en un tiempo corto,
permitiendo una ventana de trabajo adecuada para evaluar el efecto de las drogas sobre la
placa. Ademas frente a otras cepas utilizadas para el estudio de la aterosclerosis, los ratones
LDLr-/- tienen una ventaja adicional que es una distribucién del CL en la sangre mds parecida al
humano, ya que lo transportan mayormente en la LDL, frente al comun de los ratones que lo
hacen en la HDL. A esto se le suman las ventajas propias de la utilizacion de ratones como
animal de experimentacién, que bdsicamente son la rapida generacion de animales
sexualmente maduros, su facil mantenimiento y el gran conocimiento de su genoma. Sin
embargo este modelo también presenta desventajas, porque la induccién rapida de la
aterosclerosis estimulada por la DHC, no reproduce totalmente el fenémeno fisiolégico que se
da en el humano, lo que lleva a que las caracteristicas de la lesidon que genera no sean
exactamente iguales a las encontradas en estos ultimos. Mientras que la larga vida media del
hombre permite que la lesién pueda desarrollarse hasta alcanzar las etapas avanzadas, la corta
vida del ratén no es suficiente para abarcar la totalidad de dichas etapas y por ello los modelos
en ratones no permiten un estudio integro de la enfermedad [revisado por [66] y [67]]. En
particular nuestro modelo reproduce fielmente la etapa temprana de la lesién, que esta
caracterizada por la acumulacién en el espacio subendotelial de monocitos con lipidos en su
citoplasma, pero muestra una restricciéon de la misma mayoritariamente a la valvula adrtica y
en menor medida al resto de la arteria, cuando en el humano la enfermedad afecta a la

totalidad de los grandes vasos.
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Para poner a punto este modelo resultd importante definir las caracteristicas de los
animales a utilizar (edad y sexo) y de la DHC, ya que ambas influyen fuertemente en el
desarrollo de las lesiones. Variaciones en la edad/sexo de los animales o en la composicién de
la DHC introducirian dispersiones importantes dentro de un experimento o entre
experimentos independientes. A continuacidn se detallan las caracteristicas de los animales y

dietas empleadas.

3.1.1. Eleccion de los animales

Como se menciond arriba, la eleccién de los animales para los experimentos es de gran
importancia, ya que debe tener en cuenta varios aspectos como ser el género, la edad y las
diferencias de edad entre los mismos. Por otro lado, el nimero minimo de animales a utilizar
también constituye un elemento a definir al disefiar los experimentos.

Género: se trabajd con hembras porque desarrollan mayor cantidad de placa que los
machos [65]. Ademds agrupar machos de la cepa LDLr-/- en una misma caja por un tiempo
prolongado no es aconsejable, ya que son extremadamente agresivos y esta agresividad estard
aumentada por el estrés del experimento, lo cual no solo dificulta el trabajo con ellos sino que
ademads puede repercutir en la salud de los animales (se lastiman entre ellos, por lo cual
pueden ocasionarse lesiones e infecciones, que en Ultima instancia pueden afectar los
resultados).

Edad: |a edad de los animales al inicio del experimento es determinante, porque desarrollan
placa de ateroma espontaneamente a medida que envejecen. Asi, trabajar con animales
adultos (mas de 12 semanas de edad) no seria aconsejable porque significa que se estaria
evaluando el efecto de una droga sobre un nivel de lesién preformada, lo cual resulte
probablemente mucho mads exigente como modelo de monitoreo de una actividad anti-
aterogénica. Por otro lado, de acuerdo con la experiencia previa de nuestro grupo, los niveles
de placa desarrollados en animales con mas de 2 semanas de diferencia de edad son
notoriamente distintos y si se le suma la dispersién asociada a las diferencias individuales
dificulta notoriamente el analisis final, por lo cual es necesario ser muy estricto en este punto.
Asi, tomando en cuenta los antecedentes y la experiencia previa del grupo, se trabajé con
ratones de entre 10 y 12 semanas de edad.

Ndmero de individuos: al disefiar un experimento la cantidad de individuos a utilizar debe
determinarse en funcidn del andlisis estadistico con el que se proyecta realizar el andlisis de los
datos. Si se busca aplicar test paramétricos que presentan una mayor robustez que los no
paramétricos, se necesita un n minimo del entorno de los 10 animales por grupo para aspirar a

que los datos obtenidos puedan ser analizados por los test que evaldan la distribucién normal
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de la muestra. Ademads, en este caso, el procesamiento de las muestras para la cuantificacion
de las lesiones al final de la experiencia es muy delicado y en ocasiones pueden perderse parte
de las muestras, por lo cual siempre se traté de incluir un ndmero de animales por grupo
mayor al pensado, previendo que al menos las muestras de 2 animales podrian perderse. Cabe
mencionar que la crianza y obtencidn de ratones de esta cepa y con estas caracteristicas
(sexo/edad) es en si mismo un trabajo complejo y cuyos resultados tienen un componente
azaroso. Por lo tanto, mas alld de la planificacién que se realizd, el nimero de animales con
que se pudo trabajar en nuestras experiencias, quedd determinado por la disponibilidad de

hembras de la misma edad, mas que por la cantidad deseada.

3.1.2. Dieta hipercolesterolémica (DHC)

Se utilizaron dos tipos de DHC en dos experimentos independientes. Una de ellas fue una
dieta comercial 5TJT (TestDiet, USA), que contiene 1% de CL y 20% de grasas totales; esta dieta
fue muy cara para utilizarla en ensayos mas prolongados y con un gran ndmero de animales.
Para este tipo de ensayos se utilizé una segunda dieta, mas econdémica, que se prepard en
nuestro laboratorio (DHC preparada). Para ello a la dieta normal comercial 5k52 LabDiet (DN),
que se utiliza para la alimentacién de los animales durante la cria, se le adicioné CL y grasa
vacuna para alcanzar niveles de 1% y 26% en CL y grasas totales respectivamente. La descripcidn

detallada de la preparacidn se encuentra en la seccidn 3.3.1.

3.2. Disefio general de los experimentos

Las hembras de edad adecuada se distribuyeron en los diferentes lotes experimentales de
forma tal de que la composicién de cada lote fuera equivalente en relacién con la edad y peso
de los animales. Al dia 0 se cambid la dieta con la que se alimenta normalmente a los animales
(dieta normal, DN) por la DHC, de manera de acelerar el inicio y la magnitud de la lesidn.
Concomitante al cambio de dieta se comenzaron a suministrar por via sub cutdnea (s.c.) una
vez por semana, el compuesto a testear (AANO,), y los controles necesarios para validar el
experimento (el vehiculo utilizado y cuando fue posible el AA, precursor del AANO2). En
paralelo, un grupo de animales fueron alimentados con la DN durante todo el experimento e
inyectados con tampdn fosfato salino (10 mM fosfato 150 mM Nacl pH 7.2, PBS) para evaluar el
nivel basal de lesidn que desarrollaron los animales. Después de transcurrido el tiempo
deseado los animales se sacrificaron y se recuperaron tejidos y dérganos, en particular el

corazon. Este ultimo fue procesado para cuantificar el area de la placa de ateroma a nivel de la
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vélvula adrtica. La comparacion de los niveles de placa desarrollados en los diferentes lotes
experimentales permitié analizar si los tratamientos modificaron el progreso de las lesiones.

Ademads se realizé un monitoreo del peso y de los niveles de CL y triglicéridos (TG) en
sangre, para lo cual se colectaron muestras de sangre de todos los animales previo al cambio
de dieta y el dia del sacrificio (dia final) y de algunos individuos en puntos intermedios del
experimento. Finalmente se analizé en los plasmas del dia final el nivel de SAP, por ELISA, para
evaluar si esta proteina de fase aguda es inducida en este modelo, y por tanto se pudiera
utilizar posteriormente como pardmetro para el monitoreo de la inflamacién inducida durante
el desarrollo de la enfermedad.

Se realizaron dos experimentos (piloto y final) bajo distintas condiciones, obteniéndose del
primero resultados preliminares, que permitieron ajustar el protocolo para realizar un segundo
ensayo. Basicamente las diferencias se introdujeron para mejorar aspectos prdcticos del
protocolo y optimizar la ventana de respuesta a la DHC, de forma de obtener mds potencia

para diferenciar eventuales efectos del AANO2.

3.2.1. Experimento piloto

Este fue el primer experimento, razdén por la cual tuvo un objetivo exploratorio y se le llamé
piloto. Se utilizé un nimero pequefo de hembras LDLr-/- (n=19), de entre 10 y 12 semanas de
edad y la DHC de origen comercial. Se tomaron 4 semanas como el tiempo total del
tratamiento con la DHC en base a la experiencia anterior de nuestro grupo [68-69].

Los animales se dividieron en cuatro lotes siguiendo los criterios ya mencionados y fueron
tratados de la siguiente forma:
Lote 1: Control Dieta Normal (PBS/DN n=4). Animales alimentados con la DN durante los 28 dias
de duracién del experimento e inyectados por via subcutanea (s.c.) con 40 ul de PBS los dias o,
7, 14 y 21 como control del efecto de la manipulacién.
Lote 2: Control Dieta Hipercolesterolémica (PBS/DHC, n=5). Animales alimentados con DHC a
partir del dia O e inyectados por via s.c. con 40 ul de PBS los dias 0, 7, 14 y 21.
Lote 3: Control del vehiculo (Veh/DHC, n=5). Animales alimentados con DHC a partir del dia 0 e
inyectados por via s.c. con 40 ul de PEG,q.:etanol (70:30), correspondiente al solvente del
AANO?2, los dias 0, 7, 14 y 21.
Lote 4: Compuesto (AANO2/DHC, n=5). Animales alimentados con DHC a partir del dia 0 e
inyectados por via s.c. con 1umol/dosis/kg de AANO,, en un volumen de 40 ul PEG,.:etanol

(70:30), los dias 0, 7, 14 y 21.
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Es importante aclarar que la mayoria de los animales recibieron un volumen de 4oul
semanales de compuesto o vehiculo, sin embargo aquellos animales cuyo peso fue menor a 15
g recibieron 35 pl para evitar posible intoxicacion por el vehiculo utilizado.

Tres dias antes de comenzar el experimento (dia -3) y el dia del sacrificio (dia 28) todos los
animales se sangraron via el seno submandibular, para medir niveles iniciales y finales de CL y
TG, respectivamente (ver Figura 3: Disefio experimental utilizado en el experimento
piloto.3.3.2). Una vez realizada la medicién de los lipidos la sangre fue centrifugada para
separar el plasma, el cual se utilizé posteriormente para la medida de SAP por ELISA (ver 3.3.4).
Por otro lado, luego del sacrificio se recuperaron los corazones, que se procesaron para

cuantificar la placa de ateroma a la altura de la vélvula adrtica tal como se describe en 3.3.3.

vV} 4

% o % % @
T T T

3 0 7 14 21 28 Dias

V Determinacién de niveles de CLy TG ® Sacrificio
en sangre. Determinacidn de SAP en

plasma

XY

Inyeccion de los compuestos ' Recuperacion de los corazones
para determinar la placa de
l Cambio de dieta

ateroma en la valvula adrtica
Figura 3: Disefio experimental utilizado en el experimento piloto.
Se muestra una linea del tiempo indicando los 28 dias de duracién del experimento, con las 4 inyecciones
semanales de los compuestos. Ademds se especifica el momento del cambio de dieta el dia 0; los sangrados inicial y
final los dias 3 y 28 respectivamente, para la medicién de CLy TG en sangre y de SAP en plasma; el dia del sacrificio y

la recuperacién de los corazones para la medicién de la placa de ateroma el dia 28.

3.2.2. Experimento final

En este experimento se introdujeron los siguientes cambios: i) se aumentd el nimero total
de animales utilizados (de 19 a 34), ii) se cambié la DHC comercial por una preparada en
nuestro laboratorio, para hacer posibles tratamientos mdas prolongados que encarecerian
mucho el experimento con la DHC comercial, iii) se prolongd la ingesta de la dieta a 7 semanas,

ya que la placa generada en el experimento piloto con una ingesta de DHC durante 4 semanas,
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no fue adecuada como para evaluar la existencia de efectos inhibitorios por parte del AANO2,
iv) se realizaron dos inyecciones de los compuestos previas a comenzar con el cambio de dieta,
para precondicionar a través de los efectos del NO2-FA el ambiente en que se inicia el
desarrollo de la placa, buscando aumentar las posibilidades de detectar efectos anti-
aterogénicos, v) se agregd un lote llamado control del compuesto, que se traté con AA
(precursor del AANO2) y vi) se introdujeron variaciones en la técnica para la preparacién de las
secciones del corazén (cortes histoldgicos en criostato) que permitieron reducir su grosor de
20 ym a 14 pm.

Los animales se dividieron en cuatro lotes siguiendo los criterios ya mencionados y fueron
tratados de la siguiente forma:

Lote 1: Control Dieta Normal (PBS/DN, n=7). Animales alimentados con dieta normal (dieta
comercial 5K52, LabDiet, USA) durante los 63 dias de duracién del experimento e inyectados
por via s.c. con 40 pul de PBS los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56.

Lote 2: Control del vehiculo (Veh/DHC, n=9). Animales alimentados con DHC a partir del dia 14 e
inyectados por via s.c. con 40 pyl de PEG,qe:etanol (70:30) correspondiente al solvente del
AANO2, los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56.

Lote 3: Control del compuesto (AA/DHC, n=9). Animales alimentados con DHC a partir del dia 14
e inyectados por via s.c. con 4opl de AA en una solucién de PEG,q.:etanol (70:30), conteniendo
1umol/dosis/kg, los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56.

Lote 4: Compuesto (AANO2/DHC, n=9). Animales alimentados con DHC a partir del dia 14 e
inyectados por via s.c. con 40 pl* de AANO2 en una solucién de PEG,q:etanol (70:30),
conteniendo 1umol/dosis/kg, los dias o, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56.

Nuevamente, la mayoria de los animales recibieron un volumen de 40 ul semanales de
compuesto o vehiculo, pero aquellos cuyo peso fue menor a 15 g recibieron 35 ul para evitar
posible intoxicacién por el vehiculo utilizado.

Cinco dias antes de comenzar el experimento (dia -5) y el dia del sacrificio (dia 63) todos los
animales se sangraron via el seno submandibular, para medir niveles iniciales y finales de CL y
TG en sangre, respectivamente. Ademas a mitad del experimento (dia 28) algunos individuos
de cada grupo fueron sangrados para obtener los mismos valores pero a tiempos intermedios
(ver Figura 4). Una vez realizada la medicién de los lipidos, la sangre fue centrifugada para
separar el plasma, el cual se utilizé posteriormente para la medida de SAP por ELISA. Por otro
lado luego del sacrificio se recuperaron los corazones, que se procesaron para cuantificar la

placa de ateroma a la altura de la valvula adrtica como se hizo en el experimento piloto.
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Figura 4: Disefio experimental utilizado en el experimento final.

Se muestra una linea del tiempo indicando los 63 dias de duracién del experimento. A modo de ejemplo se
muestran algunas de las 9 inyecciones semanales de los compuestos. Ademas se especifica el momento del cambio
de dieta el dia 14; los sangrados inicial, intermedio y final los dias -5, 28 y 63 respectivamente, para la medicién de CL
y TG en sangre y de SAP en plasma; el dia del sacrificio y la recuperacién de los corazones para la medicién de la

placa de ateroma el dia 63.

3.3. Métodos

3.3.1. Preparacion de la dieta hipercolesterolémica (DHC)

Se utilizé como base de la preparacién la DN comercial (racién 5K52, LabDiet, USA), que se
suplementd con CL y grasas para alcanzar los niveles de las DHC de origen comercial. Para ello,
las pastillas de racién se sumergieron durante una hora en una cantidad suficiente de una
mezcla de grasa vacuna (C.0.M.S.A.) y CL (Sigma) en proporcidn (7.7: 2.3 p/p). De esta forma la
racion resultante quedd enriquecida en grasa y CL respecto a la DN, conteniendo
aproximadamente 1% CL y 20% grasas totales. Posteriormente la racién fue esterilizada
mediante irradiacion, a una dosis de 8.1 KGy- 9.1 KGy, con un equipo EMI-9 (Tecnologia de
Irradiacién, LATU). En la alimentacién de 27 ratones durante 7 semanas se consumieron 4,5 kg

de racion.

3.3.2. Determinacién de CLy TG en sangre
A las muestras de sangre obtenidas tanto al inicio como al final del experimento se les
agrego acido etilendiaminotetraacético (EDTA) de modo de alcanzar una concentracién final

de 10 mM para evitar la coagulacién y 20 pM de butilhidroxitolueno (BHT) para evitar la
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oxidacion. Los niveles de CL y TG iniciales se obtuvieron mediante el uso de un kit comercial
(Accutrend Plus, Roche) sin necesidad de diluir las muestras. Por su parte los valores finales de
CLy TG se obtuvieron utilizando el mismo kit pero fue necesario diluir las muestras entre 1/3 y

1/5 con PBS.

3.3.3. Cuantificacion de la placa de ateroma

Obtencion de los corazones. El dia final del experimento se sangraron los ratones y luego se
sacrificaron por dislocacién cervical. Inmediatamente se perfundié el corazén con 10 mL de
NaCl 0.9% y se los lavd con agitacidn por tres horas en la misma solucién, cambiando el medio
hasta no observar turbidez. Luego los corazones se fijaron por incubacién en formol 10% a 4°C
toda la noche.

Obtencion de cortes histoldgicos. Para realizar cortes histoldgicos del corazdn, éstos se
lavaron con agua corriente por media hora y se gelatinizaron de la siguiente manera: se
colocaron en cajitas de plastico para embeber el tejido (sus lados dejan entrar el liquido en el
cual se sumergen) y se sumergieron en gelatina 5% a 40-50°C por tres horas. Finalizado este
tiempo se aumentd la concentracion de la gelatina al 10% manteniendo la misma temperatura
por tres horas mas. Por ultimo se llevd la gelatina al 25% y se aumentd la temperatura hasta
60°C manteniendo estas condiciones durante toda una noche. Al otro dia se pusieron las cajitas
en una bandeja, se cubrieron con gelatina al 25% y se colocaron en la heladera hasta que
solidificara la gelatina. Finalmente se cortaron cubos de gelatina conteniendo los corazones y
se guardaron en formol al 10%, conservandolos a 4°C hasta su procesamiento. En estas
condiciones los corazones pueden mantenerse por varios meses. Para obtener los cortes
histoldgicos los corazones se cortaron transversalmente con bisturi para descartar la parte
inferior de los ventriculos, se montaron con medio de montaje para criéstato (Cryoplast,
Biopack) y se cortaron a -25°C. Hubo algunas diferencias entre el experimento piloto y el final.
En el experimento piloto, los corazones fijados y gelatinizados se despojaron de toda la
gelatina que los rodeaba y se cortaron a 20 um utilizando el criostato “Coldtome”, modelo CM-
501 (Sakura) a -25°C. En el experimento final los corazones se conservaron en el bloque de
gelatina, y se montaron y cortaron en el cridstato, modelo Cryocut E (Reichert-Jung) a -25°C.
De esta manera se lograron cortes mas finos, de 14 um. En todos los casos se recogieron todos
los cortes a partir de la visualizacién de la vélvula adrtica (con sus tres membranas
caracteristicas) y hasta observar la aorta totalmente circular. Los cortes se colocaron en
portaobjetos previamente gelatinizados y se mantuvieron en una atmdsfera de formol a

temperatura ambiente hasta su tincién con oil red.
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Tincién con Oil Red. Se realizé de acuerdo con protocolos convencionales [65]. Los cortes se
sumergieron en forma consecutiva en las siguientes soluciones: agua miliQ 1 minuto (min),
agua destilada 1 min, isopropanol 60% 0.5 min, solucidn del colorante Oil Red 0.24% 12 min,
isopropanol 60% 0.5 min, agua destilada 1 min dos veces, solucién Bluing (MgSO4 0.165 M,
KHCO3 o NaHCO 0.02 M en agua miliQ) 1 min, agua destilada 1 min y solucién del colorante Fast
Green (al 0.025% para el experimento piloto y 0.05% para el final) 1 min. Finalmente se
enjuagaron en agua destilada, se dejaron secar al aire y se protegieron colocando un
cubreobjetos con cola de gelatina.

Es importante destacar que el proceso de tincién representa un paso en el que pueden
perderse parte de las muestras, porque se despegan del portaobjeto en alguna de las
inmersiones a las que se someten. De todos modos debido a los cambios en la metodologia de
corte que se introdujeron en el experimento final, se redujo de forma considerable la pérdida
de cortes al momento de tefiir en comparacién con el experimento piloto.

Cuantificacion. Se fotografiaron todos los cortes con una cdmara Nikon DS-Ri1 acoplada a
un microscopio Nikon Eclipse 80i (objetivo 10x) utilizando el software Nis-Elements BR 3.0. De
cada corazdn se seleccionaron determinada cantidad de cortes (6 en el experimento piloto y
10 en el final) a lo largo de la valvula (separados cada uno del siguiente por tres cortes), y se
cuantificaron las dreas tefiidas en rojo, que corresponden a los lipidos depositados, mediante
el software AxioVision Rel 4.8. La suma de estas dreas corresponde al drea de placa total
desarrollada en el corazén. Este procedimiento es de tipo integral, por lo que la cuantificacién
mejora cuando se logra obtener mayor nimero de cortes a lo largo de la longitud de la vélvula,

y para ello se requiere de la produccidn de cortes mas finos.

Es importante aclarar que previo a comenzar con la cuantificacion de la placa es
indispensable definir el criterio a utilizar, sobre todo si se pretenden comparar resultados de
experimentos independientes. Es decir que al momento de la cuantificaciéon debe existir una
serie de caracteristicas claras que definan qué estructuras tefiidas de las valvulas se van a
considerar como placa de ateroma. Si bien hay casos en los que claramente se puede delinear
el drea de placa, hay otros en los que la interpretacién es mds compleja y se hace necesario la
existencia de dicho criterio. A su vez, es recomendable que la cuantificacién de un
experimento dado la realice una Unica persona, logrando de esta forma minimizar al maximo
las variaciones intrinsecas al cambio de observador. Por otro lado luego del corte y la tincién
hay muestras que quedan en mal estado y al momento de la cuantificacién deben descartarse,
para evitar la introduccién de resultados con alto porcentaje de error. Por esta razén cuatro

corazones del experimento final no fueron considerados para la cuantificacion.

40



Diseno Experimental

A continuacidn se presenta la Figura 5;Error! No se encuentra el origen de la referencia.

que resume el procesamiento de los corazones desde el sacrificio hasta la cuantificacién de la

placa.
Tincién especifica
para lipidos con
Gelatinizacién | OIL RED Cuantificacion
— P X —— — Placa = ¥ drea tefiida
Sacrificio

Figura 5: Procesamiento de los corazones luego del sacrificio.

Una vez realizado el sacrificio se recuperaron los corazones y se gelatinizaron, para luego poder cortarlos en
criéstato a -25°C en secciones de 14 um para el experimento piloto o 20 pm para el final. Posteriormente todos los
cortes fueron tefiidos con un colorante especifico de lipidos, el Oil Red, y se selecciond determinado nimero de los
mismos (6 en el experimento piloto y 10 en el final) para cuantificar por métodos computacionales el drea tefiida de

rojo y obtener asi el valor total de placa desarrollada.
3.3.4. ELISA para la determinacion de SAP en plasma.

Las muestras de sangre colectadas en los experimentos se centrifugaron durante 10
minutos a 4°C y 2500 rpm para obtener el plasma. Este se conservd a -80°C hasta su uso. Para
la determinacién de SAP se sensibilizaron placas de ELISA (NUNC) con 1.5 pg/pozo de anti-SAP
murino (fraccién 1gG de oveja, Calbiochem) en PBS, utilizando un volumen total de 100 pL/pozo
y una incubacién durante toda la noche en cdmara himeda a 4°C. Luego se bloqued con PBS
conteniendo Tween 0.1% y albimina de suero bovino (BSA) 0.1%, utilizando un volumen de 200
pL/pozo y una incubacién de 1 hora a temperatura ambiente. Se lavd tres veces con PBS
conteniendo Tween 0.05% (PBS-T) por 5 minutos con agitacion. Se incubaron durante 1 hora en
camara humeda a 37°C, 100 pL/pozo de las muestras problema diluidas 1/200 y 1/400 y un suero
de ratdn que se prepard como control positivo ya que no se dispuso de un estandar de SAP.
Este suero control se obtuvo a partir de un ratén inoculado por via intraperitoneal con una
emulsion de lipopolisacarido (LPS, Sigma) en adyuvante completo de Freund (ACF, Sigma), que
fue sangrado a las 36 horas post inyeccidn. A este suero se le asignaron 100 UA/uL y se usé en
diluciones seriadas al medio (1/800 a 1/12800). Tanto el control como las muestras se diluyeron
en PBS conteniendo Tween 0.05% y BSA 0.05% (PBS-T-BSA). A continuacidn se lavé tres veces
con PBS-T por 5 minutos con agitacidn. Luego se pre-incubd durante 20 minutos una dilucién
1/2000 del anticuerpo anti-SAP murino (fraccién igG de conejo, Calbiochem) biotinilado en PBS-
T-BSA y suero ovino normal 5%, la cual se sembré utilizando un volumen total de 100 pL/pozoy

una incubacidn de 1 hora en cdmara himeda a 37°C. Se volvid a lavar tres veces con PBS-T por 5
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minutos con agitacion. Posteriormente se incubd durante 120 minutos en cdmara humeda a
37°C, una dilucién 1/5000 de streptavidina conjugada a peroxidasa (Sigma) en PBS-T-BSA 0.05%,
utilizando un volumen total de 100 pL/pozo. Nuevamente se lavd tres veces con PBS-T por 5
minutos con agitacién. Finalmente se reveld con tetrametilbenzidina (Fluka) durante 15
minutos o hasta observar coloracién celeste, utilizando un volumen total de 100 pL/pozo, y se
detuvo la reaccién con una solucién 1M de H2S0O4, utilizando un volumen de 50 pL/pozo. Se

midid la densidad dptica a 450 nmy se corrigié a 560 nm.

3.3.5. Analisis estadisticos

Los valores del drea de placa, peso, niveles iniciales y finales de CL y TG, asi como también
los aumentos de los tres ultimos, fueron sometidos en primera instancia a test de normalidad
como ser Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino y Shaphiro, con un intervalo de confianza del 95%,
para evaluar la posibilidad de realizar posteriormente test paramétricos.

Aquellos datos que no pasaron el test de normalidad fueron analizados con test no
paramétricos como ser el t-test Mann-Whitney de 2 colas, con un intervalo de confianza del
95%, para determinar diferencias entre dos grupos, y/o el test OnewayANOVA Dunn, con un
intervalo de confianza del 95% para determinar diferencias significativas entre tres o mas
grupos. La busqueda de correlaciones se realizé6 mediante el test de Spearman (intervalo de
confianza del 95%).

Por otro lado los resultados que presentaron una distribucidn normal en por lo menos uno
de los tres test mencionados anteriormente, fueron analizados con test paramétricos como
ser el t- test desapareado de 2 colas, con un intervalo de confianza del 95%, para determinar
diferencias entre dos grupos, y/o el test OnewayANOVA paramétrico Tukey, con un intervalo
de confianza del 95% para determinar diferencias significativas entre tres o mds grupos. La
bldsqueda de correlaciones se realizé mediante el test de Pearson (intervalo de confianza del
95%).

Todos los andlisis se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.

42



Resultados

4. Resultados

4.1. Experimento piloto

En primer lugar se realizé un experimento piloto con un ndmero reducido de animales, con
el fin de evaluar principalmente los efectos de la ingesta de la DHC sobre el nivel de placa de
ateroma desarrollado a la altura de la valvula adrtica; esto permitiria ajustar el modelo para
posteriormente discriminar los posibles efectos anti-aterogénicos por el tratamiento con el
AANO2. Ademsds, este experimento fue (til para detectar eventualmente otros efectos de la
administracién del AANO2 sobre los animales, como ser cambios en el comportamiento, peso
o0 aspecto general, asi como también la formacidn de lesiones en el sitio de las inyecciones. Con
estos propdsitos y tal como se detallé en el Disefio Experimental, se utilizaron 4 lotes de
animales: uno de ellos se alimentd con la DN y fue inyectado con PBS, para conocer el nivel
basal de placa de ateroma desarrollada bajo el régimen de manipulacién que tuvieron todos
los lotes (grupo PBS/DN). Los otros tres grupos fueron alimentados con la DHC y recibieron
diferentes tratamientos: i) grupo PBS/DHC, inyectado semanalmente con PBS para obtener
una medida del nivel de placa alcanzado por la ingesta de la DHG; ii) grupo Veh/DHC, inyectado
semanalmente con la mezcla PEG,,,:EtOH, utilizada para solubilizar el AANO2 de forma de
valorar el posible efecto del vehiculo sobre el desarrollo de la placa; iii) grupo AANO2/DHC,
inyectado con el compuesto de interéds. Este disefio experimental permitiéd evaluar si la
alimentacién con la DHC indujo cambios en el perfil lipidico, niveles de SAP en plasma y niveles
de placa desarrollada en la valvula adrtica, a través de la comparacién de los grupos PBS/DN y
PBS/DHG; y si la administracion del AANO2 pudo modular la respuesta aterogénica inducida por
la DHC, a través de la comparacién de estos mismos pardmetros entre los grupos Veh/DHC y

AANO2/DHC.

4.1.1. Efecto de la dieta hipercolesterolémica sobre el estado general de los animales:
monitoreo del peso corporal y el aspecto fisico
Durante el experimento, los animales fueron pesados semanalmente para tener un control
del crecimiento que es una forma rapida de evidenciar si el conjunto de la manipulacién (DHC e
inyecciones) esta afectando significativamente el desarrollo normal de los animales. Ademas
estos fueron observados con atencidn en busca de cualquier cambio en el aspecto general

como ser el comportamiento, pelaje y heridas, que denotara malestar o sufrimiento.
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En cuanto al peso corporal, es importante establecer que todos los animales de 10 a 12
semanas de edad al inicio del experimento presentaron valores de peso entre 14.5 y 19.2
gramos, con una media de 17.9 g, lo que representa un valor menor al esperado para animales
de esta edad (media= 20 * 2 g, [70]). Luego de 4 semanas todos los animales aumentaron su
peso, llegando a valores entre 16.5 y 22 g, con una media de 19.8 g, que continda estando por
debajo del peso estimado para la edad (media= 22.5 * 2.5 g, [70]).

Los resultados obtenidos muestran que al comparar el peso inicial y final dentro del mismo
lote (ver Figura 6 A), todos los grupos menos el grupo Veh/DHC mostraron un aumento
significativo. Por su parte en el lote Veh/DHC la evolucién del peso también siguié la misma
tendencia y probablemente no alcanzé la significancia estadistica debido a una mayor
dispersion en los valores en un grupo reducido de animales. Por otro lado, si se compara entre
los lotes el incremento de peso en cada grupo (medido como la diferencia entre el peso final y
el inicial, Pf-Pi), se observa que no hubo diferencias significativas entre ellos; todos los grupos
presentaron un aumento cercano a 2 g (ver Figura 6 B). Esto indicé que el aumento de peso no
varié con el tipo de dieta utilizada y que en general los tratamientos no afectaron el

crecimiento de los animales.
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Figura 6: Evolucion del peso corporal en los ratones LDLr -/- durante su alimentaciéon con DN o DHC, y el
tratamiento con PBS, Vehiculo (PEG,,,:EtOH) 0 AANO2.

Todos los ratones se pesaron al inicio y al final del experimento y a partir de estos datos, se calcularon los
aumentos para cada lote. En (A) se muestran los promedios de los pesos iniciales (barras rojas) y finales (barras
verdes) y el grado de dispersién dentro de cada lote o desvio estandar (lineas verticales). Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los valores iniciales y finales de los grupos PBS/DN, PBS/DHC y AANO2/DHC. El lote
PBS/DN no pasé el test de normalidad entonces se aplicé un test no paramétrico, que mostré diferencias
significativas (Mann-Whitney, p<0.05). A los lotes PBS/DHC y AANO2/DHC que pasaron el test de normalidad se les
aplicé un test paramétrico, evidencidndose diferencias significativas (t-test desapareado, p<0.05). El lote Veh/DHC
no mostré diferencias significativas entre los valores iniciales y finales (t-test desapareado, p>0.05). En (B) se

muestran los valores individuales de Pf-Pi (simbolos), los promedios de los valores de Pf-Pi (lineas horizontales) y el
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desvio estandar (lineas verticales). La comparacion de estos valores entre los distintos lotes no indicé diferencias
significativas (test Dunn de comparacién mdltiple, p>0.05). Tanto en (A) como en (B) n=4 para el lote PBS/DN y n=5

para los lotes PBS/DHC, Veh/DHC y AANO2/DHC.

Por otro lado se evalud el aspecto general de los animales en el correr del experimento. No
se registraron cambios en el comportamiento en ningun caso, pero se detectaron cambios
notorios en el pelaje (pérdida del brillo y de la densidad de pelo en todo el cuerpo) de algunos
de ellos, particularmente aquellos alimentados con la DHC (ver Figura 7). A su vez la piel que
quedd expuesta fue mds propensa a sufrir dafio, que se reflejé en zonas paspadas. Como
dichas alteraciones se correspondieron con los animales alimentados con la DHC, es légico
pensar que el alto contenido en grasa de la dieta haya favorecido la caida del pelo y la
opacidad del mismo. Ademas esta sospecha se apoyaba en que los animales alimentados con
DN no presentaban el aspecto anteriormente descrito. A pesar de que la informacién
disponible en la base de datos de Jackson Lab correspondiente a la cepa utilizada, indicaba que
estos animales eran propensos a la pérdida de pelo, fue llamativo que muchos animales del
grupo AANO2/DHC tuvieran pelaje normal. No se puede asegurar que estas observaciones en
las diferencias del pelaje se deban a efectos secundarios del AANO2, sin embargo resultd un

hecho digno de mencionar.
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Figura 7: Fotografias representativas del pelaje de los animales luego de cuatro semanas de alimentarse con la

DHC.
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En el correr del experimento los animales alimentados con DHC presentaron cambios en el pelaje: perdieron el
brillo caracteristico, disminuyd la densidad del pelo y se evidenciaron zonas de peladillas. Sin embargo el grupo
tratado con AANO2/DHC mostré un aspecto mds similar al control tratado con PBS/DN. En cada dngulo de la figura

se presenta a modo de ejemplo la foto de un ratén perteneciente a cada uno de los cuatro tratamientos.

En relacién con otro tipo de lesiones, en muy pocas ocasiones se detectaron granulomas
inducidos por la inyeccién de las preparaciones, y cuando se observaron no se correspondieron
con una preparacién en particular. Por el contrario, se registraron casos de pequefios
granulomas en ratones pertenecientes a los cuatro grupos, lo que sugiere que los mismos se
debieron a la inyeccién en si misma mds que a los tratamientos.

En conjunto los resultados muestran que la ingesta de DHC indujo un aumento normal del
peso que no se vio afectado por el tratamiento con las preparaciones. No se registraron otros
cambios importantes en los ratones como consecuencia de los tratamientos, con la excepcidn

de los cambios en el pelaje que podrian estar vinculados a la dieta.

4.1.2. Efecto de la dieta hipercolesterolémica sobre los niveles de lipidos en sangre
Los ratones utilizados LDLr-/-, desarrollan aterosclerosis espontdneamente, pero para
obtener niveles avanzados de la enfermedad en tiempos cortos se necesita de la ingesta de
una dieta con niveles de CL elevados (hipercolesterolémica). Esto favorece el aumento de los
niveles de lipidos en sangre que como se explicé en la Introduccidn estan vinculados al inicio y
desarrollo de la enfermedad. Asi, para monitorear si la ingesta de la DHC provocaba los efectos
esperados se determinaron los niveles de TG y CL en sangre al inicio y final del experimento, y
se analizé si hubo un aumento significativo en relacién con las variaciones observadas en el

lote PBS/DN.

4.1.2.a. Niveles de triglicéridos en sangre

Se compararon los valores iniciales y finales de TG en cada grupo, y luego se compararon
los eventuales aumentos entre los distintos grupos de ratones, utilizando el cociente
Triglicéridos finales/Triglicéridos iniciales (TGf/TGi).

La concentracién promedio de TG al inicio del experimento fue de ~170 mg/dL. Luego de
cuatro semanas de tratamiento los ratones alimentados con DN no mostraron variaciones en
los niveles de TG, lo que sugiere que la ausencia del receptor de la LDL no influye en los niveles
basales de TG cuando los animales son alimentados con DN en un lapso de 4 semanas. Por otro

lado, entre los lotes alimentados con DHC, Unicamente el grupo PBS/DHC mostrd diferencias
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significativas entre los valores finales e iniciales de TG, mientras que no se observaron
diferencias de este tipo al comparar los TGf entre dichos grupos (ver Figura 8 A).

Al evaluar los aumentos individuales (TGf/TGi) entre los distintos grupos, nuevamente solo el
grupo PBS/DHC mostré una diferencia significativa con el lote PBS/DN, siendo el incremento
menor a 2 en la mayoria de los individuos. Ademds se vuelve a observar que los lotes Veh/DHC
y AANO2/DHC no presentaron diferencias ni con el grupo PBS/DN, ni con el PBS/DHC (ver
Figura 8 B).

Las niveles de TG no constituyen una buena referencia para evaluar el efecto inducido por la
ingesta de la DHC, ya que en la literatura hay reportados resultados muy distintos
dependiendo de las condiciones en las que se realizd el experimento y de las dietas utilizadas
(Kowala kim TH). Si a esto le agregamos que se trabajé con un nimero reducido de animales,
en donde las dispersiones individuales influyen en mayor medida sobre el resultado final, es
dificil concluir qué efecto provocé el tratamiento con el Veh o con el AANO2.

Es importante notar que en el lote AANO2 hubo un individuo que presentd niveles finales de
TG mayores al resto de los animales del experimento. Esto provocé un notorio aumento de la

dispersion en dicho grupo, en comparacién con el resto de los grupos.
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Figura 8: Efecto de la DHC sobre los niveles de TG en sangre al inicio y luego de cuatro semanas de ingesta en
los ratones LDLr-/-.

Todos los ratones fueron sangrados al inicio y final del experimento y se determinaron los niveles de TG en
sangre utilizando el kit Accutrend Plus de Roche. En (A) se muestran los valores obtenidos como el promedio + el
desvio estandar de los valores iniciales (barras verdes) y finales (barras rojas). La comparacién de los valores
iniciales y finales mostré diferencias significativas inicamente en el grupo PBS/DHC, indicado con el asterisco (t-test
desapareado, p<0.05) mientras que no se observaron diferencias en el resto de los grupos (p>0.05). En (B) se
muestran la variacién en los niveles de TG (cociente TGf/TGi) para cada ratén (simbolos), graficada en funcién del
tratamiento correspondiente. También se grafican el promedio (lineas horizontales) y el desvio estandar (lineas

verticales). La comparacién de los aumentos mostré diferencias significativas solo entre los grupos PBS/DN y

47



Resultados

PBS/DHC, indicado con un asterisco (t-test Mann-Whitney p<0.05), cualquier otra comparacidn no fue significativa
(t-test Mann-Whitney, p>0.05). Tanto en (A) como en (B) n=4 para el lote PBS/DN y n=5 para los lotes PBS/DHC,
Veh/DHC y AANO2/DHC.

4.1.2.b. Niveles de colesterol en sangre

Ademas de los niveles de TG en sangre, los niveles de CL fueron otro indicador elegido para
estudiar los efectos de la ingesta de la DHC sobre el nivel de lipidos en sangre. Nuevamente,
primero se evaluaron los promedios iniciales versus los finales dentro de un mismo grupo, y en
segunda instancia se compararon los eventuales aumentos (calculados como CLf/CLi) entre los

distintos lotes.

La cepa de ratones utilizada en este experimento posee niveles basales de CL mas altos que
los valores normales de los ratones C57BL/6 (trasfondo genético de la cepa LDLr-/-). En este
ensayo en particular los animales partieron de valores que rondaban en promedio los 164
mg/dL y al igual que con los TG, se esperaba que estos niveles aumentaran luego de 4 semanas
de alimentacién con la DHC. Como se observa en el grafico de la Figura 9 A, el grupo PBS/DN
mantuvo constantes los niveles de CL. Nuevamente este resultado sugiere que la ausencia del
receptor de la LDL no provoca variaciones en los niveles basales de CL, cuando los animales
son alimentados con una dieta normal de bajo contenido graso, por lo menos durante 4
semanas. Por su parte los animales de los lotes alimentados con DHC mostraron un aumento
significativo en el nivel de CL en sangre: ademds de presentar diferencias significativas entre
los valores medios de CL al inicio y final del experimento, mostraron diferencias significativas
con el nivel de CL del lote PBS/DN al final del experimento. Este aumento fue similar en los tres
grupos ya que no se observaron variaciones entre los valores de CLf cuando fueron

comparados entre si, ver Figura 9A.

Por otro lado, cuando se calcula el cociente CLf/CLi a nivel individual se obtiene el grafico de
la Figura 9B, que indica que el grupo PBS/DN no presentd variacion en los niveles de CL en el
correr de todo el experimento mientras que el lote PBS/DHC fue el que presentd el mayor
aumento siendo, del orden de 2.7 veces. Este aumento en los niveles de CL no reproduce los
datos reportados frecuentemente en la literatura [71-72], lo que sugiere un efecto pobre por
parte de la DHC. Sin embargo los tres grupos alimentados con la DHC presentaron diferencias

significativas al compararlos con el grupo PBS/DN.
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Figura 9: Efecto de la DHC sobre los niveles de CL en sangre al inicio y luego de cuatro semanas de ingesta en
los ratones LDLr-/-.

Todos los ratones fueron sangrados al inicio y final del experimento y se determinaron los niveles de CL en
sangre utilizando el kit Accutrend Plus de Roche. En (A) se muestran los valores obtenidos como el promedio + el
desvio estandar de los valores iniciales (barras verdes) y finales (barras rojas). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre las barras indicadas (para PBS/DHC y Veh/DHC t-test desapareado, p<0.05; para AANO2/DHC t-
test Mann-Whitney, p<0.05). En (B) se muestra la variacién en los niveles de CL (cociente CLf/CLi) para cada ratdn
(simbolos), graficada en funcién del tratamiento correspondiente. También se grafican el promedio (lineas
horizontales) y el desvio estandar (lineas verticales). Los asteriscos indican diferencias significativas con el lote
PBS/DN (t-test Mann-Whitney, p<0.05). Tanto en (A) como en (B) n=4 para el lote PBS/DN y n=5 para los lotes
PBS/DHC, Veh/DHC y AANO2/DHC.

Finalmente queremos hacer notar que al igual que con los TG, la presencia en el grupo
AANO2 del mismo individuo que en este caso presentd valores de CL mds elevados que el
grueso de los animales, aumentd la dispersion en dicho grupo pudiendo afectar la capacidad
de diferenciar el comportamiento general de este lote frente al resto de los tratamientos

aplicados.

4.1.3. Efecto de la dieta hipercolesterolémica sobre los niveles de SAP en plasma
Debido a que la aterosclerosis es una enfermedad de base inflamatoria, su padecimiento
puede aumentar los niveles de expresién de proteinas de fase aguda como SAP [73], inducidas
por la accion de la IL-1 e IL-6. Asi, se intentd evaluar por ELISA si en nuestro modelo de
aterosclerosis la ingesta de DHC producia un aumento en los niveles de SAP en plasma. Si este
fuera el caso, la induccién de SAP podria constituir un marcador interesante para monitorear el
estado inflamatorio en los ratones, y evaluar si resulta modulado por el tratamiento con el

AANO2.
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Se puso a punto un ELISA de captura para la deteccién de SAP, utilizando dos anticuerpos
anti-SAP de ratdn, generados en oveja y conejo, y un suero de ratdn inyectado con ACF y LPS

como control positivo.

El analisis por ELISA del nivel de SAP en los plasmas de los ratones alimentados con DN y
DHC en el dia final del experimento, se muestra en la Figura 10. No se detecté un aumento
significativo de los niveles de la proteina en los animales del grupo PBS/DHC al compararlos
con los del lote PBS/DN, si bien se observé una tendencia que queda oculta por la dispersion
de los valores asociada a diferencias individuales en el comportamiento de los ratones. Dado
que no se observaron diferencias significativas y que se contaba con cantidades limitadas de

reactivos para el ELISA, no se procesaron las muestras de los grupos Veh/DHC y AANO2/DHC.
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Figura 10: Efecto de la ingesta de la DHC sobre los niveles de SAP en plasma de ratones LDLr -/-.

Los plasmas de los ratones de los lotes PBS/DN y PBS/DHC obtenidos al final de experimento, fueron analizados
por ELISA de captura para determinar el nivel de la proteina SAP, inducida por la ingesta de la DHC. Los resultados
se expresan como unidades arbitrarias (UA)/uL en relacién con un suero control (suero de ratén inyectado con
ACF+LPS) al que se le asignaron 100 UAJuL. Los datos corresponden a los valores individuales (simbolos), y en cada
lote se representa el promedio (lineas horizontales) y el desvio estandar (lineas verticales). Los datos no pasaron el
test de normalidad Kolmogorov-Smirnov por lo cual se analizaron mediante un test no paramétrico. La comparacién
de los valores entre el grupo PBS/DN y PBS/DHC no mostrd diferencias significativas (t-test Mann-Whitney, p>0.05).
n=4 para el lote PBS/DN y n=5 para el lote PBS/DHC.

4.1.4. Efecto de la dieta hipercolesterolémica sobre el nivel de placa desarrollada en la
valvula adrtica

Como describimos anteriormente el desarrollo de la aterosclerosis en este modelo se

monitored a través de la cuantificacion del drea de de las lesiones (placa de ateroma)

desarrolladas en el corazdn a la altura de la valvula adrtica. Como se explicd en el capitulo de
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Disefio Experimental, la medicién de la placa implica fijar y gelatinizar los corazones para
preservar su estructura, despojarlos posteriormente de la gelatina que los rodea para poder
fijarlos en la platina del cridstato y cortarlos a nivel de la vdlvula adrtica. De este Gltimo paso se
obtiene un conjunto de cortes seriados, que se tifien con un colorante especifico para lipidos -
Oil Red-, de modo que la placa desarrollada queda coloreada en rojo, lo que permite su
posterior cuantificacién utilizando programas de computacidn para el andlisis de imagenes. En
el experimento piloto se lograron cortes de 20 pm de grosor, no fue posible obtener cortes
mas finos en forma secuencial, lo que es determinante de la sensibilidad del método. La
obtencidn de cortes de este grosor fue un problema al momento de la tincién porque el pesoy
volumen de los cortes disminuyd su adherencia al portaobjeto y se perdieron gran cantidad de
los mismos. A su vez la pérdida de muestras fue un factor que limitd la cuantificacién, ya que
para obtener el valor de placa total deben sumarse los valores del area desarrollada a lo largo
de una serie de cortes consecutivos.

En este experimento, debido a la gran pérdida de cortes durante todo el procedimientoy en
particular en la tincién, se pudieron cuantificar Unicamente 6 cortes por corazén, por lo que el
resultado final a partir de la integracidn del drea de 6 cortes es una medida correcta pero que
podria carecer de la sensibilidad necesaria para el andlisis propuesto. A pesar de estas
consideraciones, se logrd cuantificar el drea de placa en todos los corazones, lo cual es en si
mismo valioso, dada la complejidad de la metodologia y el esfuerzo que representd la
realizacién del experimento.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 11, presentados como drea de placa
desarrollada en um? en funcién de los distintos tratamientos. Los valores de drea de placa son
un promedio de dos cuantificaciones independientes, que se realizaron con el fin de conocer el
error asociado a la determinacidn manual de los niveles de placa. El cdlculo del porcentaje de
error entre las mismas fue de tan solo 3.8%. Los promedios de los lotes alimentados con DHC
estan todos por encima del promedio del lote alimentado con DN, sin embargo la DHC no
indujo un aumento significativo en el drea de placa desarrollada. Probablemente esto es
debido a que la alimentacion con la DHC no logré aumentos notorios en los niveles de CLy TG
en sangre. Es importante mencionar que la gran dispersion que presentan los valores del area
de placa de la Figura 11, no es particularmente diferente a la observada en otros experimentos
realizados en nuestro grupo de investigacion y limita notoriamente la posibilidad de detectar
diferencias sobre todo al trabajar con un nimero reducido de animales. De todas maneras, en
el grupo tratado con AANO2 la dispersidn fue claramente mayor, dado que el mismo individuo
que presentd niveles elevados de CL y TG mostré altos niveles de placa, aumentando

notoriamente la dispersion del grupo en general.
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Figura 11: Efecto del tratamiento con AANO2 sobre el drea de placa (um?) desarrollada por ratones LDLr-/- a lo

largo de 4 semanas de alimentacién con DHC.

Se cuantificd el drea de placa desarrollada a nivel de la vélvula adrtica integrando el drea tefiida con un
colorante especifico para lipidos en 6 cortes tal como se describié en el capitulo de Disefio Experimental. Para
determinar el drea de la zona tefiida se utilizé el programa AxioVision Rel 4.8. y luego se convirtieron los valores de
pix* a um’. Los resultados del &drea total desarrollada en cada ratén se expresan como la media de dos
cuantificaciones independientes. Se muestran los valores individuales (simbolos), y en cada lote se representa el
promedio (lineas horizontales) y su desvio estdndar (lineas verticales). La comparacién de las dreas entre los
diferentes lotes se realizé utilizando el t-test no paramétrico Mann-Whitney, pero no se observaron diferencias

significativas (p>0.05). n=4 para PBS/DN y n=5 para PBS/DHC, Veh/DHC y AANO2/DHC.

En conjunto, los resultados obtenidos en este experimento, mostraron que el protocolo
utilizado para inducir la formacién de placas de ateroma en la vélvula adrtica no fue adecuado.
Los aumentos alcanzados en los niveles de TG, pero sobre todo en los de CL, de los animales
pertenecientes a los grupos PBS/DHC y Veh/DHC, fueron menores a los reportados en la
literatura. Esto sin duda explica porqué en estos lotes no se logré desarrollar niveles de placa
significativamente diferentes a los mostrados por el grupo PBS/DN. En este contexto, el
experimento no permitié analizar el efecto del AANO2 sobre el desarrollo de la aterosclerosis.
Por otro lado, el experimento permitid constatar que la metodologia utilizada para la
cuantificacion del drea de placa desarrollada no estaba totalmente ajustada, porque la pérdida
de un gran nimero de cortes reduce la sensibilidad del método, y por tanto, la potencia para

discriminar los efectos de los distintos tratamientos.
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4.2. Experimento final

En base a los resultados obtenidos en el experimento piloto, se disefid un segundo
experimento en el que se aumentd el tiempo de ingesta de la dieta, pasando de 4 a 7 semanas
con el fin de mejorar la respuesta aterogénica en los ratones (nivel de placa desarrollado a
nivel de la valvula adrtica), factor crucial para poder evaluar el efecto del tratamiento con el
compuesto de interés. En este experimento se trabajé con una DHC preparada por nosotros
pero equivalente a la DHC utilizada en el experimento piloto. Se realizaron ademas algunos
cambios en el disefio experimental. Se mantuvieron 4 lotes de animales pero se aumentd el
ndmero de animales por grupo, llegando a n=7 para el grupo alimentado con la DN, y n=9 para
los grupos alimentados con la DHC, ya que este factor es muy importante a la hora de realizar
comparaciones entre los diferentes lotes. Ademds se modificaron parcialmente los
tratamientos. El grupo PBS/DN mantuvo las caracteristicas del experimento anterior, porque
fue alimentado con DN e inyectado con PBS con la misma frecuencia que los otros, para
controlar los efectos de toda la manipulacidn. En los lotes alimentados con DHC se realizaron
algunas modificaciones. Se utilizé un lote Veh/DHC, inyectado con la mezcla PEG,,,:EtOH, un
lote AA/DHC, inyectado con el 4cido araquidénico precursor del compuesto de interés a la
misma dosis que el AANO2 y un lote AANO2/DHC inyectado con la misma dosis que en el
experimento piloto (1 umol/dosis/kg). No se introdujeron variaciones en la dosis de AANO2
dado que no se observaron efectos adversos. Las inyecciones se dieron una vez por semana,
pero se agregaron dos inyecciones previo al cambio de dieta con el fin de favorecer la
deteccidn de un efecto, si se lograra de esa manera condicionar el ambiente celular con el que
interaccionaran los lipidos oxidados.

En el experimento final, al igual que en el experimento piloto, se evalud si la alimentacién
con DHC indujo modificaciones en el perfil lipidico, los niveles de SAP en plasma y el drea de
placa desarrollada comparando los grupos alimentados con DN y DHC. Simultdneamente se
estudid si la administracién del AANO2 fue capaz de modular los cambios inducidos por la DHC,
a través de la comparacion de estas mismas variables pero entre los grupos tratados con AAy
AANO2. Ademads se continud con la observacién cuidadosa del estado de los animales en busca

de cualquier cambio que sugiriera algun indicio de malestar o sufrimiento.

4.2.1. Efecto de la dieta hipercolesterolémica sobre el estado general de los animales:
monitoreo del peso corporal y el aspecto fisico
En este experimento se utilizaron animales que tenian al inicio del protocolo pesos que

variaban entre 15.7 y 20.6 g, con una media de 18.6 g, 0 sea que algunos se encontraban
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levemente por debajo del peso esperado para animales de 10-12 semanas (media= 20 + 2 g). De
todas maneras sus pesos fueron mas cercanos a la media que en los animales utilizados en el
experimento piloto. Al final del experimento, los pesos de los animales estuvieron entre 19y 25
g, con una media de 21.6 g, o sea que todos crecieron y alcanzaron en general los valores
esperados para su edad (media=22.5 £ 2.5 g).

A lo largo de las 9 semanas que duré el experimento (dos semanas de pre-inyecciones 'y 7
semanas con la DHC+inyecciones), el peso de los animales individuales mostré altibajos, sin
embargo como se comentd arriba todos los animales evidenciaron un aumento final del peso.
Por un lado, los promedios del peso final fueron mayores a los promedios iniciales en un
mismo lote (ver Figura 12 A). Por otro lado al evaluar el aumento de peso individual (Pf-Pi) en
funcién de los distintos tratamientos (ver Figura 12 B) se observa que todos los lotes

aumentaron de peso en la misma medida, aproximadamente 3 g.
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Figura 12: Evolucion del peso corporal en los ratones LDLr -/- durante su alimentacién con DN o DHC, y
tratamiento con Vehiculo (PEG,,,:EtOH), AA 0 AANO2.

Todos los ratones se pesaron al inicio y al final del experimento y a partir de los datos, se calcularon los
aumentos para cada lote. En (A) se muestran los promedios de los pesos iniciales (barras rojas) y finales (barras
verdes) y el grado de dispersién dentro de cada lote o desvio estdndar (lineas verticales). La comparacién de los
valores iniciales y finales dentro de cada grupo mostré en todos los casos diferencias significativas indicadas con un
* (test Tukey de comparacion miltiple p<0.05). En (B) se muestran los valores individuales de Pf-Pi (simbolos), los
promedios de estos valores (lineas horizontales) y el desvio estandar (lineas verticales). Se observa que en
promedio todos los grupos aumentaron de peso en el correr de las 9 semanas de tratamiento, con una ganancia
neta de aproximadamente 3 g. La comparacién de estos valores entre los distintos lotes no mostré diferencias
significativas (t-test Mann-Whitney p>0.05). n=7 para el lote PBS/DN y n=9 para los lotes Veh/DHC, AA/DHC y
AANO2/DHC.
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Comparando los resultados de peso final con el valor que se sabe alcanza un ratén C57BL/6
adulto (16 semanas de edad= 25 g), finalmente se puede decir que a pesar del tratamiento,
tanto el de inyecciones como el de dieta, los animales mostraron un crecimiento normal. Esto
resulté muy importante considerando que la dieta, si bien fue equivalente a la DHC comercial,
fue preparada por nosotros; esto significa que el procedimiento para la adicién de grasay CL a
la dieta, sumado al proceso de esterilizacidn, no alteraron las propiedades nutricionales, la
calidad microbioldgica ni adulteraron el sabor. Al igual que en el experimento piloto, la
observaciéon del aspecto general de los animales no indicé ningin cambio en el
comportamiento, pero evidencié cambios similares de pelaje en aquellos alimentados con
DHC, detectandose los peores casos en los animales tratados con AA. Nuevamente la mayoria
de los ratones tratados con AANO2 fueron la excepcidn a estas observaciones, presentando un

aspecto mas parecido a los del lote PBS/DN (ver Figura 13).

AANO2/DHC PBS/DN

conDHC.

semanas presentaron un cambio en el

tratado con PBS/DN.

4.2.2. Efecto de la dieta hipercolesterolémica sobre los niveles de lipidos en sangre:
En este experimento se siguieron los cambios en los niveles de CL y TG en sangre, pero a
diferencia del experimento piloto se tomaron muestras en tres momentos distintos: antes de
comenzar el protocolo para obtener los valores iniciales, a dos semanas del tratamiento con la
dieta como forma de monitorear si la DHC estaba incrementando los valores de lipidos en

sangre, y el dia del sacrificio para obtener los valores finales.

Figura13: Fotografias representativas del pelaje de
los animales luego de siete semanas de alimentarse

Aligual que en el experimento piloto, los animales
del experimento final alimentados con DHC durante 7

pelaje:

) perdieron el brillo caracteristico, disminuyé la
8 densidad del pelo y se evidenciaron zonas de
) peladillas. Sin embargo el grupo tratado con
& AANO2/DHC mostré un aspecto mas similar al control
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4.2.2.a. Niveles de triglicéridos en sangre

De la misma manera que en el experimento piloto, primero se compararon dentro de un
mismo grupo los promedios finales con los iniciales, para luego comparar entre los distintos
lotes los eventuales aumentos, calculados como TGf/TGi. Los valores basales registrados al
inicio del experimento fueron en todos los ratones cercanos a los 170 mg/dL, coincidiendo con
el nivel observado en los animales al inicio del experimento piloto. El grupo que se alimenté
Unicamente con la DN, mantuvo constantes dichos niveles tal como se esperaba,
comprobando nuevamente que con una dieta de bajo contenido graso la ausencia del receptor
para la LDL no afecta los niveles de TG en sangre, aln en lapsos de tiempo mas prolongados.
Por otro lado, la ingesta de la DHC provocd un aumento significativo en los niveles de TG
respecto al valor inicial en todos los lotes, independientemente del tratamiento que hubieran
recibido (ver Figura 14 A). Ademas, los valores finales de los lotes alimentados con DHC fueron
estadisticamente mayores que el valor final del lote PBS/DN. En este caso los lotes AA/DHC y
AANO2/DHC mostraron niveles mayores que el lote PBS/DN pero menores que el lote Veh/DHC,

lo que estaria indicando cierta modulacién de los niveles de TG por parte de estos compuestos.
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Figura 14: Efecto de la DHC sobre los niveles de TG en sangre al inicio y luego de siete semanas de ingesta en
los ratones LDLr-/-.

Todos los ratones fueron sangrados al inicio y final del experimento y se determinaron los niveles de TG en
sangre utilizando el kit Accutrend Plus de Roche. En (A) se muestran los valores obtenidos como el promedio * el
desvio estandar de los valores iniciales (barras verdes) y finales (barras rojas). Los asteriscos muestran diferencias
significativas entre las barras indicadas (test Tukey de comparacién mudiltiple, p<0.05). En (B) se muestran la
variacién en los niveles de TG (cociente TGf/TGi) para cada ratén (simbolos), graficada en funcién del tratamiento
correspondiente. También se grafican el promedio (lineas horizontales) y el desvio estandar (lineas verticales). La
comparacién de los aumentos del Veh/DHC, AA/DHC y AANO2/DHC con respecto al lote PBS/DN mostrd diferencias

significativas (dato no indicado en el grafico). A su vez el aumento del AANO2/DHC y AA/DHC fue significativamente
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menor que el del Veh/DHC. En ambos casos se aplicé test Tukey de comparacion mudiltiple, los asteriscos indican

p<0.05 Tanto en (A) como en (B) n=7 para el lote PBS/DN y n=9g para los lotes Veh/DHC, AA/DHC y AANO2/DHC.

Por otro lado cuando se analizan los incrementos individuales en los niveles de TG, se
observa que el lote Veh/DHC fue el que presentd la mayor relacién TGf/TGi, siendo esta de 2.6
veces, mientras que los lotes AA/DHC y AANO2/DHC se comportaron de manera similar,
mostrando un aumento de aproximadamente 1.7 veces (ver Figura 14 B). Asi todos los lotes
alimentados con DHC presentaron un aumento significativo de los TG comparado con el lote
PBS/DN, evidenciando el efecto de la dieta. Sin embargo, este aumento no fue del mismo
orden en todos los lotes; los lotes AA/DHC y AANO2/DHC presentaron valores
significativamente menores a los del grupo Veh/DHC, lo que sugiere nuevamente un control
parcial en el aumento de los niveles de TG como consecuencia del tratamiento con el AA o
AANO:2 (ver Figura 14 B). Es importante hacer notar que no se observaron diferencias entre los
cocientes de los grupos AA/DHC y AANO2/DHC.

En resumen el protocolo utilizado con la DHC logré aumentar hasta 2.5 veces sobre el valor
basal los niveles de TG luego de 7 semanas de ingesta, y los tratamientos con AA y AANO2

lograron modular dicho aumento.

4.2.2.b. Niveles de colesterol en sangre

Los resultados de la medida de CL en sangre mostraron que la cepa utilizada posee niveles
basales de CL del orden de 200 mg/dL, y luego de 7 semanas de tratamiento con DHC se
alcanzaron valores de hasta 1000 mg/dL, siendo este resultado semejante a los reportados en
la bibliografia [71-72]. La comparacién del nivel de CL en sangre en base a la determinacion de
los promedios iniciales y finales dentro de cada grupo, mostrd un incremento significativo del
CL en los lotes alimentados con la DHC pero no con la DN (ver Figura 15 A).

Si se analiza el cociente CLf/CLi en cada grupo (ver Figura 15 B), se observa que la ingesta de
la DHC provocé aumentos del 4.7, 4.0 y 3.8 para los lotes Veh/DHC, AA/DHC y AANO2/DHC,
respectivamente; estos aumentos fueron significativamente diferentes que el cociente CLf/CLi
correspondiente al lote PBS/DN. A su vez si se comparan entre si los lotes alimentados con
DHC, se ve que el lote AANO2/DHC presentd valores significativamente menores que el lote
Veh/DHC, pero no que el lote AA/DHC. A diferencia de lo visto en los niveles de TG, el grupo
AA/DHC no presentd diferencias con el grupo Veh/DHC (ver Figura 15 B).
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Figura 15: Efecto de la DHC sobre los niveles de CL en sangre al inicio y luego de siete semanas de ingesta en los

ratones LDLr-/-.

Todos los ratones fueron sangrados al inicio y final del experimento y se determinaron los niveles de CL en
sangre utilizando el kit Accutrend Plus de Roche. En (A) se muestran los valores obtenidos como el promedio =+ el
desvio estandar de los valores iniciales (barras verdes) y finales (barras rojas). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre las barras indicadas (test paramétrico Tukey de comparacién miiltiple, p<0.05). En (B) se
muestran la variacion en los niveles de CL (cociente CLf/CLi) para cada ratén (simbolos), graficada en funcién del
tratamiento correspondiente. También se grafican el promedio (Iineas horizontales) y el desvio estandar (lineas
verticales). La comparacién de los aumentos del Veh/DHC, AA/DHC y AANO2/DHC con respecto al lote PBS/DN
mostré diferencias significativas (dato no indicado en el gréfico). A su vez el aumento presentado por el lote
AANO2/DHC fue significativamente menor que el del Veh/DHC. En ambos casos se aplicé test Tukey de comparacién
muiltiple, los asteriscos indican p<0.05. Tanto en (A) como en (B) n=7 para el lote PBS/DN y n=9 para los lotes

Veh/DHC, AA/DHC y AANO2/DHC.

Recapitulando los resultados anteriores se puede afirmar que luego de 7 semanas de ingesta
de la DHC los niveles de CL en sangre aumentaron significativamente, registrandose niveles en
promedio 4 veces mayores que el basal. Ademas, el tratamiento con el AANO2, pero no con

AA, moduld este incremento en los niveles de CL.

Como mencionamos anteriormente, ademas de los sangrados inicial y final algunos
individuos de cada lote se sangraron el dia 28, tiempo que correspondid a dos semanas luego
de comenzada la ingesta de la DHC. A estas muestras también se les determinaron los niveles
de TG y CL, como forma de registrar el aumento de estos niveles a tiempos menores. A
continuacidn se presentan dos graficos con los valores iniciales, intermedios y finales de CL y

TG de los grupos tratados con PBS/DN y Veh/DHC.
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Figura 16: Efecto de la DHC sobre los niveles de TG y CL en los grupos tratados con PBS/DN y Veh/DHC en el
correr de las 7 semanas de duraciéon del experimento final.

Los animales fueron sangrados en tres momentos del experimento: al inicio (barras verdes), a mitad o dia 28
(barras naranjas), y al final del experimento (barras rojas) para medir los niveles de TG (A) y CL (B) en sangre. Los
graficos muestran los promedios de los valores de TG y CL en cada grupo (barras), y sus desvios estandar (lineas
verticales). Tanto en (A) como en (B) el grupo PBS/DN no mostré variacién de los valores con el correr del tiempo.
Los asteriscos muestran diferencias significativas entre las barras indicadas (t-test desapareado, p<0.05), no se
observaron diferencias entre los valores del dia 28 y los finales del grupo Veh/DHC (p>0.05). n=7 para el lote PBS/DN

inicial y final, n=9 para el lote Veh/DHC inicial y final, n=5 para los lotes PBS/DN y Veh/DHC dia 28.

Los resultados de la Figura 16 indican que como observamos anteriormente, el lote PBS/DN
no varié los niveles de lipidos en sangre en ningdin momento del experimento. Por su parte el
lote tratado con Veh/DHC mostrd un aumento importante de los niveles de TG y CL a las dos
semanas de ingesta de la DHC, los cuales alcanzaron valores apenas menores (pero no
significativamente diferentes) a los registrados en el dia final. Asi se evidencié que dos
semanas de ingesta de la DHC provocan un aumento en los niveles de lipidos en sangre
bastante similar al generado por 7 semanas de ingesta de la misma dieta. En la literatura estd
descrito para los niveles de CL (y no asi para los de TG), que la ingesta de una DHC provoca un
rapido aumento de de los niveles de CL a las dos semanas de tratamiento, los cuales
posteriormente contindan aumentando pero de manera mas gradual. Las variaciones en los

niveles de TG fueron menores que en el caso del CL, y no han sido reportadas en otros trabajos

[72].

Es importante resaltar que en el marco de los estudios que se han realizado en nuestro
grupo si bien se habian ensayado experimentos bajo otras condiciones (utilizando tiempos
menores de tratamientos y otro tipo de DHC) nunca se habfan logrado niveles tan altos de CL y
TG en sangre. Por lo que estos resultados indican que un protocolo de 7 semanas de ingesta
con la DHC es adecuado para obtener un aumento considerable del nivel de CL y TG en sangre,

asi como también modulacién de estos niveles.
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4.2.3. Efecto de la dieta hipercolesterolémica sobre los niveles de SAP en plasma

Al igual que en el experimento piloto se analizaron los niveles de SAP en muestras de
plasma del dia final, de los animales del grupo Veh/DHC y PBS/DN.Es importante aclarar que los
plasmas de todos los lotes alimentados con DHC, pero no con DN, presentaban un notorio
incremento en los lipidos, evidenciado por la opacidad y el color blancuzco del plasma. Por esa
razon, las muestras fueron previamente centrifugadas para separar, dentro de lo posible, los
lipidos del plasma y evitar que estos interfirieran en la deteccidn de la proteina por ELISA.

Nuevamente, el andlisis de los niveles de SAP en los ratones de los lotes PBS/DN y Veh/DHC
no mostrd induccién de dicha proteina por el tratamiento con la DHC (ver Figura 17). No se
detectaron diferencias entre ambos grupos e incluso, los valores obtenidos para estos lotes

fueron mds cercanos que los observados en los lotes del experimento piloto.
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Figura 17: Efecto de la ingesta de la DHC sobre los niveles de SAP en plasma de ratones LDLr -/-.

Los plasmas de los ratones de los lotes PBS/DN y Veh/DHC obtenidos al final de experimento fueron analizados
por ELISA de captura para determinar el nivel de la proteina SAP inducida por la ingesta de DHC. Los resultados se
expresan como UA/UL en relacién con un suero control (suero de ratén inyectado con ACF+LPS) al que se le
asignaron 100 UA/uL. Los datos corresponden a los valores individuales (simbolos), y en cada lote se representa el
promedio (lineas horizontales) y el desvio estdndar (lineas verticales). La comparacién de los dos grupos no mostré

diferencias significativas (t-test Mann-Whitney, p>0.05). n=7 para el lote PBS/DN y n=9 para el lote Veh/DHC.

Considerando que por ser una proteina de fase aguda, SAP puede alcanzar picos de
concentracién temprano en el proceso inflamatorio, se vuelve importante intentar detectarla
en muestras de plasma anteriores a las del dia final. Por eso a modo de prueba se
determinaron los niveles de SAP por ELISA en 4 muestras correspondientes al dia 28 (sangrado
intermedio), cada una representativa de un tratamiento diferente. Estos plasmas por su

aspecto y color contenian menor cantidad de lipidos que los obtenidos el dia final, siendo esto
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una caracteristica prometedora ya que era posible que los lipidos estuvieran interfiriendo con
la deteccidn de la proteina. De todos modos los niveles de CL y TG en las muestras del dia 28
fueron altos en comparacién con los ratones control alimentados con la DN (ver Figura 16). A

continuacién se presenta una tabla con los resultados del ELISA de SAP, para dichas muestras.

Tabla 1: Concentraciones de SAP en muestras de sangre del dia 28.
Se ensay6 a modo de prueba el ELISA de SAP para 4 muestras del sangrado del dia 28 representativas de cada
tratamiento. Los resultados se presentan en UA/JL en relacién al control positivo, correspondiente al plasma de un
animal inyectado con ACF+LPS, al que se le adjudicaron 100 UA/uL. Estos valores son tomados como preliminares y

no admiten ningun tipo de andlisis estadistico.

Muestra Concentracién SAP (UA)
DN 1,74
Veh 5,55
AA 1,84

AANO2 3,76

Es importante enfatizar que estos datos son preliminares y tuvieron un cardcter meramente
exploratorio. El resultado obtenido sugiere que en estas muestras el valor correspondiente al
raton del grupo Veh/DHC fue mayor que el correspondiente al ratén del grupo PBS/DN vy
ademas mayor que el obtenido para todos los ratones analizados al dia final (Figura 17). Asi, es
posible que la medicién a tiempos menores y/o en plasmas con menor contenido de lipidos
pueda arrojar una informacién util en relacién a la evolucidn de los niveles de SAP en este

modelo.

4.2.4. Efecto de la dieta hipercolesterolémica sobre el nivel de placa desarrollada en
la valvula adrtica

En este experimento se midid el nivel de placa de ateroma generado en la valvula adrtica del
corazon, utilizando la misma metodologia que en el experimento piloto, pero con algunas
modificaciones. En vista de que se perdian muchos cortes durante Ia tincién con Oil Red por
falta de adherencia de éstos al portaobjetos, se buscaron alternativas para obtener cortes mas
finos que seguramente permitieran mejores resultados. Se realizaron cortes variando la
técnica, por ejemplo, conservando o no la gelatina exterior en que se embebid al corazon y
variando la forma de congelacidon del bloque. Los mejores resultados se lograron cuando se

conservd el bloque de gelatina integro al momento del corte, congelado previamente en N2
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liquido y se cortd a 14 um de grosor. Este conjunto de condiciones parece proporcionar una
matriz de corte mas suave (seguramente por la presencia de la gelatina) que facilita el avance
de la cuchilla sin dafiar la muestra y permite la obtencién de cortes mas finos y de gran calidad.
Ademas, la obtencién de cortes de menor grosor mejord la adherencia. Estas modificaciones
permitieron realizar la cuantificacién en base a 10 cortes por corazén (separados cada uno del

otro por tres cortes), lo que mejord notoriamente la sensibilidad de la técnica.

A continuacién se presenta el grafico de drea de placa desarrollada en funcién de los

distintos tratamientos.
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Figura 18: Efecto del tratamiento con AANO2 sobre el drea de placa (um?) desarrollada por ratones LDLr-/- a lo

largo de 7 semanas de alimentacién con DHC.

Se cuantificé el drea de placa desarrollada a nivel de la valvula adrtica integrando el drea tefiida con un colorante
especifico para lipidos en 10 cortes espaciados 3 cortes uno del otro. Para determinar el drea de la zona tefida se
utilizé el programa AxioVision Rel 4.8. y luego se convirtieron los valores de pix* a um* Se muestran los valores
individuales (simbolos), y en cada lote se representa el promedio (lineas horizontales) y su desvio estandar (lineas
verticales). Los asteriscos muestran diferencias significativas entre los grupos indicados con las llaves (test Tukey de
comparacién mdiltiple, p<0.05). No hubo diferencias significativas entre los lotes alimentados con DHC (dato no

mostrado en el gréfico). n=7 para PBS/DN y n=9 para Veh/DHC, AA/DHC y AANO2/DHC.

Los resultados presentados en la Figura 18 muestran que los tres lotes alimentados con DHC
desarrollaron niveles de placa mucho mayores que los animales alimentados con DN. Estos
dltimos mostraron valores méaximos de 300.000 um’, mientras que los lotes alimentados con
DHC alcanzaron valores de hasta 1.990.000 pm®. En el marco de nuestro grupo de trabajo

nunca se habian detectado niveles de placa tan elevados como los observados en esta
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oportunidad, aunque se debe tener en cuenta que los cambios en el protocolo de
cuantificacién aumentaron el drea total de la valvula que fue analizada y por ende la
sensibilidad de la técnica. En promedio el aumento del nivel de placa en el grupo Veh/DHC
respecto al PBS/DN fue del orden de 6 veces mds. En relacion al efecto del AANO2, no se
evidencid una reduccidn de la placa en el grupo tratado con AANO2/DHC en comparacién con
los tratados con Veh/DHC o AA/DHC, lo que indica que en las condiciones en que se administrd,

el AANO2 no mostré actividad anti-aterogénica.
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5. Discusion

El primer objetivo de este trabajo fue la puesta a punto del modelo de aterosclerosis
basado en la utilizacién de ratones LDLr-/-, que permitiera posteriormente ensayar drogas con
potenciales efectos anti-aterogénicos. Para cumplir este propdsito se realizd el experimento
piloto y a partir del andlisis de los resultados obtenidos se ajustd el protocolo poniéndolo a
prueba en el experimento final.

La primera seccidn de la discusion se centra en la evaluacidn critica de los resultados del
primer experimento, comparando sobre todo los datos obtenidos del perfil lipidico y nivel de
placa desarrollada en los grupos PBS/DN, PBS/DHC y Veh/DHC. Posteriormente, se contrastan

estos resultados con los obtenidos tras el ajuste del protocolo en el experimento final.

5.1. Puesta a punto: comparacion de los resultados obtenidos en ambos

experimentos para el lote PBS/DN y Veh/DHC.

El éxito del modelo de aterosclerosis reside en lograr que los ratones LDLr -/- alimentados
con la DHC presenten lesiones apreciables en la valvula adrtica, estadisticamente
diferenciables de las correspondientes a animales alimentados con DN, de forma de que sea
posible evaluar si un compuesto puede prevenir el desarrollo de la placa al administrarlo en
paralelo a la alimentacién con la DHC. De acuerdo con la literatura, un buen desarrollo del
modelo implica la deteccién de variaciones en el perfil lipidico, ademds del aumento en el
desarrollo de la placa de ateroma. No se esperan efectos secundarios que afecten el estado
general de los animales en los tiempos del experimento. Se considerd que el abordaje correcto
para evaluar el funcionamiento del modelo era la comparaciéon de dichos pardmetros entre
animales alimentados con DN y DHC que hubieran sufrido ademds una manipulacién similar en
relacion con las inyecciones destinadas al analisis de las propiedades anti-aterogénicas del
compuesto de interés.

En el contexto del experimento piloto, la evaluacién del funcionamiento del protocolo
utilizado se realizd mediante la comparacién entre los grupos PBS/DN y PBS/DHC, los cuales
fueron tratados con el mismo compuesto pero alimentados con dietas diferentes y nos
permitieron evaluar especificamente el efecto de la dieta sobre el desarrollo de la enfermedad.
En el contexto del experimento final esta comparacidn se hizo entre el grupo PBS/DN vy
Veh/DHC, ya que no se contd con un grupo PBS/DHC. Esto fue porque los resultados del primer
experimento indicaron que era fundamental aumentar el ndmero de individuos por grupo,

debido a que el andlisis estadistico con pocos animales arrojé resultados poco robustos, y era
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necesario ademas agregar un grupo control del compuesto tratado con el precursor del
AANO2, el AA. Dado que, el nimero de individuos disponibles era limitado nos vimos obligados
a descartar el grupo tratado con PBS/DHC para poder introducir el grupo AA/DHC. A su vez la
eliminacién del grupo PBS/DHC se vio apoyada en que los resultados en los niveles de CL, TG y
placa desarrollada observados en el experimento piloto fueron muy similares a los observados
para el lote Veh/DHC, dentro de la baja respuesta que hubo en esa experiencia. De todos
modos consideramos que hubiese sido mas correcto comparar al lote Veh/DHC con un lote

tratado con el Veh/DN. Este cambio se tendrd en cuenta para un experimento futuro.

La ingesta de DHC no afecté el desarrollo normal de los animales

Como se mostrd en la Figura 6, en el experimento piloto se evidencié un aumento neto y
parejo del peso de los animales, lo que comprueba que las dietas ingeridas (ya seala DN o la
DHC) colmaron los requerimientos nutricionales de los animales permitiendo un crecimiento
normal y que ademas, el mayor contenido de grasa de la DHC no alterd este crecimiento. Esta
observacidn es importante ya que existen registros en la literatura de casos en que la ingesta
de dietas con altos contenidos de grasa y colesterol llevan finalmente a una reduccién en el
peso de los animales (revisado por [67]). Se ha adjudicado este adelgazamiento a que los
animales desarrollan gastritis como consecuencia del alto contenido de grasa de la dieta. La
disminucidn en el peso es un hecho que habiamos observado en estudios previos de nuestro
grupo, aunque es importante sefialar que las dietas utilizadas en esos experimentos, tanto la
DN como la DHG, no tenian los controles de calidad de las comerciales que se usaron en este
trabajo, por lo cual es probable que en los casos anteriores en que observamos
adelgazamiento los efectos de la DHC sobre el crecimiento fueran causados por otros
componentes de la dieta. Por tanto, en relacién con su capacidad nutricional Ilas raciones

comerciales 5K52 de LabDiet y 5TJT de TestDiet fueron adecuadas para el trabajo propuesto.

La ingesta de una DHC durante 4 semanas no fue suficiente para modificar el perfil lipidico de
los ratones

A pesar de que la DHC favorecid el desarrollo normal de los animales, los resultados
obtenidos en el perfil lipidico no fueron los esperados. El lote tratado con PBS/DHC aumentd
en menos de 3 veces los niveles de CL luego de las 4 semanas de ingesta de la DHC, comparado
con los valores presentados al inicio. Si bien este resultado mostré diferencias significativas
con el control tratado con PBS/DN, no alcanzd los niveles registrados en la literatura. Animales

LDLr-/- alimentados con una dieta similar en el contenido de CL al de la utilizada en el
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experimento piloto, mostraron un aumento del CL del orden de 5 veces comparado con los
valores iniciales a las 4 semanas de ingesta de la DHC y lograron mantener estos niveles
después de 8 semanas de comenzada la ingesta [72]. Por otro lado animales de esta misma
cepa alimentados con una dieta de composicién 10 veces menor en el contenido de CL que la
DHC del experimento piloto, aumentaron los niveles de CL mds de 6 veces a las 4 semanas
luego de comenzada la ingesta [71]. Estos resultados indican que la DHC utilizada en nuestra
experiencia tuvo un efecto pobre en el aumento de los niveles de CL en sangre. En cuanto a los
niveles de TG el panorama fue diferente. El grupo PBS/DHC luego de las cuatro semanas de
ingesta de la DHC, aumentd en menos de 2 veces estos valores, que si bien es un efecto pobre,
llegd a ser significativamente diferente al del grupo PBS/DN. Sin embargo los datos reportados
indican que los niveles de TG se mantienen constantes a pesar de la ingesta de una dieta
hipercolesterolémica [71-72]. En conjunto, los resultados reportados muestran que la ingesta
de una dieta hipercolesterolémica, induce aumentos en los niveles de CL del orden de 10 veces,
mientras que no afecta los niveles de TG, por lo que concluimos que los efectos de la DHC
utilizada en el experimento piloto fueron pobres.

Como se menciond anteriormente debemos destacar que el grupo Veh/DHC no mostré
diferencias significativas en los aumentos de TG y CL comparado con el lote PBS/DHC,
indicando que el vehiculo utilizado no altera el perfil lipidico de los animales. De todos modos
la falta de respuestas robustas por parte de los grupos PBS/DHC y Veh/DHC es llamativa y
podria tener dos causas. Por un lado podria deberse a que el tiempo de ingesta de la DHC no
fue suficiente para provocar aumentos importantes en los niveles de CL en sangre. De todos
modos estd reportado que los niveles de CL aumentan rdpidamente luego de 2 semanas de
ingesta de una DHC y contindan aumentando pero en menor medida con el correr de las
semanas [71-72]. Esto sugeriria que por alguna razén la DHC o bien la repuesta de los ratones a
la DHC no funcionaron como se esperaba. Por otro lado no puede descartarse que como estos
ratones tenian un peso y por ende un tamafio menor al normal, las cantidades de racién que
ingerian por dia fueran menores, lo que de alguna manera podria haber retrasado el aumento

de los niveles de CL en sangre.

El experimento piloto fallé en la induccién de una respuesta aterogénica robusta a nivel del
desarrollo de placa

Si bien las variaciones en el perfil lipidico son un pardmetro importante en el
funcionamiento del modelo, los niveles de placa desarrollados por la ingesta de DHC, indican
en Ultima instancia el éxito del mismo. En el experimento piloto la ingesta de la DHC no

provocé el aumento de placa esperado, por el contrario el lote PBS/DN y el PBS/DHC
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desarrollaron dreas de placa similares. Continuando con lo visto en el perfil lipidico, queriamos
hacer notar que el drea de las lesiones observadas en el grupo Veh/DHC fue similar a la
correspondiente al grupo PBS/DN. Este resultado termina confirmando que las condiciones
utilizadas para el experimento piloto -cuatro semanas de ingesta de DHC- no fueron las
adecuadas como se habia sospechado al analizar el perfil lipidico. En forma posterior a este
estudio, experimentos realizados por otros miembros de nuestro grupo, mostraron que 6
semanas de ingesta de la misma dieta provocaron aumentos mas claros en los niveles de TGy
CL en sangre y en la placa desarrollada (Luis Gdmez, Laboratorio de Quimica Organica y
Cdtedra de Inmunologia, Facultad de Ciencias, datos no publicados). A partir de esta
informacién se concluyd que para lograr inducir aumentos significativos en los niveles de CL y
TG en sangrey en el drea de las lesiones a nivel de la valvula adrtica es necesario alimentar a los

ratones LDLr -/- por 6 0 mas semanas con la DHC.

La ingesta de DHC por un lapso de 7 semanas indujo un aumento significativo en los niveles
de lipidos en sangre y placa de ateroma, sin provocar efectos secundarios adversos en los
ratones.

En base a los resultados obtenidos en el experimento piloto asi como también a la
informacién generada en nuestro grupo se realizé un segundo experimento (experimento
final), donde se esperd inducir una respuesta aterogénica robusta que permitiera testear el
eventual efecto protectivo del AANO2. Se realizaron algunas modificaciones en el protocolo
respecto al utilizado en el experimento piloto. Se aumentd el tiempo de tratamiento con la
DHC (de 4 a 7 semanas), para dar mas tiempo al desarrollo de las lesiones inducido por el
consumo elevado de grasas y CL. Ademds, por razones de disponibilidad, fue necesario
cambiar la racidn, asi que en vez de utilizar una DHC comercial, se preparé una DHC en base a
una dieta comercial con un contenido normal de CL (5k52 LabDiet) tal como se explicé en el
capitulo de Disefio Experimental (seccidn 2.3.1.). Los resultados obtenidos fueron muy
alentadores. En primer lugar la ingesta de la DHC condujo a un aumento normal del peso de los
ratones y no provocd efectos adversos graves (salvo la caida del pelo, también observada en el
experimento piloto), lo cual se vio reflejado en que los animales crecieron alcanzando en su
mayoria el peso esperado para su edad. En segundo lugar las variaciones en el perfil lipidico
fueron notorias. Mientras que en el experimento piloto los niveles de CL habian aumentado
2.76 veces y los niveles de TG 1.68 veces cuando se comparé el lote PBS/DHC con el lote
PBS/DN, en el experimento final los aumentos de CL y TG fueron 4.77 y 2.64 respectivamente al
comparar el grupo Veh/DHC con el grupo PBS/DN. Vale notar que se obtuvieron valores finales

de TG cercanos a los 450 mg/dL, mientras que los valores de CL fueron del orden de 1000
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mg/dL, mas cercanos a los datos publicados por otros autores [71-72, 74]. Ademas, la
determinacion de los niveles de TG y CL a las dos semanas de ingesta de la DHC permitid
comprobar que dichos niveles habian aumentado rapidamente hasta alcanzar en casi todos
los casos valores cercanos a los finales, tal como estd registrado en la literatura [71-72].

Finalmente, el grado de aumento en los niveles de CL y TG en sangre se asocié con un
aumento significativo y robusto en el drea de la placa de ateroma desarrollada a nivel de la
valvula adrtica (ver Figura 18). En este caso se registré un aumento de la placa de 5.97 veces al
comparar el grupo Veh/DHC con el grupo PBS/DN, mientras que este aumento fue mucho
menor en el experimento piloto (1.97 veces entre el lote PBS/DHCy el lote PBS/DN). Ademas, el
nivel de las lesiones desarrolladas es razonable en comparacién con los datos obtenidos en el
experimento realizado por nuestro grupo alimentando a los ratones por 6 semanas con la
DHC, donde el drea de la placa aumentd 5.35 veces (Luis Gdmez, datos no publicados). La
observacion de que los niveles de CL en sangre ya habian aumentado en forma notoria (4.75
veces) en el lote Veh/DHC, a las 2 semanas de comenzada la ingesta de la DHC es un dato
importante, porque el drea de la lesidn desarrollada es probablemente producto de un
proceso que ocurre cuando los niveles de CL aumentan y se mantienen elevados en un periodo
considerable de tiempo.

Ademas del aumento de tiempo de ingesta de la DHC, vale la pena resaltar que los valores
absolutos del drea de lesidn detectada a nivel de la valvula adrtica son mayores como
consecuencia de las mejoras introducidas en el método de cuantificacidn de la placa. Como se
menciond en el capitulo de Resultados, en el experimento piloto se perdié gran cantidad de
muestras al momento de la tincién por falta de adherencia de los cortes al portaobjetos, lo que
nos obligd a buscar una alternativa para solucionar este problema. Luego de probar distintas
variaciones en la técnica de corte, finalmente se concluyé que conservar el bloque de gelatina
en el que se encuentra incluido el corazén y congelarlo en N2 liquido previo a cortarlo a -25°C,
era la mejor combinacién de condiciones para aumentar la adherencia de las muestras. Estos
cambios no solo eliminaron el problema de la pérdida de cortes sino que nos permitieron
obtener cortes mas finos y de mejor calidad, lo que se traduce en la obtencién de un mayor
numero de cortes de la vdlvula adrtica y en ultima instancia permite cuantificar mds cantidad
de cortes por corazon. La integracion del drea de placa desarrollada en un ndmero mayor de
cortes mejora ampliamente la sensibilidad de la técnica, y en nuestro caso se pasé de
cuantificar 6 cortes a 10 cortes en cada corazdén, lo que indudablemente permitié detectar mas
cantidad de placa desarrollada por individuo.

En conclusion, el tratamiento de ratones LDLr-/- con una DHC (conteniendo 1% colesterol)

durante siete semanas permitié reproducir el modelo de aterosclerosis tal como se describe
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en la literatura. Ademas, utilizando este protocolo y las mejoras introducidas en la técnica de
determinacion de la placa, fue posible alcanzar una respuesta aterogénica robusta que

permita ensayar el potencial anti-aterogénico de distintos compuestos.

5.2. Relacién Placa-CL, Placa-TG, CL vs TG

Ya se menciond que la LDL es una de las moléculas que participa en el desencadenamiento
de la aterosclerosis, a través de su oxidacién e interaccion con los macréfagos residentes del
espacio subendotelial. Asi, dado que los niveles altos de CL conducen a aumentar la
concentracién de la LDL en sangre, la hipercolesterolemia se correlaciona con el desarrollo de
la placa. Adema3s esta reportado en la literatura la existencia de una correlacién entre los
niveles de placa desarrollados y los niveles de CL, en animales LDLr-/-, cuando fueron
alimentados con dos DHC que diferian en la composicién de CL y TG [72]. Este mismo grupo
planteé ademas, que no existia relacidn entre la placa y los niveles de TG. Para corroborar la
existencia de esta correlacion en nuestro experimento, se realizaron graficos del drea de placa
desarrollada en funcién del aumento de CL o de TG, para los grupos PBS/DN, PBS/DHC y
Veh/DHC del experimento piloto, y PBS/DN, Veh/DHC y AA/DHC del experimento final.
Debemos aclarar que para la busqueda de estas correlaciones no se considerd al grupo tratado
con AANO2/DHC, debido a que en el experimento piloto mostrd una marcada modulacién de
los niveles de lipidos en sangre, lo que podia afectar de algin modo la correlacién que se
estaba buscando. En cambio se considerd al grupo tratado con AA/DHC, porque la modulacién
que presentd del perfil lipidico fue mas débil que la mostrada por el tratamiento con AANO2, y
ademds nos parecié importante no reducir la cantidad de valores a utilizar al momento de

buscar la correlacion.

Al graficar el drea de placa desarrollada en funcién del aumento de CL o TG para el
experimento piloto (ver Figura 19 A y B), no se observd ninguna correlacién .En cambio, al
realizar estos mismos graficos pero para el experimento final (ver Figura 19 Cy D), se obtuvo
un resultado totalmente diferente ya que se observé correlacidn entre los valores de placa 'y
los aumentos de CL y TG (test de Pearson, p<0.05). En vistas de estas diferencias de
comportamiento, se decidid juntar en un mismo par de ejes los valores de ambos
experimentos y repetir los graficos anteriores (ver Figura 19 E y F). Si bien los conjuntos de
valores no pasaron el test de normalidad, se observé una correlacién en los dos casos (test de
Spearman, p<0.05). Es posible que esta correlacién no sea apreciable con un nimero pequefio
de datos dada la gran dispersidn que presentan, pero se evidencia al considerar una mayor

cantidad de valores (Figura 19 Cy D). Por otra parte creemos que a un Unico tiempo de ingesta
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de la DHC es mas dificil observar una correlacién entre la placa y los aumentos de lipidos en

sangre, pero la relacién entre estos parametros se hace mds notoria si se consideran valores

obtenidos a distintos tiempos de ingesta de la DHC (ver Figura19 Ey F).
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Figura 19: Relacion entre el area de placa desarrollada en funcion del aumento de CL o TG para los grupos PBS/DN,

PBS/DHC, Veh/DHC del experimento piloto, y PBS/DN, Veh/DHC y AA/DHC del experimento final.

Se graficaron los valores de placa desarrollados en pm?®, en funcién del aumento de CL o el aumento de TG,

calculados como el cociente entre los valores finales y los iniciales (CLf/CLi o TGf/TGi). Se representan cada individuo

como un punto. En (A) y en (C) se grafica la placa vs CLf/CLi para el experimento piloto y final respectivamente. En

(B)y en (D) se grafica la placa vs TGf/TGi para el experimento piloto y final respectivamente. Para (A) y (B) el cédigo

de colores es rojo= lote PBS/DN, violeta= PBS/DHC y azul= Veh/DHC. Para (C) y (D) el cédigo de colores es rojo= lote

PBS/DN, violeta= Veh/DHC y azul= AA/DHC. En (E) se superpusieron (A) y (C) y en (F) se superpusieron (B) y (D). El

codigo de colores para (E) y (F) es verde= experimento piloto y rojo= experimento final. Los valores de (C), (D), (E) y

(F) presentaron correlacién (Test de Pearson, p<0.05 para Cy D; test de Spearman p<0.05 para E y F). Los valores de

(A)y (B) no presentaron correlacién (Test de Pearson, p>0.05). n=4 para PBS/DN y n=5 para PBS/DHC y Veh/DHC del

experimento piloto. n= 6 para PBS/DN, n=7 Veh/DHC y n=9 para AA/DHC del experimento final.
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Ademas de la relacién entre la placa y los aumentos de CL y TG, creimos que podia ser
posible encontrar alguna correspondencia entre los aumentos de CL y de TG entre si. De modo
que procedimos a graficar los valores de todos los individuos de los grupos PBS/DN, PBS/DHC,

Veh/DHC y AA/DHC del experimento piloto y final en un mismo par de ejes.
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Figura 20: Relacién entre el aumento de TG en funcién del aumento de CL para los lotes PBS/DN, PBS/DHC,
Veh/DHC y AA/DHC del experimento piloto y final.

Se graficaron en un mismo par de ejes el aumento de TG en funcién del aumento de CL correspondiente a todos
los animales de los lotes PBS/DN, PBS/DHC, Veh/DHC y AA/DHC del experimento piloto y final. Cada punto
corresponde a un individuo. El cédigo de colores es verde= experimento piloto y rojo= experimento final. Los
valores mostraron tener correlacion cuando fueron sometidos al test de Spearman (p<0.05). n=14 para el

experimento piloto, y n= 22 para el experimento final.

El gréfico de la Figura 20 evidencié una correlaciéon mas clara que la presentada entre el
area de placa y los aumentos de CL y TG en sangre, mostrando que los cocientes de CLf/CLiy
TGf/TGi aumentan manteniendo una proporcién cercana a 2:1 respectivamente.

Resumiendo todos estos resultados se podria decir que cuando se dispone de gran cantidad
de datos o cuando estos provienen de experimentos realizados a distintos tiempos de ingesta
de la DHC, se observa que aquellos animales que desarrollaron mayor cantidad de placa
tienden a ser aquellos que presentaron los niveles mas elevados de CL o TG en sangre, y que a
su vez los animales que presentaron niveles elevados de CL también suelen mostrar altos
niveles de TG. De esta forma pudimos evidenciar la intima relacion que existe entre las

alteraciones en el perfil lipidico y el desarrollo de la enfermedad.

La DHC no indujo variaciones en la expresion de la proteina de fase aguda SAP
La proteina SAP forma parte de una familia de proteinas de la inmunidad innata altamente
conservadas llamadas Pentraxinas, con funciones relacionadas al reconocimiento de

patégenos microbianos, activaciéon del complemento y estimulacién de la fagocitosis [75-76].
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SAP es sintetizada y volcada a la circulacién por los hepatocitos en respuesta a estimulos
inflamatorios como IL-1 e IL-6, por lo cual su sintesis forma parte de los efectos sistémicos que
induce la inflamacidn a través de la accién de citoquinas [75]. Como la aterosclerosis constituye
un proceso inflamatorio durante el cual se espera que se sinteticen interleuquinas como las
mencionadas anteriormente, resulté l6gico suponer que los niveles de la proteina SAP
pudieran estar aumentados. En este sentido hay muy poca informacién, al menos en lo que
respecta a los niveles de SAP en modelos de aterosclerosis en ratdén. Sin embargo, en la
literatura encontramos que en el ser humano (tanto hombres como mujeres) los niveles altos
de SAP constituyen un factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares correspondiéndose
con casos subclinicos de las mismas, sucesos de angina e infarto del miocardio y desarrollo o
progreso de aterosclerosis subyacente a angina o infarto del miocardio [14]. A esto se le suman
las evidencias sobre la co-localizacién de SAP en las placas de ateroma humanas [10-11] y el
reconocimiento especifico de la LDLox por parte de dicha proteina [11]. De todas maneras el
papel de SAP como biomarcador se sigue debatiendo [77] y por eso resultd interesante
explorar, al menos en forma preliminar, qué sucedia con los niveles de SAP en el modelo de
aterosclerosis desarrollado en ratones LDLr -/-. Ademds, la observacion de una repuesta de SAP
en este modelo permitiria monitorear el nivel de inflamacidn sistémica en una forma simple,
desarrollando una herramienta muy util a la hora de analizar el efecto de la DHC en el modelo y
su posible modulacién por drogas.

Para esta exploracién se puso a punto un ELISA de captura para la deteccién de la proteina,
y se analizaron sus niveles en las muestras de plasma de los animales del grupo PBS/DN y
PBS/DHC o Veh/DHC, como forma de valorar si la ingesta de la DHC se asociaba a un aumento
en la sintesis de SAP. De ser los resultados positivos se evaluaria posteriormente si el
tratamiento con AANO2 disminuia la expresidn de dichos indicadores.

Los resultados obtenidos tanto en el experimento piloto como en el experimento final no
revelaron un aumento en la sintesis de SAP a 4 y 7 semanas de tratamiento con la DHC. En el
caso del experimento piloto se considera que como el efecto de la ingesta de la DHC sobre los
niveles de lipidos en sangre y las lesiones en la valvula fueron relativamente débiles, seria
posible que el grado de inflamacién alcanzado en estos ratones no se acompafara con la
induccién de SAP, al menos en cantidades significativas. Sin embargo a pesar de que en el
experimento final la DHC provocd un contexto favorable para acelerar la enfermedad, y en
consecuencia se esperaria que hubiera existido una respuesta infamatoria notoria, no fue
posible de medir una respuesta inflamatoria sistémica de SAP. Una explicacion posible seria
que la concentracidon de SAP en plasma durante una respuesta de este tipo experimente

variaciones (picos de altas concentraciones seguidos de caidas asociadas a ciclos de
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autorregulacién de la respuesta), por lo cual la medida puntual a la semana 7 no permite
concluir que no exista una respuesta de SAP como consecuencia del proceso inflamatorio que
ocurre durante el desarrollo de las lesiones. Considerando que SAP es un marcador de fase
aguda, seria razonable analizar si ocurre un aumento en su concentracién a tiempos mas
tempranos. Al disefiar este ensayo y en base a la experiencia previa con esta cepa, se tomé en
cuenta que el sangrado frecuente de los animales podria ser muy estresante y podria de
alguna manera alterar el desarrollo de la enfermedad, por lo cual no se tomaron muestras
semanalmente. Para poder resolver este problema se deberia contar con una gran cantidad de
animales por lote, que permitiera alternar los individuos que son sangrados, de modo de
reducir el estrés inducido sobre cada animal. Esto no es sencillo dado que el ndmero de
animales con el que se trabaja depende de la produccién de los mismos y ésta ha sido de
menor rendimiento que el obtenido con otras cepas (Martina Crispo, Instituto Pasteur de
Montevideo, comunicacién personal). Por otro lado, no es claro cudl seria el tiempo dptimo
para analizar la respuesta de SAP; el antecedente mds importante muestra evidencias,
mediante el andlisis por northern blot, de un aumento de SAP, a las 16 semanas después de
comenzada la ingesta de la DHC [78]. A pesar de que este experimento se realizé en ratones
LDLr-/-, que ademas eran parcialmente deficientes en el gen de la IL-6, y que la sensibilidad de
la técnica puede haber sido mayor que la obtenida con el ELISA, estos resultados estarian
indicando que es posible la deteccién de la proteina a tiempos posteriores a los ensayados por
nosotros [10]. Otro factor que podria estar involucrado en el resultado negativo obtenido, es
que el gran contenido de lipidos en las muestras de plasma haya interferido con la
determinacidn por ELISA. Si bien se intentd centrifugar los plasmas para separar la fase lipidica
del resto de la muestra, es probable que este método no sea del todo eficiente y que parte de
los lipidos hayan quedado en la muestra interfiriendo con el ensayo. Como alternativa se
intentd precipitar las muestras con TCA como forma de eliminar los lipidos y recuperar la
fraccién proteica, pero lamentablemente el pellet proteico obtenido no pudo resuspenderse
en el tampdn fisiolégico que se usa en el ELISA. Sin embargo seria interesante realizar un
analisis de estos pellets proteicos por western blot, como forma al menos cualitativa de buscar
la presencia de SAP.

Por otro lado, como se contaba con algunas muestras de plasma de un ratén representativo
de cada tratamiento obtenidas luego de 2 semanas de ingesta de la DHC, se analizé el
contenido de SAP en estas muestras que tenian niveles menores de lipidos. El resultado
obtenido fue interesante porque el nivel de SAP en el ratén del lote Veh/DHC fue mayor al del
lote PBS/DN vy los valores de los lotes AA/DHC y AANO2/DHC fueron menores al del Veh/DHC.

Obviamente estos datos no permiten ninguna conclusién, ya que no tenemos medida de Ia
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dispersién bioldgica asociada. De todas maneras, podrian reflejar una tendencia que merezca
ser explorada, apuntando al andlisis del nivel de la proteina a tiempos tempranos del
experimento en los cuales el contenido de lipidos en sangre es algo inferior.

Debido a que no se observd una respuesta de SAP inducida por la DHC al tiempo final del
experimento, sumada a la acotada disponibilidad de los reactivos necesarios para el ELISA, no
se realizé el ensayo con las muestras del dia final de los grupos AA/DHC y AANO2/DHC.

En conclusidn, el conjunto de los resultados sobre la induccién de SAP durante el desarrollo
de la aterosclerosis en el modelo de ratones LDLr-/-, indican que no se pudo detectar un
aumento en los niveles de la proteina inducido por la ingesta de la DHC durante 4y 7, y resaltan
la importancia de obtener muestras de sangre a distintos tiempos, sobre todo al inicio del
tratamiento, que permitan detectar una respuesta temprana de las proteinas de fase aguda.
Ademas, el andlisis de muestras a tiempos menores también tendria la ventaja de un menor
contenido de lipidos en el plasma, que sospechamos generan interferencias con la

determinacidn por ELISA.

5.3. Evaluacion de las propiedades anti-aterogénicas del AANO2

El segundo objetivo de este trabajo fue analizar si el AANO2 posee propiedades anti-
aterogénicas utilizando el modelo experimental puesto a punto. En este sentido se discuten
solamente los resultados obtenidos en el experimento final ya que fue, de los dos ensayos, el
unico en el cual se logré inducir una respuesta aterogénica.

Al momento de planear el experimento final se consideré que un cambio importante a
introducir era agregar un grupo tratado con el AA, acido graso precursor del AANO2, para
evaluar los posibles efectos provocados por éste acido, ya que si bien el AANO2 podria
presentar propiedades anti-aterogénicas comparado con el grupo Veh/DHC, es importante
asegurar que estas cualidades se deban a la presencia del grupo nitroalqueno y no fueran
producto de la estructura compartida con su precursor, que invalidaria cualquier propiedad
moduladora novedosa del AANO2. Por lo que en esta segunda parte de la discusion se
comparardn los resultados obtenidos en el experimento final para los grupos Veh/DHC,

AA/DHCy AANO2/DHC, en busca de los posibles efectos anti-aterogénicos del AANO2.

El AANO2 y su precursor fueron capaces de modular el perfil lipidico en los ratones
alimentados con DHC
En relacién con las variaciones en el perfil lipidico y tal como se describié en el capitulo de

Resultados, los niveles de TG en sangre del grupo tratado con AANO2/DHC mostraron un
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aumento con respecto al lote PBS/DN y una disminucién en comparacion con el lote Veh/DHC
estadisticamente significativas, pero no se diferenciaron del lote AA/DHC. Por otra parte los
niveles finales de CL alcanzados por el grupo AANO2/DHC y AA/DHC fueron muy cercanos
entre si y mayores a los del grupo PBS/DN, pero Unicamente el grupo AANO2/DHC presentd
valores estadisticamente menores que el lote Veh/DHC. Estos resultados indicaron que el
AANO2 y en menor medida el AA, modularon los niveles de lipidos en sangre. En contraste, en
un modelo de aterosclerosis en ratones apoE-/- alimentados con una DHC, Rudolph y
colaboradores no evidenciaron modulacidn del perfil lipidico por parte del OANO2,
comparando los niveles de TG y de CL con animales tratados con el vehiculo o el OA [79]. Por lo
tanto, estos resultados sugieren que existen diferencias en las propiedades bioldgicas del
AANO2 y del OANO2, siendo el primero capaz de modular los niveles de lipidos en sangre en el
modelo de aterosclerosis utilizado.

Por otro lado, la modulacién observada por el AANO2 y el AA podria estar indicando que el
AANO2 no presenta ninguna propiedad diferente a su precursor, lo cual sugeriria que su
actividad moduladora no estd vinculada al grupo nitroalqueno, y que por lo tanto ambos
compuestos estarian actuando a través del mismo mecanismo. Sin embargo no puede
descartarse la posibilidad de que el grupo nitroalqueno si esté involucrado en la actividad del
AANO2 y que por ende el AA haya actuado por otra via. En el marco de esta hipdtesis
podriamos plantear que es posible que a las concentraciones utilizadas el AANO2, pero no el
AA, interaccione directamente con PPAR-y dado que pertenece a la familia de los
nitroalquenos. Como PPAR-y controla el metabolismo lipidico su activaciéon por el AANO2
podria justificar la modulacion observada de los niveles de TG y CL por parte de este
compuesto. De todos modos es importante aclarar que no existen evidencias de la interaccién
directa del AANO2 con PPAR-y, por lo que resulta interesante realizar a futuro ensayos que
evallden dicha interaccidn, y contribuyan a comprender el mecanismo de accién del AANO2 en
la modulacidn del perfil lipidico.

Por su parte, el AA no es ligando de PPAR-y, por lo que no podria haber activado per se
dicho factor. Se ha descrito la capacidad del AA de activar otros miembros de esta familia,
como ser PPAR-qa, en un cultivo primario de endometrio bovino, pero para ello se necesitaron
concentraciones mucho mayores (del orden de 50 uM) a las empleadas en nuestro ensayo
[80]. En el marco del experimento final, las condiciones de administracion del AA alcanzarian
Ccomo maximo una concentracién 10 uM si se hubiera distribuido homogéneamente en todo el
organismo y considerando una volemia de 2 mL para un ratén de 20 g. En conjunto, es
improbable que los efectos del AA en las condiciones ensayadas sean consecuencia de la

activacion directa por el AA de algun miembro de la familia de receptores PPAR. Esto lleva
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entonces a la idea de que debe existir otra via por la cual el AA haya modulado los niveles
lipidicos en sangre. Como se menciond anteriormente el AA es sustrato de la PGHS, enzima
que a través de sus actividades POX y COX, metaboliza el AA originando la Prostaglandina H2
(revisado por [61]). Por otro lado se ha visto que el AA puede ser oxidado por la Xantina Oxido
Reductasa (XOR), originando acido hidroperoxieicosatetraenoico (HPETE), el cual puede ser a
su vez dioxigenado por la accién de una lipooxigenasa especifica, la eLOX3. Esta enzima origina
epoxialcoholes derivados de dacidos grasos conocidos como hepoxilinas [81]. Tanto las
prostaglandinas como las hepoxilinas son capaces de actuar como ligandos enddgenos de
PPAR-y [81-82], activando la expresidn de los genes a cargo de este receptor. De este modo,
seria posible que en nuestro experimento a través de la accidn de las PGHS sobre el AA, se
hayan generado moléculas que podrian actuar por la via de PPAR-y, mediando los efectos

moduladores sobre el perfil lipidico.

El AANO2 mostré una tendencia no significativa a prevenir el desarrollo de lesiones en la
valvula

Si se evalla el desarrollo de la placa se observa que los grupos Veh/DHC, AANO2/DHC y
AA/DHC se comportaron de manera similar, ya que mostraron aumentos significativos con
respecto al grupo PBS/DN, alcanzando casi los mismos valores de superficie de placa. Este
patréon de comportamiento fue diferente al obtenido al analizar el perfil lipidico, en el que
tanto el lote AANO2/DHC como el AA/DHC provocaron una reduccidn significativa en
comparacién con el Veh/DHC. Vale la pena mencionar que si bien no hay diferencias
significativas en comparacion con el control, se evidencié en los grupos AANO2/DHC y AA/DHC
una tendencia hacia valores menores del drea de placa generada y esta tendencia se habia
observado en experimentos anteriores realizados por nuestro grupo (Mariana Ferrari, Cdtedra
de Inmunologia, datos no publicados). Ademds es importante hacer notar que en el
experimento piloto se observd el mismo patrén, ya que si bien no hubo una reduccidén
significativa de la placa en el grupo AANO2/DHC al compararlo con el grupo Veh/DHC, la
mayorfa del grupo (con excepcidn del individuo que mostré un comportamiento
extraordinario), presenté valores menores de placa. El hecho de que esta tendencia se
repitiera en varios experimentos nos lleva a pensar que el AANO2 tiene actividad anti-
aterogénica, pero que en las condiciones en que lo ensayamos no alcanzd a prevenir la
formacién de lesiones. Es plausible que el potencial anti-aterogénico del AANO2 esté
condicionado por la concentracién a la que se suministré, y que aumentando dicha
concentracién se logre transformar la tendencia en un efecto significativo. Esto encuentra

apoyo también en que se ha descrito una correlacion entre los niveles de lipidos en sangre y el
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area de placa desarrollada [72], por lo que es probable que la modulacién del perfil lipidico (ver
Figura 14 y Figura 15) conlleve a una disminucién en los niveles de placa desarrollados. El uso de
concentraciones mayores de AANO2 podria conducir a una modulacién mas fuerte de los
niveles de CL y TG en sangre y por ende aumentar su efecto protector sobre el desarrollo de
placa. Es importante recordar que el AANO2 como parte de la familia de los NO2-FA, es un
compuesto muy electréfilo que rdpidamente reacciona con nucledfilos, por lo cual es
complicado estimar en qué concentracidon estuvo disponible para interaccionar con el
endotelio de las arterias y del corazén asi como también con las células inflamatorias que
inician el desarrollo de las lesiones. Para verificar que esta tendencia es genuina y obtener
datos confiables en relacién con el efecto del AANO2 sobre la formacién de placas de ateroma,
serfa necesario aumentar la concentracidon de AANO2 suministrada a los animales. Esta
hipdtesis ademds encuentra apoyo en datos publicados sobre el potencial anti-aterogénico del
OANO2, obtenidos en un modelo experimental similar (ratones apoE-/-), en donde los efectos
protectores del nitroalqueno fueron alcanzados utilizando concentraciones 166 veces mayores
a las ensayadas por nosotros. Vale la pena mencionar que en nuestro trabajo no se utilizé una
dosis mayor porque no contdbamos con la cantidad de AANO2 necesaria, y ademas las
tendencias observadas en ensayos preliminares sugerian que el AANO2 tenia una potencia
mayor en comparacion con otros nitroalquenos. Por otro lado, es importante mencionar que,
en el trabajo donde se analizé el efecto del OANO2, la administracidn del nitroalqueno se
realizé con una mini-bomba osmdtica subcutdnea que bombea de manera continua el
compuesto que contiene, permitiendo obtener una concentracién constante del mismo en
sangre. En cambio no se pudo utilizar estas mini-bombas subcutdneas en nuestro
experimento, lo cual constituye una desventaja. Se solubilizé el AANO2 en |la mezcla PEG:EtOH
y no solo en EtOH, como forma de favorecer una difusién lenta y prolongar el tiempo de vida
media del compuesto. Finalmente debemos tener presente que, el tratamiento con el OANO2
luego de 12 semanas, indujo una reduccién de la placa de aproximadamente 32% comparado
con el vehiculo y del 28% comparado con el OA. Si bien este efecto protector fue genuino (se
alcanzaron diferencias estadisticamente significativas), no fue una modulacién robusta sobre
la formacion de placa de ateroma. Asi, no debe descartarse que el AANO2 tenga efectos anti-
aterogénicos dado que las condiciones en que fue ensayado son notoriamente desfavorables

en comparacion con las utilizadas con el OANO2.

permita evaluar el efecto anti-aterogénico del AANO2plantear al menos dos cambios

posibles a realizar en el protocolo. El primero es elevar la dosis de AANO2 de forma de
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aumentar su nivel en sangre. Esto puede lograrse aumentando la concentracion de la solucion
a inyectar y/o la frecuencia de las inyecciones. Para poder determinar dicha concentracion, se
haran ensayos que evaliden el nivel del AANO2 libre en plasma de ratones inyectados con
distintas concentraciones del compuesto luego de 30 min, 1th y 2h de la administracién. La
concentracién de AANO?2 libre en el plasma es un indice de disponibilidad del compuesto en Ia
sangre; recordemos que es esperable que una gran fraccién del nitroalqueno forme
rapidamente aductos con proteinas de la sangre reduciendo los niveles de AANO2 capaces de
ejercer su poder anti-aterogénico en el sitio de interés. Tanto el aumento de la dosis como el
cambio en la frecuencia de inyeccidn, requieren del monitoreo de algunos parametros que
aportaran informacién sobre la toxicidad del compuesto (peso, aspecto general, pelaje, niveles
de enzimas hepdticas), ya que no tenemos informacién de efectos nocivos a dosis mayores del
mismo que no se pueden descartar. Por otro lado, aumentar la frecuencia de las inyecciones
tampoco es trivial porque los animales sufren mucho estrés al momento de la inyeccién y
ademas, como ya se menciond en el capitulo de Resultados, existe la posibilidad de generar
pequefas lesiones —granulomas-. Por esto, no seria razonable administrar los compuestos
todos los dias; pero se podria intentar aumentar la frecuencia de la dosificacién a 2 veces por
semana.

El segundo cambio en el protocolo del experimento, estd relacionado con evaluar en
paralelo la potencia del AANO2 con la de una droga anti-aterogénica conocida (control positivo
capaz de prevenir la placa). En este sentido en el experimento con el OANO2, no se incluyd un
control de este tipo que permitiera valorar si un porcentaje de reduccion del 28% es relevante
en relacion con las drogas actualmente disponibles. Para dicho control se podria hacer uso de
sustancias como las estatinas, que constituyen una clase de drogas ampliamente utilizadas en
el tratamiento de la hipercolesterolemia como prevencidn de la aterosclerosis. Inicialmente se
las conocid por su capacidad de inhibir el paso limitante en la biosintesis del CL mediante el
bloqueo de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA) [83], que lleva
a la detencidn de la biosintesis de CL en el higado y al concomitante aumento de la expresion
del receptor para la LDL en los hepatocitos; ésto provoca finalmente una disminucién de los
niveles de la lipoproteina en sangre, y por tanto constituye un mecanismo eficiente para evitar
el inicio de la aterosclerosis. Posteriormente se descubridé que las estatinas posefan “efectos
pleiotrépicos” benéficos e independientes del mecanismo anterior, que involucraban
actividades anti-inflamatorias como ser la inhibicién de la expresién de VCAM-1, la estimulacién
de la eNOS, la activaciéon de PPAR-y, la inhibicién de la expresién de citoquinas inducida por
LPS en macréfagos y la estabilizacion de la placa de ateroma (revisado por [84] y [85]). Es

légico considerar que un control de tratamiento con estatinas, nos permitiria establecer cudl
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es del grado de reduccidn en las lesiones que deberiamos aspirar a obtener del tratamiento
con nuestro compuesto, para que sea competitivo en relacién con las drogas disponibles.
Ademas, en caso de que el AANO2 prevenga la formacién de la placa, la comparacién con

dicho control permite tener una idea cualitativa de la potencia anti-aterogénica del compuesto.
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6. Conclusiones

Se pudo poner a punto el modelo de aterosclerosis en ratones LDLr-/-, determinando que
las condiciones apropiadas para obtener una respuesta aterogénica robusta, reflejada en las
variaciones del perfil lipidico y el aumento en el desarrollo de la placa de ateroma, fueron siete
semanas de ingesta de la DHC.

Por otro lado el AANO2 logré modular los niveles de CL y TG en sangre de aquellos animales
alimentados con DHC, pero no pudo prevenir el desarrollo de placa inducido por la dieta en las
condiciones ensayadas. Sin embargo basdndonos en: i) los datos reportados en la bibliografia
sobre la falta de modulacién del perfil lipidico por parte del tratamiento con el OANO2, en
contraposicion con ii) la modulacién inducida por el tratamiento con el AANO2 observada en
nuestro experimento, iii) el control poco robusto en cuanto al desarrollo de placa por parte del
OANO2, incluso al ser administrado a concentraciones mucho mayores que las utilizadas por
nosotros, y iv) la tendencia varias veces reproducida a desarrollar menores niveles de placa
bajo el tratamiento con AANO2, pensamos que es necesario ensayar concentraciones mayores
del NO2-FA para poder concluir sobre su efecto en relacién al control del desarrollo de la placa

a nivel de la valvula adrtica.
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7. Perspectivas

En vista de la modulacién del perfil lipidico observada en el tratamiento con el AANO2, pero
ausente en el tratamiento con el OANO2, resulta importante estudiar dos aspectos
relacionados con este efecto. En primer lugar, creemos que el mecanismo subyacente podria
involucrar la activaciéon de PPAR-y, receptor que participa en el control del metabolismo
lipidico, sin embargo no hay evidencias claras que lo comprueben. Por lo tanto deberiamos por
un lado estudiar la existencia de ésta activacién, por ejemplo a través ensayos con células, en
ddnde se incuben macrdéfagos con el AANO2, y luego se evalle la expresidon de mensajeros
(mediante PCR cuantitativa), de genes controlados por PPAR-y como CD36, ABCA, entre otros.
En segundo lugar, es posible que la reduccién de los niveles de lipidos en sangre se deba a un
control en alguna de las enzimas relacionadas con las vias de metabolizacién de los mismos. De
modo que un abordaje posible seria estudiar los niveles de expresidon en el higado de dichas
enzimas, comparando los resultados obtenidos para ratones tratados con AANO2, AA y Veh,
bajo un régimen de DHC.

Por otro lado como la aterosclerosis es una enfermedad de base inflamatoria, y pensamos
que el AANO2 podria modularla a través de sus propiedades anti-inflamatorias, seria
interesante analizar a lo largo de un experimento otros marcadores inflamatorios/anti-
inflamatorios que nos permitieran valorar si el AANO2 estd ejerciendo los efectos esperados.
Algunos ejemplos de marcadores inflamatorios podrian ser VCAM-1y TNF-a a nivel de la aorta,
0 MCP-1 en los monocitos del bazo. Por su parte la HO-1 serfa un buen candidato a estudiar
como marcador anti-inflamatorio, dada la demostrada capacidad de los NO2-FA de inducir su
expresion en el endotelio.

Para finalizar, en el marco de las teorias mds modernas sobre el desarrollo de la placa de
ateroma, resultarfa interesante un Udltimo experimento centrado en la interaccién de células
derivadas de monocitos y células musculares de la pared de las arterias, que abriria un tema de
estudio mds novedoso en esta area. Como mencionamos anteriormente se cree que la
retencion de los monocitos en el espacio subendotelial, mediante la interaccién con células del
musculo liso de las arterias, estd intimamente relacionada con el desarrollo de la placa de
ateroma. En la literatura existen registros de experimentos, que observaron un aumento en la
adhesidn entre macréfagos derivados de monocitos de la sangre y células musculares, cuando
los primeros eran pre-incubados con productos de la oxidacién de la LDL [17]. Asi, seria
novedoso estudiar si el tratamiento con AANO2 puede inhibir las interacciones adhesivas entre

las células musculares y monocitos pre-incubados con lipidos oxidados, de forma de contribuir
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a la resolucién de la inflamacién en la pared arterial y por ende a prevenir el desarrollo de la

lesion.
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