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1) INTRODUCCION

1.1) ENFERMEDADES CRONICAS NO TRANSMISIBLES.

Las enfermedades crdnicas no transmisibles (ECNT) matan a 40 millones de personas cada
ano, lo que equivale al 70% de las muertes que se producen en el mundo, superando a las
enfermedades infecciosas y por accidentes como principales causas de mortalidad mundial [1].
Las ECNT afectan a todos los grupos de edad y a todas las regiones y paises. En Uruguay,
constituyen la principal causa de morbi-mortalidad, produciendo mas del 60% de los
fallecimientos entre los 30 y 69 afios [1].

Los principales tipos de ECNT son las enfermedades cardiovasculares (incluyendo infartos
de miocardio y accidentes cerebrovasculares), la diabetes, el cancer y las enfermedades
respiratorias cronicas (como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y el asma). Las ECNT
tienden a ser de larga duracién y resultan de la combinacién de factores de riesgo del tipo etarios,
genéticos, fisioldgicos y/o metabdlicos, ambientales y conductuales. Dentro de estos
encontramos factores de riesgo modificables, destacandose el tabaquismo, el sedentarismo,
malos habitos higiénico-dietéticos y el alcoholismo. Por otro lado, existen factores de riesgo
fisioldgicos y/o metabdlicos que aumentan el riesgo de las ECNT como son el aumento de la
presion arterial (HTA), el sobrepeso y la obesidad, la hiperglicemia (concentraciones elevadas de
glucosa en la sangre) y la hiperlipidemia (concentraciones elevadas de colesterol y/o triglicéridos

en la sangre) [2].

1.2) ATEROSCLEROSIS: Caracteristicas generales.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son, a nivel mundial, responsables de casi un
tercio del total de las muertes, con aproximadamente 17 millones al afio [2]. La aterosclerosis es
la patologia que subyace a la mayoria de las ECV importantes, incluyendo la enfermedad arterial
coronaria (EAC), los accidente cerebrovascular (ACV) y la enfermedad arterial periférica (EAP) [3].
Estas patologias son en su conjunto las responsables de la mayor parte de la morbi-mortalidad
cardiovascular en el mundo occidental de hoy. Los estudios epidemioldgicos indican que la

prevalencia de la aterosclerosis esta aumentando en todo el mundo, debido a la adopcion del
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estilo de vida occidental no saludable y, hoy en dia, es una patologia de proporciones epidémicas
(4, 5].

La aterosclerosis esta definida como una respuesta focal, fibro-proliferativa e inflamatoria
generada en respuesta a multiples injurias a nivel del endotelio vascular [6]. Se caracteriza por la
formacién de placas de ateroma (placas fibro-adiposas) que se sittan en la intima arterial y que
estan formadas por células y detritos celulares (células musculares lisas, endoteliales,
espumosas, leucocitos, linfocitos, etc.), un nucleo lipidico central (formado fundamentalmente
por colesterol, sus ésteres y productos de oxidacidn) y una cubierta fibrosa [7] (figura 1). De
hecho, el término ateroesclerosis proviene de los palabras griegas a6npo- athéro- (‘pasta’) y

okAnpog sklerds (‘duro’) y fue originalmente propuesto por Albrecht Von Haller en 1755 [8].

Figura 1. A) Corte transversal de arteria coronaria aterosclerética. B) Placa aterosclerdtica de
una pieza de endarterectomia carotidea. Tomadas de: Erling, F., K.S. Prediman, and V. Fuster,
Patogénesis de la ruptura de la placa, in Aterosclerosis y Enfermedad Arterial Coronaria, V.
Fuster, R. Ross, and E.J. Topol, Editors. 1997, Springer-Verlag Ibérica. p. 539-556.

El desarrollo y progresion de una placa de ateroma es un proceso complejo, que empieza en
edades tempranas de la vida, pero que puede ser detenido o retardado en su progresion e incluso
retroceder [9]. La lesidn visible mas temprana en el desarrollo de la aterosclerosis es la estria
grasa. Esta comprende un area de engrosamiento de la intima arterial compuesta de macréfagos

cargados de lipidos (conocidas como células espumosas), linfocitos, y células musculares lisas.
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Figura 2. Macroscopia e histologia del desarrollo de lesiones aterosclerdticas

A. Diapositiva macroscépica de un primer plano de una arteria toracica que no muestra lesiones
macroscopicas aparentes y cuya superficie intimal es perfectamente lisa. La tincién con “oil red O”
(ORO) para grasas no revela presencia de lipidos microscépicamente discernibles. La tincién con
tricromico de Gomori con aldehido fucsina (GTAF) tampoco evidencia lesiones significativas, a lo
sumo un engrosamiento fibroso difuso intimal.

B. Estrias — placas grasas localizadas y evidentes macroscépicamente. La tincion ORO para grasas
muestra multiples células espumosas y engrosamiento intimal. La tincién con GTAF muestra muchas
células espumosas (espacios redondos abiertos y grandes por disolucidn de los lipidos durante el
procesamiento) en un area de confluencia hacia el centro de la lesiéon. Asimismo, aumento de las
fibras de elastina (purpura) y del colageno (azul — verde claro).

C.  Macrofotografia que muestra una tipica placa fibroadiposa. Microscépicamente el area se tifie
intensamente con ORO. La tincidn con GTAF muestra drea rica en coldgeno y espacios en blanco por
disolucion de células espumosas. Imagenes tomadas de: Wissler, R.W., L. Hiltscher, and T. Oinuma,
Lesiones de aterosclerosis en el jéven, in Aterosclerosis y Enfermedad Arterial Coronaria, V. Fuster,
R. Ross, and E.J. Topol, Editors. 1997, Springer-Verlag Ibérica. p. 523-538.

A grandes rasgos, las placas se desarrollan como resultado de la acumulacién masiva, no regulada
de formas modificadas de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) en el espacio subendotelial,
por macréfagos y células musculares lisas que infiltran dicho espacio; llevando a la formacion de
células espumosas seguido de una mayor diapédesis de leucocitos [10]. Ademads, en este proceso
se destaca la proliferacion de células del musculo liso y produccién de tejido conectivo. La

trombosis es la etapa final en el proceso de la enfermedad y surge como consecuencia de la
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ruptura de la placa y del endotelio vascular y consecuente exposicion del contenido
subendotelial, protrombdtico, a la sangre circulante. La formacién en un momento determinado
de un trombo intravascular es responsable de los eventos adversos clinicamente observables en
las arterias coronarias, cerebrovascular y periféricas, que determinan en muchos casos los

infartos de los tejidos subyacentes [11].

1.2.1) Factores de riesgo para el desarrollo de Aterosclerosis.

Ciertos rasgos, condiciones o habitos pueden aumentar el riesgo de contraer esta enfermedad.
Estas condiciones se conocen como factores de riesgo. En 1948 y con el objetivo de identificar
los factores o caracteristicas comunes que contribuyen al desarrollo de las ECV, en los EEUU se
comenzd con el estudio prospectivo “Framingham Heart Study” [12, 13]. En este estudio se
realizdé un seguimiento durante un largo periodo de tiempo a tres generaciones de familias, que
englobaban, inicialmente alrededor de 5000 personas que aun no habian desarrollado sintomas
evidentes de ECV y que no hubiesen sufrido de un infarto de miocardio o accidente
cerebrovascular. De este estudio se concluyd que los principales factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares eran la dislipemia (principalmente la
hipercolesterolemia con aumento de LDL y disminucion de HDL; y en menor grado la
hipertrigliceridemia), la diabetes mellitus (DM), la hipertension arterial (HTA) y el tabaquismo.
De este estudio, no surgieron como factores de riesgo independiente ni la obesidad (poco

frecuente en esa época) ni el alto consumo de azucar refinada, como comentaremos luego.

Hipercolesterolemia, lipoproteinas y metabolismo del a-tocoferol en la aterogénesis.

El colesterol es una molécula presente en todas las células del cuerpo humano, que es
necesaria para el normal funcionamiento del organismo y que puede ser sintetizada por cualquier
célula nucleada del mismo, pero no degradado [14]. Por ejemplo, es indispensable para la
fabricacidon de hormonas sexuales y esteroideas, para formacion de los 4cidos biliares (necesarios
para la digestién de las grasas), vitamina D, entre otras biomoléculas de gran relevancia [14]. La
mayor parte del colesterol se produce en el higado pero también una parte proviene de la dieta.

Sin embargo, hoy en dia sabemos que el manejo de una hipercolesterolemia (niveles de
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colesterol total en sangre en el adulto superiores a 200 mg/dL) a partir de modificaciones en la
dieta es altamente insatisfactorio. La hipercolesterolemia es uno de los principales factores de
riesgo cardiovascular, con un claro papel causal en el inicio y progresidn de la aterosclerosis. La
aterosclerosis y la ECV tienen una relacion directa con los niveles de colesterol sanguineo:
concentraciones séricas elevadas de colesterol total (CT), LDL-colesterol (LDL-c) vy
concentraciones séricas bajas de HDL-colesterol (HDL-c) se correlacionan con el aumento de
estas lesiones aterosclerdticas [15-21].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que el 60 % de las enfermedades
coronarias y el 40 % de los accidentes cerebrovasculares isquémicos en paises desarrollados, son
debido a niveles elevados de colesterol en sangre, por encima del nivel minimo tedrico (3.8
mmol/L) [22]. Sin embargo, el 50% de los infartos agudos de miocardio ocurren en sujetos con
cifras relativamente normales de colesterol total, evidenciando que individuos con un mismo
valor de colesterol y LDL pueden estar expuestos a niveles muy diferentes de riesgo de desarrollar
la enfermedad [7, 23, 24] (figura 3).

Types of risk
Relative absolute attributable

35% of CHC
occurs in people
with total chol,
< 200 mg/di
(<52 mmol.,}

(3.8) (5.2) (5.8) (7.8)

Cholesterol mg/dl (mmol/)

Figura 3. Incidencia del Infarto de miocardio en relacién con los niveles
de colesterol total en el estudio Framingham, 26 afios de seguimiento
(tomada de: Castelli W. P, Atherosclerosis 1996, 124, 51-59.)

Mas aun, de estos estudios también se desprende que el colesterol es un elemento

imprescindible, pero que no es el Unico determinante del desarrollo de la enfermedad.

10
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Las lipoproteinas son grandes complejos macromoleculares que transportan lipidos
hidrofdbicos (principalmente colesterol, sus ésteres y triglicéridos) a través de la sangre.
Consisten de un nucleo hidrofdébico lipidico central (compuesto por triglicéridos y ésteres de
colesterol) rodeado por una capa de lipidos hidrofilicos (fosfolipidos y colesterol sin esterificar)
y proteinas [25]. Las lipoproteinas plasmdticas estan clasificadas en 5 clases dependiendo de su
densidad relativa: quilomicrones, VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad), IDL (lipoproteinas
de densidad intermedia), LDL (lipoproteinas de baja densidad) y HDL (lipoproteinas de alta
densidad). La densidad de las lipoproteinas esta determinada por la relacién lipido/proteina de
cada particula. Las proteinas asociadas a lipoproteinas, apolipoproteinas, son requeridas para el
ensamblado, estructura y funciéon de las lipoproteinas ya que activan enzimas, median la
transferencia de lipidos y actian como ligando para los receptores de superficie celular [25, 26]

Las particulas de LDL son las principales transportadoras de colesterol y vitamina E en el
organismo [27, 28]. Cada particula contiene ésteres de colesterol (1600 moléculas) y triglicéridos
(170 moléculas) formando un nucleo lipofilico central, separado del entorno acuoso por una
monocapa de fosfolipidos (700 moléculas, principalmente fosfatidilcolina), moléculas de

colesterol libre (600 moléculas) y su nico componente proteico, la apolipoproteina B-100 (apoB-

\ : /A—
g | Apo B-100
Duate

100) [25, 26] (figura 4).

5 = Fosfolipidos
o S0 o
B Lb_ Colesterol
# % 285
g it' % 1’11 Triglicéridos
a-Tocoferol

Figura 4. Estructura de la lipoproteina de baja densidad (LDL) (adaptado de https://www.alamy.com/stock-
photo-lipoproteins-of-the-blood-ldI-and-hdl-structure-50925232.html).

Del total de moléculas de acido graso presentes en los distintos lipidos de la LDL,

aproximadamente el 50% son acidos grasos insaturados y por tanto susceptibles a la oxidacién

11
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[26]. La LDL posee diversos antioxidantes como componentes naturales, destacandose el o-
tocoferol (a-TOH, principal isoforma de la vitamina E) por su concentracién (~11.6 nmol/mg
proteina; 6 moléculas por particula). La vitamina E pertenece a la familia de compuestos
isoprenoides y en estado natural estd compuesta por ocho isémeros diferentes: cuatro
tocoferoles y cuatro tocotrienoles. Todos ellos poseen un anillo cromanol y una cadena
isoprenoide. Si dicha cadena es saturada, los isémeros se denominan tocoferoles, y si es
insaturada, se denominan tocotrienoles (figura 6).

El a-TOH se absorbe de manera preferencial a nivel intestinal y es incorporado a las
lipoproteinas por la accidn especifica de diferentes enzimas para finalmente ser selectivamente
cargado en la futura LDL, debido a la presencia del cromanol y a la accidon de la proteina

transferidora de a-tocoferol (a-TTP) a nivel hepatico [29].

Higado

ViDL
TG

E-100 CoL
«-TOH
&
v .
[y il
LPL
GPIHBP1
\An:idos grasos
&
@ ‘ /"""-} Musculo
% s e
% LDL IDL Tejido adiposo
6 <_' o G
Col HL col

N .
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5 = »
LDL scaverger &

- a® -
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- /
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Figura 5. Metabolismo LDL. La LDL deriva de la lipolisis de TG de la VLDL, la cual es secretada por el higado. La tasa de
produccion de VLDL asi como la lipolisis de los sus TGs influencian los niveles plasmaticos de colesterol LDL (LDL-c). Sin
embargo, el determinante mas importante de la [LDL-c] en plasma es la tasa de catabolismo de LDL en el higado y por
las células nucleadas de la periferia. Esto esta primariamente influenciado por la abundancia y actividad de los
receptores de LDL (LDLr) en los hepatocitos y en el resto de las células. El LDLr esta regulado por el contenido

intracelular de colesterol tanto a nivel transcripcional como post transcripcional. Altos nivles de LDL-c son generalmente
resultado de una expresién reducida del LDLr debido a factores genéticos, ambientales o ambos.

12
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De esta manera, el metabolismo del a-TOH estd intimamente relacionado al de las
lipoproteinas en general y al de las LDL en particular, ya que son éstas las encargadas de
aportarles esta vitamina a todas las células nucleadas del organismo (figura 5).

Los demds antioxidantes de la LDL (y-tocoferol, carotenoides y ubiquinol-10) estan
presentes en menor cantidad, no habiendo antioxidantes en concentraciones significativas a

nivel del nucleo hidrofébico de la particula [26].

Ri Rz Nombre
CHz CH:z t-Tocoferol/Tocotrienol
CHz H B-Tocoferol/Tocotrienol
H CH:z v-Tocoferol/Tocotrienol
H H o-Tocoferol/Tocotrienol

Figura 6: Componentes naturales de la Vitamina E. Los tocoferoles
tienen la cola fitilo saturada, mientras que los tocotrienoles presentan
insaturaciones.

Tabaquismo: El tabaquismo es otro de los factores de riesgo mds importantes para el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares y es la principal causa de enfermedad y muerte evitable en la
mayoria de los paises. De acuerdo a la OMS se estima que en el mundo mueren 5.4 millones de
personas prematuramente al afio debido al uso de tabaco [30] y si se mantiene la tendencia de
los ultimos afios subird a 10 millones para el afio 2025 [31, 32]. Aparte de la mortalidad
cardiovascular el habito de fumar se asocia a enfermedad pulmonar obstructiva crénica y cdncer,
especialmente pulmonar. En un estudio de 50 afios de duracién en Europa donde el objetivo era
determinar el riesgo a largo plazo del tabaquismo, se demostré que la mortalidad por
enfermedades coronarias es 60% mas alta en fumadores (80% en fumadores crénicos)
comparado con no fumadores. Y ademas que el 50% de los fumadores termina eventualmente

sufriendo un infarto agudo de miocardio (IAM) y a edades mas tempranas [33].
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Diabetes mellitus: La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica que ocurre cuando el
cuerpo no puede producir suficiente o no utiliza eficazmente la insulina, y se induce por una
predisposicidn genética junto con factores ambientales [34].

Trescientos sesenta y seis millones de personas tenian DM en 2011; la mitad de estos (183
millones de personas) no han sido diagnosticados [35]. El nimero de personas con DM en todo
el mundo estd aumentando y para 2030, esto habra aumentado a 552 millones [35]. Hay dos
tipos principales de diabetes: diabetes tipo 1 (DM1) y diabetes tipo 2 (DM2). En la diabetes tipo
2, el organismo o bien resiste los efectos de la insulina o no produce suficiente insulina para
mantener un nivel normal de glucosa. La hiperglicemia es un factor de riesgo importante que
acelera la tasa de desarrollo de las multiples complicaciones cardiovasculares de la diabetes.

La DM es un factor de riesgo bien establecido para las enfermedades cardiovasculares.
Personas con DM2 tienen una mayor morbi-mortalidad cardiovascular, y se ven afectados
desproporcionadamente por enfermedades cardiovasculares en comparacién con sujetos no
diabéticos [36]. La enfermedad diabético vascular es responsable del aumento de dos a cuatro
veces en la ocurrencia de enfermedad arterial coronaria (EAC) y accidente cerebrovascular, y de
dos a ocho veces mas en el riesgo de insuficiencia cardiaca [37]. Se ha descrito que los pacientes
con DM2 y sin antecedentes de EAC tienen el mismo riesgo de eventos cardiacos que sujetos con
un infarto de miocardio previo [38]. La DM2 incrementa de manera sustancial el riesgo de las
enfermedades coronarias. Hombres con DM2 tienen de dos a cuatro veces mayor riesgo anual
de enfermedades coronarias. En mujeres con DM2 el riesgo de enfermedades coronarias es
inclusive mayor (de tres a cinco veces). La DM2 no solo incrementa el riesgo de las enfermedades
coronarias, sino que también aumenta el efecto de otros factores de riesgo sobre las
enfermedades coronarias y a su vez también favorecen el desarrollo de aterosclerosis en otros

lechos vasculares como ser la arteria renal y las cerebrales [39].

Hipertension arterial: La hipertensidn arterial (HTA) es una afeccidn en la cual la presién en los
vasos sanguineos es continuamente alta y es otro de los factores de riesgo principales para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares. La HTA afecta ya a mil millones de personas en el

mundo, y puede provocar infartos de miocardio y accidentes cerebrovasculares isquémicos,
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debido al desarrollo de aterosclerosis en dichos lechos vasculares; y/o hemorragicos [40]. La
hipertensidn, ademas, incrementa la probabilidad de desarrollo de enfermedad renal, demencia
e insuficiencia cardiaca congestiva. Los investigadores calculan que la hipertensién es la causa
por la que mueren anualmente nueve millones de personas [40]. Se define como hipertensidon
arterial a la elevacidon persistente y sostenida de las cifras de tensidn arterial por encima de
valores de 130 mm Hg para la tensidn arterial sistélica (TAS) y de 80 mm Hg para la tensidn arterial
diastodlica (TAD) [41]. El estudio INTERHEART estimo que el 22% de los ataques de corazén en
Europa occidental estan asociados con historias de alta presiéon sanguinea y que aquellos con
historia de hipertension tienen el doble de riesgo de sufrir un ataque cardiaco comparado con

personas sin historia de hipertensién [42].

Obesidad: En los ultimos 40 afios, la incidencia del sobrepeso y de la obesidad aumenté de
manera dramatica, ahora excediendo al nimero de personas desnutridas y convirtiéndose en la
epidemia del siglo XXI [43]. En una segunda revisidn del estudio Framingham, se ha reconocido a
la obesidad como uno de los factores de riesgo independiente mas importante de las
enfermedades cardiovasculares [44]. Recientemente, se han publicado datos del peso de adultos
comparando desde el afio 1975 al 2014 y se puede apreciar que desde 1975 la proporcion de
hombres obesos se ha triplicado y la de mujeres se ha duplicado. Ademads, a partir de la cuarta
década de vida, la poblacidn mundial adulta gana aproximadamente 10 kg de peso en promedio
por cada década transcurrida. Para el afio 2025 se predice que un quinto de la poblacion mundial
sera obesa [45]. Consecuentemente, el aumento de la obesidad en el mundo, resulté en una
explosion de los problemas de salud relacionados a la obesidad, incluyendo la resistencia a la
insulina (RI), DM2, enfermedades coronarias, enfermedades del higado graso, aumento de
algunos tipos de canceres y enfermedades degenerativas [46-48].

La epidemia mundial de obesidad ha llevado a un dramatico aumento en las
enfermedades metabdlicas asociadas con esta condicidn, que ha centrado una gran atencién
sobre los mecanismos subyacentes de la obesidad y sus co-morbilidades. La evidencia sugiere
gue muchas de las co-morbilidades de la obesidad, incluida la DM2, el higado graso no alcohélico

(del inglés NASH) o esteatohepatitis, asma, cancer, enfermedades cardiovasculares vy
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enfermedades neurodegenerativas, estan relacionadas con la generacidén de una inflamacién
crénica, estéril y que cursa a bajo grado [49-51]. El desencadenante ultimo de esta inflamacién
es incierto, y la relacidn causal entre inflamacion y las complicaciones de la obesidad permanece
en cuestion.

La obesidad, se asocia a la sobreproduccion de citoquinas y a la activacion de sefiales de
inflamacién [52]. La liberacidén de citoquinas proinflamatorias, conocidas como adipoquinas, se
ha relacionado con el desarrollo a la resistencia de insulina asociada a la diabetes de tipo 2 [52-
57]. En este sentido, la activacidn de las vias del inflamasoma esta relacionada con la patogénesis
de varias enfermedades prevalentes, incluyendo cancer, las enfermedades cardiovasculares e
inmunometabdlicas [58-64]. La ruptura de la homeostasis metabdlica en individuos obesos lleva
al aumento de la glucosa, acidos grasos saturados libres, ceramidas, especies reactivas del
oxigeno en la circulacién y d6rganos, lo que desencadena, entre otras vias, la activacién del
inflamasoma NLRP3 y, por tanto, un aumento en la produccién de IL-1B que no solo incrementa
el proceso inflamatorio, sino que a su vez interfiere con la seializacién de la insulina [49, 65-67].
Asi, la inflamacién crénica asociada con la obesidad contribuye directamente al desarrollo de
resistencia a la insulina y, finalmente, a la DM2 [67]. Por tanto, quedan pocas dudas de que la
obesidad esta estrechamente asociada con el desarrollo de un proceso inflamatorio y que el
grado de inflamacion se correlaciona bien con la severidad de la resistencia a la insulina y la
diabetes tipo 2 [49-51, 68], lo que sugiere que entender la respuesta inflamatoria cronica, estéril
y que cursa a bajo ruido podria conducir al desarrollo de nuevos enfoques para tratar estas

enfermedades devastadoras.

Ingesta de Azlcar refinado como factor de riesgo independiente: Uno de los factores de riesgo
mas importante para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y que ha permanecido
lamentablemente oculto por mas de cinco décadas debido a los intereses comerciales de la
industria azucarera, es el consumo de azucar refinado. Las sefiales tempranas de advertencia del
riesgo del consumo de azUcar para el desarrollo de enfermedad coronaria surgieron en la década
de 1950. En un trabajo publicado en JAMA (del inglés “Journal of the Amercian Medical

Association”) por Kearns y colegas en el 2016, gracias a una profunda revision de documentos
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internos de los afios 1950 y 1960 de la Industria Azucarera, se demuestra de forma convincente
gue esta industria de EEUU no solo pago, sino que también inicio una investigacioén influenciada
expresamente para eximir al azlicar como un factor de riesgo importante para las enfermedades
coronarias [69].

En suma, existen muchos factores de riesgo para el desarrollo de ECV, algunos de ellos
no se pueden modificar, como la edad y género. La severidad de cada factor de riesgo esta
asociada a un mayor riesgo de desarrollar ECV. Mdas aun, la presencia de multiples factores de

riesgo aumenta sustancialmente la probabilidad de ECV.

Tabla 1. Factores de riesgo de la aterosclerosis

Modificables Mayores Dislipemia (LDL aumentada, HDL disminuida)
Tabaquismo
HTA
Diabetes Tipo 2/0Obesidad
Dieta alta en azucar refinada
Modificables Menores Inactividad fisica
Estrés
Alcohol en exceso
Factores trombogénicos
No modificables Edad, Sexo
Historia familiar

Historia personal
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1.3) PATOGENIA DE LA ATEROSCLEROSIS: una enfermedad inflamatoria cronica.

Si bien durante muchos afos la patogenia de esta enfermedad estaba centrada Unicamente en
el rol que desarrollaba la dislipemia en la misma y luego surgieron dos hipétesis alternativas
(hipotesis de la respuesta a la lesién [70, 71] y la hipdtesis de la modificacidn oxidativa de la
aterosclerosis [72]), en la actualidad la patogenia de la aterosclerosis se centra en el rol que juega
el desarrollo de un proceso inflamatorio crénico a nivel vascular [73].

Las herramientas fundamentales que llevaron al cambio de opinidon con respecto a la
patogénesis de la aterosclerosis, dandole mayor importancia al papel de la inflamacién y la
inmunidad frente a la proliferacién de SMC, fueron la identificacién precisa de los componentes
celulares en placas ateroscleréticas humanas usando técnicas modernas de
inmunohistoquimicas (llevadas a cabo por Goran Hansson y sus colegas). En estos trabajos se
evidencid que la formacidn de células espumosas es principalmente derivada de los macréfagos
y ademas que los linfocitos T participan en la formacién de la placa y se encuentran en una alto
porcentaje, aprox. 20%, rodeando la placa y en la cubierta fibrosa, evidenciando el papel de la
inmunidad en la aterosclerosis [73, 74].

El proceso inflamatorio, que "es un conjunto complejo de interacciones entre factores
solubles y células que pueden surgir en cualquier tejido en respuesta a una lesion traumatica,
infecciosa, post-isquémica, tdéxica o autoinmune" [75], esta involucrado en todas las etapas de
la aterosclerosis y participa tanto la inmunidad innata como la adaptativa. Esta implicada en el
formacion de estrias grasas tempranas, cuando el endotelio es activado y expresa quimioquinas,
incluyendo la quimioquina atrayente de monocitos MCP-1 e interleuquina 8 (IL-8), y moléculas
de adhesion, incluida la molécula de adhesidon intercelular ICAM-1, molécula de adhesién
vascular VCAM-1, selectina E y P que conducen al reclutamiento e infiltracion de
monocitos/linfocitos al espacio subendotelial [76]. También esta implicada en la liberacion de
citoquinas de la familia 1 (IL-1p e IL-18) por la activacion del inflamasoma NLRP3 en respuesta a
la formacidén de cristales de colesterol durante todo el desarrollo de la enfermedad [60].

El inflamasoma es un complejo multiproteico sefializador que forma parte del sistema
inmune innato y que sirve como plataforma de activacidén de caspasas, principalmente Caspasa-

1, en respuesta a sefiales de peligro exdgenas y enddgenas promoviendo principalmente
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liberacion de IL-1B y muerte celular regulada [77, 78]. Caspasa-1 es una cisteina proteasa que
digiere en el extremo amino terminal de residuos de aspartilos y procesa pro-IL-1B y pro-IL-18 a
IL-1B e IL-18 maduras, siendo estas potentes citoquinas proinflamatorias [79, 80]. El inflamasoma
de tipo NLRP3, uno de los cinco tipos de inflamasomas conocidos, es el mds firmemente
involucrado en la patogenia de la obesidad y enfermedades cardiovasculares [59, 63, 78, 81-84].
El inflamasoma NLRP3 (figura 7) estd formado por tres componentes proteicos principales, el
receptor NLRP3, el adaptador ASC y la procaspasa-1. En cuanto a NLRP3 su estructura estd
determinada por un dominio central "NACHT" (dominio de unidén a nucleétidos) comun en todos
los "NLRs" (del inglés "Nod-Like Receptors") con funciones autorregulatorias, un dominio sensor
carboxilo terminal "LRR" (del inglés "Leucine-Rich Repeat") y un dominio efector N-terminal
"pyrin" (del inglés PYD) o de reclutamiento de Caspasa (del inglés "Caspase Recruiting Domain"),
dependiendo del dominio NLR [77, 85]. Este ultimo, mediante interaccion PYD-PYD (figura 6)
recluta a la molécula adaptadora ASC la cual se compone de dos dominios: un dominio PYD N-
terminal y un dominio CARD C-terminal. Esta proteina permite el reclutamiento de procaspasa-1
y funciona como una plataforma activadora, convirtiendo a procaspasa-1 en caspasa-1 activa por
autoprotedlisis, siendo capaz de procesar IL-1B e IL-18. ASC recluta moléculas de procaspasa
mediante el dominio efector CARD por interaccién CARD-CARD y oligomeriza gracias al dominio
PYD, provocando esto la activacidon de caspasa-1 [86-88]. La caspasa-1 es expresada como un
zimégeno denominado procaspasa-1 que no tiene actividad proteolitica. La estructura de
procaspasa-1 consiste en un dominio CARD que interacciona con el adaptador ASC y dos

subunidades p10y p20 (10 y 20 kDa respectivamente).
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Figura 7. A) Estructura del inflamasoma NLRP3. B) Inflamasoma NLRP3 oligomerizado. Tomado de Eitel J. et
al. Frontiers in Microbiology; 2011, 1, 149.
El mecanismo de ensamblado del inflamasoma propone que son necesarios dos procesos
(figura 8): 1. el cebado vy, 2. la activacidn del inflamasoma NLRP3 [77, 89, 90]. En primer lugar,
para que el inflamasoma se ensamble debe generarse una primera sefial que desencadena el
cebado del proceso, el cual consiste en parte en la estimulacidn a nivel transcripcional de la
expresion de las proteinas NLRP3 y pro IL-1pB (figura 7). Esto es asi, ya que en condiciones basales,
ambas proteinas no se expresan constitutivamente y su concentracion en el citosol es muy baja.
La seifalizacién para el cebado puede ser desencadenado por diversos PAMPs (del inglés
"Pathogen Associated Molecular Patterns") o DAMPs (del inglés "Damage Associated Molecular
Patterns") que pueden ser reconocidos por receptores TLRs (del inglés "Toll-Like Receptors") (ej.
LDL-ox) o NLRs, asi como también pueden ser citoquinas reconocidas por receptores IL-1R1,
TNFR1 y TNFR2 [60, 77, 89-91]. Estos receptores al reconocer su ligando activan la via de
sefalizacidon de NF-kB que induce la transcripcién de NLRP3 y pro IL-1B, no siendo asi con los
componentes ASC, procaspasa-1 ni prolL-18, ya que estos se expresan de manera constitutiva

[92].
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Figura 8. Secrecion de IL-1B en respuesta a la activacion inflamasoma NLRP3 en la aterosclerosis. PAMPs y
DAMPs inducen la sefalizacion proinflamatoria de NF-kB después de la deteccion por PRR (receptores de
reconocimiento de patrones). El factor de transcripcion NF-kB se trasloca al nucleo y entre otros induce la
expresion del precursor de pro-IL-1B y NLRP3. Los cristales de colesterol pueden ser fagocitizados o la LDL-ox
puede ser fagocitada mediada por receptor que resulta en la formacion de cristales de colesterol dentro de
fagolisosomes. La proteina inactiva NLRP3 se puede activar por ruptura lisosomal inducida por cristales de
colesterol o por una disminucion en la concentracidn intracelular de K*, causado por la unién de ATP al receptor
purinergico P2X7R. En la activacion, NLRP3 recluta la proteina adaptadora ASC, que une al NLRP3 con la pro
caspasa-1. La caspasa-1 se activa por autoprotedlisis y formacién del heterotetramero enzimaticamente activo.
Caspasa-1 activa cataliza el procesamiento de IL-1B y el mediador de piroptosis GSDMD (gasdermina D). Tomado
de: Grebe. A et al. Circulation Research; 2018, 122, 1722.

Para que el inflamasoma pueda ensamblarse a plenitud, después del cebado, se necesita
de una segunda sefial activadora (figura 8). Dicha sefial permitira el ensamblado/activacion de
NLRP3 y la consecuente oligomerizacion que resulta en el reclutamiento de ASC y luego
procaspasa-1. Los activadores pueden ser moléculas exégenas o enddgenas tales como adenosin-
trifosfato (ATP), toxinas formadoras de poros como la nigericina o cristales capaces de producir

dafio fagolisosomal [93]. Estos ultimos pueden ser cristales como alumina, silica, asbestos,
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monourato de sodio o del propio colesterol, los que actian como segunda senal y activan al
inflamasoma NLRP3 [60]. El mecanismo a nivel de la activacion adn es muy discutido y se
presentan varios causantes como ser: eflujo de K* por activacion de receptores purinérgicos, lo
gue causa bajos niveles de K* intracelular [94-96], translocacion de NLRP3 a la mitocondria
mediante el adaptador MAVS [97], produccién de especies reactivas del oxigeno provenientes de
la mitocondria (ROS) [98], liberacion de ADN mitocondrial o cardiolipina y liberacién de
catepsinas lisosomales provocada por el dafio lisosomal [93] (figura 7). Es interesante resaltar
gue la LDL modificada puede por si sola dar cuenta tanto de la primera como de la segunda sefial
y ser un estimulo muy importante para la activacion crénica del inflamasoma en el lecho vascular

[60].

1.3.1) Funcién endotelial, 6xido nitrico y aterogénesis.

El endotelio constituye una interfase que delimita los compartimentos intra y
extravasculares, actuando como tapizado continuo atrombogénico, barrera de permeabilidad
selectiva, monitor y transductor de sefiales intravasculares solubles y mecdnicas, fuente y blanco
de mediadores intercelulares [99]. Su estructura y funcién normal son esenciales para el
mantenimiento de la homeostasis de la pared y fisiologia vascular, cumpliendo un rol
antiaterogénico fundamental [99]. Inicialmente se pensaba que el episodio desencadenante de
la enfermedad aterosclerdtica era una lesidon anatémica del endotelio con pérdida de células
endoteliales y exposicién de la membrana basal trombdgena subyacente (“hipdtesis de la
respuesta a la lesidn”). Sin embargo, la denudacién endotelial no ha podido ser evidenciada en
las etapas iniciales del proceso, sino Unicamente en las etapas mas tardias de la enfermedad. Esta
observacion junto con la apreciacién de las multiples funciones que cumple el endotelio, llevd a
postular que su estado funcional puede ser tan importante como su integridad anatédmica en la
aterogénesis [99, 100].

Debido a su localizacién y al importante conjunto de productos bioactivos que produce
(tabla 2) el endotelio regula una serie de balances fisiopatoldgicos de indudable importancia en
el desarrollo de enfermedad vascular, siendo el sitio primario de asiento del proceso morboso

aterosclerético [101].
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Tabla 2. Mediadores derivados del endotelio. (adaptada de ref. [99])

Antitrombéticos: Protrombéticos:
e °NO e Factor Tisular
e PGI2 e VWF
e Heparansulfato e PAI-1, etc.

e T-PA-—Urokinasa

Vasorelajadores: Vasoconstrictores:
e °NO e Endotelina
e PGI2 e Angiotensina ll
e EDHF, etc. e PDGF
Inhibidores del crecimiento: Estimuladores del crecimiento:
e °NO e BFGF, VEGF, IGF(s)
e TGF-B e PDGF
Anti-inflamatorios: Pro-inflamatorias:
e °NO e Citoquinas (IL-1, M-CSF, GM-CSF,
e PGI2 MCP-1, IL-8)
e Kininasa ll e ELAM-s (ICAM-1, VCAM-1, P-
selectina)
Antioxidantes: Pro-oxidantes:
e SOD e Superdxido
e °NO e ONOO

Debido a su plurifuncionalidad, éxido nitrico (*NO, primariamente caracterizado como el
factor de relajacion derivado del endotelio, EDRF) se destaca del resto de los mediadores
producidos por el endotelio. EI *°NO regula multiples procesos estrechamente involucrados en la
fisiologia vasculary el proceso aterogénico, destacandose su rol en la vasodilatacion dependiente
del endotelio [102] y la inhibicidn de procesos oxidativos e inflamatorios [103-107].

El °NO es un radical libre producido por diversas células de los mamiferos a partir de la

oxidacion del aminoacido L-arginina en presencia de oxigeno molecular y NADPH, reaccién
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catalizada por una familia de enzimas denominadas Oxido Nitrico Sintasas (NOS) [108, 109]. La
vida media del *NO en sistemas aerdbicos es de 5-60 segundos y depende de sus reacciones con
blancos biolégicos (ej. guanilato ciclasa) asi como de otras reacciones de

inactivacion/transformacion, fundamentalmente con el oxigeno molecular y especies reactivas
del oxigeno, en particular con el superoxido O, [102, 109]. Normalmente, su vida media es

suficientemente larga como para que el *“NO difunda y actie como segundo mensajero activando
la guanilato ciclasa citosélica de las células musculares lisas (SMC) de la media vascular, que a
través de la produccion de GMP ciclico induce la relajacion del vaso sanguineo [102].

En condiciones normales y debido fundamentalmente al predominio de la accién del °NO,
el endotelio funciona en un modo inhibitorio, antiaterogénico inhibiendo procesos como la
contraccion del musculo liso vascular, la agregacién plaquetaria, la proliferacién celular, la
trombosis, la adhesién leucocitaria, la oxidacion de biomoléculas y manteniendo una
permeabilidad selectiva que constituye una barrera al depdsito de lipidos en la pared arterial
[110]. El concepto de disfuncidon endotelial (DE) hace referencia y jerarquiza la importancia que
la pérdida de la funcién normal del endotelio tiene para la fisiopatologia vascular [110]. La DE es
una alteracién precoz en la patogenia de la aterosclerosis y ha sido evidenciada tanto en modelos
experimentales animales como en pacientes con diferentes grados de enfermedad
aterosclerética o riesgo de padecerla [110-121]. Se ha sugerido que el test de la hiperemia
reactiva podria ser de utilidad para monitorizar la respuesta vascular al tratamiento
farmacoldgico instituido en pacientes con aterosclerosis [122]. Sin embargo, este estudio no se
ha podido consolidar de manera significativa en la clinica y ha sido sustituido por otros estudios
no invasivos capaces de detectar placas de ateroma en lechos vasculares importantes (arterias
coronarias), como son la tomografia axial computarizada (TAC) y la resonancia magnética (RMN).

Durante el proceso patogénico de la aterosclerosis existen varios eventos importantes
como ser la pérdida de la funcion normal del endotelio (disfuncion endotelial), retencion y
acumulacién de lipoproteinas en el espacio subendotelial, reclutamiento de células inmunes,
formacion de células espumosas; todos procesos que llevan a la formacion, desarrollo y ruptura

de una placa de ateroma en sitios particularmente susceptibles del lecho vascular.
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La enzima antinflamatoria Hemoxigenasa-1 (HO-1) también tiene efectos citoprotectores
durante la disfuncion endotelial. La importancia de HO-1 esta demostrada por el dafio severo y
persistente en el endotelio de humanos con deficiencia de esta enzima o ratones Hmox1
knockout [123]. HO-1 ejerce potentes efectos contra la aterogénesis, injuria de isquemia vy
reperfusion y rechazo de transplantes. HO-1 protege los tejidos durante el estrés inflamatorio a
través de la degradacién del grupo hemo proxidativo, produccidn de bilirrubina y monédxido de
carbono (CO) y regulacion de hierro celular. Se ha propuesto que estos efectos vasculo-
protectores de la HO-1 son a través de multiples mecanismos, incluyendo la regulacion del ciclo
celular y angiogénesis, homeostasis redox y modulacidn del sistema de complemento [123-128].

Las ROS son producidas por sistemas enzimaticos presentes en la pared vascular como la
NADPH oxidasas (NOX), xantin oxidasa y la NOS que incrementan en asociacién con los factores
de riesgo. La familia NOX, la cual se expresa en neutrdfilos, monocitos, VSMC, células
endoteliales, fibroblastos, macrdfagos y mastocitos, son una de las fuentes mas importantes de
ROS en la pared vascular [129-131]. Durante la disfunciéon endotelial esta familia de proteinas
tiene actividad anormal, resultando en una sobreproduccion de ROS, incluyendo el superéxido
(027), que promueve disfuncién endotelial a través de diferentes efectos que incluyen la
apoptosis de células endoteliales, vasoconstriccidn, peroxidacién lipidica, proliferacién celular y
formacion de isoprostanos [132, 133]. El O, también reacciona con *NO, inhibiendo sus efectos
antiaterogénicos y formando nuevos ROS como el peroxinitrito (ONOO) [134]. Las ROS modulan
muchos procesos involucrados en la aterosclerosis, incluyendo la inflamacién, apoptosis,
replicacion de VSMC, angiogénesis y degradacién de la matriz y por lo tanto ha sido propuesto
que el incremento en la expresién y/o actividad de las NADPH oxidasas tienen un rol importante

en la aterosclerosis [135, 136].

1.3.2) Acumulacidn de lipoproteinas en el espacio subendotelial.

La acumulacién de LDL en la intima arterial conduce al desarrollo de aterosclerosis. La
retencién de particulas infiltrantes de LDL por los proteoglicanos en el espacio subendotelial es
uno de los eventos iniciadores de la aterosclerosis [137, 138]. Las lipoproteinas atrapadas son

mas propensas a sufrir diferentes tipos de modificaciones quimicas, ya sea por vias enzimaticas
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0 por vias no enzimaticas. Las modificaciones enzimaticas son mediadas principalmente por
proteasas, lipasas y otras enzimas que producen especies reactivas del oxigeno y nitrégeno
(NAPDH oxidasa, mieloperoxidasa, xantin oxidasa, iNOS, etc.), lo que conduce a su agregacién y
a una mayor unién de proteoglicanos [139].

Las modificaciones oxidativas por mieloperoxidasa, lipoxigenasa y ROS conducen a la
formacién de un subtipo de LDL modificada que se denomina LDL oxidada (LDL-ox). Esta puede
provocar una respuesta inflamatoria innata [140]. La inflamacion y el estrés oxidativo vascular
(predominio de la formacion y reacciones de los oxidantes sobre la de los antioxidantes),
particularmente cuando se asocia con la modificacién/oxidacién de la LDL, son un componente
patogénico principal en el proceso aterogénico [141-143] (figura 9).

Los macréfagos en las placas de ateroma expresan varios receptores del tipo TLR. La LDL
modificada y sus productos pueden ser ligandos endégenos para TLR2 y TLR4 [144, 145]. Otros
ligandos endégenos de relevancia en la aterogénesis incluyen a la lisofosfatidilcolina y los acidos
grasos no esterificados oxidados generados por la fosfolipasa A2 asociada a las lipoproteinas (Lp
PLA2) [146]. Es probable que todos estos factores sean importantes para iniciar y contribuir al
mantenimiento de la inflamacion en las etapas iniciales de formacidn de las placas. No obstante,
las estrategias para prevenir la activacidon inmune innata utilizando antioxidantes [147, 148] o
inhibidores selectivos de Ip PLA2 [149, 150] no han logrado reducir la incidencia de eventos

cardiovasculares en diversas poblaciones de pacientes (figura 9).

Clrculating monocytes

Vesse! lumen

Endothellal
/ celln
> . . . .
Resident , Endothelial  Endothelial
(9 manocyte-macrophage == ‘ (:} in v dysfunction
‘ LA

Nastive LOL

s
L — ') A
: « 5 4
- s 3}
s . B 3 -] D &
' A ) ’ .
. - J -
. c ) . "'
\* Subendothalisl
" space
Cell-mediated Foam cafl -
oxidation [ Foam-<all necrosis
Dxidiand LDL E
Smooth muscle

Figura 9. Patogenia de la aterosclerosis. Tomado de: M.N.Diaz et al.;
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1.3.3) Reclutamiento de células inmunes a los focos de lesidn.

En respuesta a la acumulacion de lipoproteinas atrapadas y modificadas en el espacio
subendotelial, y en sitios en el arbol arterial con flujo sanguineo turbulento, las células
endoteliales expresan moléculas de adhesién, como la proteina 1 de adhesiéon de células
vasculares (VCAM-1) [151, 152]. Los monocitos circulantes y otros leucocitos, en particular
células T, se reclutan en estos sitios (figuras 9 y 10). Los monocitos infiltrantes se diferencian en
macréfagos en respuesta al factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) y al factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), que son producidos por células
endoteliales y varios tipos de células. Como resultado de su continuo reclutamiento,
diferenciacién y proliferacién local, los macréfagos derivados de monocitos son una poblaciéon

celular importante en las placas aterosclerdticas [153, 154].
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Figura 10. Reclutamiento de células inmunes hacia la placa de ateroma.
Tomado de: Hannson G.K. et al. Nature Reviews Immunology 2006, 6, 508.

1.3.4) Formacion de células espumosas: un evento patogénico caracteristico.

La acumulacion de colesterol en las lesiones ateroscleréticas y en particular, en el interior
celular para dar lugar a células cargadas de lipidos (denominadas células espumosas) no es
debida a la captacion celular de la LDL nativa por medio del receptor de la LDL (receptor apoB/E),
sino que se debe a la captacion de una forma modificada (por e]. oxidada) de la misma y por la

via de un receptor alternativo denominado receptor “scavenger” (barrendero) presente en los

27



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

monocitos/macrofagos y células musculares lisas. En contraste con la captacion de la LDL nativa
por el receptor apoB/E, la captacion de la LDL oxidada por la via del receptor “scavenger”
principalmente clase Ay CD36, no estd sujeta a regulacién por “feed-back” negativo y por tanto
resulta en la captacién y acumulacidn masiva de colesterol y sus productos de oxidacion,
determinando la transformacion de estas células en las denominadas células espumosas (células
cargadas de lipidos), componentes principales de la placa de ateroma [101, 141] (figuras 9). Las
células espumosas quedan atrapadas dentro de la intima arterial y su capacidad migratoria esta
comprometida [155] (figuras 9). Eventualmente mueren y crean un drea central en la placa que
consiste en células apoptéticas y necréticas, cristales de colesterol y otro material extracelular.
La captacion de lipidos por los macréfagos también podria estar mediada por pinocitosis [156].
Los cristales de colesterol que se forman en las células espumosas, pueden per se activar

el inflamasoma NLRP3, lo que conduce a la liberacién de IL 1B [60, 157] (figuras 11).
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Figura 11. Respuesta inmune innata en la aterosclerosis. Tomado de: Gisterd
A. et al. Nature Reviews Nephrology; 2017, 13, 368.

La IL-1B liberada actua, entre otros blancos, sobre las células del musculo liso para inducir
la produccién de IL-6 [158, 159], que a su vez envia sefiales al higado para inducir la respuesta
de fase aguda, incluida la produccion de la proteina C-reactiva (del inglés "C Reactive Protein")
[76, 160] y la IL-6 producida localmente en el higado (que también puede inducir la produccion

de CRP) (figura 11).
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1.3.5) Ruptura de placa, erosion, aterotrombosis y complicaciones agudas de la

aterosclerosis como eventos desencadenantes del Infarto Agudo de Miocardio.

A medida que la placa aterosclerdtica crece, se vuelve mas compleja. Las estrias grasas se
convierten en lesiones fibro-adiposas que se convierten en placas avanzadas con un nucleo
necrético cubierto por una capa fibrosa. La acumulacién de células inmunitarias, como las células
T, ocurre en las regiones del hombro de la placa [73]. Los sintomas de la aterosclerosis
generalmente surgen cuando la placa no puede resistir la fuerza pulsatil de la presidén sanguinea
y se forman fisuras superficiales, generalmente cerca de los bordes de la placa [161]. Las placas
gue son vulnerables a la ruptura se caracterizan por una fina capa fibrosa, un gran nucleo
necrético lleno de lipidos y una inflamacién en curso [162, 163]. Se estima que las rupturas de la
placa representan alrededor del 70% de los eventos de trombosis coronaria [164]. Se cree que el
30% restante es causado por la erosion endotelial y posiblemente también por otras formas de
patologia que pueden desencadenar la enfermedad clinica. Las erosiones endoteliales se definen
como la ausencia de revestimiento endotelial que conduce a la formacién de trombos agudos sin

signos de rotura de la placa [165] (figura 1B).

1.4) ACIDOS GRASOS INSATURADOS Y NITRADOS: NITROALQUENOS ENDOGENOS Y SU POSIBLE
ROL EN LAS ENFERMEDADES INFLAMATORIAS CRONICAS.

Los nitroalquenos son moléculas que presentan un grupo nitro (-NO2) sobre un carbono
gue esta formando parte de un doble enlace carbono-carbono (Esquema 1).

Dentro de esta familia de moléculas, se destacan los 4cidos grasos (AG) insaturados y
nitrados en un doble enlace, ya que son nitroalquenos enddégenos que se forman bajo
determinadas circunstancias fisioldgicas y/o fisiopatoldgicas [166]. Se forman in vivo,
principalmente en condiciones fisiopatoldgicas, en ambientes inflamatorios donde hay un
aumento del nivel de estrés oxidativo, donde contribuirian a resolver el foco oxidativo-
inflamatorio ya que poseen potentes propiedades anti-inflamatorias, anti-aterogénicas, anti -
fibrdticas y citoprotectoras [167-173].

Por definicién los nitroalquenos son compuestos electrofilicos debido a que el grupo

nitro es un centro electrén-atrayente que genera que el carbono beta del doble enlace quede
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electréon deficitario y tenga una gran tendencia a formar aductos covalentes con nucledfilos
mediante una reaccién de adicién de Michael. Estas especies nucleofilicas son grupos tioles o
aminas presentes en residuos de cisteina o histidina [174], que a su vez estan en sitios claves

(activadores, reguladores) de muchas proteinas con gran relevancia bioldgica (Esquema 1) [166].

Adicion de
Michael

R

Esquema 1. Modificacién covalente de proteinas y otros nucléofilos de baja masa
molecular por los nitroalquenos.

1.4.1) Formacidn de los nitroalquenos endégenos.

En los ultimos afios se ha demostrado que algunos nitroalquenos se sintetizan
enddégenamente, principalmente a través de dos vias: 1) la via catalizada por nitracién de AG
insaturados a partir de nitritos proveniente de fuentes dietéticas (verduras y carnes) y durante la
digestion (en el medio acido del estémago) y 2) la via catalizada por la nitracidon de AG libres, a
partir de la produccion enddgena de especies reactivas del nitrégeno (*NO, *NO,;, ONOO")

durante procesos de estrés oxidativo y condiciones inflamatorias (figura 12) [175, 176].
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Figura 12. Mecanismos propuestos para la formacion endégena de nitroalquenos derivados de acidos grasos
insaturados. A la izquierda, se muestra la via de sintesis mediada por radicales libres y que ocurre en
condiciones inflamatorias y de estrés oxidativo. A la derecha se muestra la via de sintesis catalizada por acido
y como ocurre en el estdmago a partir de fuentes dietéticas de grupos nitro. Tomado de: The physiological
generation of nitro-fatty acids; B.A. Freeman; http://www.pharmacology.us/Faculty/BruceFreeman)
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A su vez, los nitroalquenos pueden provenir directamente de la dieta, como se ha evidenciado
en las dietas mediterrdnea y japonesa, que se dice son beneficiosas para la salud [176] (figura
13). En el organismo, los principales nitroalquenos enddgenos derivan de acidos grasos poli-
insaturados esenciales obtenidos de la dieta. Los nitroalquenos mas estudiados son los derivados
del acido linoleico (LA-NOy), del acido oleico (OA-NO;), del acido linoleico conjugado (CLA-NO3),
y del nitroaraquidénico (AA-NO;) [177]. El &cido linoleico conjugado (CLA) es el principal
precursor de los nitroalquenos enddgenos, porque es un acido graso que tiene una gran facilidad
para nitrarse a nivel del doble enlace, se encuentra en la dieta, pero también es sintetizado en
los seres humanos a nivel del tubo digestivo en un proceso mediado por la microbiota por

isomerizacién del 4cido linoleico (LA) [166] (figura 13).
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Figura 13. Sintesis enddgena de nitroalquenos: A) en el medio acidico del estémago las hortalizas y las carnes
son ricas en nitrato (NO3-) y nitrito (NO2-). El nitrato puede ser reducido a nitrito, por las bacterias de la saliva. El
nitrito queda muy concentrado en la saliva, y sumado al pH bajo del estémago se favorece la formacién de HNO>
que se descompone en el radical diéxido de nitrégeno, NO2.El NO2 es capaz de formar un aducto con los AG libres.
Esta reacciéon de adicidon ocurre preferentemente con el acido linoleico conjugado (CLA) para formar el
nitroalqueno NO,-CLA. B) Formacién del NO2-CLA. Puede ser directamente obtenido de la dieta (leche y carne).
Las bacterias del tubo digestivo pueden favorecer la sintesis de CLA, convirtiendo al isémero del acido oleico (el
acido vaccénico), en CLA. C) Los acidos grasos esenciales Q-3 y Q-6, acido a-linolénico (18: 3n-3) y 4cido linoleico
(18: 2 n-6), se obtienen de la dieta a partir de semillas, aceites y pescados. Tomado de: Delmastro-Greenwood M.
et al. Annual Reviews of Physiology; 2014, 76, 79.
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1.4.2) Mecanismo de accidn de los nitroalquenos.

Los nitroalquenos derivados de acidos grasos de cadena larga, fueron evaluados en
modelos in vitro y en modelos animales, en los que se demostraron diferentes vias de

sefializacion celular, a través de las cuales ejercen sus propiedades anti-inflamatorias.

Citoplasma

———— eeeeeee- Disociacién

Figura 14. Vias de sefalizacion intracelular de los nitroalquenos derivados de los acidos grasos y de sintesis.
En el citoplasma: A) Unidn a HSP70, lo que ocasiona la liberacion de HSF-1 y su la translocacién al nucleo
conduciendo asi la transcripcidn de genes dependiente de HSF-1. B) Unidn a Keap1, provocando la disociacién y
translocacion al nicleo de Nrf2 para inducir genes de respuesta antioxidante. C) Unidn a la subunidad p65 de
NF-kB inhibiendo la transcripcién de genes p65-dependientes. En el nucleo: D) se unen covalentemente a los
receptores PPAR y actlan como agonistas parciales, estimulando la transcripcion génica. (Adaptadode:
Delmastro-Greenwood M. et al. Annual Reviews of Physiology,; 2014, 76, 79.)

1.4.2a) Inhibicién de la via NF-xB.

El factor de transcripcidn nuclear kappa B (NF-kB) controla una amplia gama de procesos
bioldgicos que incluyen inmunidad innata y adaptativa, inflamacidn, ciclo y proliferaciéon celular,
respuestas al estrés, desarrollo de células B y organogénesis linfoide. La familia del NF-kB en

mamiferos consta de cinco subfamilias: NF-kB1 (p105 y p50), NF-kB2 (p100 y p52), RelA (p65),
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RelB y c-Rel.2 En general, el NF-kB puede ser activado en minutos por una gran variedad de
factores tales como citoquinas inflamatorias, estrés oxidativo, lipopolisacaridos, virus, factores
de crecimiento, luz ultravioleta, factores involucrados en la sefializacion de células T entre otros.
En condiciones basales, este factor de transcripcidon se encuentra secuestrado en el citosol por
proteinas inhibitorias 1kBs (IkBa, kBB e IkBe), pero en condiciones de estrés son disociados
permitiendo que el factor de transcripcidn ejerza su accién [178]. El mecanismo candnico por el
cual ocurre la disociacién es por medio del complejo IKK, que se compone de tres subunidades
IKKa, IKKB y otra unidad regulatoria y estructural denominada NEMO (del inglés "NF-kappa-B
Essential Modulator"). En conjunto, este complejo tiene actividad quinasa y es responsable de la
fosforilaciéon de dos serinas de IkB, dejando a esta proteina inhibidora como blanco de
degradacidn proteosomal, permitiendo la liberacién de NF-kB y por ende su translocacién al
nucleo para unirse al ADN [178, 179] (figura 15). La ubiquitinacién es una forma de regulacién de
esta via, siendo importante en la activacion de NF-kB porque actua a nivel del complejo IKK. Este
complejo de actividad quinasa para ser activado debe ser ubiquitinado y se ha propuesto que
dicha modificacidon ocurra a nivel de la subunidad reguladora NEMO, debido a que tiene dos
dominios de unién de ubiquitina [179]. Por otro lado, en la via no candnica, a diferencia de la
anterior, la sefializacién permite activar una quinasa inductora de NF-kB (del inglés "NF-kB-
inducing Kinase"; NIK), la cual fosforila y activa el complejo IKKa y a través de la fosforilacion de
dos serinas de p100, provocando su protedlisis limitada a nivel del proteasoma e inducida por
ubiquitinacidn, asi como la consecuente generacion de p52 que se transloca en forma activa hacia
el nucleo [180] (figura 15). NF-kB es un inductor de la expresién de citoquinas proinflamatorias,

guimioquinas y moléculas de adhesién [181].
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Proteasomal
degradation

Figura 15. Esquema del mecanismo de sefalizacién de NF-kB.
Via candnica (lzquierda) y no candnica (Derecha). Tomado de:
Gilmore T.D. Oncogene; 2006, 25, 6680.

Los nitroalquenos disminuyen la unién del NF-xB al ADN, debido a la alquilacién de
cisteinas funcionalmente significativas de las subunidades p65 (Cys 38) y p50 (Cys 62), lo que
conduce a la inhibicién de la actividad transcripcional proinflamatoria. Esto inhibe Ia
translocacion de NF-kB y la union al ADN, la supresién de la expresién de la molécula de adhesion
celular vascular 1 (VCAM-1), y la inhibicion de la adhesién e infiltracion de monocitos a los tejidos
[182-184]. Ademas, los nitroalquenos inhiben la secrecién inducida por lipopolisacarido (LPS; u
otras sefiales) y dependiente de NF-kB de las citoquinas proinflamatorias como la IL-6, el factor
de necrosis tumoral-a (TNFa) y la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) en macréfagos

[183] (figura 14).

1.4.2b) Activacion de la via de Nrf2.
La via de senalizacidn Nrf2-Keap1 es uno de los principales sistemas de citoproteccién que
poseen los vertebrados contra diversos agentes causantes de estrés (patdogenos, sustancias

toxicas, radiacion, etc.) capaces de provocar dafio celular y por ende al organismo.
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La proteina Nrf2 [Nuclear Factor (Erithroyd-derived 2) like 2] se trata de un factor de transcripcion
que se une al ADN sobre el elemento de respuesta antioxidante ARE (“Antioxidant Response
Element”) para inducir la expresion de aproximadamente 100 enzimas de fase 2, las cuales
desempeiian roles antiinflamatorios o detoxificantes [185-187]. En condiciones normales, Nrf2
estd anclado a las fibras de actina citoplasmaticas a través de su unién con la proteina Keapl
(Kelch-like ECH-associated protein 1), proteina homodimérica que lo mantiene secuestrado en el
citosol impidiendo que se traslade al nucleo y se una al ADN, manteniendo silenciada la expresion
de enzimas detoxificantes y antioxidantes. En condiciones normales, Keapl junto con la proteina
Cul3, se comportan como un adaptador de ubiquitinacidn para Nrf2 y asi permiten la degradacién
proteosomal de Nrf2 [188, 189]. Ademas Keap1 funciona como sensor de electrdfilos (derivados
de condiciones de estrés oxidativo y de xenobidticos) gracias a los residuos de cisteinas
ultrasensibles a este tipo de moléculas que posee Keapl, aunque se mostrd que la activacion de
Nrf2-Keapl es independiente de la Cys151 de Keap-1 [190]. Al unirse uno o mas electréfilos a los
residuos de Cys reactivas, ocurre un cambio conformacional en Keap1 que permite liberar a Nrf2,
lo que hace que este se traslade hacia el nlcleo para unirse a AREs y asi inducir la expresion de
genes de enzimas de fase 2 [185-187, 191]. Los nitroalquenos, por su caracter electrofilico,
forman aductos con los tioles de las cisteinas de Keapl, siendo reportado que las cisteinas 38,
226, 257, 273, 288 y 489 fueron muy reactivas con el OA-NO; [190]. Por lo tanto, los
nitroalquenos son capaces de activar la via Nrf2-ARE como consecuencia de la modificacion de
Keapl [192], promoviendo la expresidn génica de enzimas de fase 2, de las cuales se destacan: la
hemoxigenasa-1 (HO-1), la NAD(P)H quinona deshidrogenasa-1 (NQO1), subunidades
moduladora y catalitica de la y-glutamilcisteina sintasa (GCLM y GCLC) involucradas en la sintesis

de GSH, glutation S-transferasa (GST) y otras que se muestran en la figura 16.
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Electrophiles
Oxidative Stress
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3. Detoxification {Gst, Ngo?)

5. NADPH Synthesis (66P0, MET)

Figura 16. La via de sefalizacion antioxidante NRF2-ARE. En condiciones normales, Nrf2 se
ubiquitina constantemente a través de Keapl y se degrada en el proteasoma. Tras la
exposicion a electrofilos o estrés oxidativo, Keap1 se inactiva. El Nrf2 estabilizado se acumula
en el nucleo y activa muchos genes citoprotectores. Tomado de: Mitsuishi Y. et al. Frontiers in
Oncology; 2012, 2, 200.

1.4.2c) Agonistas de receptores PPAR.

Los receptores PPAR son receptores nucleares implicados en la regulacién del
metabolismo de las grasas, homeostasis de la glucosa y sefalizacion inflamatoria [170]. Existen
tres tipos de PPARs: PPAR-a, PPAR §/B y PPAR-y. Todos ellos estan involucrados en inducir
expresion de genes involucrados en funciones como la adipogénesis, metabolismo lipidico,
inflamacién y mantenimiento de la homeostasis. Especificamente PPAR-y es el mas altamente
expresado en tejido adiposo, tanto blanco como pardo, sitio donde es el principal mediador de
la adipogénesis, el metabolismo lipidico y la sensibilidad a la insulina [193]. Ademas, PPAR-y se
expresa en otros tejidos donde regula la sefalizacidon inflamatoria debido a que en células
mieloides como los macréfagos suprime la expresiéon de mediadores proinflamatorios como el
IFN-y, asi como también suprime la expresion de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS)[166].

Este factor de transcripcién es inducible por ligandos como metabolitos lipidicos (ej.
acidos grasos poliinsaturados, oxidados o nitrados) los cuales son reconocidos al unirse al

dominio de unién a ligandos (LBD). Los nitroalquenos enddgenos son ligandos parciales de los

36



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

tres receptores PPAR, pero sobre todo de los PPAR-y. Hay evidencia de que los nitroalquenos a
través de estos receptores, aumentan la sensibilidad a la insulina, disminuyen la acumulacidon de
grasas y las citoquinas proinflamatorias [194, 195]. Se ha mostrado mediante caracterizacion
estructural que el nitroalqueno LA-NO; interacciona con los residuos Arg288 y Glu343 por enlaces
de hidrégeno y a través de una reaccion de adicion de Michael con el residuo Cys285 presente

también en este dominio de PPAR-y [196].

1.4.2d) Activacion de la respuesta dependiente del "Heat Shock Response Element".

“Heat Shock Factor 1” (HSF-1) es también un factor de transcripcién que promueve
respuestas citoprotectoras regulando la expresion de proteinas del choque de calor (“Heat Shock
Proteins”, HSP). Estas se tratan de chaperonas que participan en el plegamiento y translocacién
de péptidos a través de membranas expresadas en respuesta a situaciones de estrés. Existen
varios tipos de HSPs las cuales se clasifican en grupos de acuerdo a su peso molecular. Sus
funciones son diversas dependiendo del tipo de HSP [197]. Estas representan una potencial causa
de inflamacion en aterosclerosis y donde estaria especialmente involucrada la HSP60 [198]. Las
HSP pueden ser liberadas al medio extracelular a partir de células necrdticas o por actividad
exosomal, provocando activacién de la inmunidad innata debido a que son ligandos de TLRs [199,
200].

HSF-1 se une al “Heat Shock Element” (HSE) y asi promueve la transcripcion de las HSPs
[197]. Esta actividad del HSF-1 es suprimida por unién a las chaperonas HSP70 y la HSP90 [201,
202]. En condiciones de estrés, HSF-1 es disociado de estas chaperonas siendo sometido a
modificaciones post-traduccionales que impulsan su acumulacion en el nucleo y asi su interaccion
con el ADN [203].

Esta via de seiializacién también ha sido descubierta como blanco de nitroalquenos
aungue no estd claro aun el mecanismo de accién. Mediante técnicas de microarreglos de RNA
en células endoteliales de vena umbilical humana (HUVECs) tratadas con OA-NO; se descubrio
que el cambio transcriptdmico mds importante inducido por este nitroalqueno es la
sobreexpresién de genes relacionados a la respuesta al choque de calor (“Heat Shock Response”,

HSR), blancos de HSF-1 [204]. Los nitroalquenos, forman un aducto con cisteinas de las HSP70,
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con lo que liberan a HSF-1, activando la respuesta dependiente de shock térmico y resolviendo

la situacién de estrés celular [166].

1.4.2e) Otros blancos subcelulares de los nitroalquenos.

Por otro lado, el OA-NO; inhibe también la proliferacién de células de musculo liso de la
arteria pulmonar asi como también disminuye la produccién de ROS generadas por los
macrofagos activados [137]. Ademas, los acidos grasos nitrados inhiben de forma directa e
irreversible la actividad de la enzima 5-lipooxigenasa (relacionada con inflamacidén por catalizar
sintesis de leucotrienos), atenuando asi respuestas inflamatorias agudas [138]. Se ha estudiado
en ratones que nitroalquenos derivados del OA-NO; inhibieron la falla multiorganica inducida por
el efecto del LPS [139] y también reducen los niveles de triglicéridos y normalizan los de acidos
grasos en el plasma, ademas de incrementar los niveles plasmaticos de lipoproteina de alta
densidad (HDL) [140].

La administracion de acido nitrooleico (OA-NO;) a ratones induce un gumento de la
expresion y actividad de la eNOS y de la HO-1, y esto también sucede en modelos in vitro, tanto
en células endoteliales vasculares como en células musculares vasculares lisas [205].

Por ultimo, se ha reportado en un modelo celular in vitro, de sobre expresidn del receptor
AT1R, que uno de los mecanismos por los cuales estas moléculas podrian actuar como agentes
anti-hipertensivos seria a través de la modificacion post-traduccional del receptor ATIR,
inhibiendo la cascada de sefializacion de la Ang Il pero sin afectar su unién a dicho receptor [206].

También se ha demostrado que el nitroalqueno derivado de acido araquiddnico, AA-NO;,
es capaz de modular la actividad de la NOX2 en macrdfagos, provocando una inhibicién en la
formacidn del radical superoxido Oy [207]. Esta inhibicién de la NOX2 podria estar dada por la
modulacion de la actividad de la PDI (Protein Disulfure Isomerase) a través de la modificacion

covalente reversible que el AA-NO; genera al alquilar esta proteina [208].
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1.4.3) Principales efectos farmacoldgicos de los de los acidos grasos nitrados en

modelos animales de patologia humana.

Considerando los efectos pleiotropicos de los nitroalquenos derivados de los acidos
grasos, surge el potencial beneficio de su administracion in vivo en modelos animales
experimentales. Se han visto efectos beneficiosos en una multiplicidad de modelos
experimentales. Protegen de la injuria vascular mediada por la HTA inducida experimentalmente
con Ang I [206], protegen contra el dafio miocardico y renal en modelos de isquemia/reperfusion
[171], reducen la aterosclerosis en modelo de ratones ApoE knockout [209], inhiben la formacidn
de la capa neointimal en un modelo de lesidon endovascular [210] y generan vasorrelajacion en
anillos de aorta pre-contraidos [175]. El tratamiento de ratones ob/ob (ratones obesos) con
nitroalgquenos, alimentados con dietas ricas en grasas, disminuye la resistencia a la insulina y la
intolerancia a la glucosa [166]. Y también disminuyen la injuria renal en modelos de nefropatia

diabética [211].

1.4.3a) Metabolismo y "Cleareance".

Los nitroalquenos derivados de &acidos grasos de cadena larga sufren una rapida
metabolizacion por B-oxidacién, inactivacion (o reduccién) y conjugacidon afectando su
reactividad, farmacocinética y limitando sus acciones bioldgicas [212]. Estos mecanismos
modulan la vida media de estos nitroalquenos, tanto de los nitroalquenos exdégenos como
enddgenos. La conjugacion con grupos glutation forma productos que son exportados de la célula
al espacio extracelular, donde son filtrados por los rifiones y excretados por la orina. Los
nitroalgquenos son inactivados en forma irreversible por la enzima prostaglandina-1 reductasa
[213]. Por ultimo, como todos los acidos grasos, los nitroalquenos son metabolizados a nivel
mitocondrial por 3-oxidacidn. Este proceso catabdlico de los dcidos grasos implica la remocion,
mediante la oxidacién, de un par de atomos de carbono sucesivamente en cada ciclo del proceso,
hasta que el AG se descompone por completo en forma de moléculas de Acetil-CoA, que seran
posteriormente oxidadas en la mitocondria para generar energia quimica en forma de ATP

(figura 17) [176].
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Figura 17. Vias de metabolizacion y excrecion de los nitroalquenos derivados de acidos grasos. Se muestran las
principales vias de eliminacion: por unién a grupos glutation y posterior excrecién al espacio extracelular para
posteriormente ser filtrados a nivel renal, beta-oxidacidon a nivel mitocondrial y reduccion por la enzima
prostaglandina 1 reductasa. Tomado de: B.A. Freeman; http://www.pharmacology.us/Faculty/BruceFreeman.

1.5) NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE LAS ENFERMEDADES

CARDIOVASCULARES Y METABOLICAS.

Si bien algunos estudios epidemioldgicos sugieren que el control de los factores de riesgo
a través de cambios en los habitos de vida puede prevenir el desarrollo de estas enfermedades,
en la practica esto no se ha logrado [45]. Por ejemplo y en relacidon a la obesidad, 1 de cada 210
hombres y 1 de cada 124 mujeres con un indice de masa corporal de 30-35 Kg/m? logra alcanzar
un peso normal, mientras que si el indice de masa corporal es de 40-45 Kg/m? |la proporcion de
personas que alcanza un peso normal es de 1 de cada 1290 en hombres y 1 de cada 677 mujeres.

Por tanto, son necesarios la prevencion y/o el tratamiento mediante intervenciones
farmacoldgicas (que hoy en dia involucran terapias multi-farmacos con los problemas de
cumplimiento, interacciones entre los diferentes farmacos, costos, etc.).

Diferentes estrategias terapéuticas para disminuir la mortalidad cardiovascular se han
venido utilizando en la prevencién secundaria, es decir en pacientes que ya han sufrido una

complicacién aterosclerética (infarto agudo de miocardio, accidente cerebrovascular isquémico,
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etc.). Estas son la terapia anti-plaquetaria con el uso de aspirina o un analogo, la terapia
antihipertensiva con el uso de [B-bloqueantes e inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECA) o inhibidores del receptor de esta hormona (ARA) junto con la terapia
hipocolesterolemiante como ser el uso de estatinas. Esta asociacion de farmacos ha logrado
disminuir de manera muy significativa la mortalidad cardiovascular e incrementar la expectativa
de vida de los pacientes que sufren este conjunto de enfermedades.

Por otro lado, nitratos organicos como el dinitrato de isosorbide y nitroglicerina se utilizan
para el tratamiento sintomatico del angor (dolor cardiaco producido por isquemia). Estos
compuestos son vasodilatadores muy eficientes que calman los sintomas, sin embargo, no
mostraron resultados positivos en eventos cardiovasculares mayores (mortalidad, infartos etc.)
[214].

La mayoria de las intervenciones farmacolégicas actuales disefiadas para retrasar la
progresion de la aterosclerosis se centran casi exclusivamente en la reduccién de los niveles
plasmaticos de colesterol LDL, siendo las estatinas los principales agentes terapéuticos utilizados.
Los resultados beneficiosos de la terapia con estatinas se relacionan principalmente con una
reduccion en los niveles plasmaticos de colesterol. Sin embargo, algunos autores plantean que
otros efectos benéficos de estos farmacos estarian relacionados a la inhibicidn de la inflamacion
crénica que subyace a la patogenia de estas enfermedades [215-219]. Sin embargo, no fue hasta
la publicacién del estudio CANTOS (del inglés "Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis
Outcomes Study") en agosto de 2017, que se pudo demostrar que la reduccion de la inflamacion
vascular en ausencia de la disminucion plasmatica de lipidos es capaz per se de reducir las tasas
de futuros eventos cardiovasculares. Por tanto la hipdtesis inflamatoria de la aterotrombosis
todavia no se habia probado. En el estudio de CANTOS se evalué si la reduccién de la inflamacién
mediante el uso de un anticuerpo monoclonal anti-IL 13, el Canakinumab, en hombres y mujeres
gue habian sufrido un evento coronario previo (prevencién secundaria) y que permanecian en
alto riesgo debido a una elevacidn persistente del biomarcador inflamatorio CRP; podia reducir
el riesgo de que ocurra otro evento cardiovascular en el futuro [220]. El estudio se llevd a cabo
durante 48 meses en mas de 40 paises de todo el mundo con mas de 10.000 pacientes. Se

demostré que la terapia anti-inflamatoria bloqueando la accién de la IL-1B con el Canakinumab,
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en comparacion con el placebo, llevd a una tasa significativamente menor de eventos
cardiovasculares recurrentes, sin reducir los niveles de LDL-colesterol [220]. Por lo tanto y por
primera vez, con este estudio se demostro la importancia o el rol principal que la inflamacion
juega en la patologia de la aterosclerosis, impulsando Ila busqueda de estrategias
farmacoldgicas que bloqueen los procesos inflamatorios involucrados en la patogenia de la
misma.

En otro ensayo clinico donde también se bloqued la accién de la IL-1B a través del
tratamiento con un antagonista del receptor de IL-13 (Anakinra), en pacientes con diabetes tipo
2, se demostrd una mejora en la glicemia y en el perfil metabdlico, en la funcidn secretoria de las
células beta del pancreas y reduccion de marcadores sistémicos de inflamacion (IL-6 y CRP) [221].
En suma, estos dos estudios mencionados anteriormente, en los cuales a través de diferentes
mecanismos, se logra inhibir la ruta de la IL-13, demuestran el rol que la inflamacion crénica
tiene en la patogenia de enfermedades cronicas no transmisibles como la diabetes tipo 2 y la
aterosclerosis. Estas evidencias sugieren que el atacar la inflamacion crénica de bajo ruido,
subclinica, es una estrategia muy valiosa para el tratamiento de las ECNT, altamente relacionadas
entre si. Sin embargo, la terapia con anti-inflamatorios de uso tradicional (AINE) no ha resultado
eficiente a la hora de prevenir o revertir la evolucidn de las enfermedades cardiovasculares y/o
metabodlicas (obesidad y diabetes tipo 2). Por este motivo, el desarrollo de nuevos farmacos
antiinflamatorios no convencionales, capaces de inhibir las rutas involucradas en la generacion
de los procesos inflamatorios créonicos no regulados, en particular los mediados por la
activacion del factor de transcripcion pro-inflamatorio NFxB y del inflamasoma NLRP3 y que

cursan de manera subclinica, resulta de fundamental importancia.
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I1) HIPOTESIS
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I1) HIPOTESIS.

Teniendo en cuenta que el metabolismo del a-tocoferol esta intrinsecamente relacionado
al de las lipoproteinas y en particular al de las LDL, y que éstas tienen un rol patogénico
fundamental en la aterosclerosis, hipotetizamos que la modificacion de la estructura del o-
tocoferol ya sea a través de la adicién de un grupo anti-inflamatorio (nitroalqueno) o de un grupo
liberador de 6xido nitrico (nitrato orgdnico), haria que estos nuevos compuestos utilicen la
particula de LDL como un transportador hacia los sitios de las lesiones ateroscleréticas, donde
éstos podrdn ejercer los efectos anti-inflamatorios y anti-aterogénicos de los nitroalquenos o del
oxido nitrico, enlenteciendo o retardando el progreso de la enfermedad.

Para ello se disefaron y sintetizaron dos series de compuestos hibridos formados por una
estructura mimética del a-tocoferol (principal componente de la vitamina E) y conteniendo: un
grupo funcional con propiedades principalmente anti-inflamatorias (nitroalqueno, serie 1, figura

18) 6 un grupo funcional liberador de éxido nitrico (nitrooxilo, serie 2, figura 18).

NO,
X HO
H
HO B
0" 'R @) N

0" 7 oNo,
NATOH (R= CgHs3) n=1, NAO13 (0-), NAO14(p-), NAO15(m-)
NATXME (R= COOCHj) n=2, NAO16 (0-), NAO17 (p-), NAO18(m-)

SERIE 1 SERIE 2

Figura 18. Analogos de a-tocoferol disefiados como potenciales agentes anti-aterogénicos.
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I1l) OBJETIVOS
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1ll) OBJETIVO GENERAL.
Disefio, sintesis, caracterizacion fisicoquimica, evaluacion bioldgica y estudios preclinicos de
dos series de compuestos hibridos miméticos del a-tocoferol para la prevencion y

tratamiento de ECV

3.1) Objetivos especificos para la serie 1.
3.1.1) Disefo y sintesis de los nitroalquenos andlogos de a-tocoferol.
3.1.2) Caracterizacion fisicoquimica de los nitroalquenos andlogos de a-tocoferol.
3.1.3) Estudio de las propiedades bioldgicas y posibles blancos moleculares
modulados por los compuestos hibridos in vitro.

3.1.4) Estudio de los efectos in vivo de los nitroalquenos andlogos de a-tocoferol.

3.2) Objetivos especificos para la serie 2

3.2.1) Caracterizacion fisicoquimica de tocoferol-miméticos dadores de dxido nitrico de
la serie 2.
a) Desarrollo de técnicas analiticas para la determinacion de andlogos de o-
tocoferol liberadores de dxido nitrico disponibles en el grupo de investigacion.
b) Estudios de estabilidad en distintos medios de importancia bioldgica: buffers a
distintos pH y plasma.
c) Estudios de incorporacién en lipoproteinas plasmaticas.

3.2.2) Evaluacidn bioldgica in vivo en un modelo animal de hipertensién arterial

46



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

IV) RESULTADOS
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4.1) Resultados Serie 1
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Dado el recientemente descubierto del rol que tiene la inflamacidn crénica y estéril en el desarrollo
de la aterosclerosis, nos propusimos desarrollar una nueva estrategia farmacoldgica que
involucrd el disefio de dos compuestos hibridos andlogos del tocoferol a los que les incorporamos

en su estructura un grupo nitroalquenilo, con probadas propiedades anti-inflamatorias.

4.1.1) SINTESIS DE ANALOGOS DE o-TOCOFEROL-NITROALQUENO: NATOH Y NATXME.

En ambos compuestos, el grupo nitroalquenilo se encuentra en la posicion 5 del anillo de
cromano del a-tocoferol (1a) o en su andlogo hidrosoluble, el éster metilico de Trolox ( 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromancarboxilato de metilo) (1b), obtenido como se describe en la literatura
[222]. La ruta sintética mediante la cual se obtuvieron estos derivados se representa en la figura
19. El a-tocoferol o el derivado de Trolox se transformaron en el correspondiente derivado
bromoacetato mediante tratamiento con bromo seguido de O-acetilacion. Luego, la oxidacion
del derivado 6-O-acetil-5a-bromo (2) con N-6xido de N-metilmorfolina produce el
correspondiente aldehido (3) [223, 224]. Finalmente, la condensacién de (3) con nitrometano en
presencia de acetato de amonio, produce el nitroalqueno deseado (NATOH, 4a) o (NATxXME, 4b)

[225] (figura 19).

Br.

CHO
HO AcO AcO
1) Brp, hexano anh., T.A. NMMO, CH3CN, T.A.
O R 2) Ac,0, AcOH, H,SO4 T.A. O R (0] R
1a, a-Tocopherol (R= CygH33) 2a (72%), 2b (87%) 3a (93%), 3b (71%)

1b, Ester metilico de Trolox (R=COOCHj3) CH.NO, AcONH
3NOy, 4

reflujo

4a, NATOH (27%)
4b, NATXME (18%)

Figura 19. Sintesis del NATOH y NATXME. El a-tocoferol o el éster metilico de Trolox se transforman en el
correspondiente derivado bromoacetato por tratamiento con bromo seguido de O-acetilacidn. La oxidacion del
bromoacetato con NMMO produce el aldehido correspondiente. El tratamiento de este compuesto con
nitrometano en presencia de acetato de amonio proporciona los productos de interés.
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Los compuestos intermedios y finales fueron caracterizados por 'H RMN, 13C RMN vy
espectros bidimensionales necesarios para la completa elucidacién estructural (COSY, HSQC,
HMBC). Los productos finales ademas fueron analizados por espectrometria de masa de alta
resolucidn. La figura 20 muestra el espectro de 'H RMN del nitroalqueno derivado de tocoferol,
NATOH, en donde se puede evidenciar la presencia de todos los protones correspondientes a su
estructura. En particular es facil notar las sefiales de los protones del grupo nitroalquenilo como
dobletes a 8.31 y 8.14 ppm cuya constante de acoplamiento de 13.4 Hz lo que evidencia la
presencia del isomero E.

En la figura 21 se muestra el espectro de 'H RMN del nitroalqueno derivado del éster metilico de
Trolox, NATXME, donde se observan claramente las sefiales correspondientes a su estructura. Los
protones del grupo nitroalquenilo se observan como dobletes a 8.21 y 8.09 con una constante

de acoplamiento de 12.0 Hz lo que confirma la presencia del isémero E.
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Figura 20. Espectro de HNMR del NATOH. En el inserto se muestra una ampliaciéon de las sefiales
correspondientes al grupo nitroalquenilo caracteristicos de este compuesto.
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Figura 21. Espectro de HNMR del NATXME. el inserto se muestra una ampliacién de las sefiales
correspondientes al grupo nitroalquenilo.

Asimismo, los compuestos se inyectaron directamente en un espectrémetro de masa ORBITRAP
Q-Exactive o LTQ XL ESI (Thermo). La relacién m/z calculado para NATOH C3oHasNO4 [M-H] es de
486.3589, mientras que el encontrado fue de 486.5 (figura 22A). Es importante destacar que el
espectro de masa de este compuesto fue adquirido en un espectrometro de masa de tipo trampa
idnica lineal de alta sensibilidad, pero no de alta resolucién. Por tanto, en este caso la
confirmacion de la identidad del compuesto viene mas de los experimentos de fragmentacion
(ms/ms) que de la exactitud de la masa del ion parental. Para el caso de NATXME el m/z calculado
de C16H19NOs [M-H] fue de 320.1140, mientras que el encontrado en el espectrémetro de alta
resolucion fue de 320.1137 (figura 23A). A ambos compuestos se le realizaron experimentos de
espectrometria de masa en tdndem a fin de obtener los patrones de fragmentacion caracteristica

de cada uno de los compuestos, y asi obtener herramientas para poder detectar estos
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compuestos en diferentes matrices bioldgicas a través de la espectrometria de masa (figura 22B

y 23B).

A 100

Abundancia relativa

Abundancia relativa

4v0.9
an NG,
00+ :
85
%0 |
763
B NATOH
68
00
555
%0 =
45
0
38 as7 4
50
29+
303 »28
197 | 3304
M3 4408
10 2202 |
: | s
s 3201 PEY) aen
2232 3404 - ass s
{ 2401 8537 gy g IVTI : 13544 w654 4155 4223 4204 5&1 1L 4840 || 499 4
0 Ay R e ey e et e et e et ey
120 160 160 200 220 230 260 90 300 320 320 380 360 400 420 440 460 480 500
me
220
HO. %
I 1 y I
AL A\
] s
1901
1731
1901
4568
1Ba2 1712 032 123 4 41585 4267 “;-,J 4985
ML= S\ | VNN I s S | . SN, .. ol | Z AR < i i
140 160 160 100 220 240 260 260 300 320 340 360 380 «00 410 450 480 480 500

miz

Figura 22. Espectros de masa del NATOH en modo negativo en LTQ XL. A) Espectro “full scan™ de NATOH. B)
Espectro de MS? de la sefial a 486.5 del espectro mostrado en A). 16n molecular del NATOH: 487.37 Da.
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Figura 23. Espectros de masa del NATXME en modo negativo en orbitrap Q Exactive. A) Espectro “full
scan”. B) Espectro de MS? de la sefial en 320.11 en espectro de A. 16n molecular del NATXME 321.11 Da.

4.1.2) CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS NITROALQUENOS ANALOGOS DEL
TOCOFEROL.

4.1.2a) Analisis por espectrofotometria UV-Visible de los nitroalquenos andlogos del
tocoferol.

Para continuar profundizando en la caracterizacién de nuestros compuestos y
teniendo en cuenta que lo usaremos en estudios posteriores, procedimos a analizarlos por
espectrofotometria UV-Visible. En la figura 24 presentamos los espectros de absorbancia UV-

Visible del NATOH y NATxME. Como puede observarse en la figura 24, ambos compuestos
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presentan espectros muy caracteristicos y similares con maximos a 420, 350 nmy 275 nm; y un
minimo a 290 nm. EL pico a 350 nm, que es donde ambos compuestos presentan mayor
absorbancia, fue utilizado para determinar los coeficientes de extincién molar (¢) en MeOH. Para

el NATOH, el valor de € encontrado fue 10 + 0.4 mM*.cm™ y para el NATXME el ¢ fue de 7.3 + 0.1

(figura 24).
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Figura 24. A) Espectro UV-Visible de NATOH (100uM) en metanol. El inserto muestra la determinacién del
coeficiente de extincién molar a 350nm en metanol. B) Espectro UV-Visible de NATXME (100p.M) en metanol.
El inserto muestra la determinacién del coeficiente de extincién molar a 350nm en metanol.

4.1.2b) Reactividad electrofilica de los nitroalquenos analogos del tocoferol.
El modo de accién que explicaria la actividad bioldgica de los nitroalquenos es su
capacidad de reaccionar con nucledfilos de bajo peso molecular o en proteinas, principalmente

con tioles, a través de reacciones de adicién de Michael [174, 226].
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Para estudiar si la incorporacién del grupo nitroalquenilo al tocoferol o al éster metilico
de Trolox, dotaba a los compuestos de propiedades electrofilicas, inicialmente analizamos la
reactividad del NATOH y del NATXME con un nucléofilo modelo como el B-mercaptoetanol (BME).
Para ello, incubamos los compuestos (100 uM) con un exceso de BME (1 mM; condiciones de
seudoprimer orden) y la reaccidon se controlé espectrofotométricamente y por HPLC en fase
reversa. La figura 25 muestra las medidas de absorbancia entre 200-600 nm a cada minuto
durante los primeros 15 minutos de reaccién entre los compuestos y el BME. Alli se puede
observar que hay cambios en la absorbancia a lo largo de todo el espectro, con formacién de dos
puntos isosbésticos (292 nm y 275 nm). Globalmente, estos cambios sugieren que estd teniendo

lugar una reaccion entre cada uno de nuestros compuestos y el BME.
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Figura 25. Propiedades electrofilicas del NATOH y NATXME. A) NATOH (100 uM) disuelto en buffer fosfato (20mM)
1% de SDS pH 7,4 y se incubd con BME 1 mM. Los espectros de la reaccién se obtuvieron en el rango de 220-660 nm
cada 60 s. Los escaneos mostrados fueron tomados cada 1 min, durante los primeros 15 min de reaccidn. B)
Decaimiento exponencial de la reaccidn seguida a 350 nm. C) NATXME (100 uM) disuelto en buffer fosfato 20mM pH
7.4 se incubd con BME 1mM. Los espectros de la reaccion se obtuvieron en el rango de 220-660 nm cada 60 s. Los
escaneos mostrados fueron tomados cada 1 min, durante los primeros 15 min de reacciéon. D) Decaimiento
exponencial de la reaccidn seguida a 350 nm.
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Para continuar profundizando en el analisis de estas reacciones, nos propusimos analizar
las mismas por HPLC en fase reversa ya que de esta manera podemos separar sustratos de
productos. En la figura 26 mostramos la reacciéon del NATOH con el BME seguida por HPLC de
fase reversa y a distintos pH. En esta figura se puede observar que cuando se incuba al NATOH
con BME a pH 7.4 aparece un nuevo pico que es mas hidrofilico (eluye antes que el NATOH en la
columna de C18) y también se ve una disminucidn del pico correspondiente al del NATOH (figura
26A panel del medio vs. panel superior). Por otro lado, cuando la reaccidn se lleva a cabo a pH
acido, vemos que la reaccion no ocurre (figura 34 A panel inferior), debido a que los grupos tioles
de los nucleofilos estdn protonados quedando menos grupos tiolatos disponibles para los
ataques nucleofilicos. La figura 34 B muestra que cuando se incuba BME con a -TOH, la reaccion

de adicidn no se da, ya que el a-TOH no es un electréfilo.

A NATOH B
a-TOH
pH=7.4 pH=7.4
o
a-TOH
BME-NATOH
NATOH
pH=7.4 J l pH=7.4
P
NATOH
a-TOH
pH =2 pH =2
—— N
Min Min

Figura 26. Propiedades electrofilicas del NATOH. A) Caracterizacion por HPLC en fase reversa de la
reaccion entre NATOH (10 nmol) y BME (375 nmol) a pH 7,4 0 2,0 (A = 295 nm). B) idem para a-TOH
(10 nmol) y BME (375 nmol).
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4.1.2c) Cinética de la reaccion entre los nitroalquenos analogos del tocoferol y

tioles de bajo peso molecular.

Para realizar la caracterizacién cinética de la adicién de tioles de bajo peso molecular,
BME y GSH, a nuestros nitroalquenos sintéticos, tomamos en cuenta sus propiedades épticas y
sus solubilidades relativas en agua/disolventes apolares (particion). La reaccién de adicion
interrumpe el cromoforo formado por el nitroalqueno conjugado con el cromano aromatico, lo
gue conduce a una disminucidn dependiente de la dosis en la absorcién UV-Visible (figura 25y
27A). Esta disminucién en la absorbancia se utilizé para controlar la reaccion a Amax 350 nm. La
reaccién es de primer orden para el nitroalqueno (figura 27B) y de primer orden para el tiol con
una interseccion distinta de cero (figura 27C), lo que implica una reaccién reversible de la adicién

de Michael, como se esperaba [226].
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Figura 27. Reaccion del NATOH con BME en diferentes ambientes A) cambio espectral tras la reaccién de NATOH
10 uM con BME 0.1 mM en buffer TMA20 a pH 8.1 con 2.5 g/L de SDS. B) Gréficos de primer orden obtenidos a
diferentes concentraciones de BME medidos a 350 nm. C) Gréfico de segundo orden para el mismo experimento,
parametros de ajuste lineal kf (pendiente) = 2.3 M s, kr (intercepto) =5 x 103 s

En la tabla 3 se muestran los valores de las constantes de 29 orden para la reaccidn entre
los nitroalquenos analogos del tocoferol y los tioles de bajo peso molecular (BME y GSH) en
solucién acuosa y en soluciones micelares usando distintos detergentes (anidnicos, catidnicos,
zwitteridnicos y neutros). La tendencia esperada en las constantes de velocidad aparente de
segundo orden es que las reacciones sean mas rapidas en detergentes catidnicos que en los

anionicos. Por otro lado, en la solucion acuosa neutra la tendencia esperada es que la reaccion
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sea mas rapida con el GSH que con BME, dado que GSH es mas acido que el BME y, por lo tanto,
va a haber una fraccion mas alta del tiolato disponible para la reaccién. Esa tendencia se observa
en ausencia de surfactantes con NATXME (tabla 3) y también con micelas catiénicas (CTAB) con
el NATOH. Sin embargo, la tendencia estd ausente en las micelas zwiteridnicas (CHAPS) y es

revertida en las micelas neutras (Triton X-100) y anidnicas (SDS) (tabla 3).

Tabla 3. Constantes de velocidad de la adicidn nucleofilica de NATOH y NATXME
a GSH y B-ME en suspension micelar y solucién acuosa.

NATOH
Reactividad electrofilica
Surfactante T =)
Tiol pH k(M s) k (s)
GSH 71 576 0.36
CTAB
BME 7 343 013
-2
6.7 34 1.7 x 10
-2
GSH 7.0 100 4x10
2
7.3 148 6.2x10
CHAPS -
6.9 53 9.9x10
2
BME 7.1 83 15x10
8.3 383 0.15
GSH 7.1 0.8 N.D.
Triton X-100 3
BME 7 6.5 1.8x10
GSH 7.2 0.2
75 0.63 3x10"
SDs 4
BME 7.8 1.0 49x10
8.1 23 5x10°
NATXME
GSH 7.1 1370
None N.D.
BME 7.1 349

Comparando la reaccién del BME con NATOH en CHAPS y con NATXME en solucidén acuosa,
encontramos una disminucion de cuatro veces en la constante de velocidad a pH 7.1. Si esta

comparacion se hace para las reacciones correspondientes con GSH, la constante de velocidad
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es mas de diez veces menor en las micelas de CHAPS. La diferencia puede explicarse en términos
de las cargas adicionales en el GSH que desestabilizan aln mas su presencia en el nucleo
hidrofdébico de las micelas. Ademas, las micelas neutras y anidnicas provocan una disminucidn
adicional de dos a tres 6rdenes de magnitud en la constante de velocidad para la reaccion del tiol
con el NATOH y el NATXME, y en todos los casos, la disminucidn es mas marcada para el GSH

(tabla 3).

4.1.2d) Determinacion del pKa de los nitroalquenos analogos del tocoferol.
Tanto en el NATOH como en NATXME, el cromdforo contiene un fenol ionizable, por lo que el
equilibrio acido-base del fenol también transmite un gran cambio en la absorbancia (figura 28 y
29). La titulacién de ambos nitroalquenos permite la determinacion de su pKa aparente en los
mismos sistemas micelares y, por lo tanto, refleja el pH tal como se percibe en el interior de la
micela. Los valores de pKa para NATOH abarcan un rango de 3.8 unidades con la tendencia de
pKa mds acido en micelas catidnicas (en CTAB) y menos 4acidas en las micelas anidnicas (SDS)
(figura 28). La tendencia es similar para NATXME pero dentro de un rango mas estrecho de ~2.4
unidades (figura 29). El pKa de NATXME se determind tanto en suspensidon micelar como en
solucién acuosa en un intento de separar el efecto del pH aparente de los efectos de la particién
de los nucledfilos y de la velocidad de reaccién en si misma. Observamos que el pKa de NATxME
en solucién acuosa y en micelas de iones hibridos son esencialmente iguales y muy similares al
pKa de NATOH en las micelas zwitteridnicas (CHAPS); siendo los valores de 8.14, 8.18 y 8.0,
respectivamente. Luego, y como primera aproximacidn, vimos que las micelas de CHAPS cancelan

el efecto del pH de la superficie tal como lo percibe el nitroalqueno.
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Figura 28. Titulacion de NATOH en solucion con diferentes detergentes. NATOH (30 uM) en buffer TMA20
con diferentes detergentes fue titulado adicionando 5-10 puL de NaOH y HCI 2M. A) SDS 0.25%; B) Triton X-
100 1%; C) CHAPS 1%; D) CTAB 1%. E) Curvas de titulacion de NATOH a 350 nm en buffer TMA20 con
diferentes suspensiones micelares, de izquierda a derecha, CTAB, CHAPS, Triton X-100 y SDS. La absorbancia
se normalizé a los valores acidos y alcalinos extrapolados del ajuste. El pKa fue determinado del ajuste
sigmoidal del grafico de Abs 350 vs pH. pKa aparentes: SDS 11,08; Triton X-100 9,4; CHAPS 8,02; CTAB 7,18.
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Figura 29. Titulacion de NATXME en solucidn acuosa con o sin diferentes detergentes. NATXME (30 uM) en buffer
TMAZ20 con o sin detergentes fue titulado adicionando 5-10 pL de NaOH y HCI 2M. A) TMA20 buffer; B) SDS 0.25%;
C): Triton X-100 1%; D): CHAPS 1%; E): CTAB 1%. F) Curvas de titulacion de NATXME a 350 nm en buffer TMA20 y
en diferentes suspensiones micelares, de izquierda a derecha, CTAB, TMA20 buffer, CHAPS, Triton X-100 y SDS. El
pKa fue determinado del ajuste sigmoidaldel grafico de Abs 350 vs pH. pKa aparentes: CTAB: 7.3; TMA buffer: 7.96;
CHAPS: 8.18; Triton X-100:9.1; SDS: 9.58.
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4.1.2e) Anadlisis de las propiedades antioxidantes del NATOH.

Con el objetivo de analizar si la presencia del grupo nitroalquenilo podia modificar las

propiedades antioxidantes del a-tocoferol, decidimos estudiar la capacidad antioxidante del

NATOH con respecto a la del a-TOH. Para ello incubamos al NATOH y al a-TOH (12.5-100uM)

incorporados en liposomas (POPC:POPG, 200 uM) con fluoresceina (1uM) y luego con el

generador de radicales libres AAPH (50 mg/mL). La reaccidn se siguidé por fluorescencia y se

determind para cada concentracion de NATOH los equivalentes de a-TOH correspondientes. La

figura 30 muestra la comparacion de la capacidad antioxidante de NATOH vs. la del o—TOH a 50

y 100puM. De estas curvas se puede observar que no existen diferencias estadisticamente

significativas entre la capacidad antioxidante del NATOH y la del a-TOH.
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Figura 30. Capacidad antioxidante del NATOH. Alfa-TOH (A) y NATOH (B) (12.5-100 uM) en liposomas se
incubo con fluoresceina (1 uM) en buffer fosfato (20 mM) pH 7,4, SDS al 1% durante 30 min a 37°C. Luego
la mezcla se incubd con AAPH y la capacidad antioxidante se midié mediante la técnica ORAC con un
ensayo fluorimétrico usando Aex = 485 nm y Aem = 518 nm. C) y D) Comparacidon de la capacidad
antioxidante de a-TOH vs NATOH a 50 y 100 uM, respectivamente.

62



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

4.1.2f) Incorporacion del NATOH a lipoproteinas.
Como primera aproximacién para evaluar cdmo la modificacién de la estructura del cromanol del
a-TOH en el NATOH puede afectar su incorporacidon a las lipoproteinas, incubamos plasma
humano con diferentes concentraciones de NATOH durante 6 horas a 37 °C, siguiendo el
protocolo utilizado para aumentar el contenido de a-TOH en la LDL humana ex vivo [227]. Luego
se purificd la fraccion de LDL mediante ultracentrifugacién en gradiente KBr [228] y
posteriormente se extrajeron con metanol [227, 229]. La presencia de NATOH y a-TOH enddgeno
en el sobrenadante se estudiaron mediante andlisis por HPLC en fase reversa (figura 31) [227,
229]. Enlafigura 31 se muestra la incorporacidn dosis-dependiente del NATOH a las LDL humanas
ex-vivo. Como puede verse en el panel C, cuando la LDL humana se incuba con una concentracion
de NATOH de 50 puM, la concentracion del mismo en la LDL es de similar orden de magnitud que

la del o-TOH enddgeno.
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Figura 31. Incorporacion de NATOH en lipoproteinas humanas (A-D). El plasma humano se tratdé con
NATOH (25, 50 o0 100 uM) durante 6 horas a 372C y se aislé la fraccion de lipoproteina LDL y se extrajo con
metanol (9:1, v:v) después de una ultracentrifugacidn en gradiente de KBr. El control se realizé con plasma
no tratado. Las muestras se analizaron mediante RP-HPLC usando 8-TOH como patrén interno. En todos
los paneles, la linea negra indica la absorbancia a 295 nm y la linea roja la absorbancia a 350 nm.
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Ademas, se tomaron las fracciones de LDL de plasma sin tratar o tratado con NATOH, y se
incubaron con un exceso de BME y la reaccidn se siguié por espectroscopia UV-Visible. La figura
32A muestra los espectros de las diferentes fracciones de LDL incubadas con BME. Cuando la
fraccion de LDL nativa se incuba con BME, no hay cambios significativos en el espectro de la LDL
(figura 32A). Sin embargo, cuando las fracciones de LDL cargadas con NATOH (figura 32B,
espectro diferencial entre la LDL ¢/NATOH y la LDL nativa) se incuban con BME, si se observan
cambios importante en el espectro, compatibles con la reaccion entre el NATOH y el BME (figura
32A). Mas aun, cuando el NATOH se incorpora a liposomas, también se observa una reaccién con
BME (figura 32C). En general, estos resultados son de particular importancia ya que sugieren que

el grupo nitroalquenilo es capaz de reaccionar como un electréfilo dentro de las LDL o de

liposomas.
A 0,4 B 0,3
0,3 -
0,2 -
NATOH en LDL + BME n
2 02- <
<
0,1
0,1+
LDL nativa + BME
0,0-— T T T T T \ 0,0 T T T T T T i
300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 600
2 (nm) A (nm)
C
0,8+
0,6 - .
NATOH en liposomas + BME
3 04
<
0,2 -
Liposomas + ME

0,0 T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 32. Propiedades electrofilicas del NATOH en LDL humana o en liposomas. A) Fraccion de LDL
humana obtenida de plasma incubado con NATOH (100 uM) se incubo con BME (1mM) y la reaccion se
siguio por espectrofotometria UV-Visible B) Espectro diferencial de las fracciones de LDL incorporada con
NATOH y LDL nativa. C) Reaccion del NATOH (50uM) incorporado en liposomas POPG:POPC (7:3 200uM)
y BME (1mM) seguida por espectrofotometria UV-Visible.
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4.1.3) ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES BIOLOGICAS IN VITRO Y POSIBLES BLANCOS

MOLECULARES MODULADOS POR LOS NITROALQUENOS ANALOGOS DEL TOCOFEROL.

4.1.3a) Citotoxicidad de los nitroalquenos andlogos del tocoferol.

Para comenzar a estudiar los efectos bioldgicos de los nitroalquenos analogos del tocoferol,

primero se realizaron ensayos de citotoxicidad para determinar la ICso (concentracion que reduce

en un 50% la absorbancia control a 570 nm) en macréfagos humanos THP-1 y murinos RAW

264.7.
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Figura 33. Viabilidad celular del NATOH, NATXME y o.-TOH en macréfagos. Células THP-1 (A, Cy E) y RAW
264.7 (B, D y F) fueron incubadas con NATOH (A y B), con NATXME (Cy D) o con a-TOH (E y F) durante 24
h. Posteriormente la viabilidad celular fue medida por el ensayo de MTT. Los insertos de los paneles
muestran el ajuste sigmoidal de la dosis respuesta. Los resultados se expresan como Clso (concentracidn
que reduce en un 50% la absorbancia del grupo control a 570 nm).
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Utilizamos como modelo celular a los macréfagos, ya que son una de las células mas importantes
involucradas en la patogénesis de la aterosclerosis [230]. En la figura 33 se muestra los resultados
de citotoxicidad. Para el caso del NATOH la Clso en macréfagos THP-1 es de 88 uM y en RAW
264.7 es de 39 uM. Para el NATXME la Clsp en THP-1 fue de 28 uM, mientras que en macréfagos
RAW 264.7 fue de 25 uM. En el caso del a-TOH la Clso en ambos tipos celulares es mayor a 200
uM.

4.1.3b) Efectos bioldgicos de los nitroalquenos andlogos del tocoferol.

Nuestro principal objetivo en el marco del desarrollo de una nueva estrategia
farmacoldgica para la prevencion y el tratamiento de la aterosclerosis, era disefiar un compuesto
con propiedades anti-inflamatorias no convencionales, es decir que sus efectos no fuesen
mediados exclusivamente por las enzimas COX1 y COX2. Esto es debido a que los inhibidores de
estas enzimas, antiinflamatorios no esteorideos (AINE), no mostraron ninguna utilidad para el
tratamiento de la aterosclerosis y otras ECV. Por el contrario, algunos mostraron aumento de
mortalidad [231]. En ese sentido, nuestro compuesto hibrido contiene un grupo nitroalquenilo
sobre la estructura del a-tocoferol. El grupo funcional nitroalqueno fue seleccionado por su
capacidad de inhibir rutas pro-inflamatorias que se han demostrado que juegan roles
protagdnicos centrales en el desarrollo de la aterosclerosis (NF-kB, inflamasoma, PPAR-y,
etc.)[173, 183, 184], y a la vez que activan rutas citoprotectoras importantes como Nrf2 y HSR
[204, 232, 233]

En funciéon de lo anteriormente comentado, en esta etapa de nuestro trabajo nos

propusimos estudiar la capacidad de nuestros compuestos de modular estas vias.

4.1.3b1) Inhibicion de NF-xB.
Primero nos enfocamos en la capacidad del NATOH para inhibir la cascada de sefalizacidon
proinflamatoria dependiente de NF-kB. Como primera aproximacidén, se analizé la translocacién
nuclear de la subunidad p65 de NF-kB inducida por LPS en presencia o ausencia de NATOH o a-
TOH en macréfagos humanos THP-1. Como se muestra en la figura 34, el NATOH pero no el a-

TOH fue capaz de inhibir la translocacidn nuclear de la subunidad p65 en respuesta a LPS.
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Control LPS Liposomas + LPS o-TOH + LPS NATOH + LPS

Figura 34. Efecto de NATOH sobre la translocacion nuclear de la subunidad p-65 de NF-kB inducida por LPS
en macrofagos THP-1. Las células se trataron con NATOH o o-TOH (50 uM, durante la noche). Luego se
activaron con LPS (1 pg/mL) por 30 min. En control negativo (control) las células no fueron tratadas con LPS.
La barra de escala corresponde a 10 um.

Por otro lado, se analizé la expresion de tres genes reporteros de NF-xB (IL-6, MCP-1 y TNF-a.)
mediante RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) y ELISA. Para analizar la expresién génica de IL-6 y MCP-
1, los macréfagos THP-1 fueron tratados durante toda la noche con NATOH o a-TOH solubilizados
en liposomas y luego activados con LPS durante 4 h. El andlisis de la expresién génica se realizd
mediante qRT-PCR (figura 35). Finalmente, para analizar la secrecidn de estas citoquinas
proinflamatorias, macréfagos murinos RAW 264.7 fueron tratados durante 8 h con NATOH o a-
TOH como previamente y luego estimulados con LPS toda la noche. El analisis de la secrecién de
IL-6 y MCP-1 se realizé en el sobrenadante del medio celular mediante ELISA. Como se muestra
en la figura 35, el NATOH inhibié tanto la expresién como la secrecidn de IL-6 y MCP-1, tanto en
macrofagos humanos como en murinos. En este modelo experimental, este compuesto no
inhibié la expresién de TNF-a. Se ha descrito que el o-TOH y el y-TOH ejercen efectos
antiinflamatorios, tanto in vitro como in vivo , incluyendo la modulacidon de la expresion de estas
citoquinas pro-inflamatorias [234]. En nuestro estudio, el a-TOH inhibid solo la transcripcién de
IL-6 pero no modificé el nivel de proteina y tampoco afecto la expresidn génica ni proteica de

MCP-1 (figura 35).
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Figura 35. NATOH inhibe la expresion de proteinas dependientes de NF-kB en macrdéfagos. (Ay B) Células THP-
1 se trataron con NATOH (25 y 50 uM) o a-TOH (50 uM) toda la noche (O.N.). Después del tratamiento, las
células se estimularon con LPS (100 ng/mL, durante 4 horas). EIl ARNm se extrajo de las células para cuantificar
la expresion relativa de IL-6 y MCP-1 sobre el control (actina) mediante el ensayo de RT-PCR cuantitativa. El
NATOH inhibe la secrecion de citoquinas proinflamatorias dependientes de NF-«xB. (C, D) Macréfagos RAW
264.7 se trataron con NATOH (10 y 25 puM) o o-TOH (25uM) durante 8 horas y luego las células fueron
estimuladas con LPS (50ng/mL) O.N. Posteriormente se recogio el sobrenadante del cultivo celular y se midid
la presencia de IL-6 o MCP-1 mediante ELISA. Analisis estadistico: paneles superiores: Anova de una via con test
Bonferroni * = 0.0148; ** = 0.0017; **** <0,0001 vs liposomas; paneles inferiores: Anova de una via con test
Bonferroni IL-6 * = 0.046; ** = 0.0018; MCP-1 * = 0.030 vs. liposomas

Por ultimo, y dada la importancia que presenta la IL-1[3 en la patogenia de la aterosclerosis [220]
y que su expresion estd bajo control de NF-kB, fuimos a estudiar si el NATOH podria estar

inhibiendo la sintesis y secrecidn de esta citoquina. Para ello, macréfagos THP-1 fueron incubados
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durante toda la noche con NATOH (25 o 50 uM) o a-TOH (50 uM) y posteriormente se
estimularon con LPS y luego ATP (ver materiales y métodos). EL NATOH pero no a-TOH inhibid
la produccién de IL-1B en macréfagos humanos de una manera dependiente de la dosis (figura

36).
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Figura 36. El NATOH inhibe la secrecion de IL-13 en macréfagos humanos THP-1. Macréfagos THP-1 se pre-trataron
O.N con NATOH o a-TOH a las dosis indicadas y posteriormente se estimularon con LPS (250 ng/mL) por 3 hy luego
ATP (5 mM, 45 min). Los niveles de IL-13 se midieron por ELISA. Los valores se muestran como media + SD. Andlisis
estadistico: Anova de una via con test de Bonferroni. A)y B) **** <0.0001. C) **** <0,0001 o *** =0,004. D) y E)
* <0.0292: ****<(0.0001 vs LPS+ATP.

Luego, para determinar si el andlogo hidrosoluble del NATOH, el NATXxME, también podria
modular la cascada de sefalizacién NF-kB, incubamos macréfagos RAW 264.7 con NATXME (1, 3
y 10 uM) durante 2 horas antes de que las células fuesen estimuladas con LPS durante toda la
noche. La secrecion de citoquinas dependientes de NF-kB fue analizada en el sobrenadante
celular por ELISA (figura 37 A, By C). Como se observa en dicha figura, de destaca una inhibicion
muy significativa tanto de MCP-1 e IL-6 como de TNF-a. Estos efectos fueron dependientes de Ia

dosis, alcanzando ~ 80% de inhibicién a 10 uM de NATxME.
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Figura 37. NATXME inhibe la secrecidon de citoquinas proinflamatorias dependientes de NF-kB. Macréfagos
RAW 264.7 se trataron con NATXME 1, 3 y 10 uM durante 2 h y luego se estimularon con LPS (50 ng/ml) durante
18 h. La secrecidn de citocinas inflamatorias MCP-1 (A), IL-6 (B) y TNF-a. (C) se analizé mediante ELISA. Los valores
se muestran como media + SD. Andlisis estadistico: Anova de una via con test de Bonferroni. A) * =0.0294; ** =
0.0017; **** <0.0001. B) ** = 0.013; **** <0.0001. C) * = 0.0131. vs LPS.

4.1.3b2) Inhibicién del inflamasoma NLRP3 por el NATXME.

El inflamasoma NLRP3 juega un papel clave en la generacién de la respuesta inflamatoria
crénica que subyace a varias enfermedades metabdlicas crénicas, como la aterosclerosis [60,
235, 236]. En particular, se ha demostrado que los cristales de colesterol activan el inflamasoma
NLRP3, que a su vez desencadena respuestas inflamatorias de la pared vascular y conduce al
desarrollo de la placa de ateroma y es un evento temprano en la patogenia de esta enfermedad
[60, 235]. Por otro lado, en el 2014 en la literatura se reportd que un nitroalqueno de sintesis, el
3,4-metilendioxi-B-nitroestireno inhibe el inflamasoma al bloquear su ensamblaje y de esta
manera inhibe la sintesis y secrecién de la IL-1B, una de las citoquinas pro-inflamatorias mas
potentes [237].

Por tanto, decidimos analizar si los nitroalquenos analogos del tocoferol, en particular el
NATXME, podria ejercer acciones anti-inflamatorias a través de la inhibicién del inflamasoma
NLRP3 en los macréfagos humanos mediante la técnica de ELISA y Western Blott (WB). El
NATXME se probé a diferentes dosis (0, 1, 3 y 10 uM) cuando el compuesto fue incubado junto
con el LPS utilizado como primera sefial de activacion del inflamasoma. Para estudiar el efecto
de nuestro compuesto adicionado al mismo momento que la segunda sefial de activacion del
inflamasoma (ATP), las concentraciones utilizadas fueron menores (0.2, 0.5, 1, 5 y 10 uM).

Cuando se afiadié NATXME junto con la primera sefal, se observé una inhibicidn de IL-1f3 en el
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>

sobrenadante celular dependiente de la dosis. Mas aun, cuando se anadié NATXME junto con la
segunda sefial (ATP), se observd inhibicion de la produccién de IL-1 a dosis aun mas bajas (0,5 y
1 uM) (figura 38 A-B). Ademas, analizamos la secreciéon de IL-1B en el medio celular cuando
NATxME fue aplicado junto con la segunda sefal mediante la técnica de WB (figura 48 C). En esta

figura se puede observar como el NATXME inhibe la secrecién de la IL-1B pero no la de pro-IL-

1B.
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Figura 38. NATXME inhibe el inflamasoma NLRP3. Macréfagos THP-1 se estimularon con LPS (250 ng/mL, 3h) y luego
con ATP (5 mM, 45 min). Aplicamos el tratamiento con NATXME con la primera sefial (LPS) (A) o junto con la segunda
sefial (ATP) (B). Los niveles de IL-13 se midieron por ELISA. C) Analisis de la secrecién de IL-1f3 por Western Blott en
el medio celular. Los valores se muestran como media + SD. Andlisis estadistico: Anova de una via con test de
Bonferroni. A) **** <0.0001. B) * = 0.0292; **** <0.0001.

4.1.3b3) Induccion del sistema Nrf2-Keap-1 por los nitroalquenos analogos del

tocoferol.

La via Nrf2-Keapl es un importante regulador de las respuestas citoprotectoras a los
factores de estrés enddgenos y exdgenos causadas por especies reactivas de oxigeno/nitrégeno
y electréfilos [232, 233]. Por lo tanto, para estudiar si nuestros compuestos son capaces de activar
estas vias, macrofagos THP-1 fueron tratados durante toda la noche con diferentes dosis de
NATOH o a-TOH solubilizados en liposomas. Después del tratamiento, la expresién de dos de los
reporteros de Nrf2 mds importantes fue analizada por qPCR y por WB. Como se muestra en la
figura 39, NATOH pero no el a-TOH fue capaz de inducir la expresidn de la enzima hemoxigenasa
1 (HO-1) y la enzima glutamato-cisteina ligasa (del inglés GCLM) de una manera dependiente de
la dosis. Mds aun, el NATOH también indujo la expresion de estas dos enzimas a nivel proteico,

en macrofagos RAW 264.7, como se observa en la figura 39C. Por otro lado, ni el NATOH ni el a-
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TOH alteraron la expresion de la enzima NAD(P)H-deshidrogenasa quinona 1 (NQO1), también

reportera de este sistema (datos no mostrados).
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Figura 39. NATOH induce el sistema de Nrf2-Keap-1. Ay B) Células THP-1 se diferenciaron en macréfagos y luego se trataron
con NATOH o a-TOH O.N. Se extrajo ARNm vy la expresion relativa de HO-1 y GCLM se midié mediante RT-PCR cuantitativa.
C) Células Raw264.7 se trataron O.N. con NATOH y la induccidn de a nivel proteico de HO-1 y GCLM se analizé por WB. Los
resultados se expresan como la media = SD de tres experimentos independientes. Analisis estadistico: Anova de una via con
test de Bonferroni. HO-1 ** = 0.0076; GCLM ** = 0.0011 vs control)

De forma similar, analizamos si el NATXME también era capaz de inducir la expresion
de genes regulados por esta ruta de sefializacién celular. Para ello, macréfagos RAW 264.7 fueron
tratados con diferentes concentraciones de NATXME por 5 h y luego se analizd la expresidn de
los reporteros mas importantes de Nrf2 por gRT-PCR. Ademas analizamos la expresion de estos
marcadores por WB incubando estos macréfagos con NATXME durante toda la noche. En la figura
40, se puede observar como este compuesto induce de manera significativa y dependiente la
expresion de las tres enzimas reporteras de este sistema: NQO-1, GCLM y HO-1. Ademas, el

NATXME también induce expresién de las proteinas HO-1 y GCLM, pero no de NQO1.
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Figura 40. NATXME induce el sistema Nrf2-Keap-1. Macréfagos RAW 264.7 se trataron con NATXME 1, 3y 10 uM
durante 5 hy La expresion relativa de NQO1 (A), GCLM (B) y HO-1 (C) se analizaron mediante RT-PCR cuantitativa.
D) induccidn de la expresion de las proteinas HO-1 y GCLM por NATXME. Los valores se muestran como media + SD
de tres experimentos independientes. Analisis estadistico: Anova de una via con test de Bonferroni. A) ** = 0.0038.
B) * =0.0310; *** =0.0001. C) *** = 0.0001. vs Ctrl
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4.1.4) ESTUDIO DE LOS EFECTOS /N VIVO DE LOS NITROALQUENOS ANALOGOS DEL
TOCOFEROL.

4.1.4a) Deteccion de NATOH en el plasma y en la fraccion de lipoproteinas VLDL/LDL de
ratones ApoE knockout.

Para comenzar con la caracterizacién de los efectos bioldgicos in vivo de nuestros
compuestos, inicialmente nos centramos en el estudio del NATOH para comprobar si este
compuesto cuando lo administramos por via oral, es absorbido y transportado por el organismo
incorporado en las lipoproteinas, en particular las de sintesis endégena (VLDL/LDL). Por otro lado,
nos interesaba estudiar su capacidad de prevenir el desarrollo de la aterosclerosis. Por tanto,
utilizamos uno de los modelos animales mds validados para el estudio de esta patologia: el
modelo de ratones knockout para la apolipoproteina E.

Inicialmente, ratones ApoE knockout alimentados con una dieta rica en grasas (HFD)
pero sin adicién suplementaria de Vitamina E, fueron administrados por via oral con vehiculo
(aceite de girasol, 100 uL) o con NATOH o a-TOH (200 mg/kg disueltos en el vehiculo) durante 2
semanas. La Ultima dosis fue administrada en ayunas de 12 horas antes de sacrificar a los ratones.
Como se muestra en la figura 41, el NATOH solo se detecta en plasma de ratones tratados con

este compuesto y a una concentracién de ~ 1,7 uM

74



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

A Control B a-TOH C  o-
201 501 ao-TOH
159
154 401
<. | < 301 ; 101
S 10 3 o c
e e z .
54 = 5
101 %)
04 0 0
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 a; 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Min Min Min
D ) E
Curva calibraciéon de tocoferoles
300
Muestra a-TOH (uM) D.S.  NATOH (uM) D.S.
250 -8~ 5 TOH
200 = ToH Control 18.95 1.95 N.D
< ~&= NATOH
2 1507 a-TOH 112.23 25.35 N.D
00 NATOH 10.91 2.83 1.65 0.57

T T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
nmol

Figura 41. Deteccidon de NATOH en plasma de ratones ApoE Knockout por HPLC en fase reversa. Ratones
ApoE Knockout fueron alimentados con una dieta alta en grasas (HFD) durante 14 semanas. Desde la
semana 12 a la 14, tratamos a los ratones por via oral con NATOH (200 mg/kg/dia), o-TOH (200 mg/kg/dia)
o vehiculo (aceite de girasol), y analizamos la presencia de NATOH en plasma por HPLC en fase reversa
usando 6-TOH como estandar interno. A) Cromatograma de un animal control; B) Cromatograma de un
animal tratado con o-TOH y C) Cromatograma de un animal tratado con NATOH. D) Curva calibracion
utilizada para la determinacién de la concentracion de plasmatica de NATOH. E) concentracion de NATOH y
a-TOH en plasma de ratones ApoE knock out. D.S (desviacién estandar)

A continuacidn, nos propusimos analizar si el compuesto detectado en el plasma estaba
asociado mayoritariamente a las lipoproteinas de sintesis endégena (VLDL/LDL) y/o a la albumina
plasmatica. El perfil lipoproteico de los ratones varia segun la cepa, siendo la VLDL y LDL las
lipoproteinas mayoritarias en la cepa ApoE knockout [238, 239]. Es por este motivo que
decidimos purificar las lipoproteinas de los ratones ApoE knockout ajustando la densidad del
plasma a 1.06 g/mL de manera de purificar de manera conjunta a las VLDL y las LDL (ambas con
densidades menores a 1.06g/mL y por tanto en esa solucion de KBr quedarian como banda de
flotacién) y las proteinas plasmaticas (mayoritariamente albumina) y la HDL quedan en la fraccion
inferior del tubo de centrifugacién. Se tomaron manualmente las fracciones, realizamos una
extraccidén organica con MeOH (9:1) y la presencia de NATOH y a-tocoferol fue analizada por

HPLC en fase reversa. Interesantemente, en la figura 42 podemos observar como el NATOH solo

fue encontrado en la fraccién lipoproteica VLDL/LDL y no en las fracciones albumina/HDL;

75



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

confirmando que no sélo se absorbe sino que se transporta por el plasma incorporado a las

lipoproteinas de sintesis endégena VLDL/LDL.
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Figura 42. Deteccion de NATOH en las fracciones de lipoproteinas de VLDL/LDL de ratones Apo E knockout (A-
F). A ratones alimentados con un dieta HFD se les administré via oral vehiculo, a-TOH o NATOH (200 mg/kg/dia)
durante dos semanas (semanas 12-14). Al final del experimento, se aislaron las fracciones de lipoproteinas
VLDL/LDLYy la presencia de NATOH o a-TOH enddgeno se analizé por HPLC en fase reversa usando 6-TOH como
estandar interno. El inserto del panel E muestra la misma muestra a la que se le afiadié 0.05 nmol de NATOH
estandar.
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4.1.4b) El NATOH se detecta en las aortas ateroscleréticas de ratones ApoE Knockout
alimentados con HFD.

Una de las novedades mas relevantes de nuestra estrategia farmacoldgica es que nuestro
compuesto sea capaz de ser transportado hasta el sitio mismo de la lesiéon. Para continuar
testeando nuestra hipdtesis, nos propusimos analizar si podiamos detectar al NATOH en las
lesiones aterosclerdticas de ratones ApoE Knockout alimentados durante 14 semanas con una

dieta rica en grasas (HFD) y a los que en las dos ultimas semanas les administramos el compuesto

por via oral.
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Figura 43. Deteccion de NATOH en las aortas de ratones ApoE knockout. A) Perfil de elucidn
estandar de NATOH mediante RP-HPLC detectado a 350 nm. B) Cromatograma de extraccion
de Arco adrtico de animales control. C) Cromatograma de extraccién de arco adrtico de
animales tratados con NATOH. D) Cromatograma de extraccion de aorta abdominal de ratones
control. E) Cromatograma de aorta abdominal de animales tratados con NATOH.
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Para ello, desde la semana 12 hasta la 14 tratamos a los ratones por via oral con NATOH (200
mg/kg/dia) o vehiculo y analizamos la presencia de NATOH en las placas de ateroma disecadas
de estos animales. Se homogeneizaron los arcos aérticos (alto contenido de placas) o aortas
abdominales (bajo contenido) de animales control o tratados con NATOH, se extrajeron con CHCl3
y se analizaron mediante HPLC en fase reversa para dilucidar la presencia o ausencia de NATOH.
Como se observa en la figura 43, el NATOH estaba presente en las lesiones obtenidas del arco
adrtico asi como en las lesiones de la aorta abdominal de animales tratados (figura 43 Cy E).
Como se esperaba, el NATOH no fue encontrado en las aortas de los animales control (figura 43

By D).

4.1.4c) El NATOH reduce las la expresion génica de citoquinas proinflamatorias, de

moléculas de adhesion y la aterosclerosis en ratones ApoE Knockout alimentados

con dieta rica en grasa.
Se ha demostrado que a-TOH inhibe la aterosclerosis en los ratones ApoE knockout [240-242].
Para ver si la incorporacidon del nitroalqueno podria dar como resultado una mejora de las
propiedades anti-aterogénicas de a-TOH, estudiamos el efecto de la administracidon oral de
NATOH frente a a-TOH en el desarrollo de la aterosclerosis. Para ello y a diferencia del modelo
utilizado para los experimentos anteriores, en este caso se alimentaron ratones ApoE knockout
(3 meses) con HFD y al mismo tiempo se les administré por via oral NATOH (100 mg/kg/dia) o a-
TOH (100 mg/ kg/dia, equivalente a 111 Ul/kg/dia, dosis equivalente a la utilizada en ensayos
clinicos con humanos ~ 800 Ul/dia) durante 14 semanas. Luego, los ratones fueron sacrificados y
se disecaron las aortas (desde el arco adrtico hasta la bifurcacién iliaca, figura 44A) para medir
el grado de desarrollo de placas de aterosclerosis en la aorta. Los animales tratados con NATOH
desarrollaron menos cantidad de area total de lesiones en comparacidn con los ratones tratados
con a-TOH (area de placa positiva para la tincién con el colorante Qil red O por area total de la
aorta; figura 44A y B; p = 0.011) y como consecuencia de tener un numero reducido de lesiones
(figura 44B). Es importante destacar que el tratamiento con NATOH no afectd el aumento de

peso de los animales (figura 44C). Estos resultados demuestran que el NATOH mejora
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significativamente las propiedades anti-aterogénicas de a-TOH, de manera independiente a sus

propiedades como antioxidante (figura 30).
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Figura 44. NATOH reduce la aterosclerosis en ratones ApoE knockout tratados con HFD. A) Los ratones ApoE
knockout se trataron con NATOH o o-TOH via oral (100 mg/kg en 100 ul de aceite de girasol) de lunes a viernes
durante 3 meses. Los ratones se sacrificaron, se disecé la aorta y se midié manualmente la formacion de placa
de ateroma usando la tincién Oil red O y el software Image J. B) Area de la placa aterosclerdtica y nimero de
lesiones en la aorta. El area se determind como un porcentaje del area total de aorta, p = 0.011 (Test de
student), No. de lesiones p = 0 0.0149. C) Evolucion del peso de los ratones durante el experimento y niveles
de colesterol total a tiempo final de los distintos grupos de animales. D) NATOH disminuye la expresion de
marcadores pro-inflamatorios dependientes de NF-kB (IL-13, ICAM-1, VCAM-1y TNF-a) en las aortas de los
ratones ApoE knockout. Los ratones ApoE knockout se trataron con NATOH o o-TOH (100 mg / kg) de lunes a
viernes durante 3 meses. La aorta se extrajo y el ARN se aislé usando Trizol. Los niveles de IL 1b, VCAM-1,
ICAM-1 y TNF-a se midieron mediante RT-qPCR usando GAPDH como gen ‘housekeeping’. Prueba t de una
cola: IL-1p = 0.0203; ICAM-1 = 0.0036; VCAM-1 = 0.0328; TNF-a = 0.0346.

Es importante destacar que el efecto del NATOH es independiente de la ganancia del peso
corporal asi como del perfil lipidico. En particular, los animales tratados con o-TOH vs. NATOH
no mostraron diferencias significativas ni en el peso corporal ni en los niveles de colesterol total

en plasma (figura 44C).
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En este mismo set experimental in vivo, el NATOH disminuye la expresién de la molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1), la molécula de adhesiéon de células vasculares 1 (VCAM-1) y la
expresion de las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-1 de manera significativa en la aorta de
los ratones ApoE knockout tratados con NATOH en comparacién con los tratados con a-TOH

(figura 44D). Estos resultados van en el mismo sentido que los obtenidos in vitro (figuras 34-36).

4.1.4d) Efectos del NATOH en un modelo de hipertensidon arterial inducida por
Angiotensina ll.
Teniendo en cuenta que estd demostrado que los acidos grasos insaturados nitrados inhiben la
hipertension inducida por angiotensina Il en ratones a través de una modificacidn del receptor
AT1 [206], decidimos estudiar los posibles efectos del NATOH en el modelo de hipertension
arterial inducida por administracién subcutdnea y continua de Angiotensina Il (Ang Il) en ratones.
Para ello se utilizaron ratones C57BL/6 a los cuales tratamos con NATOH (50 mg/kg/dia, n = 8) o
vehiculo (aceite de girasol, n = 13). El disefio experimental implicé un registro basal de la presién
arterial (PA) durante de 4 semanas. Luego, se realizd una etapa de registro y pre-tratamiento
(antes de la colocacién de las bombas) por 2 semanas y administraciéon de NATOH 50mg/kg/dia
o vehiculo (aceite de girasol) via oral, en forma trisemanal (lunes, miércoles, viernes).
Posteriormente se procedio a la cirugia para la colocacion de las bombas osméticas que infunden
Ang Il (1 mg/kg/dia; ver materiales y métodos). Finalmente, se realizd la etapa de registro y
tratamiento (luego de la colocacion de bombas) durante 4 semanas, la cual consistié en el
registro de la PA en los ratones a la vez que se continuaba con el tratamiento con NATOH o
vehiculo. En la figura 45A se puede observar que cuando NATOH se administré por via oral 3
veces por semana (50 mg/kg), los valores medios de presion sistdlica (PS) se mantuvieron
relativamente estables durante la linea de base y antes de la administracidén subcutdnea de Ang
Il (1Img/kg/dia). Después del inicio de la liberacién de Ang Il, hay un aumento progresivo en los
valores de la presion arterial solo en el grupo control. Sin embargo, el NATOH inhibié el aumento

de la presion arterial de manera estadisticamente significativa (figura 45A). Mds aun, mientras
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qgue en la décima semana del experimento, el grupo control presentd valores de PS medios mas
altos en comparacion con la 5ta semana (valor SP medio 132 + 4 mm Hg frente a 107 + 3,
respectivamente, p <0,0001); el grupo NATOH no presentd diferencias estadisticamente
significativas en el promedio PS entre la semana 10 frente a la semana 5 (el promedio PS fue de
108 + 6 frente a 100 + 2 mm Hg, respectivamente). Ademads, en la semana 10, el valor de PS
promedio del grupo control fue significativamente mayor con respecto al valor de PS del grupo

NATOH (figura 45 B, p = 0.0065).
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Figura 45. NATOH inhibe la hipertension Inducida por Angiotensina Il. A) Valores promedios de PS dependiendo
de las semanas para los grupos tratados con vehiculo (aceite de girasol) o NATOH. Los valores se expresan = SEM.
Flecha izquierda: indica el inicio del pretratamiento. La duracién total del tratamiento estd definida. Flecha
derecha: indica el inicio del tratamiento con Angll. B) Valores individuales de PS en las semanas 5 y 10 para el
vehiculo y el grupo NATOH. Andlisis estadistico Test de student: **** p <0,0001; ** p = 0.0065.

4.1.4e) Efectos in vivo del NATXME: NATXME inhibe el reclutamiento de neutroéfilos
en un modelo in vivo inflamatorio en el pez cebra.

Para analizar los efectos anti-inflamatorios in vivo del NATXME utilizamos un modelo de
inflamacién aguda en larvas de pez cebra transgénicas (Tg: mpx: GFP) en las que los neutrdfilos
expresan proteina verde fluorescente (GFP). Este es un modelo experimental ampliamente
validado para estudiar la respuesta inflamatoria que puede seguirse in vivo midiendo
directamente el reclutamiento de neutréfilos en respuesta a una lesion mecanica localizada
[243]. La figura 46A muestra un esquema de estos experimentos, en el que las larvas de Tg: mpx:
GFP a los 3 dias después de la fertilizacién (3 dpf) fueron incubados durante 2 h con DMSO

(vehiculo), ibuprofeno (control positivo) [244] o NATXME. Luego, sus aletas caudales son cortadas

81



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

con un bisturi y las larvas se incuban nuevamente con los compuestos, controles o vehiculos
durante 4 h. Finalmente, se realiza el conteo del niumero de neutrdfilos reclutados en el sitio de
la lesion. Como era de esperar, las larvas control (DMSO) mostraron el caracteristico
reclutamiento de neutréfilos (media=10.9; n=40) y el ibuprofeno (20uM) redujo
significativamente este nimero (media=6; n=17; p=0.0164). De manera muy significativa, el
NATXME también redujo el nimero de neutroéfilos reclutados, incluso a concentraciones mas
bajas que el Ibuprofeno (2,5 uM, media=5,4; n=32, p=0,0001, figura 46C). El panel B de la figura
46 muestra las imagenes caracteristicas de cada condicién usadas para cuantificar el nimero de
neutrdfilos en la lesion. Este efecto fue dependiente de la dosis y a 4 uM, el NATXME mostré una

disminucion mds pronunciada en el nimero de neutréfilos reclutados (media=2; n=16, p=0,0001;

figura 46C).
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Figura 46. NATXME inhibe el reclutamiento de neutroéfilos en el pez cebra. A) Diagrama de un ensayo de
inflamacion aguda usando larvas de pez cebra. Larvas de 3dpf (3 dias post fertilizacidn) se pretrataron durante
2 horas con DMSO, ibuprofeno o NATXME. La herida se realizd en las aletas de la cola por corte transversal con
un bisturi, y luego las larvas se incubaron nuevamente en presencia de drogas. Cuatro horas después de la
transeccion se contaron y obtuvieron imagenes de los neutrdfilos en el sitio de la lesién. B) Imagenes
representativas utilizadas para la cuantificacidn, que corresponden a DMSO, Ibuprofeno 20 uM y NATXME 4 uM.
Los rectangulos punteados indican la region de la herida de interés (RDI) donde se cuantificaron los neutrofilos.
C) Cuantificacidn del reclutamiento de neutroéfilos a aletas heridas a las 4 h bajo diferentes tratamientos. Analisis
estadistico: Anova de una via con test de Bonferroni, * = 0.0164; **** <0.0001.
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4.2) Resultados serie 2
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Durante muchos afios el grupo de investigacion en el que desarrollé mi trabajo de tesis trabajo
en el disefio, sintesis y caracterizacion biolégica de una gran serie de andlogos de a-tocoferol
dadores de oxido nitrico [245-249]. En este marco y en colaboracion con otros estudiantes del
grupo (trabajos finales de licenciatura de los Lic. Luis. E. Gomez, Martin Gabay y Maria Eugenia
Cruces desarrollados en el Grupo de Quimica Medicinal, Facultad de Ciencias, UdelaR),
aprovechando el conocimiento adquirido, completamos la caracterizacion fisicoquimica,
biolégica y preclinica de una serie de nitratos orgdnicos (nitrooxi-derivados) andlogos de
tocoferol. En este apartado de la tesis, en primer lugar, les comentaré las contribuciones
generadas por otros miembros del grupo y no publicadas aun, para luego, a continuacion, detallar
mis aportes al estudio de esta serie de compuestos. El objetivo principal de esta seccion de mi
tesis fue entonces completar el estudio de dicha serie e identificar potenciales agentes que
puedan contribuir al tratamiento de ECV, como ser la disfuncion endotelial y/o la hipertension

arterial.
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4.2.1) Antecedentes.

Los compuestos pertenecientes a esta serie fueron sintetizados en nuestro laboratorio segun se
describe en la figura 47 con buenos rendimientos [250]. Todos los compuestos se usaron para
obtener datos espectroscdpicos (IR, MS, *H RMN, 3C RMN) y para determinar tanto su pureza
(HRMS) como sus actividades bioldgicas (toxicidad, estabilidad, capacidad de liberar *NO e inducir
vasodilatacién, y su capacidad de unirse a a-TTP e incorporarse en LDL in vitro). Sin embargo, los
compuestos NAO14 y NAO17 resultan los de mejor perfil para continuar con los estudios

preclinicos y por ello, mostraremos a modo de ejemplo los resultados para estos compuestos.
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Figura 47. Sintesis de NAO13-NAO18. Los compuestos se preparan en dos pasos de sintesis, a partir del derivado
hidrazida del acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromancarboxilico con rendimiento global entre 25%-70%.

4.2.2) Liberacion de *NO de nitratos organicos analogos de tocoferol.

Se siguié la capacidad espontanea de los compuestos para liberar *“NO y/o especies
similares a *NO a lo largo de 5 h de incubaciéon en PBS a 37 °C, usando diacetato de
diaminofluoresceina (DAF-2DA), una sonda fluorescente para deteccion de °*NO. En estas
condiciones, no se detectd la generacion de *NO. Por el contrario, cuando los compuestos se
anadieron a fibroblastos (linea celular murina L929), se observd una respuesta de fluorescencia
DAF-2DA dependiente de la dosis después de 5 h en cultivo. En la figura 48A se muestran los
resultados para NAO14 como ejemplo. Una fuerte respuesta de DAF-2DA también fue inducida

por el dador de *NO reconocido, NOC-18 (2,2'-(hidroxinitrosohidrazino)bis-etanamina or DETA
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NONOate) (Control positivo, figura 48B) [251]. Para evaluar si estas respuestas de fluorescencia
se asociaron con la liberacién de °NO, los ensayos se realizaron en paralelo en presencia de
carboxi-PTIO [2- (4-carboxifenil) -4,4,5,5-tetrametilimidazoli-ne-1-oxil-3 -oxido], un conocido
"scavenger" de *NO.

Como se muestra en la figura 48, la fluorescencia de DAF-2DA inducida por NAO14 y
NOC-18 se inhibié fuertemente por carboxi-PTIO. Estos resultados sugieren que NAO14 es

capaz de generar *NO en un entorno celular.
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Figura 48. Actividad de liberaciéon de *NO de NAO14. Fibroblastos murinos (L929) se incubaron por duplicado con
NAO14 (2, 20y 200 uM), NOC-18 (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 y 100 uM) o vehiculo (DMSO) en DMEM. Paralelamente, las
incubaciones se realizaron en presencia de carboxi-PTIO (600 uM) para evaluar en qué medida la respuesta de
fluorescencia de DAF estaba mediada por NO. Se afiadié DAF (10 uM) al cultivo celular y se controlé la fluorescencia
(Aexc 485nm, Aem 520nm) después de 5 h de incubacion. Los valores de fluorescencia se corrigieron con el control y
los resultados se expresan como la media + SD de tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente
significativas se indican como * (comparacion con el control p <0,05) y # (comparacién con la incubacién en presencia
de carboxi-PTIO, p <0,05).

4.2.3) Actividad vasoactiva de nitratos organicos analogos de tocoferol en anillos de aorta.

Como el °*NO es un potente inductor de vasorelajacién a través de la activaciéon de la
guanilatociclasa soluble (sGC), se evalud la capacidad de los compuestos liberadores de *“NO para
inducir la vasorrelajacion de los vasos adrticos de rata. Para tal fin, utilizamos el sistema de bafio
de d6rganos Radnoti para medir la tensidn isométrica de los anillos adrticos pretratados con
noradrenalina, tratados con los compuestos liberadores de *NO (20uM) o DMSO como control.
En cuanto a NAO14 y NAO17, los resultados mostraron que ambos compuestos promovian una

respuesta vasodilatadora significativa de los vasos adrticos precontraidos (tabla 4). Para evaluar
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el rol de la activacién de sGC mediada por *“NO en el efecto vasodilatador inducido por los
compuestos liberadores *NO, los estudios se llevaron a cabo en presencia de un inhibidor bien
conocido de sGC (ODQ, 1H-[1,2,4] -oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-ona) y usando al NAO14 como
ejemplo (figura 49). La presencia de ODQ causé una reduccidn significativa en la vasodilatacion
inducida por NAO14 que indica la contribucién de la via dependiente de sGC en su actividad
vasoactiva. Ademads, se obtuvieron resultados similares en estudios que utilizaron
oxihemoglobina (HbO32) como scavenger de *NO (figura 49) [252, 253]. En general, los resultados
sugieren que los compuestos liberadores de *NO son potencialmente vasodilatadores de los

anillos adrticos a través de una activacidon dependiente de *NO de sGC.

Tabla 4. Actividad vasodilatadora de NAO14 y NAO17*

Compuesto % de vasorrelajacion
DMSO 2+4
NAO14 81+8
NAO17 76+ 8

* NAO14 y NAO17 (20 uM) se afadieron al sistema de bafio de érgano y tejido después de la contraccion del
anillo de aorta toracica con NA (1 uM). Todos los valores son medias + SEM (n = 5). La prueba de Mann-Whitney
muestra diferencias significativas entre cada compuesto y vehiculo (p <0.005).
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Figura 49. NAO14 indujo vasodilatacion de anillos adrticos de rata pre-contraidos con noradrenalina
mediante una via dependiente de sGC. Porcentaje de actividad vasodilatadora de NAO14 (20 uM) en
ausencia de ODQ o HbO: o en presencia de ODQ (1 uM) o HbO: (10 uM) aiadidos al bafio 10 min antes del
compuesto probado. El porcentaje de vasodilatacion se expresa como media + SD de cinco determinaciones.
Las diferencias estadisticamente significativas se indican como * (comparacion con la incubacién en ausencia
de ODQ o HbO2, p <0,005)
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4.2.4) Estudios de citotoxicidad en macroéfagos y fibroblastos.

Se evalué la citotoxicidad de NAO14 y NAO17 en macrdéfagos J774:A1 y en fibroblastos 1929
mediante el ensayo MTT (tabla 3). La Clso de NAO14 en macréfagos J774:A1 fue 132uM y en
fibroblastos L929 fue mayor a 200 pM. para el caso de NAO17 la Clso en ambos tipos celulares

fue mayor a 200uM.

Tabla 5. Citotoxicidad de NAO14 y NAO1l7 en
macréfagos J774:A1 y en fibroblastos L929

Compuesto Cly, (HM)
J77A. Al L929
NO14 132 >200
NAO17 >200 >200

4.2.5) Estudios de mutagenicidad de los compuestos de la serie 2.

La mutagenicidad de los compuestos se estudié a través del ensayo de AMES (mutacién reversa
en Salmonella typhimurium) [254]. En la tabla 6 se resumen los principales resultados sobre la
mutagenicidad de los compuestos NAO14 y NAO17 examinados utilizando 5 cepas de S.
typhimurium (TA98, TA100, TA1535, TA1537, TA102) y de acuerdo a la OECD con y sin activacién
de S9 [255]. Como controles positivos se utilizaron el 4-nitro-o-fenilendiamina (4- NPD), azida de
sodio (NAAz) y el 2-aminofluoreno (AF). Las colonias revertientes se contaron manualmente y se
compararon con el numero de revertientes espontaneos. Los compuestos se consideran
mutagénicos cuando el nimero de colonias revertientes es al menos el doble de las revertientes
espontaneas durante al menos dos niveles de dosis consecutivos [256]. De acuerdo con este
criterio, ninguno de los compuestos liberadores de *“NO probados ni sus potenciales metabolitos

sanguineos fueron mutagénicos.
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Tabla 6. Numero de colonias revertientes en 5 cepas de S. typhimurium (TA98, TA100, TA1535, TA1537 y TA102)
en presencia de NAO14 y NAO17

Numero de colomas revertientes (colonias‘placa)
D+ TASS TA100 TA1535 TA1537 TA102
0%S9 10%S9 0%S9 10%SS 0%S9 10%S% 0%S9® 10%S9 0% 89 10% S9

40000 31=25 1722 587 10228 10=1 1523 5£1 340=11 290=1
13333 1328 4=1 9123 10220 1124 1523 2=0 257=1 212226
270=5 196=36

Wi

. B bt

NAOL4 4l 9=1 18=4 78=3 2=16 11=4 7=1 2+ 3

e 14.80 14=2 11=3 77=16 $6=4 71 10=4 =1 2 311=6 250=13
450 6=1 10=1 96232 101=1 T=1 §=0 2& 3 312=60 29333
0.00 10=3 14=1 106210  99=7 106210  99=7 552 - 304=21 20524
40.00 9=2 22=7 89=16 119=5 8=1 1321 33207 335207 2845=205 286=18
13.33 12=1 173 58=1 102=3 6=1 10=1 20=14 45207 2395=148 198226

NAOL7 444 1220 2422 6828 109=2 =1 6=0 50414 40514 201.0=57  200=23

= 1.48 1525 18=1 99=21 107=24 8=3 8=1 3.0=0.7 25207 238535 221=171
0.450 %2 151 06=7 98=6 81 &=1 3.0220 3.0=00 2725=346 321=3
0.00 12=3 14=2 88220 97=10 106210  99=7 5020 40208 30402210 205223

4.NPD * 769 430

NAAZ & 418 131 422

AR 740 303 343 217 290

21D dosis en p/placa; P14-NPD: 4-nitro-o-fenilendiamina; [ NAAZ: Azida de sodio; [ AF: 2-aminofluoreno. Valores
expresados como el promedio + SEM.

4.2.6) Ensayos de toxicidad in vivo. Test de toxicidad oral aguda y test de Microntcleos.

Posteriormente, se realizaron estudios relacionados con la bioseguridad, particularmente, la
capacidad de los analogos de tocoferol-liberadores de *“NO de causar dano al ADN. Con ese fin,
se selecciond el compuesto NAO17 para su evaluacion usando la prueba de micronucleos (MN)
in vivo en médula ésea de ratones [257]. Para seleccionar la dosis apropiada para el ensayo,
primero se llevd a cabo un ensayo de toxicidad aguda in vivo siguiendo el procedimiento para el
test "up and down" descrito por O.E.C.D [258] (tabla 7). Se determind una dosis letal 50 LDsp>
2000 mg/kg para el NAO17. Posteriormente se usé esta misma dosis de 2000 mg/kg para llevar
a cabo el test de micronucleos in vivo. Los resultados de citotoxicidad en la médula 6sea,
expresados como relaciéon de eritrocitos policromaticos (PCE) a eritrocitos normocromaticos
(NCE), y él porcentaje de MN registrados 24 h después de una dosis de 2000 mg/kg via oral de
NAO17, se presentan en la tabla 8. Como se puede apreciar, los resultados mostraron diferencias
significativas en la relacién PCE/NCE entre el grupo experimental y el control positivo. NAO17 no

indujo la frecuencia de MN en los eritrocitos inmaduros en la dosis probada. Sin embargo, el
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tratamiento con ciclofosfamida (control positivo) indujo un aumento significativo en la frecuencia

de MN.

Tabla 7. Ensayo de up & down para el estudio de la toxicidad de NAO17.

Animal Dosis mg/kg Corto plazo Largo plazo
1 2000 o o
2 2000 o o
3 2000 o o
4 2000 o o
5 2000 o o

X=Muerte, O=Sobrevivid, Corto plazo=48h, Largo plazo=14 dias.

Tabla 8. Resultados del ensayo de micronucleos de NAO17. Citotoxicidad de la médula d6sea expresada como
proporcion de eritrocitos policromaticos micronucleados (PCE) y eritrocitos normocromaticos (NCE) y la
induccién de micronucleos expresada como % MN.

Tratamiento Dosis (mg/kg) N PCE/NCE %MN
NAO17 2000 5 1.001 + 0.086 0.050 + 0.075
Vehiculo - 3 1.014 £+ 0.114 0.075 +0.104
Ciclofosfamida 100 3 0.464 + 0.106* 0.908 + 0.317*

Todos los valores se expresan como media + SD de tres experimentos independientes. Las diferencias
estadisticamente significativas, determinadas por ANOVA de una via seguido de un posterior test de Dunnet, se
indican como * (comparacion con el control negativo p <0,0001).

A continuacion, analizaremos los resultados obtenidos durante el desarrollo de mi tesis
doctoral.
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4.2.7) CARACTERIZACION FISICOQUIMICA.

4.2.7a) Desarrollo de técnicas analiticas para la determinacion de analogos de a-

tocoferol liberadores de 6xido nitrico.

Caracterizacion de los compuestos por Espectrometria de masa. Inicialmente, lo primero
gue realizamos fue la caracterizacion por espectrometria de masa. Para ello analizamos los
compuestos en un espectrometro de masa LTQ velos con trampa idnica lineal de alta sensibilidad.
La figura 50 y 51 muestran los espectros de masa ("full scan" MS? y MS3) de los compuestos

NAO14 y NAO17, Respectivamente:
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Figura 50. Espectros de masa del compuesto NAO14 en modo positivo. A) Espectro “full
scan” de NAO14. B) Espectro de MS? del pico 472.17. C) Espectro de MS3 de 472.17/426.25.
I16n molecular del NAO17 471.22 Da.

92



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

Abundancia relativa

Abundancia relativa

Abundancia relativa

1205.00

2

praidiaady

3

40
285.08

20

10

150

IENRETNEY

= 175.92

48617

NAOTT

208343

508.17 97143

|

3 178,92 191 921
T T T o1 Bam paae me
200

184.00

| 13592 174001 AL
0 "’l“ﬂ ‘1“' & ’kv “ ‘vh‘v ‘
130 200

524.09
Ll.L 755.78
pymm e

600 800 1000

mz

1200

- 205.00

249.09
277.00

Y

250 300

mz

20500
277.09

232.00

26408 T

24709
206.00

34017

3317

250
miz

808.43 | | 103335 447080
Biaicandd B ool T4

232‘00 lt 25400 | 30800 32200 353
| SENE B Sy S Sy S e S S S o
350

BT N W
350

1479.44 150244 172644
N P B Y G [ B S P

. 167286
1400 1600 1800

2000

381.17

41017
44025

36617

42217

Ll

46826
450

09 ‘39417
T I a

400 500

42317
39717

36817
b Lazs "7 46784 48022
T T L4 T T 4 ™

400 450 500

Figura 51. Espectros de masa del compuesto NAO17 en modo positivo. A) Espectro “full scan™ de
NAO17. B) Espectro de MS? del pico 486.17. C) Espectro de MS® de 486.17/440.25. 16n molecular del

NAO17 485.22 Da.
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Para los dos compuestos el ion mayoritario corresponde al ion parental monocargado [M+H]*
con la relacién masa/carga (m/z) esperada (figura 50A y 51A). Para el caso de NAO14 el m/z fue
de 472.17 y para el NAO17 el m/z fue de 486.17. Ademas, realizamos experimentos de MS/MS
con el objetivo de encontrar los patrones de fragmentacién con miras a futuros estudios de
deteccion en diferentes matrices bioldgicas y asi poder usar estas transiciones para la deteccidn

de estos compuestos (figura 50 B-Cy 51 B-C).

Anadlisis de los compuestos por HPLC en fase reversa.
Posteriormente, desarrollamos dos métodos cromatograficos para la deteccion de los
compuestos liberadores de *NO en diferentes condiciones experimentales. La figura 52 muestra

los cromatogramas de los dos métodos desarrollados.

NAO14
A B NAO17
80
250 ] NAO14
200 1 o-TOH 60 1
<
S 150 <
£ 2 40 -
100
20
50 - U k
oM 0 J T—
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Min Min

Figura 52. Métodos cromatograficos desarrollados para la deteccion de los compuestos
liberadores de *NO y tocoferoles. A) Método cromatografico A. (Gradiente 50%-100% B en 10 min);
Tiempos de retencion: NAO14, 5.5 min; a-TOH, 8.5 min. B) Método cromatografico B. (Gradiente
50%-57% B en 12 min); Tiempos de retencion: NAO14, 4.5 min; NAO17, 5.5 min. Fase A: H,0 0.1%
acido formico; Fase B: ACN 0.1% acido férmico.

El primer método fue desarrollado con el objetivo de detectar a los compuestos en el plasma
humano y en soluciones a diferentes pH. Por el contrario, el segundo método fue desarrollado

para analizar la incorporaciéon de los compuestos a las lipoproteinas humanas in vitro.
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4.2.7b) Estudios de estabilidad en plasma y en soluciones a diferentes pH del NAO14.
Para este propdsito, considerando que NAO14 y NAO17 tienen los mismos grupos funcionales
con similitudes estructurales, seleccionamos uno de ellos para realizar estos estudios. Por lo
tanto, incubamos al NAO14 en plasma durante diferentes periodos de tiempo y luego extrajimos
las moléculas pequefias del plasma precipitando las proteinas con acetona a 4°C. El sobrenadante
fue analizado por HPLC en fase reversa. De la misma manera, NAO14 se incubd en diferentes
buffer a distintos pHs durante 45 min, luego se extrajo y se analizd mediante HPLC en fase
reversa. Se observé que en las condiciones evaluadas a 37 °C, NAO14 era estable en plasma
(figura 53A) y en soluciones acuosas basicas a ligeramente acidas (pH 9 a 4.5). En soluciones
acidas (pH 1), como el liquido presente en la luz del estémago, causan una pérdida significativa
de la estabilidad de NAO14 (figura 53B) como era de esperar para un nitrato orgdnico en medio
acido fuerte. Estos resultados deben considerarse cuando se utilice este compuesto in vivo, ya

que, en caso de administracidn oral, la biodisponibilidad puede verse muy afectada.

A NAO14 B NAO14
T n J
W‘

M

Figura 53. Estabilidad de NAO14 en plasma y en distintos pH. A) Cromatogramas correspondientes a la
incubacion de NAO14 (0.32 mM) en plasma humano durante 0 h (a), 2 h (b), 4 h (c). B) Cromatogramas
correspondientes a la incubacion de NAO14 (0.32 mM) en diferentes soluciones a distintos valores de pHs
durante 45 min (a: HCI 20 mM pH 1, b: AcONH, 20 mM pH 4.5, c: K,PO, 20 mM pH 6.6, d: K,PO, 20 mM pH 7.4,

e: AcONH, 20 mM de pH 9). Se utilizd6 o-TOH como estandar interno.

a-TOH
c
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Min

in
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4.2.7c) Estudio de la incorporacidn in vitro de los compuestos a lipoproteinas humanas.

A continuacidn, evaluamos si los compuestos liberadores de *“NO podrian incorporarse a las
lipoproteinas humanas en el plasma. Para esto, los compuestos se incubaron con plasma humano
a 37 °C durante 6 h y luego se purificaron las lipoproteinas por ultracentrifugacién en gradiente
de KBr para obtener las fracciones de VLDL y LDL, asi como una fraccion de plasma de alta
densidad que contiene a las HDL. Luego, las diferentes fracciones lipoproteicas se extrajeron con
acetonitrilo (ACN) y se analizaron mediante HPLC en fase reversa. Una cantidad significativa de
los compuestos fueron recuperados en las fracciones VLDL/quilomicrones y LDL (tabla 9). Los
cromatogramas para la fraccidon de LDL se ilustran en la figura 54. El area bajo los picos se usé
para determinar el porcentaje de compuestos liberadores de *NO recuperados en esta fraccién
de lipoproteina. En las condiciones ensayadas, aproximadamente el 15% y el 10% de la cantidad
total (25 nmol) de NAO14 y NAO17 incubados con el plasma, fueron recuperados en la fracciéon

de LDL, respectivamente.

A Fraccion de LDL de un plasma tratado con NAO14 B Fraccion de LDL de un plasma tratado con NAO17
12 12-
10 - Estandar interno 10 Estandar inteno
8 - g
S 64 |
£ 2 6
4 4l
NAO14
24 2]
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0 T T T T T T T 1 0 - - = S . y . :
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Min Min

Figura 54. Incorporacion de los compuestos liberadores de NO a lipoproteinas humanas. Se incubd plasma
humano (1mL) con 25 nmol de NAO14 o NAO17 durante 6 horas a 37 °C. Posteriormente, cada fraccion de
lipoproteina se obtuvo por ultracentrifugacion en gradiente de KBr. La incorporacion de NAO14 o NAO17 a
lipoproteinas se evalué mediante una extraccion organica con ACN (9:1 v/v) de cada fraccién lipoproteica y
posterior inyeccidon al HPLC. Como control, se afiadid un patrén interno (ISTD, 15 nmol) a la fraccién de
lipoproteina antes de la extraccion. El panel A y B muestran cromatogramas representativos de las fracciones
de LDL obtenidas de plasma incubadas con NAO14 y NAO17 respectivamente.
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4.2.8) ANALISIS IN VIVO DEL EFECTO NAO14 SOBRE LA PRESION ARTERIAL EN RATONES
C57BL/6.

Por ultimo, examinamos el efecto del NAO14 sobre un modelo de hipertensién arterial inducido
por Ang Il en ratones C57BL/6. Para ello se utilizaron ratones C57BL/6 a los cuales tratamos con
NAO14 (20 mg/kg/dia, n = 10) o vehiculo (DMSO, n = 19). El disefio experimental implicd un
registro basal de la presién arterial (PA) durante de 4 semanas. Luego, se realizé una etapa de
registro y pre-tratamiento (antes de la colocacion de las bombas) por 2 semanas y administracién
de NAO14 20mg/kg/dia o vehiculo (DMSO) via sub cutanea, en forma trisemanal (lunes,
miércoles, viernes). Posteriormente se procedid a la cirugia para la colocacion de las bombas
osméticas que infunden Ang Il (1 mg/kg/dia; ver materiales y métodos). Finalmente, se realizé la
etapa de registro y tratamiento (luego de la colocacién de bombas) durante 4 semanas, la cual
consistié en el registro de la PA en los ratones a la vez que se continuaba con el tratamiento con
NAO14 o vehiculo. El grafico 55 muestra los valores de PS en funcion del tiempo para los grupos
tratados con DMSO (grupo control) y NAO14. En la observacién longitudinal, los promedios de
PS basales se mantuvieron estables en ambos grupos. En la figura 55B se observa que el promedio
de PS en la semana 6 fue 111 + 2 y 103 £+ 2 mmHg para el grupo control y NAO14,
respectivamente. Encontramos en estos valores una diferencia estadisticamente significativa.
Ambos grupos incrementan su PS por el tratamiento con Ang Il al comparar la semana 6 vs la
semana 10. El grupo tratado con NAO14 presentd un incremento en su PS de 22% respecto de
la semana 6 (valor promedio PS de la semana 10 = 1265 mmHg). El grupo control presentd un

incremento de la PS a partir de la semana 6 de 13% (valor promedio PS de la semana 10 = 1254

97



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

mmHg). Los valores de PS de ambos grupos para la semana 10 no presentaron diferencias

estadisticamente significativas entre ellos.
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Figura 55. Efectos del NAO14 en un modelo de hipertensidn arterial inducida por Ang Il. A) Valores promedios
de PS dependiendo de las semanas para los grupos tratados con vehiculo (DMSO) o NAO14. Los valores se
expresan + SEM. Flecha izquierda: indica el inicio del pretratamiento. La duracion total del tratamiento esta
definida. Flecha derecha: indica el inicio del tratamiento con Angll. B) Valores individuales de Presidn Sistdlica
(PS) en las semanas 6 y 10 de los grupos DMSO y NAO14. El promedio de PS de la semana 10 en ambos grupos
son mayores respecto de la semana 6 con una diferencia estadisticamente significativa (test de t para muestras
pareadas, el valor p** del grupo control es 0.0032 y del grupo NAO14 es p** 0.0021). La PS de la semana 6 en el
grupo control es mayor respecto del grupo NAO14, con una diferencia estadisticamente significativa (test de t

muestras no pareadas valor p* 0.026).
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V) DISCUSION
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V) DISCUSION.

Las enfermedades metabdlicas crénicas, en particular las cardiovasculares, representan
desde el punto de vista de su prevalencia y costos un problema importante para la mayor parte
de los sistemas de salud en todo el mundo. Los estilos de vida modernos, que incluyen el
sedentarismo y las dietas altas en calorias (incluyendo un alto consumo diario de azlcar) han
llevado a un aumento dramdtico en la incidencia de estas patologias, de las cuales las
enfermedades cardiovasculares son las mas importantes en términos de morbilidad [69]. Entre
las enfermedades cardiovasculares, la aterosclerosis es un problema de salud muy importante,
que provoca entre el 30 y el 50% de las muertes en todo el mundo [259].

Aunque la patogénesis precisa de la enfermedad es compleja y alin no se comprende por

completo, en la ultima década, se ha reconocido que un proceso inflamatorio crénico, leve y
estéril tiene un rol fundamental en el desarrollo y progresién de esta patologia [140, 260].
Durante el proceso patogénico de la aterosclerosis existen varios eventos importantes como ser
la pérdida de la funcién normal del endotelio (disfuncién endotelial), retencién y acumulacién de
lipoproteinas en el espacio subendotelial, reclutamiento de células inmunes, y formacién de
células espumosas (figura 9). Todos estos procesos llevan a la formacidn, desarrollo y ruptura de
una placa de ateroma en sitios particularmente susceptibles del lecho arterial vascular.
La inflamacién y el estrés oxidativo vascular (predominio de la formacién y reacciones de los
oxidantes sobre la de los antioxidantes), particularmente cuando se asocia con la
modificacion/oxidacién de la LDL, son un componente patogénico principal en el proceso
aterogénico [141-143] (figura 9).

El objetivo general de mi tesis doctoral fue el desarrollo de una nueva estrategia
farmacoldgica para la prevencion y el tratamiento de la aterosclerosis. Para ello tuvimos en
cuenta las propiedades anti-inflamatorias y anti-aterogénicas del éxido nitrico y de los
nitroalquenos enddgenos (4cidos grasos insaturados y nitrados) asi como el metabolismo del a-
TOH, el cual esta intimamente asociado al de las lipoproteinas.

A la luz de los nuevos conocimientos que jerarquizan el rol de la inflamacion crénica, a bajo ruido

y estéril como un elemento central en la patogenia de la aterosclerosis, disefiamos, sintetizamos
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y desarrollamos un nitroalqueno derivado del a-tocoferol incorporandole a su anillo cromanol
un grupo nitroalquenilo, con propiedades antiinflamatorias reconocidas (figuras 14 y 18). El
objetivo del disefio de este potencial farmaco era lograr un compuesto que tuviera dos
propiedades juntas en una misma molécula: 1. acciones anti-inflamatorias/anti-aterogénicas; 2.
transporte selectivo en el organismo a través de las lipoproteinas y capacidad de llegar hasta los
sitios mismos de las lesiones, donde podran ejercer sus efectos antiinflamatorios. Por otro lado,
y dado que otro conjunto de ECV no dependen exclusivamente del proceso aterogénico (HTA,
diabetes tipo Il, etc.), pero que también en su patogenia se reconoce un rol clave a la respuesta
inflamatoria crénica, nos propusimos sintetizar un segundo compuesto que presentase
propiedades antiinflamatorias no convencionales, pero una farmacocinética y farmacodinamia
diferente y no asociada al metabolismo de las lipoproteinas. Para ello, utilizamos como nucleo
estructural del nuevo compuesto al andlogo hidrosoluble de la Vitamina E, Trolox®, al que le
incorporamos un grupo nitroalquenilo (figura 19, 4b).

La sintesis de ambos compuestos se hizo de acuerdo a rutas propuestas en la literatura y
pudimos comprobar por RMN y espectrometria de masa de alta resolucién que los productos de
las mismas fueron los esperados. En las figuras 20 y 21 se muestran los espectros de *H RMN del
NATOH y NATxME donde observamos todas las sefiales correspondientes a los diferentes
protones de los compuestos, en particular los del grupo nitroalquenilo donde a partir de las
constantes de acoplamiento podemos inferir que en ambos casos se obtuvo el isomero E
unicamente. Ademas, examinamos el producto final de la sintesis por espectrometria de masa de
alta resolucién y como se observa en las figuras 22 y 23, vemos que los productos tenian la
relacion masa/carga y, la fragmentacion, esperada.

Luego de la sintesis de los compuestos, procedimos a su caracterizaciéon fisicoquimica.
Primero obtuvimos los espectros UV-Visible de los nitroalquenos analogos del tocoferol y luego
calculamos el coeficiente de extincién molar a su A maxima de absorcién para ambos compuestos
(figura 24 Ay B; respectivamente). A continuacién, analizamos las propiedades electrofilicas de
estos compuestos, primero incubandolos con BME siguiendo la reaccidn por espectrofotometria
UV-Vis y RP-HPLC, demostrando que los compuestos son electréfilos (figuras 25 y 26). Mds aun,

nos propusimos estudiar a fondo la cinética de la reaccidén entre los nitroalquenos derivados del

101



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

tocoferol y nucledfilos de baja masa molecular como el BME y GSH, tanto en soluciones acuosas
como en sistemas heterogéneos como son las soluciones micelares con diferentes detergentes y
liposomas. Nuestros estudios cinéticos mostraron que la reaccion de adicion entre nuestros
nitroalquenos de sintesis y los tioles de baja masa molecular difiere significativamente cuando la
reaccion se lleva a cabo en un sistema microheterogéneo como la dispersion micelar vs. una
solucidon acuosa [261] (figura 27 y tabla 3). La tendencia esperada de la reactividad en solucién
acuosa es que el GSH debe ser mas rapido que el BME a pH neutro, dado que el tiol de GSH es un
acido mas fuerte que el del BME y, por lo tanto, una fraccién mas alta de tiolato estard disponible
para la reaccion a ese pH (tabla 3). Los efectos de las micelas en las reacciones electréfilas en
general son complejos y multifactoriales y han sido estudiados a través de numerosos enfoques
experimentales y a lo largo de mucho tiempo. En este trabajo, intentamos analizar los diferentes
efectos de las micelas, aprovechando las propiedades fisicoquimicas (hidrofobicidad), dcido-base
y Opticas tanto del NATOH como del NATXME, que comparten el mismo grupo funcional y
cromoforo, pero difieren en su solubilidad en agua. La dispersion micelar ejerce al menos tres
efectos sobre la velocidad de reaccion. Primero, el pH en la interfaz surfactante-agua se ve
afectado por la carga de los grupos de cabeza de los detergentes. Por ejemplo, las micelas
aniodnicas de SDS atraen iones H* causando una caida en el pH interfacial con relacién a la solucién
en general. En segundo lugar, el estado de transicion de la reaccidon de adicion tiene una carga
negativa que también se estabiliza diferencialmente por la carga de la micela y, en todos los
casos, se desestabiliza por la menor constante dieléctrica del interior hidrofdbico (figura 56).
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Figura 56. Mecanismo de la reaccion de adicion de tioles a nitroalquenos.

Por lo tanto, se espera que la reaccion sea mds lenta debido al medio hidrofdobico y mds si
la carga de la micela es negativa. Finalmente, la carga del nucledfilo afecta su particion en el

interior hidrofdbico de la micela. En este aspecto, tanto GSH como [ME como tiolatos son
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nucledfilos anionicos, pero GSH tiene las cargas adicionales de los grupos amino y los dos grupos
carboxilatos, lo que lo hace mucho menos estable en entornos hidrofébicos. Los dos primeros
efectos son compartidos por ambos tioles ya que las reacciones se enlentecen por el entorno
hidrofdbico de la micela y se afectan de manera similar por el pH superficial de las micelas
cargadas (tabla 3). La particion diferencial de los tiolatos favorece a SME mds que a GSH. La
constante de velocidad a pH 7.1 de las reacciones de BME con NATXME en una solucién acuosa
fue mayor que la de NATOH en micelas CHAPS (349 frente a 83 M s?, tabla 3). Esto es
probablemente debido a la desestabilizacién tanto del nucledfilo del tiolato como del estado de
transicion anidnico de la reaccidn debido a la menor constante dieléctrica en la micela. La misma
comparacion para las reacciones de GSH produce una caida mds dramatica en las constantes de
velocidad (1370 frente a 100 M s%, tabla 3), lo que subraya la importancia relativa de la carga
del nucledfilo. En el contexto de la actividad bioldgica de NATOH, su division en compartimentos
hidrofdbicos (tales como membranas, lipoproteinas o el drea de almacenamiento de grasa de los
adipocitos) determinard una parte importante de su reactividad electrofilica. La superficie de
dichos compartimentos esta compuesta de lipidos anidnicos, neutros y zwitteridnicos que
disminuiran significativamente la velocidad de reaccién con tioles cargados tales como GSH,
evitando asi su rapida excrecion. Por otro lado, un tiol de una proteina capaz de interactuar con
una interfaz lipido-agua'y, si tanto el tiolato de ataque como el estado de transicidén de la reacciéon
de adicidn, se estabilizan por el entorno proteico, el resultado seria una interaccion especifica
capaz de producir efectos bioldgicos incluso a bajas concentraciones del electréfilo. En definitiva,
los efectos de la particion hidrofébica y la carga en la interfaz lipido-agua pueden proteger
electrdfilos tales como NATOH de la adicion a GSH y otros tioles inespecificos y solubles en agua.

Por ultimo y para terminar con los estudios fisicoquimicos de los compuestos, nos
propusimos analizar si la adicion del grupo nitroalquenilo a la subestructura del a-TOH podria
afectar su capacidad antioxidante. En la figura 30 podemos observar que la adicion de este grupo
antiinflamatorio no afecto de forma significativa la capacidad antioxidante, de manera que
cuando evaluemos sus efectos bioldgicos tanto in vitro como in vivo, sabremos que si
encontramos diferencias con respecto al a-TOH, entonces estos efectos solo serian debidos a la

presencia del grupo nitroalquenilo.
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Los acidos grasos insaturados y nitrados son nitroalquenos endégenos electrofilicos que
reaccionan con residuos de histidina y cisteina de proteinas susceptibles a través de la reaccion
de adicion de Michael, induciendo alteraciones en la estructura, funcién y distribucién subcelular
de dichas proteinas [174, 262]. Estas moléculas ejercen efectos pleiotrépicos anti-inflamatorios
y citoprotectores actuando sobre una serie de vias de seializacién claves que facilitan la
resolucién de los procesos de inflamacién in vivo [195, 262]. En esta tesis, no solo hemos
cambiado la cadena de acilo del nitroalqueno, sino que disefiamos y sintetizamos dos
compuestos donde el grupo nitroalquenilo estd conjugado con un anillo de cromanol, con el
objetivo de mantener las propiedades bioldgicas del grupo nitroalquenilo pero dotandolo de
nuevas propiedades farmacoldgicas al cambiar su biodisponibilidad y sus propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas, en funcién del nucleo estructural elegido para su disefio
(el a-tocoferol).

Nuestros datos demuestran que in vitro el NATOH inhibe la via de sefializacion de NF-kB:
1. inhibid la translocacion de p65 al nucleo (figura 34), 2. asi como la expresion de IL-6, MCP-1 e
IL-18 in vitro (figura 35y 36). Ademas, su andlogo hidrosoluble, el NATXME, no solo fue capaz de
inhibir la expresién de citoquinas proinflamatorias dependientes de NF-«B (IL-6, MCP-1 y TNF-a)
(figura 37), sino que ademas demostramos que este compuesto inhibe al inflamasoma NLRP3
(figura 38). Cabe destacar que ese complejo proteico tiene un rol principal en muchas patologias,
como las enfermedades cardiovasculares en general, y la aterosclerosis en particular [60, 63, 84,
263]. Ademas, in vitro, ambos compuestos fueron capaces de inducir el sistema Nrf2-Keap1
(figura 39 y 40), un importante regulador de las respuestas citoprotectoras al estrés endégeno y
exdgeno mediado por especies reactivas de oxigeno/nitrégeno y electréfilos, y desempefia un
papelimportante en la proteccidn contra la aterosclerosis y otros enfermedades cardiovasculares
[190, 204, 233, 264].

Esta bien establecido que entre todos los isomeros incluidos bajo el nombre genérico de
Vitamina E, el y-TOH es el mas abundante en la dieta, mientras que el a-TOH es el mas abundante
en el organismo [265]. Y este ultimo es casi exclusivamente el Unico en las lipoproteinas de
sintesis enddgena. Yoshida et al. aisld y caracterizé una proteina de unién a tocoferol del citosol

de células de higado de rata [266]. Esta proteina incorpora preferentemente a-TOH en particulas
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de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), de sintesis hepatica [29, 265, 266]. Las otras formas
de vitamina E se absorben de forma similar al a-TOH y alcanzan el higado en restos de
quilomicrones, pero en su mayor parte se excretan en la bilis con el exceso de a-TOH [29, 267,
268]. Por lo tanto, fue muy importante para nuestro estudio demostrar que la modificacién que
introducimos en la estructura de cromanol de la molécula de tocoferol no inhibiria ni su absorcion
intestinal ni su posterior distribucidon a través del plasma a lo largo del cuerpo, incluido su
transporte asociado a las lipoproteinas de sintesis enddgena (VLDL/LDL). Mostramos que el
NATOH se incorpord a las LDL humanas ex vivo (figura 31) utilizando el mismo protocolo que se
desarrollé para aumentar el contenido de a-TOH de LDL [227]. Pero lo mas importante fue que
demostramos que cuando tratamos ratones ApoE knockout con NATOH por via oral, el
compuesto estaba presente en el plasma (figura 41) y en la fraccién de las VLDL/LDL (figura 42).
Ademas, pudimos demostrar que el mismo es capaz de llegar a las placas de ateroma (figura 43),
pilar importante de nuestra estrategia farmacoldgica. Particularmente en nuestros
experimentos, buscamos el NATOH en la fraccidn de lipoproteinas VLDL/LDL porque los ratones
ApoE knockout demuestran un perfil de lipoproteinas diferente que el de los humanos, con mas
VLDL que LDL debido precisamente a la ausencia de apolipoproteina E [238, 239].

Las modificaciones oxidativas y de otro tipo confieren propiedades a las LDL que se
consideran relevantes para la aterogénesis, lo que conduce a la "hipdtesis de modificacién
oxidativa" de la aterosclerosis [72, 141-143]. Como consecuencia, los antioxidantes deberian
reducir la aterosclerosis [72]. De hecho, se ha demostrado que la vitamina E enlentece la
aterosclerosis en modelos animales [26, 240, 269], pero no asi en humanos [270-272]. Nuestros
resultados demuestran que agregar un grupo funcional antiinflamatorio no convencional a la
estructura de cromanol del a-TOH mejora las propiedades antiaterogénicas de la vitamina E ya
que los ratones tratados con NATOH desarrollaron menos placa de aterosclerosis que los tratados
con la misma cantidad de a-TOH, producto de una menor cantidad de lesiones (figura 44 A y B).
Esto es interesante, ya que en los humanos la efectividad del uso de vitamina E u otros farmacos
antioxidantes en ensayos clinicos han sido, en el mejor de los casos, contradictorios [270-272].
Es importante destacar que en nuestros experimentos los animales fueron tratados por via

orogastrica y en una dosis similar a la utilizada para pacientes inscritos en diversos ensayos
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clinicos con vitamina E (p. ej. 800 Ul/dia) [272]. En paralelo, encontramos que en estos animales
los niveles de expresion de marcadores proinflamatorios (ICAM-1, VCAM-1, TNF-a e IL-1B)
involucrados en el desarrollo de la enfermedad, estaban disminuidos de manera significativa a
nivel de las lesiones presentes en la aorta (figura 44 D) de los animales tratados con NATOH vs.
los tratados con a-TOH. La disminucion de estos marcadores, podria ser al menos parcialmente,
la explicacion molecular de los efectos de nuestro compuesto.

Desde una perspectiva clinica, un nuevo enfoque terapéutico se centra actualmente en la
inhibicién de la via de la citoquina proinflamatoria IL-13 como blanco terapéutico para el
tratamiento de la aterosclerosis y sus complicaciones [273-275]. De hecho, Ridker et al.
recientemente han demostrado que la inhibicion de IL-1B con Canakinumab, un anticuerpo
monoclonal humano anti-IL-1B, condujo a una tasa significativamente menor de eventos CV
mayores versus el placebo [220, 276]. Como consecuencia no deseada, este anticuerpo se asocié
con una mayor incidencia de infecciones mortales [220], lo que sugiere que una inhibicidn
completa de la via de sefializacion de IL-1B puede no ser deseable. Interesantemente, nuestro
nuevo andlogo nitroalqueno del tocoferol, NATOH, actué como un farmaco antiinflamatorio no
convencional que disminuye la secrecidn y la expresion de citoquinas proinflamatorias,
incluyendo la IL-13 y moléculas de adhesion, implicadas en la patogénesis de la aterosclerosis.

También probamos los efectos del NATOH en un modelo de hipertensién arterial inducido
por angiotensina Il, demostrando que el mismo fue capaz de inhibir el aumento de la presidon
arterial inducida por este péptido vasoactivo (figura 45). Si bien nosotros no analizamos los
mecanismos moleculares que podrian explicar este resultado, sabemos que en la génesis de la
hipertension arterial inducida por Ang Il, juega un rol muy importante la formacién de una
respuesta inflamatoria a nivel vascular, con un aumento de la produccién de especies reactivas
del oxigeno y nitrégeno debido a la activacién de la NAD(P)H oxidasa vascular tanto de células
endoteliales como de las células de musculo liso [277-281]. Por tanto, nuestro compuesto podria
estar inhibiendo esta respuesta inflamatoria, actuando a través de las diferentes vias que ya
comentamos (inhibicion de NF-xB). Mas aun, estos resultados también podrian explicarse a la luz

de otros resultados reportados para los acidos grasos nitrados, que muestran que estos
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nitroalgquenos inhiben el efecto de la angiotensina Il actuando a nivel del receptor AT1 de esta
hormona [206], o directamente a nivel de la NAD(P)H oxidasa vascular [207].

Finalmente, también analizamos los efectos del NATXME en un modelo de vertebrados
de inflamacién estéril aguda in vivo (figura 46). Para ello, utilizamos larvas de pez cebra
transgénicas que expresan GFP en neutroéfilos para poder seguir directamente, en tiempo real, el
reclutamiento de neutrdfilos a un sitio especifico donde se infringe una lesién mecanica (corte
con escalpelo). Este modelo ha sido extensamente caracterizado en los ultimos diez afios,
demostrando la conservacion de los mecanismos celulares y moleculares con procesos
inflamatorios agudos en mamiferos [243, 282], y permitiendo el descubrimiento y prueba de
compuestos antiinflamatorios [283, 284]. En este trabajo demostramos que NATXME inhibe el
reclutamiento de neutréfilos en el tejido lesionado, lo que demuestra adn mas sus propiedades
antiinflamatorias (figura 46 B-C). Los mecanismos moleculares y celulares precisos involucrados
en este sistema in vivo aun no los hemos determinado y seran el foco de nuestro futuro trabajo.
No obstante, es interesante observar que varios estudios en el pez cebra han demostrado el
requisito de la activacion de NF-kB y la secrecién de interleuquina en el sitio de la lesién como
un paso critico que regula el reclutamiento de leucocitos [285-287].

Por otra parte también, se completd la caracterizacién fisicoquimica y bioldgica de una serie de
compuestos andlogos de a-tocoferol conteniendo un grupo liberador de *NO de la quimioteca
de nuestro grupo de investigacion (serie 2, figura 18). El raciocinio del disefio de esta serie fue
desarrollar compuestos tocoferol-miméticos liberadores de *“NO capaces de incorporarse a las
lipoproteinas, particularmente LDL, para alcanzar lesiones ateroscleréticas donde el éxido nitrico
pudiera ejercer sus acciones antioxidantes y vasodilatadoras, mejorando la disfuncién endotelial.
Estos nuevos compuestos se sintetizaron combinando la subestructura del anillo de cromano del
tocoferol y un resto nitrooxilo unido a través de una N-acilhidrazona (figura 47). Estudios previos
del grupo mostraron que los compuestos son capaces de liberar *°NO en un medio celular y de
promover la vasodilataciéon de los vasos adrticos por un mecanismo dependiente de *NO (figura
48 y 49, tabla 7). Ademas, utilizando un protocolo andlogo al usado para el estudio de las
propiedades fisicoquimicas del NATOH, demostramos por primera vez que este tipo de analogos

de tocoferol es capaz de incorporarse a la fraccion de LDL humana del plasma.
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Al mismo tiempo, companeros del grupo demostraron que exhibian citotoxicidad
moderada y no eran mutagénicos ni genotoxicos (tablas 5 a 8). Estos resultados sumados a los
mios de estabilidad en medios bioldgicos relevantes (figura 53), nos permitieron determinar la
seguridad de su uso en futuros modelos preclinicos. Asi, explotando el conocimiento adquirido
en el transcurso de mi tesis, estudiamos el efecto de uno de estos compuestos hibridos
liberadores de *"NO, NAO14, en el modelo animal de hipertension arterial inducida por Ang Il. Es
bien sabido que el endotelio es el principal controlador de la homeostasis vascular, ejerciendo
efectos vasoprotectores, tales como vasodilatacién, supresidon del crecimiento de células de
musculo liso e inhibicidn de respuestas inflamatorias. Muchos de estos efectos estan mediados
por el *NO, el vasodilatador enddégeno mds potente. El *"NO combate los efectos de los
vasoconstrictores derivados del endotelio (endotelina y angiotensina Il). Una biodisponibilidad
de °*NO reducida, deficiencia en su produccidn o actividad (p. ej. en sitios de inflamacién con
cantidades crecientes de especies reactivas de oxigeno), conduce a disfuncién endotelial,
traducida por vasodilataciéon dependiente del endotelio alterada, y por lo tanto iniciando una
serie de eventos que promueven o exacerban la aterosclerosis: aumento de la permeabilidad
endotelial, agregacién de plaquetas, adhesién de leucocitos y generacién de citocinas. En este
contexto, esperabamos que el NAO14 fuera capaz de aumentar la biodisponibilidad de *NO para
revertir la disfuncidon endotelial y mitigar la progresion de la enfermedad en el mencionado
modelo animal. Sin embargo, en las condiciones ensayadas esta estrategia no demostré ser
eficiente, quizds porque la dosis utilizada del compuesto fue insuficiente o debido a la propia

farmacodinamia de este.

En suma, durante mis estudios doctorales desarrollamos exitosamente una nueva
estrategia farmacoldgica para el tratamiento de la aterosclerosis basada en el papel patogénico
principal que juegan las particulas de LDL y el proceso inflamatorio crénico en el desarrollo de la
enfermedad. Disefiamos y desarrollamos un compuesto hibrido formado por una estructura
mimética del a-tocoferol y un grupo nitroalquenilo. Esta novedosa concepcion farmacologica
busca que la molécula hibrida se incorpore en las particulas de LDL durante el metabolismo

lipoproteico normal, debido a la presencia del cromanol (estructura caracteristica del o-TOH) y a
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la accion especifica de las proteinas transferidora de a-TOH. Una vez que el compuesto hibrido
sea incorporado, la LDL serd la encargada de transportarlo y distribuirlo por todo el organismo,
incluyendo los sitios mismos de las lesiones ateromatosas, para que el compuesto pueda ejercer
las acciones anti-inflamatorias/anti-aterogénicas de los nitroalquenos. Asi, la particula de LDL es
utilizada como un transportador del compuesto hibrido “a-tocoferol-nitroalqueno” a los sitios

de lesion.

109



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

VI) CONCLUSIONES

110



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

VI) Conclusiones.

En esta tesis doctoral, nos planteamos desarrollar una nueva estrategia farmacoldgica

para la prevencién y el tratamiento de la aterosclerosis, basada en el rol fundamental que tanto

el proceso inflamatorio cronico como el metabolismo del a-TOH y de la LDL tienen en esta

patologia.

Como principales conclusiones de mi tesis doctoral destacamos los siguientes hitos:

disefiamos y sintetizamos dos nitroalquenos derivados del tocoferol;

analizamos sus propiedades electrofilicas y estudiamos la cinética de la reaccién entre
estos compuestos y nucledfilos modelos en soluciones acuosas y ambientes
heterogéneos con diferentes cargas;

demostramos que en macréfagos estos compuestos son capaces de inhibir la via de
sefializacion de NF-«kB, de activar el sistema Nrf2-Keap-1 vy, para el caso del NATXME,
demostramos que es capaz de inhibir al inflamasoma en macréfagos humanos;
estudiamos y demostramos que el NATOH es capaz de incorporarse ex vivo a
lipoproteinas humanas, y mds aun, en el modelo animal ApoE knockout, demostramos
gue el NATOH se absorbe y es transportado en el plasma a través de las lipoproteinas de
sintesis enddgena (VLDL/LDL), alcanzando a las lesiones ateroscleréticas en la aorta;
finalmente demostramos que ambos compuestos tienen efectos bioldgicos in vivo. El
NATOH fue capaz de reducir las lesiones aterosclerdticas en el modelo de ratones ApoE
knockout y ademas fue capaz de inhibir el aumento de la presién arterial inducido por
angiotensina Il. Para el caso del NATxME, probamos sus efectos en un modelo de
inflamacién aguda en pez cebra, demostrando una potente inhibicidn del reclutamiento
de neutrdfilos al sitio de una lesion mecanica.

En resumen, transformamos al a-tocoferol en un compuesto antiinflamatorio no

convencional aumentando sus propiedades anti-inflamatorias y anti-aterogénicas.
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VIl) Perspectivas.

Nuestros hallazgos abrieron un camino para el desarrollo de nuevos farmacos novedosos
para la prevencion y el tratamiento de enfermedades relacionadas con la inflamacion crénica (ej.
sindrome metabdlico, obesidad, diabetes tipo I, enfermedades neurodegenerativas, etc.). En el
transcurso de mi tesis de doctorado, junto con el equipo de investigacion disefilamos nuevas

familias de anti-inflamatorios no convencionales que fueron patentados en los EEUU:

1. Rodriguez-Duarte, J. et al. Nitroalkene Trolox derivatives and methods of use thereof in the
treatment and prevention of inflammation related conditions; WO/2018/037279 A1l. USA, PCT
patent (2018).

2. Rodriguez-Duarte, J. et al. Methods of treatment of inflammation related conditions using
pluripotent anti-inflammatory and metabolic modulators; PCT/IB2017/056417. USA, PCT patent
(2017).

Actualmente estamos estudiando los principales mecanismos de accidn de estos nuevos
antiinflamatorios no convencionales, asi como sus principales efectos bioldgicos en diferentes

enfermedades con una base inflamatoria.
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VIil) MATERIALES Y METODOS.

8.1) SERIE 1.

8.1.1) SINTESIS.

Quimica. El argén y el nitrégeno se compraron a Linde Uruguay (Montevideo, Uruguay).
Se compraron otros productos quimicos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MOo Applichem (Alemania)
con la mayor pureza disponible. El compuesto 1b se sintetizdé de acuerdo con los métodos de la
literatura [222]. El tocoferol utilizado a lo largo de la tesis fue siempre (x)-a-TOH (Sigma Aldrich,
St. Louis, EE. UU.). Todos los demas materiales se obtuvieron de proveedores comerciales y se
usaron tal como se recibieron. El NATOH para su caracterizacién fisicoquimica y estudios in vitro
fue sintetizado en nuestro laboratorio como se describe inmediatamente a continuacion. Para
estudios in vivo, el NATOH fue suministrado por SIQUIMIA. Los controles de calidad se realizaron
como antesy la pureza fue del 95% o superior. Los espectros de *H NMR y 3C NMR se registraron
en un instrumento Bruker DPX-400, con CDClz como disolvente y tetrametilsilano como
referencia interna. La completa caracterizacidn es realizada con la combinacién de experimentos
COSY, HSQC y HMBC. Los valores de desplazamiento quimico son descritos en unidades de 6
(ppm) y las multiplicidades segun s: singulete, d: doblete, dd: doblete de doblete, t: triplete, c:
cuarteto, q: quinteto, m: multiplete, sa: sefial ancha. Los espectros de masas de impacto
electrénico (El) y electrospray (ES+) se obtuvieron a 70 eV en un Shimadzu GC-MS QP 1100 EX o
en un espectrometro Hewlett Packard 1100 MSD, respectivamente. La TLC se llevé a cabo con
Alugram® Sil G / UV254 u éxido de aluminio sobre placas de poliéster. La cromatografia en
columna (CC) se llevd a cabo en silica gel (Merck, 60-230 mesh) u éxido de aluminio (Merck, 70-
230 mesh). Todos los disolventes eran de calidad anhidra comprados a Aldrich Chemical Co. y
utilizados tal como se recibieron.

Sintesis del NATOH.
Acetato de 5-(bromometil)-2,7,8-trimetil-2-(4,8,12-trimetiltridecil)croman-6-ilo (2a). A una

solucion de (%)-a-tocoferol (1a, 1.38g, 3.20 mmol) en n-hexano seco (25 mL) se afiadié gota a
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gota una solucion de bromo (1,05 equiv.) en n-hexano (10 mL) temperatura ambiente. La mezcla
se agitd durante 3 h. El disolvente y el bromo en exceso se eliminaron por destilacidn a presion
reducida a temperatura ambiente. En el mismo baldn se llevd a cabo la reaccion de acetilacidon
del bromometilderivado obtenido como se describié anteriormente. Se afiadieron CHCl, (12
mL), AcOH (12 mL), Ac;0 (2.2 mL) y H2S04 (0.2 mL). La mezcla oscura se agité durante la noche a
temperatura ambiente. Luego se afiadid agua y se evapord el CH,Cl,. La fase acuosa se extrajo
con hexano (3x100 mL). Los extractos organicos combinados se lavaron posteriormente hasta
neutralidad con agua, se secaron sobre Na;SOs anhidro, se filtra el agente desecante y se
concentra a sequedad in vacuo. La purificacion por cromatografia en columna (Hex: AcOEt, 10:1)
proporciond 2a (1.24 g, R: 72%) como aceite denso amarillo. Los datos analiticos son consistentes
con los que figuran en la literatura [223, 224, 288]. 'H RMN (400 MHz, CDCl3): & 4.42 (sa, 2H),
2.80 (t, J 6.6 Hz, 2H), 2.41 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 1.91-1.77 (m, 2H), 1.59-1.07 (m, 24H),
0.90-0.86 (m, 12H).

Acetato de 5-formil-2,7,8-trimetil-2-(4,8,12-trimetiltridecilcroman-6-ilo (3a). A una solucion de
2a(1.24 g, 2.25 mmol) en acetonitrilo seco (20 mL), se afnadié N-metilmorfolina-N-6xido (NMMO,
1.05 g, 9.00 mmol). Después de agitar durante la noche a temperatura ambiente, el disolvente
se evapord a presidn reducida y el producto crudo se purificd por cromatografia en columna
(Hex:EtOAc, 15:1), proporcionando 3a (1.01 g, R: 93%) como aceite denso amarillo. Los datos
analiticos son consistentes con los que figuran en la literatura [223, 224, 288]. *H RMN (400MHz,
CDCls): 6 10.29 (s, 1H), 3.12 (m, 2H), 2.39 (s, 3H), 2.21 (s, 3H), 2.09 (s, 3H, ArCH3), 2.09-1.63 (m,
2H), 1.41-1.08 (m, 24H), 0.90-0.86 (m, 12H).
2,7,8-trimetil-5-((E)-2-nitrovinil)-2-(4,8,12-trimetiltridecil)-croman-6-ol (4a, NATOH). Se aiadié
el aldehido 3a (0.15 g, 0,30 mmol) a una mezcla de 1.2 mL de CH3NO: anhidro y una cantidad
equivalente de CH3COONH,. La mezcla se agitd a 100 °C durante 2 h. Luego el disolvente se
evaporo a presion reducida y se afiadieron H,0 y Et,0. La capa organica se lavé con H;0 (2 x 50
ml), HCI 3N (2x25 ml) y NaCl acuoso saturado, se secd con Na,SO4 anhidro, se filtré el agente
desecante y el disolvente se evapord in vacuo. El producto crudo se purificd por cromatografia
en columna (Hex:AcOEt, 9:1), obteniéndose NATOH (0.04 g, R: 27%) como un aceite denso de
color amarillo. *H NMR (400MHz, CDCls): & 8.31 (d, J 13.4 Hz, 2H), 8.14 (d, J 13.4 Hz, 2H), 2.88 (t,
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J 2.9Hz, 2H), 2.21 (s, 6H), 1.92-1.80 (m, 2H), 1.63-1.07 (m, 24H), 0.90-0.85 (m, 12H). 3C NMR
((125 MHz CDCl3): 6 148.1, 146.5, 139.8, 132.7, 131.3, 120.6, 119.4, 112.8, 74.9, 39.3 (2C), 36.8
(4C), 31.7 (2C), 30.6, 28.1, 23.8 (2C), 22.3 (2C), 20.7 (2C), 20.4, 19.2 (2C), 11.5 (2C). HRMS m/z
calculado para C3oHasNO4 [M-H]* 486.3589, encontrado 486.3587.
Sintesis del NATxME.

6-acetoxi-5-bromometil-2,7,8-trimetilcroman-2-carboxilato de metilo (2b). En un balén con
1.58 g (6.00 mmol) de 1b, se adicionan 33.0 mL de CH,Cl,. La mezcla se agité a temperatura
ambiente en la oscuridad, y se afiadié gota a gota una solucién de 0.3 mL (6.00 mmol) de bromo
en 4.5 mL de CHxCly. La agitacién continud a temperatura ambiente durante 2 h después de
completar la adicion de bromo; la solucién resultante era oscura, pero no se detectd color o vapor
de bromo. La mezcla se purgd con una corriente de nitréogeno para eliminar la mayor parte del
HBr presente, luego se evaporo a sequedad a presion reducida. El producto intermedio crudo se
disolvié en 13 mL de CHxCl, y se tratdé con 11.0 mL de acido acético glacial, 3.0 mL de anhidrido
acético y 1 gota de 4cido sulfurico concentrado. Después de agitar durante la noche a
temperatura ambiente, la mezcla se traté con 60.0 mL de agua y se agitd durante 1 h. La mezcla
se transfirid a un embudo de decantacidn, se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con
CHyCl,. Las capas orgdanicas combinadas se lavaron con una solucién saturada de NaCl, se secaron
(Na2S04 anhidro), se filtré el agente desecante y el disolvente se evaporé a presion reducida. El
producto crudo se purificd por cromatografia en columna (Hex:Et;0, 7:3), obteniéndose 2b (2.0
g, R: 87%) como un soélido blanco. Los datos analiticos son consistentes con los dados en la
bibliografia [289]. *H RMN (400 MHz, CDCl3): & 4.48-4.18 (sa, 2H), 3.69 (s, 3H); 2.88-2.81 (m, 1H),
2.68-2.59 (m, 1H), 2.49-2.42(m, 1H), 2.38 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.93-1.86 (m, 1H),
1.62 (s, 3H).

6-acetoxi-5-formil-2,7,8-trimetilcromancarboxilato de metilo (3b). Una solucién de 2 g (5.20
mmol) de bromoacetato 2b en 17 mL de acetonitrilo seco tratado con 1.58 g (15.60 mmol, 3
equiv) de NMMO se agité a temperatura ambiente durante 18 h. La mezcla se concentré hasta
aproximadamente 5 mL a presion reducida, se vertié en agua y se extrajo con acetato de etilo.
Las capas organicas combinadas se lavaron con HCl al 5% y con salmuera, se secaron (Na2S0a),

filtro el agente desecante y el disolvente se evapord a presién reducida. El producto crudo se
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purificd por cromatografia en columna (Hex:Et,0, 9:1), proporcionando 3b (1.2 g, R: 71%) como
un aceite naranja que cristalizé en la heladera. Los datos analiticos son consistentes con los dados
en la bibliografia[289]. *H RMN (400MHz, CDCl3): § 10.22 (s, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.29-3.22 (m, 1H),
2.92-2.83 (m, 1H), 2.46-2.40 (m, 1H), 2.38 (s, 3H), 2.28 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 1.88-1.80 (m, 1H),
1.64 (s, 3H).

6-hidroxi-2,7,8-trimetil-5-((E)-2-nitrovinil)croman-2-carboxilato de metilo (4b, NATXME). Se
afiadid aldehido 3b (0.18 g, 0.56 mmol) a una mezcla de 2.5 mL de CH3sNO; anhidro y una cantidad
equivalente de CH3COO NHs. La mezcla se agité a 100 °C durante 2 h. Luego, el disolvente se
evaporo a presion reducida y se afiadieron H,0 y Et;0. La capa organica se lavé con H,0 (2 x 50
mL), HCI 3 N (2 x 25 ml) y salmuera, se secd y el disolvente se evapord. El residuo bruto se purificd
por cromatografia en columna (Hex:Et,0, 7: 3), proporcionando 4b (NATxME, 0.032 g, R: 18%)
como un aceite denso de color amarillo. 'THRMN (400 MHz, CDCl3): & 8.21 (d, J 12.0 Hz, 2H), 8.09
(d, J 12.0 Hz, 2H), 2.97-2.89 (s, 1H), 2.79-2.71 (s, 1H), 2.54-2.49 (s, 1H), 2.28 (s, 3H), 2.20 (s, 3H),
1.98-1.89 (m, 1H), 1.66 (s, 3H). 3CNMR (125 MHz, CDCl3): 6 173.7, 149.3, 146.2, 139.5, 133.9,
132.1, 131.3, 121.2, 118.9, 113.1, 77.8, 52.6, 30.2, 20.5, 13.0, 11.9. HRMS m/z calculado para
C16H19NOg [M-H]* 320.1140, encontrado 320.1137.

8.1.2) CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS NITROALQUENOS ANALOGOS DE
TOCOFEROL.

Espectroscopia UV-Visible. Una vez sintetizados los nitroalquenos se empezé con la

caracterizacion fisicoquimica. Primero se obtuvo el espectro UV-Visible de los dos nitroalquenos
analogos de tocoferol en un espectrofotémetro UV-Visible Varian Cary 50 BIO.
Luego se calculd el coeficiente de extincién molar (€) a 350 nm (A max de absorcién de los dos
compuestos) en metanol (MeOH, J.T. Baker). Para esto se obtuvieron las medidas de absorbancia
a 350 nm a diferentes concentraciones de los compuestos (obtenidos por pesada directa) y se
graficaron en funcidn de la concentracién. De la pendiente de esta grafica se obtuvo el €350nm.

Espectrometria de masa. Los compuestos nitroalquenos analogos de tocoferol fueron
inyectados directamente en 80% ACN 20% H,0 0.1% acido férmico en un Orbitrap (Q Exactive

Plus, Thermo Scientific) y en un LTQ XL (Thermo Scientific) en modo negativo.
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HPLC en fase reversa. Se desarrollaron 2 métodos cromatdgrafos para la deteccidén de

NATOH y tocoferoles por HPLC. En uno de los métodos, al cual llamaremos método A, se utilizd
una columna Hypersil Gold C-18, 3 uM de didmetro interno de 150 mm x 2.1 mm (Thermo
Scientific) y las fases maoviles fueron: A H,0; B MeOH. El método consistié en un gradiente de 92
a96% de B en 10 min con flujo de 1.5mL/min con una deteccién a 295 nm y 350 nm en un sistema
Agilent 1200 HPLC.
Mientras que en el otro método, el método B, se utilizé una columna YMC C-30 de 5 uM de
didmetro interno de 250 x 4,6 mm en un método isocratico de MEOH a un flujo de 1,5 ml/min
con una deteccion a 295 nm y 350 nm en un sistema Agilent 1200 HPLC. En ambos métodos se
utilizé al 6-TOH como estandar interno.

Reactividad electrofilica de los compuestos nitroalqueno tocoferol-miméticos.

NATOH (100 uM) se disolvié en buffer fosfato 20 mM (Merck) con 1% de SDS (Biosolve Chimie,
Dieuze, Francia) pH 7.4 y se incubd con B-mercaptoetanol (BME) 1 mM (Sigma-Aldrich). La
reaccién se controlé mediante espectrofotometria UV-Vis (Varian Cary 50 bio UV-VIS, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA-EE. UU) a través de lecturas de absorbancia continuas (200-600 nm)
cada 1 minuto durante los primeros 15 min de reaccion). NATXME (100 uM) se disolvié en buffer
fosfato 20 mM pH 7,4 y se incubd con BME, 1 mM. La reaccidn se control6 como mencione
anteriormente. La reaccion entre el NATOH y BME también se caracterizé por HPLC en fase
reversa a pH 7,4 o0 2,0 usando el método cromatografico A.

Reactividad electrofilica del NATOH incorporado en liposomas y en la lipoproteina de

baja densidad LDL.

NATOH (100 uM) incorporado en liposomas (ver mas adelante) fue incubado con BME 1ImM y la
reaccion fue seguida espectrofometricamente como antes.

NATOH incorporado en la LDL (ver mas adelante incorporacion a lipoproteinas) fue incubado con
BME 1mM y la reaccién fue seguida espectrofometricamente como antes.

Analisis de la cinética de reaccion entre los derivados nitroalqueno tocoferol-miméticos
y tioles de bajo peso molecular. Sistemas de buffers y micelas.

Los buffers de fuerza idnica fija [290] utilizados para las mediciones de equilibrio y cinéticas

consistieron en Tris 20 mM, Mes 10 mM vy acido acético 10 mM con NaCl 130 mM para llevar la
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fuerzaidnica a 0,15 M y DTPA 100 uM (Buffer TMA20). Se usaron micelas de diferente carga para
solubilizar NATOH y NATXME, los detergentes utilizados fueron dodecilsulfato de sodio (SDS), 3-
[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato ~ (CHAPS), bromuro de hexa-
deciltrimetilamonio (CTAB) y 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil) fenil-polietilenglicol (Triton X-100). Las
concentraciones de los detergentes fueran elegidas de manera que la concentracion de las
micelas fuera mayor que la de los nitroalquenos permitiendo la asuncién de una molécula de
nitroalqueno por micela. Las concentraciones utilizadas fueron 25 g/L SDS (140 uM), 10 g/L
CHAPS (1.63 mM), 8 g/L Tritdn X-100 (101 uM), 10 g/L CTAB (450 uM), los nimeros en paréntesis
son las concentraciones de micelas considerando el nUmero de agregacion en cada caso.
Cinética.
La reaccidn entre los nitroalquenos y los tioles, BME y glutatién reducido (GSH, Sigma), fue
seguida por el cambio en la absorcion UV a 350 nm para NATOH y NATXME. Las reacciones mas
rapidas se controlaron en un espectrémetro de flujo detenido SX20 (Applied Photophysics); las
reacciones intermedias (t> 10 s) se siguieron en un espectrofotémetro Varian Cary50 (Agilent)
usando una unidad de flujo detenido de mezcla rdpida “Stopped Flow™ RX2000 (Applied
Photophysics); y las reacciones mas lentas (t> 600 s) se estudiaron usando un lector de placas
Varioskan Flash (Thermo). Las reacciones se realizaron en el buffer TMA20 al pH especificado y a
25 °C. Los cursos temporales se ajustaron a una unica funciéon exponencial (ecuacién 1) y las
constantes de velocidad resultantes (kops) se graficaron en funcion de la concentracion de tiol
para obtener las constantes de velocidad de adicidn (kf) y eliminacion (kr).
Amp X exp(—k,pst) + C (1)
Determinacién del pKa.
NATOH y NATxME en buffer TMA20 a temperatura ambiente se titularon
espectrofotométricamente mediante la adicidon de 5-10 puL de NaOH 2M a una solucién micelar o
acuosa del nitroalqueno (30 uM). Después de cada adicidn, se registraron el espectro UV-Vis y el
pH. El pH inicial se ajusté con un pequefio volumen de HCl 2M. Las lecturas de absorbancia a 350
nm se graficaron en funcién del pH y se ajustaron a una sola funcidn de pKa (ecuacién 2) donde

Ay B son la absorbancia de las formas acidas y basicas del nitroalqueno.
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[H*]+K, +B [H*]+K,

Abs = A—
[H'] Kq

(2)
Analisis de las propiedades antioxidantes del NATOH.
La capacidad antioxidante del NATOH y a-TOH se midié mediante la técnica de ORAC (del inglés
“"Oxigen Radical Absorbance Capacity”), utilizando el lector de microplacas multimodo LUX
Varioskan (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EE. UU.). AAPH (2,2'-azobis
(amidinopropano) dihidrocloruro), a-TOH y fluoresceina (FL) se compraron de Sigma-Aldrich.
Todos los ensayos se realizaron en buffer fosfato 10 mM (pH = 7,4) y la mezcla de reaccioén final
fue de 200 uL. NATOH o a-TOH solubilizados en liposomas (25 puL) y FL (150 plL de una solucidn
de FL 1 uM) se colocaron en los pocillos (placa negra de 96 pocillos). La mezcla se preincubd
durante 30 minutos a 37 ° C dentro del instrumento Varioskan LUX. A continuacion, la reaccidn
oxidativa se desencadend dispensando 25 uL de solucion de AAPH de 50 mg/mL a los pocillos
mediante un dispensador a bordo del Varioskan LUX. La fluorescencia se registré cada 30 s
durante 90 min con excitacién a 485 nm y emisién a 518 nm. Se llevaron a cabo un blanco
(liposomas + FL + AAPH) usando buffer fosfato en lugar de antioxidante en cada ensayo. Las
muestras se midieron a diferentes concentraciones (12.5-100 uM). Toda la mezcla de reaccion se
prepard por duplicado, y se realizaron al menos tres ensayos independientes para cada muestra.
Las curvas antioxidantes (fluorescencia frente al tiempo) se normalizaron primero a la curva del
blanco correspondiente al mismo ensayo. Se compararon curvas de sefial de liposomas, a-TOH y
NATOH
Incorporacion de NATOH en lipoproteinas humanas.

Se recolecté sangre de donantes sanos después de un ayuno nocturno en tubos que contenian
heparina sédica y se centrifugd a 2.000 g durante 15 minutos a 4 ° C para obtener plasma. Luego
el plasma humano (1 mL) se incub6 con NATOH (0, 25, 50 o 100 uM) durante 6 horas a 37 °C.
Posteriormente se aislé la LDL mediante ultracentrifugacion en un gradiente de bromuro de
potasio (KBr) (0,29 g/mL; 360.000 g por 60 min; Rotor Hitachi Sorvall Discovery M120 S100 AT6)
[228]. Luego la fraccién de lipoproteina LDL fue aislado manualmente y extraido con metanol (9:
1 v/v). La presencia de NATOH y a-TOH enddgeno en las lipoproteinas se analizaron por HPLC en

fase reversa usando el método cromatografico A.
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8.1.3) ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES BIOLOGICAS Y POSIBLES BLANCOS MOLECULARES
MODULADOS POR LOS COMPUESTOS HIBRIDOS.

Para los estudios in vitro, el NATOH y el a-TOH fueron vehiculizados en liposomas
compuestos de una mezcla 7: 3 de POPG (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo- (1'-rac-glicerol)
y POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina) (Avanti, Polar Lipids Alabama, USA). Esto es
debido a que estas moléculas son hidrofébicas y precipitan en el medio de cultivo celular. La
concentracion final de la mezcla de liposomas en cada experimento in vitro fue de 200 uM. Para
la preparacion de los liposomas, primero se afadieron los fosfolipidos y luego el a-TOH o NATOH
a un tubos eppendorf. Posteriormente se evapord a sequedad mediante centrifugacion por vacio
(speed vac, centrivap concentrator, Labconco) durante 20 min y se resuspendid en buffer fosfato
salino (PBS) o medio de cultivo estériles y se incubo en un agitador termostatizado (thermomixer,
Eppendorf) a 300 rpm a 30 °C durante 1 h. Finalmente los liposomas se sonicaron (Misonix
Incorporated) 10 veces durante 10 segundos al 10% de la amplitud para lograr un tamafio de 100
nm. Antes de ser agregados a las células, los liposomas son esterilizados con filtros de cultivo de
45um.

Para el caso de NATXME no tuvimos que vehiculizarlo, ya que a las concentraciones
utilizadas en los experimentos este compuesto es soluble.

Cultivo celular.

Para los estudios celulares se utilizaron macrofagos murinos RAW 264.7 (ATCC TIB-71, Manassas,
VA) y monocitos humanos THP-1 (ATCC TIB-202, Manassas, VA). Los macréfagos RAW 264.7
fueron mantenidos en medio completo DMEM (Gibco) conteniendo 10% de SFB, 100 U/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina a 37 °C en 5% de CO,. Las células RAW264.7 se
sembraron la noche anterior a cada tratamiento. Al dia siguiente, las soluciones se prepararon
en medios completos y las células se trataron para los puntos de tiempo y concentraciones
correspondientes. Las células THP-1 fueron mantenidas en medio completo RPMI (Gibco) con
10% SFB, 100 U/mL y 100 pg/mL de estreptomicina a 37 °C en 5% de CO; y se diferenciaron a
macréfagos con Phorbol 12-miristato 13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich) 200 nM durante 48-72h.
Al dia siguiente se prepararon las soluciones en medios completos y trataron para los puntos de

tiempo correspondiente.
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Estudios de citotoxicidad.
La viabilidad celular se realizé6 mediante el ensayo MTT. Los macréfagos RAW 264.7 y THP-1 se
incubaron con diferentes concentraciones de NATXME (3—-50 uM), NATOH (5-200 uM), o a-TOH
(5-200 uM) durante 24 h. Posteriormente, se evalud la viabilidad celular midiendo la reduccién a
nivel mitocondrial de bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2il] -2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma) a
formazan. Para ello, se afiadid MTT a las células hasta una concentracion final de 0,5 mg/mly se
incubaron a 37 °C durante 1h. Después de eliminar el medio, los cristales de formazan se
disolvieron en isopropanol (J.T. Baker) y la absorbancia a 570 nm se leyé usando un
espectrofotémetro de placas (Multiscan EX Thermo Scientific). Los resultados se expresan como
Clso (concentracién de compuesto que reduce al 50% la absorbancia control a 570 nm). Cada Clso
es el promedio de al menos cuatro determinaciones.

Efectos in vitro del NATOH.

Inhibicion de la translocacion nuclear de NF-kB.
Los efectos sobre la translocacién nuclear de NF-kB fue estudiada por inmunohistoquimica. Para
ello macréfagos THP-1 se trataron con NATOH o a-TOH, 50 uM, O.N. y luego se activaron con LPS
(1 pg/mL) por 30 minutos. Luego se fijaron las células con paraformaldehido al 4% durante 15
minutos y posteriormente se permeabilizd con PBS-BSA 2% -Triton 0,3% durante 1 h. luego se
incubo O.N. a 4 °C con anticuerpo de conejo anti p65 (cell signalling). Como anticuerpo
secundario se usé un anti IgG de conejo acoplado a tetrametilrodamina (Invitrogen). Los nucleos
se tifieron usando DAPI (Sigma). Las imdgenes se adquirieron usando un microscopio de
epifluorescencia Olympus IX81 equipado con una camara CCD Orca-Hamamatsu, un objetivo de
inmersion en aceite 60x NA 1.25 y los siguientes filtros dicroicos: Excitacién 360-370nm/Emisién
420-460nm para DAPI; Excitacion 530- 550 nm/emisidon 570 nm para tetrametilrodamina. Las
imagenes se procesaron utilizando Image J 1.51h (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
USA).

Inhibicion de la expresion de citoquinas proinflamatorias dependientes de NF-kB.
Los efectos del NATOH sobre la expresion a nivel del ARNm de citoquinas proinflamatorias (IL-6
y MCP-1) dependientes del factor de transcripcion NF-kB fue analizada por QRT-PCR. Para ello
células THP-1 se diferenciaron en macréfagos y se trataron con NATOH (25 y 50 uM) o a-TOH (50
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uM) O.N. Después del tratamiento, las células se estimularon con LPS (100 ng/mL, durante 4
horas). Posteriormente el ARN se extrajo de células usando TRIzol (Invitrogen, Life Technologies).
Luego se retro transcribié a ADNc usando el kit Superscript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen)
con Oligo(dT) (IDT). Los ADNc para la PCR en tiempo real se obtuvieron en un termociclador Piko
24 (Thermo Scientific). El analisis de la expresion del ARNm se calculé usando el método ddCt con
B-actina como gen constitutivo. IL-6 (fw: 5° ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG-3’; rv: 5'-
CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG-3’); MCP-1 (fw: 5’-CAGCCAGATGCAATCAATGCC-3’; rv: 5'-
TGGAATCCTGAACCCACTTCT-3’) y Actina (fw:CATGTACGTTGCTATCCAGGC;
rv:CTCCTTAATGTCACCCACGAT). La secuencia de los ARNm se obtuvieron de la base de datos de
UCSC Genome Browser (University of California, Santa Cruz) y los cebadores se disefiaron
utilizando la herramienta informatica Primer Blast de NIH (National Institut of Health, USA). Por
ultimo los cebadores se obtuvieron de IDT. Se usé SYBR Green (Roche) como sonda de unién a
ADN y la QRT-PCR se realizé en un termociclador Eco lllumina.

Inhibicion de la secrecion de citoquinas proinflamatorias dependientes de NF-xB.
Para el andlisis de las citoquinas proinflamatorias IL-6 y MCP-1, se cultivaron células RAW 264.7
en DMEM 10% de FBS y luego se trataron durante 8 h con NATOH (10 y 25 uM) o a-TOH (25 uM).
Después, las células se estimularon con LPS (50 ng/mL) O.N. La expresion de IL-6 y MCP-1 se midié
en el sobrenadante celular con un kit de ELISA disponible comercialmente (BD OptEIA).

Induccidn del sistema Nrf2-Keap-1 en macréfagos por NATOH.
Los efectos del NATOH sobre la expresion a nivel del ARNm (ARN mensajero) de enzimas de fase
2 (HO-1 y GCLM) dependientes del sistema Nrf2-Keap-1 fue analizada por QRT-PCR. Para ello
células THP-1 se diferenciaron en macréfagos y luego se trataron con NATOH o a-TOH O.N. (del
inglés “overnight”). Luego el ARN se extrajo de células usando TRIzol (Invitrogen, Life
Technologies). Luego se retro transcribié a ADNc (ADN copia) usando el kit Superscript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen) con Oligo DT (IDT). Los ADNc para la PCR en tiempo real se obtuvieron
en un termociclador Piko 24 (Thermo Scientific). El analisis de la expresion del ARNm se calculd
usando el método ddCt con [-actina como gen constitutivo.

HO-1 fw: 5’-AAGACTGCGTTCCTGCTCAA-3’; HO-1 rv: 5’-GGGGGCAGAATCTTGCACTT-3’;
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GCLM fw: 5’-AGACGGGGAACCTGCTGAA-3’; GCLM rv: 5-TCATGAAGCTCCTCGCTGTC-3’) Actina
fw: 5’-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’; Actina rv: 5'-CTCCTTAATGTCACCCACGAT-3’).

La secuencia de los ARNm se obtuvieron de la base de datos de UCSC Genome Browser
(University of California, Santa Cruz) y los primers se disefiaron utilizando la herramienta
informdtica Primer Blast de NIH (National Institut of Health, USA). Por ultimo los primers se
obtuvieron de IDT. Se usé SYBR Green (Roche) como sonda de uniéon a ADN y la QRT-PCR se realizd
en un termociclador Eco lllumina.

Para los estudios de Western Blott los macréfagos RAW264.7 fueron incubados toda la noche
con NATOH (10 y 25 uM) y luego se lisaron las células con el buffer de lisis NETN (Tris HCl 20mM
pH 8 NaCl 100mM EDTA 1mM 0.5% Nonidet P-40) suplementado con inhibidor de proteasas.
Luego se cuantificaron las proteinas utilizando el método de Bradford. Posteriormente se corrid
un gel de 12% de poliacrilamida y 10% SDS sembrando 40 pg de proteinas por pocillo. Finalmente
se hizo una transferencia a una membrana de nitrocelulosa. Los anticuerpos primarios utilizados
Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-HO-1 (Abcam, ab13248); anti-GCLM (Abcam,
ab55436) y anti-a-tubulina (Abcam, ab7291). El anticuerpo secundario fue anti-lgG de ratdn
conjugado a peroxidasa (Sigma, A9044). Se utilizé el Supersignal West Pico Chemiluminiscent

Substrate (Thermo Scientific) para el revelado de las membranas.

Efectos in vitro del NATXME.

Induccidn del sistema Nrf2-Keap-1 en macréfagos por NATXME.
Células RAW264.7 se cultivaron DMEM 10% de FBS y luego se trataron durante 5 h con NATXxME
(1, 3y 10 uM). EI ARN total se extrajo usando reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.).
El ARN se retro transcribié usando el kit de sintesis de ADNc de iScript (BioRad, Hercules, CA, EE.
UU.) tal como se describié previamente [205]. La expresion génica se determiné mediante QRT-
PCR utilizando los ensayos de expresidn génica de TagMan para hemo oxigenasa-1 (HMOX-1
MmO00516005_m1), GCLM (GCLM MmO00514996_m1) y NQO-1 (NQO1 MmO01253561_m1)
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) y se normalizdé a GAPDH usando el método

comparativo ddCt.
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Para los ensayos de Western Blott los macréfagos RAW264.7 fueron incubados toda la noche con
NATXME (5 y 10 uM) y luego se lisaron las células con el buffer de lisis NETN (Tris HCL 20mM pH
8; NaCl 100mM; EDTA 1mM; 0.5% Nonidet P-40) suplementado con inhibidor de proteasas.
Luego se cuantificaron las proteinas utilizando el método de Bradford. Posteriormente se corrid
un gel de 12% de poliacrilamida y 10% SDS sembrando 40 pg de proteinas por pocillo. Finalmente
se hizo una transferencia a una membrana de nitrocelulosa. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron anti-HO-1 (Abcam, ab13248); anti-GCLM (Abcam, ab55436) y anti-a-tubulina (Abcam,
ab7291). El anticuerpo secundario fue anti-IgG de ratén conjugado a peroxidasa (Sigma, A9044).
Se utilizé el Supersignal West Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific) para el

revelado de las membranas.

Anadlisis de las citoquinas proinflamatorias.
Las células RAW 264.7 se cultivaron en DMEM 10% de FBS y luego se trataron durante 2 h con
NATXME (1, 3 y 10 uM). Después de eso, las células se estimularon con LPS (50 ng/ml) O.N. La
expresion de MCP-1, IL-6 y TNF-a se midieron en el sobrenadante con un kit de ELISA disponible
comercialmente (BD OptEIA).

Inhibicién del inflamasoma NLRP3.
Como el inflamasoma NLRP3 requiere de 2 sefiales para su activacién y ensamblado, incubamos
macrofagos THP-1 con LPS (250 ng/mL) como primera sefial durante 3 h y luego con ATP (5 mM),
como desencadenante de ensamblaje, durante 45 minutos. Para estudiar los efectos del NATXME
sobre este inflamasoma, se incubé a 1,3 y 10 uM junto con la primera sefial0a 0.2,0.5, 1y 5 uM
junto con la segunda sefial. Se recogié el sobrenadante celular y se analizaron los niveles de IL-
1B por ELISA (BD OptEIA) como se informd previamente [291]. Para los estudios de Western Blott
se precipitaron las proteinas del sobrenadante utilizando el método de precipitacion con acetona
fria (Thermo) y se cuantificaron usando el método de Bradford. Las células fueron lisadas con el
buffer de lisis RIPA (Tris 25mM; NaCl 150Mm; 1% Nonidet P-40; 1% Deoxicolato de Sodio; 0.1%
SDS) y las proteinas fueron cuantificadas. Se corrié un gel de 12.5 % de poliacrilamida y 10% SDS
sembrando 30ug de proteina por pocillo. Finalmente se hizo una transferencia a una membrana

de nitrocelulosa. El anticuerpo anti-IL-13 usado fue de Santa Cruz (H-153) y el de B-actina fue de
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Abcam (ab8224). El anticuerpo secundario fue anti-IgG de conejo de Sigma (A0545) conjugado a
peroxidasa. Se utilizé el Supersignal West Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific)

para el revelado de las membranas.

8.1.4) ESTUDIO DE LOS EFECTOS /N VIVO DE LOS NITROALQUENOS ANALOGOS DEL a-
TOCOFEROL.
Efectos in vivo del NATOH.

Animales y disefo experimental.
Todos los procedimientos y manejo de animales fueron aprobados por el Comité de Cuidado de
Animales (Protocolo Numero 014-14) del Instituto Pasteur de Montevideo y todos los
experimentos se realizaron de acuerdo con las normas y regulaciones pertinentes. Los animales
permanecieron durante todo el protocolo en el bioterio IPMON convencional en cajas de hasta
5 animales, con agua y alimento a voluntad. Se controlaron las condiciones ambientales de
temperatura y luz (14 horas de luz y 10 horas de oscuridad).
En cada disefio experimental se tuvo en cuenta situaciones que podian causar estrés y dolor en
los animales. El reconocimiento de tales situaciones se realizd en base a cambios en el
comportamiento, en las caracteristicas fenotipicas y reflejos naturales. Segin cada situacion en
la que se detectd estrés o dolor se analizd la necesidad de analgesia o anestesia y eventualmente
determinacion de punto final humanitario. Este ultimo punto se refiere al criterio usado para
finalizar un estudio experimental con el fin de evitar el dolor o estrés en los animales. La decisidn
de realizar la eutanasia de un animal se basé en el juicio clinico, en conjunto con el equipo de la
UATE del IPMON. Los métodos de eutanasia que se utilizaron al final de cada experimento o en
situaciones que fueran necesarias fueron la dislocacion cervical, un método rapido, seguro y que
produce el menor estrés en el animal. En cuanto a los agentes quimicos, se utilizd también
eutanasia mediante cdmara de CO,, realizado por la UATE segun protocolo dispuesto en una
atmoésfera a 70% CO»
Se alimentaron ratones C57BL/6 o ApoE knockout (Jackson Laboratory) con una dieta alta en

grasas sin adicion extra de a-tocoferol (HFD, 42% de calorias derivadas de grasa y 0,25% de
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colesterol, LabDiet®, St. Louis, Missouri, USA). Se administr6 NATOH o a-TOH (en 100 pL de

aceite de girasol) por via oral utilizando sondas orogastricas (Instech Laboratories).

Deteccion de NATOH y a-TOH en plasma y en lipoproteinas de ratones.
Para la deteccion de NATOH y a-TOH en plasma de ratones tratados con vehiculo, o-TOH o
NATOH mediante HPLC en fase reversa, ratones ApoE knockout (24 semanas de edad)
alimentados con un HFD (42% de calorias derivadas de grasa y 0,25% de colesterol), sin agregado
adicional de vitamina E (LabDiet®, St. Louis, Missouri, EE. UU.) se administraron via oral con
vehiculo (n = 5), a-TOH (n =5) o NATOH (n = 5) durante 14 dias (200 mg/kg/dia en aceite de
girasol). Se sacrificaron los ratones y se extrajeron 100 pL de plasma en ayunas tomado 12 horas
después de la ultima administracion con MeOH como antes. La presencia de NATOH y tocoferoles
enddgenos se analizaron mediante HPLC en fase reversa (columna YMC C30, 5 uM, 250 x 4,6 mm
ID, método isocratico, 1,5 mL/min MeOH, deteccidn a 295 nm y 350 nm, sistema Agilent 1200
HPLC) usando 6 -TOH como estandar interno como antes [227, 229].
La fraccion de lipoproteinas VLDL/LDL se aislé6 mediante flotacion del mismo plasma (400 pL)
ajustando la densidad del plasma a 1,06 g/mL con KBr. El plasma se ultracentrifugd a 360.000 g
durante 4 horas (Hitachi Sorvall Discovery M120 rotor S100 AT6[228]. La fraccién de lipoproteinas
VLDL/LDL se aislé manualmente desde la parte superior del gradiente (banda de flotacidn) y se
extrajo con MeOH (9: 1 v/v) La fraccidn inferior también se extrajo para analizar la presencia de
NATOH en la fraccion de albumina/HDL. La presencia de NATOH y tocoferoles enddgenos en
ambas fracciones se analizaron mediante HPLC en fase reversa (columna YMC C30, 5 uM, 250 x
4,6 mm ID, método isocratico, 1,5 ml/min MeOH, deteccidn a 295 nm y 350 nm; sistema Agilent
1200 HPLC) utilizando 6-TOH como un estandar interno como antes [227, 229].

Deteccion de NATOH en las aortas.
Ratones ApoE Knockout (8 semanas de edad) fueron alimentados durante 14 semanas con HFD.
En la semana 12, los animales (n = 4 por grupo) se randomizaron para recibir por via oral todos
los dias el vehiculo (100 uL de aceite de girasol) o NATOH (200 mg/kg/dia en aceite de girasol)
durante las 2 semanas restantes del experimento. Al final del mismo, los ratones se sacrificaron

y el arco adrtico o las aortas abdominales de ambos grupos se aislaron, se diseccionaron y se
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homogeneizaron usando un mortero hecho por Luis Inchausti del Departamento de
mantenimiento del IPMON. El tejido homogeneizado se extrajo O.N. con cloroformo (CHCls, J.T.
Baker calidad HPLC). La fase liquida se secd bajo flujo de N, y se resuspendié en MeOH.
Posteriormente se analizd la presencia de NATOH y tocoferoles endégenos mediante HPLC en
fase reversa (columna YMC C30, 5 uM, 250 x 4,6 mm ID, método isocratico, 1,5 ml/min MeOH,
deteccion a 295 nm y 350 nm; sistema Agilent 1200 HPLC) utilizando 6-TOH como un estandar
interno como antes [227, 229].

Cuantificacion de la aterosclerosis in vivo.
Ratones ApoE Knockout (8 semanas de edad) alimentados con HFD se trataron con NATOH (n =
12) o a-TOH (n = 11) via oral a una dosis de 100 mg/kg de lunes a viernes durante 14 semanas.
Luego se sacrificaron los ratones, se aisld la aorta y se disecé utilizando una lupa binocular (Nikon
SMZ800N) y material quirdrgico. Las lesiones aterosclerdticas de toda la aorta se detectaron
mediante la tincion con Oil Red O y se fotografiaron con cdmara Nikon y cuantificaron con el
software Image J como antes [292]. La cuantificacién de la placa y el drea de formacion de la
placa se realizaron con doble ciego.

Analisis de marcadores inflamatorios en aortas de ratones tratados con NATOH y a-

TOH.
Ratones ApoE knockout (8 semanas de edad) se trataron con NATOH (n =4) o a-TOH (n = 4) por
via oral a una dosis de 100 mg/kg/dia de lunes a viernes durante 14 semanas. Los ratones fueron
sacrificados y se extrajo la aorta como antes. El ARN se extrajo de aortas usando TRIzol Reagent
(Invitrogen, Life Technologies). Para la extraccidon de ARN aorta, las muestras se homogeneizaron
primero con un mortero casero. El ARN purificado se retrotranscribié a ADNc usando usand el kit
Superscript 1l Reverse Transcriptase (Invitrogen) con Oligo(dT)(IDT). El ADNc para la PCR en
tiempo real se obtuvo con un termociclador Piko 24 (Thermo Scientific). El andlisis de expresion
de ARNm se calculé usando el método ddCt con GAPDH como gen constitutivo y se normalizo
con las muestras de a-TOH. Se us6 SYBR Green (Roche) como colorante de unién a ADN y la QRT-
PCR se realizé en un termociclador Eco lllumina.
Secuencias de primers: 5'3"': GAPDH fw: CTA CAG CAA CAG GGT GG; GAPDH rv: TAT GGG GGT CTG
GGA TGG; ICAM-1 fw: GTG ATG CTC AGG TAT CCA TCC A; ICAM-1 rv: CAC AGT TCT CAA AGC ACA
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GCG; VCAM-1 fw: ATT TTC TGG GGC AGG AAG TT; VCAM-1 rv: ACG TCA GAA CAA CCG AAT CG; IL-
1B fw: TGG GCC TCA AAG GAA AGA AT; IL-1f rv: CAG GCT TGT GCT CTG CTT GT; MCP-1 fw: TTA
AAA ACC TGG ATC GGA ACC AA; MCP-1 rv: GCA TTA GCT TCA GAT TTA CGG GT; TNF-a fw: TGG
GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC; TNF-a rv: CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A.

Efectos del NATOH en un modelo de hipertension arterial inducida por Angiotensina Il.

Contamos en nuestro laboratorio con el sistema de monitoreo CODA (Kent Scientific-Torrington,
CT, EEUU) para el registro no invasivo de la PA. Este sistema es capaz de medir la PA en hasta 8
ratones en forma simultanea. Este método, ofrece una medida de PA a través de la
determinacion del volumen de sangre caudal utilizando un sensor con tecnologia VPR (Volume
Pressure Recording) para la medida de la PA y un manguito de oclusién. Se pueden medir hasta
6 parametros: presion arterial diastélica (PD), presion arterial sistdlica (PS), presion arterial
media, frecuencia cardiaca, volumen de sangre en la cola y flujo de sangre. Es un método
ampliamente validado que ofrece medidas de alta precisién, con una correlacion de hasta 99%
con los registros de telemetria y otras medidas de presién arterial directa. El método VPR
subestima la PS medida por telemetria en 0.25 mmHg y la PD en 12.2 mmHg en promedio [293].
Los experimentos se realizaron de acuerdo con las pautas para el cuidado y uso de animales
aprobadas por el UATE, Instituto Pasteur Montevideo (IPMON)
Se utilizé Angiotensina Il (Ang Il, #A9525, Sigma, St. Louis Mo, EEUU) para preparar una solucién
en suero fisioldgico (SF, NaCl 0.9%) con una concentracién tal que se logre una dosis de
1mg/Kg/dia para una duracién total de 28 dias de acuerdo al flujo de las bombas osméticas
utilizadas (Alzet Modelo 2004, DURECT Corporation, Cupertino, CA, EEUU). El volumen de llenado
de cada bomba es de 237.7 £ 4.6 uL. La diferencia de presiéon osmética determina que la solucién
con la que se carga la bomba sea liberada con una tasa promedio de 0.25 + 0.01 pyL/hora durante
28 dias. El inicio de la liberacion de la solucién desde la bomba ocurre a partir de las 48 horas
desde su implante en el animal.

Colocacion de las bombas: Se utilizé un equipo de anestesia inhalatoria con una mezcla
de isofluorano y Oxigeno 100% (Kent Scientific corporation, Torrington, CT, EEUU). Se colocé al
animal en una cdmara pldstica para la induccion anestésica con una concentracidn de isoflurano

de 3% y un flujo de la mezcla de 1L/h durante al menos 2.5 minutos. Luego se abre la cdmara de
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induccidn y tras observar la ausencia del reflejo patelar y/o corneano por estimulacion, se coloca
al animal en decubito ventral, sobre una manta térmica. Continuando la anestesia por via
inhalatoria a través de la colocacion de una mdscara en el hocico por el que pasa la mezcla de
gases a un flujo de 0.5L/h. La concentracidon de Isofluorano inicial es de 2.5% y se va reduciendo
hasta valores de 1.5 % de acuerdo a la profundidad de la anestesia segun patrén y frecuencia
respiratoria. Se realiza limpieza del sitio quirdrgico con alcohol al 70% y se realiza una pequefa
incision con bisturi en sentido transversal de menos de 0.5 cm de longitud por debajo del plano
de implantacidn de las orejas, a nivel interescapular. Posteriormente se confecciona un bolsillo
subcutdaneo y se hace trayecto con una pinza de punta roma, que recorre todo el plano
paravertebral derecho subcutdaneo hasta el miembro inferior derecho, tratando de que no
coincida este trayecto con el corte inicial en la piel. Asi se asegura que la bomba no se salga una
vez colocada si la sutura de la piel no cicatriza rapidamente. Posteriormente se coloca la
minibomba osmatica dentro del bolsillo subcutaneo. Se procede al cierre de la piel con adhesivo
tisular de uso veterinario (3M VetBond — cianoacrilato de n-butilo) y por encima 1 o 2 grapas a
presiéon para reforzar el cierre de la herida. La duracion total del procedimiento es de unos 8
minutos. Los animales recuperan rapidamente sus funciones en unos 4 — 5 min luego de
finalizado el procedimiento. Sélo entonces se retiran de las cajas individuales en las que van
despertando espontdneamente y se vuelven a colocar en sus respectivas cajas compartidas. Se
realiza un control estricto pos cirugia, a las 24 hs, y luego cada 48 hs, de las constantes vitales y
la herida quirurgica, valorando elementos infecciosos.

Se utilizaron ratones C57BL/6 de 8 semanas de edad los cuales se dividieron en dos grupos:
tratado con NATOH (50 mg/kg/dia, n = 8) o vehiculo (aceite de girasol, n = 13). El disefio
experimental implicé un registro basal de la PA de 4 semanas de duracién, en dos dias
consecutivos de la semana, los cuales se mantuvieron fijos, con el objetivo de lograr valores de
PA estables. Posteriormente se confeccionan grupos homogéneos considerando los valores de
PA, y peso corporal. Luego la etapa de registro y pre-tratamiento (antes de la colocacion de las
bombas) con una duraciéon 2 semanas y administracién de NATOH 50mg/kg/dia o vehiculo (aceite
de girasol) via orogastrica, en forma trisemanal. Posteriormente la colocacion de las bombas de

Ang Il como fue indicado. Finalmente la etapa de registro y tratamiento (luego de la colocacién
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de bombas) con una duracidn 4 semanas, la cual consistio en el registro de la PA en ratones con
bombas y a su vez la continuacion del tratamiento con NATOH o vehiculo. Estos experimentos
fueron hechos en colaboracién con Adriana Carlomagno del Laboratorio de Patologias del

Metabolismo y Envejecimiento del IPMON.

Efectos in vivo del NATXME.
Mantenimiento del pez cebra y modelo inflamatorio de reclutamiento de neutrdéfilos.

El pez cebra se cri6 y se mantuvo de acuerdo con los protocolos estdandar[294]. Todos los
procedimientos experimentales con el pez cebra fueron aprobados por el comité de ética en el
IPMON. La linea de cebra Tg (mpx: GFP) i114 especifica de neutrdfilos, denominada Tg (mpx:
GFP), se utilizd para todos los ensayos de inflamacidn y de seguimiento de neutrdfilos a los 3 dias
post-fertilizacion (3 dpf) como se describié anteriormente [243]. En todos los ensayos de
inflamacion, las larvas se preincubaron durante 2 h con NATXME (1, 2.5 y 4uM) o ibuprofeno
(20pM). Posteriormente las aletas de la cola se cortaron transversalmente con un bisturi estéril
en la regién indicada en la figura 46 y luego las larvas se incubaron en presencia de compuestos
durante 4 h. Después de eso, las larvas se fijaron en paraformaldehido al 4% durante la noche.
Para evaluar el nimero de neutrdfilos, se realizé la inmunohistoquimica de montaje completo
como se describe [295] usando anti-GFP policlonal de conejo (Invitrogen A-11122). Las imagenes
se capturaron en un microscopio de fluorescencia invertido (Olympus) con un aumento de 10x,

y se contaron los neutrdfilos en la regidn posterior al ciclo circulatorio.

132



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

8.2) SERIE 2.

8.2.1) CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS DERIVADOS DEL o-TOCOFEROL-
LIBERADORES DE OXIDO NITRICO.

Los nitrooxi-derivados tocoferol-miméticos utilizados en los estudios a continuacion fueron
tomados de la quimioteca de nuestro laboratorio de sintesis organica [250].

Caracterizacion por espectrometria de masa. Los compuestos fueron inyectados
directamente en 60% Acetonitrilo (ACN) 0.1% Acido férmico en una trampa idnica lineal con una
fuente de ionizacién de tipo “Electrospray” (LTQ Velos, Thermo Scientific)

HPLC en fase reversa. Se desarrollaron 2 métodos cromatograficos por HPLC en fase
reversa para la deteccion de los compuestos liberadores de *NO. En el método al que llamamos
método A, utilizo una columna C18 VYDAC (250 x 2,1 mm, 5 um de didmetro interno) con un
gradiente: 50-100% de B en 15 minutos. Fases moviles: A: 0.1% de acido férmico en H,O y B: 0.1%
de acido férmico en acetonitrilo (ACN) a un flujo de 0.5 mL/min con una deteccién a 295 nm en
un sistema Agilent 1200 HPLC. En el método cromatografico B, Se utilizé6 una columna Hypersil
Gold C-18, 3 uM de diametro interno de 150 mm x 2.1 mm y las fases moviles fueron: A H,O; B
ACN. El método consistio en un gradiente de 50 a 57% de B en 12 min con flujo de 1.5ml/min con
una deteccion a 295 nm. Tiempos de retencién: NAO14 4.5 min; NAO17 5.5 min.

Estabilidad en plasma. Plasma humano se preincubd 5 minutos a 37 °C antes de la adicién
de los compuestos hibridos a una concentracion final de 0,32 mM (1% de DMSO maximo). Las
incubaciones realizadas en tubos tipo eppendorf en un bafio de agua con agitacién mantenido a
37 °C, se realizaron durante 0, 2 y 4 h. Luego se inactivaron mediante la adicion de un volumen
de acetona y o-TOH (Sigma) como estandar interno (El). Después de la centrifugacion, los
sobrenadantes se analizaron mediante HPLC en fase reversa usando una columna C18 VYDAC
(250 x 2,1 mm, 5 um de didmetro interno). Gradiente: 50-100% de B en 15 minutos. Fase movil:
A: 0.1% de acido férmico en H;0, B: 0.1% de acido formico en ACN.

Estabilidad en soluciones a diferentes pHs. Los estudios de estabilidad se realizaron en
diferentes soluciones a distintos valores de pH (HCl 20 mM, pH 1, AcONH4 20 mM, pH 4,5y 9, y

K2PO4 20 mM, pH 6,6 y 7,4). Las soluciones se preincubaron 5 minutos a 37 °C antes de la adicién
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de los compuestos hibridos a una concentracién final de 0.32 mM (1% de DMSO maximo). Las
incubaciones realizadas en tubos eppendorf en un bafo de agua con agitacion mantenido a 37
°C, se realizaron durante 45 min y se inactivaron mediante la adicién de un volumen de acetona
y El. Después de la centrifugacion, los sobrenadantes se analizaron por HPLC en fase reversa
como en los estudios de estabilidad en plasma.
Incorporacion a lipoproteinas.

El plasma de donantes normolipidémicos sanos (1mL) se incubé con NAO14 o NAO17 (25 nmol
disueltos en DMSO) a 37 °C durante 6 h. Luego, las lipoproteinas (VLDL/quilomicrones, LDL,
plasma/HDL) se purificaron por ultracentrifugacién en el gradiente de bromuro de potasio (KBr)
[296]. A 100 pL de cada una de las fracciones lipoproteicas se le agregaron 15 nmoles de estandar
interno y se extrajeron con 900 uL de ACN, se agitaron en un vortex 3 veces durante 10 segundos
y se centrifugaron a 10.000 g durante 10 min a 4 °C. La concentracion del compuesto en cada
fraccién lipoproteica se determind mediante la inyeccién de 100 uL del sobrenadante de la
extraccion organica en el HPLC en fase reversa con deteccion UV (295 nm). Los andlisis se
realizaron en una columna Hypersil GOLD Thermo Scientific C18 (150 x 4,6 mm, 3 um de didmetro
interno) con una fase A: H,O y Fase B: ACN en un gradiente de 50 a 60% de B en 10 minutos. El
analisis cuantitativo se realizd comparando las areas de los picos con las curvas estandar
correspondientes y los valores fueron corregidos por la recuperacién del estandar interno.
Cuando se estudio la incorporacién de NAO14 a las lipoproteinas se usé como estandar interno

al NAO17 y viceversa.

8.2.2) ESTUDIOS IN VIVO DE NAO14.

Animales.
Los animales fueron provistos por la Unidad de Animales Transgénicos y de Experimentacion
(UATE del Instituto Pasteur de Montevideo). El protocolo experimental fue aprobado por la CEUA
correspondiente al IPMON, y asi mismo se respetaron las normas vigentes (N2 protocolo 014-14;
N2 Registro CNEA 002/11).
Se utilizaron ratones C57BL/6 machos de 8 a 10 semanas de edad con un peso promedio de 25g.

Los animales permanecieron durante todo el protocolo en el bioterio convencional del IPMON
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en cajas de hasta 5 animales, con agua y comida "ad libitum". Las condiciones ambientales de

temperatura y luz son controladas (14 horas de luz y 10 horas de oscuridad).

Analisis in vivo del efecto NO14 en un modelo de hipertension arterial inducido por
Angiotensina ll.
Para los estudios de los efectos de NAO14 sobre la hipertensidn arterial, se usé el mismo
protocolo utilizado para los estudios de NATOH en este modelo (disefio experimental, colocacién
de bombas etc.). Los animales se dividieron en dos grupos: tratado y vehiculo (DMSO). El grupo
tratado (n = 10) se administré por via subcutanea (sc) con NAO14 a una dosis de 20 mg/kg/dia 3
veces por semana. El grupo de vehiculos se traté con vehiculo 0.1 ml/dia/sc 3 veces por semana.
La presion arterial se registro dos veces por semana en dos dias consecutivos durante 10
semanas. Antes de las grabaciones, a los animales se les permitié una aclimataciéon de 1 h
(temperatura ambiente 30°C). El disefo experimental implicéd un registro basal de la PA de 4
semanas de duracién, en dos dias consecutivos de la semana, los cuales se mantuvieron fijos, con
el objetivo de lograr valores de PA estables. Posteriormente se confeccionan grupos homogéneos
considerando los valores de PA, y peso corporal. Luego la etapa de registro y pre-tratamiento
(antes de la colocacidn de las bombas) con una duracién 2 semanas y administracién de NAO14
20mg/kg/dia o vehiculo (DMSO) via subcutanea, en forma trisemanal. Posteriormente la
colocacién de las bombas de Ang Il como fue indicado. Finalmente la etapa de registro y
tratamiento (luego de la colocacién de bombas) con una duracién 4 semanas, la cual consistié en
el registro de la PA en ratones con bombas y a su vez la continuacidn del tratamiento con NAO14
o DMSO. Estos experimentos fueron hechos en colaboracién con Adriana Carlomagno del

Laboratorio de Patologias del Metabolismo y Envejecimiento del IPMON.
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Inflammation plays a major role in the onset and development of chronic non-communicable diseases
like obesity, cardiovascular di and Combined, these di represent the most
common causes of death worldwide, thus development of novel pharmacological approaches is
crucial, Electrophilic nitroalkenes derived from fatty acids are formed endogenousty and exert anti-
inflammatory actions by the modification of proteins involved in inflammation signaling cascades. We
have developed novel nitroall derived from o -tocopherol aiming to increase its salutary actions by
adding anti-inflammatory properties to a well-known nutraceutical. We synthesized and characterized
an «-tocopherol-nitroalkene (NATOH) and two hydrosoluble analogues derived from Trolox (NATXME
and NATx0). We analyzed the kinetics of the Michael addition reaction of these compounds with

thiols in micellar systems aiming to understand the effect of hydrophobic partition on the reactivity

of nitroalkenes. We studied NATXME in vitro showing it exerts non-conventional anti-inflammatory
responses by inducing Nrf2-Keapl-dependent gene expression and inhibiting the secretion of NF-«B
dependent pro-inflammatory cytokines. NATxME was also effective in vivo, inhibiting neutrophil
recruitment in a zebrafish model of inflammation. This work lays the foundation for the rational design
of a new therapeutic strateqy for the prevention and treatment of metabolic and infl tion-related
diseases.

Chronic non-communicable diseases (CNCD) constitute the major cause of martality in the world, account-
ing for 70% of all deaths’. Modern life styles, which include sedentarism and high-caloric dlets concomitant
with i high daily sugar intake has led Lo a dramatic increase in the incidence of these pathologies’. Among
cardiovascular diseases, atheroscierosis is a major health issue, leading to 30 to 50% of deaths worldwide”. In
the last decade, low grade, chronic and sterile inflammation have been associated with the activation of dif

ferent cellular signaling pathways (mainly NF-wB and NLRP3 inflammasome activation) and has appeared
as an lmportant player in the pathogenesis of these chronic diseases™*, The inflammatary respoase promotes
the olefinke nitration of unsaturated fatty acids such as conjugated linodelc acid, resulting in the formation of
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1. Synthesis of novel nitroalkene analogues of a-tocopherol. (A) Synthesis of NATOH and NATXME;
{B) Synthesis of NATx0.
nitroalkenes™ . These molecules exert plelotropic anti-inflammatory resp due to the post-translational

madification of functionally-significant proteins*’ that are critically involved in regulating inflammatory and
metabolic signaling. Nitroalkenes are activators of Peroxisome-Proliferator- Activated- Receptor-gamma
(PPAR:~), Heat-Shock-Response (HSR) and nuclear factor erythreid 2-related factor 2/Kelch ECH associating
protein | (Nrf2-Keapl), whilst they inhibit pro-Intlammatory responses regulated by the transcription factor
NE«B'"7, Due to these interesting signaling properties, unsaturated fatty acid nitroalkene derivatives have
been tested in preclinical animal modefs of CNCID, Their principal pharmacological applications include the
treatment of atherosclerosis, systemic and pulmonary hypertension and diabetes. In fact, nitrated unsatusated
fatty acids have shown promising results in animal modds of all these discases™ . However, nitroalkenes derived
from fatty acids have metabolic disadvantages due to their metabolism and inactivation via J-oxidation, olefin
saturation and thiol conjugation™. These limitations, as well as other factors, affirm the need for novel approaches
10 improve efficacy while maintaining similar anti-inflammatory activity.

Aiming to develop novel pharmacological compound! for the prevention and treatment of inflammatory

and metabolic discases (eg. cardiovascular, hyper obesity-induced insulin resistance, type 1l diabetes),
we have developed nitroalkene analogues of a-tocopherol as novel dual anti-oxidant and anti-inflammatory
medistors,

Dictary te-tocopherol, the most biologically active form of vitamin E, is preferentially incorporated into
nmoenl llpoﬂreoleim by the action of a-tocopherol transfer protein (o -TTP] in the liver, and from there dis-
ib or “Thus, we took advantage of this scaffold and used the lipoproteins to transport the
nluollhm lotopluml analogue as cargo. The nitroalkene derivative of a-tocopherol (NATOH, Fig. 1) was
designed 1o be distributed by lipoproteins, reaching the vasculature and, importantly, the atheroma plaque, the
characteristic lesion of atherosclerosis.

In parallel, we designed and synthesized nitroalkenes derived from Trolox™ (6-hydroxy-2,5.7.8-

ichroman-2-carboxylic acid), o water-soluble amloguc of a-tocopherol INATXME and NATx0, Fig 1),
aiming to develop other non- ional anti-infl pounds with different physicochemical and
absorption, distribution, metabolization and excretion propeﬂk& NATXME possesses the nitroalkenyl group
in the same position as NATOH, meanwhile NATx0 have this electrophilic group in another position, not con-
Jugated with the aromatic ring. The structural differences allow us to study how the position of the nitroalkene
group may modulate their electrophilicity and therefore their biological effects.

The predominant mechantsm by which nitroalkenes exert ulgmllng actlons is a consequence of the Michael
addlition of nucleophiles such as cysteine and, at higher ¢ tions, histidine residues in proteins***, Such
reaction Involves a charged transition state that ks expected to be disfavored in hydrophobic media®. Therefore,
reaction kinetics in aqueous solution only partially describes the fate and target selectivity of nitroalkenes in viva,
In that respect, the study of the reactivity of NATOH and its less hydrophobic analogues represents an opportu-
nity to assess the effect of membrane partition on the reactivity and selectivity of electrophiles.

Additionally, we evaluated the anti-inflammatory properties for nitroalkenyl-containing compounds in cefl
culture, and to move further, we examined whether these hybrid compounds may exert their protective effects in
vivo using a zebrafish model of inflammation.

In summary, we performed a physicochemical study to understand determinants of nitroalkenes reactivity,
and tested their anti-inflammatory actions in vitro and in vivo. This study established foundations to rationally
modify 2 specific synthetic molecule in order 1o improve its pharmacological properties.
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Figure 2, Reaction of synthetic nitroalkenes with nucleophiles o different environments. (A} Spectral change
upon reaction of 10uM NATOH with (.1 mM 3ME in TMA20 buffer at pH 8.1 containing 2.5g/1 SDS. (B)
First-order plots obtained at different concentrations of AME measuring absorbance at 350 nm. {C) Second-
order plot for the same experiment, linear it parameters k, (slope) =23M 's 'k (intercept) =5 % 10 75 .
(D) Spectral change upon titration of NATOH in CHAPS micelles. The arrows indicate the change upon
increase in pH of the bulk solution. (E) Titration curves of NATOH at 350 nm in TMA20 buffer and dafferent
micelle suspensions, from left to right, CTAB, CHAPS, Triton X- 100 and SDS, The absarbance was normalized
to the acidic and alkaline extrapolated values of the fit. (F) Apparent pK, results of NATOH and NATXME in
different micellar media.

Results
Synthesis of nitroalkene analogues of o-tocopherol and Trolox: NATOH, NATXME, NATx0. In
the first two compounds (Fig. 1), the nitroalkenyl group is } 1 an the 5-position of the <h ring of
a-tocopherol la or on its water soluble analogue, methyl 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromancarboxylate
{Trolox methyl ester) Ih, obtained as described ™. The synthetic route by which these derivatives were obtained is
depicted in Fig. 1, Alpha-tocophierol or Trolox methyl ester were transformed to the corresponding bromoacetate
by treatment with bromine followed by O-acetylation™, Then, the 6-O-acetyl-3a-bromo dertvative 2 oxsdation
wllh N-methylmorpholine N-oxide yields the corresponding aldehyde 3 as described in the literature™", Finally,
ion of 3 with ni thane, in the presence of ammonium acetate, gave the desired nitroalkene 4a
(hAIUH) or 4b (NATXME) (Fig. 1A)". Due to the coupling of the doublets of the alkene cbserved in
the 'H NMR spectra, the configuration of both nitroalkenes ismmlstm! with an E fsomer (Fig. 1A).
Additionally, a derivative with the nitroalkenyl group located on the side chain at the 2-position of the chro-
man ring was synthesized as described in Fig. 1B, The phenolic group of 1b was protected by treatment with
di-tert-butyl dicarbonate to produce the ester 57 Then, the methy] ester was reduced to a primary alcohol’* and
subsequently oxidized to produce the aldehyde dertvative 7. The (-nitro alcohol intermediate 8 was obtained via
condensation of 7 with nitromethane in the p e of imidazole, followed by acetylation and elimination to ren-
der the nitroalkene 10 with almost quantitative yields. Finally, phenol deprotection gave the desired product 11
{NATx0, Fig. 1B) with an E configuration as suggested by the coupling constant observed in the 'H NMR spectra.

Electrophilic behavior of NATOH, NATXME and NATx0. '[he accepted mode of action driving the
blological activity of nitroatkenes ks by addition reactions with nucleophiles, mainly thiols'**, We approached
the kinetic characterization of the addition of thiols to our synthetic nitroalkenes taking advantage of their optical
and partition properties. The three novel nitroalkences synthesized were observed to react with ghutathione (GSH)
and i-mercaptoethanol (IME). In the case of NATOH and NATxME the addition reaction disrupts the chromo-
phore formed by the nitroalkene conjugated to the aromatic chroman, leading to a dose dependent decrease in
UV-Visible absorption (Fig. 2A and Figure S1). This decrease in absorbance wits used to monitor the reaction at
the Ny ﬁo nm. In the case of NATxO there &5 no disruption of the chromophore because the nitroalkene is not
canj to the ch Eventbough the reaction was followed spectrophotometrically at 285 nm (consump-
tion of the nitroalkene) and at 260 nm (production of the adduct) (Figure SIB)', This reaction shows similar
spectrophotometric behaviors as the one exerted by nitrated unsaturated fatty acids with nucleophiles'”.
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Table 1. Rate constants of nucleophilic addition of NATOH and NATXME to GSH and 55-ME in micellar
suspension and aqueows solution, Addition rate constant of NATX0 to GSH, 3-ME and GAPDH.

The reaction is first order in nitroalkene (Fig 2B) and first order in thiol with a nonzero intercept (Fig. 2C),
implytng a reversible Michael addition reaction, as expected™. The expected trend of the apparent second-oeder
rate constants in newtral aqueous sofution is higher for GSH than for #ME, given that GSH is more acidic than
UME and therefore a higher fraction of the more reactive thiolate is available. That trend is observed in the
absence of surfactants with NATXME and NATx0 (Table 1) and also with cationic CTAB micelles with NATOH,
Nevertheless, the trend is mostly absent in 2witterionic CHAPS micelles and reversed in neutral (Triton X-100)
and anionic (SDS) micelles (Table 1),

In both NATOH and NATxXME, the chromophore contains an ionizable phenol, thus the acid-base equilib-
rium of the phenol also conveys a large change in absorbance (Fig. 2D). The titration of both nitroalkenes with
NaOH allows the determination of their apparent pK, in the same micellar systens and thus, reflects the bulk
pH as perceived in the micelle interior. The pK, values for NATOH span a range of 3.8 units with the expected
trend of most acidic In cationic CTAB micefles and least acidic in ansonic SDS (Fig. 2E). The trend is similar for
NATxME but within a narrower range of nearly 2.4 units (Fig, 2E,F). The pK, of NATXME was determined both
In micellar suspenskon and In aq sofutson in an attempe to separate the effect of apparent pH from the effects
of partitioning of the nucleophiles and on the reaction rate itself. We observed (Fig. 2F and Figure S2) that the pK,
of NATXME in aqueous solution and in 2witterionlc CHAPS micelles are essentially equal and very similar to the
PR, of NATOH in CHAPS micelles (8,14, 8.18 and 8.0, respectively). Then, and as a first approximation, CHAPS
micelles cancel out the effect of surface pH as percelved by the nitroalkene,

Comparing the reaction of IME with NATOH in CHAPS and with NATxME in agueoss solution, we found
a four-fold decrease in the rate constant at pH 7.1. [t this comparison ks made for the corresponding reactions
with GSH, the rate constant is more than ten-fold lower in the CHAPS micelles. The difference may be explained
In terms of the extra chargeo In GSH that further destabilize its presence in the hydrophobic core of the micelles,

Furthermore, neut ionic micelles provoke a further decrease of two to three orders of magnitude in the
rate constant for thiol reamon with NATOH and NATXME, and in all cases, the decrease is most marked for GSH
(Tabde 1).

Anti-inflammatory properties of NATXME in vitro and in vive.  Since NATXME was shown to be the
most electrophilic compound in all our experimental setups {see Table |) and it is also water soluble in all concen-
tratlons used (important property for the & vive model used heredn, see below), we decided to Initlally study the
biological properties of this compound, leaving the others for future works.

NATxME effects in macrophages.  Since our main goal is to target the prevention and treatment of inflam-
mation related diseases, we first on two of the main inflammatory signaling pathways known to be modu-
lated by nitro-fatty acids: NF-xB-dependent expression of pro-Inflammatory cytokines and Nef2-Keap ! regulated
gene expression™. We analyzed NATXME effects in macrophages (RAW 264.7 cells), since they are key players in

SCIENTINICHEFORTS | (2008) 872784 | DOI10.1038/541598.018-31218.7

.

155



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

www. nature com/sclentificreportsf

>

MCP-1 {pgimi)

feld ahange e ontid

L4 (pgimi)

&
& \,'. I . > - b.{‘ @ W . - -
P > —_— v > —_—
° EATEME o w ° MATAME o ° NATAME 4N
Lrs (80 Lrs
E F
. .
NQO-1 - & GCLM - G
& -
g :
5 2 300
. »
s :
H H
. . 00
a a
© .
- -
t : AL L)
2 2
a 2
©
o - R Y & "o . -~ K
NATAME LM ° NATAWE ui ° NATAME M

Fgure 3. NATXME anti-inflammatory and cytoprotective effects. NATXME inhibits the secretion of pro-
inflammatory cytokines (A-C). RAW 264.7 macrophages were treated with NATXME 1, 3 and 10pM for 2h and then
stimulatexd with LPS (50ng/ml) for 18 h. The secretion of inflammatory cytokines MCP-1 (A), [L-6 (B) and TNF-ou
(C) was analyzed by ELISA in the supernatant. Values are shown as mean £ 51, Statistical analysis: one-way ANOVA
Bonferroni's multiple comparison test. (A) * o« 00294 ** w 00017, **** < 0O.0001 (B) ** w013, *4** < 0.0001
{C)* = 00130 va. LPS NATXME induces the Nef2-Keap-1 system (D-F). Raw 264.7 macrophages were treated

with NATXME 1, 3and 10pM for Sh. The expression of NQO1 (D), GCEM (E) and HO-1 (F) were analyzed by
quantitative RT-PCR. Values are shown as myean =+ SD, Statistical analysis: one-way ANOVA Bonferroni’s multiple
comparison test, (D) ** < 0.0038, (E} * ~0.0310 *** < 0.0001. (F] *** < 0.0001. vs control.

inflammatory responses and disease pathogenesis®, and chose NATXME as a starting molecule for characteriza-
tion, given its electrophilic and hydrophilic properties.

We started evaluating the doses at which NATxME should be used in culture, measuring the cytotoxicity
of NATXME in RAW 264.7 mactophages, and found that the [C,, was 25 M (Figure S3). Then, to determine
IFNATXME modulates the NF-«B signaling cascade, we incubated RAW 264.7 macrophages with NATxME
(1, 3 and 10pM; Fig 3) for 2 h before celis were stimulated with lipopolysaccharides (LPS) and we compared
these results to the vehicle control (DMSO). Cell supernatant was then analyzed by ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) tor NF «B-dependent cytokine secretion {Fig. 2A-C), We observed a marked inhibi
tion of monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), Interfeukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha
{TNF-a) secretion. These effects were dose-dependent, reaching ~80% inhibition at 10 2M NATxME.

Similarly, we used the same NATxME doses for analyzing Nef2-Keapl regulated gene expression In this case,
the expression of phase 2 detoxification genes were measured by qQRT-PCR. Remarkably, all three transcripts:
NAD{P)H dehydrogenase quinone | (NQO-1), glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM) and heme
oxygenase- 1 (HO-1) were significantly up-regulated by NATXME in a dose-dependent manner (Fig, 3D-F)

NATxME inhibits neutrophil recruitment in zebrafish in vivo.  We then tested the anti-inflammatory
effects of NATXME in vwivo, using transgenic zebrafish larvae (Tgmpx: GFP) in which neutrophils express Green
Huorescent Protein (GFP), This is a widely validated experimental setap in which the inflammatory response can
be followed ft vivo by directly measuring neutrophil recruitment in response to a Jocalized mechanical injury™,
Figure 4A shows a diagram of these experiments, in which Tg:mpx:GFP larvae at 3 days past-fertilization (3 dpf)
were incubated for 2h with DMSO (vehicle), ibuprofen (positive control)’” or NATXME. Then, their caudal fins
were wounded by transection with a scalpel and incubated again for 4 h. At this time, we counted the number of
neutrophils recruited to the site of injury, as it Is when they reach the maximum ™. As expected, control (DMSO)
larvae displayed the typical neutrophil recruitment (mean = 10.9, n= 40} and the anti-inflammatory ibuprofen
(20 pM) significantly reduced this number (mean = 6 n = 17; p=0,0164). Remarkably, NATxME also signifi-
cantly reduced the number of neutrophils recruited, even at bower concentrations (2.5 pM; mean =54; n=32,
P=0.0001; Fig, 4C). This effect was dose dependent and at 4 uM, NATXME showed a more pronounced decrease
in neutrophil number {(mean = 2; n = 16, p=0.0001; Fig. 4C).
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Figure 4. NATxME inhibits neutrophil recruitment in zebrafish. (A) Diagram of acate inflammation

assay. At 3 dpf zebrafish larvae were pre-treated for 2 h with DMSO, ibuprofen or NATXME Wounding was
performed in tail fins by transection with a scapel, and larvae were incubated again in the presence of drugs.
Neutrophils at the site of injury were timaged and counted 4 h post transection. (B) Representative pictures

used for quantification, corresponding to DMSO, 20 uM ibuprofen and 4 uM NATXME Dotted rectangles
Indicate the wounded region of interest (ROI) where peutrophils were counted, (C) Quantification of
neutrophil recruitment to wounded firss at 4 h under different treatments. Larvae number were: DMSOY, 20pM
ibuprofen’’, 1 pM NATXME™, 2,5 uM NATXME", 4uM NATxME". Statistical analysis: one-way ANOVA
Bonferroni’s multiple comparison test, * = 0.0164; **** < 00001,

Discussion

The aim of the present woek was to develop navel nitroalkene analogues of «-tocopherol designed for the preven-
tion and treatment of inflammation related diseases. These hybrid compounds were synthesized by incorporating
anitroalkenyl moiety, with recognized anti-intlammatory properties, 1o well-known nutraceuticals: a-tocoplserol
or trolox, (Fig. 1), By using this strategy, we synthesized two kinds of nitroatkene derivatives, one hydrophobic,
designed to be incorporated into lipoproteins (NATOH, Fig, 1A) and two water soluble (NATXME, Fig. 1A; and
NATxD, Fig. 18], In fact, due to structural differences, these compounds exhibited different electrophiliic behay-
tor as discussed befow,

Our kinetic studies showed that the addition reaction between nitroalkenes and thiols, differ signiicantly
when the reaction is carrbed out In a microbeterogencows system sach as miceflar dispersion (Fig. 2 and Table 1),
The expected trend of the reactivity in aqueous solution is that GSH should be faster than SME at neutral pH,
given that the thiol of GSH is a stronger acld than that of IME and therefore a higher fraction of thiolate is avail-
able (Table 1)

The effects of the micelles on the electrophilic reactions in general are complex and multifactorial, they have
been studied through numerous experimental approaches for a lang time™. In this work, we attempted to dissect
the different effects taking advantage of the acid-base and optical properties of NATOH and NATXME, which
share the same functional group and chromophore but differ in their water solubility. The micelle dispersion
exerts at least three offects on the reaction rate, First, the pH at the surfactant-water interface is affected by the
charge of the head groups. For instance, anionic SDS micelles attract H* tons causing a drop in the interfacial pH
relative to the bulk solution. Second, the transition state of the addition reaction has a negative charge that is also
differentially stabilized by the charge of the micelle and, in all cases, destabilized by the lower diedectric constant
of the hydrophobic interior. Therefore, the reaction is expected to be sower due to the hydrophobic medium
and more so if the charge of the miceble s negative. Fisally, the charge of the nucleophile affects its partition into
the hydrophobic interior of the micelle. In this aspect, both GSH and 3ME as thiolates are anionic nucleophiles,
but GSH has the additional charges of the amino and the two carboxylate greups, making it much less stable in
hydrophobic environments. The first two effects are shared by both thiols us the reactions are slowed down by the
hydrophaobic environment of the micelle and similarly affected by the surface pH of charged micelles (Table 1),

“The differential partitioning of the thiolates favars SME more than GSH. The narrow range of pK, observed
during the titration of NATXME in comparison with NATOH, may be due to the partitioning of the two
nitroalkenes, which ditfer in their hydrophobicity (Fig. 2F). Thus, NATOH, which has a trimethyldecyl side chain
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of tocopherol, is expected to partition al itatively into the hydrophobic phase. On the other hand,
NATXME s pnmlall)' water-sotuble thus the measuired pK, most likely reflects the mixture of NATXME molecules
both inside and outside of micelles. The rate ¢ at pH 7.1 of the reactions of AME with NATXME in an aque-
ous solution was higher than that of NATOH in CHAPS micelles (349 vs, 83M s ', Table 1). This is probably
due to the destabilization of bath the thiolat Seophile and the anionic transition state of the reaction. The
same comparison for the reactions of GSH ylelds a more dramatic drop In rate constants (1370 vs, 100M 's %,
Table 1) underscoring the relative importance of the charge of the nucleophile.

In the context of the biological activity of NATOH, its partition to hydrophoblc compartments (such as mem-
b ins or the [at storage area of adipocytes) will dictate a significant portion of its electrophilic
rucm'l!y The surface of such compartments is composed of anlonic, neutral and zwitterionic lipids that will
signiicantly diminish the rate of reaction with charged thiols such as GSH, thus preventing its rapid excretion,
On the other hand, a protein thiol able to interact with a lipid-water interface and, If both the attacking thiolate
and the transition state of the addition reaction, are stabilized by the protein environment, the result would be a
specific interaction able to yield biological effects even at low concentrations of the electrophile.

NATx0 showed relatively sfower reactions with both 3-ME and GSH (21 and 71M ' 57", respectively) com-
pared to NATXME. The i-carbons of NATxME and NATOH resulted more dectrophilic than those of NATx0
{Tabde 1), NAT R0 Is similar to niteo Gty acids, and the second order rate constants with GSH are consistently sim-
ilar to those of nitro oleic acid (64 M ' s, pH 7.4, 25°C) and nitro conjugated linoleic acid (34 M ' s, pH 7.4,
25°C)*". Even though NATx0 is the slowest edectrophile studied herein, its reaction with GAPDH s significantly
faster than with GSH (Table 1, Figure $4) pointing to the importance of @ protein active site containing an acidic
thiol and cationic residues in the vicinity that could stabilize the anionic transition state.

To sum up the reactivity results, the effects of the hydrophobic partition and the charge at the lipid-water
interface may protect electrophibes such as NATOH from addition to GSH and other unspecific and watee-soluble
thiols Conversely, a cysteine resicue in a protein able to interact with a lipidic microenvironment, and with cati-
onic residues that could stabilize the transition state of the addition, may represent & selectivity mechanism of an
otherwise general electrophile,

Fatty acid nitroalkenes are plejotropic modulators of anti-inflammatory and anti-oxidant cell signaling
responses in vitro and in vive™. We showed that the new compound NATSME displayed two of these important
functions In a macrophage cell line, the RAW264.7, which is relevant because macrophages act as major players
in inflammatory responses®, First, when the RAW264.7 cells were activated with LPS, NATxME inhibited the
secretion af pro-inflammatoey citokines MCP-1, 1L-6 and tumor TNF-«, This is a well characterized
response mediated by NF-»B, critical for initiating inflammation responses'”. Second, we showed that NATXME
induced the transcription of three phase I enzymes reguluted by the antioxsdant-response element, regulated by
Nrf27, Because oxidative stress and inflammation are two intertwined processes, Nrf2-regulated genes are critical
in mediating cefl defense against axidative stress by ﬂpmﬂng antioxidant and detoxifying enzymes that limit
inflammation and reactive species (RS)-induced

In addition to this, we went a step further and analyzed NATXME effects on a vertebrate model of acute sterile
inflassmation in vivo. Using transgenic zebrafish larvae that express GEP in phils™, we were able to directly
follow neutraphil recrultment to a specific injured site, i vivo and in real time. This model has been extensively
characterized in the last ten years, demonstrating conservation of cellular and molecular mechanisms with mam-
malian inflammatory processes”™ ™ and allowing discovery and testing of anti-inflammatory compounds® .

Hemarkably, in this work we showed that NATXME greatly inhibited the recrui of neutrophils to the
Injured tissue, further demonstrating its anti-inflammatory properties. The precise cellular and molecalar mech-
anisms involved in this system én vivo remains to be determined and will be the focus of future worke. Nonetheless,
it is interesting to note that several stidies in zebrafish have shown the requirement of NF-«B activation and
Interleukin secretion at the site of injury as a critical step regulating levcocyte recruitment™ . Also, another
nitro-fatty acid, nitrooleic acid (OA-NO, ), has been shown to activate Nrf2 in a transgenic zebrafish that exp
green fluorescent protein (GFP) in response to Nef2 activators®.

Thus, oar findings highlight these tocopherol-nitroalkene analogues as lead conwounds for the development
of novel drugs for the prevention and treatment of inflammation related di er, our work set the
foundations to modify a specific nitroalkene-based synthetic compound in order to improve its pharmacological
properties 1o better tackle cach specific inflammatory related disease.

Experimental Section

Chemistry.  Argon and nitrogen were purchased from Linde Uruguay (Montevides, Uruguay). Other chemi-
cals were purchased from Sigma (St. Louis, MO), Aldrich (Milwaukee, WI) or Applichem (Germany) at the high-
est purity available. The tocopherol used along the study was always (£ -0 TOH {Sigma Aldrich. St. Louis, USA).
Compound 1b was synthesized according to literature methods™, "H NMR and “C NMR spectra were recorded
on a Bruker DPX-400 instrument, with CDCI, as solvent and tetramethylstlane as the internal reference. Electron
Impact (ET) and electrospray (ES+ ) mass spectra were obtalned at 70¢V on a Shimadzu GC-MS QP 1100 EX or
on a Hewlett Packard | 100 MSD spectrameter, respectively. TLC was carried out on Alugram® Sil G/UV254 or
Aluminum oxide on polyester plates. Column chromatography (CC) was carrbed out on silica gel (Merck, 60-230
mesh) or aluminum oxide (Merck, 70-230 mesh), All solvents were of anhydrous quality purchased from Aldrich
Chemidcal Co. and used as recelved.

5-(bromomethyl)-2,7, B-Qrimethybz-(A,G,H-uimethyhﬁdecyl)-l,Mihydto-ZH-chromm-G-yl
acetate (2a). To asolution of (1 )-n-tocopherol (1a, 1.38g, 3.20mmol) in dry n-hexane (25.0mL) a solu-

tion of bromine (1.05 equiv) in n-hcxmc (10.0mL) was nddcd dropwise at room temperature. The mixture was
stirred for 3h. Solvent and remaini were d in vacuo at room temperature. In the same flask

o
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was then carried out the acetylation reaction to b ethy] derivitive obtained as described above, were added
CH,CL (120mL), AcOH (120 mL), Ac.O (22 mL) and H,SO, (0.2 mL). The dark mixture was stirred overnight
a1 room temperature. Then water was added and CH,Cl, evaporated. The aqueous phase was extracted with
hexane (3 % 100 mL). The combined organic extracts were subsequently washed 10 neutrality with water, dried
over Na,50, and concentrated to dryness. Purification by column chromatography (Hex:E1OAc, 10:1) atforded
2a (1.24g, 72% yield from 1a) as yellow dense oll, Analytical data are consistent with those given in the litera-
ture! 4 TH NMR (400 MHz, CDCL): 6 4.42 (bs, 2H), 280 (¢, 6.6 Hx, 2H), 241 (s, 3H), 2.14 (5, 3H), 2.04 (s,
SH) 191077 (m, 2H), 1.59-1.07 (m. 24 H), 0.99-0.86 (m, 12 H)

Methyl 6-acetoxy-5-bromomethyl-2,7,8-trimethylchroman-2-carboxylate (2b). A round-
bottom flask was charged with 1.58 g (6.00 mmel) of 1h, 33.0m1. of CH,Cl,, The mixture was stirred at room tem-
perature in the dark, and a solution of 0.3 mL (6.00 mmol} of bromine in 4.5 mL of CH,Cl, was added dropwise.
Stirring continued at room temperature for 2 h after completion of the bromine addition; the resulting solution
was dark, but no bromine color or vapor was detectable. The mixture was purged with a stream of nitrogen to
remove most of the HBr present, then stripped to dryness under reduced pressure. The crude intermediate prod-
uct was dissolved with 13mL of CH,Cl,, and trested with 11.0mL of glacial acetic acid, 3.0 mL of acetic anhydride,
and | drop of concentrated sulfuric acid. After stirring overnight at room temperature, the mixture was treated
with 60.0mL of water and stirred for 1h. The mixtuse was transferred to a separatory funnel and the layers were
separated. The aqueous layer was extracted with CH.Cl,. The combined organic layers were washed with a satu-
rated solution of NaCl (brine), dried (Na_SO, ), and solvent evaporated under reduced pressure. The crude residue
parified by column chromatography (Hex:11.0, 7:3), affording 2b (2,0 g, 87% yield) as white salid. Analytical
data are consistent with those given in the liteeatare ™. '"H NMR (400 MHz, CDCL): 5 4.48-4.18 (bd, 2H), 3.69 (s,
3H); 2.88-2.81 (m, 1 H), 2.68-259(m, | H), 2.49-2.42(m, | H),2.38 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 2.02 (s, 3 H), 1.93-1.86
{m, 1 H), 1.62 (s, 3H).

5-formyl-2,7,8-trimethyl-2-(4,8,12-trimethyltridecyl)-3,4-dihydro-2H-chromen-6-yl acetate (3a).
To a solution of 2a (1.24 g, 2.25 mmol) in dry acetonitrile (20mL), NMMO (N-methyimorpholine- N-oxide,
1058, 9,00 mmol) was added. After stirring overnight al room temperature, the solvent was evaporated under
reduced pressure and the crude residue purified by column chromatography (Hex:EtOAc, 15:1), affording 3a
(LO1 g 93%) as yellow dense ofl. Analytical data are consistent with those given in the lterature™ * . '"H NMR
{400 MHz, CDCL,): 8 1029 (s, 1 H), 312 (m, 2H), 2.39 (s, 3H), 2.21 (5, 3H), 2.09 (s, 3H, ArCH3), 2.09-1,63 (m,
2H), 1.41-1.08 (m, 24 H), 0.90-0.86 (m, 12H).

Methyl 6-acetoxy-5-formyl-2,7,8-trimethylchroman carboxylate (3b). A solution of 2.00g
{520 mmol) of bromoacctate 2b in 17 ml. of dry acetonitrile treated with 1.58 g (15,60 mmol, 3 equiv) of NMMO
was stirred at room temperature for 18h The mixture was concentrated to about 5mL under reduced pressure.
‘This concentrated salution was poared into water and extracted with cthyl acetate. The combined organic layers
were washed with 5% HCl and with brine, dried (Na.SO,), and solvent evaporated under reduced pressure. The
crude residue purified by column chromatography (Hex:Et, O, 9:1), affording 3b (1.2g. 71% yield) as orange oil
that crystallized on stand. Analytical data are consistent with those given in the literature™. 'H NMR (400 MHz,
CDCL): 5 10.22 (s, 1 H), 3,71 (s, 3H), 3.29-3.22 (m, | H), 2.92-2.83 {m, 1 H), 246-2.40 (m, 1 H), 2.38 (s, 3H),
228 (s, 3H), 209 (s, 3H), 1.88-1.80 (m, | H), 1.64 (s, 3H).

2,7,8-trimethyl-5-((E)-2-nitrovinyl)-2-(4, 8,12-trimethyltridecyl)-3,4-dihydro-2H-chromen-6-ol
(&a, NATOH), Aldehyde 3a (0.15g, 0,30 mmol) was added In o mixture of 1.2 mL anhydrous CH,NO, and
equivalent amount of NH,CH,COO., The mixture was stirred at 100°C for 2 1. The solvent is then evaporated under
reduced pressure and H,O and Et,0 were added. The organic layer was washed with H,O (2 x S0mL), 3N HCl
(2 % 25 ml), and saturated aqueous NaCl, dried, and the solvent was evaporated. 'The crude residue purified by col-
umn chromatography (Hex:EtOAc, 9:1), affording NATOH (0.04 g, 27%) as yellow dense oil, 'FH NMR (400 MHz,
CDCL): 6831 (d, J13.4Hz, 2H), B.14 (d, / 13.4Hz, 2 H), 268 (1, J 2.9 Hz, 2H), 2.21 (s, 6 H), 1.92-1.80 {m, 2 H),
1.63-1.07 (m, 24 H), 0.90-0.85 {m, 12H). "CNMR (125 MHz CDCY,); £ 148.1, 146.5, 139.8, 132.7, 131.3, 1206,
1194, 1128, 74.9.393 (2C), 36.8 (4C), 31.7 (2C), 306, 28.1, 238 (2C), 223 (2C), 20.7 (2C), 204, 19.2(2C),
11.5 (2C). HRMS m/z caled for Cy H,NO, [M ~ H]* 486,3589, found 486.3587.

Methyl (E)-6-hydroxy-2,7,8-trimethyl-5-(2-nitrovinyl)chroman-2-carboxylate (4b,
NATXME). Aldehyde 3b (0.18 g, 0.56 mmol) was added in a mixture of 2.5 mlL anhydrous CH,NO, and an
equivalent amoant of NH,CH,COO., The mixture was stirred at 100°C for 2h. The solvent was then evaporated
under reduced pressure and H,0 and EtO were added. The organic layer was washed with H,O (2 < 50ml), 3N
HCI (2 % 25mL), and brine, dried, and the solvent was evaporated. The crude residue was purified by column
chromatography (Hex/Et,0, 7:3), affording 4b (NATXME, 0.032 g, 18%) as a yellow dense oil. "H NMR (400 MHz,
CDCL): 4821 (4, J12.0Hz, 2H), 809 (d, [ 12.0Hz2, 2H), 2.97-289 (s, | H), 2.79-2.71 {s, | H), 2.54-2.49 (5, | H),
2.28 (s, 3H), 2.20 (s, 3H), 1.98-1.89 (m, | H}, 1.66 (s, 3H). "C NMR (125 MHz, CDCL,): 8 173.7, 1493, 146.2,
139.5, 1339, 1321, 131.3,121.2, 1189, 1131, 77.8, 52,6, 30.2, 20.5, 13.0, 11.9. HRMS m/z caled for C , H,NO,
[M — H|"' 320,1140, found 320.1137.

Methyl 6-((tert-butoxycarbonyljoxy)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylate (5). To
methy! ester 1b* (1.50g, 5.70 mmol) solution in CH,CI, under N, flux, di-tert-butyl dicarbonate (1.1 g,
5.11 mmol) and 4-(dimethylamino pyridine (0.07 g 0.57 mmaol), were added. After 2 hours of agitation at room
temperature, the reaction was stopped, the solvent was evaporated, EtOAc was added (20 mL) and then washed
with HCI 10% (50 mL) and saturated NaHCO, (50 mL). The resulting organic layers were dried with Na,SO,,
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filtered and the solvent was evaporated under reduced pressure, Purification by column chromatography in Si0,
and Hex:EtOAC (7:3) as mobile phase rendered the desired product #s a white solid (1.30g, 65%}). Analytical data
are consistent with those given in the literature™. 'H NMR (400 MHzx, CDCI,): 8 3.70 (s, 3H), 2.69 (m, | H), 2.53
{m. 1H), 2,45 (m, 1H), 2.18 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 202 (s, 3H), 1,88 (m. 1H), 1,62 (s, 3H), 1.57 (s, 9 H),

6-((tert-butoxycarbonyl)oxy)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-methanol (6).  To u suspension of
LIAIH, (0.07 g 130 mmol) in dry THF (2mL) cooled to 0°C In a water-salt bath under nitrogen atmosphere, 5
(0.60 g, 1.65 mmol) dissolved in L.0ml. of dry THF was added dropwise. The reaction mixture was stirred at 0°C
for 45 min and poured into a saturated aqucous solution of NH.Cl {6 mL) and extracted with EtOAc (3 x 10mL),
The combined arganic layers were washed with water (1 x 10ml), brine (1 « 10mL), dried (Na,SO,), filtered and
the solvent was evaporated under reduced pressure, to give a white solid (0.53 g, 99%). No further purification
was required. Analytical data are consistent with those given in the literature®. 'H NMR (400 MHz, CDCI,): &
370 (m, 2H, 4 H), 270 (m, 2H), 2,01 (5, 3H), 2,10 (5, 3H), 2.07 (s, 3 H), 200 {m, 1 H), 1.91 (¢, L H), 1.76 (m, | H),
1.58 (s, 9H), 1.25 (s, 3H).

6-((tert-butoxycarbonyljoxy)-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbaldehyde (7). 1o a solution
of 6 (0.5 g, 1.50 munol) in acetosse, TEMPO (0.05g, 0.32 mumol ) and (diacetoxyiodo)benzene (0.65 g, 2.00 musol)
was added. After 20h of stirring at room temperature the reaction mixture was poured into water (10 mL) and
extracted with E2,0 (4 x 10 mL}). The organic kayers were dried with Na 50, filtered and the solvent was evap-

ted under reduced pr The liquid residue was purified by column chromatography (Hex:E@OAC, 95:5)
1o afford a white solid (0.30g, 60%). Analytical data are consistent with those given in the literature'’. '"H NMR
{400 MHz, CDCL) 89,65 (= | H), 2,67 {m, 2H), 2.31 (m, | H), 2.22 {s, 3H), 2.13(s, 3H), 203 (5, 3H), 1.87 (m,
1H), 1.58 (s, 9H), 1.42 (s, 3H).

6-((tert-butoxycarbonyl)oxy)-2-(1-hydroxy-2-nitroethyl)-2,5,7,8-tetramethylchroman (8). To
a solution of imidazole (0.09g. 1.30 mmol) in CH,NO, (3.5 ml, 65.00 mmal), 7 (022 g, 0.65 mmol) was added.
After 2 days of stirring at room temperature, the solvent was evaporated under reduced pressure and the crude
product was poured into brine and extracted with EtOAc. The organic layers were drled with Na,SO,, filtered and
the solvent was evaporated under reduced pressure. The liquid residue was parified by column chromatography
{Hex: EtOAG, 8:2) 1o afford a white solid (0.15g, 60%). "H NMR (400 MHz, CDCIL): £4.81 (m, 1 H), 461 (m, 1 H),
444 (m, 1 H),2.84 (4, ) 4.0Hz, | H), 274 (m, 2H), 2.1 1 {5, 3H), 2.09 (5, 3H), 2.07 (s, 3H), 1.99 (m, 2H), 1.58 (s,
9H), 1.26 (s, 3H). "CNMR (125 MHz, CDCL): £ 77.1, 732, 282, 27.5, 19.5, 18.8, 12.8. MS (EL 70 eV): m/e(%)
395(M -+, 3), 334(4), 295(38}, 234(37), 205{100), 189(5), 177(4).

2-(1-acetoxy-2-nitroethyl)-6-((tert-butoxycarbonyl)oxy)-2,5,7,8-tetramethylchroman) (9).
A solution of 8 (0.04 g, 0.09 mmol) in acetic anhydride (0.28mL, 2.90 mmol,) and a catalytic amount of
p-toluensulphonic acld, was kept in agitation for 16h under N, flow. Then, water (10 mL) was added and agitation
continued for 10 mare minutes to remove the excess acetic anhydride as acetic acid, The product was extracted
with diethyl ether (4mL) and the organic layer was washed with water (3 x 5ml,). The organic layer was dried
with Na S0, filtered and the solvent was evaporated under reduced pressure to obtain a white solid (0.04 g, 93%).
'H NMR {400 MHz, CDCL,): & 5,85 (m, | H), 4.88 (m, 1 H), 4.74 (m, 1 H), 2.80 (m, 1H), 2.65 (m, 1 H), 2.14 (5,
3H), 2.10(s, 3H), 2.08 (s, 3H), 206 (s, 3H), 1.90 {m, 2H), 1.57 (s, 9H), 1.29 (s, 3H).

6-((tert-butoxycarbonyl)oxy)- 2,5 7 B-utnmcthyl-z -[(E)-2-nitrovinyllchroman) (10).  Toasolu-
tion of 9 (0.04 g, 0.09 mmel) in dry tod was added (0.03 g, 0.09 mol); and the mixture was
heated at 116°C for 2h, After the reactlon mixture rcachcd room temperature, it was poured into brine {10mlL.)
and extracted with E4,0 (3 x Sml) to obtain a yellow solid (0.03 g, 94%) with no further purification. 'H NMR
{400 MHz, CDCL,): 6 728 (d, ] 12.0 Hz, L H), 7.02 (d. J 12,0 Hz, 1 H), 2.76 {m, 1 H}, 2.57 (m, 1 H), 2,17 (s, 3H}, 2.13
(s, 3H),2.07 (s, 3H), 2.05 (m, 2H), 1.57 (s, 9H), 1.28 (s, 3H).""C NMR (125MHz, CDCL): £ 1521, 147.9, 144.6,
141.8, 139.6, 127.9, 125.6, 122.8, 16,7, 82,9, 74,1, 31.4, 30.3,29.7, 27.7, 25.9,20.5, 12.7, 1 1.9 (2 C}. MS (EL, 70¢V):
m/2 (%) 377 (M=, 6), 277 (100), 164 (55).

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-2-[(E)-2-nitrovinyllchroman) (11, NATx0), To a solution of
10 (0.03 g, 0.08 mmol) in CH,Cl,, TFA (0.14mL, 1.75 mmol) was added and the reaction was stirred for 2h at
room temperature. Then, the reaction mixture was washed with saturated NaHCO, (5 mL) and brine (3mL). The
organic layer was dried with Na SO, filtered and the solvent was evaporated under reduced pressure. The bquid
residue was purified by column chromatography (Hex:EtOAg, 8:2) to afford a yellow solid (0,02 g, 92%). 'H NMR
(400 MHz, CDCL,): 6 7.28 {d, J 132 He, L H), 699 (d, J 13.2 Hz, 1 H), 431 {s, L H), 277 (m, 1 H), 2.56 (m, 1 H),
2.20 (s, 3HL 219 (. 3H), 211 (. 3H), 2.09 (m, 1 H), 2.00 (m. 1 H), 1.53 (s, 3H). "CNMR (125 MHz. CDCI,): &
1455, 144.8, 144.2, 139.6, 122.3, 121.7, 1186, 116.6, 73.7, 31.8, 26,0, 20.8, 12.2, 11.8, 11.3. HRMS mv/z caled for
C,:HNO, [M] 2771314, found 277.1321.

Buffer systems and micelles. The buffers of fixed 1onic strength’ used for the equilibrium and kinetic
measurements consisted of 20mM Tris, 10mM Mes and 10 mM acetic acid with 130mM NaCl to take the
fonsc strength 10 0.15M and 100pM dipa (TMA20 buffer). Micelles of different charge were used to solubi-
lize NATOH and NATXMF the surfactants used were sodium dodecyl sulfate (SDS), 3-[(3-cholamidopropyl)
dimethyl i0]-1-p Ifonate (CHAPS), hexa-decyltrimethylammonium bromide (CTAB) and

4{1.1,33- leu:m:lhylbulyl)phenyl polyethylene glycol (Triton X-100). Surfactant concentrations were chosen
0 the concentration of micelles was actually higher than that of the nitroalkene allowing the assumption of one
nitroalkene molecule per micelle. The concentrations used were 25 /1. SDS (140 M), 10g/1. CHAPS {163 mM),
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/L Triton X-100 (101 M), 10/ L CTAB (450 uM). the numbers in parentheses are the micelle concentrations
considering the aggregation number in cach case.

Kinetics. The reaction between the nitroalkenes and the thiols IME and GSH was followed through the
change in UV absorption of the nitroalkene, at 350 nm for NATOH and NATxME or 260 nm for NATx0. The
fastest reactions were monitored in a SX20 stopped-flow spectrometer (Applied Photophysics); intermediate
reactions (¢ > 105} were followed in a Varian Cary50 spectrophotometer ( Agilent) using a RX2000 rapid mixing
stopped-flow unit (Applied Photophysics); and the slowest reactions (t > 6005) were studied using a Varioskan
Flash plate reader (Thermo), The reactions were performed in TMA20 bufler at the specified pH and 25°C, The
titne courses were fitted to a single tial function (equation 1) and the resulting rate constants (k) were
plotted vy the thiol concentration to abtain the rate constants of addition (k) and elimination (k).

Abs = Amp x expl—kg1) + € )

pK, determination. NATOH and NATXME in TMA20 buffer at room temperature were titrated spectro-
photometrically by adding 5-10pL of 2M NaOH to a micellar or agueous solution of the nitroalkene {30 pM),
After each addition the pH and UV-Vis spectrum were recorded. If necessary, the initial pH was adjusted with a
senall volume of 2M HCL The absorbance readings at sefocted wavelengths were plotted as a function of pH and
fisted to a single pK, function (equation 2)

[H"] + K, 4 SH'] + K,
[H"] K, (2)
where A and B are the absorbance of the acidic and basic forms of the nitroalkene,

Abs = A

Cell culture.  Murine RAW264.7 macrophages were oblained from American Type Culture Collection
(ATCC® TIB-71™, Ma VA), maintained in complete media (DMEM containing 10% FBS, 100 U/ml. pen-
jcillin and IOOpyml. streptomycin} at 37 °C in 5% CO, RAW264.7 cells were seeded the night before treatment,
The next day, solutions in complete media were prepared and treated for the corresponding time points. The
control group only had the media replaced at the time of treatment,

Cell viability, Cell viability was performed by the MTT assay. Raw 264.7 macrophages were incubated with
different concentrations of NATXME (3-50 M) for 241 Afterwards, cell viability was assessed by measuring the
mitochondrial-dependent reduction of MT'T to formazan. For that purpose, MTT was added to cells to a final
concentration of 0.5 mg/mL and cells were incubated at 37 °C for 1 h. After removing the media, fonnnun mmk
were dissolved in isopropanal, and the absorbance at 570 nm was read using 2 microplate spec

Results are expressed as IC,, (compound concentration that reduced 50% control absorbance at 570nm). Every
1€, is the average of at least four determinations. {Figure 53)

Analysis of the pro-inflammatory cytokines. RAW 264.7 celis were grown in 10% FES/DMEM (Gibeo)
and then treated for 2h with NATXME (1, 3 and 10pM). After that, cells were stimulated with LPS (50 ng/mL)
avernight, MCP-1, 1L-6 and TNF-a were measured in the supernatant with a commercially available FLISA kit
{BD OptEIA).

Quantitative real-time PCR.  RAW264.7 cells were grown 10% FBS/DMEM (Gibeo) and then treated for
5h with NATXME (1, 3 and 10pM), Total RNA was extracted using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). RNA was reverse-transcribed using the iScript cDNA synthesis kit (BioRad, Hercules, CA, USA) as previ-
ously described’’, Gene expression was determined by quantitative real-time (RT).PCR {qPCR) using TaqMan
gene expression assays for heme oxygenase-1 (HMOX-1 Mm00516005_m1), GCLM (GCLM Mm00514996_m1)
and NQO- 1 (NQO1 Mm@ 125356)_m1) {Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and normalized to GAPDH
using the comparative Ct method.

Zebrafish husbandry and inflammation assay. Zebrafish were raised and maintained according
to standard protocols™. All experimental procedures with zebrafish were approved by the ethical committee
at the Institut Pasteur de Montevideo. The phil-specific zebrafish line Ty (mprGEP)il 14, referred to
as Tgimpx:GFP), was used for all inflammatlon assays, and newtrophil tracking assays at 3 dpf as previously
described™, In all inflammation assays, larvae were pwlncuhawd far 2h with compounds at the doses indicated in
cach figure, Tail fins were transected with a sterile scalpel at the region indicated in Fig, 4A and larvae were incu-
bated in the presence of compounds for 4 h, and fixed in 4% paraformaldehyde overnight. To assess peutrophil
numbes, whole mount immunochistochemistry was performed as described” using rabbit polyclonal anti-GFP
{Invitrogen A-11122). Images were captured in an inverted fluorescence microscope (Olympus) at 10x magnifi-
cation, and neutrophils in the region posterior to the circulatory loop were connted (Fig 48).
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Abstract

Background and purpose: Atherosclerosis, a progressive inflammatory disease of the arteries, is
characterized by chronic low-grade inflammation with concomitant lipid accumulation in the arterial
wall. Anti-inflammatory and anti-atherogenic properties have been described for a novel class of
endogenous, nitrated fatty acids formed during inflammation and digestion/absorption processes, The
prime, lipid-associated antioxidant a-tocopherol is transported systemically by LDL particles. To
capitalize on overlapping and complementary salutary properties of endogenous nitroalkenes and a-
tocopherol, we designed and synthesized a novel NitroAlkene-a-Tocopherol analog (NATOH) to
address chronic inflammation and atherosclerosis.

Experimental Approach: We synthesized NATOH, determined its electrophilicity and antioxidant
capacity and studied its effects over pro-inflammatory and cytoprotective pathways in macrophages
in vitro, Moreover, we described its incorporation into lipoproteins and tissue both in vitro and in
vivo and finally, we analyzed the effect of NATOH on atherosclerosis and inflammatory responses
1 vive using the ApoE knockout mice model.

Key results: NATOH has similar antioxidant capacity than a-tocopherol and, due to the presence of
the nitroalkenyl group it exerts electrophilic reactivity as endogenous-nitroalkenes do. NATOH is
incorporated /i vive into the VLDL/LDL lipoproteins particles reaching the atheroma lesions.
Furthermore, oral administration of NATOH down-regulates NF-xB-dependent expression of pro-
inflammatory markers (including IL-1f and adhesion molecules) and ameliorates atherosclerosis in
ApokE knockout mice.

Conclusions and implications: /n tofo, data presented herein describe a novel pharmacological
strategy for the prevention of atherosclerosis showing anti-inflammatory actions of NATOH and

reveal significant potential for clinical application.
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Abbreviations

LDL, Low Density Lipoprotein, NATOH, NitroAlkene-a-Tocopherol; NF-xB, Nuclear Factor
Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; TNF-a. Tumor Necrosis Factor alpha, 1L-6,
Interleukin-6; IL-1p. Inlerdeukin-1 beta; ICAM-1, Intercellular Adhesion Molecule 1; VCAM-1,
Vascular cell adhesion protein 1; PPAR-y, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gamma,
Nrf2-Keap1, Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2-Kelch-like ECH-associated protein 1, a-
TOH, a-TOcopHerol; NMMO; N-Methylmorpholine N-Oxide; BME, -Mercaptoethanol, SDS,
sodium dodecyl sulfate, RP-HPLC, Reversed Phase- High Performance Liquid Chromatography,
POPC, 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-PhosphatidylCholine, POPG, [|-Palmitoyl-2-Oleoyl-
PhosphatidylGlycerol; LPS, lipopolysaccharide; qPCR, guantitative Polymerase Chain Reaction,
ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; MCP-1, Monocyte Chemoattractant Protein 1; HO-
1, Heme Oxygenase-1; GCLM, Glutamate-Cysteine Ligase Modifier subunit, HFD, High Fat Diet;
AAPH, 2 2'-azobis(amidinopropane) dihydrochloride, FL, fluorescein; 8, chemical shift; DAPI, 2-(4-
Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride; SDS. Sodium dodecyl sulfate.

British Pharmacological Society

167



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

British Journal of Pharmacology Page 4 of 34

Introduction

Atherosclerosis is a progressive, chronic inflammatory disease of the arterial wall and as
such, a leading cause of death worldwide and the main cause of heart attack and stroke (Weber ¢z al.,
2011, WHO, 2017),

Atherosclerosis affects conduit arteries with the atheroma plaque characterized by a focal
accumulation of lipids in the intima layer of the artery wall Lesions are formed by an adipose
nucleus (cholesterol, cholesterol esters, their oxidation products and cellular debris), infiltration of
leukocytes (macrophages, T cells, mast cells, others) and a fibrous cap formed by vascular smooth
muscle cells (Gistera er al, 2017, Libby et al, 2011) Inflammation is a key event in the
pathogenesis of atherosclerosis, an observation onginally made more than a hundred years ago by
Rudolf Virchow (Mayerl er al, 2006). Inflammation in atherosclerosis involves the formation of
modified low-density lipoproteins (LDL), synthesis and modulation of extracellular matrix
components, switching of macrophage phenotypes, alterations of immune functions, cell death,
generation of cytotoxic components. oxidative stress and induction of pro- and anti-inflammatory
molecules (Gistera ¢f al. 2017). Oxidative stress implies the formation of reactive oxygen and
nitrogen species that initiate lipid peroxidation chain reactions. These reactive intermediates may be
the substrate for lipid nitration, reacting with *NO or its derivatives (nitrite, nitrate, peroxynitrite and
nitrogen dioxide) (Bonacci ef al, 2012, Esterbaver ef al, 1992, Heinecke, 1997). Nitrated
unsaturated fatty acids are endogenous nitroalkenes that exert potent anti-inflammatory actions by
reacting with different target proteins via a Michael addition to influence cell signaling mechanisms
(Batthyany er al., 2006, Bonacci ef al., 2012, Cui ef al., 2006, Vitturi ¢f al., 2015). Among them,
activation of PPAR-y (Schopfer er al., 2005); Nrf2-Keapl(Kansanen ef a/., 2011, Kansanen e/ al.,
2012); and the Heat Shock Response (Kansanen ef al., 2009) together with inhibition of NF-xB (Cwi
et al., 2006; Villacorta ¢r al., 2013). Due to their potent signaling actions, electrophilic fatty acid
nitroalkene derivatives have also been studied in different animal models to characterize their
potential use as therapeutic drugs (Cole er af,, 2009, Rudolph er al., 2010a, Rudolph ef af., 2010b;
Zhang et al., 2010),

At the atherosclerotic lesion site in conduit arteries there is an increased retention of LDL and
other lipoproteins particles in the intima layer of the artery wall which is facilitated by alterations
induced by the inflammatory response (endothelial dysfunction) and pro-atherogenic modifications

of the LDL particle (Skalen ¢/ @/, 2002). The LDL particle contains several endogenous antioxidants
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with a-tocopherol (a-TOH), the most biologically active form of vitamin E, being the most abundant
(Esterbauer ¢f @/, 1992). Intestinal absorption, traffic through the blood compartment and cellular
uptake of a-TOH mimics the transport of other lipid molecules and is closely related to lipoprotein
metabolism (Rigotti, 2007),

Considering the well-recognized pathogenic events in the generation of the atherosclerotic
plaque (low grade inflammation coupled to LDL deposition and foam cell formation), we envisioned
a novel pharmacologic strategy for the prevention and treatment of atherosclerosis. By adding an
electrophilic nitroalkene group to a-TOH, we developed the hybrid compound 5-nitroethenyl-y-
tocopherol (NATOH). The rationale of our idea was that NATOH should be incorporated into
lipoproteins during their normal metabolism due to the presence of the tocopherol-structure. Once
incorporated, lipoproteins would transport NATOH through the body, including to the atherosclerotic
lesions, where it may exert the anti-inflammatory properties of nitroalkenes in sifu, thus cutting the
vicious circle and ameliorating the progression of the disease

Herein, we describe the synthesis of NATOH, its physicochemical properties and main
biological actions both in vitro and in vive. We show. for the first time, that NATOH inhibits the pro-
inflammatory NF-xB signaling cascade, activates cytoprotective response (Nrf2-Keap1) and inhibits
the development of atherosclerosis in Apo E knockout mice.

Methods

General procedure for the synthesis of nitroalkene-a-tocopherol analogue.

All solvents and chemicals were used as purchased without further punfication TLC was camed out on
Alugram® Sil G/UV254 on polyester plates using ethyl acetate/n-hexane as solvent system. Spots were
visnalized by rradiation with ultraviolct light (254 nm). Column chromatography (CC) was carncd out on
silica gel (Merck, 60-230 mesh). 'H NMR and "C NMR spectra were recorded on a Bruker DPX-400
istrument, with CDCl, as solvent and tetramethylsilane as the intemal reference. Chemical shifts are given in
parts per million (ppm) (8 relative to residual solvent peak for 'H and "’C), Elcctron impact (EI) mass spectra
were obtamed at 70 ¢V on a Shimadzu DI-2010. High-resolution mass spectrometry (HRMS) analysis was
performed using an Orbitrap (Q Exactive Plus, Thermo Scientific). The punty was determined by high
performance hquid chromatography (HPLC), in an Agilent 1200 HPLC system with a YMC C-30 column, 5
pm of intermal diameter, 250 x 4.6 mm. Purity of all final compounds was 95% or higher

The tocopherol used along the study was always (£}-a-TOH (Sigma Aldnch, St. Louis, USA)

Compounds 2 (Browne ef al, 2013) and 3 (Mazzini e/ al., 2004) were synthesized according to

British Pharmacological Society

169



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

British Journal of Pharmacology Page 6 of 34

literature methods. All other materials were obtained from commercial suppliers and used as
received. NATOH for physicochemical characterization and i vitre studies was synthesized in our
lab. As described immediately below. For m vive studies, NATOH was purchased from Siquimia
(https://www.siquimia.com/). Quality controls were perfomed as before and the purity was 95% or
higher.

Synthesis of S-nitroethenyl-y-tocopherol (4, NATOH). NATOH was synthesized from aldehyde 3
as described in literature (Batthyany ef @/, 2015). In brief, to a solution of 3 (0.150 g, 0.3 mmol) in
CH:NO; (1.2 mL), NHsCH;CO; (0 024 g, 0.3 mmol) was added The mixture was stirred at 100 °C
until the reaction was finished (TLC) The solvent is then evaporated under reduce pressure and H.O
and E1,0 were added. The organic layer was washed twice with H;0 (50 mL), 3 N HCI (25 mL), and
saturated aqueous NaCl, dried, and the solvent was evaporated under reduce pressure. The crude
residue purified by column chromatography (Hexane: EtOAc 9:1), affording NATOH (0.037 g,
27%) as yellow dense oil ‘H NMR (400MHz CDCl5): 6 0,85-0 90 (m, 12H), 1 07-1 63 (m, 24H),
1.80-1.92 (m, 2H), 2.21 (s, 6H), 2.88 (1, ./ 6.8 Hz, 2H), 5.25 (bs, 1H), 8.14(d, ./ 13.4 Hz, 2H), 831(d,
J 134 Hz, 2H) "C NMR (125 MHz CDCl3): § 11.5 (2C), 19.2(2C), 204, 20,7(2C), 223 (2C),
23.8(2C), 28.1, 30.6, 31.7(2C), 36.8(4C), 393(2C), 749, 1128, 1194, 1206, 1313, 132.7, 1398,
146.5, 1481, MS (El, 70 eV): mz (%) 487 (M, 1), 441 (53), 357 (55). HRMS m/z caled for
CuHuNOs [M-H] 486 3589, found 486 3587

Analysis of the electrophilic and antioxidant properties of NATOH

NATOH (100 pM) was dissolved in 1% SDS phosphate buffer 20mM, pH 7.4 and incubated with -
mercaptoethanol (BME) ImM . The reaction was monitored by UV-Vis spectrophotometry through
continuous absorbance readings (240-600 nm) every 3 min during the first 15 min of reaction using a
Varian Cary S0 bio UV-VIS spectrophotometer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA-USA) The
reaction between NATOH (10 nmol) or «-TOH (10 nmol) with BME (375 nmol) was also
characterized by RP-HPLC at pH 7.4 or 2.0 using a YMC C30, 5uM, 250 x 4.6 mm 1.D. column,
isocratic method (methanol 100%) at 1.5 mL/min with detection at 295 and 350 nm in an Agilent
1200 HPLC.

The antioxidant capacity of NATOH vs, «-TOH were measured by the Oxygen Radical Absorbance
Capacity (ORAC) fluorometric technique using a Varioskan LUX multimode microplate reader

(Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). All the assays were conducted in 10
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mM phosphate buffer (pH = 74), and the final reaction mixture was 200 ul.. NATOH or a-TOH
solubilized in liposomes as described below (25 pL) and FL (150 pL of a 1pM FL solution) were
placed in the wells (black 96-well plate). The mixture was preincubated for 30 min at 37 °C within
the Vanoskan LUX instrument, Then the oxidative reaction was triggered by dispensing 25 pl of 50
mg/ml AAPH solution to the wells by an onboard dispenser of the Varioskan LUX The fluorescence
was recorded every 30 s for 90 min with excitation at 485 nm and emission at 518 nm. A blank
(liposomes + FL + AAPH) using phosphate buffer instead of antioxidant were carried out in each
assay. The samples were measured at different concentration (12.5-100 uM). All the reaction mixture
was prepared in duplicate. and at least three independent assavs were performed for each sample.
Antioxidant curves (fluorescence vs. time) were first normalized to the curve of the blank
corresponding to the same assay. Signal curves of liposomes, o-TOH and NATOH were compared
(Figure 3)

Analysis of biological properties of NATOH in macrophages

All cell lines were purchased from American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD,
USA)

For in vitro studies NATOH or o-TOH were prepared in liposomes composed of a 7:3 mixture of
POPG (l-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1-rac-glycerol) and POPC (1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine). The final concentration of the liposomes mixture in every in
vitro experiment was 200 yM.

THP-1 cells (ATCC TIB-202) were grown with 10% FBS/RPMI media and differentiated to
macrophages with Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 200nM for 48h at 37 *C in 5% CO;
Murine RAW264.7 macrophages (ATCC TIB-71) were maintained in complete media (DMEM
containing 10% FBS, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin) at 37 °C in 5% CO:.
RAW264 7 cells were seeded the night before each treatment. The next day, solutions in complete
media were prepared and treated for the corresponding time points. The control group only had the
media replaced at the time of treatment

For fluorescent microscopy studies, samples were fixed with 4% paraformaldehyde for 1S min at
room temperature and permeabilized with PBS-BSA 2% -Triton 0.3% at room temperature for lh.
Labeling was performed overnmight at 4° C using rabbit anti P65 antibody Goat IgG anti rabbit
coupled to tetramethylrodamine or Alexa 488 was used as secondary. Nucleus were stained using

DAPL Images were acquired using an Olympus IX81 epifluorescence microscope equipped with an
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Orca-Hamamatsu CCD camera, a 60x NA 125 oil immersion objective and the following dichroic
filters: Excitation 360-370nm/Emission 420-460nm for DAPI, Excitation 530-550nm/Emission
570nm for tetramethylrodamine; Excitation 470-495nm/Emission 510-550nm for Alexa 488 Images
were processed using Image J 1. 51h (Wayne Rasband, National Institutes of Health USA)

Effect of NATOH over NF-kB-dependent gene expression and protein secretion.

The effect of NATOH or a-TOH over NF-xB-dependent gene expression were studied by gPCR
using THP-1 cells, THP-1 cells were differentiated into macrophages and treated with NATOH (25
and 50 pM) or a-TOH (50uM) ovemight After treatment, cells were stimulated with LPS
(100ng/mL, 4 h). Then, mRNA was extracted from the cells to quantify IL-6 and MCP-1-fold change
gene expression over control (f-actin) by qPCR assay. Purified RNA was transcripted to ¢cDNA
using Superscript II Reverse Transcriptase with Oligo (dT). The ¢cDNA for real-time PCR was
obtained with a Piko 24 Thermal Cycler (Thermo Scientific) mRNA expression analysis was
calculated using the ddCt method with fi-Actin as the house keeping gene SYBR Green was used as
DNA binding dye and the QRT-PCR was done in an Eco Illumina thermocycler. Primers sequences
for THP-1 cells: A, 573" mActin fw: CAT GTA CGT TGC TAT CCA GGC; mActin rv. CTC CTT
AAT GTC ACC CAC GAT. ; mIL-6 fw: AGT GAG GAA CAA GCC AGA GC, mIL-6 rv: ATT
TGT GGT TGG GTC AGG GG, mMCP-1 fw: CAT AGC AGC CAC CTT CAT TCC, mMCP-1
rv: TCT CCT TGG CCA CAATGG TC

The effect of NATOH or a-TOH over NF-xB-dependent-1L-1J} secretion by these cells was studied
by ELISA (B&D OptEIA TM, San Diego, CA, USA). Differentiated THP-1 macrophages were pre-
treated overnight with NATOH or ¢-TOH in liposomes or unloaded-liposomes. Then, cells were
stimulated with LPS (100 ng/mL, 3 h) and after with ATP (5 mM, 45 min). IL-1p was then measured
by ELISA in the supernatant. Finally, the effect of NATOH or a-TOH over NF-xB-dependent
protein secretion (IL-6 and MCP-1) were studied by ELISA using Raw 2647 munne macrophages
cells. Raw 2647 cells were treated with NATOH or a-TOH solubilized in liposomes or with
unioaded-liposomes for 8 hours, as before. Media was then removed and cells were stimulated
overnight with LPS (50 ng/mL). Cell culture supernatant was collected and the presence of the
proteins of interest (IL-6 and MCP-1) were measured by ELISA.

Effect of NATOH over Nrf2-Keapl gene expression,

The effect of NATOH or o-TOH over Nrf2-Keap | -dependent gene expression were studied by qPCR

using THP-1 cells, THP-1 cells were differentiated into macrophages and then treated overnight with
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NATOH or «-TOH in liposomes or unloaded-liposomes. mRNA was extracted and the relative
expression of HO-1 and GCLM were measured by qPCR as before. Primers sequences: mHO-1 fw:
AAG ACT GCG TTC CTG CTC AA; mHO-1 rv: GGG GGC AGA ATC TTG CAC TT, mGCLM
fw AGA CGG GGA ACC TGC TGA A, mGCLM rv. TCA TGA AGC TCC TCGCTG TC.
Incorporation of NATOH into human lipoproteins ex vivo

Blood from healthy donors (signed informed consent) was collected after overnight fasting in tubes
containing sodium hepanin and centrifuged at 2000g for 15 min at 4°C to obtain plasma, Human
plasma (1 mL) was then incubated with NATOH 0, 25, 50, or 100 yM during 6h at 37°C. Human
LDL was isolated from fresh plasma as before by ultracentrifugation through a potassium bromide
gradient (0.29 g/mL, 360.000 g for 60 min; Hitachi Sorvall Discovery M120 rotor S100 AT6)
(Batthyany er @/, 2000). LDL lipoprotein fraction was isolated manually and extracted with
methanol (9:1 viv). The presence of NATOH and endogenous tocopherols in the lipoproteins was
analyzed by RP-HPLC (mobile phases; A H,O, B Methanol (MeOH), gradient. 92 10 96 % of B in
10 min; column Hypersil Gold C-18, 3uM, 150 mm x 2.1 mm LD, 8-TOH was used as internal
standard for quantitative purposes.

Animals and Experimental Design

All animal handling and procedures were approved by the Animal Care Committee (Protocol
Number 014-14) of the Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay. Animals were randomly assigned
to each group and housed under specific pathogen free conditions. In order to assess the anti-
atherogenic properties of NATOH, we used a widely accepted experimental mouse model to study
atherosclerosis, the Apo E knockout mice model (Piedrahita er al., 1992 Zadelaar ¢t al., 2007)
Detection of NATOH and o-TOH in the plasma and in lipoproteins from mice. For the detection
of NATOH and «-TOH in the plasma of vehicle-, a-TOH- or NATOH-treated mice by RP-HPLC,
Apo E knockout mice fed with a HFD (42% of calories derived from fat and 0.25% cholesterol)
without extra addition of vitamin E (LabDiet®, St Louis, Missouri, USA), were administered
gavage with vehicle (n = 5), a-TOH (n=5) or NATOH (n = 5) for two weeks (200 mg/kg/day in
sunflower oil), Mice were sacrificed, and 100 pL of fasted plasma taken 12 hours post-last
administration was extracted with methanol as before. The presence of NATOH and endogenous
tocopherols were analyzed by RP-HPLC (YMC C30, SpM, 250 x 4.6 mm LD. column, isocratic
method, 1.5 mL/min MeOH, detection at 295 nm and 350 nm; Agilent 1200 HPLC system) using
3—TOH as an Internal Standard as before (Botti ¢f al., 2004; Teissier et al., 1996)
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The VLDL/LDL lipoprotein fraction was isolated by floatation from the same plasma (400 uL) by
adjusting plasma density to 1.06 g/mL with potassium bromide, Plasma was ultracentrifuge at
360.000 g for 4 hours (Hitachi Sorvall Discovery M120 rotor S100 AT6) (Batthyany er @l., 2000).
The VLDL/LDL lipoprotein fraction was isolated manually from the top of the gradient (floatation
band) and extracted with methanol (9:1 v/v). The bottom fraction was also extracted to analyze the
presence of NATOH in the albumin/HDL fraction. The presence of NATOH and endogenous
tocopherols in both fractions were analyvzed by RP-HPLC as before (Botti ef al., 2004; Teissier et al.,
1996).

Atherosclerosis in vive Study. Starting at 8 weeks of age. Apo E knockout mice (Jackson
Laboratory) were fed for 14 weeks with a HFD (42% of calones derived from fat and 025%
cholesterol), without extra addition of vitamin E (LabDiet®, St. Louis, Missouri, USA) Apo E
knockout mice were treated with NATOH (n=12) or a-TOH (n= 11) via gavage (100 mg/kg/day in
sunflower oil, equivalent to 111 LU /kg/day) from Monday to Friday for 14 weeks. Mice were then
sacrificed, aorta isolated and dissccted Atherosclerotic lesions of whole aorta were detected by Oil
Red O staining and Image J software as before (Escande er al., 2015). Plaque quantization and area
of plaque formation were performed double-blinded,

Detection of NATOH at the aorta of treated animals. To analyze the incorporation of NATOH
into the aortas of treated animals, a different protocol was designed. In this particular set up, Apo E
knockout mice (8 weeks old) were fed during 14 weeks with the same HFD as before. At week 12,
animals (n = 4 per group) were randomized to receive orally either vehicle (100 uL sunflower oil) or
NATOH (200 mg/kg/day in sunflower oil). At the end of the experiment, mice were sacrificed and
aortic arch or abdominal aortas from both groups were isolated, dissected and homogenized using a
mortar. Homogenized tissue was further extracted overnight with chloroform (CHCly). Liquid phase
was dried under N> airflow and suspended in MeOH and the presence of NATOH was analyzed as
previously

Analysis of pro-inflammatory cytokines at the aortas. Apo E knockout mice (8 weeks of age)
were treated with NATOH (n=5) or a-TOH (n=5) via gavage 100mg/kg (in 100 pL sunflower oil)
from Monday to Friday for 14 weeks. Mice were then sacrificed and the aorta was isolated RNA was
extracted from aortas of Apo E knockout treated mice using TRIzol Reagent. For RNA extraction,
the samples were first homogenized using a home-made mortar. Purified RNA was transcripted to

cDNA using Superscnpt I Reverse Transcriptase with Oligo (dT). The cDNA for real-time PCR was
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obtained with a Piko 24 Thermal Cycler (Thermo Scientific) mRNA expression analysis was
calculated using the ddCt method with GAPDH as housekeeping gene. SYBR Green was used as
DNA binding dye and the QRT-PCR was done in an Eco lllumina thermocycler Aortas primers
sequences: 53 : mGAPDH fw CTA CAG CAA CAG GGT GG; mGAPDH rv: TAT GGG GGT
CTG GGA TGG, mICAM-1 fw: GTG ATG CTC AGG TAT CCA TCC A, mICAM-1 ry; CAC
AGT TCT CAA AGC ACA GCG: mVCAM-1 fw: ATT TTC TGG GGC AGG AAG TT; mVCAM-
1 rv: ACG TCA GAA CAA CCG AAT CC; mIL-1B fw; TGG GCC TCA AAG GAA AGA AT,
mIL-1p rv. CAG GCT TGT GCT CTG CTT GT, mMCP-1 fw. TTA AAA ACC TGG ATC GGA
ACC AA, mMCP-1 rv: GCA TTA GCT TCA GAT TTA CGG GT, mTNF-a fw: TGG GAG TAG
ACA AGG TAC AAC CC, mTNF-a rv: CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A

Statistical Analysis

Data are presented as mean + SD or SEM. All the samples showed normal distributions as judged by
the Kolmogorov-Smirnov test. Statistical analysis was performed using 1-way ANOVA followed by
the Bonferroni post hoc test or unpaired Student t test, as appropriate, A value of P < 0.05 was
considered statistically significant. All calculations were carried out using GraphPad Prism version
6.0

Materials

ATP, B-mercaptoethanol, BSA; 2.2"-azobis(amidinopropane) dihydrochloride, w-tocopherol, &-
tocopherol, phorbol 12-myristate 13-acetate, lipopolysaccharides from Eschenichia coli O111'B
purified by  gel-filtranon  chromatography, 2-(4-Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine
dihydrochlonide; potassium bromide, fluorescein and paraformaldehyde were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA), Sodium dodecyl sulfate was purchased from Biosolve Chimie (Dieuze,
France), |-palmitoyl-2-oleovl-sn-glycero-3-phospho-( 1"-rac-glycerol) and |-palmitoyl-2-oleoyl-si-
glycero-3-phosphocholine were from Avanti, Polar Lipids (Alabama, USA), Methanol and
Chloroform HPLC grade and Triton X-100 were from J.T. Baker (USA); phosphate buffer 20mM pH
7.4 from Merck (Germany): 10% FBS/RPMI media was obtained from Gibco. Goat I1gG anti rabbit
coupled to tetramethylrodamine, Superscript Il Reverse Transcriptase DMEM containing 10% FBS,
100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin and TRIzol Reagent were from Invitrogen (USA),

British Pharmacological Society

175



- Nitroalquenos andlogos del a-tocoferol para la prevencion de la aterosclerosis - 2018

British Journal of Pharmacology Page120f 34

Alexa 488 was from Life Technologies (USA). Oligo (dT) from IDT (USA), SYBR Green from
Roche (USA).

Results

Synthesis of NATOH from a-Tocopherol

NATOH was synthesized as before (Batthyany ef afl., 2015) Briefly, a-tocopherol is transformed into
the corresponding bromoacetate derivative 2 by treatment with bromine followed by ()-acetylation
(Scheme 1) (Batthyany er al, 2015). Bromoacetate oxidation with N-methylmorpholine N-oxide
(NMMO) yields the corresponding aldehyde 3. The treatment of this compound with nitromethane in
the presence of ammonium acetate gives the product of interest 4 (NATOH), being the overall yield
~ 18%,

o = T e B0

1, u-Tocopherol (R= C, 4. NATOH
Scheme 1. Synthesis of NATOH. Reagents and conditions: (a) (1) Bry, hexane anh rt; (if) Ac;0,
AcOH, H2S0y, 11, 72%, b) NMMO, CH1CON, rt, 93%, ¢) CHiNO;, AcONHy, reflux, 27%.

Electrophilic and antioxidant properties of NATOH

To study the electrophilic properties of NATOH, the reaction between [J-mercaptoethanol (BME)
and NATOH was first studied spectrophotometrically, NATOH (100 uM) was solubilized in 1%
SDS, phosphate buffer pH 7.4 and incubated with BME (ImM) (Figure 1). The consumption of
NATOH was followed at its maximum (350 nm; Figure 1 and inset). The formed adduct by the
reaction between BME and NATOH gave maximal absorbance at 292 nm (Figure 1), The reaction
proceeded at pH 74 but was inhibited at pH 2.0 as shown by RP-HPLC analysis, as is the case for
Michael addition reactions (Figure 1B). Alpha-tocopherol did not react with BME as analyzed by
RP-HPLC (Figure 1C),
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Figure 1. Electrophilic properties of NATOH. (A) NATOH (100 uM) was dissolved in phosphate
buffer (20mM) pH 7.4, 1% SDS and incubated with f-mercaptoethanol (BME, ImM). Spectra of the
reaction were obtained in the 220-660 nm range every 60 § Scans shown were taken every 3 min,
Inset: Exponential decay of the reaction followed at 350 nm (B) RP-HPLC charactenzation of the
reaction between NATOH (10 nmol) and BME (375 nmol) at pH 74 or 2.0 (A = 295 nm). (C) RP-
HPLC characterization of the reaction between a-TOH (10 nmol) and BME (375 nmol) at pH 74 or
2.0 (A =295 nm)

We next tested the capacity of NATOH to react as an electrophile when it is incorporated into human
LDL or into liposomes (Figure 2A and Figure 2B) As such, human LDL was charged with NATOH
ex vivo as described (see Experimental Section). In brief, human plasma was incubated with NATOH
(100 pM) for 6 b at 37 “C. Human LDL was then isolated by ultracentrifugation through a potassium
bromide gradient and NATOH-charged human LDL was then incubated with BME and the reaction
followed spectrophotometrically (Figure 2A). Native LDL incubated with BME did not demonstrate
any alteration in its absorption spectrum (Figure 2A). Conversely, in the presence of BME, NATOH-
charged human LDL spectral alterations, were compatible with the reaction of NATOH with BME

(Figure 2A). Moreover, when NATOH was incorporated into liposomes, a reaction with BME was
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also observed (Figure 2B). Overall, these results are of particular importance because they suggest

that the mitroalkenyl group is able to react as an electrophile within the LDL or liposomes

A 0,4 B o8-
0,3 0,5
0,24 g 04 NATOH In POPG+POPC + BME
NATOM in LDL + BME 2
0,14 0,2+
Native LDL+ BME
POPG+POPC + BME
004, - r T - - 00 - T - 1
00 350 400 450 SO0 550 600 200 00 400 8500 500
2 fnm) A (nm)

Figure 2. Electrophilic properties of NATOH in human LDL or in liposomes. (A) NATOH (100
pM) was incorporated into human LDL (see protocol below) or (B) into POPG:POPC liposomes
(200 pM) and the reaction with BME was followed by UV-Vis spectrophotometry. Each spectrum

was taken every 1 s for 15 min

Since the antioxidant properties of ¢-TOH are important for its reported anti-atherogenic properties
(Meir er al., 2004, Pratico ef al., 1998), we also assessed the potential for the nitroalkenyl group to
affect the antioxidant capacity of NATOH. As shown in Figure 3, the antioxidant capacity of a-TOH
and NATOH was not significantly different

-0~ TOH 100 uM
5 NATOH 100 uM
-»- Liposomes

% RFU

Figure 3. «-TOH and NATOH (50 uM) in liposomes (POPG+POPC, 200 uM) were incubated with
fluorescein (1uM) in phosphate buffer (20mM) pH 74, 1% SDS for 30 min at 37°C. Then the
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mixture was incubated with the free radical generator, AAPH (2,2'-Azobis(2-amidinopropanc)
dihydrochloride, 12 mg/mL) and the antioxidant capacity were measured by the ORAC technique
with a fluorometric assay using Aex = 485 nm and Aem=518 nm in a Thermo Scientific"™ Varioskan

LUX multimode microplate reader,

Combined, these results demonstrate that the addition of the nitroalkene functional group to the
chromanol structure of a-TOH, transforms the Vitamin E into an electrophilic molecule with full

retention of the antioxidant capacity

NATOH inhibits NF-xB signaling in macrophages

Macrophages are one of the most important immune cells involved in the pathogenesis of
atherosclerosis (Gistera ef al., 2017). Therefore, we assessed NATOH for its potential to tngger cell
signaling properties similar to those reported for endogenous-nitroalkenes in both human (THP-1)
and murine macrophages (Cui er al, 2006), First, the ability of NATOH to inhibit the pro-
inflammatory NF-xB signaling cascade, reported to be activated in atherosclerosis, was evaluated
(Cui et al., 2006). THP-1 cells differentiated into macrophages were analyzed for LPS-induced
translocation of the p65 subunit into the nucleus in the absence or presence of NATOH or a-TOH (50
uM), both incorporated into liposomes (POPG + POPC 200 pM). As shown in Figure 4A, NATOH
but not a-TOH was able to inhibit nuclear translocation of the p63 subunit in response to LPS.
Moreover, the expression of two NF-xB reporter genes was analyzed by qPCR and ELISA. As
shown in Figure 4B and Figure 4C, NATOH inhibited both the expression and secretion of 11.-6 and
MCP-1, both in human and murine macrophages. Alpha-TOH and y-TOH have been shown to exert
anti-inflammatory effects, both #r virro and in vive (Reiter et al., 2007) In our study, a-TOH
inhibited only the transcription of 1L-6 but did not change the protein level and did not affect MCP-1
gene expression (Fig 4C). Interestingly, NATOH also inhibited 1L-1[} secretion in LPS-stimulated
human macrophages (He er a/., 2014), THP-1 macrophages treated overnight with NATOH (25 or 50
pM) or a-TOH (50 puM) in liposomes, or empty liposomes, were stimulated with LPS (250 ng/mL)
for 3 h and then with ATP (5 mM. 45 min) to study caspase-1 dependent IL-1[ production (He e al.,
2014). Remarkably, NATOH but not «-TOH partially inhibited the production of IL-1ff in human

macrophages in a dose dependent manner (Figure 4D),
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Figure 4. (A) Effects of NATOH on the subcellular localization of NF-xB/p65 subunit in THP-1
macrophages analyzed by immunofluorescence microscopy. Cells were treated with/without
NATOH/«-TOH (50 uM) in liposomes overnight and then activated with LPS (1 pg/mL) In the
negative control (Control), cells were not treated with LPS. Scale bar = 10 um, (B & C, Upper
panels) NF-xB-dependent gene expression and protein translation in macrophages. THP-1
macrophages were treated with/without NATOH/«-TOH in liposomes as before Cells were then
stimulated with LPS (100 ng/mL, 4 h) and 1L-6 and MCP-1 were analyzed by qPCR. (B & C,
Bottom panels) Raw 264 7 murine macrophages were treated with/without NATOH/a-TOH in
liposomes for 8 hours, Media was then removed and cells were stimulated overnight with LPS (50
ng‘mL). Proteins of interest were measured by ELISA in the supernatant. Statistical Analvsis: Upper
panels: One way ANOVA Bonferroni *=0.0148; **=0.0017; **** <0.0001 vs. liposomes, bottom
paneis. One way ANOVA Bonferroni 1L-6 *=0.046;, **=0.0018 ; MCP-1 * =0.030 vs.liposomes

(D) NATOH inhibits LPS-induced IL-1[ secretion by THP-1. Differentiated macrophages were pre-
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treated overnight with NATOH or a-TOH as before. Then, cells were stimulated with LPS (100
ng/ml, 3 h) and after with ATP (5 mM, 45 min). IL-1} was then measured by ELISA in the
supematant. The values are showed as mean + S EM. [Statistical Analysis: one way ANOVA
Bonferroni; **** < 00001 *** = 0004 vs. liposomes]

NATOH induces Nrf2-Keapl cytoprotective response in human differentiated macrophages.
The Nri2-Keap! pathway is a major regulator of cytoprotective responses to endogenous and
exogenous stresses caused by reactive oxygen/nitrogen species and electrophiles (Kansanen ef a/.,
2012; Kansanen ¢f al., 2013). Thus, in order to determine if NATOH activates this pathway, THP-1
macrophages were treated overnight with the indicated doses of NATOH or a-TOH, both
incorporated into liposomes. After the treatment, the expression of two of the most important Nrf2
reporters were analyzed by gPCR. As shown in Figure 5, NATOH but not o-TOH was able to induce
HO-1 and GCLLM mRNA in a dose dependent manner

40 HO-1

% % GCLM -
S 30 - S as
5 .
§ 10 i
2o :
& P D & ¥ .?
& ‘0‘\@« d;::& & & fs“;‘\o« &’P,\ &
S F & F F

Figure 5, NATOH induces Nrf2-Keap 1 cytoprotective response in human macrophages. THP-1 cells
were differentiated into macrophages and then treated overnight with different doses of NATOH or
a-TOH in liposomes or unloaded-liposomes, mRNA was extracted and the relative expression of
HO-1 and GCLM were measured by qPCR. Results are expressed as the mean + SEM of three
independent experiments. Statistical Analysis: one way ANOVA Bonferroni. HO-1 ** = 0.0076;
GCLM **=0.0011 vs control.

Ex vivo incorporation of NATOH into human LDL

As a first approach to evaluate how the modification of the chromanol structure of NATOH by the

addition of the nitroalkenyl group may affect its incorporation into the lipoproteins, we incubated
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human plasma with different concentrations of NATOH for 6 hours at 37°C, following the protocol
used to increase u-TOH content of human LDL ex vive (Teissier ¢/ al., 1996), The LDL fraction was
then purified by ultracentnfugation in KBr gradient (Batthyany er al., 2000; Chung et al., 1986).
Purified LDL was extracted with methanol and the presence of NATOH and endogenous a-TOH
were examined by RP-HPLC analysis as before (Figure 6) (Botti ef al., 2004, Teissier ef al., 1996).
As shown in Figure 6 (A-D), NATOH was incorporated in a dose-dependent manner When human
plasma was incubated with 50 pM of NATOH, LDL particles showed the same amount of NATOH
as «-TOH. At 100 pM NATOH, the nitroalkene tocopherol analog content duplicated the amount of
endogenous LDL-u-tocopherol (Figure 6, absorbance at 295 nm),

A (oL traction from wor-rested 54 B LDL fraction from pl d
20 20+ with NATOH (25 M)
16+
124
it
E s
44
o & & g
2 4 s H 10
RT (min) RT (min)
C LOL fraction from pl d D LDL tracticn from pi d
20+ with NATOH [50 M) 204 with NATOM (100 M)
18 16
< 1 <
E 4 i 84
4 A 44
04 0
H [ [ 10 4 [ s 10
R’RY (min) RT (min)

Figure 6. Incorporation of NATOH into human lipoproteins. Human plasma was treated with
NATOH (25, 50, or 100 pM; B-D) for 6h at 37°C and LDL lipoprotein fraction isolated and
extracted with methanol (9:1, viv). Control was performed with non-treated plasma (A) Samples
were analyzed by RP-HPLC using 8-TOH as intemal standard. In all panels the black line indicates

absorbance at 295 nm and red line absorbance at 350 nm

Detection of NATOH at the VLDL/LDL lipoprotein fraction and at the plasma of Apo E

knockout mice
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Assessment of the capacity of NATOH to be absorbed and transported by the VLDL/LDL
lipoproteins of Apo E knockout mice is crucial as these mice demonstrate an increase in the VLDL
lipoprotein fraction versus LDL due to the absence of Apo E. Thus, it is critical for our hypothesis to
show that NATOH 1is present in the plasma of these mice, mainly or exclusively associated with
these lipoproteins. Therefore, high-fat diet (without extra addition of Vitamin E; see experimental
section) fed mice were gavaged with vehicle (100 pL of sunflower oil) or NATOH (200 mg/kg for
14 days). As shown in Figure 7, NATOH was detected at the plasma of NATOH-treated mice at a
concentration of ~ 1.7 yM_ Alpha-tocopherol was detected at a concentration of ~ 20 uM in the

control mice and its concentration augmented 3 times in tocopherol-treated mice (Figure 7, A, B and

E)
A s woh - 2 B 50 a-TOH C,
— 350 v
1° § ” 1
3 s 3 3
P ) §
10 0
°7 ad o2 T " ° 0
© 3 4 6 8 W 12 o 2 4 6 8 10 12 e 2 4 8 & 10 12
RT (min) RT (min) RT {min)

E  Table 1. Quontification of a-TOH and NATOH
ot the plasma of ApoE knockout mice

Sample o-TOH(uM] NATOH (uM)

Control 189+ 19 N.D

a-TOH 112.2£253 ND

NATOH 109+ 28 16+06
N.D.« Not Detected

00 02 04 0% 08 10 12
nmol

Figure 7. Detection of NATOH in plasma of Apo E knockout mice (A-C) Mice fed with a HFD
without extra addition of Vitamin E were gavaged daily with vehicle (A), a-TOH (B) or NATOH
(C), 200mg/kg/day for 14 days. Mice were sacrificed and plasmas taken 12 hours post-last
administration were extracted with methanol and analyzed by RP-HPLC (A-C: red line Abs. at 350
nm, black line Abs. at 295 nm). (D) A calibration curve of each of the analytes was generated to
quantify the concentration of «-TOH and NATOH in the plasma of mice (E) Table showing the

measured concentration of «-TOH and NATOH in both control and treated mice.
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To determine if NATOH in the plasma is being transported by lipoproteins (VLDL/LDL) or by
proteins (albumin), the VLDL/LDL lipoprotein and the HDL/albumin fractions from the same animal

plasma were purified by ultracentrifugation (see Methods).
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Figure 8. Detection of NATOH in albumin/HDL (A, C, E) or in VLDL/LDL lipoprotein fractions
(B. D, F) of Apo E knockout mice The Albumin/HDL fraction (bottom fraction) and VLDL/LDL
lipoprotein fractions were isolated by ultracentrifugation (as described in the methods) and the
presence of NATOH or o-TOH were analyzed as before. F Inset. shows the same sample that was
spiked with 0.05 nmol of NATOH (blue line).

As shown in Figure 8, endogenous or supplemented o-TOH were detected mainly on the
VLDL/LDL lipoproteins of control or treated mice (Figure 8 A-D), as expected. Moreover, NATOH
was exclusively detected within these lipoproteins, indicating that NATOH is transported in the
plasma by the VLDL/LDL. To validate that the peak labeled as NATOH in Figure 8F is NATOH,
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samples were spiked with a NATOH standard (0.05 nmol) (Figure 8, panel F inset, blue line). The
increase in the peak, confirmed authentic NATOH

NATOH is detected at the atherosclerotic aortas from high-fat diet fed Apo E Knockout mice

One of the most relevant novelties of our pharmacologic strategy is to target the atherosclerotic
lesions with a non-conventional anti-inflammatory compound Therefore, we fed Apo E Knockout
mice with high-fat diet (HFD) for 14 weeks. During week 13 and 14, we treated the mice with
NATOH (200 mg/kg/day, gavage) or vehicle (100 pL of sunflower oil), and analyzed the presence of
NATOH at the atheroma plaques. Aortic arches (high content of plaques) or abdominal aortas (low
content) from control or NATOH-treated animals were homogenized, extracted with CHCl; and
analyzed by RP-HPLC to depict the presence of NATOH. The hybrid compound was present in the
atherosclerotic lesions in the aortic arch as well as at the abdominal aorta of NATOH treated animals

(Figure 9). As expected, NATOH was absent in aortas from control-treated animals (Figure 9),
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Figure 9. Detection of NATOH by RP-HPLC in aortas from high-fat diet fed Apo E knockout mice
(A) Standard elution profile of NATOH by RP-HPLC detected at 350 nm. (B) Elution profile of the
aortic arch of vehicle-treated mice (100 pL sunflower oil). (C) Elution profile of the aortic arch of
NATOH-treated mice (200 mgkg/day in vehicle) (D) Elution profile of the abdominal aorta of

vehicle-treated mice. (E) Elution profile of the abdominal aorta of NATOH-treated mice

NATOH reduces the expression of pro-inflammatory cytokines and adhesion molecule as well
as plaque formation in Apo E Knockout mice

Previous reports demonstrate a-TOH-dependent diminution of atherosclerosis in Apo E knockout
mice (Pratico et al., 1998), To determine if NATOH augments the anti-atherogenic properties of -
TOH, oral administration of NATOH vs. a-TOH was assessed. Mice were subjected to a HFD (14
weeks) and at the same time were dosed orally with NATOH (100mg/kg) or a-TOH (100 mg/kg,
equivalent to 111 LU /kg/day). At the end of week 14, mice were sacrificed and atherosclerotic
plaque development was analyzed (Figure 9A, see expenmental section) NATOH-treated animals
demonstrated diminished total lesion area compared with a-TOH-treated mice (oil red-O-positive
plaque area per total aorta area, Figure 10A and Figure 10B; p =~ 0.011), as a consequence of having
a reduced number of lesions (Figure 10B, bottom panel), and without affecting the weight gain over
time (Figure 10C). These results demonstrate that incorporation of the nitroalkenyl moiety to the
chromanol structure of a-TOH, significantly improves the anti-atherogenic properties a-TOH alone.
Furthermore, and in agreement with the i vitro results, NATOH decreased the expression of NF-xB-
dependent Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1), Vascular Cell Adhesion Protein 1 (VCAM-
1), TNF-ct and IL-1p in the aorta of the high-fat diet fed Apo E knockout to a greater degree than a-
TOH (Figure 10D)
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Figure 10, NATOH reduces atherosclerosis in HFD treated Apo E knockout mice without affecting
weight gain. (A) Apo E knockout mice were treated with NATOH or o-TOH via gavage (100mg/kg
in 100 pL sunflower oil) from Monday to Friday for 14 weeks. Mice were sacrificed, aorta dissected
and atherosclerotic plaque formation was manually measured using the ol red O staining and Image
J software (B) Atherosclerotic plaque area, number and lesion size. Plaque area was determined as a
percentage of total aortic area, p = 0.011 (t test), Nr of lesions p = 0.015. (C) Weight gain versus
time, (D) [L-1, ICAM-1, VCAM-1 and TNF-a mRNA were down-regulated by NATOH in vivo
The aorta of Apo E knockout mice treated as described in (A) was extracted and the RNA was
isolated using TRIzol. Levels of IL-1f3, VCAM-1, ICAM-1 and TNF-a were measured by RT-qPCR
using GAPDH as housekeeping gene One tailed t test: IL-18 = 0.020, ICAM-1 = 0.004, VCAM-1
0.033; TNF-o = 0.035

Discussion and conclusions.
Atherosclerosis is a major health issue (30-50% of deaths worldwide) (WHO, 2017)
Although the pathogenesis of the disease is complex and remains incompletely understood, in the last

decade low grade, chronic and sterile inflammation has appeared to be an important plaver (Hansson
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et al., 2011, Maverl ¢f al., 2006) Plaque-infiltrating macrophages release cytokines (IL-10, TL-18,
IL-6, TNF-a, among others) that play critical roles, including the over-expression of adhesion
molecules such as VCAM-1 and ICAM-1 under control of the pro-inflammatory NF-xB
transcriptional factor (Gistera ¢/ a/, 2017, Hansson ¢f al, 2011). Also, recruited leukocytes
propagate the formation of inflammatory stimuli that, in turn, instigate a cascade of reactions that are
ultimately responsible for the development of atherosclerotic plaques (Gistera er al., 2017)

Oxidative and other modifications confer properties 1o LDL thought to be relevant to
atherogenesis, leading to the “oxidative-modification hypothesis™ of atherosclerosis (Diaz er al.,
1997, Steinberg ef al., 1989). As a consequence, antioxidants should reduce atherosclerosis (Diaz ef
al., 1997) Indeed, vitamin E has been shown 10 slow atherosclerosis in animal models (Esterbauer ef
al., 1992, Peluzio ef al., 2001, Pratico ef al., 1998). Our results demonstrate that adding a non-
conventional anti-inflammatory functional group to the chromanol structure of a-TOH, greatly
improves the anti-atherogenic properties of Vitamin E. This is interesting, since in humans the
effectiveness of using of Vitamin E or other antioxidant drugs in clinical trials has been, at best,
contradictory (GISSI, 1999, Heart Outcomes Prevention Evaluation Study ¢f al., 2000. Stephens e/
al., 1996), Importantly, in our experiments the animals were treated via gavage and at a dose that is
similar to that used for patients enrolled in vanous clinical tnals with Vitamin E (e.g. ~ 800 1.U./day)
(Heart Outcomes Prevention Evaluation Study ef al., 2000)

It is well established that between all the isomers included under the generic name of Vitamin
E, y-TOH is the most abundant in the diet, but «-TOH is the most abundant in the body (Brigelius-
Flohe er al., 1999). Yoshida et al isolated and characterized a tocopherol-binding protein from the
cytosol of rat liver cells (Yoshida ¢f @/, 1992). This protein incorporates preferentially a-TOH into
very-low-density lipoprotein (VLDL) partcles (Brigelius-Flohe ef a/., 1999; Rigotti, 2007: Yoshida
et al., 1992), The other forms of vitamin E are similarly absorbed and reach the liver in chylomicron
remnants, but they are mostly excreted into the bile with the excess of a-TOH (Kayden ef al., 1993,
Mardones er al., 2004, Rigotti, 2007).

Thus, it was very important for our study, to demonstrate that the modification that we
introduced into the chromanol structure of the tocopherol molecule would not inhibit its intestinal
absomption and plasma distribution along the body, including its transport associated to lipoproteins.
We showed that NATOH was incorporated into human LDL ex vivo using the same protocol that was
developed to increase a-TOH content of LDL (Teissier ¢/ @/, 1996). Most importantly, NATOH was
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present in the VLDL/LDL mice lipoprotein fractions, plasma and in the plaques of gavage-treated
animals, Particular to our experiments, we tested for NATOH in the VLDL/LDL lipoprotein fraction
because Apo E knockout mice demonstrate a different lipoprotein profile than humans, with more
VLDL than LDL (Bovenschen e/ al., 2003, Garber ef al., 2000; Yin et al., 2012).

Electrophilic, nitrated unsaturated fatty acids are endogenous nitroalkenes that adduct
susceptible protein cysteine and histidine residues via Michael addition reaction, inducing alterations
in protein structure, function and subcellular distribution (Batthyany ¢f al., 2006). They exen anti-
inflammatory pleiotropic effects over an array of key signaling pathways that facilitate resolution of
inflammation processes m vivo (Khoo et al, 2010). Recently, aiming to better define structure-
function refationships in nitrated unsaturated fatty acids, a large series of new chemicals containing
an electrophilic nitroalkenyl group with variable acyl chain lengths were screened for both Nrf2- and
NF-xB activities (Khoo e/ @, 2018). In this in vitro study, Nrf2 showed maximum activity in the
presence of ©-12 nitroalkene fatty acids while NF-xB-inhibition was maximal for ©-5 nitroalkenes
(Khoo er al., 2018). Herein, we changed not only the acyl chain of the nitroalkene, but instead we
designed and developed a S-nitroethenyl-y-tocopherol candidate where the nitroalkenyl group is
conjugated to a chromanol ring. Our data demonstrate for the first time, that NATOH, a tocopherol
analog, inhibits both the translocation of p65 to the nucleus and the expression of IL-6 and MCP-1 in
vitro, while /n vive it significantly decreases the atherosclerotic plaque formation and the expression
of ICAM-1, VCAM-1, TNF-a and IL-1f3. We also show that NATOH is an efficient activator of the
Nrf2-Keapl pathway which is a major regulator of cytoprotective responses to endogenous and
exogenous stress mediated by reactive oxygen/nitrogen species and electrophiles, and plays
important role in protection against atherosclerosis as well as other cardiovascular diseases
(Kansanen ef al., 2011, Kansanen ef af., 2009, Kansanen e/ @/, 2013, Mann ¢z al., 2009)

From a clinical perspective, considerable focus is centered on the inhibition of the 1L-1f
pathway for treating Coronary Artery Disease (CAD) and Cardiovascular Diseases (CVD) (Couzin-
Frankel, 2012; Hansson, 2017, Ridker er af., 2014). Indeed, Ridker et al. have recently shown that
the inhibition of IL-1]} with Canakinumab, a fully human monoclonal antibody that targets IL-1f, led
to a significantly lower rate of recurrent CV events than placebo (Ridker ef @/, 2017; Ridker e al.,
2011). As a undesired consequence, Canakinumab was associated with a higher incidence of fatal
infection (Ridker ¢/ al, 2017), suggesting that a full inhibition of IL-1f-signalling pathway may not

be desirable Interestingly, our novel nitroalkene-tocopherol analog NATOH, acted as a non-
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conventional anti-inflammatory drug decreasing the secretion and expression of pro-inflammatory
cytokines (including IL-1f and adhesion molecules), involved in the pathogenesis of atherosclerosis.

In summary, we transformed w«-tocopherol into an unconventional anti-inflammatory
compound with anti-inflammatory and anti-atherogenic properties that is targeted to atherosclerotic
plaques These novel results will incentivize further study to develop durable approaches for rapid

translation to clinical application.
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