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I) INTRODUCCIÓN 

 

1.1) ENFERMEDADES CRÓNICAS NO TRANSMISIBLES.  

 Las enfermedades crónicas no transmisibles (ECNT) matan a 40 millones de personas cada 

año, 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 países. En Uruguay, 

constituyen la principal causa de morbi-mortalidad, produciendo más del 60% de los 

fallecimientos entre los 30 y 69 años [1].  

 Los principales tipos de ECNT son las enfermedades cardiovasculares (incluyendo infartos 

de miocardio y accidentes cerebrovasculares), la diabetes, el cáncer y las enfermedades 

respiratorias crónicas (como la enfermedad pulmonar obstructiva crónica y el asma). Las ECNT 

tienden a ser de larga duración y resultan de la combinación de factores de riesgo del tipo etarios, 

genéticos, fisiológicos y/o metabólicos, ambientales y conductuales. Dentro de estos 

encontramos factores de riesgo modificables, destacándose el tabaquismo, el sedentarismo, 

malos hábitos higiénico-dietéticos y el alcoholismo. Por otro lado, existen factores de riesgo 

fisiológicos y/o metabólicos que aumentan el riesgo de las ECNT como son el aumento de la 

presión 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: Características generales. 

 Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son, a nivel mundial, responsables de casi un 

tercio del total de las muertes, con aproximadamente 17 millones al año [2]. La aterosclerosis es 

la patología que subyace a la mayoría de las ECV importantes, incluyendo la enfermedad arterial 

coronaria (EAC), los accidente cerebrovascular (ACV) y la enfermedad arterial periférica (EAP) [3]. 

Estas patologías son en su conjunto las responsables de la mayor parte de la morbi-mortalidad 

cardiovascular en el mundo occidental de hoy. Los estudios epidemiológicos indican que la 

prevalencia de la aterosclerosis está aumentando en todo el mundo, debido a la adopción del 
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estilo de vida occidental no saludable y, hoy en día, es una patología de proporciones epidémicas 

[4, 5].   

 La aterosclerosis está definida como una respuesta focal, fibro-proliferativa e inflamatoria 

generada en respuesta a múltiples injurias a nivel del endotelio vascular [6]. Se caracteriza por la 

formación de placas de ateroma (placas fibro-adiposas) que se sitúan en la íntima arterial y que 

están formadas por células y detritos celulares (células musculares lisas, endoteliales, 

espumosas, leucocitos, linfocitos, etc.), un núcleo lipídico central (formado fundamentalmente 

por colesterol, sus ésteres y productos de oxidación) y una cubierta fibrosa [7] (figura 1). De 

hecho, el término ateroesclerosis proviene de los palabras griegas ἀθήρο- athéro- (‘pasta’) y 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1. A) Corte transversal de arteria coronaria aterosclerótica. B) Placa aterosclerótica de 
una pieza de endarterectomía carotídea. 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 progresión 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 progresión e incluso 

retroceder [9]. La lesión visible más temprana en el desarrollo de la aterosclerosis es la estría 

grasa. Esta comprende un área de engrosamiento de la íntima arterial compuesta de macrófagos 

cargados de lípidos (conocidas como células espumosas), linfocitos, y células musculares lisas.  
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Figura 2. Macroscopía e histología del desarrollo de lesiones ateroscleróticas 

A. Diapositiva macroscópica de un primer plano de una arteria torácica que no muestra lesiones 
macroscópicas aparentes y cuya superficie intimal es perfectamente lisa. La tinción con “oil red O” 
(ORO) para grasas no revela presencia de lípidos microscópicamente discernibles. La tinción con 
tricrómico de Gomori con aldehído fucsina (GTAF) tampoco evidencia lesiones significativas, a lo 
sumo un engrosamiento fibroso difuso intimal.  

B. Estrías – placas grasas localizadas y evidentes macroscópicamente. La tinción ORO para grasas 
muestra múltiples células espumosas y engrosamiento intimal. La tinción con GTAF muestra muchas 
células espumosas (espacios redondos abiertos y grandes por disolución de los lípidos durante el 
procesamiento) en un área de confluencia hacia el centro de la lesión. Asimismo, aumento de las 
fibras de elastina (púrpura) y del colágeno (azul – verde claro).  

C. Macrofotografía que muestra una típica placa fibroadiposa. Microscópicamente el área se tiñe 
intensamente con ORO. La tinción con GTAF muestra área rica en colágeno y espacios en blanco por 
disolución de células espumosas. Imágenes tomadas de: Wissler, R.W., L. Hiltscher, and T. Oinuma, 
Lesiones de aterosclerosis en el jóven, 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 acumulación masiva, no regulada 

de formas modificadas de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) en el espacio subendotelial, 

por macrófagos y células musculares lisas que infiltran dicho espacio; llevando a la formación de 

células espumosas seguido de una mayor diapédesis de leucocitos [10]. Además, en este proceso 

se destaca la proliferación de células del músculo liso y producción de tejido conectivo. La 

trombosis es la etapa final en el proceso de la enfermedad y surge como consecuencia de la 

A

B

C
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ruptura de la placa y del endotelio vascular y consecuente exposición del contenido 

subendotelial, protrombótico, a la sangre circulante. La formación en un momento determinado 

de un trombo intravascular es responsable de los eventos adversos clínicamente 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 hábitos 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 características comunes que contribuyen al desarrollo de las ECV, en los EEUU se 

comenzó con el estudio prospectivo “Framingham Heart Study” [12, 13]. En este estudio se 

realizó un seguimiento durante un largo periodo de tiempo a tres generaciones de familias, que 

englobaban, inicialmente alrededor de 5000 personas que aún no habían desarrollado síntomas 

evidentes de ECV y que no hubiesen sufrido de un infarto de miocardio o accidente 

cerebrovascular. De este estudio se concluyó que los principales factores de riesgo para el 

desarrollo de enfermedades cardiovasculares eran la dislipemia (principalmente la 

hipercolesterolemia con aumento de LDL y disminución de HDL; y en menor grado la 

hipertrigliceridemia), la diabetes mellitus (DM), la hipertensión 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 azúcar refinada, como comentaremos luego. 

 

Hipercolesterolemia, lipoproteínas y metabolismo del -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 

fabricación de hormonas sexuales y esteroideas, para formación de los ácidos biliares (necesarios 

para la digestión de las grasas), vitamina D, entre otras biomoléculas de gran relevancia [14]. La 

mayor parte del colesterol se produce en el hígado pero también una parte proviene de la dieta. 

Sin embargo, hoy en día 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 progresión de la aterosclerosis. La 

aterosclerosis y la ECV tienen una relación directa con los niveles de colesterol sanguíneo: 

concentraciones séricas elevadas de colesterol total (CT), LDL-colesterol (LDL-c) y 

concentraciones séricas bajas de HDL-colesterol (HDL-c) se correlacionan con el aumento de 

estas lesiones ateroscleróticas  [15-21]. 

 La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que el 60 % de las enfermedades 

coronarias y el 40 % de los accidentes cerebrovasculares isquémicos en países desarrollados, son 

debido a niveles elevados de colesterol en sangre, por encima del nivel mínimo teórico (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).  

 

 

 

Más aún, de estos estudios también se desprende que el colesterol es un elemento 

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

Figura 3. Incidencia del Infarto de miocardio en relación con los niveles 

de colesterol total en el estudio Framingham, 26 años de seguimiento 

(tomada de: Castelli W. P, Atherosclerosis 1996, 124, S1-S9.) 
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 Las lipoproteínas son grandes complejos macromoleculares que transportan lípidos 

hidrofóbicos (principalmente colesterol, sus ésteres y triglicéridos) a través de la sangre. 

Consisten de un núcleo hidrofóbico lipídico central (compuesto por triglicéridos y ésteres de 

colesterol)  rodeado por una capa de lípidos hidrofílicos (fosfolípidos y colesterol sin esterificar) 

y proteínas [25]. Las lipoproteínas plasmáticas están clasificadas en 5 clases dependiendo de su 

densidad relativa: quilomicrones, VLDL (lipoproteínas de muy baja densidad), IDL  (lipoproteínas 

de densidad intermedia), LDL (lipoproteínas de baja densidad) y HDL (lipoproteínas de alta 

densidad). La densidad de las lipoproteínas está determinada por la relación lípido/proteína de 

cada partícula. Las proteínas asociadas a lipoproteínas, apolipoproteínas, son requeridas para el 

ensamblado, estructura y función de las lipoproteínas ya que activan enzimas, median la 

transferencia de lípidos y actúan como ligando para los receptores de superficie celular [25, 26]  

 Las partículas de LDL son las principales transportadoras de colesterol y vitamina E en el 

organismo [27, 28]. Cada partícula contiene ésteres de colesterol  (1600 moléculas) y triglicéridos 

(170 moléculas) formando un núcleo lipofílico central, separado del entorno acuoso por una 

monocapa de fosfolípidos (700 moléculas, principalmente fosfatidilcolina), moléculas de 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Del total de moléculas de ácido graso presentes en los distintos lípidos de la LDL, 

aproximadamente el 50% son ácidos grasos insaturados y por tanto susceptibles a la oxidación 

Apo B-100

Fosfolípidos

Colesterol

Triglicéridos

-Tocoferol

Figura 4. Estructura de la lipoproteína de baja densidad (LDL) (adaptado de https://www.alamy.com/stock-

photo-lipoproteins-of-the-blood-ldl-and-hdl-structure-50925232.html). 
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[26]. La LDL posee diversos antioxidantes como componentes naturales, destacándose el -

tocoferol (-TOH, principal isoforma de la vitamina E) por su concentración (11.6 nmol/mg 

proteína; 6 moléculas por partícula). La vitamina E pertenece a la familia de compuestos 

isoprenoides y en estado natural está compuesta por ocho isómeros diferentes: cuatro 

tocoferoles y cuatro tocotrienoles. Todos ellos poseen un anillo cromanol y una cadena 

isoprenoide. Si dicha cadena es saturada, los isómeros se denominan tocoferoles, y si es 

insaturada, se denominan tocotrienoles (figura 6). 

 El -TOH se absorbe de manera preferencial a nivel intestinal y es incorporado a las 

lipoproteínas por la acción específica de diferentes enzimas para finalmente ser selectivamente 

cargado en la futura LDL, debido a la presencia del cromanol y a la acción de la proteína 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Metabolismo LDL. La LDL deriva de la lipolisis de TG de la VLDL, la cual es secretada por el hígado. La tasa de 

producción de VLDL así como la lipolisis de los sus TGs influencian los niveles  plasmáticos de colesterol LDL (LDL-c). Sin 

embargo, el determinante más importante de la [LDL-c] en plasma es la tasa de catabolismo de LDL en el hígado 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 está regulado por el contenido 

intracelular de colesterol tanto a nivel transcripcional como post transcripcional. Altos nivles de LDL-c son generalmente 

resultado de una expresión reducida del LDLr debido a factores genéticos, ambientales o ambos. 
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De esta manera, el metabolismo del -TOH está íntimamente relacionado al de las 

lipoproteínas 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 demás antioxidantes de la LDL (-tocoferol, carotenoides y ubiquinol-10) están 

presentes en menor cantidad, no habiendo antioxidantes en concentraciones significativas a 

nivel del núcleo hidrofóbico de la partícula [26].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabaquismo: El tabaquismo es otro de los factores de riesgo más importantes para el desarrollo 

de enfermedades cardiovasculares y es la principal causa de enfermedad y muerte evitable en la 

mayoría de los países. De acuerdo a la OMS se estima que en el mundo mueren 5.4 millones de 

personas prematuramente al año debido al uso de tabaco [30] y si se mantiene la tendencia de 

los últimos años subirá a 10 millones para el año 2025 [31, 32]. Aparte de la mortalidad 

cardiovascular el hábito de fumar se asocia a enfermedad pulmonar obstructiva crónica y cáncer, 

especialmente pulmonar. En un estudio de 50 años de duración en Europa donde el objetivo era 

determinar el riesgo a largo plazo del tabaquismo, se demostró que la mortalidad por 

enfermedades coronarias es 60% más alta en fumadores (80% en fumadores crónicos) 

comparado con no fumadores. Y además que el 50% de los fumadores termina eventualmente 

sufriendo un infarto agudo de miocardio (IAM) y a edades más tempranas [33]. 

Figura 6: Componentes naturales de la Vitamina E. Los tocoferoles 
tienen la cola fitilo saturada, mientras que los tocotrienoles presentan 
insaturaciones. 
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Diabetes mellitus: La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crónica que ocurre cuando el 

cuerpo no puede producir suficiente o no utiliza eficazmente la insulina, y se induce por una 

predisposición genética junto con factores ambientales [34]. 

Trescientos sesenta y seis millones de personas tenían DM en 2011; la mitad de estos (183 

millones de personas) no han sido diagnosticados [35]. El número de personas con DM en todo 

el mundo está aumentando y para 2030, esto habrá 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 múltiples 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 comparación 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 más en el riesgo de insuficiencia cardíaca [37]. Se ha descrito que los pacientes 

con DM2 y sin antecedentes de EAC tienen el mismo riesgo de eventos cardíacos 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]. 

 

Hipertensión arterial: La hipertensión arterial (HTA) es una afección en la cual la presión en los 

vasos sanguíneos 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 hemorrágicos [40]. La 

hipertensión, además, incrementa la probabilidad de desarrollo de enfermedad renal, demencia 

e insuficiencia cardiaca congestiva. Los investigadores calculan que la hipertensión es la causa 

por la que mueren anualmente nueve millones de personas [40]. Se define como hipertensión 

arterial a la elevación persistente y sostenida de las cifras de tensión arterial por encima de 

valores de 130 mm Hg para la tensión arterial sistólica (TAS) y de 80 mm Hg para la tensión arterial 

diastólica (TAD) [41]. El estudio INTERHEART estimo que el 22% de los ataques de corazón en 

Europa occidental están asociados con historias de alta presión sanguínea y que aquellos con 

historia de hipertensión tienen el doble de riesgo de sufrir un ataque cardiaco comparado con 

personas sin historia de hipertensión [42]. 

 

Obesidad: En los últimos 40 años, la incidencia del sobrepeso y de la obesidad aumentó de 

manera dramática, ahora excediendo al número de personas desnutridas y convirtiéndose en la 

epidemia del siglo XXI [43]. En una segunda revisión del estudio Framingham, se ha reconocido a 

la obesidad como uno de los factores de riesgo independiente más importante de las 

enfermedades cardiovasculares [44]. Recientemente, se han publicado datos del peso de adultos 

comparando desde el año 1975 al 2014 y se puede apreciar que desde 1975 la proporción de 

hombres obesos se ha triplicado y la de mujeres se ha duplicado. Además, a partir de la cuarta 

década de vida, la población mundial adulta gana aproximadamente 10 kg de peso en promedio 

por cada década transcurrida. Para el año 2025 se predice que un quinto de la población mundial 

será obesa [45]. Consecuentemente, el aumento de la obesidad en el mundo, resultó en una 

explosión de los problemas de salud relacionados a la obesidad, incluyendo la resistencia a la 

insulina (RI), DM2, enfermedades coronarias, enfermedades del hígado graso, aumento de 

algunos tipos de canceres y enfermedades degenerativas [46-48]. 

 La epidemia mundial de obesidad ha llevado a un dramático aumento en las 

enfermedades metabólicas asociadas con esta condición, que ha centrado una gran atención 

sobre los mecanismos subyacentes de la obesidad y sus co-morbilidades. La evidencia sugiere 

que muchas de las co-morbilidades de la obesidad, incluida la DM2, el hígado graso no alcohólico 

(del inglés NASH) o esteatohepatitis, asma, cáncer, enfermedades cardiovasculares y 
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enfermedades neurodegenerativas, están relacionadas con la generación de una inflamación 

crónica, estéril y que cursa a bajo grado [49-51]. El desencadenante último de esta inflamación 

es incierto, y la relación causal entre inflamación y las complicaciones de la obesidad permanece 

en cuestión.  

 La obesidad, se asocia a la sobreproducción de citoquinas y a la activación de señales de 

inflamación [52]. La liberación 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 activación de las vías del inflamasoma está relacionada con la patogénesis 

de varias enfermedades prevalentes, incluyendo cáncer, las enfermedades cardiovasculares e 

inmunometabólicas [58-64]. La ruptura de la homeostasis metabólica en individuos obesos lleva 

al aumento de la glucosa, ácidos grasos saturados libres, ceramidas, especies reactivas del 

oxígeno en la circulación y órganos, lo que desencadena, entre otras vías, la activación del 

inflamasoma NLRP3 y, por tanto, un aumento en la producción de IL-1β que no solo incrementa 

el proceso inflamatorio, sino que a su vez interfiere con la señalización de la insulina [49, 65-67]. 

Así, la inflamación crónica 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 está estrechamente asociada con el desarrollo de un proceso inflamatorio y que el 

grado de inflamación 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 crónica, estéril 

y que cursa a bajo ruido podría conducir al desarrollo de nuevos enfoques para tratar estas 

enfermedades devastadoras. 

 

Ingesta de Azúcar refinado como factor de riesgo independiente: Uno de los factores de riesgo 

más importante para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y que ha permanecido 

lamentablemente oculto por más de cinco décadas debido a los intereses comerciales de la 

industria azucarera, es el consumo de azúcar refinado. Las señales tempranas de advertencia del 

riesgo del consumo de azúcar 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 revisión de documentos 
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internos de los años 1950 y 1960 de la Industria Azucarera, se demuestra de forma convincente 

que esta industria de EEUU no solo pago, sino que también inicio una investigación influenciada 

expresamente para eximir al azúcar 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 está 

asociada a un mayor riesgo de desarrollar ECV. Más aun, la presencia de múltiples factores de 

riesgo aumenta sustancialmente la probabilidad de ECV.  

 

 

 

  
Modificables Mayores         Dislipemia (LDL aumentada, HDL disminuida)  

                                                   Tabaquismo 

                                                   HTA 

                                                   Diabetes Tipo 2/Obesidad 

                                                   Dieta alta en azúcar refinada  

Modificables Menores         Inactividad física 

                                                   Estrés 

                                                   Alcohol en exceso 

                                                   Factores trombogénicos 

 No modificables                    Edad, Sexo 

                                                   Historia familiar 

                                                   Historia personal 

Tabla 1. Factores de riesgo de la aterosclerosis 
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1.3) PATOGENIA DE LA ATEROSCLEROSIS: una enfermedad inflamatoria crónica. 

Si bien durante muchos años la patogenia de esta enfermedad estaba centrada únicamente en 

el rol que desarrollaba la dislipemia en la misma y luego surgieron dos hipótesis alternativas 

(hipótesis de la respuesta a la lesión  [70, 71] y la hipótesis de la modificación 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 crónico a nivel vascular [73]. 

 Las herramientas fundamentales que llevaron al cambio de opinión con respecto a la 

patogénesis de la aterosclerosis, dándole mayor importancia al papel de la inflamación y la 

inmunidad frente a la proliferación de SMC, fueron la identificación precisa de los componentes 

celulares en placas ateroscleróticas humanas usando técnicas modernas de 

inmunohistoquimicas (llevadas a cabo por Goran Hansson y sus colegas). En estos trabajos se 

evidenció que la formación de células espumosas es principalmente derivada de los macrófagos 

y además que los linfocitos T participan en la formación 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 lesión traumática, 

infecciosa, post-isquémica,  tóxica o autoinmune" [75], está involucrado en todas las etapas de 

la aterosclerosis y participa tanto la inmunidad innata como la adaptativa. Está implicada en el 

formación de estrías 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 adhesión, incluida la molécula de adhesión intercelular ICAM-1, molécula de adhesión 

vascular VCAM-1, selectina E y P que conducen al reclutamiento e infiltración de 

monocitos/linfocitos al espacio subendotelial [76]. También está implicada en la liberación de 

citoquinas de la familia 1 (IL-1 e IL-18) por la activación del inflamasoma NLRP3 en respuesta a 

la formación de cristales de colesterol durante todo el desarrollo de la enfermedad [60].   

 El inflamasoma es un complejo multiproteico señalizador que forma parte del sistema 

inmune innato y que sirve como plataforma de activación de caspasas, principalmente Caspasa-

1, en respuesta a señales de peligro exógenas y endógenas promoviendo principalmente 
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liberación de IL-1β y muerte celular regulada [77, 78]. Caspasa-1 es una cisteína proteasa que 

digiere en el extremo amino terminal de residuos de aspartilos y procesa pro-IL-1β y pro-IL-18 a 

IL-1β 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 más firmemente 

involucrado en la patogenia de la obesidad y enfermedades cardiovasculares [59, 63, 78, 81-84]. 

El inflamasoma NLRP3 (figura 7) está formado por tres componentes proteicos principales, el 

receptor NLRP3, el adaptador ASC y la procaspasa-1. En cuanto a NLRP3 su estructura está 

determinada por un dominio central "NACHT" (dominio de unión a nucleótidos) común 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 último, mediante interacción 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 proteína permite el reclutamiento de procaspasa-1 

y funciona como una plataforma activadora, convirtiendo a procaspasa-1 en caspasa-1 activa por 

autoproteólisis, siendo capaz de procesar IL-1β e IL-18. ASC recluta moléculas de procaspasa 

mediante el dominio efector CARD por interacción CARD-CARD y oligomeriza gracias al dominio 

PYD, provocando esto la activación de caspasa-1 [86-88]. La caspasa-1 es expresada como un 

zimógeno denominado procaspasa-1 que no tiene actividad proteolítica. La estructura de 

procaspasa-1 consiste en un dominio CARD que interacciona con el adaptador ASC y dos 

subunidades p10 y p20 (10 y 20 kDa respectivamente). 
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El mecanismo de ensamblado del inflamasoma propone que son necesarios dos procesos 

(figura 8): 1. el cebado y, 2. la activación del inflamasoma NLRP3  [77, 89, 90]. En primer lugar, 

para que el inflamasoma se ensamble debe generarse una primera señal que desencadena el 

cebado del proceso, el cual consiste en parte en la estimulación a nivel transcripcional de la 

expresión de las proteínas NLRP3 y pro IL-1β (figura 7). Esto es así, ya que en condiciones basales, 

ambas proteínas no se expresan constitutivamente y su concentración en el citosol es muy baja. 

La señalización 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, así 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 vía de 

señalización de NF-kB que induce la transcripción de NLRP3 y pro IL-1β, no siendo así con los 

componentes ASC, procaspasa-1 ni proIL-18, ya que estos se expresan de manera constitutiva 

[92].  

Pro-IL-1β IL-1β
Pro-IL-18                                     IL-18

A B

Figura 7. A) Estructura del inflamasoma NLRP3. B) Inflamasoma NLRP3 oligomerizado. Tomado de Eitel J. et 
al. Frontiers in Microbiology; 2011, 1, 149. 
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Para que el inflamasoma pueda ensamblarse a plenitud, después del cebado, se necesita 

de una segunda señal activadora (figura 8). Dicha señal permitirá el ensamblado/activación de 

NLRP3 y la consecuente oligomerización que resulta en el reclutamiento de ASC y luego 

procaspasa-1. Los activadores pueden ser moléculas exógenas o endógenas tales como adenosin-

trifosfato (ATP), toxinas formadoras de poros como la nigericina o cristales capaces de producir 

daño fagolisosomal [93]. Estos últimos pueden ser cristales como alúmina, sílica, asbestos, 

Figura 8. Secreción de IL-1β en respuesta a la activación inflamasoma NLRP3 en la aterosclerosis. PAMPs y 
DAMPs  inducen la señalización proinflamatoria de NF-κB después de la detección por PRR (receptores de 
reconocimiento de patrones). El factor de transcripción NF-κB se trasloca al núcleo y entre otros induce la 
expresión del precursor de pro-IL-1β y NLRP3. Los cristales de colesterol pueden ser fagocitizados o la LDL-ox 
puede ser fagocitada mediada por receptor que resulta en la formación de cristales de colesterol dentro de 
fagolisosomes. La proteína inactiva NLRP3 se puede activar por ruptura lisosomal inducida por cristales de 
colesterol o por una disminución en la concentración intracelular de K+, causado por la unión de ATP al receptor 
purinergico P2X7R. En la activación, NLRP3 recluta la proteína adaptadora ASC, que une al NLRP3 con la pro 
caspasa-1. La caspasa-1 se activa por autoproteólisis y formación del heterotetrámero enzimáticamente activo. 
Caspasa-1 activa cataliza el procesamiento de IL-1β y el mediador de piroptosis GSDMD (gasdermina D). Tomado 
de: Grebe. A et al. Circulation Research; 2018, 122, 1722. 
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monourato de sodio o del propio colesterol, los que actúan como segunda señal y activan al 

inflamasoma NLRP3 [60]. El mecanismo a nivel de la activación aún es muy discutido y se 

presentan varios causantes como ser: eflujo de K+ por activación de receptores purinérgicos, lo 

que causa bajos niveles de K+ intracelular [94-96], translocación de NLRP3 a la mitocondria 

mediante el adaptador MAVS [97], producción de especies reactivas del oxígeno provenientes de 

la mitocondria (ROS) [98], liberación de ADN mitocondrial o cardiolipina y liberación de 

catepsinas lisosomales provocada por el daño lisosomal [93] (figura 7). Es interesante resaltar 

que la LDL modificada puede por sí sola dar cuenta tanto de la primera como de la segunda señal 

y ser un estímulo muy importante para la activación crónica del inflamasoma en el lecho vascular 

[60]. 

 

 1.3.1) Función endotelial, óxido nítrico 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 señales intravasculares solubles y mecánicas, fuente y blanco 

de  mediadores intercelulares [99]. Su estructura y función normal son esenciales para el 

mantenimiento de la homeostasis de la pared y fisiología vascular, cumpliendo un rol 

antiaterogénico fundamental [99]. Inicialmente se pensaba que el episodio desencadenante de 

la enfermedad aterosclerótica era una lesión anatómica del endotelio con pérdida de células 

endoteliales y exposición de la membrana basal trombógena subyacente (“hipótesis de la 

respuesta a la lesión”). Sin embargo, la denudación endotelial no ha podido ser evidenciada en 

las etapas iniciales del proceso, sino únicamente en las etapas más tardías de la enfermedad. Esta 

observación junto con la apreciación de las múltiples funciones que cumple el endotelio, llevó a 

postular que su estado funcional puede ser tan importante como su integridad anatómica en la 

aterogénesis [99, 100].  

Debido a su localización y al importante conjunto de productos bioactivos que produce 

(tabla 2) el endotelio regula una serie de balances fisiopatológicos de indudable importancia en 

el desarrollo de enfermedad vascular, siendo el sitio primario de asiento del proceso morboso 

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

Antitrombóticos: 

 •NO 

 PGI2 

 Heparansulfato 

 T-PA – Urokinasa 

Protrombóticos: 

 Factor Tisular 

 vWF  

 PAI-1, etc. 

Vasorelajadores: 

 •NO 

 PGI2 

 EDHF, etc. 

Vasoconstrictores: 

 Endotelina I 

 Angiotensina II 

 PDGF 

Inhibidores del crecimiento: 

  •NO 

 TGF- 

Estimuladores del crecimiento: 

 BFGF, VEGF, IGF(s) 

 PDGF 

Anti-inflamatorios: 

  •NO 

 PGI2 

 Kininasa II 

Pro-inflamatorias: 

 Citoquinas (IL-1, M-CSF, GM-CSF, 

MCP-1, IL-8) 

 ELAM-s (ICAM-1, VCAM-1, P-

selectina)  

Antioxidantes: 

 SOD 

 •NO 

Pro-oxidantes: 

 Superóxido 

 ONOO-  

 

Debido a su plurifuncionalidad,  óxido nítrico (•NO, primariamente caracterizado como el 

factor de relajación derivado del endotelio, EDRF) se destaca del resto de los mediadores 

producidos por el endotelio. El •NO regula múltiples procesos estrechamente involucrados en la 

fisiología vascular y el proceso aterogénico, destacándose su rol en la vasodilatación dependiente 

del endotelio [102] y la inhibición de procesos oxidativos e inflamatorios [103-107].  

El •NO es un radical libre producido por diversas células de los mamíferos a partir de la 

oxidación del aminoácido L-arginina en presencia de oxígeno molecular y NADPH, reacción 
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catalizada por una familia de enzimas denominadas Óxido Nítrico Sintasas (NOS) [108, 109]. La 

vida media del •NO en sistemas aeróbicos es de 5-60 segundos y depende de sus reacciones con 

blancos biológicos (ej. guanilato ciclasa) así como de otras reacciones de 

inactivación/transformación, fundamentalmente con el oxígeno molecular y especies reactivas 

del oxígeno, en particular con el superoxido O2
.-
 [102, 109]. Normalmente, su vida media es 

suficientemente larga como para que el •NO difunda y actúe como segundo mensajero activando 

la guanilato ciclasa citosólica de las células musculares lisas (SMC) de la media vascular, que a 

través de la producción de GMP cíclico induce la relajación del vaso sanguíneo [102].   

En condiciones normales y debido fundamentalmente al predominio de la acción del •NO, 

el endotelio funciona en un modo inhibitorio, antiaterogénico inhibiendo procesos como la 

contracción del músculo liso vascular, la agregación plaquetaria, la proliferación celular, la 

trombosis, la adhesión leucocitaria, la oxidación de biomoléculas y manteniendo una 

permeabilidad selectiva que constituye una barrera al depósito de lípidos en la pared arterial 

[110]. El concepto de disfunción endotelial (DE) hace referencia y jerarquiza la importancia que 

la pérdida de la función normal del endotelio tiene para la fisiopatología vascular [110]. La DE es 

una alteración precoz en la patogenia de la aterosclerosis y ha sido evidenciada tanto en modelos 

experimentales animales como en pacientes con diferentes grados de enfermedad 

aterosclerótica o riesgo de padecerla [110-121]. Se ha sugerido que el test de la hiperemia 

reactiva podría ser de utilidad para monitorizar la respuesta vascular al tratamiento 

farmacológico instituido en pacientes con aterosclerosis [122]. Sin embargo, este estudio no se 

ha podido consolidar de manera significativa en la clínica y ha sido sustituido por otros estudios 

no invasivos capaces de detectar placas de ateroma en lechos vasculares importantes (arterias 

coronarias), como son la tomografía 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 función normal del endotelio (disfunción endotelial), retención y 

acumulación de lipoproteínas en el espacio subendotelial, reclutamiento de células inmunes,  

formación de células espumosas; todos procesos que llevan a la formación, 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 disfunción endotelial. La importancia de HO-1 está demostrada por el daño 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 y 

reperfusión y rechazo de transplantes. HO-1 protege los tejidos durante el estrés inflamatorio a 

través de la degradación del grupo hemo proxidativo, producción de bilirrubina y monóxido de 

carbono (CO) y regulación de hierro celular. Se ha propuesto que estos efectos vasculo-

protectores de la HO-1 son a través de múltiples mecanismos, incluyendo la regulación del ciclo 

celular y angiogénesis, homeostasis redox y modulación del sistema de complemento [123-128].  

Las ROS son producidas por sistemas enzimáticos presentes en la pared vascular como la 

NADPH oxidasas (NOX), xantin oxidasa y la NOS que incrementan en asociación con los factores 

de riesgo. La familia NOX, la cual se expresa en neutrófilos, monocitos, VSMC, células 

endoteliales, fibroblastos, macrófagos y mastocitos, son una de las fuentes más importantes de 

ROS en la pared vascular [129-131]. Durante la disfunción endotelial esta familia de proteínas 

tiene actividad anormal, resultando en una sobreproducción de ROS, incluyendo el superóxido 

(O2
.-), que promueve disfunción endotelial a través de diferentes efectos que incluyen la 

apoptosis de células endoteliales, vasoconstricción, peroxidación lipídica, proliferación celular y 

formación de isoprostanos [132, 133]. El O2
.- 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 inflamación, apoptosis, 

replicación de VSMC, angiogénesis y degradación de la matriz y por lo tanto ha sido propuesto 

que el incremento en la expresión y/o actividad de las NADPH oxidasas tienen un rol importante 

en la aterosclerosis [135, 136]. 

 

1.3.2) Acumulación de lipoproteínas en el espacio subendotelial. 

 La acumulación de LDL en la íntima arterial conduce al desarrollo de aterosclerosis. La 

retención de partículas infiltrantes de LDL por los proteoglicanos en el espacio subendotelial es 

uno de los eventos iniciadores de la aterosclerosis [137, 138]. Las lipoproteínas atrapadas son 

más propensas a sufrir diferentes tipos de modificaciones químicas, ya sea por vías enzimáticas 
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o por vías no enzimáticas. Las modificaciones enzimáticas son mediadas principalmente por 

proteasas, lipasas y otras enzimas que producen especies reactivas del oxígeno y nitrógeno 

(NAPDH oxidasa, mieloperoxidasa, xantin oxidasa, iNOS, etc.), lo que conduce a su agregación y 

a una mayor unión de proteoglicanos [139].  

 Las modificaciones oxidativas por mieloperoxidasa, lipoxigenasa y ROS conducen a la 

formación de un subtipo de LDL modificada que se denomina LDL oxidada (LDL-ox). Esta puede 

provocar una respuesta inflamatoria innata [140]. La inflamación y el estrés oxidativo vascular 

(predominio de la formación y reacciones de los oxidantes sobre la de los antioxidantes), 

particularmente cuando se asocia con la modificación/oxidación de la LDL, son un componente 

patogénico principal en el proceso aterogénico [141-143] (figura 9). 

 Los macrófagos en las placas de ateroma expresan varios receptores del tipo TLR. La LDL 

modificada y sus productos pueden ser ligandos endógenos para TLR2 y TLR4 [144, 145]. Otros 

ligandos endógenos de relevancia en la aterogénesis incluyen a la lisofosfatidilcolina y los ácidos 

grasos no esterificados oxidados generados por la fosfolipasa A2 asociada a las lipoproteínas (Lp 

PLA2) [146]. Es probable que todos estos factores sean importantes para iniciar y contribuir al 

mantenimiento de la inflamación en las etapas iniciales de formación de las placas. No obstante, 

las estrategias para prevenir la activación inmune innata utilizando antioxidantes [147, 148] o 

inhibidores selectivos de lp PLA2 [149, 150] no han logrado reducir la incidencia de eventos 

cardiovasculares en diversas poblaciones de pacientes (figura 9). 

 

 Figura 9. Patogenia de la aterosclerosis. Tomado de: M.N.Diaz et al.; 
New England Journal of Medicine 1997, 337, 408. 
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1.3.3) Reclutamiento de células inmunes a los focos de lesión. 

 En respuesta a la acumulación de lipoproteínas atrapadas y modificadas en el espacio 

subendotelial, y en sitios en el árbol arterial con flujo sanguíneo turbulento, las células 

endoteliales expresan moléculas de adhesión, como la proteína 1 de adhesión 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 

macrófagos en respuesta al factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) y al factor 

estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), que son producidos por células 

endoteliales y varios tipos de células. Como resultado de su continuo reclutamiento, 

diferenciación y proliferación local, los macrófagos derivados de monocitos son una población 

celular importante en las placas ateroscleróticas [153, 154]. 

 

 

 

1.3.4) Formación de células espumosas: un evento patogénico característico.  

 La acumulación de colesterol en las lesiones ateroscleróticas y en particular, en el interior 

celular para dar lugar a células cargadas de lípidos (denominadas células espumosas) no es 

debida a la captación celular de la LDL nativa por medio del receptor de la LDL (receptor apoB/E), 

sino que se debe a la captación de una forma modificada (por ej. oxidada) de la misma y por la 

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

Figura 10. Reclutamiento de células inmunes hacia la placa de ateroma. 
Tomado de: Hannson G.K. et al. Nature Reviews Immunology 2006, 6, 508. 
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monocitos/macrófagos y células musculares lisas. En contraste con la captación de la LDL nativa 

por el receptor apoB/E, la captación de la LDL oxidada por la vía del receptor “scavenger” 

principalmente clase A y CD36 , no está sujeta a regulación por “feed-back” negativo y por tanto 

resulta en la captación y acumulación masiva de colesterol y sus productos de oxidación, 

determinando la transformación de estas células en las denominadas células espumosas (células 

cargadas de lípidos), componentes principales de la placa de ateroma [101, 141] (figuras 9). Las 

células espumosas quedan atrapadas dentro de la íntima arterial y su capacidad migratoria está 

comprometida [155] (figuras 9). Eventualmente mueren y crean un área central en la placa que 

consiste en células apoptóticas y necróticas, cristales de colesterol y otro material extracelular. 

La captación de lípidos por los macrófagos también podría 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 liberación de IL 1β [60, 157] (figuras 11).  

 

 

 

 

 La IL-1β liberada actúa, entre otros blancos, sobre las células del músculo liso para inducir 

la producción de IL-6  [158, 159], que a su vez envía señales al hígado para inducir la respuesta 

de fase aguda, incluida la producción de la proteína C-reactiva  (del inglés "C Reactive Protein") 

[76, 160] y la IL-6 producida localmente en el hígado (que también puede inducir la producción 

de CRP) (figura 11). 

Figura 11. Respuesta inmune innata en la aterosclerosis. Tomado de: Gisterå 
A. et al. Nature Reviews Nephrology; 2017, 13, 368. 
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 1.3.5) Ruptura de placa, erosión, aterotrombosis y complicaciones agudas de la 

 aterosclerosis como eventos desencadenantes del Infarto Agudo de Miocardio. 

 A medida que la placa aterosclerótica crece, se vuelve más compleja. Las estrías grasas se 

convierten en lesiones fibro-adiposas que se convierten en placas avanzadas con un núcleo 

necrótico cubierto por una capa fibrosa. La acumulación de células inmunitarias, como las células 

T, ocurre en las regiones del hombro de la placa [73]. Los síntomas de la aterosclerosis 

generalmente surgen cuando la placa no puede resistir la fuerza pulsátil de la presión sanguínea 

y se forman fisuras superficiales, generalmente cerca de los bordes de la placa [161]. Las placas 

que son vulnerables a la ruptura se caracterizan por una fina capa fibrosa, un gran núcleo 

necrótico lleno de lípidos y una inflamación 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 erosión endotelial y posiblemente también por otras formas de 

patología que pueden desencadenar la enfermedad clínica. Las erosiones endoteliales se definen 

como la ausencia de revestimiento endotelial que conduce a la formación de trombos agudos sin 

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

 

1.4) ÁCIDOS GRASOS INSATURADOS Y NITRADOS: NITROALQUENOS ENDÓGENOS Y SU POSIBLE 

ROL EN LAS ENFERMEDADES INFLAMATORIAS CRÓNICAS. 

 Los nitroalquenos son moléculas que presentan un grupo nitro (-NO2) sobre un carbono 

que está formando parte de  un doble enlace carbono-carbono (Esquema 1).  

 Dentro de esta familia de moléculas, se destacan los ácidos grasos (AG) insaturados y 

nitrados en un doble enlace, ya que son nitroalquenos endógenos que se forman bajo 

determinadas circunstancias fisiológicas y/o fisiopatológicas [166]. Se forman in vivo, 

principalmente en condiciones fisiopatológicas, en ambientes inflamatorios donde hay un 

aumento del nivel de estrés oxidativo, donde contribuirían a resolver el foco oxidativo-

inflamatorio ya que poseen potentes propiedades anti-inflamatorias, anti-aterogénicas, anti -

fibróticas y citoprotectoras [167-173]. 

 Por definición los nitroalquenos son compuestos electrofílicos debido a que el grupo 

nitro es un centro electrón-atrayente que genera que el carbono beta del doble enlace quede 
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electrón deficitario y tenga una gran tendencia a formar aductos covalentes con nucleófilos 

mediante una reacción de adición de Michael. Estas especies nucleofílicas son grupos tioles o 

aminas presentes en residuos de cisteína o histidina [174], que a su vez están en sitios claves 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.1) Formación de los nitroalquenos endógenos. 

 En los últimos años se ha demostrado que algunos nitroalquenos se sintetizan 

endógenamente, principalmente a través de dos vías: 1) la vía catalizada por nitración de AG 

insaturados a partir de nitritos proveniente de fuentes dietéticas (verduras y carnes) y durante la 

digestión (en el medio ácido del estómago) y 2) la vía catalizada por la nitración de AG libres, a 

partir de la producción endógena de especies reactivas del nitrógeno (•NO, •NO2, ONOO-) 

durante procesos de estrés oxidativo y condiciones inflamatorias (figura 12) [175, 176].   

 

 

 

 

 

Esquema 1. Modificación covalente de proteínas y otros nucléofilos de baja masa 
molecular por los nitroalquenos.  

Figura 12. Mecanismos propuestos para la formación endógena de nitroalquenos derivados de ácidos grasos 

insaturados. A la izquierda, se muestra la vía de síntesis mediada por radicales libres y que ocurre en 

condiciones inflamatorias y de estrés oxidativo. A la derecha se muestra la vía de síntesis catalizada por ácido 

y como ocurre en el estómago 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 mediterránea y japonesa, que se dice son beneficiosas para la salud [176] (figura 

13). En el organismo, los principales nitroalquenos endógenos derivan de ácidos grasos poli-

insaturados esenciales obtenidos de la dieta. Los nitroalquenos más estudiados son los derivados 

del ácido linoleico (LA-NO2), del ácido oleico (OA-NO2), del ácido linoleico conjugado (CLA-NO2), 

y del nitroaraquidónico (AA-NO2) [177]. El ácido linoleico conjugado (CLA) es el principal 

precursor de los nitroalquenos endógenos, porque es un ácido 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 

isomerización del ácido linoleico (LA) [166] (figura 13).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.  Síntesis endógena de nitroalquenos: A) en el medio acídico del estómago 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 estómago se favorece la formación de HNO2 

que se descompone en el radical dióxido de nitrógeno, NO2. El NO2 es capaz de formar un aducto con los AG libres. 

Esta reacción de adición ocurre preferentemente con el ácido linoleico conjugado (CLA) para formar el 

nitroalqueno NO2-CLA. B) Formación del NO2-CLA. Puede ser directamente obtenido de la dieta (leche y carne). 

Las bacterias del tubo digestivo pueden favorecer la síntesis de CLA, convirtiendo al isómero del ácido oleico (el 

ácido vaccénico), en CLA. C) Los ácidos grasos esenciales Ω-3 y Ω-6, ácido α-linolénico (18: 3n-3) y ácido 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 acción de los nitroalquenos. 

 Los nitroalquenos derivados de ácidos grasos de cadena larga, fueron evaluados en 

modelos in vitro y en modelos animales, en los que se demostraron diferentes vías de 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.2a) Inhibición de la vía NF-kB. 

 El factor de transcripción nuclear kappa B (NF-kB) controla una amplia gama de procesos 

biológicos que incluyen inmunidad innata y adaptativa, inflamación, ciclo y proliferación celular, 

respuestas al estrés, desarrollo de células B y organogénesis linfoide. La familia del NF-kB en 

mamíferos consta de cinco subfamilias: NF-kB1 (p105 y p50), NF-kB2 (p100 y p52), RelA (p65), 

Figura 14. Vías de señalización intracelular de los nitroalquenos derivados de los ácidos grasos y de síntesis. 
En el citoplasma: A) Unión a HSP70, lo que ocasiona la liberación de HSF-1 y su la translocación al núcleo 
conduciendo así la transcripción de genes dependiente de HSF-1. B) Unión a Keap1, provocando la disociación y 
translocación al núcleo de Nrf2 para inducir genes de respuesta antioxidante. C) Unión a la subunidad p65 de 
NF-kB inhibiendo la transcripción de genes p65-dependientes. En el núcleo: D) se unen covalentemente a los 
receptores PPAR y actúan como agonistas parciales, estimulando la transcripción génica. (Adaptadode: 
Delmastro-Greenwood M. et al. Annual Reviews of Physiology; 2014, 76, 79.) 
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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 señalización de células T entre otros.  

En condiciones basales, este factor de transcripción se encuentra secuestrado en el citosol por 

proteínas inhibitorias IkBs (IkBα, IkBβ e IkBε), pero en condiciones de estrés son disociados 

permitiendo que el factor de transcripción ejerza su acción [178]. El mecanismo canónico por el 

cual ocurre la disociación es por medio del complejo IKK, que se compone de tres subunidades 

IKKα, IKKβ 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 

fosforilación de dos serinas de IkB, dejando a esta proteína inhibidora como blanco de 

degradación proteosomal, permitiendo la liberación de NF-kB y por ende su translocación al 

núcleo para unirse al ADN [178, 179] (figura 15). La ubiquitinación es una forma de regulación de 

esta vía, siendo importante en la activación de NF-kB porque actúa a nivel del complejo IKK. Este 

complejo de actividad quinasa para ser activado debe ser ubiquitinado y se ha propuesto que 

dicha modificación ocurra a nivel de la subunidad reguladora NEMO, debido a que tiene dos 

dominios de unión de ubiquitina [179]. Por otro lado, en la vía no canónica, a diferencia de la 

anterior, la señalización permite activar una quinasa inductora de NF-kB (del inglés "NF-kB-

inducing Kinase"; NIK), la cual fosforila y activa el complejo IKKα y a través de la fosforilación de 

dos serinas de p100, provocando su proteólisis limitada a nivel del proteasoma e inducida por 

ubiquitinación, así como la consecuente generación de p52 que se transloca en forma activa hacia 

el núcleo [180] (figura 15). NF-kB es un inductor de la expresión de citoquinas proinflamatorias, 

quimioquinas y moléculas de adhesión  [181].  

  



- Nitroalquenos análogos del -tocoferol para la prevención de la aterosclerosis - 2018 

34 
 

 

 

 

 

Los nitroalquenos disminuyen la unión del NF-kB al ADN, debido a la alquilación de 

cisteínas funcionalmente significativas de las subunidades p65 (Cys 38) y p50 (Cys 62), lo que 

conduce a la inhibición de la actividad transcripcional proinflamatoria. Esto inhibe la 

translocación de NF-kB y la unión al ADN, la supresión de la expresión de la molécula de adhesión 

celular vascular 1 (VCAM-1), y la inhibición de la adhesión e infiltración de monocitos a los tejidos 

[182-184]. Además, los nitroalquenos inhiben la secreción inducida por lipopolisacárido (LPS; u 

otras señales) y dependiente de NF-kB de las citoquinas proinflamatorias como la IL-6, el factor 

de necrosis tumoral-α (TNFα) y la proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1) en macrófagos 

[183] (figura 14). 

 

 1.4.2b) Activación de la vía de Nrf2. 

La vía de señalización Nrf2-Keap1 es uno de los principales sistemas de citoprotección que 

poseen los vertebrados contra diversos agentes causantes de estrés (patógenos, sustancias 

tóxicas, radiación, etc.) capaces de provocar daño celular y por ende al organismo. 

Figura 15. Esquema del mecanismo de señalización de NF-kB. 
Vía canónica (Izquierda) y no canónica (Derecha). Tomado de: 
Gilmore T.D. Oncogene; 2006, 25, 6680. 
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La proteína Nrf2 [Nuclear Factor (Erithroyd-derived 2) like 2] se trata de un factor de transcripción 

que se une al ADN sobre el elemento de respuesta antioxidante ARE (“Antioxidant Response 

Element”) para inducir la expresión de aproximadamente 100 enzimas de fase 2, las cuales 

desempeñan roles antiinflamatorios o detoxificantes [185-187]. En condiciones normales, Nrf2 

está anclado a las fibras de actina citoplasmáticas a través de su unión con la proteína Keap1 

(Kelch-like ECH-associated protein 1), proteína homodimérica que lo mantiene secuestrado en el 

citosol impidiendo que se traslade al núcleo y se una al ADN, manteniendo silenciada la expresión 

de enzimas detoxificantes y antioxidantes. En condiciones normales, Keap1 junto con la proteína 

Cul3, se comportan como un adaptador de ubiquitinación para Nrf2 y así permiten la degradación 

proteosomal de Nrf2 [188, 189]. Además Keap1 funciona como sensor de electrófilos (derivados 

de condiciones de estrés oxidativo y de xenobióticos) gracias a los residuos de cisteínas 

ultrasensibles a este tipo de moléculas que posee Keap1, aunque se mostró que la activación de 

Nrf2-Keap1 es independiente de la Cys151 de Keap-1 [190]. Al unirse uno o más electrófilos 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 núcleo para unirse a AREs y así inducir la expresión de 

genes de enzimas de fase 2 [185-187, 191]. Los nitroalquenos, por su carácter electrofílico, 

forman aductos con los tioles de las cisteínas de Keap1, siendo reportado que las cisteínas 38, 

226, 257, 273, 288 y 489 fueron muy reactivas con el OA-NO2 [190]. Por lo tanto, los 

nitroalquenos son capaces de activar la vía Nrf2-ARE como consecuencia de la modificación de 

Keap1 [192], promoviendo la expresión 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 catalítica de la γ-glutamilcisteína sintasa (GCLM y GCLC) involucradas en la síntesis 

de GSH, glutatión S-transferasa (GST) y otras que se muestran en la figura 16. 
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 1.4.2c) Agonistas de receptores PPAR. 

Los receptores PPAR son receptores nucleares implicados en la regulación del 

metabolismo de las grasas, homeostasis de la glucosa y señalización inflamatoria [170]. Existen 

tres tipos de PPARs: PPAR-α, PPAR δ/β y PPAR-γ. Todos ellos están involucrados en inducir 

expresión de genes involucrados en funciones como la adipogénesis, metabolismo lipídico, 

inflamación y mantenimiento de la homeostasis. Específicamente PPAR-γ es el más altamente 

expresado en tejido adiposo, tanto blanco como pardo, sitio donde es el principal mediador de 

la adipogénesis, el metabolismo lipídico y la sensibilidad a la insulina [193]. Además, PPAR-γ se 

expresa en otros tejidos donde regula la señalización inflamatoria debido a que en células 

mieloides como los macrófagos suprime la expresión de mediadores proinflamatorios como el 

IFN-γ, así como también suprime la expresión de la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS)[166]. 

Este factor de transcripción es inducible por ligandos como metabolitos lipídicos (ej. 

ácidos grasos poliinsaturados, oxidados o nitrados) los cuales son reconocidos al unirse al 

dominio de unión a ligandos (LBD). Los nitroalquenos endógenos son ligandos parciales de los 

Figura 16. La vía de señalización antioxidante NRF2-ARE. En condiciones normales, Nrf2 se 

ubiquitina constantemente a través de Keap1 y se degrada en el proteasoma. Tras la 

exposición a electrófilos o estrés oxidativo, Keap1 se inactiva. El Nrf2 estabilizado se acumula 

en el núcleo y activa muchos genes citoprotectores. Tomado de: Mitsuishi Y. et al. Frontiers in 

Oncology; 2012, 2, 200. 
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tres receptores PPAR, pero sobre todo de los PPAR-γ. Hay evidencia de que los nitroalquenos a 

través de estos receptores, aumentan la sensibilidad a la insulina, disminuyen la acumulación de 

grasas y las citoquinas proinflamatorias [194, 195]. Se ha mostrado mediante caracterización 

estructural que el nitroalqueno LA-NO2 interacciona con los residuos Arg288 y Glu343 por enlaces 

de hidrógeno y a través de una reacción de adición de Michael con el residuo Cys285 presente 

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

 

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

“Heat Shock Factor 1” (HSF-1) es también un factor de transcripción que promueve 

respuestas citoprotectoras regulando la expresión de proteínas del choque de calor (“Heat Shock 

Proteins”, HSP). Estas se tratan de chaperonas que participan en el plegamiento y translocación 

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 inflamación en aterosclerosis y donde estaría especialmente involucrada la HSP60 [198]. Las 

HSP pueden ser liberadas al medio extracelular a partir de células necróticas o por actividad 

exosomal, provocando activación de la inmunidad innata debido a que son ligandos de TLRs [199, 

200]. 

HSF-1 se une al “Heat Shock Element” (HSE) y así promueve la transcripción de las HSPs 

[197]. Esta actividad del HSF-1 es suprimida por unión 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 acumulación en el núcleo y así su interacción 

con el ADN [203]. 

 Esta vía de señalización también ha sido descubierta como blanco de nitroalquenos 

aunque no está claro aún el mecanismo de acción. Mediante técnicas de microarreglos de RNA 

en células endoteliales de vena umbilical humana (HUVECs) tratadas con OA-NO2 se descubrió 

que el cambio transcriptómico más importante inducido por este nitroalqueno es la 

sobreexpresión 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 cisteínas de las HSP70, 
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con lo que liberan a HSF-1, activando la respuesta dependiente de shock térmico y resolviendo 

la situación de estrés celular [166]. 

 

 1.4.2e) Otros blancos subcelulares de los nitroalquenos. 

Por otro lado, el OA-NO2 inhibe también la proliferación de células de músculo liso de la 

arteria pulmonar así como también disminuye la producción de ROS generadas por los 

macrófagos activados [137]. Además, los ácidos grasos nitrados inhiben de forma directa e 

irreversible la actividad de la enzima 5-lipooxigenasa (relacionada con inflamación por catalizar 

síntesis de leucotrienos), atenuando así respuestas inflamatorias agudas [138]. Se ha estudiado 

en ratones que nitroalquenos derivados del OA-NO2 inhibieron la falla multiorgánica inducida por 

el efecto del LPS [139] y también reducen los niveles de triglicéridos y normalizan los de ácidos 

grasos en el plasma, además de incrementar los niveles plasmáticos de lipoproteína de alta 

densidad (HDL) [140]. 

 La administración de ácido nitrooleico (OA-NO2) a ratones induce un aumento de la 

expresión 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 último, se ha reportado en un modelo celular in vitro, de sobre expresión del receptor 

AT1R, que uno de los mecanismos por los cuales estas moléculas podrían actuar como agentes 

anti-hipertensivos sería a través de la modificación post-traduccional del receptor AT1R, 

inhibiendo la cascada de señalización de la Ang II pero sin afectar su unión a dicho receptor [206]. 

 También se ha demostrado que el nitroalqueno derivado de ácido araquidónico,  AA-NO2, 

es capaz de modular la actividad de la NOX2 en macrófagos, provocando una inhibición en la 

formación del radical superoxido O2
. [207]. Esta inhibición de la NOX2 podría estar dada por la 

modulación de la actividad de la PDI (Protein Disulfure Isomerase) a través de la modificación 

covalente reversible que el AA-NO2 genera al alquilar esta proteína [208].  
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 1.4.3) Principales efectos farmacológicos de los de los ácidos grasos nitrados en 

 modelos animales de patología humana. 

 Considerando los efectos pleiotrópicos de los nitroalquenos derivados de los ácidos 

grasos, surge el potencial beneficio de su administración 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 II [206], protegen contra el daño miocárdico y renal en modelos de isquemia/reperfusión 

[171], reducen la aterosclerosis en modelo de ratones ApoE knockout [209], inhiben la formación 

de la capa neointimal en un modelo de lesión endovascular [210] y generan vasorrelajación en 

anillos de aorta pre-contraídos [175]. El tratamiento de ratones ob/ob (ratones obesos) con 

nitroalquenos, 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 nefropatía 

diabética [211]. 

 

 1.4.3a) Metabolismo y "Cleareance". 

 Los nitroalquenos derivados de ácidos grasos de cadena larga sufren una rápida 

metabolización por β-oxidación, inactivación (o reducción) y conjugación afectando su 

reactividad, farmacocinética y limitando sus acciones biológicas [212]. Estos mecanismos 

modulan la vida media de estos nitroalquenos, tanto de los nitroalquenos exógenos como 

endógenos. La conjugación con grupos glutatión forma productos que son exportados de la célula 

al espacio extracelular, donde son filtrados por los riñones y excretados por la orina. Los 

nitroalquenos son inactivados en forma irreversible por la enzima prostaglandina-1 reductasa 

[213]. Por último, como todos los ácidos grasos, los nitroalquenos son metabolizados a nivel 

mitocondrial por -oxidación. Este proceso catabólico de los ácidos grasos implica la remoción, 

mediante la oxidación, de un par de átomos de carbono sucesivamente en cada ciclo del proceso, 

hasta que el AG se descompone por completo en forma de moléculas de Acetil-CoA, que serán 

posteriormente oxidadas en la mitocondria para generar energía química en forma de ATP 

(figura 17) [176]. 
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1.5)  NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE LAS ENFERMEDADES 

CARDIOVASCULARES Y METABÓLICAS. 

 Si bien algunos estudios epidemiológicos sugieren que el control de los factores de riesgo 

a través de cambios en los hábitos de vida puede prevenir el desarrollo de estas enfermedades, 

en la práctica esto no se ha logrado [45]. Por ejemplo y en relación a la obesidad, 1 de cada 210 

hombres y 1 de cada 124 mujeres con un índice de masa corporal de 30-35 Kg/m2  logra alcanzar 

un peso normal, mientras que si el índice de masa corporal es de 40-45 Kg/m2 la proporción 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 prevención y/o el tratamiento mediante intervenciones 

farmacológicas (que hoy en día involucran terapias multi-fármacos con los problemas de 

cumplimiento, interacciones entre los diferentes fármacos, costos, etc.). 

Diferentes estrategias terapéuticas para disminuir la mortalidad cardiovascular se han 

venido utilizando en la prevención secundaria, es decir en pacientes que ya han sufrido una 

complicación aterosclerótica (infarto agudo de miocardio, accidente cerebrovascular isquémico, 

Figura 17. Vías de metabolización y excreción de los nitroalquenos derivados de ácidos grasos. Se muestran las 

principales vías de eliminación: por unión a grupos glutatión y posterior excreción al espacio extracelular para 

posteriormente ser filtrados a nivel renal, beta-oxidación a nivel mitocondrial y reducción por la enzima 

prostaglandina 1 reductasa.  Tomado de: B.A. Freeman; http://www.pharmacology.us/Faculty/BruceFreeman. 
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etc.). Estas son la terapia anti-plaquetaria con el uso de aspirina o un análogo, la terapia 

antihipertensiva con el uso de -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 asociación de fármacos 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 orgánicos como el dinitrato de isosorbide y nitroglicerina se utilizan 

para el tratamiento sintomático del angor (dolor cardiaco producido por isquemia). Estos 

compuestos son vasodilatadores muy eficientes que calman los síntomas, sin embargo, no 

mostraron resultados positivos en eventos cardiovasculares mayores (mortalidad, infartos etc.) 

[214]. 

La mayoría de las intervenciones farmacológicas actuales diseñadas para retrasar la 

progresión de la aterosclerosis se centran casi exclusivamente en la reducción de los niveles 

plasmáticos de colesterol LDL, siendo las estatinas los principales agentes terapéuticos utilizados. 

Los resultados beneficiosos de la terapia con estatinas se relacionan principalmente con una 

reducción en los niveles plasmáticos de colesterol. Sin embargo, algunos autores plantean que 

otros efectos benéficos de estos fármacos estarían relacionados a la inhibición de la inflamación 

crónica que subyace a la patogenia de estas enfermedades [215-219]. Sin embargo, no fue hasta 

la publicación del estudio CANTOS (del inglés "Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis 

Outcomes Study") en agosto de 2017, que se pudo demostrar que la reducción de la inflamación 

vascular en ausencia de la disminución plasmática de lípidos es capaz per se de reducir las tasas 

de futuros eventos cardiovasculares. Por tanto la hipótesis inflamatoria de la aterotrombosis 

todavía no se había probado. En el estudio de CANTOS se evaluó si la reducción de la inflamación 

mediante el uso de un anticuerpo monoclonal anti-IL 1, el Canakinumab, en hombres y mujeres 

que habían sufrido un evento coronario previo (prevención secundaria) y que permanecían en 

alto riesgo debido a una elevación persistente del biomarcador inflamatorio CRP; podía reducir 

el riesgo de que ocurra otro evento cardiovascular en el futuro [220]. El estudio se llevó a cabo 

durante 48 meses en más de 40 países de todo el mundo con más de 10.000 pacientes. Se 

demostró que la terapia anti-inflamatoria bloqueando la acción de la IL-1β  con el Canakinumab, 
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en comparación con el placebo, llevó 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 demostró la importancia o el rol principal que la inflamación 

juega en la patología de la aterosclerosis, impulsando la búsqueda de estrategias 

farmacológicas que bloqueen los procesos inflamatorios involucrados en la patogenia de la 

misma. 

 En otro ensayo clínico donde también se bloqueó la acción de la IL-1 a través del 

tratamiento con un antagonista del receptor de IL-1 (Anakinra), en pacientes con diabetes tipo 

2 se demostró una mejora en la glicemia y en el perfil metabólico, en la función secretoria de las 

células beta del páncreas y reducción de marcadores sistémicos de inflamación (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-1 demuestran el rol que la inflamación crónica 

tiene en la patogenia de enfermedades crónicas no transmisibles como la diabetes tipo 2 y la 

aterosclerosis. Estas evidencias sugieren que el atacar la inflamación crónica de bajo ruido, 

subclínica, es una estrategia muy valiosa para el tratamiento de las ECNT, altamente relacionadas 

entre sí. Sin embargo, la terapia con anti-inflamatorios de uso tradicional (AINE) no ha resultado 

eficiente a la hora de prevenir o revertir la evolución de las enfermedades cardiovasculares y/o 

metabólicas (obesidad y diabetes tipo 2). Por este motivo, el desarrollo de nuevos fármacos 

antiinflamatorios no convencionales, capaces de inhibir las rutas involucradas en la generación 

de los procesos inflamatorios crónicos no regulados, en particular los mediados por la 

activación del factor de transcripción pro-inflamatorio NFkB y del inflamasoma NLRP3 y que 

cursan de manera subclínica, resulta de fundamental importancia.  

 

 

 

 

 

 



- Nitroalquenos análogos del -tocoferol para la prevención de la aterosclerosis - 2018 

43 
 

 

II) HIPÓTESIS 
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II) HIPÓTESIS. 

 Teniendo en cuenta que el metabolismo del -tocoferol esta intrínsecamente relacionado 

al de las lipoproteínas y en particular al de las LDL, y que éstas tienen un rol patogénico 

fundamental en la aterosclerosis, hipotetizamos que la modificación de la estructura del -

tocoferol ya sea a través de la adición de un grupo anti-inflamatorio (nitroalqueno) o de un grupo 

liberador de óxido nítrico (nitrato orgánico), haría que estos nuevos compuestos utilicen la 

partícula de LDL como un transportador hacia los sitios de las lesiones ateroscleróticas, donde 

éstos podrán ejercer los efectos anti-inflamatorios y anti-aterogénicos de los nitroalquenos o del 

óxido nítrico, enlenteciendo o retardando el progreso de la enfermedad. 

 Para ello se diseñaron y sintetizaron dos series de compuestos híbridos formados por una 

estructura mimética del -tocoferol (principal componente de la vitamina E) y conteniendo: un 

grupo funcional con propiedades principalmente anti-inflamatorias (nitroalqueno, serie 1, figura 

18) ó un grupo funcional liberador de óxido nítrico (nitrooxilo, serie 2, figura 18).  

 

 

Figura 18. Análogos de -tocoferol diseñados como potenciales agentes anti-aterogénicos. 
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III) OBJETIVOS 
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III) OBJETIVO GENERAL.  

Diseño, síntesis, caracterización fisicoquímica, evaluación biológica y estudios preclínicos de 

dos series de compuestos híbridos miméticos del -tocoferol para la prevención y 

tratamiento de ECV 

 

3.1) Objetivos específicos para la serie 1. 

  3.1.1)  Diseño y síntesis de los nitroalquenos análogos de -tocoferol.  

  3.1.2)  Caracterización fisicoquímica de los nitroalquenos análogos de -tocoferol.  

 3.1.3)  Estudio de las propiedades biológicas y posibles blancos moleculares   

  modulados por los compuestos híbridos in vitro. 

 3.1.4)  Estudio de los efectos in vivo de los nitroalquenos análogos de  -tocoferol. 

 

3.2) Objetivos específicos para la serie 2 

  3.2.1)  Caracterización fisicoquímica de tocoferol-miméticos dadores de óxido nítrico de 

   la serie 2.  

a) Desarrollo de técnicas analíticas para la determinación de análogos de -

tocoferol liberadores de óxido nítrico disponibles en el grupo de investigación.  

b) Estudios de estabilidad en distintos medios de importancia biológica: buffers a 

distintos pH y plasma. 

c) Estudios de incorporación en lipoproteínas plasmáticas. 

  3.2.2)  Evaluación biológica in vivo en un modelo animal de hipertensión arterial  
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4.1) Resultados Serie 1 
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Dado el recientemente descubierto del rol que tiene la inflamación crónica y estéril en el desarrollo 

de la aterosclerosis, nos propusimos desarrollar una nueva estrategia farmacológica que 

involucró el diseño de dos compuestos híbridos análogos del tocoferol a los que les incorporamos 

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

 

4.1.1) SÍNTESIS DE ANÁLOGOS DE -TOCOFEROL-NITROALQUENO: NATOH Y NATxME.  

En ambos compuestos, el grupo nitroalquenilo se encuentra en la posición 5 del anillo de 

cromano del α-tocoferol (1a) o en su análogo hidrosoluble, el éster metílico 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 α-tocoferol o el derivado de Trolox se transformaron en el correspondiente derivado 

bromoacetato mediante tratamiento con bromo seguido de O-acetilación. Luego, la oxidación 

del derivado 6-O-acetil-5a-bromo (2) con N-óxido de N-metilmorfolina produce el 

correspondiente aldehído (3)  [223, 224]. Finalmente, la condensación de (3) con nitrometano en 

presencia de acetato de amonio, produce el nitroalqueno deseado  (NATOH, 4a) o  (NATxME, 4b) 

[225] (figura 19). 

 

 

 

Figura 19. Síntesis del NATOH y NATxME. El α-tocoferol o el éster metílico de Trolox se transforman en el 

correspondiente derivado  bromoacetato por tratamiento con bromo seguido de O-acetilación. La oxidación del 

bromoacetato con NMMO produce el aldehído 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 1H RMN, 13C RMN y 

espectros bidimensionales necesarios para la completa elucidación estructural (COSY, HSQC, 

HMBC). Los productos finales además fueron analizados por espectrometría de masa de alta 

resolución. La figura 20 muestra el espectro de 1H 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 fácil notar las señales 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 isómero E.  

En la figura 21 se muestra el espectro de 1H RMN del nitroalqueno derivado del éster metílico de 

Trolox, NATxME, donde se observan claramente las señales 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 isómero E.  

 

 

 

Figura 20. Espectro de 1HNMR del NATOH. En el inserto se muestra una ampliación de las señales 

correspondientes al grupo nitroalquenilo característicos de este compuesto. 



- Nitroalquenos análogos del -tocoferol para la prevención de la aterosclerosis - 2018 

51 
 

 

 

 

Asimismo, los compuestos se inyectaron directamente en un espectrómetro de masa ORBITRAP 

Q-Exactive o LTQ XL ESI (Thermo). La relación m/z calculado para NATOH C30H49NO4 [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 espectrómetro de masa de tipo trampa 

iónica lineal de alta sensibilidad, pero no de alta resolución. Por tanto, en este caso la 

confirmación de la identidad del compuesto viene más de los experimentos de fragmentación 

(ms/ms) que de la exactitud de la masa del ion parental. Para el caso de NATxME el m/z calculado 

de C16H19NO6 [M-H]- fue de 320.1140, mientras que el encontrado en el espectrómetro de alta 

resolución fue de 320.1137 (figura 23A).  A ambos compuestos se le realizaron experimentos de 

espectrometría de masa en tándem a fin de obtener los patrones de fragmentación característica 

de cada uno de los compuestos, y así obtener herramientas para poder detectar estos 

Figura 21. Espectro de 1HNMR del NATxME. el inserto se muestra una ampliación de las señales 

correspondientes al grupo nitroalquenilo. 
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compuestos en diferentes matrices biológicas a través de la espectrometría de masa (figura 22B 

y 23B).  

 

 

 

 

Figura 22. Espectros de masa del NATOH en modo negativo en LTQ XL. A) Espectro ¨full scan¨ de NATOH. B) 

Espectro de MS2 de la señal a 486.5 del espectro mostrado en A). Ión molecular del NATOH: 487.37 Da. 
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4.1.2) CARACTERIZACIÓN FISICOQUÍMICA DE LOS NITROALQUENOS ANÁLOGOS DEL 

TOCOFEROL. 

 

4.1.2a) Análisis por espectrofotometría UV-Visible de los nitroalquenos análogos del 

tocoferol. 

 Para continuar profundizando en la caracterización de nuestros compuestos y 

teniendo en cuenta que lo usaremos en estudios posteriores, procedimos a analizarlos por 

espectrofotometría 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 

Figura 23. Espectros de masa del NATxME en modo negativo en orbitrap Q Exactive. A) Espectro ¨full 

scan¨. B) Espectro de MS2 de la señal en 320.11 en espectro de A. Ión molecular del NATxME 321.11 Da. 
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presentan espectros muy característicos y similares con máximos a 420, 350 nm y 275 nm; y un 

mínimo a 290 nm. EL pico a 350 nm, que es donde ambos compuestos presentan mayor 

absorbancia, fue utilizado para determinar los coeficientes de extinción molar () en MeOH. Para 

el NATOH, el valor de  encontrado fue 10 ± 0.4 mM-1.cm-1 y para el NATxME el  fue de 7.3 ± 0.1  

(figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4.1.2b) Reactividad electrofílica de los nitroalquenos análogos del tocoferol. 

 El modo de acción que explicaría la actividad biológica de los nitroalquenos es su 

capacidad de reaccionar con nucleófilos de bajo peso molecular o en proteínas, principalmente 

con tioles, a través de reacciones de adición de Michael [174, 226].  
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Figura 24. A) Espectro UV-Visible de NATOH (100M) en metanol. El inserto muestra la determinación del 

coeficiente de extinción molar a 350nm en metanol. B) Espectro UV-Visible de NATxME (100M) en metanol. 

El inserto muestra la determinación del coeficiente de extinción molar a 350nm en metanol. 
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Para estudiar si la incorporación del grupo nitroalquenilo al tocoferol o al éster metílico 

de Trolox, dotaba a los compuestos de propiedades electrofílicas, inicialmente analizamos la 

reactividad del NATOH y del NATxME con un nucléofilo modelo como el -mercaptoetanol (ME). 

Para ello, incubamos los compuestos (100 M) con un exceso de ME (1 mM; condiciones de 

seudoprimer orden) y la reacción se controló 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 reacción entre los compuestos y el βME. Allí se puede 

observar que hay cambios en la absorbancia a lo largo de todo el espectro, con formación de dos 

puntos isosbésticos (292 nm y 275 nm). Globalmente, estos cambios sugieren que está teniendo 

lugar una reacción entre cada uno de nuestros compuestos y el ME.  

 

 

 

  

Figura 25. Propiedades electrofílicas del NATOH y NATxME. A)  NATOH (100 M) disuelto en buffer  fosfato (20mM) 

1% de SDS pH 7,4 y se incubó con ME 1 mM. Los espectros de la reacción 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 reacción. B) 

Decaimiento exponencial de la reacción seguida a 350 nm. C) NATxME (100 M) disuelto en buffer fosfato 20mM pH 

7.4 se incubó con ME 1mM. Los espectros de la reacción 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 reacción. D) Decaimiento 

exponencial de la reacción seguida a 350 nm. 
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 Para continuar profundizando en el análisis 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 reacción del NATOH con el ME seguida por HPLC de 

fase reversa y a distintos pH. En esta figura se puede observar que cuando se incuba al NATOH 

con ME a pH 7.4 aparece un nuevo pico que es más hidrofilico (eluye antes que el NATOH en la 

columna de C18) y también se ve una disminución del pico correspondiente al del NATOH (figura 

26A panel del medio vs. panel superior). Por otro lado, cuando la reacción se lleva a cabo a pH 

ácido, vemos que la reacción no ocurre (figura 34 A panel inferior), debido a que los grupos tioles 

de los nucleofilos están protonados quedando menos grupos tiolatos disponibles para los 

ataques nucleofílicos. La figura 34 B muestra que cuando se incuba βME con  -TOH, la reacción 

de adición no se da, ya que el -TOH no es un electrófilo. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Propiedades electrofílicas del NATOH.  A) Caracterización  por HPLC en fase reversa  de la 

reacción entre NATOH (10 nmol) y βME (375 nmol) a pH 7,4 o 2,0 (λ = 295 nm). B) idem para -TOH 

(10 nmol) y βME (375 nmol). 
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4.1.2c) Cinética de la reacción entre los nitroalquenos análogos del tocoferol y   

 tioles de bajo peso molecular. 

 Para realizar la caracterización cinética de la adición de tioles de bajo peso molecular, 

ME y GSH, a nuestros nitroalquenos sintéticos, tomamos en cuenta sus propiedades ópticas y 

sus solubilidades relativas en agua/disolventes apolares (partición). La reacción de adición 

interrumpe el cromóforo formado por el nitroalqueno conjugado con el cromano aromático, lo 

que conduce a una disminución dependiente de la dosis en la absorción UV-Visible (figura 25 y 

27A). Esta disminución en la absorbancia se utilizó para controlar la reacción a λmax 350 nm. La 

reacción es de primer orden para el nitroalqueno (figura 27B) y de primer orden para el tiol con 

una intersección distinta de cero (figura 27C), lo que implica una reacción reversible de la adición 

de Michael, como se esperaba [226]. 

  

En la tabla 3 se muestran los valores de las constantes de 2do orden para la reacción entre 

los nitroalquenos análogos del tocoferol y los tioles de bajo peso molecular (ME y GSH) en 

solución acuosa y en soluciones micelares usando distintos detergentes (aniónicos, catiónicos, 

zwitteriónicos y neutros). La tendencia esperada en las constantes de velocidad aparente de 

segundo orden es que las reacciones sean más rápidas en detergentes catiónicos que en los 

aniónicos. Por otro lado, en la solución acuosa neutra la tendencia esperada es que la reacción 

Figura 27. Reacción del NATOH con ME en diferentes ambientes A) cambio espectral tras la reacción de NATOH 

10 μM con βME 0.1 mM en buffer TMA20 a pH 8.1  con 2.5 g/L de SDS. B) Gráficos de primer orden obtenidos a 

diferentes concentraciones de βME medidos a 350 nm. C) Gráfico de segundo orden para el mismo experimento, 

parámetros de ajuste lineal kf (pendiente) = 2.3 M-1 s-1, kr (intercepto) = 5 x 10-3 s-1 
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sea más rápida con el GSH que con ME, dado que GSH es más ácido que el ME y, por lo tanto, 

va a haber una fracción más alta del tiolato disponible para la reacción. Esa tendencia se observa 

en ausencia de surfactantes con NATxME (tabla 3) y también con micelas catiónicas (CTAB) con 

el NATOH. Sin embargo, la tendencia está ausente en las micelas zwiteriónicas (CHAPS) y es 

revertida en las micelas neutras (Tritón X-100) y aniónicas (SDS) (tabla 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Comparando la reacción del ME con NATOH en CHAPS y con NATxME en solución acuosa, 

encontramos una disminución de cuatro veces en la constante de velocidad a pH 7.1. Si esta 

comparación se hace para las reacciones correspondientes con GSH, la constante de velocidad 

 

  

 
NATOH 

Surfactante 
Reactividad electrofilica 

Tiol pH k
f
 (M

-1
 s

-1
) k

r
 (s

-1
) 

CTAB 
GSH 7.1               576 0.36 

BME 7               343 0.13 

CHAPS 

GSH 

6.7                 34 1.7 x 10
-2 

7.0               100 4 x 10
-2 

7.3               148 6.2 x 10
-2 

BME 

6.9                 53 9.9 x 10
-3 

7.1                 83 1.5 x 10
-2 

8.3               383 0.15 

Triton X-100 GSH 7.1                  0.8 N.D. 
BME 7                  6.5 1.8 x 10

-3 

SDS 

GSH 7.2                  0.2 
 

BME 
7.5                  0.63 3 x 10

-4 
7.8                  1.0 4.9 x 10

-4 
8.1                  2.3 5 x 10

-3 

 
NATxME 

None GSH 7.1 1370 
N.D. 

BME 7.1 349 

Tabla 3. Constantes de velocidad de la adición nucleofílica de NATOH y NATxME 

a GSH y β-ME en suspensión micelar y solución acuosa.  
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es más de diez veces menor en las micelas de CHAPS. La diferencia puede explicarse en términos 

de las cargas adicionales en el GSH que desestabilizan aún más su presencia en el núcleo 

hidrofóbico de las micelas. Además, las micelas neutras y aniónicas provocan una disminución 

adicional de dos a tres órdenes de magnitud en la constante de velocidad para la reacción del tiol 

con el NATOH y el NATxME, y en todos los casos, la disminución es más marcada para el GSH 

(tabla 3). 

 

 4.1.2d) Determinación del pKa de los nitroalquenos análogos del tocoferol. 

Tanto en el NATOH como en NATxME, el cromóforo contiene un fenol ionizable, por lo que el 

equilibrio ácido-base del fenol también transmite un gran cambio en la absorbancia (figura 28 y 

29). La titulación de ambos nitroalquenos permite la determinación 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 más ácido en micelas catiónicas (en CTAB) y menos ácidas en las micelas aniónicas (SDS) 

(figura 28). La tendencia es similar para NATxME pero dentro de un rango más estrecho de 2.4 

unidades (figura 29). El pKa de NATxME se determinó tanto en suspensión micelar como en 

solución acuosa en un intento de separar el efecto del pH aparente de los efectos de la partición 

de los nucleófilos y de la velocidad de reacción en sí misma. Observamos  que el pKa de NATxME 

en solución acuosa y en micelas de iones híbridos son esencialmente iguales y muy similares al 

pKa de NATOH en las micelas zwitteriónicas (CHAPS); siendo los valores de 8.14, 8.18 y 8.0, 

respectivamente. Luego, y como primera aproximación, vimos que las micelas de CHAPS cancelan 

el efecto del pH de la superficie tal como lo percibe el nitroalqueno. 

 

  



- Nitroalquenos análogos del -tocoferol para la prevención de la aterosclerosis - 2018 

60 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

300 350 400 450 500 550 600

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

A
b

s
.

 (nm)

A B

300 350 400 450 500 550 600

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

A
b

s
.

 (nm)

300 350 400 450 500 550 600

0.0

0.1

0.2

0.3

A
b

s
.

 (nm)

250 300 350 400 450 500 550 600

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

A
b

s
.

(nm)

CTAB

SDS

CHAPS

Triton X-100

pH  6

pH  12

pH  6

pH  12

pH  6

pH  12

pH  6

pH  12

5 6 7 8 9 10 11 12

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0
 SDS

 TRITON X-100

 CHAPS

 CTAB

 A
b

s
 n

o
rm

a
li
z
a

d
a

 3
5

0
 n

m

pH

C D

E

Figura 28. Titulación de NATOH en solución con diferentes detergentes. NATOH (30 µM) en buffer TMA20 

con diferentes  detergentes fue titulado adicionando 5-10 µL de NaOH y HCl 2M. A) SDS 0.25%; B) Triton X-

100 1%; C) CHAPS 1%; D) CTAB 1%. E) Curvas de titulación 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 normalizó a los valores ácidos 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. Titulación de NATxME en solución acuosa con o sin diferentes detergentes. NATxME (30 µM) en buffer 

TMA20 con o sin detergentes fue titulado adicionando 5-10 µL de NaOH y HCl 2M. A) TMA20 buffer; B) SDS 0.25%; 

C): Triton X-100 1%; D): CHAPS 1%; E): CTAB 1%. F) Curvas de titulación 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) Análisis de las propiedades antioxidantes del NATOH. 

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

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

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

incorporados en liposomas (POPC:POPG, 200 M) con fluoresceína (1M) y luego con el 

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

determinó para cada concentración de NATOH los equivalentes de -TOH correspondientes. La 

figura 30 muestra la comparación de la capacidad antioxidante de NATOH vs. la del TOH a 50 

y 100M. De estas curvas se puede observar que no existen diferencias estadísticamente 

significativas entre la capacidad antioxidante del NATOH y la del -TOH. 
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Figura 30. Capacidad antioxidante del NATOH. Alfa-TOH (A) y NATOH (B) (12.5-100 μM) en liposomas se 

incubo con fluoresceína (1 μM) en buffer fosfato (20 mM) pH 7,4, SDS al 1% durante 30 min a 37oC. Luego 

la mezcla se incubó con AAPH y la capacidad antioxidante se midió mediante la técnica ORAC con un 

ensayo fluorimétrico usando ex = 485 nm y em = 518 nm. C) y D) Comparación de la capacidad 

antioxidante de -TOH vs NATOH a 50 y 100 M, respectivamente.  
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 4.1.2f) Incorporación del NATOH a lipoproteínas. 

Como primera aproximación para evaluar cómo la modificación de la estructura del cromanol del 

-TOH en el NATOH puede afectar su incorporación a las lipoproteínas, incubamos plasma 

humano con diferentes concentraciones de NATOH durante 6 horas a 37 °C, siguiendo el 

protocolo utilizado para aumentar el contenido de α-TOH en la LDL humana ex vivo [227]. Luego 

se purificó la fracción de LDL mediante ultracentrifugación en gradiente KBr [228] y 

posteriormente se extrajeron con metanol [227, 229]. La presencia de NATOH y α-TOH endógeno 

en el sobrenadante se estudiaron mediante análisis por HPLC en fase reversa (figura 31) [227, 

229]. En la figura 31 se muestra la incorporación 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 concentración 

de NATOH de 50 M, la concentración del mismo en la LDL es de similar orden de magnitud que 

la del -TOH endógeno. 
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Tabla 7. Constantes de velocidad de la adición nucleofílica de NATOH y 

NATxME a GSH y β-ME en suspensión micelar y solución acuosa.  

 

Figura 31. Incorporación de NATOH en lipoproteínas humanas (A-D). El plasma humano se trató con 

NATOH (25, 50 o 100 μM) durante 6 horas a 37ºC y se aisló la fracción de lipoproteína LDL y se extrajo con 

metanol (9:1, v:v) después de una ultracentrifugación en gradiente de KBr. El control se realizó con plasma 

no tratado. Las muestras se analizaron mediante RP-HPLC usando -TOH como patrón interno. En todos 

los paneles, la línea negra indica la absorbancia a 295 nm y la línea roja la absorbancia a 350 nm. 
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Además, se tomaron las fracciones de LDL de plasma sin tratar o tratado con NATOH, y se 

incubaron con un exceso de ME y la reacción se siguió por espectroscopia UV-Visible. La figura 

32A muestra los espectros de las diferentes fracciones de LDL incubadas con ME. Cuando la  

fracción de LDL nativa se incuba con ME,  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 c/NATOH y la LDL nativa) se incuban con ME, si se observan 

cambios importante en el espectro, compatibles con la reacción entre el NATOH y el ME (figura 

32A). Más aun, cuando el NATOH se incorpora a liposomas, también se observa una reacción con 

ME (figura 32C). En general, estos resultados son de particular importancia ya que sugieren que 

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

liposomas. 
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Figura 32. Propiedades electrofílicas del NATOH en LDL humana o en liposomas. A) Fracción de LDL 

humana obtenida de plasma incubado con NATOH (100 µΜ) se incubo con BME (1mM) y la reacción se 

siguió por espectrofotometría UV-Visible B) Espectro diferencial de las fracciones de LDL incorporada con 

NATOH y LDL nativa. C) Reacción del NATOH (50µM) incorporado en liposomas POPG:POPC (7:3 200µM) 

y BME (1mM) seguida por espectrofotometría UV-Visible. 
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4.1.3)  ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES BIOLÓGICAS IN VITRO Y POSIBLES BLANCOS 

 MOLECULARES  MODULADOS POR LOS NITROALQUENOS ANÁLOGOS DEL TOCOFEROL. 

  

4.1.3a) Citotoxicidad de los nitroalquenos análogos del tocoferol. 

Para comenzar a estudiar los efectos biológicos de los nitroalquenos análogos del tocoferol, 

primero se realizaron ensayos de citotoxicidad para determinar la IC50 (concentración que reduce 

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

264.7.  
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Figura 33. Viabilidad celular del NATOH, NATxME y -TOH en macrófagos. Células THP-1 (A, C y E) y RAW 

264.7 (B, D y F) fueron incubadas con NATOH (A y B), con NATxME (C y D) o con -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 CI50 (concentración 

que reduce en un 50% la absorbancia del grupo control a 570 nm).  
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Utilizamos como modelo celular a los macrófagos, ya que son una de las células más 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 CI50 en macrófagos THP-1 es de 88 µM y en RAW 

264.7 es de 39 µM. Para el NATxME la CI50 en THP-1 fue de 28 µM, mientras que en macrófagos 

RAW 264.7 fue de 25 µM. En el caso del -TOH la CI50 en ambos tipos celulares es mayor a 200 

M. 

 

 4.1.3b) Efectos biológicos de los nitroalquenos análogos del tocoferol. 

 Nuestro principal objetivo en el marco del desarrollo de una nueva estrategia 

farmacológica para la prevención y el tratamiento de la aterosclerosis, era diseñar 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 híbrido contiene un grupo nitroalquenilo 

sobre la estructura del -tocoferol. El grupo funcional nitroalqueno fue seleccionado por su 

capacidad de inhibir rutas pro-inflamatorias que se han demostrado que juegan roles 

protagónicos centrales en el desarrollo de la aterosclerosis (NF-kB, inflamasoma, PPAR-, 

etc.)[173, 183, 184], y a la vez que activan rutas citoprotectoras importantes como Nrf2 y HSR 

[204, 232, 233] 

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

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

 

 4.1.3b1) Inhibición de NF-kB. 

Primero nos enfocamos en la capacidad del NATOH para inhibir la cascada de señalización 

proinflamatoria dependiente de NF-kB. Como primera aproximación, se analizó la translocación 

nuclear de la subunidad p65 de NF-kB inducida por LPS en presencia o ausencia de NATOH o α-

TOH en macrófagos humanos THP-1. Como se muestra en la figura 34, el NATOH pero no el α-

TOH fue capaz de inhibir la translocación nuclear de la subunidad p65 en respuesta a LPS.  
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Por otro lado, se analizó la expresión de tres genes reporteros de NF-kB (IL-6, MCP-1 y TNF-) 

mediante RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR) y ELISA. Para analizar la expresión génica de IL-6 y MCP-

1, los macrófagos THP-1 fueron tratados durante toda la noche con NATOH o -TOH solubilizados 

en liposomas y luego activados con LPS durante 4 h. El análisis de la expresión génica se realizó 

mediante qRT-PCR (figura 35). Finalmente, para analizar la secreción de estas citoquinas 

proinflamatorias, macrófagos murinos RAW 264.7 fueron tratados durante 8 h con NATOH o -

TOH como previamente y luego estimulados con LPS toda la noche. El análisis de la secreción de 

IL-6 y MCP-1 se realizó en el sobrenadante del medio celular mediante ELISA. Como se muestra 

en la figura 35, el NATOH inhibió tanto la expresión como la secreción de IL-6 y MCP-1, tanto en 

macrófagos humanos como en murinos. En este modelo experimental, este compuesto no 

inhibió la expresión de TNF-. Se ha descrito que el -TOH y el -TOH ejercen efectos 

antiinflamatorios, tanto in vitro como in vivo , incluyendo la modulación de la expresión de estas 

citoquinas pro-inflamatorias [234]. En nuestro estudio, el α-TOH inhibió solo la transcripción de 

IL-6 pero no modificó el nivel de proteína y tampoco afecto la expresión génica ni proteica de 

MCP-1 (figura 35).  
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Figura 34. Efecto de NATOH sobre la translocación nuclear de la subunidad p-65 de NF-kB inducida por LPS 

en macrófagos THP-1. Las células se trataron con NATOH o -TOH (50 μM, durante la noche). Luego se 

activaron con LPS (1 μg/mL) por 30 min. En control negativo (control) las células no fueron tratadas con LPS. 

La barra de escala corresponde a 10 µm. 
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Por último, y dada la importancia que  presenta la IL-1 en la patogenia de la aterosclerosis  [220] 

y que su expresión está bajo control de NF-kB, fuimos a estudiar si el NATOH podría estar 

inhibiendo la síntesis y secreción de esta citoquina. Para ello, macrófagos THP-1 fueron incubados 
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Figura 35. NATOH inhibe la expresión de proteínas dependientes de NF-kB en macrófagos. (A y B) Células THP-

1 se trataron con NATOH (25 y 50 M) o -TOH (50 μM) toda la noche (O.N.). Después del tratamiento, las 

células se estimularon con LPS (100 ng/mL, durante 4 horas). El ARNm se extrajo de las células para cuantificar 

la expresión relativa de IL-6 y MCP-1 sobre el control (actina) mediante el ensayo de RT-PCR cuantitativa. El 

NATOH inhibe la secreción de citoquinas proinflamatorias dependientes de NF-kB. (C, D) Macrófagos RAW 

264.7 se trataron con NATOH (10 y 25 M) o -TOH (25M) durante 8 horas y luego las células fueron 

estimuladas con LPS (50ng/mL) O.N. Posteriormente se recogió el sobrenadante del cultivo celular  y se midió 

la presencia de IL-6 o MCP-1 mediante ELISA. Análisis estadístico: paneles superiores: Anova de una vía con test 

Bonferroni * = 0.0148; ** = 0.0017; **** <0,0001 vs liposomas; paneles inferiores: Anova de una vía con test 

Bonferroni IL-6 * = 0.046; ** = 0.0018; MCP-1 * = 0.030 vs. liposomas 
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durante toda la noche con NATOH (25 o 50 μM) o α-TOH (50 μM) y posteriormente se 

estimularon con LPS  y luego ATP  (ver materiales y métodos). EL NATOH pero no α-TOH inhibió  

la producción de IL-1β en macrófagos humanos de una manera dependiente de la dosis  (figura 

36).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Luego, para determinar si el análogo hidrosoluble del NATOH, el NATxME, también podría 

modular la cascada de señalización NF-kB, incubamos macrófagos RAW 264.7 con NATxME (1, 3 

y 10 μM) durante 2 horas antes de que las células fuesen estimuladas con LPS durante toda la 

noche. La secreción de citoquinas dependientes de NF-kB fue analizada en el sobrenadante 

celular por ELISA (figura 37 A, B y C). Como se observa en dicha figura, de destaca una inhibición 

muy significativa tanto de MCP-1 e IL-6 como de TNF-α. Estos efectos fueron dependientes de la 

dosis, alcanzando  80% de inhibición a 10 μM de NATxME. 
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Figura 36. El NATOH inhibe la secreción de IL-1 en macrófagos humanos THP-1. Macrófagos THP-1 se pre-trataron 

O.N con NATOH o -TOH a las dosis indicadas y posteriormente se estimularon con LPS (250 ng/mL) por 3 h y luego 

ATP (5 mM, 45 min).  Los niveles de IL-1 se midieron por ELISA. Los valores se muestran como media ± SD. Análisis 

estadístico: 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. 
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 4.1.3b2) Inhibición del inflamasoma NLRP3 por el NATxME. 

 El inflamasoma NLRP3 juega un papel clave en la generación de la respuesta inflamatoria 

crónica que subyace a varias enfermedades metabólicas crónicas, 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 reportó que un nitroalqueno de síntesis, el 

3,4-metilendioxi-β-nitroestireno inhibe el inflamasoma al bloquear su ensamblaje y de esta 

manera inhibe la síntesis y secreción de la IL-1, una de las citoquinas pro-inflamatorias más 

potentes [237].  

 Por tanto, decidimos analizar si los nitroalquenos análogos del tocoferol, en particular el 

NATxME, podría ejercer acciones anti-inflamatorias a través de la inhibición del inflamasoma 

NLRP3 en los macrófagos humanos mediante la técnica de ELISA y Western Blott (WB). El 

NATxME se probó a diferentes dosis (0, 1, 3 y 10 μM) cuando el compuesto fue incubado junto 

con el LPS utilizado como primera señal de activación del inflamasoma. Para estudiar el efecto 

de nuestro compuesto adicionado al mismo momento que la segunda señal de activación del 

inflamasoma (ATP), las concentraciones utilizadas fueron menores (0.2, 0.5, 1, 5 y 10 μM). 

Cuando se añadió NATxME junto con la primera señal, se observó una inhibición de IL-1en el 

Figura 37. NATxME inhibe la secreción de citoquinas proinflamatorias dependientes de NF-kB. Macrófagos 

RAW 264.7 se trataron con NATxME 1, 3 y 10 μM durante 2 h y luego se estimularon con LPS (50 ng/ml) durante 

18 h. La secreción de citocinas inflamatorias MCP-1 (A), IL-6 (B) y TNF- (C) se analizó mediante ELISA. Los valores 

se muestran como media ± SD. Análisis estadístico: Anova de una vía con test de Bonferroni. A) * = 0.0294; ** = 

0.0017; **** <0.0001. B) ** = 0.013; **** <0.0001. C) * = 0.0131. vs LPS. 
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sobrenadante celular dependiente de la dosis. Más aun, cuando se añadió NATxME junto con la 

segunda señal (ATP), se observó inhibición de la producción de IL-1 a dosis aún más bajas (0,5 y 

1 μM) (figura 38 A-B). Además, analizamos la secreción de IL-1β en el medio celular cuando 

NATxME fue aplicado junto con la segunda señal mediante la técnica de WB (figura 48 C). En esta 

figura se puede observar como el NATxME inhibe la secreción de la IL-1β  pero no la de pro-IL-

1β. 

 

 

 

 

4.1.3b3) Inducción del sistema Nrf2-Keap-1 por los nitroalquenos análogos del 

tocoferol. 

 La vía Nrf2-Keap1 es un importante regulador de las respuestas citoprotectoras a los 

factores de estrés endógenos y exógenos causadas por especies reactivas de oxígeno/nitrógeno 

y electrófilos [232, 233]. Por lo tanto, para estudiar si nuestros compuestos son capaces de activar 

estas vías, macrófagos THP-1 fueron tratados durante toda la noche con diferentes dosis de 

NATOH o α-TOH solubilizados en liposomas. Después del tratamiento, la expresión de dos de los 

reporteros de Nrf2 más importantes fue analizada por qPCR y por WB. Como se muestra en la 

figura 39, NATOH pero no el α-TOH fue capaz de inducir la expresión de la enzima hemoxigenasa 

1 (HO-1) y la enzima glutamato-cisteina ligasa (del inglés GCLM) de una manera dependiente de 

la dosis. Más aun, el NATOH también indujo la expresión de estas dos enzimas a nivel proteico, 

en macrófagos RAW 264.7,  como se observa en la figura 39C. Por otro lado, ni el NATOH ni el α-

Figura 38. NATxME inhibe el inflamasoma NLRP3. Macrófagos 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 señal (LPS) (A) o junto con la segunda 

señal (ATP) (B). Los niveles de IL-1 se midieron por ELISA. C) Análisis de la secreción de IL-1por Western Blott en 

el medio celular. Los valores se muestran como media ± SD. Análisis estadístico: Anova de una via con test de 

Bonferroni. A) **** <0.0001. B) * = 0.0292; **** <0.0001. 
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TOH alteraron la expresión de la enzima NAD(P)H-deshidrogenasa quinona 1 (NQO1), también 

reportera de este sistema (datos no mostrados). 

 

 

De forma similar, analizamos si el NATxME también era capaz de inducir la expresión  

de genes regulados por esta ruta de señalización celular. Para ello, macrófagos RAW 264.7 fueron 

tratados con diferentes concentraciones de NATxME por 5 h y luego se analizó la expresión de 

los reporteros más importantes de Nrf2 por qRT-PCR. Además analizamos la expresión de estos 

marcadores por WB incubando estos macrófagos con NATxME durante toda la noche. En la figura 

40, se puede observar como este compuesto induce de manera significativa y dependiente la 

expresión de las tres enzimas reporteras de este sistema: NQO-1, GCLM y HO-1. Además, el 

NATxME también induce expresión de las proteínas HO-1 y GCLM, pero no de NQO1. 

 

 

 

  

Figura 39. NATOH induce el sistema de Nrf2-Keap-1.  A y B) Células THP-1 se diferenciaron en macrófagos y luego se trataron 

con NATOH o -TOH O.N. Se extrajo ARNm  y la expresión relativa de HO-1 y GCLM  se midió mediante RT-PCR cuantitativa. 

C) Células Raw264.7 se trataron O.N. con NATOH y la inducción de a nivel proteico de HO-1 y GCLM se analizó por WB. Los 

resultados se expresan como la media ± SD de tres experimentos independientes. Análisis estadístico: Anova de una vía con 

test de Bonferroni. HO-1 ** = 0.0076; GCLM ** = 0.0011 vs control) 
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Figura 40. NATxME induce el sistema Nrf2-Keap-1. Macrófagos RAW 264.7 se trataron con NATxME 1, 3 y 10 μM 

durante 5 h y  La expresión relativa de NQO1 (A), GCLM (B) y HO-1 (C) se analizaron mediante RT-PCR cuantitativa. 

D) inducción de la expresión de las proteínas HO-1 y GCLM por NATxME. Los valores se muestran como media ± SD 

de tres experimentos independientes. Análisis estadístico: Anova de una vía 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 IN VIVO DE LOS NITROALQUENOS ANÁLOGOS DEL 

TOCOFEROL. 

 4.1.4a) Detección de NATOH en el plasma y en la fracción de lipoproteínas VLDL/LDL de 

ratones ApoE knockout. 

 Para comenzar con la caracterización de los efectos biológicos in vivo de nuestros 

compuestos, inicialmente nos centramos en el estudio del NATOH para comprobar si este 

compuesto cuando lo administramos por vía oral, es absorbido y transportado por el organismo 

incorporado en las lipoproteínas, en particular las de síntesis endógena (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 más validados para el estudio de esta patología: el 

modelo de ratones knockout para la apolipoproteína E.   

 Inicialmente, ratones ApoE knockout alimentados con una dieta rica en grasas (HFD) 

pero sin adición suplementaria de Vitamina E, fueron administrados por vía oral con vehículo 

(aceite de girasol, 100 L) o con NATOH o -TOH (200 mg/kg disueltos en el vehículo) durante 2 

semanas. La última 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 concentración de  1,7 μM 
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A continuación, nos propusimos analizar si el compuesto detectado en el plasma estaba 

asociado mayoritariamente a las lipoproteínas de síntesis endógena (VLDL/LDL) y/o a la albumina 

plasmática. El perfil lipoproteico de los ratones varía según la cepa, siendo la VLDL y LDL las 

lipoproteínas mayoritarias en la cepa ApoE knockout [238, 239]. Es por este motivo que 

decidimos purificar las lipoproteínas 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 solución de KBr quedarían como banda de 

flotación) y las proteínas plasmáticas (mayoritariamente albumina) y la HDL quedan en la fracción 

inferior del tubo de centrifugación. Se tomaron manualmente las fracciones, realizamos una 

extracción orgánica con MeOH (9:1) y la presencia de NATOH y -tocoferol fue analizada por 

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

fue encontrado en la fracción lipoproteica VLDL/LDL y no en las fracciones albumina/HDL; 
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Figura 41. Detección 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 vía oral con NATOH (200 mg/kg/día), -TOH (200 mg/kg/día) 

o vehículo (aceite de girasol), y analizamos la presencia de NATOH en plasma por HPLC en fase reversa 

usando -TOH como estándar interno. A) Cromatograma de un animal control; B) Cromatograma de un 

animal tratado con -TOH y C) Cromatograma de un animal tratado con NATOH. D) Curva calibración 

utilizada para la determinación de la concentración de plasmática de NATOH. E) concentración de NATOH y 

-TOH en plasma de ratones ApoE knock out. D.S (desviación estándar) 
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confirmando que no sólo se absorbe sino que se transporta por el plasma incorporado a las 

lipoproteínas de síntesis endógena VLDL/LDL.  
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 4.1.4b) El NATOH se detecta en las aortas ateroscleróticas de ratones ApoE Knockout    

         alimentados con HFD. 

Una de las novedades más relevantes de nuestra estrategia farmacológica es que nuestro 

compuesto sea capaz de ser transportado hasta el sitio mismo de la lesión. Para continuar 

testeando nuestra hipótesis, nos propusimos analizar si podíamos detectar al NATOH en las 

lesiones ateroscleróticas de ratones ApoE Knockout alimentados durante 14 semanas con una 

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

por vía oral. 
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Figura 43. Detección de NATOH en las aortas de ratones ApoE knockout. A) Perfil de elución 

estándar de NATOH mediante RP-HPLC detectado a 350 nm. B) Cromatograma de extracción 

de Arco aórtico de animales control. C) Cromatograma de extracción de arco aórtico de 

animales tratados con NATOH. D) Cromatograma de extracción 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 vía oral con NATOH (200 

mg/kg/día) o vehículo y analizamos la presencia de NATOH en las placas de ateroma disecadas 

de estos animales. Se homogeneizaron los arcos aórticos (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 

aórtico así como en las lesiones de la aorta abdominal de animales tratados (figura 43 C y E). 

Como se esperaba, el NATOH no fue encontrado en las aortas de los animales control (figura 43 

B y D). 

 

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

 moléculas de adhesión y la aterosclerosis en ratones ApoE Knockout alimentados 

 con dieta rica en grasa. 

Se ha demostrado que -TOH inhibe la aterosclerosis en los ratones ApoE knockout [240-242]. 

Para ver si la incorporación del nitroalqueno podría dar como resultado una mejora de las 

propiedades anti-aterogénicas de -TOH, estudiamos el efecto de la administración oral de 

NATOH frente 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 administró por vía oral NATOH (100 mg/kg/día) o α-

TOH (100 mg/ kg/día, equivalente a 111 UI/kg/día, dosis equivalente a la utilizada en ensayos 

clínicos con humanos  800 UI/dia) durante 14 semanas. Luego, los ratones fueron sacrificados y 

se disecaron las aortas  (desde el arco aórtico hasta la bifurcación ilíaca, figura 44A) para medir 

el grado de desarrollo de placas de aterosclerosis en la aorta. Los animales tratados con NATOH 

desarrollaron menos cantidad de área total de lesiones en comparación con los ratones tratados 

con α-TOH (área de placa positiva para la tinción con el colorante Oil red O por área total de la 

aorta; figura 44A y B; p = 0.011) y como consecuencia de tener un número reducido de lesiones 

(figura 44B). Es importante destacar que el tratamiento con NATOH no afectó 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 α-TOH, de manera independiente a sus 

propiedades como antioxidante (figura 30).  

 

 

Es importante destacar que el efecto del NATOH es independiente de la ganancia del peso 

corporal así como del perfil lipídico. En particular, los animales tratados con -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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Figura 44. NATOH reduce la aterosclerosis en ratones ApoE knockout tratados con HFD. A) Los ratones ApoE 

knockout se trataron con NATOH o -TOH vía oral (100 mg/kg en 100 ul de aceite de girasol) de lunes a viernes 
durante 3 meses. Los ratones se sacrificaron, se disecó la aorta y se midió manualmente la formación de placa 
de ateroma usando la tinción Oil red O y el software Image J. B) Área de la placa aterosclerótica y número de 
lesiones en la aorta. El área se determinó como un porcentaje del área total de aorta, p = 0.011 (Test de 
student), No. de lesiones p = 0 0.0149. C) Evolución 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 expresión de 

marcadores pro-inflamatorios dependientes de NF-kB  (IL-1, ICAM-1, VCAM-1 y TNF- en las aortas de los 

ratones ApoE knockout. Los ratones ApoE knockout se trataron con NATOH o -TOH (100 mg / kg) de lunes a 
viernes durante 3 meses. La aorta se extrajo y el ARN se aisló usando Trizol. Los niveles de IL 1b, VCAM-1, 

ICAM-1 y TNF- se midieron mediante RT-qPCR usando GAPDH como gen ‘housekeeping’. Prueba t de una 

cola: IL-1 = 0.0203; ICAM-1 = 0.0036; VCAM-1 = 0.0328; TNF- = 0.0346. 
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En este mismo set experimental in vivo, el NATOH disminuye la expresión de la molécula de 

adhesión intercelular 1 (ICAM-1), la molécula de adhesión de células vasculares 1 (VCAM-1) y la 

expresión de las citoquinas proinflamatorias TNF- e IL-1β de manera significativa en la aorta de 

los ratones ApoE knockout tratados con NATOH en comparación con los tratados con α-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 hipertensión arterial inducida por     

   Angiotensina II. 

Teniendo en cuenta que está demostrado que los ácidos grasos insaturados nitrados inhiben la 

hipertensión inducida por angiotensina II en ratones a través de una modificación del receptor 

AT1 [206], decidimos estudiar los posibles efectos del NATOH en el modelo de hipertensión 

arterial inducida por administración subcutánea y continua de Angiotensina II (Ang II) en ratones. 

Para ello se utilizaron ratones C57BL/6 a los cuales tratamos con NATOH (50 mg/kg/día, n = 8) o 

vehículo (aceite de girasol, n = 13). El diseño experimental implicó un registro basal de la presión 

arterial (PA) durante de 4 semanas. Luego, se realizó una etapa de registro y pre-tratamiento 

(antes de la colocación de las bombas) por 2 semanas y administración de NATOH 50mg/kg/día 

o vehículo (aceite de girasol) vía oral, en forma trisemanal (lunes, miércoles, viernes). 

Posteriormente se procedió a la cirugía para la colocación de las bombas osmóticas que infunden 

Ang II (1 mg/kg/día; ver materiales y métodos). Finalmente, se realizó la etapa de registro y 

tratamiento (luego de la colocación de bombas) durante 4 semanas, la cual consistió en el 

registro de la PA en los ratones a la vez que se continuaba con el tratamiento con NATOH o 

vehículo. En la figura 45A se puede observar que cuando NATOH se administró por vía oral 3 

veces por semana (50 mg/kg), los valores medios de presión sistólica (PS) se mantuvieron 

relativamente estables durante la línea de base y antes de la administración subcutánea de Ang 

II (1mg/kg/día). Después del inicio de la liberación de Ang II, hay un aumento progresivo en los 

valores de la presión arterial solo en el grupo control. Sin embargo, el NATOH inhibió el aumento 

de la presión arterial de manera estadísticamente significativa (figura 45A). Más aún, mientras 
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que en la décima semana del experimento, el grupo control presentó valores de PS medios más 

altos en comparación con la 5ta semana (valor SP medio 132 ± 4 mm Hg frente a 107 ± 3, 

respectivamente, p <0,0001); el grupo NATOH no presentó diferencias estadísticamente 

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). Además, 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). 

   

  

 

 

4.1.4e) Efectos in vivo del NATxME: NATxME inhibe el reclutamiento de neutrófilos    

 en un modelo in vivo inflamatorio en el pez cebra. 

Para analizar los efectos anti-inflamatorios in vivo del NATxME utilizamos un modelo de 

inflamación aguda en larvas de pez cebra transgénicas (Tg: mpx: GFP) en las que los neutrófilos 

expresan proteína 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 neutrófilos en respuesta a una lesión mecánica localizada 

[243]. La figura 46A muestra un esquema de estos experimentos, en el que las larvas de Tg: mpx: 

GFP a los 3 días después de la fertilización (3 dpf) fueron incubados durante 2 h con DMSO 

(vehículo), ibuprofeno (control positivo) [244] o NATxME. Luego, sus aletas caudales son cortadas 
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Figura 45. NATOH inhibe la hipertensión Inducida por Angiotensina II. A) Valores promedios de PS dependiendo 
de las semanas para los grupos tratados con vehículo (aceite de girasol) o NATOH. Los valores se expresan ± SEM. 
Flecha izquierda: indica el inicio del pretratamiento. La duración total del tratamiento está definida. Flecha 
derecha: indica el inicio del tratamiento con AngII. B) Valores individuales de PS en las semanas 5 y 10 para el 
vehículo y el grupo NATOH. Análisis estadístico Test de student:  **** p <0,0001; ** p = 0.0065. 
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con un bisturí y las larvas se incuban nuevamente con los compuestos, controles o vehículos 

durante 4 h. Finalmente, se realiza el conteo del número de neutrófilos reclutados en el sitio de 

la lesión. Como era de esperar, las larvas control (DMSO) mostraron el característico 

reclutamiento de neutrófilos (media=10.9; n=40) y el ibuprofeno (20μM) redujo 

significativamente este número (media=6; n=17; p=0.0164). De manera muy significativa, el 

NATxME también redujo el número de neutrófilos reclutados, incluso a concentraciones más 

bajas que el Ibuprofeno (2,5 μM, media=5,4; n=32, p=0,0001, figura 46C). El panel B de la figura 

46 muestra las imágenes características de cada condición usadas para cuantificar el número de 

neutrófilos en la lesión. Este efecto fue dependiente de la dosis y a 4 μM, el NATxME mostró una 

disminución más pronunciada en el número de neutrófilos reclutados (media=2; n=16, p=0,0001; 

figura 46C). 
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Figura 46. NATxME inhibe el reclutamiento de neutrófilos en el pez cebra. A) Diagrama de un ensayo de 

inflamación aguda usando larvas de pez cebra. Larvas de 3dpf (3 días post fertilización) se pretrataron durante 

2 horas con DMSO, ibuprofeno o NATxME. La herida se realizó en las aletas de la cola por corte transversal con 

un bisturí, y luego las larvas se incubaron nuevamente en presencia de drogas. Cuatro horas después de la 

transección se contaron y obtuvieron imágenes de los neutrófilos en el sitio de la lesión. B) Imágenes 

representativas utilizadas para la cuantificación, que corresponden a DMSO, Ibuprofeno 20 µM y NATxME 4 µM. 

Los rectángulos punteados indican la región de la herida de interés (RDI) donde se cuantificaron los neutrófilos. 

C) Cuantificación del reclutamiento de neutrófilos a aletas heridas a las 4 h bajo diferentes tratamientos. Análisis 

estadístico: Anova de una vía con test de Bonferroni, * = 0.0164; **** <0.0001. 
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4.2) Resultados serie 2 
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 Durante muchos años el grupo de investigación en el que desarrollé mi trabajo de tesis trabajó 

en el diseño, síntesis y caracterización biológica de una gran serie de análogos de α-tocoferol 

dadores de óxido nítrico [245-249]. En este marco y en colaboración con otros estudiantes del 

grupo (trabajos finales de licenciatura de los Lic. Luis. E. Gómez, Martín Gabay y María Eugenia 

Cruces desarrollados en el Grupo de Química Medicinal, Facultad de Ciencias, UdelaR), 

aprovechando el conocimiento adquirido, completamos la caracterización fisicoquímica, 

biológica y preclínica de una serie de nitratos orgánicos (nitrooxi-derivados) análogos de 

tocoferol. En este apartado de la tesis, en primer lugar, les comentaré las contribuciones 

generadas por otros miembros del grupo y no publicadas aún, para luego, a continuación, detallar 

mis aportes al estudio de esta serie de compuestos. El objetivo principal de esta sección 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 disfunción endotelial y/o la hipertensión 

arterial. 
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4.2.1) Antecedentes. 

 Los compuestos pertenecientes a esta serie fueron sintetizados en nuestro laboratorio según se 

describe en la figura 47 con buenos rendimientos [250]. Todos los compuestos se usaron para 

obtener datos espectroscópicos (IR, MS, 1H RMN, 13C RMN) y para determinar tanto su pureza 

(HRMS) como sus actividades biológicas (toxicidad, estabilidad, capacidad de liberar •NO e inducir 

vasodilatación, y su capacidad de unirse 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 

preclínicos y por ello, mostraremos a modo de ejemplo los resultados para estos compuestos. 

 

 

 

   

4.2.2) Liberación de •NO de nitratos orgánicos análogos de tocoferol. 

Se siguió la capacidad espontánea de los compuestos para liberar •NO y/o especies 

similares a •NO a lo largo de 5 h de incubación en PBS a 37 oC, usando diacetato de 

diaminofluoresceína (DAF-2DA), una sonda fluorescente para detección de •NO. En estas 

condiciones, no se detectó la generación de •NO. Por el contrario, cuando los compuestos se 

añadieron a fibroblastos (línea celular murina L929), se observó 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 (2,2ʹ-(hidroxinitrosohidrazino)bis-etanamina or DETA 

Figura 47. Síntesis de NAO13-NAO18. Los compuestos se preparan en dos pasos de síntesis, a partir del derivado 

hidrazida del ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromancarboxílico con rendimiento global entre 25%-70%.   
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NONOate) (Control positivo, figura 48B) [251]. Para evaluar si estas respuestas de fluorescencia 

se asociaron con la liberación 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 inhibió fuertemente por carboxi-PTIO. Estos resultados sugieren que NAO14 es 

capaz de generar •NO en un entorno celular. 

 

 

  

 

 

 

  

4.2.3)  Actividad vasoactiva de nitratos orgánicos análogos de tocoferol  en anillos de aorta. 

Como el •NO es un potente inductor de vasorelajación a través de la activación de la 

guanilatociclasa soluble (sGC), se evaluó la capacidad de los compuestos liberadores de •NO para 

inducir la vasorrelajación de los vasos aórticos de rata. Para tal fin, utilizamos el sistema de baño 

de órganos Radnoti para medir la tensión isométrica de los anillos aórticos pretratados con 

noradrenalina, tratados con los compuestos liberadores de •NO (20µM) o DMSO como control. 

En cuanto a NAO14 y NAO17, los resultados mostraron que ambos compuestos promovían una 

respuesta vasodilatadora significativa de los vasos aórticos precontraídos (tabla 4). Para evaluar 
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Figura 48. Actividad de liberación de •NO de NAO14.  Fibroblastos murinos (L929) se incubaron por duplicado con 

NAO14 (2, 20 y 200 μM), NOC-18 (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 y 100 μM) o vehículo (DMSO) en DMEM. Paralelamente, las 

incubaciones se realizaron en presencia de carboxi-PTIO (600 μM) para evaluar en qué medida la respuesta de 

fluorescencia de DAF estaba mediada por NO. Se añadió DAF (10 μM) al cultivo celular y se controló la fluorescencia 

(exc 485nm, em 520nm) después de 5 h de incubación. Los valores de fluorescencia se corrigieron con el control y 

los resultados se expresan como la media ± SD de tres experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente 

significativas se indican como * (comparación con el control p <0,05) y # (comparación con la incubación en presencia 

de carboxi-PTIO, p <0,05). 
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el rol de la activación 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 causó una reducción significativa en la vasodilatación 

inducida por NAO14  que indica la contribución de la vía dependiente de sGC en su actividad 

vasoactiva. Además, se obtuvieron resultados similares en estudios que utilizaron 

oxihemoglobina (HbO2) 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 aórticos a través de una activación dependiente de •NO de sGC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NAO14 NAO14 + ODQ NAO14 + HbO2DMSO

%
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*

*

Compuesto % de vasorrelajación

DMSO 2 ± 4

NAO14 81 ± 8

NAO17 76 ± 8

Tabla 4. Actividad vasodilatadora de NAO14 y NAO17* 

* NAO14 y NAO17 (20 μM) se añadieron al sistema de baño de órgano y tejido después de la contracción del 

anillo de aorta torácica con NA (1 μM). Todos los valores son medias ± SEM (n = 5). La prueba de Mann-Whitney 

muestra diferencias significativas entre cada compuesto y vehículo (p <0.005).  

Figura 49. NAO14 indujo vasodilatación de anillos aórticos de rata pre-contraídos con noradrenalina 

mediante una vía dependiente de sGC. Porcentaje de actividad vasodilatadora de NAO14 (20 μM) en 

ausencia de ODQ o HbO2 o en presencia de ODQ (1 μM) o HbO2 (10 μM) añadidos al baño 10 min antes del 

compuesto probado. El porcentaje de vasodilatación se expresa como media ± SD de cinco determinaciones. 

Las diferencias estadísticamente significativas se indican como * (comparación con la incubación en ausencia 

de ODQ o HbO2, p <0,005) 
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4.2.4) Estudios de citotoxicidad en macrófagos y fibroblastos.  

Se evaluó la citotoxicidad de NAO14 y NAO17 en macrófagos J774:A1 y en fibroblastos L929 

mediante el ensayo MTT (tabla 3). La CI50 de NAO14 en macrófagos J774:A1 fue 132M y en 

fibroblastos L929 fue mayor a 200M. para el caso de NAO17 la CI50 en ambos tipos celulares 

fue mayor a 200M. 

 

 

 

  

 

 

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

La mutagenicidad de los compuestos se estudió a través del ensayo de AMES (mutación 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 activación 

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 número de revertientes espontáneos. Los compuestos se consideran 

mutagénicos cuando el número de colonias revertientes es al menos el doble de las revertientes 

espontáneas 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 

sanguíneos fueron mutagénicos.  

 

 

 

Compuesto CI50 (µM)
J77A. A1               L929

NO14 132 >200

NAO17 >200 >200

Tabla 5. Citotoxicidad de NAO14 y NAO17 en 
macrófagos J774:A1 y en fibroblastos L929 
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4.2.6) Ensayos de toxicidad in vivo. Test de toxicidad oral aguda y test de Micronúcleos. 

Posteriormente, se realizaron estudios relacionados con la bioseguridad, particularmente, la 

capacidad de los análogos de tocoferol-liberadores de •NO de causar daño al ADN. Con ese fin, 

se seleccionó el compuesto NAO17 para su evaluación usando la prueba de micronúcleos (MN) 

in vivo en médula ósea de ratones [257]. Para seleccionar la dosis apropiada para el ensayo, 

primero se llevó 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 determinó una dosis letal 50 LD50> 

2000 mg/kg para el NAO17. Posteriormente se usó esta misma dosis de 2000 mg/kg para llevar 

a cabo el test de micronúcleos in vivo. Los resultados de citotoxicidad en la médula ósea, 

expresados como relación de eritrocitos policromáticos (PCE) a eritrocitos normocromáticos 

(NCE), y él porcentaje de MN registrados 24 h después de una dosis de 2000 mg/kg vía oral de 

NAO17, se presentan en la tabla 8. Como se puede apreciar, los resultados mostraron diferencias 

significativas en la relación 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 

[a]D: dosis en µ/placa; [b]4-NPD: 4-nitro-o-fenilendiamina; [c] NAAZ: Azida de sodio; [d] AF: 2-aminofluoreno. Valores 
expresados como el promedio ± SEM. 

Tabla 6. Número de colonias revertientes en 5 cepas de S. typhimurium  (TA98, TA100, TA1535, TA1537 y TA102) 
en presencia de NAO14 y NAO17 
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tratamiento con ciclofosfamida (control positivo) indujo un aumento significativo en la frecuencia 

de MN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A continuación, analizaremos los resultados obtenidos durante el desarrollo de mi tesis 

doctoral. 

 

 

 

 

 

 

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

Tratamiento Dosis (mg/kg) N PCE/NCE %MN

NAO17 2000 5 1.001 ± 0.086 0.050 ± 0.075

Vehículo - 3 1.014 ± 0.114 0.075 ± 0.104

Ciclofosfamida 100 3 0.464 ± 0.106* 0.908 ± 0.317*

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

X=Muerte, O=Sobrevivió, Corto plazo=48h, Largo plazo=14 días. 

Tabla 8. Resultados del ensayo de micronúcleos de NAO17. Citotoxicidad de la médula ósea expresada como 

proporción de eritrocitos policromáticos micronucleados (PCE) y eritrocitos normocromáticos (NCE) y la 

inducción de micronúcleos expresada como % MN.  

Todos los valores se expresan como media ± SD de tres experimentos independientes. Las diferencias 
estadísticamente significativas, determinadas por ANOVA de una vía seguido de un posterior test de Dunnet, se 
indican como * (comparación con el control negativo p <0,0001).  
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4.2.7) CARACTERIZACIÓN FISICOQUÍMICA. 

4.2.7a) Desarrollo de técnicas analíticas para la determinación de análogos de -

tocoferol liberadores de óxido nítrico. 

Caracterización de los compuestos por Espectrometría de masa. Inicialmente, lo primero 

que realizamos fue la caracterización por espectrometría de masa. Para ello analizamos los 

compuestos en un espectrómetro de masa LTQ velos con trampa iónica lineal de alta sensibilidad. 

La figura 50 y 51 muestran los espectros de masa ("full scan" MS2 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 MS2 del pico 472.17. C) Espectro de MS3 de 472.17/426.25. 
Ión molecular del NAO17 471.22 Da. 
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Figura 51. Espectros de masa del compuesto NAO17 en modo positivo. A) Espectro ¨full scan¨ de 
NAO17. B) Espectro de MS2 del pico 486.17. C) Espectro de MS3 de 486.17/440.25. Ión 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 relación 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.  Además, realizamos experimentos de MS/MS 

con el objetivo de encontrar los patrones de fragmentación con miras a futuros estudios de 

detección en diferentes matrices biológicas y así poder usar estas transiciones para la detección 

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

 

Análisis de los compuestos por HPLC en fase reversa. 

Posteriormente, desarrollamos dos métodos cromatográficos para la detección de los 

compuestos liberadores de •NO en diferentes condiciones experimentales. La figura 52 muestra 

los cromatogramas de los dos métodos desarrollados.  

 

 

 

 

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 incorporación de los compuestos a las lipoproteínas humanas in vitro. 
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Figura 52. Métodos cromatográficos desarrollados para la detección de los compuestos 

liberadores de •NO y tocoferoles. A) Método cromatográfico A. (Gradiente 50%-100% B en 10 min); 

Tiempos de retención: NAO14, 5.5 min; -TOH, 8.5 min. B) Método cromatográfico B. (Gradiente 

50%-57% B en 12 min); Tiempos de retención: NAO14, 4.5 min; NAO17, 5.5 min. Fase A: H2O 0.1% 

ácido fórmico; Fase B: ACN 0.1% ácido fórmico. 
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4.2.7b) Estudios de  estabilidad en plasma y en soluciones a diferentes pH  del  NAO14. 

Para este propósito, 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 períodos de tiempo y luego extrajimos 

las moléculas pequeñas del plasma precipitando las proteínas con acetona a 4°C. El sobrenadante 

fue analizado por HPLC en fase reversa. De la misma manera, NAO14 se incubó en diferentes 

buffer a distintos pHs durante 45 min, luego se extrajo y se analizó mediante HPLC en fase 

reversa. Se observó que en las condiciones evaluadas a 37 oC, NAO14 era estable en plasma 

(figura 53A) y en soluciones acuosas básicas a ligeramente ácidas (pH 9 a 4.5). En soluciones 

ácidas (pH 1), como el líquido presente en la luz del estómago, causan una pérdida significativa 

de la estabilidad de NAO14 (figura 53B) como era de esperar para un nitrato orgánico en medio 

ácido fuerte. Estos resultados deben considerarse cuando se utilice este compuesto in vivo, ya 

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

 

 

Figura 53. Estabilidad de NAO14 en plasma y en distintos pH. A) Cromatogramas correspondientes a la 

incubación de NAO14 (0.32 mM) en plasma humano durante 0 h (a), 2 h (b), 4 h (c). B) Cromatogramas 

correspondientes a la incubación de NAO14 (0.32 mM) en diferentes soluciones a distintos valores de pHs 

durante 45 min (a: HCl 20 mM pH 1, b: AcONH
4
 20 mM pH 4.5, c: K

2
PO

4
 20 mM pH 6.6, d: K

2
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4
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4.2.7c) Estudio de la incorporación in vitro de los compuestos a lipoproteínas humanas. 

A continuación, evaluamos si los compuestos liberadores de •NO podrían incorporarse a las 

lipoproteínas humanas en el plasma. Para esto, los compuestos se incubaron con plasma humano 

a 37 oC durante 6 h y luego se purificaron las lipoproteínas por ultracentrifugación en gradiente 

de KBr para obtener las fracciones de VLDL y LDL, así como una fracción 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 fracción de LDL se ilustran en la figura 54.  El área bajo los picos se usó 

para determinar el porcentaje de compuestos liberadores de •NO recuperados en esta fracción 

de lipoproteína. 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 fracción 

de LDL, respectivamente. 
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Figura 54. Incorporación de los compuestos liberadores de NO a lipoproteínas humanas. Se incubó plasma 

humano (1mL) con 25 nmol de NAO14 o NAO17 durante 6 horas a 37 oC. Posteriormente, cada fracción de 

lipoproteína se obtuvo por ultracentrifugación en gradiente de KBr. La incorporación de NAO14 o NAO17 a  

lipoproteínas se evaluó mediante una extracción orgánica con ACN (9:1 v/v) de cada fracción lipoproteica y 

posterior inyección al HPLC. Como control, se añadió un patrón interno (ISTD, 15 nmol) a la fracción de 

lipoproteína antes de la extracción. 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) ANÁLISIS IN VIVO DEL EFECTO NAO14 SOBRE LA PRESIÓN ARTERIAL EN RATONES 

C57BL/6. 

Por último, examinamos el efecto del NAO14 sobre un modelo de hipertensión arterial inducido 

por Ang II en ratones C57BL/6. Para ello se utilizaron ratones C57BL/6 a los cuales tratamos con 

NAO14 (20 mg/kg/día, n = 10) o vehículo (DMSO, n = 19). El diseño experimental implicó un 

registro basal de la presión arterial (PA) durante de 4 semanas. Luego, se realizó una etapa de 

registro y pre-tratamiento (antes de la colocación de las bombas) por 2 semanas y administración 

de NAO14 20mg/kg/día o vehículo (DMSO) vía sub cutánea, en forma trisemanal (lunes, 

miércoles, viernes). Posteriormente se procedió a la cirugía para la colocación de las bombas 

osmóticas que infunden Ang II (1 mg/kg/día; ver materiales y métodos). Finalmente, se realizó la 

etapa de registro y tratamiento (luego de la colocación de bombas) durante 4 semanas, la cual 

consistió en el registro de la PA en los ratones a la vez que se continuaba con el tratamiento con 

NAO14 o vehículo. El gráfico 55 muestra los valores de PS en función del tiempo para los  grupos 

tratados con DMSO (grupo control) y NAO14. En la observación 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 estadísticamente significativa. 

Ambos grupos incrementan su PS por el tratamiento con Ang II al comparar la semana 6 vs la  

semana 10.  El  grupo tratado con NAO14 presentó un incremento en su PS de 22% respecto de 

la semana 6 (valor promedio PS de la semana 10 = 126±5 mmHg). El grupo control presentó un 

incremento de la PS a partir de la semana 6 de 13% (valor promedio PS de la semana 10 = 125±4 
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mmHg). Los valores de PS de ambos grupos para la semana 10 no presentaron diferencias 

estadísticamente significativas entre ellos. 
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Figura 55. Efectos del NAO14 en un modelo de hipertensión arterial inducida por Ang II. A) Valores promedios 
de PS dependiendo de las semanas para los grupos tratados con vehículo (DMSO) o NAO14. Los valores se 
expresan ± SEM. Flecha izquierda: indica el inicio del pretratamiento. La duración total del tratamiento está 
definida. Flecha derecha: indica el inicio del tratamiento con AngII. B) Valores individuales de Presión Sistólica 
(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 estadísticamente 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 estadísticamente significativa (test de t 
muestras no pareadas valor p* 0.026). 



- Nitroalquenos análogos del -tocoferol para la prevención de la aterosclerosis - 2018 

99 
 

 

 

V) DISCUSIÓN 
  



- Nitroalquenos análogos del -tocoferol para la prevención de la aterosclerosis - 2018 

100 
 

 

V) DISCUSIÓN. 

 Las enfermedades metabólicas crónicas, 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 calorías (incluyendo un alto consumo diario de azúcar) han 

llevado a un aumento dramático en la incidencia de estas patologías, de las cuales las 

enfermedades cardiovasculares son las más 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 aún no se comprende por 

completo, en la última década, se ha reconocido que un proceso inflamatorio crónico, leve y 

estéril tiene un rol fundamental en el desarrollo y progresión de esta patología [140, 260]. 

Durante el proceso patogénico de la aterosclerosis existen varios eventos importantes como ser 

la pérdida de la función normal del endotelio (disfunción endotelial), retención y acumulación de 

lipoproteínas en el espacio subendotelial, reclutamiento de células inmunes, y formación de 

células espumosas (figura 9). Todos estos procesos llevan a la formación, desarrollo y ruptura de 

una placa de ateroma en sitios particularmente susceptibles del lecho arterial vascular.   

La inflamación y el estrés oxidativo vascular (predominio de la formación y reacciones de los 

oxidantes sobre la de los antioxidantes), particularmente cuando se asocia con la 

modificación/oxidación 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 

farmacológica para la prevención y el tratamiento de la aterosclerosis. Para ello tuvimos en 

cuenta las propiedades anti-inflamatorias y anti-aterogénicas del óxido nítrico y de los 

nitroalquenos endógenos (ácidos grasos insaturados y nitrados) así como el metabolismo del -

TOH, el cual está íntimamente asociado al de las lipoproteínas.  

A la luz de los nuevos conocimientos que jerarquizan el rol de la inflamación crónica, a bajo ruido 

y estéril como un elemento central en la patogenia de la aterosclerosis, diseñamos, sintetizamos 
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y desarrollamos un nitroalqueno derivado del -tocoferol incorporándole a su anillo cromanol 

un grupo nitroalquenilo, con propiedades antiinflamatorias reconocidas (figuras 14 y 18). El 

objetivo del diseño de este potencial fármaco 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 lipoproteínas y capacidad de llegar hasta los 

sitios mismos de las lesiones, donde podrán ejercer sus efectos antiinflamatorios. Por otro lado, 

y dado que otro conjunto de ECV no dependen exclusivamente del proceso aterogénico (HTA, 

diabetes tipo II, etc.), pero que también en su patogenia se reconoce un rol clave a la respuesta 

inflamatoria crónica, 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 lipoproteínas. Para ello, utilizamos como núcleo 

estructural del nuevo compuesto al análogo hidrosoluble de la Vitamina E, Trolox, al que le 

incorporamos un grupo nitroalquenilo (figura 19,  4b). 

La síntesis de ambos compuestos se hizo de acuerdo a rutas propuestas en la literatura y 

pudimos comprobar por RMN y espectrometría de masa de alta resolución que los productos de 

las mismas fueron los esperados. En las figuras 20 y 21 se muestran los espectros de 1H RMN del 

NATOH y NATxME donde observamos todas las señales 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 isómero E 

únicamente. Además, examinamos el producto final de la síntesis por espectrometría de masa de 

alta resolución y como se observa en las figuras 22 y 23, vemos que los productos tenían la 

relación masa/carga y, la fragmentación, esperada. 

Luego de la síntesis de los compuestos, procedimos a su caracterización fisicoquímica. 

Primero obtuvimos los espectros UV-Visible de los nitroalquenos análogos del tocoferol y luego 

calculamos el coeficiente de extinción molar a su  máxima de absorción para ambos compuestos 

(figura 24 A y B; respectivamente). A continuación, analizamos las propiedades electrofílicas de 

estos compuestos, primero incubándolos con ME siguiendo la reacción por espectrofotometría 

UV-Vis y RP-HPLC, demostrando que los compuestos son electrófilos (figuras 25 y 26). Más aun, 

nos propusimos estudiar a fondo la cinética de la reacción entre los nitroalquenos derivados del 
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tocoferol y nucleófilos de baja masa molecular como el ME 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 reacción de adición entre nuestros 

nitroalquenos de síntesis y los tioles de baja masa molecular difiere significativamente cuando la 

reacción se lleva a cabo en un sistema microheterogéneo como la dispersión micelar vs. una 

solución acuosa [261] (figura 27  y tabla 3). La tendencia esperada de la reactividad en solución 

acuosa es que el GSH debe ser más rápido que el ME a pH neutro, dado que el tiol de GSH es un 

ácido más fuerte que el del ME y, por lo tanto, una fracción más alta de tiolato estará disponible 

para la reacción a ese pH (tabla 3). Los efectos de las micelas en las reacciones electrófilas 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 fisicoquímicas (hidrofobicidad), ácido-base 

y ópticas tanto del NATOH como del NATxME, que comparten el mismo grupo funcional y 

cromóforo, pero difieren en su solubilidad en agua. La dispersión micelar ejerce al menos tres 

efectos sobre la velocidad de reacción. 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 

aniónicas de SDS atraen iones H+ causando una caída en el pH interfacial con relación a la solución 

en general. En segundo lugar, el estado de transición de la reacción de adición 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 hidrofóbico (figura 56).  

 

 

            Figura 56. Mecanismo de la reacción de adición de tioles a nitroalquenos. 

 

Por lo tanto, se espera que la reacción sea más lenta debido al medio hidrofóbico y más si 

la carga de la micela es negativa. Finalmente, la carga del nucleófilo afecta su partición en el 

interior hidrofóbico de la micela. En este aspecto, tanto GSH como ME como tiolatos son 
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nucleófilos aniónicos, pero GSH tiene las cargas adicionales de los grupos amino y los dos grupos 

carboxilatos, lo que lo hace mucho menos estable en entornos hidrofóbicos. Los dos primeros 

efectos son compartidos por ambos tioles ya que las reacciones se enlentecen por el entorno 

hidrofóbico de la micela y se afectan de manera similar por el pH superficial de las micelas 

cargadas (tabla 3). La partición diferencial de los tiolatos favorece a ME más que a GSH. La 

constante de velocidad a pH 7.1 de las reacciones de ME con NATxME en una solución acuosa 

fue mayor que la de NATOH en micelas CHAPS (349 frente a 83 M-1 s-1, tabla 3). Esto es 

probablemente debido a la desestabilización tanto del nucleófilo del tiolato como del estado de 

transición aniónico de la reacción debido a la menor constante dieléctrica en la micela. La misma 

comparación para las reacciones de GSH produce una caída más dramática en las constantes de 

velocidad (1370 frente a 100 M-1 s-1, tabla 3), lo que subraya la importancia relativa de la carga 

del nucleófilo. En el contexto de la actividad biológica de NATOH, su división en compartimentos 

hidrofóbicos (tales como membranas, lipoproteínas o el área de almacenamiento de grasa de los 

adipocitos) determinará una parte importante de su reactividad electrofílica. La superficie de 

dichos compartimentos está compuesta de lípidos aniónicos, neutros y zwitteriónicos que 

disminuirán significativamente la velocidad de reacción con tioles cargados tales como GSH, 

evitando así su rápida excreción. Por otro lado, un tiol de una proteína capaz de interactuar con 

una interfaz lípido-agua y, si tanto el tiolato de ataque como el estado de transición de la reacción 

de adición, se estabilizan por el entorno proteico, el resultado sería una interacción específica 

capaz de producir efectos biológicos incluso a bajas concentraciones del electrófilo. En definitiva, 

los efectos de la partición hidrofóbica y la carga en la interfaz lípido-agua pueden proteger 

electrófilos tales como NATOH de la adición a GSH y otros tioles inespecíficos y solubles en agua.  

Por último y para terminar con los estudios fisicoquímicos de los compuestos, nos 

propusimos analizar si la adición del grupo nitroalquenilo a la subestructura del -TOH podría 

afectar su capacidad antioxidante. En la figura 30 podemos observar que la adición de este grupo 

antiinflamatorio no afecto de forma significativa la capacidad antioxidante, de manera que 

cuando evaluemos sus efectos biológicos tanto in vitro como in vivo, sabremos que si 

encontramos diferencias con respecto al -TOH, entonces estos efectos solo serían debidos a la 

presencia del grupo nitroalquenilo. 
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Los ácidos grasos insaturados y nitrados son nitroalquenos endógenos electrofílicos que 

reaccionan con residuos de histidina y cisteína de proteínas susceptibles a través de la reacción 

de adición de Michael, induciendo alteraciones en la estructura, función y distribución subcelular 

de dichas proteínas [174, 262]. Estas moléculas ejercen efectos pleiotrópicos anti-inflamatorios 

y citoprotectores actuando sobre una serie de vías de señalización claves que facilitan la 

resolución de los procesos de inflamación in vivo  [195, 262]. En esta tesis, no solo hemos 

cambiado la cadena de acilo del nitroalqueno, sino que diseñamos y sintetizamos dos 

compuestos donde el grupo nitroalquenilo está conjugado con un anillo de cromanol, con el 

objetivo de mantener las propiedades biológicas del grupo nitroalquenilo pero dotándolo de 

nuevas propiedades farmacológicas al cambiar su biodisponibilidad y sus propiedades 

farmacocinéticas y farmacodinámicas, en función del núcleo estructural elegido para su diseño 

(el -tocoferol).  

 Nuestros datos demuestran que in vitro el NATOH inhibe la vía de señalización de NF-kB: 

1. inhibió la translocación de p65 al núcleo (figura 34), 2. así como la expresión de IL-6, MCP-1 e 

IL-1 in vitro (figura 35 y 36). Además, su análogo hidrosoluble, el NATxME, no solo fue capaz de 

inhibir la expresión de citoquinas proinflamatorias dependientes de NF-kB (IL-6, MCP-1 y TNF-) 

(figura 37), sino que además demostramos que este compuesto inhibe al inflamasoma NLRP3 

(figura 38). Cabe destacar que ese complejo proteico tiene un rol principal en muchas patologías, 

como las enfermedades cardiovasculares en general, y la aterosclerosis en particular [60, 63, 84, 

263]. Además, 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 endógeno y 

exógeno mediado por especies reactivas de oxígeno/nitrógeno y electrófilos, y desempeña un 

papel importante en la protección contra la aterosclerosis y otros enfermedades cardiovasculares 

[190, 204, 233, 264]. 

Está bien establecido que entre todos los isómeros incluidos bajo el nombre genérico de 

Vitamina E, el -TOH es el más abundante en la dieta, mientras que el α-TOH es el más abundante 

en el organismo [265]. Y este último es casi exclusivamente el único en las lipoproteínas de 

síntesis endógena. Yoshida et al. aisló y caracterizó una proteína de unión a tocoferol del citosol 

de células de hígado de rata [266]. Esta proteína incorpora preferentemente α-TOH en partículas 
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de lipoproteína de muy baja densidad (VLDL), de síntesis hepática [29, 265, 266]. Las otras formas 

de vitamina E se absorben de forma similar al α-TOH y alcanzan el hígado en restos de 

quilomicrones, pero en su mayor parte se excretan en la bilis con el exceso de α-TOH [29, 267, 

268]. Por lo tanto, fue muy importante para nuestro estudio demostrar que la modificación que 

introducimos en la estructura de cromanol de la molécula de tocoferol no inhibiría ni su absorción 

intestinal ni su posterior distribución a través del plasma a lo largo del cuerpo, incluido su 

transporte asociado a las lipoproteínas de síntesis endógena (VLDL/LDL). Mostramos que el 

NATOH se incorporó a las LDL humanas ex vivo (figura 31) utilizando el mismo protocolo que se 

desarrolló para aumentar el contenido de α-TOH de LDL  [227]. Pero lo más importante fue que 

demostramos que cuando tratamos ratones ApoE knockout con NATOH por vía oral, el 

compuesto estaba presente en el plasma (figura 41) y en la fracción de las VLDL/LDL (figura 42). 

Además, pudimos demostrar que el mismo es capaz de llegar a las placas de ateroma (figura 43), 

pilar importante de nuestra estrategia farmacológica. Particularmente en nuestros 

experimentos, buscamos el NATOH en la fracción de lipoproteínas VLDL/LDL porque los ratones 

ApoE knockout demuestran un perfil de lipoproteínas diferente que el de los humanos, con más 

VLDL que LDL debido precisamente a la ausencia de apolipoproteína 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 "hipótesis de modificación 

oxidativa" de la aterosclerosis [72, 141-143]. Como consecuencia, los antioxidantes deberían 

reducir la aterosclerosis [72]. De hecho, se ha demostrado que la vitamina E enlentece la 

aterosclerosis en modelos animales  [26, 240, 269], pero no así en humanos [270-272]. Nuestros 

resultados demuestran que agregar un grupo funcional antiinflamatorio no convencional a la 

estructura de cromanol del α-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 α-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 fármacos 

antioxidantes en ensayos clínicos han sido, en el mejor de los casos, contradictorios [270-272]. 

Es importante destacar que en nuestros experimentos los animales fueron tratados por vía 

orogástrica y en una dosis similar a la utilizada para pacientes inscritos en diversos ensayos 
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clínicos con vitamina E (p. ej.  800 UI/día) [272]. En paralelo, encontramos que en estos animales 

los niveles de expresión de marcadores proinflamatorios (ICAM-1, VCAM-1, TNF-α e IL-1β) 

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 α-TOH. La disminución de estos marcadores, podría ser al menos parcialmente, 

la explicación molecular de  los efectos de nuestro compuesto.  

Desde una perspectiva clínica, un nuevo enfoque terapéutico se centra actualmente en la 

inhibición de la vía de la citoquina proinflamatoria IL-1β como blanco terapéutico para el 

tratamiento de la aterosclerosis y sus complicaciones [273-275]. De hecho, Ridker et al. 

recientemente han demostrado que la inhibición de IL-1β con Canakinumab, un anticuerpo 

monoclonal humano anti-IL-1β, condujo a una tasa significativamente menor de eventos CV 

mayores versus el placebo [220, 276]. Como consecuencia no deseada, este anticuerpo se asoció 

con una mayor incidencia de infecciones mortales [220], lo que sugiere que una inhibición 

completa de la vía de señalización de IL-1β puede no ser deseable. Interesantemente, nuestro 

nuevo análogo nitroalqueno del tocoferol, NATOH, actuó como un fármaco antiinflamatorio no 

convencional que disminuye la secreción y la expresión de citoquinas proinflamatorias, 

incluyendo la IL-1 y moléculas de adhesión, implicadas en la patogénesis de la aterosclerosis. 

También probamos los efectos del NATOH en un modelo de hipertensión arterial inducido 

por angiotensina II, demostrando que el mismo fue capaz de inhibir el aumento de la presión 

arterial inducida por este péptido vasoactivo (figura 45). Si bien nosotros no analizamos los 

mecanismos moleculares que podrían explicar este resultado, sabemos que en la génesis de la 

hipertensión arterial inducida por Ang II, juega un rol muy importante la formación de una 

respuesta inflamatoria a nivel vascular, con un aumento de la producción de especies reactivas 

del oxígeno y nitrógeno debido a la activación de la NAD(P)H oxidasa vascular tanto de células 

endoteliales como de las células de músculo liso [277-281]. Por tanto, nuestro compuesto podría 

estar inhibiendo esta respuesta inflamatoria, actuando a través de las diferentes vías que ya 

comentamos (inhibición de NF-kB). Más aún, estos resultados también podrían explicarse a la luz 

de otros resultados reportados para los ácidos grasos nitrados, que muestran que estos 



- Nitroalquenos análogos del -tocoferol para la prevención de la aterosclerosis - 2018 

107 
 

nitroalquenos inhiben el efecto de la angiotensina II 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 inflamación estéril aguda in vivo (figura 46). Para ello, utilizamos larvas de pez cebra 

transgénicas que expresan GFP en neutrófilos para poder seguir directamente, en tiempo real, el 

reclutamiento de neutrófilos a un sitio específico donde se infringe una lesión mecánica (corte 

con escalpelo). Este modelo ha sido extensamente caracterizado en los últimos diez años, 

demostrando la conservación de los mecanismos celulares y moleculares con procesos 

inflamatorios agudos en mamíferos [243, 282], y permitiendo el descubrimiento y prueba de 

compuestos antiinflamatorios [283, 284]. En este trabajo demostramos que NATxME inhibe el 

reclutamiento de neutrófilos en el tejido lesionado, lo que demuestra aún más sus propiedades 

antiinflamatorias (figura 46 B-C). Los mecanismos moleculares y celulares precisos involucrados 

en este sistema in vivo aún no los hemos determinado y serán el foco de nuestro futuro trabajo. 

No obstante, es interesante observar que varios estudios en el pez cebra han demostrado el 

requisito de la activación de NF-kB y la secreción de interleuquina en el sitio de la lesión como 

un paso crítico que regula el reclutamiento de leucocitos [285-287]. 

Por otra parte también, se completó la caracterización fisicoquímica y biológica de una serie de 

compuestos análogos de -tocoferol conteniendo un grupo liberador de •NO de la quimioteca 

de nuestro grupo de investigación (serie 2, figura 18). El raciocinio del diseño de esta serie fue 

desarrollar compuestos tocoferol-miméticos liberadores de •NO capaces de incorporarse a las 

lipoproteínas, particularmente LDL, para alcanzar lesiones ateroscleróticas donde el óxido nítrico 

pudiera ejercer sus acciones antioxidantes y vasodilatadoras, mejorando la disfunción 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 vasodilatación de los vasos aórticos por un mecanismo dependiente de •NO (figura 

48 y 49, tabla 7). Además, utilizando un protocolo análogo al usado para el estudio de las 

propiedades fisicoquímicas del NATOH, demostramos por primera vez que este tipo de análogos 

de tocoferol es capaz de incorporarse a la fracción de LDL humana del plasma.  
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 Al mismo tiempo, compañeros del grupo demostraron que exhibían citotoxicidad 

moderada y no eran mutagénicos ni genotóxicos (tablas 5 a 8). Estos resultados sumados a los 

míos de estabilidad en medios biológicos relevantes (figura 53), nos permitieron determinar la 

seguridad de su uso en futuros modelos preclínicos. Así, explotando el conocimiento adquirido 

en el transcurso de mi tesis, estudiamos el efecto de uno de estos compuestos híbridos 

liberadores de •NO, NAO14, en el modelo animal de hipertensión arterial inducida por Ang II. Es 

bien sabido que el endotelio es el principal controlador de la homeostasis vascular, ejerciendo 

efectos vasoprotectores, tales como vasodilatación, supresión del crecimiento de células de 

músculo liso e inhibición de respuestas inflamatorias. Muchos de estos efectos están mediados 

por el •NO, el vasodilatador endógeno más potente. El •NO combate los efectos de los 

vasoconstrictores derivados del endotelio (endotelina y angiotensina II). Una biodisponibilidad 

de •NO reducida, deficiencia en su producción o actividad (p. ej. en sitios de inflamación con 

cantidades crecientes de especies reactivas de oxígeno), conduce a disfunción endotelial, 

traducida por vasodilatación dependiente del endotelio alterada, y por lo tanto iniciando una 

serie de eventos que promueven o exacerban la aterosclerosis: aumento de la permeabilidad 

endotelial, agregación de plaquetas, adhesión de leucocitos y generación de citocinas. En este 

contexto, esperábamos que el NAO14 fuera capaz de aumentar la biodisponibilidad de •NO para 

revertir la disfunción endotelial y mitigar la progresión de la enfermedad en el mencionado 

modelo animal. Sin embargo, en las condiciones ensayadas esta estrategia no demostró ser 

eficiente, quizás 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 farmacológica para el tratamiento de la aterosclerosis basada en el papel patogénico 

principal que juegan las partículas de LDL y el proceso inflamatorio crónico en el desarrollo de la 

enfermedad. Diseñamos y desarrollamos un compuesto híbrido formado por una estructura 

mimética del -tocoferol y un grupo nitroalquenilo. Esta novedosa concepción farmacológica 

busca que la molécula híbrida se incorpore en las partículas de LDL durante el metabolismo 

lipoproteico normal, debido a la presencia del cromanol (estructura característica del -TOH) y a 
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la acción específica de las proteínas transferidora de -TOH. Una vez que el compuesto híbrido 

sea incorporado, la LDL será 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 partícula de LDL es 

utilizada como un transportador del compuesto híbrido “-tocoferol-nitroalqueno” a los sitios 

de lesión.  
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VI) Conclusiones. 

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

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

el proceso inflamatorio crónico como el metabolismo del -TOH y de la LDL tienen en esta 

patología. 

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

 diseñamos y sintetizamos dos nitroalquenos derivados del tocoferol;  

 analizamos sus propiedades electrofílicas y estudiamos la cinética de la reacción entre 

estos compuestos y nucleófilos modelos en soluciones acuosas y ambientes 

heterogéneos con diferentes cargas;  

 demostramos que en macrófagos estos compuestos son capaces de inhibir la vía de 

señalización de NF-kB, de activar el sistema Nrf2-Keap-1 y, para el caso del NATxME, 

demostramos que es capaz de inhibir al inflamasoma en macrófagos humanos;  

 estudiamos y demostramos que el NATOH es capaz de incorporarse ex vivo a 

lipoproteínas humanas, y más aún, en el modelo animal ApoE knockout, demostramos 

que el NATOH se absorbe y es transportado en el plasma a través de las lipoproteínas de 

síntesis endógena (VLDL/LDL), alcanzando a las lesiones ateroscleróticas en la aorta;  

 finalmente demostramos que ambos compuestos tienen efectos biológicos in vivo. El 

NATOH  fue capaz de reducir las lesiones ateroscleróticas en el modelo de ratones ApoE 

knockout y además fue capaz de inhibir el aumento de la presión arterial inducido por 

angiotensina II. Para el caso del NATxME, probamos sus efectos en un modelo de 

inflamación aguda en pez cebra, demostrando una potente inhibición del reclutamiento 

de neutrófilos al sitio de una lesión mecánica.  

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

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

 Nuestros hallazgos abrieron un camino para el desarrollo de nuevos fármacos novedosos 

para la prevención y el tratamiento de enfermedades relacionadas con la inflamación crónica (ej. 

sindrome metabólico, obesidad, diabetes tipo II, enfermedades neurodegenerativas, etc.). En el 

transcurso de mi tesis de doctorado, junto con el equipo de investigación diseñamos 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 A1. 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 acción de estos nuevos 

antiinflamatorios no convencionales, así como sus principales efectos biológicos en diferentes 

enfermedades con una base inflamatoria. 
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VIII) MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

8.1) SERIE 1. 

 

8.1.1) SÍNTESIS. 

 Química. El argón y el nitrógeno se compraron a Linde Uruguay (Montevideo, Uruguay). 

Se compraron otros productos químicos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MOo Applichem (Alemania) 

con la mayor pureza disponible. El compuesto 1b se sintetizó de acuerdo con los métodos de la 

literatura [222]. El tocoferol utilizado a lo largo de la tesis fue siempre (±)-α-TOH (Sigma Aldrich, 

St. Louis, EE. UU.). Todos los demás materiales se obtuvieron de proveedores comerciales y se 

usaron tal como se recibieron. El NATOH para su caracterización fisicoquímica y estudios in vitro 

fue sintetizado en nuestro laboratorio como se describe inmediatamente a continuación. Para 

estudios in vivo, el NATOH fue suministrado por SIQUIMIA. Los controles de calidad se realizaron 

como antes y la pureza fue del 95% o superior. Los espectros de 1H NMR y 13C NMR se registraron 

en un instrumento Bruker DPX-400, con CDCl3 como disolvente y tetrametilsilano como 

referencia interna. La completa caracterización es realizada con la combinación de experimentos 

COSY, HSQC y HMBC. Los valores de desplazamiento químico son descritos en unidades de  

(ppm) y las multiplicidades según s: singulete, d: doblete, dd: doblete de doblete, t: triplete, c: 

cuarteto, q: quinteto, m: multiplete, sa: señal ancha. Los espectros de masas de impacto 

electrónico (EI) y electrospray (ES+) se obtuvieron a 70 eV en un Shimadzu GC-MS QP 1100 EX o 

en un espectrómetro Hewlett Packard 1100 MSD, respectivamente. La TLC se llevó a cabo con 

Alugram® Sil G / UV254 u óxido de aluminio sobre placas de poliéster. La cromatografía en 

columna (CC) se llevó a cabo en sílica gel (Merck, 60-230 mesh) u óxido de aluminio (Merck, 70-

230 mesh). Todos los disolventes eran de calidad anhidra comprados a Aldrich Chemical Co. y 

utilizados tal como se recibieron. 

 Síntesis del NATOH. 

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

solución de (±)-α-tocoferol (1a, 1.38g, 3.20 mmol) en n-hexano seco (25 mL) se añadió gota a 
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gota una solución de bromo (1,05 equiv.) en n-hexano (10 mL) temperatura ambiente. La mezcla 

se agitó durante 3 h. El disolvente y el bromo en exceso se eliminaron por destilación a presión 

reducida a temperatura ambiente. En el mismo balón se llevó a cabo la reacción de acetilación 

del bromometilderivado obtenido como se describió anteriormente. Se añadieron CH2Cl2 (12 

mL), AcOH (12 mL), Ac2O (2.2 mL) y H2SO4 (0.2 mL). La mezcla oscura se agitó durante la noche a 

temperatura ambiente. Luego se añadió agua y se evaporó el CH2Cl2. La fase acuosa se extrajo 

con hexano (3x100 mL). Los extractos orgánicos combinados se lavaron posteriormente hasta 

neutralidad con agua, se secaron sobre Na2SO4 anhidro, se filtra el agente desecante y se 

concentra a sequedad in vacuo. La purificación por cromatografía en columna (Hex: AcOEt, 10:1) 

proporcionó 2a (1.24 g, R: 72%) como aceite denso amarillo. Los datos analíticos son consistentes 

con los que figuran en la literatura [223, 224, 288]. 1H RMN (400 MHz, CDCl3): δ 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 solución de 

2a (1.24 g, 2.25 mmol) en acetonitrilo seco (20 mL), se añadió N-metilmorfolina-N-óxido (NMMO, 

1.05 g, 9.00 mmol). Después de agitar durante la noche a temperatura ambiente, el disolvente 

se evaporó a presión reducida y el producto crudo se purificó por cromatografía en columna 

(Hex:EtOAc, 15:1), proporcionando 3a (1.01 g, R: 93%) como aceite denso amarillo. Los datos 

analíticos son consistentes con los que figuran en la literatura [223, 224, 288]. 1H RMN (400MHz, 

CDCl3):  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 añadió 

el aldehído 3a (0.15 g, 0,30 mmol) a una mezcla de 1.2 mL de CH3NO2 anhidro y una cantidad 

equivalente de CH3COONH4. La mezcla se agitó a 100 °C durante 2 h. Luego el disolvente se 

evaporó a presión reducida y se añadieron H2O y Et2O. La capa orgánica se lavó con H2O (2 x 50 

ml), HCl 3N (2x25 ml) y NaCl acuoso saturado, se secó con Na2SO4 anhidro, se filtró el agente 

desecante y el disolvente se evaporó in vacuo. El producto crudo se purificó por cromatografía 

en columna (Hex:AcOEt, 9:1), obteniéndose NATOH (0.04 g, R: 27%) como un aceite denso de 

color amarillo. 1H NMR (400MHz, CDCl3):  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). 13C NMR 

((125 MHz CDCl3):  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 C30H49NO4 [M-H]+ 486.3589, encontrado 486.3587. 

 Síntesis del NATxME. 

6-acetoxi-5-bromometil-2,7,8-trimetilcroman-2-carboxilato de metilo (2b). En un balón con 

1.58 g (6.00 mmol) de 1b, se adicionan 33.0 mL de CH2Cl2. La mezcla se agitó a temperatura 

ambiente en la oscuridad, y se añadió gota a gota una solución de 0.3 mL (6.00 mmol) de bromo 

en 4.5 mL de CH2Cl2. La agitación continuó a temperatura ambiente durante 2 h después de 

completar la adición de bromo; la solución resultante era oscura, pero no se detectó color o vapor 

de bromo. La mezcla se purgó con una corriente de nitrógeno para eliminar la mayor parte del 

HBr presente, luego se evaporo a sequedad a presión reducida. El producto intermedio crudo se 

disolvió en 13 mL de CH2Cl2 y se trató con 11.0 mL de ácido acético glacial, 3.0 mL de anhídrido 

acético y 1 gota de ácido sulfúrico concentrado. Después de agitar durante la noche a 

temperatura ambiente, la mezcla se trató con 60.0 mL de agua y se agitó durante 1 h. La mezcla 

se transfirió a un embudo de decantación, se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con 

CH2Cl2. Las capas orgánicas combinadas se lavaron con una solución saturada de NaCl, se secaron 

(Na2SO4 anhidro), se filtró el agente desecante y el disolvente se evaporó a presión reducida. El 

producto crudo se purificó por cromatografía en columna (Hex:Et2O, 7:3), obteniéndose 2b (2.0 

g, R: 87%) como un sólido blanco. Los datos analíticos son consistentes con los dados en la 

bibliografía [289]. 1H 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 solución 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 agitó a temperatura ambiente durante 18 h. La mezcla se concentró hasta 

aproximadamente 5 mL a presión reducida,  se vertió en agua y se extrajo con acetato de etilo. 

Las capas orgánicas combinadas se lavaron con HCl al 5% y con salmuera, se secaron (Na2SO4), 

filtro el agente desecante y el disolvente se evaporó a presión reducida. El producto crudo se 
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purificó por cromatografía en columna (Hex:Et2O, 9:1), proporcionando 3b (1.2 g, R: 71%) como 

un aceite naranja que cristalizó en la heladera. Los datos analíticos son consistentes con los dados 

en la bibliografía[289]. 1H 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 

añadió aldehído 3b (0.18 g, 0.56 mmol) a una mezcla de 2.5 mL de CH3NO2 anhidro y una cantidad 

equivalente de CH3COO NH4. La mezcla se agitó a 100 °C durante 2 h. Luego, el disolvente se 

evaporó a presión reducida y se añadieron H2O y Et2O. La capa orgánica se lavó con H2O (2 x 50 

mL), HCl 3 N (2 x 25 ml) y salmuera, se secó y el disolvente se evaporó. El residuo bruto se purificó 

por cromatografía en columna (Hex:Et2O, 7: 3), proporcionando 4b (NATxME, 0.032 g, R: 18%) 

como un aceite denso de color amarillo. 1HRMN (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). 13CNMR (125 MHz, CDCl3):   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 

C16H19NO6 [M-H]+ 320.1140, encontrado 320.1137. 

 

8.1.2) CARACTERIZACIÓN FISICOQUÍMICA DE LOS NITROALQUENOS ANALOGOS DE 

TOCOFEROL. 

 Espectroscopía UV-Visible. Una vez sintetizados los nitroalquenos se empezó con la 

caracterización fisicoquímica. Primero se obtuvo el espectro UV-Visible de los dos nitroalquenos 

análogos de tocoferol en un espectrofotómetro UV-Visible Varian Cary 50 BIO.  

Luego se calculó el coeficiente de extinción molar () a 350 nm ( max de absorción 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 función de la concentración. De la pendiente de esta grafica se obtuvo el 350nm 

 Espectrometría de masa. Los compuestos nitroalquenos análogos de tocoferol fueron 

inyectados directamente en 80% ACN 20% H2O 0.1% acido fórmico 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 cromatógrafos para la detección de 

NATOH y tocoferoles por HPLC. En uno de los métodos, al cual llamaremos método A, se utilizó 

una columna Hypersil Gold C-18, 3 μM de diámetro interno de 150 mm x 2.1 mm (Thermo 

Scientific) y las  fases móviles fueron: A H2O; B MeOH. El método consistió en un gradiente de 92 

a 96% de B en 10 min con flujo de 1.5mL/min con una detección a 295 nm y 350 nm en un sistema 

Agilent 1200 HPLC.  

Mientras que en el otro método, el método B, se utilizó una columna YMC C-30 de 5 μM de 

diámetro interno de 250 x 4,6 mm en un método isocrático de MEOH a un flujo de  1,5 ml/min 

con una detección a 295 nm y 350 nm en un sistema Agilent 1200 HPLC. En ambos métodos se 

utilizó al δ-TOH como estándar interno. 

 Reactividad electrofílica de los compuestos nitroalqueno tocoferol-miméticos. 

NATOH (100 μM) se disolvió en buffer fosfato 20 mM (Merck) con 1% de SDS (Biosolve Chimie, 

Dieuze, Francia) pH 7.4 y se incubó con β-mercaptoetanol (ME) 1 mM (Sigma-Aldrich). La 

reacción se controló mediante espectrofotometría 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 reacción). NATxME (100 μM) se disolvió en buffer 

fosfato 20 mM pH 7,4 y se incubó con ME, 1 mM. La reacción se controló como mencione 

anteriormente. La reacción entre el NATOH y βME también se caracterizó por HPLC en fase 

reversa a pH 7,4 o 2,0 usando el método cromatográfico A. 

 Reactividad electrofílica del NATOH incorporado en liposomas y en la lipoproteína de 

 baja densidad LDL. 

NATOH (100 μM) incorporado en liposomas (ver más adelante) fue incubado con ME 1mM y la 

reacción fue seguida espectrofometricamente como antes.  

NATOH incorporado en la LDL (ver más adelante incorporación a lipoproteínas) fue incubado con 

ME 1mM y la reacción fue seguida espectrofometricamente como antes. 

 Análisis de la cinética de reacción entre los derivados nitroalqueno tocoferol-miméticos 

y tioles de bajo peso molecular. Sistemas de buffers y micelas. 

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

consistieron en Tris 20 mM, Mes 10 mM y ácido acético 10 mM con NaCl 130 mM para llevar la 
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fuerza iónica a 0,15 M y DTPA 100 μM (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 concentración de las 

micelas fuera mayor que la de los nitroalquenos permitiendo la asunción de una molécula de 

nitroalqueno por micela. Las concentraciones utilizadas fueron 25 g/L SDS (140 μM), 10 g/L 

CHAPS (1.63 mM), 8 g/L Tritón X-100 (101 μM), 10 g/L CTAB (450 μM), los números en paréntesis 

son las concentraciones de micelas considerando el número de agregación en cada caso. 

 Cinética. 

La reacción entre los nitroalquenos y los tioles, βME y glutatión reducido (GSH, Sigma), fue 

seguida por el cambio en la absorción UV a 350 nm para NATOH y NATxME. Las reacciones más 

rápidas se controlaron en un espectrómetro de flujo detenido SX20 (Applied Photophysics); las 

reacciones intermedias (t> 10 s) se siguieron en un espectrofotómetro Varian Cary50 (Agilent) 

usando una unidad de flujo detenido de mezcla rápida ¨Stopped Flow¨ RX2000 (Applied 

Photophysics); y las reacciones más 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 única función exponencial (ecuación 1) y las 

constantes de velocidad resultantes (kobs) se graficaron en función de la concentración de tiol 

para obtener las constantes de velocidad de adición (kf) y eliminación (kr). 

𝐴𝑚𝑝 × exp(−𝑘𝑜𝑏𝑠𝑡) + 𝐶 (1)  

  Determinación del pKa. 

NATOH y NATxME en buffer TMA20 a temperatura ambiente se titularon 

espectrofotométricamente mediante la adición de 5-10 μL de NaOH 2M a una solución micelar o 

acuosa del nitroalqueno (30 μM). Después de cada adición, se registraron el espectro UV-Vis y el 

pH.  El pH inicial se ajustó con un pequeño volumen de HCl 2M. Las lecturas de absorbancia a 350 

nm se graficaron en función del pH y se ajustaron a una sola función de pKa (ecuación 2) donde 

A y B son la absorbancia de las formas ácidas y básicas del nitroalqueno. 
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𝐴𝑏𝑠 = 𝐴
[H+]+𝐾𝑎

[H+]
+ 𝐵

[H+]+𝐾𝑎

𝐾𝑎
 (2) 

 Análisis de las propiedades antioxidantes del NATOH. 

La capacidad antioxidante del NATOH y α-TOH se midió 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), -TOH y fluoresceína (FL) se compraron de Sigma-Aldrich. 

Todos los ensayos se realizaron en buffer fosfato 10 mM (pH = 7,4) y la mezcla de reacción final 

fue de 200 μL. NATOH o -TOH solubilizados en liposomas (25 μL) y FL (150 μL de una solución 

de FL 1 μM) se colocaron en los pocillos (placa negra de 96 pocillos). La mezcla se preincubó 

durante 30 minutos a 37 ° C dentro del instrumento Varioskan LUX. A continuación, la reacción 

oxidativa se desencadenó dispensando 25 μL de solución de AAPH de 50 mg/mL a los pocillos 

mediante un dispensador a bordo del Varioskan LUX. La fluorescencia se registró cada 30 s 

durante 90 min con excitación a 485 nm y emisión 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 μM). Toda la mezcla de reacción se 

preparó 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 señal de liposomas, -TOH y 

NATOH 

 Incorporación de NATOH en lipoproteínas humanas. 

Se recolectó sangre de donantes sanos después de un ayuno nocturno en tubos que contenían 

heparina sódica y se centrifugó a 2.000 g durante 15 minutos a 4 ° C para obtener plasma. Luego 

el plasma humano (1 mL) se incubó con NATOH (0, 25, 50 o 100 μM) durante 6 horas a 37 oC. 

Posteriormente se aisló la LDL mediante ultracentrifugación 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 fracción de lipoproteína LDL fue aislado manualmente y extraído con metanol (9: 

1 v/v). La presencia de NATOH y -TOH endógeno en las lipoproteínas se analizaron por HPLC en 

fase reversa usando el método cromatográfico A. 
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8.1.3) ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES BIOLÓGICAS Y POSIBLES BLANCOS MOLECULARES 

MODULADOS POR LOS COMPUESTOS HÍBRIDOS. 

Para los estudios in vitro, el NATOH y el α-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 hidrofóbicas y precipitan en el medio de cultivo celular. La 

concentración final de la mezcla de liposomas en cada experimento in vitro fue de 200 μM.  Para 

la preparación de los liposomas, primero se añadieron los fosfolípidos y luego el -TOH o NATOH 

a un tubos eppendorf. Posteriormente se evaporó a sequedad mediante centrifugación por vacío 

(speed vac, centrivap concentrator, Labconco) durante 20 min y se resuspendió en buffer fosfato 

salino (PBS) o medio de cultivo estériles y se incubo en un agitador termostatizado (thermomixer, 

Eppendorf) a 300 rpm a 30 oC durante 1 h. Finalmente los liposomas se sonicaron (Misonix 

Incorporated) 10 veces durante 10 segundos al 10% de la amplitud para lograr un tamaño de 100 

nm. Antes de ser agregados a las células, los liposomas son esterilizados con filtros de cultivo de 

45m. 

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 macrófagos murinos RAW 264.7 (ATCC TIB-71, Manassas, 

VA) y monocitos humanos THP-1 (ATCC TIB-202, Manassas, VA). Los macrófagos RAW 264.7 

fueron mantenidos en medio completo DMEM (Gibco) conteniendo 10% de SFB, 100 U/mL de 

penicilina y 100 μg/mL de estreptomicina a 37 °C en 5% de CO2. Las células RAW264.7 se 

sembraron la noche anterior a cada tratamiento. Al día 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 μg/mL de estreptomicina a 37 °C en 5% de CO2 y se diferenciaron a 

macrófagos con Phorbol 12-miristato 13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich) 200 nM durante 48-72h. 

Al día 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 realizó mediante el ensayo MTT. Los macrófagos RAW 264.7 y THP-1 se 

incubaron con diferentes concentraciones de NATxME (3–50 μM), NATOH (5-200 μM), o -TOH 

(5-200 μM) durante 24 h. Posteriormente, se evaluó la viabilidad celular midiendo la reducción a 

nivel mitocondrial de bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2il] -2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma) a 

formazan. Para ello, se añadió MTT a las células hasta una concentración final de 0,5 mg/ml y 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 leyó usando un 

espectrofotómetro de placas (Multiscan EX Thermo Scientific). Los resultados se expresan como 

CI50 (concentración de compuesto que reduce al 50% la absorbancia control a 570 nm). Cada CI50 

es el promedio de al menos cuatro determinaciones. 

 Efectos in vitro del NATOH. 

Inhibición de la translocación nuclear de NF-kB. 

Los efectos sobre la translocación nuclear de NF-kB fue estudiada por inmunohistoquímica. Para 

ello macrófagos THP-1 se trataron con NATOH o -TOH, 50 μM, O.N. y luego se activaron con LPS 

(1 μg/mL) por 30 minutos. Luego se fijaron las células con paraformaldehído al 4% durante 15 

minutos y posteriormente se permeabilizó 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 usó un anti IgG de conejo acoplado a tetrametilrodamina (Invitrogen). Los núcleos 

se tiñeron usando DAPI (Sigma). Las imágenes se adquirieron usando un microscopio de 

epifluorescencia Olympus IX81 equipado con una cámara CCD Orca-Hamamatsu, un objetivo de 

inmersión en aceite 60x NA 1.25 y los siguientes filtros dicroicos: Excitación 360-370nm/Emisión 

420-460nm para DAPI; Excitación 530- 550 nm/emisión 570 nm para tetrametilrodamina. Las 

imágenes se procesaron utilizando Image J 1.51h (Wayne Rasband, National Institutes of Health, 

USA). 

Inhibición de la expresión de citoquinas proinflamatorias dependientes de NF-kB. 

Los efectos del NATOH sobre la expresión a nivel del ARNm de citoquinas proinflamatorias (IL-6 

y MCP-1) dependientes del factor de transcripción NF-kB fue analizada por QRT-PCR. Para ello 

células THP-1 se diferenciaron en macrófagos y se trataron con NATOH (25 y 50 μM) o α-TOH (50 
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μM) 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 transcribió a ADNc usando el kit Superscript II 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 análisis de la expresión del ARNm se calculó usando el método ddCt con 

-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 diseñaron 

utilizando la herramienta informática Primer Blast de NIH (National Institut of Health, USA). Por 

último los cebadores se obtuvieron de IDT. Se usó SYBR Green (Roche) como sonda de unión a 

ADN y la QRT-PCR se realizó en un termociclador Eco Illumina. 

 Inhibición de la secreción de citoquinas proinflamatorias dependientes de NF-kB. 

Para el análisis 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 μM) o α-TOH (25 μM). 

Después, las células se estimularon con LPS (50 ng/mL) O.N. La expresión de IL-6 y MCP-1 se midió 

en el sobrenadante celular con un kit de ELISA disponible comercialmente (BD OptEIA). 

Inducción del sistema Nrf2-Keap-1 en macrófagos por NATOH. 

Los efectos del NATOH sobre la expresión 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 macrófagos y luego se trataron con NATOH o -TOH O.N. (del 

inglés “overnight”). Luego el ARN se extrajo de células usando TRIzol (Invitrogen, Life 

Technologies). Luego se retro transcribió a ADNc (ADN copia) usando el kit Superscript II 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 análisis de la expresión del ARNm se calculó 

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 diseñaron utilizando la herramienta 

informática Primer Blast de NIH (National Institut of Health, USA). Por último los primers se 

obtuvieron de IDT. Se usó SYBR Green (Roche) como sonda de unión a ADN y la QRT-PCR se realizó 

en un termociclador Eco Illumina. 

Para los estudios de Western Blott los macrófagos RAW264.7 fueron incubados toda la noche 

con NATOH (10 y 25 μM) 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 proteínas utilizando el método de Bradford. Posteriormente se corrió 

un gel de 12% de poliacrilamida y 10% SDS sembrando 40 µg de proteínas 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-α-tubulina (Abcam, ab7291). El anticuerpo secundario fue anti-IgG de ratón 

conjugado a peroxidasa (Sigma, A9044). Se utilizó el Supersignal West Pico Chemiluminiscent 

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

  

Efectos in vitro del NATxME. 

 Inducción del sistema Nrf2-Keap-1 en macrófagos por NATxME. 

Células RAW264.7 se cultivaron DMEM 10% de FBS y luego se trataron durante 5 h con NATxME 

(1, 3 y 10 μM). El ARN total se extrajo usando reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). 

El ARN se retro transcribió usando el kit de síntesis de ADNc de iScript (BioRad, Hercules, CA, EE. 

UU.) tal como se describió previamente [205]. La expresión génica se determinó mediante QRT-

PCR utilizando los ensayos de expresión génica de TaqMan para hemo oxigenasa-1 (HMOX-1 

Mm00516005_m1), GCLM (GCLM Mm00514996_m1) y NQO-1 (NQO1 Mm01253561_m1) 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) y se normalizó a GAPDH usando el método 

comparativo ddCt. 
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Para los ensayos de Western Blott los macrófagos RAW264.7 fueron incubados toda la noche con 

NATxME (5 y 10 μM) 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 proteínas utilizando el método de Bradford. Posteriormente se corrió 

un gel de 12% de poliacrilamida y 10% SDS sembrando 40 µg de proteínas 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-α-tubulina (Abcam, 

ab7291). El anticuerpo secundario fue anti-IgG de ratón conjugado a peroxidasa (Sigma, A9044). 

Se utilizó el Supersignal West Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific) para el 

revelado de las membranas. 

  

Análisis 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 μM). Después de eso, las células se estimularon con LPS (50 ng/ml) O.N.  La 

expresión de MCP-1, IL-6 y TNF- se midieron en el sobrenadante con un kit de ELISA disponible 

comercialmente (BD OptEIA). 

 Inhibición del inflamasoma NLRP3. 

Como el inflamasoma NLRP3 requiere de 2 señales para su activación y ensamblado, incubamos 

macrófagos THP-1 con LPS (250 ng/mL) como primera señal 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 incubó a 1, 3 y 10 μM junto con la primera señal o a 0.2, 0.5, 1 y 5 μM 

junto con la segunda señal. Se recogió el sobrenadante celular y se analizaron los niveles de IL-

1β por ELISA (BD OptEIA) como se informó previamente [291]. Para los estudios de Western Blott 

se precipitaron las proteínas del sobrenadante utilizando el método de precipitación con acetona 

fría (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 proteínas fueron cuantificadas. Se corrió un gel de 12.5 % de poliacrilamida y 10% SDS 

sembrando 30µg de proteína por pocillo. Finalmente se hizo una transferencia a una membrana 

de nitrocelulosa. El anticuerpo anti-IL-1usado fue deSanta Cruz (H-153) y el de β-actina fue de  
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Abcam (ab8224). El anticuerpo secundario fue anti-IgG de conejo de Sigma (A0545) conjugado a 

peroxidasa. Se utilizó el Supersignal West Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific) 

para el revelado de las membranas. 

 

8.1.4) ESTUDIO DE LOS EFECTOS IN VIVO DE LOS NITROALQUENOS ANÁLOGOS DEL -

TOCOFEROL. 

Efectos in vivo del NATOH. 

 Animales y diseño experimental. 

Todos los procedimientos y manejo de animales fueron aprobados por el Comité de Cuidado de 

Animales (Protocolo Número 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 diseño experimental se tuvo en cuenta situaciones que podían causar estrés y dolor en 

los animales. El reconocimiento de tales situaciones se realizó en base a cambios en el 

comportamiento, en las características fenotípicas y reflejos naturales. Según cada situación en 

la que se detectó estrés o dolor se analizó la necesidad de analgesia o anestesia y eventualmente 

determinación de punto final humanitario. Este último punto se refiere al criterio usado para 

finalizar un estudio experimental con el fin de evitar el dolor o estrés en los animales. La decisión 

de realizar la eutanasia de un animal se basó en el juicio clínico, 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 dislocación cervical, un método rápido, seguro y que 

produce el menor estrés en el animal. En cuanto a los agentes químicos, se utilizó también 

eutanasia mediante cámara de CO2, realizado por la UATE según protocolo dispuesto en una 

atmósfera a 70% CO2 

Se alimentaron ratones C57BL/6 o ApoE knockout (Jackson Laboratory) con una dieta alta en 

grasas sin adición extra de -tocoferol (HFD, 42% de calorías derivadas de grasa y 0,25% de 
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colesterol, LabDiet, St. Louis, Missouri, USA). Se administró NATOH o α-TOH (en 100 L de 

aceite de girasol) por vía oral utilizando sondas orogástricas (Instech Laboratories). 

  

Detección de NATOH y -TOH en plasma y en lipoproteínas de ratones.  

Para la detección de NATOH y -TOH en plasma de ratones tratados con vehículo, -TOH o 

NATOH mediante HPLC en fase reversa, ratones ApoE knockout (24 semanas de edad) 

alimentados con un HFD (42% de calorías derivadas de grasa y 0,25% de colesterol), sin agregado 

adicional de vitamina E (LabDiet®, St. Louis, Missouri, EE. UU.) se administraron vía oral con 

vehículo (n = 5), -TOH (n =5) o NATOH (n = 5) durante 14 días (200 mg/kg/día en aceite de 

girasol). Se sacrificaron los ratones y se extrajeron 100 L de plasma en ayunas tomado 12 horas 

después de la última administración con MeOH como antes. La presencia de NATOH y tocoferoles 

endógenos se analizaron mediante HPLC en fase reversa (columna YMC C30, 5 μM, 250 x 4,6 mm 

ID, método isocrático, 1,5 mL/min MeOH, detección a 295 nm y 350 nm, sistema Agilent 1200 

HPLC) usando δ -TOH como estándar interno como antes [227, 229].  

La fracción de lipoproteínas VLDL/LDL se aisló mediante flotación del mismo plasma (400 L) 

ajustando la densidad del plasma a 1,06 g/mL con KBr. El plasma se ultracentrifugó a 360.000 g 

durante 4 horas (Hitachi Sorvall Discovery M120 rotor S100 AT6[228]. La fracción de lipoproteínas 

VLDL/LDL se aisló manualmente desde la parte superior del gradiente (banda de flotación) y se 

extrajo con MeOH (9: 1 v/v) La fracción inferior también se extrajo para analizar la presencia de 

NATOH en la fracción de albúmina/HDL. La presencia de NATOH y tocoferoles endógenos en 

ambas fracciones se analizaron mediante HPLC en fase reversa (columna YMC C30, 5 μM, 250 x 

4,6 mm ID, método isocrático, 1,5 ml/min MeOH, detección a 295 nm y 350 nm; sistema Agilent 

1200 HPLC) utilizando δ-TOH como un estándar interno como antes [227, 229]. 

 Detección 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 vía oral todos 

los días el vehículo (100 μL de aceite de girasol) o NATOH (200 mg/kg/día en aceite de girasol) 

durante las 2 semanas restantes del experimento. Al final del mismo, los ratones se sacrificaron 

y el arco aórtico 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 (CHCl3, J.T. 

Baker calidad HPLC). La fase líquida se secó bajo flujo de N2 y se resuspendió en MeOH. 

Posteriormente se analizó la presencia de NATOH y tocoferoles endógenos mediante HPLC en 

fase reversa (columna YMC C30, 5 μM, 250 x 4,6 mm ID, método isocrático, 1,5 ml/min MeOH, 

detección a 295 nm y 350 nm; sistema Agilent 1200 HPLC) utilizando δ-TOH como un estándar 

interno como antes [227, 229]. 

 Cuantificación de la aterosclerosis in vivo. 

Ratones ApoE Knockout (8 semanas de edad) alimentados con HFD se trataron con NATOH (n = 

12) o α-TOH (n = 11) vía oral a una dosis de 100 mg/kg de lunes a viernes durante 14 semanas. 

Luego se sacrificaron los ratones, se aisló la aorta y se disecó utilizando una lupa binocular (Nikon 

SMZ800N) y material quirúrgico. Las lesiones ateroscleróticas de toda la aorta se detectaron 

mediante la tinción con Oil Red O y se fotografiaron con cámara Nikon y cuantificaron con el 

software Image J como antes [292].  La cuantificación de la placa y el área de formación de la 

placa se realizaron con doble ciego. 

 Análisis de marcadores inflamatorios en aortas de ratones tratados con NATOH y -

 TOH. 

Ratones ApoE knockout (8 semanas de edad) se trataron con NATOH (n = 4) o α-TOH (n = 4) por 

vía oral a una dosis de 100 mg/kg/día 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 extracción de ARN aorta, las muestras se homogeneizaron 

primero con un mortero casero. El ARN purificado se retrotranscribió a ADNc usando usand el kit 

Superscript II 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 análisis de expresión 

de ARNm se calculó usando el método ddCt con GAPDH como gen constitutivo y se normalizo 

con las muestras de -TOH. Se usó SYBR Green (Roche)  como colorante de unión a ADN y la QRT-

PCR se realizó en un termociclador Eco Illumina. 

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 CC; IL-

1 fw: TGG GCC TCA AAG GAA AGA AT; IL-1 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-fw: TGG 

GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC; TNF- rv: CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A. 

 Efectos del NATOH en un modelo de hipertensión arterial inducida por Angiotensina II. 

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 simultánea. Este método, ofrece una medida de PA a través de la 

determinación del volumen de sangre caudal utilizando un sensor con tecnología VPR (Volume 

Pressure Recording) para la medida de la PA y un manguito de oclusión. Se pueden medir hasta 

6 parámetros: presión arterial diastólica (PD), presión arterial sistólica (PS), presión arterial 

media, frecuencia cardíaca, volumen de sangre en la cola y flujo de sangre. Es un método 

ampliamente validado que ofrece medidas de alta precisión, con una correlación de hasta 99% 

con los registros de telemetría y otras medidas de presión arterial directa. El método VPR 

subestima la PS medida por telemetría 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 utilizó Angiotensina II (Ang II, #A9525, Sigma, St. Louis Mo, EEUU) para preparar una solución 

en suero fisiológico (SF, NaCl 0.9%) con una concentración tal que se logre una dosis de 

1mg/Kg/día para una duración total de 28 días de acuerdo al flujo de las bombas osmóticas 

utilizadas (Alzet Modelo 2004, DURECT Corporation, Cupertino, CA, EEUU). El volumen de llenado 

de cada bomba es de 237.7 ± 4.6 µL.  La diferencia de presión osmótica determina que la solución 

con la que se carga la bomba sea liberada con una tasa promedio de 0.25 ± 0.01 µL/hora durante 

28 días. El inicio de la liberación de la solución desde la bomba ocurre a partir de las 48 horas 

desde su implante en el animal. 

 Colocación de las bombas: Se utilizó un equipo de anestesia inhalatoria con una mezcla 

de isofluorano y Oxígeno 100% (Kent Scientific corporation, Torrington, CT, EEUU). Se colocó al 

animal en una cámara plástica para la inducción anestésica con una concentración de isoflurano 

de 3% y un flujo de la mezcla de 1L/h durante al menos 2.5 minutos. Luego se abre la cámara de 
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inducción y tras observar la ausencia del reflejo patelar y/o corneano por estimulación, se coloca 

al animal en decúbito ventral, sobre una manta térmica. Continuando la anestesia por vía 

inhalatoria a través de la colocación de una máscara en el hocico por el que pasa la mezcla de 

gases a un flujo de 0.5L/h. La concentración de Isofluorano inicial es de 2.5% y se va reduciendo 

hasta valores de 1.5 % de acuerdo a la profundidad de la anestesia según patrón y frecuencia 

respiratoria. Se realiza limpieza del sitio quirúrgico con alcohol al 70% y se realiza una pequeña 

incisión con bisturí en sentido transversal de menos de 0.5 cm de longitud por debajo del plano 

de implantación de las orejas, a nivel interescapular. Posteriormente se confecciona un bolsillo 

subcutáneo y se hace trayecto con una pinza de punta roma, que recorre todo el plano 

paravertebral derecho subcutáneo hasta el miembro inferior derecho, tratando de que no 

coincida este trayecto con el corte inicial en la piel. Así se asegura que la bomba no se salga una 

vez colocada si la sutura de la piel no cicatriza rápidamente. Posteriormente se coloca la 

minibomba osmótica dentro del bolsillo subcutáneo. 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 

presión para reforzar el cierre de la herida. La duración total del procedimiento es de unos 8 

minutos. Los animales recuperan rápidamente sus funciones en unos 4 – 5 min luego de 

finalizado el procedimiento. Sólo entonces se retiran de las cajas individuales en las que van 

despertando espontáneamente y se vuelven a colocar en sus respectivas cajas compartidas. Se 

realiza un control estricto pos cirugía, a las 24 hs, y luego cada 48 hs, de las constantes vitales y  

la herida quirúrgica, 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/día, n = 8) o vehículo (aceite de girasol, n = 13). El diseño 

experimental implicó un registro basal de la PA de 4 semanas de duración, en dos días 

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 colocación de las 

bombas) con una duración 2 semanas y administración de NATOH 50mg/kg/día o vehículo (aceite 

de girasol) vía orogástrica, en forma trisemanal. Posteriormente la colocación de las bombas de 

Ang II como fue indicado. Finalmente la etapa de registro y tratamiento (luego de la colocación 
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de bombas) con una duración 4 semanas, la cual consistió en el registro de la PA en ratones con 

bombas y a su vez la continuación del tratamiento con NATOH o vehículo. Estos experimentos 

fueron hechos en colaboración con Adriana Carlomagno del Laboratorio de Patologías del 

Metabolismo y Envejecimiento del IPMON. 

 

Efectos in vivo del NATxME. 

 Mantenimiento del pez cebra y modelo inflamatorio de reclutamiento de neutrófilos. 

El pez cebra se crió y se mantuvo de acuerdo con los protocolos estándar[294]. Todos los 

procedimientos experimentales con el pez cebra fueron aprobados por el comité de ética en el 

IPMON. La línea de cebra Tg (mpx: GFP) i114 específica de neutrófilos, denominada Tg (mpx: 

GFP), se utilizó para todos los ensayos de inflamación y de seguimiento de neutrófilos a los 3 días 

post-fertilizacion (3 dpf) como se describió anteriormente [243]. En todos los ensayos de 

inflamación, las larvas se preincubaron durante 2 h con NATxME (1, 2.5 y 4M) o ibuprofeno 

(20M). Posteriormente las aletas de la cola se cortaron transversalmente con un bisturí estéril 

en la región 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 paraformaldehído al 4% durante la noche. 

Para evaluar el número de neutrófilos, se realizó la inmunohistoquímica de montaje completo 

como se describe [295] usando anti-GFP policlonal de conejo (Invitrogen A-11122). Las imágenes 

se capturaron en un microscopio de fluorescencia invertido (Olympus) con un aumento de 10x, 

y se contaron los neutrófilos en la región posterior al ciclo circulatorio. 
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8.2) SERIE 2. 

 

8.2.1) CARACTERIZACIÓN FISICOQUÍMICA DE LOS DERIVADOS DEL α-TOCOFEROL-

LIBERADORES DE ÓXIDO NÍTRICO. 

Los nitrooxi-derivados tocoferol-miméticos utilizados en los estudios a continuación fueron 

tomados de la quimioteca de nuestro laboratorio de síntesis orgánica [250].  

Caracterización por espectrometría de masa. Los compuestos fueron inyectados 

directamente en 60% Acetonitrilo (ACN) 0.1% Acido fórmico en una trampa iónica lineal con una 

fuente de ionización de tipo “Electrospray” (LTQ Velos, Thermo Scientific) 

HPLC en fase reversa. Se desarrollaron 2 métodos cromatográficos por HPLC en fase 

reversa para la detección 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 μm de diámetro interno) con un 

gradiente: 50-100% de B en 15 minutos. Fases móviles: A: 0.1% de ácido fórmico en H2O y B: 0.1% 

de ácido fórmico en acetonitrilo (ACN) a un flujo de 0.5 mL/min con una detección a 295 nm en 

un sistema Agilent 1200 HPLC. En el método cromatografico B, Se utilizó una columna Hypersil 

Gold C-18, 3 μM de diámetro interno de 150 mm x 2.1 mm y las fases móviles fueron: A H2O; B 

ACN. El método consistió en un gradiente de 50 a 57% de B en 12 min con flujo de 1.5ml/min con 

una detección a 295 nm. Tiempos de retención: NAO14 4.5 min; NAO17 5.5 min. 

Estabilidad en plasma. Plasma humano se preincubó 5 minutos a 37 oC antes de la adición 

de los compuestos híbridos a una concentración final de 0,32 mM (1% de DMSO máximo). Las 

incubaciones realizadas en tubos tipo eppendorf en un baño de agua con agitación mantenido a 

37 °C, se realizaron durante 0, 2 y 4 h. Luego se inactivaron mediante la adición de un volumen 

de acetona y -TOH (Sigma) como estándar interno (EI). Después de la centrifugación, los 

sobrenadantes se analizaron mediante HPLC en fase reversa usando una columna C18 VYDAC 

(250 x 2,1 mm, 5 μm de diámetro interno). Gradiente: 50-100% de B en 15 minutos. Fase móvil: 

A: 0.1% de ácido fórmico en H2O, B: 0.1% de ácido fórmico 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 4,5 y 9, y 

K2PO4 20 mM, pH 6,6 y 7,4). Las soluciones se preincubaron 5 minutos a 37 oC antes de la adición 
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de los compuestos híbridos a una concentración final de 0.32 mM (1% de DMSO máximo). Las 

incubaciones realizadas en tubos eppendorf en un baño de agua con agitación mantenido a 37 

°C, se realizaron durante 45 min y se inactivaron mediante la adición de un volumen de acetona 

y EI. Después de la centrifugación, los sobrenadantes se analizaron por HPLC en fase reversa 

como en los estudios de estabilidad en plasma. 

Incorporación a lipoproteínas. 

El plasma de donantes normolipidémicos sanos (1mL) se incubó con NAO14 o NAO17 (25 nmol 

disueltos en DMSO) a 37 oC durante 6 h. Luego, las lipoproteínas (VLDL/quilomicrones, LDL, 

plasma/HDL) se purificaron por ultracentrifugación en el gradiente de bromuro de potasio (KBr) 

[296]. A 100 μL de cada una de las fracciones lipoproteicas se le agregaron 15 nmoles de estándar 

interno y se extrajeron con 900 μL de ACN, se agitaron en un vortex 3 veces durante 10 segundos 

y se centrifugaron a 10.000 g durante 10 min a 4 oC. La concentración del compuesto en cada 

fracción lipoproteíca se determinó mediante la inyección de 100 μL del sobrenadante de la 

extracción orgánica en el HPLC en fase reversa con detección UV (295 nm). Los análisis se 

realizaron en una columna Hypersil GOLD Thermo Scientific C18 (150 x 4,6 mm, 3 μm de diámetro 

interno) con una fase A: H2O y Fase B: ACN en un gradiente de 50 a 60% de B en 10 minutos. El 

análisis cuantitativo se realizó comparando las áreas de los picos con las curvas estándar 

correspondientes y los valores fueron corregidos por la recuperación del estándar interno. 

Cuando se estudió la incorporación de NAO14 a las lipoproteínas se usó como estándar 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 Experimentación 

(UATE del Instituto Pasteur de Montevideo). El protocolo experimental fue aprobado por la CEUA 

correspondiente al IPMON, y así mismo se respetaron las normas vigentes (Nº protocolo 014-14; 

Nº 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).   

 

Análisis in vivo del efecto NO14 en un modelo de hipertensión arterial inducido por 

Angiotensina II. 

Para los estudios de los efectos de NAO14 sobre la hipertensión arterial, se usó el mismo 

protocolo utilizado para los estudios de NATOH en este modelo  (diseño experimental, colocación 

de bombas etc.). Los animales se dividieron en dos grupos: tratado y vehículo (DMSO). El grupo 

tratado (n = 10) se administró por vía subcutánea (sc) con NAO14 a una dosis de 20 mg/kg/día 3 

veces por semana. El grupo de vehículos  se trató con vehículo 0.1 ml/día/sc 3 veces por semana. 

La presión arterial se registró dos veces por semana en dos días consecutivos durante 10 

semanas. Antes de las grabaciones, a los animales se les permitió una aclimatación de 1 h 

(temperatura ambiente 30oC). El diseño experimental implicó un registro basal de la PA de 4 

semanas de duración, en dos días 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 colocación de las bombas) con una duración 2 semanas y administración de NAO14 

20mg/kg/día o vehículo (DMSO) vía subcutánea, en forma trisemanal. Posteriormente la 

colocación de las bombas de Ang II como fue indicado. Finalmente la etapa de registro y 

tratamiento (luego de la colocación de bombas) con una duración 4 semanas, la cual consistió en 

el registro de la PA en ratones con bombas y a su vez la continuación del tratamiento con NAO14 

o DMSO. Estos experimentos fueron hechos en colaboración con Adriana Carlomagno del 

Laboratorio de Patologías del Metabolismo y Envejecimiento del IPMON. 
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XI) Anexo I: Manuscrito Nro 1. 
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