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Las enfermedades metabdlicas crdnicas, como la obesidad, la diabetes de tipo 2 y la
hipertensidon arterial, conllevan a un mayor riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares. Estas enfermedades tienen en comun la presencia de un estado
inflamatorio crénico, estéril, subclinico que es perpetuado por células del sistema
inmune asi como también por otro tipo de células, como los adipocitos 2. Existe en la
bibliografia una vasta descripciéon de los distintos “activadores” que producen este
proceso inflamatorio que surgen en el contexto de estas enfermedades, como son los
altos niveles de glucosa o de dacidos grasos libres en sangre, y que en general
desencadenan una activacion crénica del factor de transcripcion NF-xB y de los
inflamasomas, especialmente el inflamasoma NLRP3 3, Sin embargo, los
antiinflamatorios tradicionales (AINE y los antiinflamatorios esteroideos) no han
mostrado beneficios terapéuticos en el tratamiento de estas enfermedades. En este
sentido, seria deseable contar con estrategias terapéuticas que permitan frenar o reducir
la inflamacion crénica que subyace en la etiopatogenia de estas enfermedades y que son
responsables de mas del 50 % de las muertes a nivel mundial ®.

Durante el desarrollo de los procesos inflamatorios, se generan mediadores electrofilicos
de origen lipidico que poseen efectos antiinflamatorios pluripotenciales y que participan
en la resolucién de la inflamacidn 7. Estos mediadores se forman como consecuencia
del estrés oxidativo generado durante la inflamacién y a través de reacciones de
peroxidacion de lipidos las cuales generan sustratos reactivos que reaccionan con éxido
nitrico (‘(NO) o sus derivados (nitrito, nitrato, peroxinitrito y didxido de nitrégeno)
formando acidos grasos insaturados nitrados. Desde un punto de vista quimico, estas
moléculas son nitroalquenos enddgenos y presentan actividad electrofilica, que les
permite ejercer potentes efectos antiinflamatorios mediante reacciones
postraduccionales reversibles a través de una adicion de Michael con nucleéfilos
presentes en proteinas 10, Hasta la fecha se ha descrito que los nitroalquenos de acidos
grasos modulan cuatros vias de sefalizacidén: activan PPAR-y, Nrf-2/Keapl y HSR e
inhiben NF-xB 11713, Estos nitroalquenos incluyen el dcido nitrooleico (NO>-OA), acido
nitrolinoleico (NO-LA) y acido nitrolinolénico conjugado (NO;-cLA) los cuales fueron
evaluados en estudios clinicos (fase | y 1l) para el tratamiento de diversas patologias 4~

7 (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Estructuras de los acidos grasos electrofilicos (nitroalquenos) de origen lipidico

y sus principales mecanismos de accién.

Debido a sus potentes efectos antiinflamatorios, diferentes nitroalquenos de acidos
grasos han sido sintetizados y evaluados como potenciales farmacos en diferentes
modelos animales de enfermedad metabdlica y vascular 78181 Se ha demostrado que
inhiben la hipertension arterial inducida por angiotensina 1l 2°, protegen del dafio por
isquemia/reperfusion cardiaca 8 y renal 2! y de la sepsis inducida por endotoxinas %3;
reducen la aterosclerosis en ratones apo E7/- 23, inhiben la formacién de neointima
arterial en modelo de lesién endovascular y mejoran el sindrome metabdlico asociado a
la obesidad ?%. Sin embargo, se sabe que sufren una rapida metabolizacion (saturacion,
B-oxidacidn, conjugacién y eliminacidn) que afecta su reactividad, farmacocinética y

limitaria sus acciones bioldgicas 2°.

En los ultimos diez afios, nuestro grupo de trabajo ha desarrollado y patentado
nitroalquenos de segunda y tercera generacion en la busqueda de nuevos tratamientos
gue enlentezcan o reviertan el desarrollo de este conjunto de enfermedades que tienen
en su base etiopatogénica el desarrollo de un proceso inflamatorio crénico subclinico,
mejorando las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los nitroalquenos
derivados de 4cidos grasos 26728,

Los compuestos desarrollados durante esta tesis doctoral son derivados del andlogo

hidrosoluble del a-Tocoferol (denominado comercialmente Trolox™), donde el grupo

nitroalquenilo se ha incorporado en la posicion 2 del anillo cromanol con o sin una

15



cadena hidrocarbonada, sustituyendo la cadena lateral del a-Tocoferol (Figura 1.2).

De este modo, el derivado menos liposoluble, denominado NATx0, contiene como
sustituyente R un hidrégeno, mientras que NATx3, NATx6 y NATx11l contienen una
cadena lateral hidrocarbonada de diferente largo (3, 6 y 11 carbonos,

respectivamente).

HO

o-Tocoferol (principal componente de la Vitamina E)

HO.

R=H, NATx0

R= (CHg)o-CHa. NATX3
{CH2)-CHg, NATXS
(CH))m-CH;. NATx11

Trolox™

tAdn -hidroi -2 s LRt ramaiboromamocarbonilico

Figura 1.2. Nitroalquenos derivados del Trolox™, analogo hidrosoluble del a-Tocoferol,

sintetizados en la presente tesis.

Debido a resultados preliminares muy promisorios, nos enfocamos en el desarrollo y
evaluacion biolégica de NATx0 como potencial estrategia antiinflamatoria.
Encontramos que NATxO0 es capaz de inhibir la translocacion nuclear de NF-xB, la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias y la activacion del inflamasoma NLRP3 en
macrofagos in vitro. A su vez, NATx0 demostro poseer propiedades antiinflamatorias
in vivo en un modelo de injuria en pez cebra asi como también en ratones con
inflamacion aguda. Por ultimo, NATxO0 fue evaluado como estrategia terapéutica para
reducir la resistencia a la insulina generada durante la obesidad en ratones,
encontrando que dicho compuesto presenta efectos protectores frente a la inflamacion

y la intolerancia a la glucosa.
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2. Introduccion
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2.1 Enfermedades metabodlicas y cardiovasculares.

Las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT), han superado a las enfermedades
infecciosas como principales causas de mortalidad a nivel mundial ?°. Este conjunto de
enfermedades tienden a ser de larga duracion y resultan de la combinacién de diferentes
factores ya sea genéticos, fisioldgicos, ambientales y conductuales ?°. En este sentido, la
generalizacidn de habitos y estilos de vida poco saludables, asi como el envejecimiento
de la poblacién han contribuido al desarrollo desproporcionado de las mismas.

Las ECNT incluyen, principalmente, a las enfermedades cardiovasculares (ECV), cancer,
enfermedades respiratorias cronicas y la diabetes. Las ECV son, a nivel mundial,
responsables de un tercio del total de las muertes, con aproximadamente 17 millones al
afio siendo la principal causa de muerte a nivel mundial (Figura 2.1, cifras del afio 2016,

29)_

La primera causa de muerte en el mundo

Enfermedad N° mundial de muertes al afio

Jabetes S millanes

- o » . N

[ i i1 3% Mas de 23 millones
PN R de muertes en + de muertes estimadas
50 % 4 4 & mundo por ECV por ECV en 2030

Figura 2.1. Numero total de muertes al afo, a nivel mundial, por enfermedades no

transmisibles (ECNT). Tomado de: pagina web WHO %,

En nuestro pais, en el afio 2020 fallecieron 8300 personas por ECV, donde las
enfermedades cerebrovasculares resultaron ser la primera causa de muerte, seguido por
el grupo de enfermedades isquémicas del corazon. Si se estudian las principales causas
de muerte segln sexo en Uruguay, las enfermedades cardiovasculares son la primera
causa de muerte en mujeres, mientras que en los hombres son la segunda causa de

muerte después del cancer 3031,
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Las ECV se desprenden del estilo de vida moderno que incluye el consumo de tabaco, el
consumo en exceso de alimentos no saludables, inactividad fisica, ingesta excesiva de
sal/sodio, consumo elevado de alcohol, entre otros 32. Todos estos factores se
desprenden de comportamientos modificables y se manifiestan clinicamente mediante
la hipertension arterial, el aumento de glucosa vy lipidos en sangre, y la obesidad 33. En
términos de muertes atribuibles, el principal factor de riesgo metabdlico es el aumento
de la presion arterial (al que se atribuyen el 19% de las muertes a nivel mundial), seguido
por el sobrepeso y la obesidad y el aumento de la glucosa en sangre (que también se
pueden agrupar, dependiendo del estado de desarrollo de la enfermedad como
sindrome metabdlico o diabetes tipo 2).

Clinicamente, la obesidad se define mediante el indice de masa corporal (IMC),
considerdandose un IMC > 25 como sobrepeso y un IMC > 30 kg/m? como obesidad 34,
Recientemente, se han publicado datos del peso de adultos desde el afio 1975 al 2014 y
se puede apreciar que la poblacién mundial adulta gana 1.5 kg de peso en promedio por
cada década transcurrida. Desde 1975 la proporcion de hombres obesos se ha triplicado
y de mujeres duplicado 3 (Figura 2.2). Para el afio 2025 se predice que un quinto de la
poblacidon mundial serd obesa 3%37. De hecho, |la agencia American Medical Association
ha clasificado recientemente a la obesidad como una enfermedad en si, y no solo como

factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares y metabdlicas 3.
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Figura 2.2. Mapa del mundo en escala de colores representando los promedios estandarizados
segln edad (+18 afios) del indice de masa corporal en mujeres, por pais, en el afio 1975 (mapa
izquierda) y en el afio 2014 (mapa derecha). Tomado de NCD Risk Factor Collaboration, 2016,

Lancet 6.
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En los ultimos 45 afios, se han logrado avances muy significativos en el estudio de la
patogénesis de las enfermedades vasculares, destacadndose inicialmente el rol que
desempeiia el colesterol y posteriormente el sindrome metabdlico en el desarrollo de
las mismas. El sindrome metabdlico se diagnostica clinicamente cuando un paciente
presenta tres de los siguientes factores de riesgo cardiovasculares: obesidad o
aumento del perimetro abdominal, hipertension arterial, hipertrigliceridemia,
disminucién de la HDL (lipoproteina de alta densidad) y glicemia de ayuno alterada.
Hoy en dia este sindrome afecta a un 30-40% de los adultos al llegar a los 65 afios, como
consecuencia de la ganancia de peso, asi como también por predisposiciones genéticas
y epigenéticas a acumular grasa intraabdominal (grasa ectdpica). Aunque este sindrome
conoce sus inicios en el mundo occidental, con la propagacién del estilo de vida
occidental hacia el resto del mundo se ha vuelto un problema global, siendo sus
principales causas el aumento de consumo de dietas altamente caldricas (genéricamente
conocidas como Western diet’s) y el detrimento de la actividad fisica como consecuencia
del transporte mecanico y actividades sedentarias “°,

Individuos que poseen sindrome metabdlico tienen mayor riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, resistencia a la insulina y diabetes de tipo 2, comparado
con los individuos que no poseen este sindrome *! (Figura 2.3). A su vez, el riesgo

incrementa cuando mas de uno o todos los componentes del sindrome estan presentes.

Factores
ambientales Ma Sind
. indrome
Obesidad - ECV
metabdlico
Factores el
genéticos Resistencia
alainsulina Diabetes de

tipo 2

Figura 2.3. Interrelacion entre obesidad, sindrome metabdlico y enfermedad

cardiovascular.
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2.2 Obesidad y desarrollo de resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina se puede definir como una disminucién en la capacidad de los
tejidos metabdlicos periféricos de responder a la insulina, impidiendo el mantenimiento
normal del metabolismo glucidico. Este efecto aumenta los niveles de glucosa en sangre
lo cual a su vez estimula la secrecién de insulina por los islotes B del pancreas. La
resistencia a la insulina esta asociada con la obesidad y el comportamiento sedentario y
precede a la diabetes de tipo 2 42,

La hormona insulina es secretada por las células § del pancreas durante la ingesta de
alimentos provocando la inhibicidn de la gluconeogénesis y glucogendlisis hepaticas y
promoviendo la captacién de glucosa en tejidos periféricos: musculo, tejido adiposo e
higado (Figura 2.4). La respuesta a la insulina permite el mantenimiento de los niveles
de glucosa en sangre principalmente a través de la activacién de la proteina quinasa Akt,
la cual regula la cascada de sefializacion de la insulina #3. La unidén de la insulina a su
receptor (IR) activa su actividad intrinseca tirosina-quinasa, provocando la fosforilacién
de las proteinas sustrato del receptor de la insulina (IRS) en los residuos de tirosina
(Figura 2.4). Esto desencadena el acercamiento e interaccion entre las proteinas
quinasas PDK1 y Akt, provocando la fosforilacién en la treonina 308 de Akt y su
activacion. Alternativamente, la fosforilacidn y activacién de Akt se puede dar a través
de la quinasa mTORC2. A su vez, la activacidén de Akt puede provocar la activacién de
otro complejo, mTORC1, el cual atenla la respuesta a la insulina por la fosforilacién de
IRS en residuos de serina. A nivel hepatico, la insulina bloguea la activacion del factor de
transcripcién FOXO1 a través de Akt inhibiendo la expresidn de enzimas relacionadas a
la gluconeogénesis y activa la lipogénesis de novo (sintesis de acidos grasos a través de
glucosa y aminodcidos) que permite la formacién de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) cargadas de triglicéridos para su transporte a tejidos periféricos ***. En el tejido
adiposo, la insulina inhibe la lipélisis (hidrdlisis de triglicéridos a acidos grasos y glicerol)
inhibiendo PKA e induce la expresion de GLUT4 vy la lipogénesis de novo, permitiendo el
almacenamiento de energia bajo la forma de triglicéridos #2. A nivel muscular también

induce la expresion de GLUT4 aumentando el consumo periférico de glucosa (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Cascada de sefializacion de la insulina. Tomado de Czech et al., 2017, Nat Med #2.

El tejido adiposo presenta un importante rol en el control de la homeostasis lipidica y
glucosidica corporal, el cual se ve alterado durante la obesidad *°.

Durante el desarrollo de la obesidad, existe una acumulacidn excesiva del tejido adiposo
blanco en sitios anatdmicamente inusuales. La acumulacién del tejido adiposo esta
estrictamente conservada entre las diferentes especies y se localiza principalmente
debajo de la piel (tejido adiposo subcutaneo o SAT) o en los érganos internos (tejido
adiposo visceral o VAT). La obesidad se genera por una acumulacién y expansion del
tejido adiposo blanco a nivel abdominal (mas concretamente a nivel visceral) mediante
el incremento del tamafio del adipocito maduro existente en el tejido (debido al
incremento del contenido lipidico), proceso que se conoce como hipertrofia, y por un
incremento en el niumero de adipocitos como consecuencia de la diferenciacién de
células adiposas precursoras, proceso conocido como adipogénesis o hiperplasia 3847,
Diferentes estudios describen que la acumulacién de la grasa en VAT presenta una fuerte
asociacion con la resistencia a la insulina. En este contexto, inicialmente el exceso de

energia se logra almacenar bajo la forma de triglicéridos, principalmente dentro de una
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Unica "gota lipidica". Las gotas lipidicas en los adipocitos son estructuras asociadas a un
conjunto de proteinas que permiten la acumulacién o movilizacion de los lipidos
almacenados %84, Cuando se necesita energia (condicion de ayuno), estos lipidos son
rapidamente hidrolizados por lipasas hormono-sensibles (lipdlisis) y los acidos grasos
resultantes son transportados por la sangre (unidos a la albimina) a otros tejidos para
ser oxidados, principalmente a nivel de las células musculares para producir energia. Es
asi que los adipocitos tienen una gran capacidad de sintetizar y almacenar triglicéridos
durante la ingesta de alimentos, asi como de hidrolizar triglicéridos y liberar acidos
grasos libres durante el ayuno. Existe un dindmico equilibrio entre la liberacion de acidos
grasos a la circulacion y su captaciéon y posterior oxidacion en el musculo esquelético, el
cual se ve alterado durante la obesidad °°. Niveles elevados de dcidos grasos libres
circulantes se correlaciona con la resistencia a la insulina generada en el musculo
esquelético (lipotoxicidad) >1>%. En este sentido, el tejido adiposo tiene un rol
preponderante en el control del metabolismo corporal, siendo que la falta de tejido
adiposo conlleva a niveles elevados de triglicéridos y acidos grasos libres circulantes, lo
cual genera resistencia a la insulina en ratones y humanos >>°°. Ademas, el tejido adiposo
puede secretar hormonas peptidicas, entre ellas la leptina y |la adiponectina, las cuales
juegan roles fundamentales como sensores del consumo energético y que también se
encuentran alteradas durante el desarrollo de la obesidad. La leptina en condiciones de
normopeso regula el apetito, el peso corporal y mantiene la homeostasis energética. Su
accién resulta en la liberacion de adrenalina y noradrenalina desde las terminales
nerviosas en el tejido adiposo, activando los receptores B-adrenérgicos en adipocitos,
incrementando la lipdlisis y los procesos termogénicos. Durante la obesidad, a pesar de
encontrarse niveles aumentados de leptina, se genera una resistencia a la misma
asociada a una menor respuesta por parte del receptor de leptina o a un transporte
reducido a través de la barrera hematoencefélica °’. La adiponectina es una hormona
gue posee efectos antidiabéticos, antiinflamatorios, antiaterogénicos y
cardioprotectores. Su expresién y niveles en suero se encuentran disminuidos en
pacientes obesos, asi como también en animales de experimentacion. La adiponectina
actua principalmente a través de los receptores AdipoR1 y AdipoR2, siendo AdipoR1 mas
abundante en musculo esquelético y AdipoR2 en higado. En musculo, modula la

sensibilidad por la insulina a través de AMP quinasa (AMPK) y PPARa, mientras que en
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higado activa el transporte de glucosa, inhibe la gluconeogénesis via AMPK e induce
sensibilidad a la insulina promoviendo la fosforilacion del receptor de insulina y de IRS-
1. En el pancreas, la adiponectina actua sobre la proliferacion celular estimulando la
secrecion de insulina mientras que en tejido adiposo incrementa la captacion de glucosa
estimulada por insulina a través de AMPK 34°8, Estudios in vitro han demostrado que la
adiponectina atenua la inflamaciéon en células endoteliales, musculares, epiteliales y en
macrofagos, estimulando la expresién de citoquinas antiinflamatorias como IL-10,

suprimiendo las vias de sefializaciéon de NF-kB y TNF-a 8.

2.3 Contribucion de la inflamacion durante la obesidad y desarrollo de

resistencia a la insulina.

La inflamacidn es la respuesta del sistema inmune frente a una infeccién o dafo tisular
y se caracteriza por responder mediante una serie de reacciones que incluyen la
vasodilatacién y reclutamiento de células inmunes y proteinas plasmaticas al sitio de
infeccién o dano. Estd caracterizada en general por una infiltracion de neutréfilos en
primer lugar y luego de monocitos que se diferencian a macréfagos, los cuales tienen la
capacidad de fagocitar a los causantes de la inflamacién y producir mediadores téxicos,
gue permiten contener el agente causal y evitar mayor dafio en los tejidos. En este
sentido, la inflamacién es crucial para el organismo y se resuelve en un lapso
determinado. Sin embargo, cuando la inflamacidn aguda no logra resolver el problema,
se genera una respuesta inflamatoria desregulada que puede causar dano excesivo en
los tejidos, contribuyendo al desarrollo de enfermedades *°. La inflamacidn crénica estd
caracterizada por la infiltracién de células, entre ellas macréfagos, células dendriticas y
linfocitos T y B, por la destruccién de tejidos provocada por el agente causal o por la
propia inflamacidn e intentos por repararlos, que a menudo derivan en el desarrollo de
fibrosis. Cuando el consumo de dietas altamente caldricas se hace persistente, el
equilibrio entre la liberacién de acidos grasos y su captacion en drganos periféricos se
encuentra alterado asi como también la habilidad de las células adiposas de funcionar
como células enddcrinas se ve afectada, lo cual redunda en un estado inflamatorio

crénico 60,61,
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Durante el desarrollo etiopatogénico de la obesidad, existe un desbalance en la
homeostasis energética del tejido adiposo, lo cual mediante diferentes mecanismos
aun en estudio, provoca una respuesta inflamatoria caracterizada por un proceso
inflamatorio cronico, estéril y sistémico, desarrollado a nivel subclinico y perpetrado
fundamentalmente en el tejido adiposo. La inflamacion crdnica es una respuesta directa
de la obesidad y su intensidad se encuentra directamente relacionada con la resistencia
alainsulina, la diabetes de tipo 2, la dislipidemia y la hipertension. La alteraciéon inmune
en el tejido adiposo involucra el reclutamiento de células y la activacién de procesos
proinflamatorios tanto en las poblaciones de células inmunes residentes en el tejido
como en los propios adipocitos. Entre los tipos celulares involucrados se encuentran
poblaciones asociadas a la respuesta inmune innata como las células dendriticas y
macrofagos asi como también células caracteristicas de la inmunidad adaptativa,
como linfocitos T reguladores, linfocitos T convencionales (Thl, Th2 y Th17) y linfocitos

T citotoxicos.

Las células dendriticas son las células presentadoras de antigenos por excelencia y se
caracterizan por expresar en su superficie una gran diversidad de receptores capaces de
reconocer PAMPs y DAMPs, junto con la expresiéon del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) que le permiten presentar antigenos a los linfocitos T vy
activarlos. Existe una evidencia clara del rol central que poseen las células dendriticas en
el desarrollo de la inflamacion en el tejido adiposo, actuando como un nexo fundamental
entre la inmunidad innata y adaptativa, y por lo tanto tienen un rol en el inicio y la
regulacién de la inflamacién inducida durante la obesidad 2. Se ha observado que las
células dendriticas residentes en el tejido adiposo de ratones obesos son capaces de
captar y presentar antigenos a células T CD4* naive y provocar su diferenciacion a
linfocitos Th17. Estos linfocitos, que son células T CD4* productoras de IL-17 tienen un
rol proinflamatorio durante la obesidad 3. De hecho, se ha descrito el incremento de
estos linfocitos en el tejido adiposo de personas obesas y resistentes a la insulina,
produciendo alteraciones metabdlicas en células aisladas de musculo esquelético y
hepatocitos 4. También se ha reportado la activacion del inflamasoma NLRP3 en células
dendriticas del tipo CD11c+y CD11b+ mediada por acidos grasos saturados provenientes

de la dieta, estimulando la produccién de IL-1f vinculada al desarrollo de resistencia a la
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insulina  ©°.

Los linfocitos T reguladores (Treg), representan una subpoblacion
especializada de linfocitos T CD4* que expresan el factor de transcripcién FoxP3 y se
encuentran como una poblacidn con caracteristicas especificas del tejido adiposo,
teniendo como funcién principal de limitar la inflamacién en dicho tejido y proteger del
desarrollo de resistencia a la insulina. Su accion es limitar la activacidon del sistema
inmune manteniendo asi la homeostasis en el tejido. Esta poblacién se ha encontrado
enriquecida en la grasa abdominal de ratones normales y especificamente reducida en
dicha grasa en modelos murinos de obesidad con resistencia a la insulina. De manera
analoga, se ha evidenciado dicha relacién en el tejido adiposo de humanos obesos .
Durante la obesidad se observa un aumento en el nimero de linfocitos Thl, que
provocan respuestas proinflamatorias a partir de la produccién de IFN-y, mientras que
los linfocitos Th2 se mantienen relativamente constantes (los cuales provocan
respuestas antiinflamatorias por la producciéon de IL-4, IL-5 e IL-13). Esto genera un
desbalance hacia una respuesta mas del tipo Th1, que no logra ser contenida por los
linfocitos Th2 ni los Treg que se encuentran disminuidos durante la obesidad, generando
el desarrollo de resistencia a la insulina ®’. También se ha observado una infiltracién de
linfocitos T CD8+ citotdxicos al tejido adiposo durante la obesidad, que precede a la
infiltracion de macréfagos. Estas células inducen TNF-a e IL-6 lo cual provoca el

reclutamiento de monocitos y su diferenciacion hacia macréfagos de tipo M1 67:68,

En este contexto, el tejido adiposo actia como un érgano endocrino activo, secretando
un conjunto de moléculas que reciben el nombre de adipoquinas, por su similitud con
las citoquinas y que son producidas tanto por los adipocitos como por células de la
fraccién estromal vascular del tejido, entre ellas precursores de adipocitos, células
endoteliales y células del sistema inmune. Estas moléculas sintetizadas incluyen
citoquinas proinflamatorias, hormonas peptidicas y otras moléculas biolégicamente
activas (Figura 2.5) %79 El equilibrio en la produccién de estas moléculas se encuentra
alterado durante la obesidad como consecuencia de la disfuncion del tejido adiposo,
resultando en un estado inflamatorio crénico. La secrecion de citoquinas
proinflamatorias se produce principalmente por la activacion de la quinasa JNK (c-Jun N-
terminal kinase) y del factor de transcripcién NF-kB (Nuclear factor-kappa B), #*>7* el cual

también se encuentra involucrado en la activacion de los inflamasomas, especialmente
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NLRP3, contribuyendo en el desencadenamiento de la inflamacién.
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Figura 2.5. Secrecién de adipoquinas por parte del tejido adiposo visceral y su
contribucidn en la resistencia a la insulina, diabetes y disfuncién endotelial. Tomado de:

Luc F. Van Gaal et al Nature, 2006 1.

Las citoquinas y quimioquinas expresadas pueden incluir a TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-10, IL-
1B, TGFB, IL-8, siendo ejemplo de otras adipoquinas expresadas la proteina C-reactiva
(CRP) y la proteina amiloide sérica A (SAA) 72. MCP-1 es una quimioquina que juega un
rol relevante como molécula quimio-atrayente al inducir una mayor infiltracién de
macrofagos al tejido adiposo. De hecho, en pacientes con normopeso el tejido adiposo
contiene aproximadamente entre 5-10% de macréfagos, mientras que en pacientes
obesos el contenido de macréfagos puede ser superior al 50% del total de células. De
esta manera, MCP-1 es un importante contribuyente del estado inflamatorio que
persiste durante la obesidad %73, Los macréfagos del tejido adiposo (ATM), que residen
en el tejido adiposo visceral y el subcutdaneo de manera constitutiva y que se
incrementan de manera progresiva durante el desarrollo de la obesidad, se

correlacionan directamente con el tamafio del adipocito y la masa corporal tanto en el
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VAT (incluyendo los depdsitos perigonadales, perirrenales y mesentéricos) asi como

también en SAT tanto en humanos como en ratones ©!

. Desde el punto de vista
histoldgico, los macréfagos rodean los adipocitos apoptdticos formando estructuras de
tipo corona, las cuales representan un distintivo de la presencia de procesos
inflamatorios en el tejido adiposo 72. A su vez, los macréfagos pueden alternar el fenotipo
de MO o M2 en condiciones normales (fenotipo antiinflamatorio por accién de IL-10 que
permite mantener la sensibilidad a la insulina) a fenotipos de tipo M1 durante la
obesidad, el cual se asocia a la expresién de citoquinas proinflamatorias, como TNF-q,
IL-6 e IL-1B y a la generacidn de especies reactivas del oxigeno mediante la induccion de
la enzima éxido nitrico sintasa inducida (iNOS) 7>7¢. Se ha descrito en la literatura que los
ATM de humanos y ratones obesos no expresan en su superficie los marcadores tipicos
de los macrdfagos tipo M1 (activacion clasica mediante LPS y expresidon de CD38). Se
demostré que mediante el tratamiento de macréfagos con una mezcla de insulina,
glucosa y palmitato se induce un fenotipo de macréfago diferente al obtenido mediante

la activacion cldsica, sugiriendo que los mecanismos de activacién en condiciones de

obesidad pueden ser diferentes a los que se inducen durante una infeccién 77.

La contribucion de la expresion de citoquinas proinflamatorias posee efectos
dramadticos en la funcion del tejido adiposo, lo cual redunda en la induccion del
sindrome metabdlico. Estas moléculas inducen la lipdlisis y disminuyen la sintesis de
triglicéridos, aumentando el nivel de acidos grasos libres circulantes y provocando la
acumulacién de lipidos ectdpicos en el musculo, higado, células B-pancreaticas y corazén
(Figura 2.6) 8. Esto irrumpe funciones como la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias
y la captacion celular de glucosa estimulada por insulina a nivel de dichos érganos,

provocando hiperglicemia 7*.
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Figura 2.6. La inflamacidn crdnica en tejido adiposo generada durante la obesidad induce
resistencia a la insulina en musculo. a) En el estado de normopeso, los adipocitos
almacenan los acidos grasos como triglicéridos (TG) de manera eficiente. Los TG pueden
ser hidrolizados a acidos grasos para la sintesis de ATP b) cuando el consumo de TG
aumenta, los adipocitos aumentan de tamano y secretan quemoquinas, como MCP-1,
iniciando el reclutamiento de macréfagos; c) los macréfagos reclutados y los adipocitos
hipertrofiados secretan TNF-a aumentando la lipdlisis y disminuyendo la sintesis de TG.
La acumulacidn de 4cidos grasos libres y TG circulantes provoca la acumulacion de lipidos
activados en musculo (puntos amarillos) los cuales inhiben la internalizacién de glucosa

estimulada por insulina. Adaptado de: Guilherme, A et al Nat Rev, 2008 .

En este sentido, las sefiales inflamatorias interrumpen la accion de la insulina y median
la generaciéon de resistencia a la insulina durante la obesidad 7°. Las citoquinas
proinflamatorias inducen un aumento de residuos fosforilados de serina/treonina en
el receptor de la insulina (IR) asi como de las proteinas IRS, desencadenando una
menor respuesta de la insulina (Figura 2.7) 882, Normalmente, la sefializacion de la
insulina es mediada por proteinas IRS, las cuales son fosforiladas a nivel de las tirosinas
como respuesta a la insulina. En este sentido, TNF-a es un importante mediador de la
resistencia a la insulina en la obesidad al disminuir la actividad tirosina-quinasa del
receptor de la insulina a través de la fosforilacion de serinas en IRS-1 #. Dicha
fosforilacidon ocurre luego de la activacion de diferentes cascadas de sefializacién por
parte de las citoquinas proinflamatorias, desencadenando en la activacién de multiples

quinasas que incluyen JNK, IKK, PKC, mTORC1 y MAPk %4384 La produccién de citoquinas
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proinflamatorias también provoca la disminucion en la expresién proteica de IRS-1,
GLUT4 (transportador de glucosa insulino-dependiente que permite la captacién de
glucosa en musculo y tejido adiposo) y PPAR-y asi como también produce la activacion
de SOCS3 en adipocitos #>43,
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Figura 2.7. La activacion de multiples quinasas (como JNK, IKK y TOR) interfiere en la
sefializacion de lainsulina a través de la fosforilacion de residuos de serina en los sustratos

para los receptores de la insulina IRS-1 e IRS-2. Tomado de: Hotamisligil, S Nature, 2006 7°.

Ademas de los mecanismos inflamatorios mencionados que se encuentran orquestados
por un sistema inmune alterado durante la obesidad y resistencia a la insulina, existe
también un mecanismo del sistema inmune innato que se activa frente a estimulos muy
diversos y que tiene gran relevancia en el desarrollo de la inflamacidn crénica vinculada
a la obesidad. En la siguiente seccidn, se presentara el concepto de los inflamasomas y

su relevancia en las patologias metabdlicas.

30



2.3.1 Inflamasomas

Los inflamasomas son plataformas moleculares multiproteicas citosdlicas activadas
por el sistema inmune innato frente a una sefial de peligro, tanto exégena como
enddgena, disparando la formacion de citoquinas proinflamatorias y de la muerte
celular regulada. Hoy en dia se reconoce que existe una importante asociacion entre la
actividad de los inflamasomas y enfermedades con base inflamatoria tanto heredadas

como adquiridas 788,

El sistema inmune innato cuenta con receptores de reconocimiento de patégenos (PRR)
expresados en sus células en la primera linea de defensa (macréfagos, monocitos, células
dendriticas, neutrdfilos, células epiteliales y células del sistema inmune adaptativo), los
cuales detectan diferentes motivos microbianos 8>, Los PRR incluyen a los receptores
Toll-like (TLR) que se encuentran en las membranas celulares y que reconocen en el
medio extracelular patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs). A partir del
reconocimiento por parte de los TLRs de una estructura patégena se genera la activacion
de una cascada de seiializacién, que en general involucra la activacion del factor de
transcripciéon NF-kB el cual promueve la produccién de citoquinas y quimioquinas
proinflamatorias y la activacién de factores de transcripcion reguladores de interferones
(IRFs) los cuales median la respuesta viral dependiente de interferén 1 (IFN-1) 77, Por otro
lado, los PRR también incluyen otro tipo de receptores, en este caso receptores
intracelulares, que son los receptores de tipo NOD (NLR) y los receptores ausentes en
melanoma 2 (ALR), los cuales reconocen PAMPs asi como también sefiales de dafio
derivadas del huésped (DAMPs).

Los receptores NLR estan formados por un dominio de unién a nucledtidos vy
oligomerizacién (NACHT), un dominio de repeticiones de leucina C-terminal (LRR) y un
dominio de reclutamiento de caspasa (CARD o PYD). El dominio NACHT permite la
activacion del complejo a través de la oligomerizacion dependiente de ATP, el dominio
LRR censa el ligando y CARD o PYD median la interaccién entre proteinas para posterior

85 Existen tres subfamilias del dominio NACHT relacionadas

sefializacion
filogenéticamente dentro de la familia de los NLR: los NOD (NOD1-2, NOD3/ NLRC3,
NOD4/NLRC5, NOD5/NLRX1, CIITA), los NLRP (NLRP 1-14, también llamados NALP) y la

subfamilia IPAF, compuesta por IPAF (NLRC4) y NAIP (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Componentes de los inflamasomas NLRP1, NLRP3, IPAF y AIM2. Tomado de: Schroder,
K. et al Cell, 2010 .

La mayoria de los NLRP estan formados por PYD, NACHT y LRR &°. Este tipo de receptores
se asocian a través de PYD con una proteina adaptadora asociada a la apoptosis que
contiene CARD, denominada ASC, la cual recluta a pro-caspasa-1. La activacion de los
inflamasomas ocurre cuando el dominio LRR censa y/o se une a un estimulo, aunque
para la mayoria de los inflamasomas se desconoce de qué manera esto ocurre. Luego de
censar y/o unirse a la sefial de dafio, los NLR o AIM2 oligomerizan para convertirse en
una plataforma capaz de reclutar y activar caspasa-1, la cual puede clivar las
prointerleuquinas IL-1B e IL-18 vy generar asi una respuesta inflamatoria %% A
continuacién se describe la activacién y regulacién del inflamasoma NLRP3, siendo que
su expresion se relaciona fuertemente con diversas patologias relacionadas a la

inflamacion, incluido durante el desarrollo de la obesidad y sindrome metabdlico 2.
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2.3.2 Inflamasoma NLRP3

Este inflamasoma es el mejor caracterizado y mas estudiado, siendo su rol critico para

generar una respuesta de defensa frente a una infeccidn ya sea bacteriana o viral.

Hoy en dia, el modelo de “dos sefiales” de activacion de NLRP3 es el mas aceptado. En
este modelo, la activacién del inflamasoma NLRP3 depende de una “primera senal”
denominada “priming”, en donde el estimulo sefializa a través de los receptores TLR (en
particular TLR4), NLR o receptores de citoquinas, provocando la transcripcidon de genes
regulados por NF-kB. El estimulo de la primera sefial puede ser un componente
microbiano PAMP (como LPS, lipopolisacdrido presente en la pared bacteriana) o
citoquinas endégenas como la IL-1B y TNFa. NF-kB induce la sobreexpresion de NLRP3,
el cual en condiciones normales se encuentra a una concentracion inadecuada para
activar el inflamasoma, y de pro-IL-1B que no es expresada constitutivamente en las
células 2394, Por el contrario, la sefial de priming no parece afectar los niveles de
expresidn de ASC, pro-caspasa-1y pro-IL-18 °*. De esta manera, la sefial de priming tiene
un rol principalmente transcripcional en la activacion del inflamasoma NLRP3
aumentando la expresion de NLRP3 y pro-IL-1B. Sin embargo, otros mecanismos
independientes de la transcripcidn se han descrito °>8. La proteina quinasa asociada al
receptor de IL-1 (IRAK-1) es fosforilada en respuesta al estimulo de TLR, promoviendo la
activacion del inflamasoma de manera independiente a NF-kB °°. Se ha demostrado
también que la sefial de priming induce la desubiquitinacion de NLRP3 promoviendo su

activacion .

Ademas de la primera sefal se requiere una “segunda sefial” la cual permite la formacién
del complejo del inflamasoma o apoptosoma. Esta segunda sefial puede ser de
naturaleza quimica muy variada y se considera que en general no existe una unidn real
entre NLRP3 y dicho estimulo °3. De este modo, la hipdtesis es que NLRP3 no se une
directamente al estimulo, sino que se activa frente a un evento celular comun, aunque
dicha hipdtesis es aun controversial. Sin embargo, numerosos estudios coinciden en
ciertos mecanismos de activacion (Figura 2.9) °>%, El primero se basa en un cambio en

la concentracién intracelular de iones induciendo un cambio conformacional en alguno
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de los componentes del inflamasoma y por lo tanto induciendo su activacion. El eflujo
de potasio ha demostrado ser una sefial necesaria previa a la activacién de NLRP3. Se ha
demostrado que cuando el eflujo de potasio se previene de manera experimental
utilizando inhibidores o aumentando su concentracion en el medio de cultivo, se inhibe
la activacién de NLRP3 en respuesta a numerosos tipos de activadores 192, En un segundo
modelo, la formacién de especies reactivas del oxigeno como consecuencia de distintos
activadores es considerada critica para la activacion de NLRP3 192, Las especies reactivas
del oxigeno se generan por diferentes mecanismos moleculares que pueden ser un
desacoplamiento del citocromo P450, de la respiracion mitocondrial, de la activacidn de
xantino- y NADPH oxidasas, entre otras. En un tercer modelo, la activacion de NLRP3 es
dependiente de la desestabilizacidon del compartimento acido lisosomal y la liberacién
de catepsina B. De acuerdo con esto, un inhibidor de catepsina B o de la maquinaria
fagocitica celular impide la activacién de NLRP3 luego de la estimulacion con alimina,

MSU, B-amiloide fibrilar, entre otros activadores 1%,
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Figura 2.9. Mecanismos de activacion del inflamasoma NLRP3. Tomado de: Guo, H. et al Nat

Med, 2015 %°.
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Luego de la activaciéon de NLRP3, su dominio NBD permite la oligomerizacién de PYD lo
cual genera un acercamiento de la molécula adaptadora ASC a través de interacciones
de tipo PYD-PYD formando filamentos de ASC de tipo pridnico. Esto provoca que se
formen filamentos de pro-caspasa-1 interaccionando con ASC a través de sus dominios
CARD, permitiendo la activacion autoproteolitica de pro-caspasa-1 a caspasa-1 activa
90,103 | 3 caspasa-1 activa cliva al precursor de IL-1B (pro-IL-1B) de 31 KDa a la forma
madura de 17 KDa y al precursor de la IL-18. Estas dos citoquinas son potentes
interleuquinas proinflamatorias, pertenecientes a la familia de IL-1, las cuales se unen
a receptores para interleuquinas en células del sistema inmune modulando aspectos
criticos de la respuesta inmune incluyendo la induccion de la fiebre, transmigracion de
leucocitos al sitio de infeccion o dano, activacion y polarizacion de linfocitos T
colaboradores y subsecuente produccion de citoquinas proinflamatorias 04106,
Ademads, la activacion de caspasa-1 mediada por el inflamasoma también ocasiona un
tipo de muerte celular denominado piroptosis o necrosis regulada. Esta muerte es de
tipo litica, con ruptura de membrana, liberando mediadores inflamatorios como las
citoquinas generadas IL-168, IL-18 y IL-1a y sefales de tipo DAMPs. La activacién de
caspasa-1 genera la formacion de poros en la membrana que disipan gradientes iénicos,
favoreciendo la entrada de agua y por lo tanto la lisis osmética. La formacion de los poros
estd mediada por la gasdermina D, sustrato de caspasa-1, quien se encuentra
secuestrada en el citoplasma en condiciones normales. El clivaje entre las regiones N-y
C-terminal de la gasdermina D provoca su transporte a la membrana donde se ensambla

formando un poro %7,

2.3.3 Rol del inflamasoma NLRP3 durante la obesidad y resistencia a la

insulina

El hecho de que NLRP3 pueda activarse por diversas moléculas derivadas del huésped
(no bacterianas) indicadoras de peligro y estrés celular, es lo que lo relaciona con
diversas patologias. Algunas moléculas activadoras pueden ser: ATP extracelular y acido
hialurénico liberados por células dafiadas, péptido B-amiloide componente principal de

la patologia de Alzheimer, niveles elevados de glucosa extracelular consecuencia del
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sindrome metabdlico, cristales de urato monosddico formados en la enfermedad de la
Gota asi como también por irritantes ambientales como la irradiacién UVB e irritantes

de la piel ®.

Numerosos estudios han identificado activadores enddgenos y exdgenos del
inflamasoma NLRP3 durante la diabetes de tipo 2 (Figura 2.10)°>1%. El polipéptido de
amiloide de los islotes (IAPP) co-secretado junto con la insulina por las células B-
pancreaticas, es comunmente encontrado formando estructuras de amiloide en los
islotes pancreaticos de pacientes con diabetes. El receptor CD36 (en células B, macréfago
y células dendriticas) facilita la internalizacién del polipéptido de amiloide soluble el cual
es convertido intracelularmente en su forma amiloidea. Esto disrumpe al fagolisosomay
activa NLRP3 debido a la liberacidn de catepsina. La forma amiloide extracelular también
puede fagocitarse y contribuir a la activacion de NLRP3 “°, Niveles elevados de glucosa
sanguinea también se han descrito como responsables de inducir IL-1B en células B-
pancreaticas, posiblemente a través de la activacidon del inflamasoma a través de la
proteina TXNIP 22109110 TXNIP estd implicada en la muerte de las células B-pancredticas
y en impedir el consumo de glucosa periférica 12, En el mismo sentido, ratones KO
para TXNIP presentan mayor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina en
comparacion a ratones WT 13114 E| urato, cristales de colesterol y ATP extracelular son
otros de los activadores conocidos de NLRP3. La activacién del inflamasoma NLRP3
produce la liberacidon de IL-1B la cual esta fuertemente ligada con la patogénesis de la
diabetes de tipo 2. Esta citoquina promueve la resistencia a la insulina y genera
apoptosis en las células B-pancredticas, al inducir la fosforilacion de serinas en IRS-1 a
través de JNK. Esto impide la sefalizacion de la insulina a través de Akt en tejidos
periféricos, como ya fue mencionado anteriormente. Al mismo tiempo, IL-1B induce la
expresion de TNF-a y otros mediadores inflamatorios, generando un ciclo
autoamplificador de citoquinas 2. Ademds, IL-1B genera moléculas de estrés
metabdlico derivadas del estrés del reticulo endoplasmdtico y estrés oxidativo,
induciendo mds inflamacion y muerte de células B, agravando la patogénesis de la
enfermedad °.

La relacién directa entre NLRP3 vy resistencia a la insulina ha sido demostrada en

pacientes con diabetes de tipo 2, donde macréfagos derivados de monocitos de dichos
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pacientes exhiben un incremento significativo de los niveles de ARNm y expresion
proteica de NLRP3, IL-1B e IL-18 en comparacién con macréfagos obtenidos de sujetos
sanos 5. Por ultimo, se ha demostrado que el bloqueo de IL-1B usando el antagonista
del receptor de IL-1B recombinante IL-1Ra (Anakinra) en estudios de fase clinica reduce
los niveles de glicemia y mejora la funcién secretora de las células B-pancredticas asi

como también reduce marcadores de inflamacidn sistémica 1.
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Figura 2.10. Vias de activacién del inflamasoma NLRP3 relacionadas al estrés metabdlico.

Tomado de: Ying, Y. et al Front Biosci, 2013 %2,

En los ultimos afos, numerosos estudios han demostrado que el inflamasoma NLRP3
reconoce DAMPs asociados a la obesidad siendo un importante mecanismo que
participa en el desarrollo de la resistencia a la insulina 7. Se ha demostrado que la
activacion de caspasa-1 mediada por inflamasomas en tejido adiposo e higado
disminuye la sefializacidn de la insulina 8. Animales deficientes en NLRP3 y caspasa-1
son resistentes al desarrollo de la obesidad inducida por dietas ricas en grasas lo cual se
correlaciona con una proteccidon frente a la resistencia a la insulina generada en la

obesidad 1*°. La produccién de MCP-1 en tejido adiposo disminuye en ratones deficientes

37



de NLRP3 asi como la leptina y resistina se encuentran alteradas 2°. La activacion del
inflamasoma NLRP3 durante la obesidad promueve la activacién de células T a través de
la activacion de macrofagos en tejido adiposo lo cual provoca disminucidon de la
sensibilidad a la insulina *°. De hecho, la activacién de NLRP3/caspasa-1 modula la
diferenciacion de adipocitos hacia un fenotipo mas insulino-resistente 8, Es mas, el
tratamiento de adipocitos diferenciados con IL-1B o IL-18 recombinante o su bloqueo
con inhibidores, revelan que el efecto de caspasa-1 en la diferenciacidn de los adipocitos
es transmitido principalmente por IL-1B . Ademas, el bloqueo de caspasa-1 en
animales obesos con resistencia a la insulina resulta en un mejoramiento en la
sensibilidad a la insulina y en un menor incremento en la ganancia de peso total de los
ratones 8, Otros autores describen el rol de la IL-1B in vivo cuando es administrada en
ratones normales o KO para IL-1B. En ratones normales, la inyeccién de IL-1B disminuye
la sensibilidad a la insulina observada 2h luego de la inyeccion mediante un test de
tolerancia a la insulina (ITT), mientras que ratones IL-1 B -/- alimentados con HFD por 12
semanas no presentan resistencia a la insulina siendo similar la respuesta a ratones
normales alimentados con dieta normal 2. Ademds, se ha encontrado una
sobreexpresion de NLRP3 y ASC en adipocitos de pacientes obesos y un aumento en la
expresion de caspasa-1 en tejido adiposo humano la cual incrementa con la

diferenciacion de los adipocitos y el desarrollo de la obesidad 118122,

En suma, en numerosos trabajos se ha demostrado el rol del inflamasoma NLRP3
durante el desarrollo de la inflamacidn crénica vinculada a la obesidad y sus patologias
asociadas. El reconocimiento de la inflamaciéon crénica como base de estas
enfermedades permite plantear el tratamiento de las mismas a través de su inhibicidn.

En la siguiente seccidn se presentara el estado del arte de moléculas antiinflamatorias
endodgenas (nitroalquenos de acidos grasos) y de las nuevas generaciones de
nitroalguenos desarrolladas por nuestro grupo, como potenciales antiinflamatorios para

el tratamiento de estas enfermedades.
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3. Antecedentes
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3.1 Acidos grasos electrofilicos

Ademas del rol que poseen los acidos grasos como bloques para la sintesis de lipidos y
en el aporte de energia celular, los dcidos grasos insaturados son también precursores
de potentes moléculas de sefalizacion endogenas con propiedades electrofilicas. Estos
acidos grasos electrofilicos reaccionan con blancos moleculares respondiendo al estado

redox/ inflamatorio de la célula 123 124,

Diferentes sustituyentes le confieren propiedades electrofilicas a los acidos grasos
insaturados siendo los mas comunes los carbonilos a, B-insaturados y los nitroalquenos
(Figura 3.1). Estos son grupos atrayentes de electrones, tanto por efecto resonante
como inductivo, dejando al carbono B adyacente deficiente de electrones y por lo tanto
susceptible para reaccionar con nucledfilos mediante la reaccion de adicion de
Michael.

Si se analiza la reactividad de los acidos grasos electrofilicos desde el punto de vista de
la teoria de Pearson %°, estos presentan una naturaleza electrofilica “blanda” formando
aductos preferencialmente con nucledfilos “blandos”, lo cual restringe sus potenciales
blancos en la célula. Mientras los electréfilos “duros” tienen una densidad de carga
positiva alta o una carga positiva formal, los electréfilos blandos tienen una densidad de
carga mas difusa o cargas positivas parciales, como es el caso de los nitroalquenos de
acidos grasos (Figura 3.1, la carga positiva parcial se representa con ™(+)). Diferentes
enzimas y factores de transcripcion que controlan el metabolismo y las respuestas
inflamatorias contienen aminodcidos nucleofilicos “blandos” siendo tipicamente tioles
en residuos de cisteina, el grupo amino de la lisina o el grupo imidazol de la histidina
(Figura 3.1) 123126 | 3 reaccidn de adicion de Michael consiste inicialmente en la adicidn
del nucledfilo donador de Michael, en este caso tioles o grupos amino en proteinas,
sobre el electréfilo o aceptor de Michael, seguido de una protonacién para dar lugar al

producto de nitroalquilacion.
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Nucleoéfilos en proteinas: Moléculas electrofilicas:
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Figura 3.1. Estructuras generales de los grupos nucleofilicos presentes en proteinas y de los
sustituyentes electron-atrayentes (grupos carbonilo y nitro) que confieren propiedades
electrofilicas a los acidos grasos insaturados. También se ejemplifica la reaccién de adicion de
Michael entre un grupo tiol presente en proteinas y un nitroalqueno (carbono electrofilico

marcado con *).

De esta manera, los acidos grasos electrofilicos, que incluyen a los acidos grasos nitrados
(nitroalquenos), participan en la modificacién postraduccional de proteinas sensibles a
electréfilos, a través de reacciones de adicién conjugada, las cuales suelen ser reversibles
y selectivas, actuando como un proceso de regulacién celular que responde frente al

metabolismo y el estado inflamatorio y redox de la célula 124,

3.1.1 Formacion enddgena de los acidos grasos electrofilicos

La formaciéon oxidativa de derivados de acidos grasos conteniendo carbonilos a,B-
insaturados se genera mediante reacciones de peroxidacion lipidica inducidas por
radicales libres que abstraen un hidrégeno acido de sistemas bis-alilicos, formando

radicales lipidicos estabilizados por resonancia, seguido de una fase de propagacién
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donde el carbono radical reacciona con oxigeno para formar un radical peroxilo. El radical
peroxilo se puede reducir a un hidroperéxido al abstraer un hidrégeno de un acido graso
poliinsaturado adyacente o del a-tocoferol (generando nuevas especies radicalarias).
Durante la reaccién de propagacién se generan radicales alcéxidos y epoxialilicos los
cuales son responsables de reacciones de acortamiento de la cadena resultando en
aldehidos conjugados a, B-insaturados de cadena corta como el 4-hidroxi-2-nonenal
(HNE), 4-oxohexenal (OHE) y 4-oxo-2-nonenal (ONE) que pueden reaccionar con
proteinas a través de reacciones de adicién de Michael o reacciones irreversibles de tipo

Schiff (Figura 3.2).

R'W@ Ry = C3Hs (OHE)
Ry =CsH4 (ONE)

0
H?MD R, = CcHyq (HNE)
OH

Figura 3.2. Ejemplos de lipidos electrofilicos conteniendo grupos carbonilo.

Si bien diferentes especies electrofilicas pueden formarse de manera enddgena,
profundizaremos en la formacidon de acidos grasos nitrados por ser relevantes para esta
tesis.

La nitracién de acidos grasos es mediada por dxidos de nitrégeno, incluyendo al producto
de la reaccion de 6xido nitrico (‘NO) con superoxido (‘Oz), el peroxinitrito (ONOO"). El
peroxinitrito puede a su vez protonarse para formar el acido peroxinitroso (ONOOH) o
reaccionar con CO; para formar nitrosoperoxocarbonato (ONOOCO;), ambos pudiendo
formar ‘NO; luego de escindirse de manera homolitica (Figura 3.3). A su vez, el ‘NO; se
puede formar por la oxidacion o protonacién de nitrito (NO2) a dacido nitroso en
condiciones acidas. El didxido de nitrégeno puede abstraer hidrégenos bis-alilicos
iniciando reacciones de peroxidacidn lipidica en presencia de oxigeno. Estas reacciones
dan lugar a acidos grasos nitrosilados y acidos grasos nitrados, siendo los ultimos los mas

estables, pudiendo ser detectados en medios bioldgicos °.
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Figura 3.3. Formacién de nitroalquenos lipidicos a partir de especies reactivas del nitréogeno y

del oxigeno.

El doble enlace conjugado de los acidos grasos poliinsaturados es esencial para la
nitracién ya que aumenta la eficiencia de la reaccion y el rendimiento del producto
formado. De hecho, los datos en humanos demuestran que las reacciones de nitracion
enddgenas ocurren Unicamente en acidos grasos insaturados conjugados. La reaccion de
nitracién en acidos grasos monoinsaturados involucra la adicién directa del radical ‘NO;
al doble enlace resultando en un radical B-nitroalquilo el cual es muy inestable y es
eliminado mediante la reaccion inversa volviendo al alqueno con la eliminacidn de ‘NO;.
En su lugar, cuando la reaccidn de nitracion ocurre en acidos grasos con dobles enlaces
conjugados, el radical alquilo es estabilizado por resonancia, lo cual disminuye la tasa de
eliminacion de ‘NO; y favorece reacciones de oxidacién con oxigeno y O6xidos de
nitrégeno, produciendo intermediarios que se descomponen para formar nitroalquenos

electrofilicos (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Nitracion de un acido graso insaturado conjugado a partir de ‘NO, dando lugar al
nitroalqueno cuando la concentracion de O, es baja o a un compuesto electrofilico a-B-

insaturado en presencia de O,. Tomado de: Schopfer, F. et al Chem Rev. 2011 3,

Existen ciertas condiciones que promueven la formacion de dcidos grasos electrofilicos
enddgenos. De hecho, en los procesos inflamatorios se crea un microambiente que
promueve la oxidacion enzimdtica y no enzimdtica de dcidos grasos insaturados y el
aumento de produccion de especies reducidas del oxigeno y del nitrégeno. Las células
del sistema inmune innato contribuyen de manera significativa a la formacién de este
microambiente, las cuales van a expresar diferentes patrones génicos que impactan en
el perfil de especies oxidadas y nitradas. Ejemplos de esto son la formacién enddgena
de la prostaglandina electrofilica 15d-PGJ2 de manera semienzimatica, donde la enzima
COX-2 cataliza el primer paso de conversién del acido araquiddnico a prostaglandina H2
(PHG2) la cual mediante oxidacion y deshidratacién se transforma en 15d-PGJ2. Estas
reacciones se dan en condiciones inflamatorias en tejidos donde hay una alta densidad
de células que expresan COX-2, como los macréfagos activados 12127, Otro ejemplo estd

comprendido durante la isquemia de miocardio/reperfusion cardiaca, contexto donde
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se genera alta cantidad de especies reactivas del oxigeno e infiltracion de células
inflamatorias, altas tasas de produccion de NO y sus metabolitos, pH acido, y la
activacion de LOX vy fosfolipasa A2 mitocondrial promoviendo la generacidn

nitroalquenos.

Los 4acidos grasos nitrados o nitroalquenos que han sido detectados de manera
enddgena en plasma y orina tanto de pacientes como en modelos animales, median
respuestas bioldgicas beneficiosas para la salud cardiovascular 27130, |3 dieta
mediterrdnea es considerada como una fuente importante de acidos grasos insaturados
(especialmente por el aceite de oliva y pescados ricos en acidos a-linolénico y linoleico)
gue en conjunto con vegetales ricos en nitrito y nitrato proveen un medio eficiente para
la nitracidn de los acidos grasos insaturados en el estdmago 3132, E| 4cido linoleico
conjugado (CLA) es un sustrato preferencial para la nitracidn biolégica resultando en la
formacion del acido 9- y 12-nitrooctadecadienico (9- y 12-NO,-CLA) y derivados, los
cuales son generados durante la digestidn, el estrés metabdlico y la inflamacién 133135,
El acido a-linolénico puede sufrir elongacién y saturacién para formar el dacido
docosahexanoico (DHA) y el eicosapentaneico (EPA), que comprenden el 4cido graso w-
3, los cuales pueden sufrir nitracién u oxigenacidn enzimatica y no enzimatica dando
lugar a especies electrofilicas, como el 13-oxoDHA %4,

Otros nitroalquenos que han sido encontrados en un contexto in vivo son el acido
nitrooleico (NO2-OA) vy el 4cido nitrolinoleico (LNO;) 813, Ambos nitroalquenos se han
detectado en tejido cardiaco murino luego de la injuria isquemia/reperfusion y durante

un preacondicionamiento isquémico en un modelo de rata a bajas concentraciones 37,

Sin embargo, los niveles generados de dacidos grasos electrofilicos pueden estar
subestimados ya que su deteccidon posee ciertas dificultades. Por un lado, al ser
moléculas electrofilicas pueden reaccionar rdpidamente con proteinas y glutation en los
medios bioldgicos (por ejemplo en plasma), por lo tanto se pueden encontrar en mayor
concentracién en el sitio donde se generan y es por lo tanto esperable que en ese sitio
ejerzan sus efectos bioldgicos a pesar de la baja concentracidon detectable in vivo 123138,
Ademads, los lipidos electrofilicos son también sustratos de la B-oxidacién, son

susceptibles a la reduccion de olefinas criticas para su funcidn, pueden incorporarse en
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membranas lipidicas y triglicéridos, pueden ser transportados a través de albimina fuera
del sitio de formacidn, o se pueden unir covalentemente con glutatiéon u otros tioles de
bajo peso molecular para ser degradados a acidos mercaptouricos y posteriormente
excretados por la orina o bilis. En este sentido, los lipidos electrofilicos pueden estar en
equilibrio entre la forma libre y la forma aductada tanto a proteinas de alto peso
molecular (que pueden ser precipitadas durante los experimentos de deteccion) o a
péptidos de menor tamafio que pueden escapar a la precipitacion (por ejemplo,
glutation). Todos estas caracteristicas dificultan la deteccion de los lipidos electrofilicos
in vivo siendo algunas también desventajas cuando son considerados como estrategias

farmacoldgicas para el tratamiento de enfermedades 23

3.1.2 Blancos moleculares de los acidos grasos nitrados

Existen diferentes blancos moleculares conocidos de los acidos grasos electrofilicos
(enddgenos o administrados de manera exdgena). Los acidos grasos electrofilicos actian
a través de la modificacidon postraduccional de proteinas y de factores de transcripcion
mediante la adicidon de nucléofilos, induciendo alteraciones en la estructura proteica,
funcién y distribucidon subcelular de proteinas susceptibles 1°. Sus efectos son de
cardcter pleiotropico ya que pueden modificar al mismo tiempo una variedad de
proteinas relacionadas a distintas vias de sefalizacion, incluso de manera reversible,
dando por resultado efectos beneficiosos en el contexto de la inflamacién y por lo tanto

en enfermedades relacionadas a la misma %°.

En particular, los nitroalquenos de dcidos grasos actuan a través de cuatro vias de

sefializacion: 1- PPAR-y; 2- Nrf-2/Keap1; 3- HSR y 4: NF-xB.

PPAR-y (Peroxisome proliferator—activated receptor y)

PPAR-y es un receptor nuclear presente principalmente en los tejidos adiposo,
cardiovascular y pulmonar, el cual regula la homeostasis lipidica y el metabolismo
glucosidico. Los genes activados por PPAR-y estimulan la captacién de lipidos y la
adipogénesis en los adipocitos, incrementan la sensibilidad a la insulina al reducir la

cantidad de acidos grasos libres circulantes, inducen la diferenciacién de macréfagos y
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modulan la respuesta inmune. PPAR-y es blanco de diferentes farmacos antidiabéticos
como las Tiazolidindionas (TZDs) las cuales son ligandos de alta afinidad del mismo, asi
como también de dacidos grasos electrofilicos, entre ellos los nitroalquenos OA-NO; y
LNO;, 13940 |Los acidos grasos nitrados actuan como agonistas parciales de PPAR-y
uniéndose de manera covalente en el residuo de Cys-285, reduciendo eventos
secundarios indeseados que se generan con los TZDs, como la ganancia de peso. La
activacion de PPAR-y dependiente de LNO; estimula la expresion de CD36 en macréfagos
incrementando la capacidad de captar LDL oxidada y promueve la diferenciacion de
adipocitos %%, A su vez, OA-NO; induce la sobreexpresion de genes que incrementan la

sensibilidad a la insulina y reduce la acumulacién de grasa y citoquinas proinflamatorias

140

Nrf-2/Keapl (Nuclear factor erythroid-derived 2-like 2/ kelch-like ECH-

associated protein 1)

Nrf2 es un factor de transcripcién nuclear que responde frente al estrés celular
induciendo genes que codifican para enzimas detoxificantes de fase Il a través de la
induccion del elemento de respuesta antioxidante (ARE). Estas enzimas incluyen a
Hemooxigenasa-1 (HO-1), NAD(P)H deshidrogenasa [quinona] 1 (NQO1), Cisteina
glutamato ligasa (GCLM), Glutation peroxidasa, Superdxido dismutasa, entre
aproximadamente otras cien enzimas. En condiciones basales, Nrf2 se encuentra en el
citoplasma unido a su proteina inhibidora keap1l, rica en cisteinas y reactiva a electrdfilos
(Figura 3.5). Los acidos grasos electrofilicos se aductan a las cisteinas 273 y 288 de keapl
causando la disociacion con Nrf2 y provocando su translocacidn al nucleo generando una
respuesta detoxificante y citoprotectora 142, LNO; induce un aumento del ARNm y la
expresion proteica de HO-1 en células endoteliales de aorta humana, asi como también
provoca una induccién importante de HO-1 en las células musculares lisas y endoteliales
durante experimentos de incubacién ex vivo en segmentos de aorta de rata *43. Por otro
lado, se ha observado que la administracion tanto in vitro como in vivo de NO;-OA
provoca la sobre expresién de HO-1 induciendo proteccién vascular en un modelo de

injuria arterial 13144,
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Figura 3.5. Esquema de activacion del sistema Nrf-2/Keapl. Tomado de: Mitsuishi, Y. et al Front.

Onc., 2012 %,

HSR (Heat Shock Response)

La respuesta al choque térmico (HSR) es una respuesta al estrés celular que actlua para
mantener la proteostasis celular induciendo la expresidn de proteinas de choque
térmico, a través de los factores de transcripcidon de choque térmico (HSF). Luego de su
activacion, los factores HSF sufren modificaciones postraduccionales que resultan en su
union a los elementos de choque térmico en el nucleo, resultando en la transcripcion de
una familia de genes que codifican para proteinas esenciales en la proteccién celular
frente al estrés proteotdxico, principalmente chaperonas y proteasas 4. Estas proteinas
previenen o revierten el mal plegamiento proteico contrarrestando los efectos causados
por factores de estrés como la temperatura, el estrés oxidativo y el estrés del reticulo
endoplasmatico. En estudios in vitro en células endoteliales umbilicales humanas
(HUVEC) se ha observado la sobreexpresién de los genes que regulan HSF-1 y HSF-2
luego de la administracién de NO;-OA. Los niveles de proteina y de ARNm de la proteina
chaperona HSP70 se vieron aumentados de manera dosis-dependiente luego de la

administracion de dicho nitroalqueno 3.
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NF-kB (Nuclear factor-xB)

El factor de transcripcién nuclear kB es un complejo proteico que regula la sobrevida de
la célula, la proliferacidn y la respuesta inmune, siendo esencial frente a las infecciones
147 NF-kB induce la expresidn de una variedad de genes proinflamatorios, incluyendo
los genes que codifican para citoquinas y quimioquinas, también participando en la

148,149 También juega un rol fundamental en la

regulacion de los inflamasomas
sobrevida, activacion y diferenciacion de células del sistema inmune innato y de los
linfocitos T. NF-kB representa una familia de factores de transcripcion inducibles
compuesta por cinco miembros estructuralmente relacionados que incluyen a NF-xB1
(subunidad p50), NF-xB2 (subunidad p52), RelA (subunidad p65), RelB y c-Rel, los cuales
deben dimerizar (dos de ellos) para que NF-kB se transloque al nucleo y se una al
elemento kB en el ADN *°. NF-kB estd normalmente secuestrado en el citoplasma por
una familia de proteinas inhibitorias que incluyen a la familia de proteinas IxB que
enmascaran su secuencia de localizacidon nuclear %1 Frente a un estimulo, las
quinasas de IkB (IKK) fosforilan a las proteinas IkB dejandolas propensas a sufrir

ubiquitinaciéon y degradacion proteosomal, permitiendo que NF-kB se transloque al

nucleo y provoque la transcripcion de genes proinflamatorios (Figura 3.6) 1°2.

.@0

\ Taeget genes
— 2

Figura 3.6. Via de sefializacién de NF-kB. Tomado de: Hoesel, B. et al Mol. Cancer., 2013 1*2,
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La activacién de NF-xB es consecuencia del reconocimiento de PAMPs y DAMPs por
parte de los receptores de patrones (PRR) expresados en las células del sistema inmune
innato, principalmente. Sus funciones proinflamatorias se han estudiado de manera
extensa en macrofagos, ya que los mismos se encuentran en la primera linea de defensa
de la respuesta inmune y residen en una variedad de tejidos. En respuesta a los
diferentes estimulos, los macréfagos se activan rapidamente y secretan citoquinas,
quimioquinas y moléculas de adhesidn incrementando la respuesta inmune. A su vez,
pueden diferenciarse a estados fenotipicamente diferentes que incluyen al clasico
fenotipo M1 o al fenotipo alternativo M2. Los macréfagos de tipo M1 se caracterizan por
producir citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12, TNFa y quimioquinas,
relacionadas a una variedad de procesos inflamatorios, asi como también promueven la
diferenciacion de células T inflamatorias, incluyendo Thl y Th17. En contraste, los
macréfagos M2 producen citoquinas proinflamatorias como IL-10 e IL-13, importantes
en la resolucion de la inflamacion. Los ligandos para los receptores TLR tienen un rol
importante en regular la polarizacién de los macréfagos. En particular, el ligando
lipopolisacdrido (LPS) para el receptor TLR4 promueve la diferenciacion de los

macrofagos hacia un fenotipo M1 °°,

La desregulacion en la activacion de NF-xB es un proceso distintivo de las
enfermedades cronicas relacionadas a la inflamacion, por lo tanto, diferentes
estrategias terapéuticas se han desarrollado con el objetivo de inhibir su activacion

cronica.

Los nitroalquenos de acidos grasos reducen la activacién de NF-kB y por consecuencia
la transcripcion de genes que codifican para proteinas proinflamatorias. NO2-OA y LNO;
se aductan a través de reacciones de alquilacion a la subunidad p65 de NF-kB y
disminuyen la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-6, TNFa y MCP-1 luego
de la estimulacion con LPS en macrdfagos y células endoteliales 1. Se ha comprobado
que dicha disminucién es independiente de la formacion de odxido nitrico o de la
activacion/induccion de PPARy y HO-1 respectivamente 1. La administracién in vivo de
NO,-OA inhibe el reclutamiento de leucocitos al endotelio vascular y reduce la expresién

en aorta de moléculas de adhesién dependientes de NF-kB. NO,-OA actua suprimiendo
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la sefializaciéon de TLR4 luego de un estimulo con LPS inhibiendo el reclutamiento de
proteinas adaptadoras y proteinas reguladoras de NF-kB hacia las bolsas lipidicas (“lipid
rafts” en inglés) presentes en las membranas de macréfagos y células endoteliales y que
estdn implicadas en los mecanismos de sefalizacién celular 3. Otros lipidos
electrofilicos inhiben la activacién de NF-kB 14155, La prostaglandina 15d-PGJ2 induce la
sobreproduccion de glutation induciendo la activacion de Nrf2 y promoviendo
modificaciones a nivel de cisteinas de la subunidad p65 haciéndolo susceptible para la
adicién electrofilica de glutatién. Ademas inhibe la degradacién de IkB-a lo cual impide

la translocacidn nuclear de NF-kB 156,157,

En la siguiente seccién, presentaremos los nitroalquenos de segunda generacion
desarrollados por nuestro grupo, en la busqueda de mejorar o potenciar los efectos de

los nitroalquenos previamente mencionados sobre diferentes patologias.

3.2 Nitroalquenos derivados del a-Tocoferol, principal componente de la

Vitamina E.

En los ultimos afios nuestro equipo de trabajo se ha enfocado en la generacién de nuevas
estrategias terapéuticas haciendo uso de las propiedades antiinflamatorias y
citoprotectoras del grupo nitroalquenilo, el cual se ha unido a diferentes sillares
estructurales con el fin de tratar diferentes patologias relacionadas a la inflamacién.

En este sentido, se seleccioné a la Vitamina E como un sillar estructural de origen natural
y seguro que a su vez puede aportar propiedades bioldgicas beneficiosas per se. Esta
vitamina es el componente antioxidante liposoluble principal de las células y es obtenida
exclusivamente de la dieta mediante el consumo de alimentos que contienen grasas,
como las nueces, semillas, aceites vegetales, vegetales verdes y cereales. Su principal
funcién es actuar como antioxidante inhibiendo la produccidn de especies reactivas del
oxigeno, y se encuentra localizada en las membranas celulares, membranas de organelos
y en las lipoproteinas plasmaticas, donde actla como primera linea de defensa frente a
la peroxidacion lipidica. Entre los tocoferoles, el a-Tocoferol es el que se encuentra en
mayor proporcién en plasma gracias a la proteina transferidora de a-Tocoferol (a-TTP)

presente en el higado, que une preferencialmente el a-Tocoferol a las VLDL, para luego
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ser liberadas a la circulacion.

Estructuralmente, la vitamina E comprende una familia de ocho moléculas relacionadas
que incluyen cuatro tocoferoles (alfa, beta, gama, delta) y cuatro tocotrienoles (alfa,
beta, gama, delta) (Figura 3.7). Todas poseen un anillo de tipo cromanol de 6 dtomos y
una cadena lateral isoprenoide, la cual permite su penetracién en las membranas
bioldgicas. De estas estructuras el a-Tocoferol es el biolégicamente mds activo (donde
R1y R2= CHs, Figura 3.7) y fue la estructura utilizada para generar derivados con el grupo

nitroalquenilo desarrollados por el grupo.

R1

Tocoferoles a, R1=R;=CHj3
ﬁ, R1=CH3, R2=H
Y, R1=H, R2=CH3
8, R1=R2=H

CHj Tocotrienoles

Figura 3.7. Componentes naturales de la Vitamina E.

Teniendo en consideracion la aterosclerosis como una enfermedad de base inflamatoria,
de distribucidon mundial y epidémica, donde su lesidn basica estd formada por un nucleo
lipidico (comprendido principalmente por colesterol y sus productos de oxidacién) y
donde las lipoproteinas, en particular las LDL juegan un rol fundamental, es que se
desarrollaron los primeros nitroalquenos derivados de a-tocoferol. Durante la tesis de
doctorado del Dr. Jorge Rodriguez-Duarte (PEDECIBA Quimica, 2018) se sintetizaron y
evaluaron compuestos hibridos formados por una estructura mimética del a-Tocoferol y
el grupo nitroalquenilo 2627158 _Con este disefio, se encontraron dos propiedades juntas
en una misma molécula: la accion antiinflamatoria/antiaterogénica del grupo
nitroalquenilo sumado al transporte selectivo del a-Tocoferol en el organismo a través
de las LDL. Es importante destacar ademas que las LDL constituyen la principal fuente de

lipidos y colesterol que forman y contribuyen al desarrollo de la placa de ateroma. De
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esta forma, la estrategia consistido en cargar a las lipoproteinas con el farmacdforo
nitroalqueno y que la LDL actie como un transportador del compuesto bioactivo a la
placa de ateroma. Las moléculas hibridas obtenidas se denominaron NATOH y NATxMe
(Figura 3.8). Estructuralmente, el NATOH contiene el grupo nitroalquenilo localizado en
la posicién 5 del anillo cromano del a-Tocoferol y en NATxMe se encuentra en la misma
posicion, pero del éster metilico de Trolox™, dando por resultado una molécula menos
liposoluble (Figura 3.8). Los resultados obtenidos con NATOH se resumen en el Anexo de

esta tesis.

N02 NOZ

HO HO

o) 0~ SCOOCH,
NATOH NATXME

Figura 3.8. Estructuras de las moléculas hibridas derivadas del Tocoferol: NATOH y NATxMe.

Durante el presente trabajo, se sintetizaron nitroalquenos derivados del Trolox™,
cambiando de posicion al grupo nitroalquenilo respecto al NATOH en la estructura del
a-Tocoferol asi como también variando el largo de la cadena lateral hidrocarbonada
(Figura 3.9). Mientras que NATOH y NATxMe poseen el grupo nitroalquenilo conjugado
con el anillo aromatico, los compuestos sintetizados en la presente tesis poseen el grupo
nitroalguenilo en la cadena lateral del Tocoferol, no conjugado al aromatico. Con esta
estrategia, nos propusimos modular la electrofilia y/o farmacocinética de los
nitroalguenos derivados del a-Tocoferol previamente desarrollados por el grupo, en la
busqueda de moléculas mas activas para el tratamiento de enfermedades metabdlicas
croénicas.

Para ello, nos enfocamos en el estudio del nitroalqueno menos liposoluble, NATxO0, por
diferentes motivos. Por un lado, fue el compuesto inicialmente obtenido y
preliminarmente evaluado, al cual se le encontrd propiedades biolégicas interesantes
gue nos estimularon a ahondar mas en sus efectos. Por otro lado, al ser el derivado

menos liposoluble, permitié una facil vehiculizacién para los diferentes estudios,
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mientras que los otros derivados requirieron vehiculizacion en liposomas o mediante el
uso de detergentes. Si bien nuestro objetivo inicial fue evaluar todos los compuestos, el
estudio de NATx0 consumid la mayor parte del trabajo experimental desarrollado en la
presente tesis, asi como también la participacion de la tesista en el desarrollo de otros
nitroalguenos montados en distintos sillares estructurales, que mostraron poseer

propiedades bioldgicas interesantes.

NO,

X

HO HO

VS. NO,

© 3 o "k

R=H, NATx0

R= (CH,),-CH3, NATX3
(CH,)s-CHj, NATX6
(CHy)19-CH3, NATX11

NATOH

Figura 3.9. Estructura del NATOH y de los nitroalquenos sintetizados en la presente tesis: NATxO0,

NATx3, NATx6 y NATx11.

En este contexto, en paralelo a la presente tesis, el grupo de trabajo inicié el desarrollo
de un nitroalqueno derivado del salicilato, acido 5-(2-Nitroetenil)salicilico, denominado
SANA. El salicilato es una droga ancestral utilizada para disminuir la inflamacién vy el
dolor, que actia mediante la inhibicidon de la ciclooxigenasa, de NF-kB y de la produccién
de citoquinas proinflamatorias. Previamente, el salicilato demostré poseer propiedades
beneficiosas para el tratamiento de la diabetes de tipo 2 a altas dosis, presentando
efectos secundarios indeseados. En este sentido, en base a los efectos beneficiosos
observados con NATx0 sobre el metabolismo de ratones obesos asi como también por
otros nitroalquenos, se desarrolld el compuesto SANA, el cual combina la eficacia del
salicilato con los efectos beneficiosos de los nitroalquenos. El SANA ha sido ampliamente
evaluado en el modelo de obesidad inducido por dietas ricas en grasas demostrando que
promueve la pérdida de peso y protege contra la ganancia de peso, la resistencia a la
insulina, la hipertrigliceridemia y la esteatosis hepatica. Estos efectos superan a los
obtenidos con el salicilato solo, a dosis efectivas hasta 40 veces mds bajas. Se resumiran

los resultados obtenidos con SANA en el Anexo de esta tesis.
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Hipotesis de trabajo

Como hipotesis general de trabajo nos planteamos que la accién biolégica de los
nitroalquenos puede ser modulada modificando las propiedades fisicoquimicas vy
estructurales de los sillares que los contienen. Proponemos que los nitroalquenos
derivados del andlogo hidrosoluble de la vitamina E, asi como también otros
nitroalquenos montados en diferentes sillares estructurales, son potentes
antiinflamatorios no-convencionales que contrarrestan los efectos metabdlicos
indeseados que se generan durante el desarrollo de la obesidad, como ser el sindrome

metabdlico y la diabetes tipo 2.
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4. Objetivo general

Disefio, sintesis y estudio del efecto de nitroalquenos derivados del andlogo hidrosoluble
del a-tocoferol en la prevencién y tratamiento de enfermedades relacionadas a la

inflamacidn, en particular de las enfermedades metabdlicas crénicas.
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5. Objetivos especificos

. Sintesis organica y caracterizacion estructural.

Sintesis de derivados del acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromancarboxilico
(Trolox™) conteniendo el grupo nitroalquenilo con una cadena hidrocarbonada
de largo variable (NATx0, NATx3, NATx5 y NATx11).

Caracterizacion estructural de los derivados obtenidos mediante espectroscopia

de RMN y espectrometria de masas.

. Caracterizacion fisicoquimica de NATxO.
Reactividad frente a nucledfilos modelo.
Inhibicion de la enzima GAPDH como nucledfilo modelo.

Estabilidad en buffer y en plasma.

. Evaluacion de los efectos bioldgicos in vitro de NATxO.

Estudio de la citotoxicidad en macréfagos.

Estudio de la inhibicién de NF-kB en macréfagos mediante la deteccién de
citoquinas proinflamatorias y estudio de la translocacién celular de NF-kB.
Estudio de la activacién del sistema Nrf2/keap1.

Estudio de la inhibicion del inflamasoma NLRP3.
. Evaluacion de los efectos biologicos in vivo de NATxO.

Estudio de la capacidad antiinflamatoria en un modelo de inflamaciéon aguda
inducida por LPS en ratén.

Estudio de la capacidad antiinflamatoria en un modelo de inflamacién aguda
inducida por dafio en pez cebra.

Evaluacién de los efectos de NATx0 en un modelo de ratdn con obesidad inducida

por dietas ricas en grasas.
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6. Metodologia
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6.1 Sintesis orgdanica

Generalidades.

* Los disolventes se purifican y secan, previo a su utilizacion, por métodos
convencionales. Otros reactivos fueron adquiridos en empresas comerciales y usados sin

purificacién.

* El avance de las reacciones y la pureza de los productos se examinan por cromatografia
en capa fina (TLC). Para esto se utiliza silica gel o alimina con indicador fluorescente en
placas de poliéster o de aluminio. Los cromatogramas se revelan por alguno de los

siguientes métodos:

e exposicién a la luz ultravioleta a 254 nm

e asperjado con: a) mezcla de Etanol: Acido sulftrico: Anisaldehido (95:4:1) (v:v:v) y
posterior quemado, o b) reactivo de Brady (solucidon de 2,4-Dinitrofenilhidrazina en
Acido sulfurico y EtOH).

e exposicién a vapores de yodo.

* Para las cromatografias en columna (CC), se utiliza silica gel (Kieselgel, tamafio 0.063-

0.2 mm, J. T. Baker)

* Los espectros de *H-RMN y de 3C-RMN se realizan en un equipo Bruker DPX 400 (400
MHz) utilizando los disolventes indicados en cada caso y TMS como estandar interno.
Los valores de desplazamiento quimico son descritos en unidades de & (ppm) vy las
multiplicidades segun s: singulete, d: doblete, dd: doblete de doblete, t: triplete, c:
cuarteto, g: quinteto, m: multiplete, sa: sefial ancha. La completa caracterizacién se
realiza con la combinacidon de experimentos HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), COSY (COrrelated

SpectroscopY) y DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer).

* Los espectros de masa se obtienen por impacto electrénico (IE) utilizando un equipo
Shimadzu GCMS QP 2010 ULTRA a un potencial de ionizacién de 70 eV por inyeccion

directa.
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6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilato de metilo (Ester metilico de Trolox)

En un reactor de presién de acero inoxidable equipado con agitador se coloca 1,4-
dihidroxi-2,3,5-trimetilbenceno (10 g, 65.7 mmol), paraformaldehido (4 g, 133.2 mmol),
metacrilato de metilo (35 mL, 327 mmol) y agua (3 mL). La mezcla se deja reaccionar a
180 °C por 3h bajo agitacion. Luego de completada la reaccidn, la mezcla de reaccién se
enfria a T.A. y se adiciona metanol a la misma, lo cual provoca la precipitacion de los
cristales. Los mismos se filtran para dar el éster metilico correspondiente como sdlido
blanco. Se recristaliza de metanol (11.28 g, 69%). Caracterizacién espectroscépica de

acuerdo a la literatura *°°,
6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilato de metilo (1b)

A una solucién de 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilato de metilo (éster
metilico de Trolox) en DCM bajo flujo de N3, se le afiadié di-tert-butil-dicarbonato (1.1 g,
5.11 mmol) y DMAP (0.07 g, 0.57 mmol). Luego de 2h de agitacion a T.A., se evaporé el
disolvente, se agregd acetato de etilo (20 mL) y se lavé con HCI 10% (50 mL) y soluciéon
saturada de NaHCOs (50 mL). Las fases orgdnicas resultantes se secaron con Na;SOa,
filtraron y el solvente fue evaporado a presién reducida. El crudo obtenido se purificé
por columna (SiO,, Hexano: Acetato de etilo, 7:3) resultando un sdlido blanco (1.3 g,
65 %). IH-RMN (400 MHz, CDCl3): 8= 3.70 (s, 3 H, Hf), 2.69 (m, 1 H, H4), 2.53 (m, 1 H,
H3), 2.45 (m, 1 H, H4"), 2.18, 2.11, 2.02 (s, 3H, Ha Hb Hc), 1.88 (m, 1 H, H3"), 1.62 (s, 3H,
Hd), 1.57 (s, 9H, He).26

6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2-hidroximetil-2,5,7,8-tetrametilcromano (2b)

A una suspension de LiAlH4 (1.8 mmol, 0.07 g) en THF seco (2 mL) bajo atmédsfera de N»

y en bano a 0 °C, se le agrego el éster metilico 1b (1.6 mmol, 0.6 g) disuelto en THF seco
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(4 mL) de a pequeiias cantidades. La reaccion se mantuvo a 0 °C en agitacion por 45 min,
la cual posteriormente se lavd con las soluciones saturadas de NH4Cl (100 mL) y NacCl
(100 mL) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 10 mL). Las fases organicas se secaron con
Na,SOg, filtraron y se evapord el solvente mediante presion reducida para dar un sélido
blanco, sin otra purificacion (0.50 g, 94%). *H-RMN (300 MHz, CDCls): 6= 3.70 (m, 2 H,
Hf), 2.70 (m, 2 H, H3), 2.11, 2.10, 2.07 (s, 3 H, Ha Hb Hc), 2.00 (m, 1 H, H4), 1.91 (t, 1 H,
Hg), 1.76 (m, 1H, H4°), 1.58 (s, 9 H, He), 1.25 (s, 3 H, Hd). 26

. o] “ | JOH
Mo . -, - ry S o

6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbaldehido (3b)

A una soluciéon del alcohol 2b (1.5 mmol, 0.50 g) y TEMPO (0.32 mmol, 0.047 g) en
acetona, se le anadié (diacetoxiiodo)benceno (2.0 mmol, 0.65 g). Luego de 20h de
agitacién a T.A., la mezcla de reaccidn se lavé con agua (100 mL) y se extrajo con éter
etilico (4 x 10 mL). Las fases organicas se secaron con NaSO;, filtraron y el solvente fue
evaporado bajo presion reducida. El residuo liquido se purific6 mediante cromatografia
en columna (SiO; flash, Hexano: Acetato de etilo, 95:5) resultando un sélido amarillo
(0.16 g, 60%). *H-RMN (300 MHz, CDCls): 6= 9.65 (s, 1 H, Hf), 2.67 (m, 2 H, H3), 2.31 (m,
1H, H4), 2.22, 2.13, 2.03 (s, 3 H, Ha Hb Hc), 1.87 (m, 1 H, H4*), 1.58 (s, 9 H, He), 1.42 (s,
3 H, Hd). 26

C

6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2-(1-hidroxi-2-nitroetil)-2,5,7,8-tetrametilcromano (4b)

A una solucion de imidazol (1.3 mmol, 0.09 g) en nitrometano (3.5 mL, 65 mmol), se le

61



anadié el aldehido 3b (0.65 mmol, 0.16 g). Luego de 2 dias de agitacion a T.A., el solvente
fue evaporado bajo presion reducida, el crudo se lavé con NaCl saturado y se extrajo con
acetato de etilo. El residuo se purificéd por cromatografia en columna (SiO2 flash, Hexano:
Acetato de etilo, 8:2) resultando un sélido blanco (0.12 g, 60 %). *H-RMN (400 MHz,
CDCI3): 6= 4.81 (m, 1 H, Hh), 4.61 (m, 1 H, Hh’), 4.44 (m, 1 H, Hg), 2.84 (d, J=4 Hz, 1 H,
Hf), 2.74 (m, 2 H, H3), 2.11 2.09 2.07 (s, 3 H, Ha Hb Hc), 1.99 (m, 2 H, H4), 1.58 (s, 9 H,
He), 1.26 (s, 3 H, Hd). MS (EI, 70eV): m/z (%) 395 (M, 3), 295 (38), 234 (37), 205 (100),
189(5), 177(4).

Doy B ‘ 3
e d
! 0H,

6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2-(1-acetoxi-2-nitroetil)-2,5,7,8-tetrametilcromano (5b)

A una solucién del nitroaldol 4b (0.092 mmol, 0.036 mg) en anhidrido acético (2.9 mmaol,
0.28 mL) se le agregd cantidades cataliticas de acido p-toluensulfénico y se dejé en
agitacién por 16 h bajo flujo de N,. Luego, se afiadié agua (10 mL) y se dejé en agitacidon
por 10 min mas para remover el exceso de anhidrido acético. El producto fue extraido
con éter etilico (4 mL) y la fase organica fue lavada con agua (3 x 10 mL). Las fases
orgdanicas se secaron con NazSOg, filtraron y el disolvente fue evaporado bajo presiéon
reducida resultando en un sélido blanco (0.037 g, 93%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): 6=
5.85 (m, 1 H, Hf), 4.88 (m, 1 H, Hg), 4.74 (m, 1 H, Hg’), 2.80 (m, 1 H, H3), 2.65 (m, 1 H,
H3"), 2.14 (s, 3H, Hh), 2.10, 2.08, 2.06 (s, 3H, Ha Hb Hc), 1.90 (m, 2H, H4), 1.57 (s, 9H,
He), 1.29 (s, 3H, Hd).
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6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2,5,7,8-tetrametil-2-(E)-(2-nitrovinil)cromano (6b)

A una solucién de 5b (0.04g, 0.09 mmol) en tolueno seco, se le afiadié carbonato de
sodio (0.03g, 0.09 mol) y se calenté a 110 °C por 2 h. Luego que la reaccion alcanzé la
temperatura ambiente, se lavd con NaCl saturado (10 mL) y se extrajo con éter etilico (3
x 5 mL) para obtener un sélido amarillo sin otra purificacion (0.03 g, 94%). 'H-RMN (400
MHz, CDCls): 6= 7.28 (d, J= 12 Hz, 1H, Hi), 7.02 (d, J= 12 Hz, 1H, Hh), 2.76 (m, 1H, H3),
2.57 (m, 1H, H3’), 2.17, 2.13, 2.07 (s, 3H, Ha Hb Hc), 2.05 (m, 2H, H4), 1.57 (s, 9H, Hg),
1.28 (s, 3H, Hd). 3C-RMN (125 MHz, CDCls): = 152.1 (Ce), 147.9 (C8a), 144.6 (Ch), 141.8
(C6), 139.6 (Ci), 127.9, 125.6, 122.8 (C5 C7 C8), 116.7 (C4a), 82.9 (Cf), 74.1 (C2), 31.4
(C3), 27.7 (Cg), 25.9 (Cd), 20.5 (C4), 12.7, 11.9, 11.8 (Ca Cb Cc). MS (El, 70eV): m/z (%)
377 (M+, 6), 277 (100), 164 (55).
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6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-(E)-(2-nitrovinil)cromano (7, NATx0)

A una solucién de 6b (0.03 g, 0.08 mmol) en DCM, se le afiadié TFA (135 ulL, 1.75 mmol)
y se agitd por 2 h a T.A. Luego la mezcla de reaccidn se lavd con soluciones de NaHCOzy
NaCl saturadas (10 mL) y se extrajo con DCM (3 x 2 mL). Las fases orgdnicas se secaron
con NaySO0a, filtraron y el solvente se evapord bajo presién reducida. El crudo fue
purificado mediante cromatografia en columna (SiO; flash, Hexano: Acetato de etilo, 8:2)
resultando un sélido amarillo (0.07 g, 30%). *H-RMN (400 MHz, CDCls): 6= 7.28 (d, J=
13.6 Hz, 1H, Hg), 6.99 (d, J= 13.2 Hz, 1H, Hf), 4.31 (s, 1H, He), 2.77 (m, 1H, H4), 2.56 (m,
1H, H4’), 2.20, 2.19, 2.11 (s, 3H, Ha Hb Hc), 2.09 (m, 1H, H3), 2.00 (m, 1H, H3"), 1.53 (s,
3H, Hd). 13C-RMN (125 MHz, CDCl3): &= 145.5 (C8a), 144.8 (Cf), 144.1 (C6), 139.6 (Cg),
122.3, 121.6, 118.3 (C5 C7 C8), 116.6 (C4a), 73.7 (C2), 31.8 (C4), 26.0 (Cd), 20.8 (C3),
12.2, 11.8, 11.3 (Ca Cb Cc). HRMS m/z calculado para CisH1sNOs [M]+ 277.1314,
encontrado 277.1321.

1-nitroheptano

A una mezcla de 1-bromo-heptano (1.1 g, 6.4 mmol, Sigma) en agua (40 mL) se le afiadid
AgNOs3 (1.6 g, 19 mmol) y NaNO: (1.7 g, 26 mmol) y se dejo en agitacién a TA. en la
oscuridad por 48 h. Luego, se agregd hexano (5 mL) y se dejé agitando 1 h.
Posteriormente, se filtré lavando con hexano. El filtrado se extrajo con hexano (5 x 15
mL). Las fases organicas se secaron con NaySO, filtraron y el disolvente se evapord bajo
presion reducida. El crudo fue purificado mediante cromatografia en columna (SiO3,
Hexano: Acetato de etilo, 9:1) resultando un liquido amarillo (0.15 g, 67%). *H-RMN
(CDCl3, 400 MHz): 6= 4.32 (t, J= 7.2 Hz, 2H, H-1), 1.97 (m, 2H, H-2), 1.33 (m, 8H, H-3),
0.84 (t, )= 7.2 Hz, 3H, H-4).
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1-nitrododecano

A una mezcla de 1-bromododecano (0.5 g, 2.0 mmol, Sigma) en agua (30 mL) se le afadid
AgNOs (1.0 g, 6 mmol) y NaNO, (0.6 g, 8 mmol) y se dejo en agitaciéon a T.A. en la
oscuridad por 48 h. Luego, se agregd hexano (5 mL) y se dejé agitando 1 h.
Posteriormente, se filtré lavando con hexano y se realizaron extracciones con hexano (6
x 15 mL). Las fases orgdnicas se secaron con Na;SOj, filtraron y el disolvente se evaporé
bajo presidn reducida. El crudo fue purificado mediante cromatografia en columna (SiO»,
Hexano: Acetato de etilo, 9:1) resultando un liquido amarillo (0.16 g, 60%). *H-RMN
(CDCl3, 400 MHz): 6= 4.31 (t, J= 6.8 Hz, 2H, H-1), 1.95 (m, 2H, H-2), 1.32 (m, 18H, H-3),
0.84 (t, J= 6.8 Hz, 3H, H-4).

Lo¥)
Z. =i

6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2-(1-hidroxi-2-nitropentil)-2,5,7,8-tetrametilcromano (8)

Una mezcla de 1-nitrobutano comercial (0.023 g, 0.22 mmol), el aldehido derivado de
Trolox 3 (0.075 g, 0.22 mmol) y DBU (0.1 mL, 0.02 mmol) en acetonitrilo (1 mL), fue
agitada a T.A. por 24 h. Luego el disolvente fue removido bajo presién reducida y el
residuo se purific6 mediante cromatografia en columna (SiO,, Hexano: Acetato de etilo
85:15) para dar el producto nitroaldol como mezcla de diasterémeros (sélido blanco,
0.075 g, 81%). MS (EI*): m/z (%): 437 (M*, 4), 337 (22), 234 (39), 205 (100), 149 (21), 57
(94). HRMS: m/z [M*] calculado para C23H3sNO7: 437.2414, encontrado: 437.2421.
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6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2-(1-hidroxi-2-nitrooctil)-2,5,7,8-tetrametilcromano (9)

Una mezcla de 1-nitroheptano (0.087 g, 0.60 mmol), el aldehido derivado de Trolox 3
(0.2 g, 0.6 mmol) y DBU (0.1 mL, 0.06 mmol) en acetonitrilo (2 mL) fue agitada a T.A. por
24 h. Luego el disolvente fue removido bajo presién reducida y el residuo se purificd
mediante cromatografia en columna (SiO;, Hexano: Acetato de etilo 85:15) para dar el
producto nitroaldol como mezcla de diasterémeros (aceite amarillo, 0.214 g, 76%). MS
(El+): m/z (%): 479 (M+, 1.4), 379 (18), 234 (44), 205 (99), 57 (100). HRMS: m/z [M+]
calculado para C6H41NO7: 479.2883, encontrado: 479.2867.

OH

6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2-(1-hidroxi-2-nitrotridecano)-2,5,7,8-tetrametilcromano

(10)

Una mezcla de 1-nitrododecano (0.13 g, 0.60 mmol), el aldehido derivado de Trolox 3
(0.2 g, 0.6 mmol) y DBU (0.1 mL, 0.06 mmol) en acetonitrilo (2 mL) fue agitada a T.A. por
24 h. Luego el disolvente fue removido bajo presién reducida y el residuo se purificd

mediante cromatografia en columna (SiO2, Hexano: Acetato de etilo 85:15) para dar el
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producto nitroaldol como mezcla de diasterémeros (aceite amarillo, 0.14 g, 42%). MS

(El+): m/z (%): 449 (6), 234 (27), 205 (61), 57 (100).

0. 0
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(E)-6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2,5,7,8-tetrametil-2-(2-nitro-1-pentenil)cromano (11)

Al nitroaldol 8 (0.07 g, 0.16 mmol) en DCM seco (3 mL), se le afadié cloruro de
metansulfonilo (0.037 g, 0.32 mmol) y trietilamina (0.058 mL, 0.42 mmol) en baio de
hielo. Luego de 2 h, la formacion completa del derivado mesilado fue observada como
mezcla diasterotépica (doble banda). Posteriormente, se afiadié DBU (0.06 g, 0.4 mmol)
y la reaccidn se dejo en agitacion toda la noche. Al dia siguiente, se agregd agua (20 mL),
se realizaron extracciones con acetato de etilo (3 x 5mL), se secé con NaSOg, filtré y se
evaporo el disolvente mediante presion reducida. El producto fue purificado en columna
cromatografica (SiO2, Hexano: Acetato de etilo 85:15) resultando el producto deseado
como aceite amarillo (0.046 g, 69%). *H-RMN (CDCls, 500 MHz): 6= 6.93 (s, 1H, Hh); 2.67
(t, J= 10 Hz, 2H, Hj), 2.60 (m, 1H, H4), 2.53 (m, 1H, H4’), 2.07 (s, 3H, Hb), 2.02 (s, 3H, Ha),
1.97 (m, 1H, H3), 1.95 (s, 3H, Hc), 1.84 (m, 1H, H3"), 1.47 (s, 9H, Hg), 1.46 (s, 3H, Hd),
1.40 (m, 1H, Hk), 1.20 (m, 1H, Hk’), 0.82 (t, J= 10 Hz, 3H, Hl). 13C-RMN (CDCls, 500 MHz):
8 153.7 (Ce), 152.1 (Ca), 148.4 (Ci), 141.7 (C6), 137.4 (Ch), 128.2, 125.7, 122.7 (C5 C7 C8),
117.2 (C4a), 82.9 (Cf), 74.7 (C2), 32.9 (C3), 28.2 (Cj), 27.6 (Cg), 21.6 (C4), 20.7 (Ck), 13.9
(Cl), 12.77, 12.08, 11.91 (Ca Cb Cc). MS (EI*): m/z (%): 419 (M*, 2.04), 319 (29.04), 164.08
(19.62), 57.07 (100). HRMS: m/z [M*] calculado para C23H33NOs: 419.2308, encontrado:
419.2308.
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(E)-6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2,5,7,8-tetrametil-2-(2-nitro-1-octenil)cromano (12)

Al nitroaldol 9 (0.2 g, 0.42 mmol) en DCM seco (5 mL), se le anadié cloruro de
metansulfonilo (0.048 g, 0.42 mmol) y trietilamina (0.15 mL, 1.1 mmol) en bafio de hielo.
Luego de 2 h, la formaciéon completa del derivado mesilado fue observada como mezcla
diasterotdpica (doble banda). Posteriormente, se afiadié DBU (0.16 g, 1.0 mmol) y la
reaccion se dejd en agitacion toda la noche. Al dia siguiente, se agregd agua (20 mL), se
realizaron extracciones con acetato de etilo (3 x 5mL), se secé con NazSOg, filtré y se
evaporo el disolvente mediante presion reducida. El producto fue purificado en columna
cromatografica (SiO,, Hexano: Acetato de etilo 85:15) resultando el producto deseado
como aceite amarillo (0.09 g, 47%). *H- RMN (CDCls, 500 MHz): 6= 6.91 (s, 1H, Hh), 2.69
(t, J= 10.2 Hz, 2H, Hj), 2.60 (m, 1H, H4), 2.54 (m, 1H, H4’), 2.07 (s, 3H, Ha), 2.01 (s, 3H,
Hb), 1.99 (m, 1H, H3), 1.95 (s, 3H, Hc), 1.83 (m, 1H, H3’), 1.48 (s, 9H, Hg), 1.47 (s, 3H,
Hd), 1.35 (m, 1H, Hk), 1.19 (m, 6H, HI Hm Hn), 1.06 (m, 1H, Hk’), 0.81 (t, J= 10.2 Hz, 3H,
Ho). 13C- RMN (CDCls, 500 MHz): 6§ 153.9 (Ce), 152.1 (C8a), 148.4 (Ci), 141.7 (C6), 137.1
(Ch), 128.2, 125.7, 122.6 (C5 C7 C8), 117.2 (C4a), 82.8 (Cf), 74.7 (C2), 32.9 (C3), 31.5
(Cm), 29.4 (CI), 28.3 (Cj), 27.7 (Cg), 22.6 (Ck), 21.0 (Ch), 20.7 (C4), 14.0 (Co), 12.7, 12.1,
11.9 (Ca Cb Cc). MS (El+): m/z (%): 461 (M+, 5.50), 361 (72.10), 164.08 (30.36), 57.07
(100). HRMS: m/z [M+] calculado para C26H39NOs: 461.2777, encontrado: 461.2763.
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(E)-6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)-2,5,7,8-tetrametil-2-(2-nitro-1-tridecenil)cromano

(13)

Al nitroaldol 10 (0.14 g, 0.26 mmol) en DCM seco (3 mL), se le afadid cloruro de
metansulfonilo (0.030 g, 0.26 mmol) y trietilamina (0.068 mL, 0.7 mmol) en bafio de
hielo. Luego de 2 h, la formacion completa del derivado mesilado fue observada como
mezcla diasterotépica (doble banda). Posteriormente, se aifiadié DBU (0.1 g, 0.65 mmol)
y la reaccidn se dejo en agitacion toda la noche. Al dia siguiente, se agregd agua (20 mL),
se realizaron extracciones con acetato de etilo (3 x 5mL), se secé con NaSOg, filtré y se
evaporo el disolvente mediante presion reducida. El producto fue purificado en columna
cromatografica (SiO,, Hexano: Acetato de etilo 85:15) resultando el producto deseado
como aceite amarillo (0.06 g, 44%). 'H-RMN (CDCls, 500 MHz): 6= 6.91 (s, 1H, Hh), 2.69
(t, J=8.1 Hz, 2H, Hj), 2.60 (m, 1H, H4), 2.55 (m, 1H, H4’), 2.07 (s, 3H, Ha), 2.01 (s, 3H, Hb),
1.97 (m, 1H, H3), 1.96 (s, 3H, Hc), 1.83 (m, 1H, H3"), 1.47 (s, 9H, Hg), 1.46 (s, 3H, Hd),
1.31 (m, 1H, Hk), 1.18 (m, 16H, HI Hm Hn Ho Hp Hg Hr Hs), 1.08 (m, 1H, Hk’), 0.82 (t, J=
8.1 Hz, 3H, Ht). 13C- RMN (CDCls, 500 MHz): & 154.0 (Ce), 152.1 (C8a), 148.4 (Ci), 141.7
(C6), 137.1 (Ch), 127.8, 125.7, 122.7 (C5 C7 C8), 117.2 (C4a), 82.8 (Cf), 74.6 (C2), 32.9
(C3), 31.8 (Cj), 29.72, 29.63, 29.62, 29.59, 29.55, 29.34, 28.32 (7C: Cl,m,n,o,r,p,r), 27.7
(Cg), 26.5 (Ck), 22.7 (C4), 21.0 (Cs), 14.1 (Ct), 12.7, 12.1, 11.9 (Ca Cb Cc). MS (El+): m/z
(%): 531 (M+, 2.11), 431 (100), 164 (36), 57 (98). HRMS: m/z [M+] calculado para
C31H49NOe: 531.3560, encontrado: 531.3588.

(E)-6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-(2-nitro-1-pentenil)cromano (14)

A una solucién del nitroalqueno 11 (0.02 g, 0.048 mmol) en DCM (0.8 mL), se le afiadid

TFA (0.081 mL, 1.05 mmol) y se dejd en agitacion por 2 h a T.A. Luego, la reaccion se lavo
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con soluciones saturadas de NaHCO3 (10 mL) y NaCl (10 mL) y se realizaron extracciones
con DCM (3 x 2 mL). Las fases organicas se secaron con Na;SOy, filtraron y el disolvente
fue evaporado bajo presion reducida. El crudo obtenido se purificé por cromatografia en
columna (SiO; flash, Hexano: Acetato de Etilo 9:1) resultando un aceite amarillo (0.014
g, 93%). *H-RMN (CDCls, 400 MHz): 8= 6.93 (s, 1H, Hh), 4.19 (s, 1H, He), 2.67 (t, J= 8 Hz,
2H, Hj), 2.61 (m, 1H, H4), 2.55 (m, 1H, H4), 2.09 (s, 6H, Ha Hb), 2.02 (s, 3H, Hc), 2.00 (m,
1H, H3), 1.84 (m, 1H, H3’), 1.47 (s, 3H, Hd), 1.38 (m, 1H, Hk), 1.18 (m, 1H, Hk’), 0.83 (t,
J= 8 Hz, 3H, HI). MS (El+): m/z (%): 319 (M+, 74), 164 (100), 121 (19). HRMS: m/z [M+]
calculado para CigH2sNOa4: 319.1784, encontrado: 319.1761. 13C-RMN.

.".
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(E)-6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-(2-nitro-1-octenil)cromano (15)

A una solucién del nitroalqueno 12 (0.02 g, 0.043 mmol) en DCM (0.74 mL), se le aiadid
TFA (0.074 mL, 0.95 mmol) y se dejd en agitacion por 2 h a T.A. Luego, la reaccidn se lavd
con soluciones saturadas de NaHCOs (10 mL) y NaCl (10 mL) y se realizaron extracciones
con DCM (3 x 2 mL). Las fases organicas se secaron con Na;SOy, filtraron y el disolvente
fue evaporado bajo presion reducida. El crudo obtenido se purificé por cromatografia en
columna (SiOz flash, Hexano: Acetato de Etilo 85:15) resultando un aceite amarillo (0.013
g, 90%). 'H- RMN (CDCls, 400 MHz): 8= 6.91 (s, 1H, Hh), 4.18 (s, 1H, He), 2.68 (m, 2H, Hj),
2.61 (m, 1H, H4), 2.51 (m, 1H, H4’), 2.09 (s, 3H, Ha), 2.08 (s, 3H, Hb), 2.03 (s, 1H, Hc),
1.99 (m, 1H, H3), 1.80 (m, 1H, H3"), 1.47 (s, 3H, Hd), 1.29 (m, 1H, Hk), 1.21 (m, 6H, HI Hm
Hn), 1.06 (m, 1H, Hk’), 0.81 (t, J=6.8 Hz, 3H, Ho). MS (El+): m/z (%): 361 (M+, 100), 164
(91), 121 (18). HRMS: m/z [M+] calculado para C21H31NO4: 361.2253, encontrado:
361.2239. 13C-RMN (CDCls, 100 MHz): 6= 153.94 (Ci), 145.38 (C8a), 144.71 (C6), 137.41
(Ch), 122.22 (C8), 121.54 (C7), 118.65 (C5), 117.07 (C4a), 74.26 (C2), 33.35 (C3), 31.60,
29.35, 28.26, 26.41, 20.96 (Cj-n), 26.66 (Cd), 22.66 (C4), 14.13 (Co), 12.21, 12.06, 11.32
(Ca-c).
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(E)-6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-(2-nitro-1-tridecenil)cromano (16)

A una solucion del nitroalqueno 13 (0.02 g, 0.038 mmol) en DCM (0.64 mL), se le afiadid
TFA (0.064 mL, 0.83 mmol) y se dejo en agitacion por 2 h a T.A. Luego, la reaccion se lavd
con soluciones saturadas de NaHCO3 (10 mL) y NaCl (10 mL) y se realizaron extracciones
con DCM (3 x 2 mL). Las fases organicas se secaron con Na;SO, filtraron y el disolvente
fue evaporado bajo presién reducida. El crudo obtenido se purificé por cromatografia en
columna (SiO; flash, Hexano: Acetato de Etilo 85:15) resultando un aceite amarillo (0.01
g, 63%). 'H- RMN (CDCls, 400 MHz): 6= 6.98 (s, 1H, Hh), 4.23 (s, 1H, He), 2.75 (m, 2H, Hj),
2.68 (m, 1H, H4), 2.63 (m, 1H, H4"), 2.16 (s, 3H, Ha), 2.15 (s, 3H, Hb), 2.10 (s, 3H, Hc),
2.06 (m, 1H, H3), 1.91 (m, 1H, H3"), 1.54 (s, 3H, Hd), 1.30 (m, 17H, Hk HI Hm Hn Ho Hp
Hq Hr Hs), 1.14 (m, 1H, Hk’), 0.90 (t, J=8.0 Hz, 3H, Ht). MS (El+): m/z (%): 431 (M+, 100),
164 (77), 57 (20). HRMS: m/z [M+] calculado para Cz6Ha1NOa4: 431.3036, encontrado:
431.3030. 3C-RMN (CDCl3, 100 MHz): &= 153.94 (Ci), 145.38 (C8a), 144.70 (C6), 137.40
(Ch), 122.22 (C8), 121.54 (C7), 118.65 (C5), 117.07 (C4a), 74.25 (C2), 33.34 (C3), 31.92,
29.70, 29.63, 29.61, 29.53, 29.39, 29.34, 28.30, 26.41, 20.96 (Cj-s), 26.64 (Cd), 22.70 (C4),
14.13 (Ct), 12.22, 12.07, 11.32 (Ca-c).

m
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Deteccion mediante HPLC de los nitroalquenos derivados del Trolox obtenidos.

Para la obtencién del cromatograma de HPLC se utilizé una columna en fase reversa C30
con un flujo de 1.5 mL/min y las siguientes fases moéviles: A= H,0, B= MeOH. El gradiente
utilizado fue: 0-3 min 75 % B; 3-10 min 100 % B; 10-14 min 100 % B; 14-15 min 75 % B;
15-20 min 75 % B. Estas condiciones fueron utilizadas para todos los experimentos
realizados con HPLC en esta tesis. Los compuestos fueron detectados a 266 nm luego de

una co-inyeccién de 10 nmol preparada en 75% B.
6.2 Caracterizacion fisicoquimica

Para estos ensayos, preparamos stocks de NATx0 en DMSO (100mM), los cuales se
almacenaron en freezer por aproximadamente 6 meses, ya que se encontrdé un alto

grado de estabilidad en esas condiciones.
Reactividad de NATxO0 frente a nucleéfilos modelo.

En espectrofotometro Varian Cary 50 Bio se obtuvo el espectro de absorcion de NATx0
(100 uM) y posteriormente se incubd con B-mercaptoetanol BME (1 mM) en buffer
fosfato 20mM pH 7.4. Inmediatamente se obtuvieron los espectros de absorcién durante
5 minutos, cada 60s. Las mediciones cinéticas en stopped-flow fueron realizadas en un
espectrofotometro Varian Cary 50 (Agilent) acoplado a una unidad “Rx 2000 stopped
flow analyzer” de rdpido mezclado (Applied Photophysics). Para ello, 150 uL de NATxO0
(25uM) fueron incubados con 0.54 mM, 1.09 mM, 1.64 mM, 2.18 mM, y 2.73 mM de
BME. La reaccion fue monitoreada a 260 nm y se obtuvieron los graficos de Abs. vs
tiempo. Las curvas obtenidas se ajustaron a una exponencial simple utilizando el
programa Originlab (versién 8.0). Se obtuvo de la ecuacion la constante de pseudo-
primer orden para cada concentracion de BME y se graficaron en funcion de la
concentracién de BME. La constante de segundo orden de la reaccion (Kf) se obtuvo de
la pendiente del ajuste de la curva obtenida y la constante de eliminacién (kr) del
intercepto. Estos experimentos fueron realizados a 25°C por triplicado. De la misma
manera, NATx0 (130 uM) fue incubado con glutation (2 mM, Sigma) en buffer fosfato

100 mM pH 7.4. Las mediciones cinéticas en stopped flow fueron realizadas con 25 uM
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de NATx0 y 0.54 mM, 1.09 mM, 1.64 mM, 2.18 mM, y 2.73 mM de GSH. Se analizaron

los datos de la misma manera que con BME.

Inhibicion de la enzima GAPDH como nucleéfilo modelo en una proteina.

La enzima GAPDH de conejo (G2267-1KU, Sigma) fue previamente reducida con
ditiotreitol DTT (5 mM), 30 min a 4°C. Transcurrido el tiempo, la muestra se purificé dos
veces mediante gel filtracion en biospin equilibrado con Tris 100 mM, pH 7.4, 0.1 mM
pentaacetato de dietilentriamina (DTPA) para eliminar el exceso de DTT y se midieron
los tioles con el método de Ellman (DTNB) 0. La GAPDH reducida (1 pM) se incubd con
NATX0 (5-20 uM) a 25°C en buffer Tris 0.1 M, pH 7.4 y 0.1 mM DTPA. A tiempos
crecientes, alicuotas (0.1 uM) fueron mezcladas con 0.5 mM DL- gliceraldehido-3-fosfato
(GAP), 1 mM dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD*) y 15 mM de arsenito de
sodio, se mididé la absorbancia a 340 nm En espectrofotémetro Varian Cary 50 y se
determind la velocidad inicial de formacién de NADH (uMs™). Los resultados se ajustaron
a una exponencial simple y se determinaron los valores de kobs para cada concentraciéon

de NATxO.

Estabilidad de NATx0 en buffer fosfato.

NATX0 (20 uM) se preparo en buffer fosfato 100 mM pH 7.4 y se inyectd 4 nmol en HPLC
en una columna en fase reversa C30 con un flujo de 1.5 mL/min vy las siguientes fases
moviles: A= H,0, B= MeOH. El gradiente utilizado fue: 0-3 min 75 % B; 3-10 min 100 % B;
10-14 min 100 % B; 14-15 min 75 % B; 15-20 min 75 % B. La solucidn se incubd en estufa

a 37°Cy se controlé la estabilidad de la misma manera luego de 1.5y 19h.
Estabilidad de NATx0 en plasma.

Se tomaron 95 pL de plasma y se afiadié NATxO (50 nmol). Esto se realizé por
cuatriplicado y se incubé a 37°C. Luego de 15 min de incubacidn, se tomaron 50 Ly se
afadieron 900 uL de MeOH frio. Se centrifugd, y se tomaron 100 plL del sobrenadante
para inyectar en HPLC. A los 50 pL restantes se les afiadio 20 plL de HgCl, y se incubd 30
min a 37°C. Luego se agregaron 880 pL de MeOH frio, se centrifugd y se tomaron 100 pL

para inyectar en HPLC. Este procedimiento se repitié a cada tiempo: 15 min, 1h, 2h, 3h.
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Como control a tiempo 0, se prepararon 5 puL de NATx0 en 95 pL de buffer. Se tomaron
50 uL, se agregaron 20 uL de buffer fosfato y 880 uL de MeOH frio. Se centrifugd, y se

tomaron 100 pL para inyectar en HPLC.
6.3 Ensayos in vitro

Cultivo celular.

Las células THP-1 (ATCC TIB-202; 2015) se mantuvieron en medio RPMI (Capricorn) con
10% suero fetal bovino (SFB), Gibco y 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL
estreptomicina. Para todos los experimentos realizados en la presente tesis las células
THP-1 fueron diferenciadas a macrdéfagos con 200 nM de phorbol-12-miristato-13-
acetato (PMA, Sigma-Aldrich P8139) por 48h en estufa de cultivo (37°C, 5% CO.),
guedando los macréfagos adheridos a la placa. Las células RAW 264.7 (ATCC TIB-71) se
mantuvieron en medio DMEM con 10% SFB y antibidticos, en estufa de cultivo. Todos
los tratamientos con los compuestos fueron realizados en el medio de cultivo
correspondiente, sin suero, utilizando stocks de NATx0O en DMSO logrando la

concentracién final deseada en el medio.
Cuantificacion de proteinas por Bradford.

En esta tesis, se realizd la cuantificacién de proteinas para western blot utilizando el
reactivo de Bradford. Para ello, se prepard una curva de concentraciones con
seroalbimina bovina (BSA) de 0 a 1 ug/uL en PBS, como estandar. Se tomaron 5 uL de
muestra o estandar por triplicado y se agregd 250 pL del reactivo de Bradford en placa
de 96 pozos. La placa se agitd en el lector de placas y se leyé la absorbancia a 595 nm.
La concentracion de proteina de cada muestra se calculd a partir de la ecuacién de la

recta de la curva de BSA obtenida.

Estudio de la toxicidad in vitro de NATx0 en macréfagos.

Los macréfagos THP-1 y Raw 264.7 fueron sembrados en placas de 96 pocillos y fueron

tratados con concentraciones crecientes de NATxO (0, 2.5, 5, 10, 17.5, 25, 50 y 100 uM)
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por 24h a 37°C. Luego, se evaluo la viabilidad celular mediante la técnica de MTT. Esta
técnica se basa en la reduccion metabdlica del reactivo Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) mediada por una enzima mitocondrial, generando un
compuesto coloreado (formazano) el cual se mide en espectrofotémetro a 570 nm. Para
ello, se afiadid el MTT a una concentracion final de 0.5 mg/mLy se dejé incubar en estufa
por 1h aproximadamente, o hasta ver la formacion de los cristales violetas de formazano
en el control sin tratamiento. Posteriormente, se descartd el medio, los cristales se
disolvieron en isopropanol y se midié la absorbancia en lector de placas a 570 nm. Los
resultados fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism considerando como
100 % de viabilidad a las células que fueron tratadas con 0.1% DMSO (concentracion
maxima de DMSO utilizada). Se calcularon los ICso como la dosis de NATx0 que reduce a

la mitad la viabilidad celular luego de realizar un ajuste no-lineal en GraphPad.

PCR cuantitativa (qPCR).

Para evaluar el efecto de NATx0 sobre la expresion de citoquinas dependientes de NF-
kB, macrdfagos THP-1 fueron incubados con NATxO (5 y 10 uM) o vehiculo (DMSO) por
2h. Luego, las células fueron tratadas con LPS (1 pg/mL) por 3h. Para evaluar la induccion
de HO-1 y GCLM, macroéfagos THP-1 fueron incubados con NATxO (5 y 10 uM) o vehiculo
(DMSO) por 5h. Posteriormente, los sobrenadantes se removieron y se extrajo el ARNm
utilizando 250 puL de TRIzol (Invitrogen). EI ARNm obtenido se resuspendié en H,0
molecular (10 pL), se cuantificé en NanoDrop y se tomaron 1000 ng de ARN. Luego se
realizé una retrotranscripcidon a ADNc utilizando la transcriptasa SuperScript™ Il Reversa
(Invitrogen) vy los sustratos Oligo-dT (20mer w/ 5' Phos, IDT, 1 uL), dNTP (Fermentas,
dNTP mix 25 mM, 1 pL) y H20 molecular (c.s.p 12 uL). La retrotranscripcion se realizé en
termociclador Piko 24 (Thermo Scientific). La reaccién de PCR en tiempo real se realizd
mezclando la muestra (2 pL) con la sonda SYBR Green (Roche, 5 pL) y los primers (1 plL
c/u) detallados mds abajo, en un termociclador Eco Illlumina. La expresion relativa de
cada gen se calculd utilizando el método AACt utilizando B-actina como gen de

referencia.

Secuencia de primers utilizados: B-Actin forward: 5 -CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’; B-
Actin reverse: 5'CTCCTTAATGTCACCCACGAT-3'; IL-6 forward: 5'-
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AGTGAGGAACAAGCCAGAGC-3’; IL-6 reverse: 5-ATTTGTGGTTGGGTCAGGGG-3"; TNFa
forward: 5'-GCCTCTTCTCCTTCCTGATCG-3"; TNFa reverse: 5'-
TCGAGAAGATGATCTGACTGCC-3"; HO-1 forward: 5"-AAGACTGCGTTCCTGCTCAA-3"; HO-1
reverse: 5'-GGGGGCAGAATCTTGCACTT-3"; GCLM forward: 5'-
AGACGGGGAACCTGCTGAA-3"; GCLM reverse: 5'-TCATGAAGCTCCTCGCTGTC-3".

Deteccion de citoquinas mediante ELISA.

Para el analisis de las citoquinas pro-inflamatorias, macréfagos RAW 264.4 fueron
sembrados en placas de 12 o 24 pozos el dia anterior a los tratamientos en medio DMEM
completo. Luego, las células fueron tratadas con NATxO (5 y 10 uM) o vehiculo (DMSO)
por 2h y posteriormente se les agregd LPS (1 pug/mL) por 16h. Los sobrenadantes se
recolectaron y se utilizaron para analizar la concentracién de citoquinas liberadas
mediante un kit de ELISA segun las instrucciones del fabricante (BD 555240 para IL-6 y
BD 555260 para MCP-1, BD OptEIA).

Inmunocitoquimica para NF-kB.

Macréfagos THP-1 fueron incubados con NATxO0 (10 uM) o vehiculo (DMSO) por 2h para
posteriormente ser activados con LPS (Escherichia coli 0111:B4, Sigma Aldrich; 1 ug/mL)
por 30 min. Luego, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% (PFA) por 30
min a T.A, permeabilizadas con 2% seroalbumina bovina (BSA)- Tritdn 0.3% en buffer
fosfato por 30 min y bloqueadas por 1h con 3% BSA en buffer. Se incubé toda la noche a
4°C en camara humeda con el anticuerpo de conejo anti-p65 (Cell Signaling) y luego de
tres lavados con buffer- Tritdon se incubd por 1h con un anticuerpo secundario anti-
conejo conjugado a Alexa-FlUor 488. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con buffer
fosfato y se tifieron los nucleos con DAPI. Las imagenes obtenidas fueron adquiridas en
un microscopio de epifluorescencia Olympus IX81 equipado con una cdmara Orca-

Hamamatsu CCD y analizadas en Imagel(Fji).

Ensayos de activacion del inflamasoma NLRP3.

Metodologia de activacion: Macrofagos THP-1 fueron sembrados en placas de 12 o0 24

pozos y tratados en medio de cultivo sin SFB con LPS (Escherichia coli 0111:B4; 250
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ng/mL) o LPS+NATx0 (0.5 — 20 uM) o LPS+DMSO (0.1%) por 3h a 37°C (protocolo

I"

“primera senal”). Luego, las células fueron estimuladas con la sal disédica de adenosina
5’-trifosfato (ATP; 5mM) o ATP+NATx0 (0.5 — 20 uM) o ATP+DMSO (0.1%) por 45 min
(protocolo “segunda seinal”). También se afiadié un control negativo con solo medio.
Luego, los sobrenadantes se removieron y fueron analizados para determinar la
concentracién de IL-1B liberada en cada caso utilizando un kit de ELISA, segun las
instrucciones del fabricante (BD 557953BD, BD OptEIA™). Los mismos medios se
utilizaron para determinar la presencia de la enzima lactato deshidrogenasa LDH
utilizando un kit, segun las instrucciones del fabricante (Pierce LDH Cytotoxicity Assay
Kit; Thermo Scientific). La viabilidad celular fue analizada mediante MTT, del modo

previamente descrito y se calculd el porcentaje de viabilidad utilizando el control

negativo (solo medio) como el 100%.

Western blots: Macrofagos THP-1 fueron sembrados en placas de 6 pozos y luego se

procedid a la activacidon del inflamasoma NLRP3, siempre utilizando el protocolo

I”

“segunda sefal” donde NATxO es agregado en conjunto con el ATP. Luego de los
tratamientos, se removieron los sobrenadantes y guardaron a -20°C y las células fueron
lavadas con PBS (2x 1 mL). Posteriormente, en hielo, las células se levantan con PBS frio
(1 mL) utilizando un raspador celular y se centrifugan a 3000 rpm por 1 min. Los pellets
se resuspendieron en 100 uL de buffer de lisis RIPA (Tris 20mM pH 8, NaCl 100mM, EDTA
1mM, 0.5% NP40 con NaF 1M, Nicotinamida 1M, B-glicerofosfato 1M pH 7.9 and cocktail
inhibidor de proteasas, Roche) y se dejaron en agitacién por 1h a 4°C. Seguidamente, se
centrifugd a 10.000 g por 10 min y se cuantificé la cantidad de proteina en los
sobrenadantes mediante la técnica de Bradford. Se prepararon las muestras para
sembrar con 20-50 pg/mL de proteina en buffer de muestra Laemmli (4% SDS, 20%
glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul de bromofenol y 0.125 M Tris HCI, pH 6.8).
Las proteinas liberadas al medio de cultivo fueron precipitadas con acetona fria
utilizando un volumen 4 veces mayor al volumen de la muestra incubando 1h a -20°C.
Luego de centrifugar 10 min a 13.000 g, los pellets fueron lavados repetidamente con
acetona fria. Los pellets obtenidos fueron resuspendidos en 20 uL de buffer Laemmli.

Todas las muestras se calentaron a 100°C por 2 min y luego de enfriadas fueron

sembradas en un gel de poliacrilamida al 12% para su electroforesis (SDS-PAGE). Se
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utilizé un buffer de corrida con Tris 25 mM, Glicina 192 mM y 0.1% SDS, pH 8.3 y un
marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder 10-180 KDa. La
electroforesis se realizé a 20-30 mA y se termind al momento en que el frente de corrida
(visualizado por el azul de bromofenol presente en las muestras) llegd al final del gel.
Seguidamente, se realizé una transferencia de las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa utilizando un sistema de transferencia semi-seca en buffer de transferencia
(preparado con 80% buffer de corrida, 20 % EtOH al 95%) por 30 min a 20V.
Posteriormente, la membrana se incubd en una solucidn de leche en polvo descremada
al 5% en TBST (20 mM Tris, 150 mM NaCl, Tween 20 al 0.2%, Azida de sodio 1:10000
solucién 10%) durante 2h a T.A. Luego, la membrana fue incubada con el anticuerpo
primario correspondiente en BSA al 2% en TBST a 4°C en agitacion toda la noche: B-
Actina (Abcam, ab8224), caspasa-1 (Santa Cruz, sc-515), IL-1B (Santa Cruz, sc-7884), ASC
(Santa Cruz, sc-514414). Al dia siguiente, la membrana fue lavada 3 veces con TBST e
incubada por 1h a T.A con el anticuerpo secundario conjugado a HRP apropiado (IgG anti-
ratén o IgG anti-conejo, Sigma), diluido en BSA al 2% en TBST. La membrana se lavd
repetidas veces con TBST y se incubd con los sustratos de quimioluminiscencia
(SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Thermo) segun
instrucciones del fabricante. Se procedié al revelado manual utilizando peliculas de
revelado. Las placas fueron posteriormente escaneadas y analizadas mediante

Imagel(Fiji).

Deteccion de oligomeros de ASC: La activacion del inflamasoma se realizé de la misma

manera descrita para el western blot. Para los ensayos de “cross-linking”, se anadio
formaldehido al 16% en RPMI y se dejé 10 min a T.A en agitacion suave. Luego, se afiadid
Glicina 1.25M para inhibir el formaldehido que no reacciond y las células fueron lavadas
dos veces con PBS frio. Se utilizd raspador celular para levantar la monocapa celular en
PBS frio en hielo y se centrifugd 10 min a 5000 rpm. Los pellets se disolvieron en buffer
RIPAy se agitaron 1h a 4°C. Se cuantificd la concentracion de proteina mediante Bradford
y se prepararon las muestras en buffer Laemmli para western blot, sin calentamiento. Se
realizo la electroforesis y western blot de la misma manera ya descrita. Para la deteccién
de los “specks” de ASC por microscopia de fluorescencia, luego de la activacién del

inflamasoma, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 15 miny
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permeabilizadas con BSA 2% - Triton 0.3% en PBS y bloqueadas con una solucién de BSA
al 3% en PBS. Se incubd con el anticuerpo primario anti-ASC (Santa Cruz, sc-514414) toda
noche a 4°C en camara humeda, se realizaron 3 lavados con PBS — Tritén y se incubd con
un anticuerpo secundario de ratdn conjugado a Alexa Fluor 633 durante 1h a T.A. Luego
de 3 lavados, se tifieron las células con DAPI y se tomaron imdgenes en microscopio de

epifluorescencia Olympus IX81.
6.4 Ensayos in vivo

Tanto los ratones como los peces cebra utilizados en esta tesis fueron mantenidos en el
Bioterio del Institut Pasteur de Montevideo (UBAL). Los protocolos de experimentacion
animal utilizados en esta tesis fueron aprobados por el comité de ética animal del mismo

Instituto (CEUA, Protocolos 014-14 y 019-15).
Ensayo de inflamacién aguda inducida por daiio en pez cebra (Danio rerio)

Para estos ensayos se utilizd la cepa Tg (mpx:GFP)il14, referida en esta tesis como
Tg(mpx:GFP), la cual expresa GFP (proteina verde fluorescente) bajo el promotor de
mieloperoxidasa especifico de neutroéfilos. Se utilizaron entre 5-10 larvas por condicién
en cada experimento de 3 a 5 dpf (dias post-fertilizacion). Inicialmente, se juntaron varias
parejas de peces adultos en estadio reproductivo en cajas especiales para la recoleccién
de los embriones. Al dia siguiente, se recolectaron los embriones y se descartaron los no
fecundados observando en microscopio. El resto se incubd en una estufa a 32°C en agua
de osmosis reversa hasta el dia del ensayo. El dia del ensayo se seleccionaron las larvas
adecuadamente desarrolladas observando en microscopio y se pasaron a placas de 6
pozos con agua de osmosis reversa fresca, contando 5-10 larvas por pozo.
Posteriormente, fueron incubadas con los compuestos preparados en agua por 2h
(DMSO, 0.2 y 0.5 uM de NATxO0, 2 y 4 uM de Trolox o Ibuprofeno 20 uM). Se anestesiaron
con tricaina y se realizd un corte con bisturi en la aleta caudal como fue previamente
descrito 2% . Luego fueron incubadas en presencia de los compuestos por 4h y fijadas en
4% PFA toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavd 3 veces con PBS vy se realizd una
inmunohistoquimica de cuerpo entero utilizando un anticuerpo anti-GFP (Invitrogen A-

11122) y un anticuerpo secundario Alexa-Fldor 488 (Invitrogen). Las larvas fueron
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montadas en portaobjetos y se capturaron imagenes en un microscopio de fluorescencia
invertido (Olympus) con una magnificacion de 10x. Los neutrdfilos presentes en la regién

de interés definida fueron contados para cada larva en cada condicién.

Ensayo de inflamacion aguda inducida con LPS en ratones.

Ratones C57BL/6J fueron inyectados via intraperitoneal (i.p) con 20 mg/kg de NATx0 (0.1
mL/ratén) o vehiculo (0.1 mL DMSO) 1h antes de la inyeccion via i.p de 10 mg/kg de LPS
(Escherichia coli 055:B5, Sigma-Aldrich) o PBS (0.1 mL). Luego de 2h, los animales fueron
sacrificados, se extrajo el liquido peritoneal luego de un lavado con PBS y sangre por
puncidn para obtener plasma. El lavado peritoneal se centrifugd a 5000 rpm por 10 min
y se guardd a -20°C para su posterior analisis. Se determind la concentracion de IL-1B en
plasma y peritoneo utilizando un kit de ELISA, segun las instrucciones del fabricante (BD

559603, BD OptEIA).

Ensayo de obesidad e intolerancia a la glucosa en ratones.

Se asignaron al azar ratones machos C57BL/6J de 24 semanas de edad en dos grupos
(n=4-5/grupo). Al comienzo del ensayo, los animales fueron alimentados con dieta
normal (normal chow diet, ND) por 4 semanas en conjunto con la administracion oro-
gastrica del vehiculo o NATx0 (150 mg/kg) una vez por dia, de lunes a viernes. El agua

fue ofrecida ad libitum durante todo el experimento.

El vehiculo consistié en una solucion de carboximetilcelulosa (MC) al 1% con 1% de
Tween 80 (MC/Tween 1%) preparado en agua de alta pureza. La preparacion del
compuesto se realizd 1 vez por semana de acuerdo al promedio semanal de los pesos
del grupo NATXO0. Para ello, se pesé el compuesto, se disolvié en MC/Tween 1% (volumen
suficiente para administrar 0.1 mL/ratén) y se aplicaron 3 ciclos de 15 seg de sonicado
hasta obtener una suspensién apropiada. Mediante HPLC, determinamos que en estas

condiciones NATx0 permanece estable durante por lo menos 1 semana a T.A.

La administracion de NATx0 o vehiculo se realizé por via oro-gdastrica utilizando sondas
de polipropileno descartables (Plastic feeding tubes, 20ga x 38mm, sterile, FTP-20-38;

INSTECH). Luego de 4 semanas, los animales fueron alimentados con una dieta rica en
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grasas (AIN 93 G Western Diet for Rodents, 5TIN/ 1813029, PMI Nutrition International)
continuando con la administracion de NATx0 (150 mg/kg) o vehiculo de la misma manera

descrita por 8 semanas mas. Los animales fueron pesados semanalmente.

Los animales fueron colocados en cajas metabdlicas dentro del laboratorio de
experimentacion animal de la UBAL por 24h antes de iniciar la administracion del
compuesto y luego de 3 semanas de administraciéon del compuesto en ND. Para ello,
cada animal se coloca en una caja metabdlica con comida y agua (peso y volumen
determinado, respectivamente). Cada uno de los recipientes que contienen las cajas
fueron pesados para obtener la cantidad de comida y agua consumida asi como también

la orina y las heces depositadas luego de 24h.

La glicemia basal de los animales fue controlada al comienzo del experimento y antes de
comenzar la administracién. Para ello, se les realizd6 un ayuno de 12-18 horas
aproximadamente, cambiando los animales a cajas sin comida, con agua ad libitum. Al
dia siguiente, se realizé una puncién con aguja en la punta de cola para obtener una gota
de sangre, la cual se colocé en tira de glicemia y se midié en glucémetro (ACCU-CHEK

Active, Roche).

Para los ensayos de tolerancia a la glucosa (GTT), los animales fueron puestos en ayuno
(12-18 h aprox.) y al dia siguiente se les controld la glicemia basal. Seguidamente, se les
inyectd 1.5 g de glucosa por kg de ratdn via intraperitoneal (i.p) y se les midid la
concentracién de glucosa en sangre con glucémetro a los 15, 30, 60 y 120 minutos
después de la inyeccion. Los valores fueron graficados y analizados en GraphPad,
obteniéndose las areas bajo la curva de las respuestas a la glucosa de cada animal

utilizando la regla del trapecio.

Al final del experimento, los animales fueron inyectados con insulina (0.5U/kg) y luego
de 20 min fueron anestesiados con una solucién de ketamina/xilacina. Se obtuvo la
sangre mediante puncidn cardiaca utilizando jeringas heparinizadas y se sacrificaron los
animales por dislocacion cervical. El plasma se obtuvo por centrifugacién a 5000 rpm por
10 min y se almacend a -80°C. Se extrajeron los drganos de interés, se congelaron

répidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.
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Se realizd la extraccion de proteinas de los musculos esqueléticos obtenidos de cada
raton y se cuantificd la concentracién de proteinas por el método de Bradford. Se
prepararon las muestras en buffer Laemmli para sembrar entre 40-60 pg/ul de proteina
por carril y se calentaron a 100 °C por 2 min. Las muestras se analizaron por western
blot, en las siguientes condiciones: gel de poliacrilamida de 12%, buffer de corrida Tris
25 mM, Glicina 192 mM y 0.1% SDS, pH 8.3, utilizando el marcador de peso molecular
PageRuler™. La electroforesis se realizd a 20-30 mA y se transfirieron las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa (sistema de transferencia semi-seca) en buffer de
transferencia (preparado con 80% buffer de corrida, 20 % EtOH al 95%) por 30 min a 20V.
Posteriormente, se realizé un western blot en las condiciones ya descritas, utilizando los
siguientes anticuerpos primarios: IL-1B (Santa Cruz sc-7884), p-Akt (Cell Signaling T308),
Akt (Cell Signaling 9272), GAPDH (Cell Signaling 14C10).

Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos aqui mostrados fueron realizados con el software
GraphPad Prism 6.0. Todos los experimentos in vitro fueron realizados con réplicas
técnicas de duplicados o mas, en al menos dos experimentos independientes, excepto
en los ensayos explicitados. En los experimentos in vivo se utilizaron al menos 3 ratones
en cada grupo o al menos 17 larvas de pez cebra. El n de cada experimento sera
especificado en los pies de Figura. Los test estadisticos utilizados fueron el test de ANOVA
de una o dos vias seguido de ajuste por Bonferroni (comparacién de dos variables entre
grupos y la interaccion entre ellas) y test de Student no pareado. En todos los casos se

considerd un p valor < 0.05 como estadisticamente significativo.
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7. Resultados y discusion
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7.1 Sintesis organica

Para la obtencidn de los nitroalquenos derivados de Trolox propuestos en esta tesis, nos
planteamos la estrategia sintética mostrada en el Esquema 7.1, la cual involucra una
reaccion de Henry o nitroaldélica. La funcionalidad nitroalqueno podria ser obtenida de
forma directa mediante reaccién de condensacién entre nitroalcanos (lll, Esquema 7.1)
y el 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbaldehido (ll, Esquema 7.1). Otra
posibilidad de obtencién es mediante la formacion del nitroaldol correspondiente en
una primera etapa (I, reaccion de adicion), para posteriormente bajo condiciones de

eliminacion formar la funcionalidad nitroalquenilo.

HO HO
R R HO

N -

o NO, o NO, 07 NO,
OH o}

P

R=H 0 (CH,),CH3 ! i i
n=2,5,9

Esquema 7.1. Retrosintesis propuesta para los nitroalquenos derivados del Trolox disefiados en

la presente tesis.

Dada la estrategia sintética planteada, como primer paso nos propusimos obtener el
aldehido Il. En base a la experiencia del grupo y a trabajos previos que describen la baja
estabilidad del aldehido Il a nivel del grupo fenol libre, nos planteamos obtener un
derivado adecuadamente protegido. En este sentido, la tesista se encontraba
colaborando en otros proyectos de investigacion en el grupo, para los cuales existia un
interés en la obtencidon del aldehido Il protegido. Con este objetivo, en una primera etapa
nos propusimos proteger el grupo fenol bajo la forma de éter metilico (Esquema 7.2).
Para ello, utilizamos como material de partida al éster metilico del andlogo hidrosoluble
de a-Tocoferol (Trolox), 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilato de metilo. Este
derivado se obtiene mediante una técnica en un Unico paso de reaccién, donde un
derivado de fenol, un derivado de acrilato de metilo y formaldehido reaccionan en
ausencia de catalizador, en presencia de agua y sin la utilizacion de co-disolventes 1*°

(Esquema 7.2). De este modo, el éster metilico de Trolox se obtuvo con buen
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rendimiento, gracias a la utilizacion de un reactor de presién para llevar a cabo la
reaccidon. Posteriormente, mediante calentamiento en microondas con DBU como base,
en presencia de dimetil carbonato (DMC) como agente metilante y ioduro de
tetrametilamonio (TBAI) como catalizador, se obtuvo el éter metilico 1a deseado, con
buen rendimiento. Seguidamente, el éster 1a protegido se redujo al alcohol 2a en
presencia del agente reductor fuerte hidruro de litio y aluminio, en excelente
rendimiento. Por ultimo, la funcionalidad alcohol primario fue oxidada selectivamente
al aldehido 3a adecuadamente protegido, utilizando diacetoxiiodo benceno y TEMPO

como catalizador (Esquema 7.2).

HO
HO )LCO?NIe DMC / DBU /TBAI
OH (CH,0)n, H,O 0 COOMe MW (20°C),90min
180°C, 3h 60%
69% 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-

2-carboxilato de metilo

H,CO H,CO
LiAIH, THF
: - OH
@] COOMe OOC, 1h @
0
1a 97% 2a
I(OAC);
©/ HACO
TEMPO, Acetona O CHO
T.amb., 24h
53% 3a

Esquema 7.2. Sintesis del 6-Metoxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbaldehido (3a).

Una vez obtenido el aldehido 3a, se ensayd una metodologia sintética para la obtencidn
del nitroalqueno 7 deseado, la cual se muestra en el Esquema 7.3. Para ello, el primer
paso de reaccidn consistid en la obtencion del nitroaldol 4a mediante reaccion de Henry
o adicion nitroaldolica entre el aldehido 3a 'y nitrometano en presencia de imidazol como
base ', con buen rendimiento. Seguidamente, la funcionalidad alcohol fue

transformada en un buen grupo saliente mediante acetilaciéon, obteniendo el
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correspondiente derivado 5a con excelente rendimiento. El siguiente paso, consistio en
la reaccién de eliminacion en presencia de carbonato de sodio como base, bajo
calentamiento a reflujo en tolueno, para rendir de manera cuantitativa el nitroalqueno
6a. Finalmente, se ensayaron diferentes condiciones clasicas para desproteccién del
grupo fenol (Esquema 7.3). Sin embargo, bajo ninguna de las condiciones ensayadas se
logré aislar el producto 7 deseado, observdandose en la mayoria de las condiciones

descomposicion del material de partida o formacidn de mezclas complejas de reaccion.

HsCO CH3NO,, Imidazol H,cO Ac,0
0" CHO  T.amb,2d 0 NO, P-TsOH, T.amb,
78% 16h, 95%
3a 4 O
H,CO Na,CO;, Tolueno H,CO
- =
0 NO, reflujo, 24h 0 NO,
OAc
5a 6a

99%

Condiciones i)-iv)

i) BBry/ DCM / -10°C HO
0

i1).BF3S(CH3), /DCM /0°C-T.amb____ . . .. ... - o~ ~F NO,
6

iii) BF3 S(CH3), / AICI, / DCM, MeCN / 0°C-T.amb 7, NATx0

0
iv) AICl; / Tolueno / reflujo

Esquema 7.3. Metodologia sintética estudiada para la obtencion de NATxO (7) a partir de 3a.

En base a estos resultados, el grupo protector Boc fue seleccionado, ya que puede ser
facilmente introducido a nivel del grupo fenol y puede ser removido en condiciones

acidas suaves, lo cual podria evitar la degradacion observada anteriormente.

Como primer paso, el grupo Boc fue introducido en el éster metilico de Trolox mediante

reacciéon con di-tert-butil dicarbonato (Boc;0) en presencia de DMAP, obteniendo el
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derivado adecuadamente protegido 1b con buen rendimiento (Esquema 7.4). Luego,
mediante la reduccion del éster metilico 1b al alcohol 2b y oxidacién del mismo

utilizando (diacetoxiiodo)benceno y TEMPOQ, se obtuvo el aldehido 3b.

HO Boc,O / DMAP BocO

_—

0 COOMe T.A, 2h, 65% 0 COOMe
1b

I{OAC)
BocO ©/ BocO
LiAIH,; THF
—_— 0 OH ~ 0~ TCHO
0°C, 99% TEMPO, Acetona, 60%
2b 3b

Esquema 7.4. Sintesis del 6-((tert-Butoxicarbonil)-oxi)- 2,5,7,8-tetrametilcroman- 2-

carbaldehido (3b).

Con el objetivo de obtener el producto 6b en un solo paso, ensayamos condiciones de
condensacién nitroalddlica con nitrometano utilizando acetato de amonio como
catalizador. A su vez, tomando como base trabajos previos para este tipo de reaccién,
nos propusimos utilizar irradiacién de microondas y ultrasonido como fuentes de
calentamiento eficientes. Sin embargo, no se obtuvo el nitroalqueno deseado o se
detectd en pequefias cantidades en el crudo de reaccién (Esquema 7.5). Por lo tanto, en
base a la experiencia previa, ensayamos la adicién nitroalddlica y posterior reaccién de
eliminacion para formar la funcionalidad nitroalqueno. Partiendo del aldehido 3b por
reaccion con nitrometano en presencia de imidazol como base, luego de 2 dias a
temperatura ambiente se obtuvo el nitroaldol 4b con 60% de rendimiento (Esquema
7.5). El producto se obtuvo como mezcla de diasterdmeros, ya que el aldehido 3b se
utiliza como mezcla racémica, y el nitroaldol generado produce un nuevo centro quiral.
Seguidamente, el grupo alcohol se transformd en un buen grupo saliente mediante
acetilacion (derivado 5b), el cual posteriormente fue eliminado en presencia de K,CO3
como base, bajo calentamiento a reflujo de tolueno, generando el nitroalqueno 6b con

excelente rendimiento. La desproteccién del grupo Boc en el derivado 6b mediante

87



tratamiento con TFA al 10% en DCM generé6 el nitroalqueno derivado de Trolox 7
(NATx0). De este modo, las condiciones suaves de desproteccidn, temperatura ambiente
y baja cantidad de acido, permitieron la obtencion del producto de interés en corto

tiempo y con excelente rendimiento (Esquema 7.5).

BocO | N CHsNQ;, Imidazol Boen Ny Ac,0
= O/<CHO T.A., 2d = o NO, p-TsOH, 'I';.ﬂk_,
2 - 60% OH 16h, 93%

- 4b

CH3NO; *~. NH4OAc, AcOH
Ultrasonido (30°,60°C) &~ MW (10", 120°C)

%
BocO MNa,CO, Tolueno Bocm\
- / /
OKK\NO;. Reflujo, 3h o NO,
94%
sp  ONC 6b
TFA (10%) HO | X
DCM, T.A, 2h Z o/</ﬂmo?
92%
7, NATx0

Esquema 7.5. Sintesis del 6-(tert-butoxicarboniloxi)-2,5,7,8-tetrametilcroman- 2-

nitrovinilo (7, NATxO).

La estructura de los compuestos sintetizados fue confirmada mediante experimentos de
IH-RMN (productos intermedios y finales) y 3C-RMN (productos finales), donde se
identificaron las sefiales correspondientes a los distintos tipos de protones y carbonos
presentes en las moléculas. La correcta asignacién de las sefiales fue realizada mediante
la ayuda de experimentos de correlacién *H-1H (COSY), y *H-13C a un enlace y més de un
enlace (HSQC y HSBC). También se confirmd la estructura de los compuestos finales

mediante espectrometria de masas (impacto electrénico) y masas de alta resolucién.
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En la Figura 7.6 se muestra el espectro de 'H-RMN del nitroalqueno 7 (NATx0), donde se
identificaron las sefales correspondientes a los distintos tipos de protones de la
molécula. En dicho espectro, se pueden apreciar dos dobletes en 6= 6.99 y 7.28 ppm
(ambos con integracion 1H), los cuales corresponden a los hidrégenos presentes en el
grupo nitroalquenilo. La constante de acoplamiento obtenida para estos protones es de
13.2 Hz, indicando la presencia del compuesto como isémero geométrico E (trans). El
singulete en 6= 4.30 ppm (integracion 1H) corresponde a la sefial del OH del anillo
cromanol, los multipletes entre 6= 2.80 y 2.0 ppm corresponden a las sefiales de los
metilenos del anillo de cromano y entre 6=1.50 y 2.20 ppm se encuentran los distintos

metilos del benceno y anillo cromano (singuletes que integran 3H).
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Figura 7.6. Zonas ampliadas del espectro de *H-RMN en CDCl; obtenido para el derivado 7
(NATxO0).

En la Figura 7.7 se muestra el espectro de 3C-RMN de dicho compuesto, donde se
identificaron cada una de las sefiales de carbono caracteristicas de la estructura
propuesta. Por ejemplo, las sefiales a 6=139.6 y 144.8 ppm corresponden a los carbonos
del grupo nitroalquenilo, las cuales fueron confirmadas mediante el experimento HSQC

(Figura 7.8).
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Figura 7.7. Espectro de *C-RMN en CDCl; obtenido para el derivado 7 (NATxO0).
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Figura 7.8. Espectro de HSQC obtenido para el derivado 7 (NATxO0).

El espectro de masa de NATx0 obtenido por impacto electrénico se presenta en la Figura
7.9. En dicho espectro, se puede observar principalmente la presencia del ion molecular
(M*, 277) con una abundancia de 72% y el ion mas abundante (164, 100%). Dicho ion
podria formarse por la reaccién con un radical libre produciendo el radical fenéxido
(estabilizado por resonancia) y posterior ruptura del anillo cromano para formar una

guinona radical de peso molecular 164.
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Figura 7.9. Espectro de masas obtenido por impacto electrénico (EI MS) para el derivado 7

(NATXO).
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Cabe destacar que la sintesis de NATx0 pudo ser reproducida a mayor escala para poder
realizar los estudios in vivo (hasta 10g), mediante la contratacion de los servicios de la

empresa SIQUIMIA.

Teniendo como referencia la metodologia sintética empleada para el nitroalqueno 7
(NATxO0), el siguiente paso fue la obtencién de los demas nitroalquenos disefiados con
diferentes largos de cadena carbonada. Para ello, a partir del aldehido 3b se ensayaron
diferentes condiciones de reaccién de Henry o nitroalddlica utilizando nitroalcanos de
diferentes largos de cadena, uno comercial (1-nitrobutano) y dos sintetizados en nuestro
laboratorio (1-nitroheptano y 1-nitrododecano). En este ultimo caso, la sintesis de los
mismos se realizd a partir del 1-bromoalcano comercial en presencia de nitrato de plata
y nitrito de sodio, utilizando agua como disolvente a temperatura ambiente 1%, con

rendimientos de 60-70% (Esquema 7.10).

AgNO,, NaNO,
Br/\)\ - OQN/{/\[’;\

n

H20, TA, 48h R= 67% (n=6), 60% (n=11)

Esquema 7.10. Sintesis de 1-nitroheptano y 1-nitrododecano.

De forma similar a la estrategia mostrada en el Esquema 7.5, cuando partimos del
aldehido 3b en presencia de 1-nitrobutano comercial e imidazol como base, luego de 2
dias a temperatura ambiente, el respectivo nitroaldol no fue evidenciado. Por lo tanto,
decidimos ensayar la utilizacién de una base mas fuerte como DBU en cantidades
cataliticas a temperatura ambiente, obteniendo los nitroaldoles correspondientes, con
moderados a buenos rendimientos (Esquema 7.11, compuestos 8, 9 y 10). Los
nitroalquenos 11, 12 y 13 fueron generados mediante la mesilacién del aldol
correspondiente y su eliminacién en presencia de DBU (Esquema 7.11). Finalmente, la
desproteccién del grupo Boc con TFA rindid los nitroalquenos finales deseados con
excelentes rendimientos para los compuestos 14 (NATx3) y 15 (NATx6), y con
rendimiento moderado para el de mayor largo de cadena carbonada, compuesto 16

(NATx11).
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Esquema 7.11. Obtencion de los nitroalquenos 14 (NATx3), 15 (NATx6) y 16 (NATx11).

En todos los nitroalquenos asi obtenidos se identificé la presencia de un uUnico isémero
geométrico por analisis de los correspondientes espectros de 'H-RMN. A diferencia de
NATx0, donde la isomeria geométrica del compuesto se puede predecir por la constante
de acoplamiento entre los protones olefinicos, en el caso de los nitroalquenos de cadena
larga hay un solo protdon en la funcionalidad nitroalqueno, por lo tanto se necesité
realizar otro tipo de experimento para confirmar la isomeria. Para ello, realizamos
experimentos de diferencia NOE (efecto nuclear Overhauser), irradiando el protén
olefinico de la funcionalidad nitroalqueno. Debido a que no se evidencié efecto espacial
sobre los protones metilénicos de la cadena carbonada, pudimos confirmar la presencia
del isémero E (trans) para los tres nitroalquenos (NATx3, 6 y 11).

A modo de ejemplo, aqui se presenta el espectro de *H-RMN obtenido para NATx11, el
nitroalgueno de cadena mas larga (Figura 7.12). En dicho espectro, se identificaron las
sefiales correspondientes a los distintos tipos de protones de la molécula, destacandose
un singulete en 6=6.99 ppm con integracién 1H, correspondiente al protén olefinico del

nitroalgueno. También se puede observar en ©6=1.25 ppm, un multiplete
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correspondiente a las sefiales de los protones metilénicos de la cadena hidrocarbonada,
excepto por el -CH; préximo al carbono alfa del nitroalqueno, el cual se encuentra mas

desapantallado (6=2.7 ppm).
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Figura 7.12. Espectro de *H-RMN en CDCl; obtenido para el derivado 16 (NATx11).

Asimismo, caracterizamos cada una de las sefiales correspondientes a los carbonos de
los compuestos obtenidos mediante experimentos de 2C-RMN y experimentos de
correlacion HSQC y HSBC. A modo de ejemplo, se presenta el espectro ampliado de *3C-
RMN obtenido para NATx11 (Figura 7.13), donde se pueden observar las sefiales
caracteristicas de los carbonos del grupo nitroalquenilo en 6= 153 y 137 ppm, asi como
también las sefales correspondientes a los 11 carbonos de la cadena hidrocarbonada

entre 6= 14-31 ppm.
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Figura 7.13. Zonas ampliadas del espectro *C-RMN obtenido en CDCl; para el compuesto
NATx11.

Finalmente, se optimizaron las condiciones para la deteccién de los diferentes
nitroalquenos obtenidos mediante HPLC (Figura 7.14). De este modo, se lograron
diferenciar los picos correspondientes a cada compuesto en una columna de fase reversa

utilizando un gradiente, obteniendo tiempos de retencidn escalonados segin el niumero
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de carbonos de la cadena hidrocarbonada, donde NATxO0 se retiene menos en la columna

por ser menos hidrofébico y NATx11 se retiene mas (Figura 7.14).

NATx8
300+ )
NATx11
250+
in 2004
&0
[y |
= 1504
2 NATX0 NATx3
< 1004
D L] L] |
0 L] 10 15 20

Tiempo (min)

Figura 7.14. Cromatograma de HPLC obtenido para NATx0, NATx3, NATx6 y NATx11. Se utilizé
una columna en fase reversa donde los nitroalquenos fueron co-inyectados en 75% de MeOH
bajo las siguientes condiciones de corrida: A= H,0, B=MeOH; Gradiente: 0-3 min 75% B; 3-10 min
100% B; 10-14 100% B; 14-15 75% B; 15-20 75% B. Flujo: 1.5 mL/min.

Si bien se lograron obtener los diferentes compuestos propuestos, desde un punto de
vista cronolégico, NATx0 fue el primer compuesto sintetizado (asi como también
escalado) y evaluado preliminarmente, lo cual llevé a enfocarnos en el estudio del
mismo. Por lo tanto, a partir del siguiente capitulo ahondaremos en la evaluacién de
NATxXO0, en particular estudiaremos propiedades fisicoquimicas relevantes de la molécula
asi como también estudiaremos sus efectos bioldgicos tanto in vitro como in vivo en

nuestro modelo de interés.
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7.2 Caracterizacion fisicoquimica de NATxO.

7.2.1 Reactividad de NATxO frente a nucleo6filos modelo.

La reactividad de los nitroalquenos es mediada por su reaccién con nucledfilos en
proteinas, principalmente con los grupos tiol en las mismas. Los tioles presentan un rol
fundamental en la sefializacién, detoxificacidén y respuesta antioxidante en las células.
Son excelentes nucledfilos que reaccionan a través del ataque nucleofilico del tiolato
(RS’) sobre diferentes electroéfilos. Los tioles reactivos se encuentran principalmente en
las proteinas intracelulares asi como también en el glutation (GSH), el principal tiol de
bajo peso molecular en el citosol (2-17 mM) 165166 En plasma, la concentracidn total de
tioles es mas baja, encontrandose incluso mayoritariamente oxidados, e incluyen a tioles
de bajo peso molecular como cisteina y GSH (12-20 uM) y al tiol en la cisteina 34 en la
albumina sérica humana (600 pM, principalmente en estado reducido) 1°®.

Debido a que el grupo nitro es uno de los grupos funcionales mas electrén-atrayentes,
la conjugacién con un alqueno le confiere excelentes propiedades electrofilicas a los
nitroalquenos, que pueden reaccionar a través de reacciones de adicién de Michael. En
medios bioldgicos, la formacion de aductos nitroalquilados de tipo Michael se ha
evidenciado en eritrocitos y en plasma humano. Por ejemplo, se han detectado
conjugados de GSH con acidos grasos nitrados en concentraciones del orden nM y
también aductos covalentes y reversibles con proteinas como GAPDH 0. Se demostré
qgue la conjugacién de los nitroalquenos con GAPDH aumenta su hidrofobicidad,
induciendo su translocacién a membranas, indicando la modificacion postraduccional de
proteinas como un mecanismo de regulacidon en la funcién enzimatica, sefializacién
celular y trafico de proteinas °. Las reacciones de adicién de Michael de los
nitroalquenos de dcidos grasos son reversibles y cinéticamente rdpidas. Estas
caracteristicas los diferencian de otros electréfilos endégenos como el aldehido HNE, el
cual reacciona mas lentamente con nucleéfilos, no B-elimina facilmente y puede formar
productos de Schiff irreversibles. En este sentido, la irreversibilidad de las reacciones de

Michael en medios bioldgicos puede producir toxicidad celular 67
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Tomando en consideraciéon que los mecanismos de accién de los nitroalquenos
dependen fundamentalmente de las reacciones de tipo Michael que generen en los
medios biolégicos, en esta tesis estudiamos la reaccion de NATx0 con dos nucledfilos
modelo de bajo peso molecular, ambos conteniendo un grupo tiol reactivo: [-
mercaptoetanol (BME) y GSH.

Las caracteristicas cinéticas de las reacciones fueron estudiadas mediante
espectrofotometria, evaluando los cambios en las propiedades 6pticas del nitroalqueno
en el tiempo. El espectro de absorcidn caracteristico de NATxO realizado en buffer fosfato
reveld la presencia de dos maximos de absorcién en aproximadamente 260 y 285 nm,
caracteristicos de los dobles enlaces del anillo aromatico y de la olefina conjugada con
el grupo nitro, respectivamente 7 (Figura 7.15, curva en azul).

Cuando NATx0 fue incubado en buffer fosfato en presencia de un exceso de BME, se
observé un aumento en el maximo de absorcidn a 260 nm y una disminucién en el pico
de absorcidon a 280 nm en el tiempo (Figura 7.15B y C). Esta reaccién demuestra que
existe la formacidon de un producto que absorbe principalmente a 260 nm e implica la
pérdida del alqueno conjugado al grupo nitro al disminuir la absorbancia a 280 nm
(Figura 7.15A). A su vez, presenta un comportamiento espectrofotométrico similar al

ejercido por la reaccidon de acidos grasos nitrados con nucledfilos 165168,
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Figura 7.15. Estudio de la reaccion de NATxX0 con BME mediante espectrofotometria. A,
Reaccién de NATxO con B-mercaptoetanol (BME) para dar lugar al producto nitroalquilado
correspondiente. B, NATx0 (espectro en azul) se incubd con BME en exceso (1 mM) en buffer
fosfato 20mM pH 7.4 y se obtuvieron los espectros de absorcion durante 5 minutos (cada 60s).
C, Disminucién de la absorbancia a 285 nm y aumento de la absorbancia a 260 nm de NATxO0 en

un lapso de tiempo luego de reaccionar con BME.

La cinética de reaccidén entre NATx0 y BME se estudid mediante mediciones con un
accesorio de flujo detenido o “stopped flow”, acoplado a un espectrofotémetro,
siguiendo los cambios en la absorbancia a 260 nm en presencia de concentraciones
crecientes de BME (0-3 mM) y 25 uM de NATxO0. Estos experimentos fueron realizados
en colaboracién con la Dra. Lucia Turell del Laboratorio de Enzimologia de la Facultad de
Ciencias, UdelaR.

El equipamiento para “stopped flow” permite estudiar reacciones que ocurren
rdpidamente, desde milisegundos a minutos, al mezclar los reactivos justo antes de su
medicion espectrofotométrica. Debido a que BME se encuentra siempre en exceso
respecto a NATx0, se asume que su concentracion se mantiene constante en el tiempo
durante la reaccion. Por lo tanto, la reaccidn se considera de pseudo-primer orden y se
trata con la ley de velocidad de primer orden, donde:

Kobs = ks [NATXO] + kr
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Las constantes aparentes de pseudo-primer orden (kobs, S*) @ cada concentracion de
BME fueron extraidas de la ecuacién correspondiente al ajuste a una exponencial simple
de las curvas obtenidas en un intervalo de tiempo (Inserto, Figura 7.16). Luego, las
constantes de pseudo-primer orden fueron graficadas en funcidn de la concentracién de
BME. El ajuste lineal de la curva obtenida de este grafico permite obtener la pendiente,
la cual corresponde a la constante aparente ks de segundo orden, calculada en 23.45 M~
Lslyelintercepto, el cual fue distinto de cero (kr=0.0069 s!) (Figura 7.16). Un intercepto
distinto de cero implica que la reaccidon es reversible, como era esperado %, La
determinacidén de estas constantes de reaccion permite la comparacién entre reacciones

de manera independiente a la concentracion de los reactivos 1°.
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Figura 7.16. Estudio de la cinética de reaccion de NATxO con BME utilizando “stopped flow”.
Grafico de segundo orden de la reaccidon de NATxO0 con diferentes concentraciones de BME y

célculo de la constante kf (pendiente)= 23.45 Mt sy kr (intercepto)= 0.0069 s

De la misma manera, se estudio la cinética de reaccién de NATx0 con GSH analizando el
espectro de absorcién de NATxO0 luego de la incubacién con un exceso de GSH, como se
muestra en la Figura 7.17. Nuevamente, se observd un cambio en el espectro de
absorcién, con un aumento de la absorbancia a 260 nm y una disminucion en el pico a
280 nm luego de la incubacidn con el nucleéfilo. Sin embargo, se puede observar en el
grafico de la Figura 7.17 que dicha reaccidn ocurrié mas rapidamente a pH 7.4, respecto

a BME.
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Figura 7.17. Estudio de la reaccidén de NATx0 con GSH mediante espectrofotometria. NATxO (100
UM, espectro en azul) se incubd con GSH en exceso (2 mM) y se obtuvieron los espectros de

absorcidon durante 5 minutos.

Al estudiar la cinética de la reaccion mediante “stopped flow”, utilizando
concentraciones crecientes de GSH, se obtuvo una constante de velocidad de segundo
orden de 76.33 M1 s?, indicando que la reaccion con GSH es 3 veces mas rapida que con
BME (Figura 7.18). Esto era esperable ya que el tiol de GSH es mas acido que el tiol de
BME y por lo tanto a pH neutro el tiolato de GSH se encuentra mas disponible para

reaccionar 26,
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Figura 7.18. Estudio de la cinética de reaccion de NATxO con GSH utilizando “stopped flow”.
Grafico de segundo orden de la reaccion de NATxO con diferentes concentraciones de GSH y

célculo de la constante kf (pendiente)= 76.33 M sty kr (intercepto)= 0.0076 s

Si se comparan las velocidades de reaccién de NATx0 con nucledfilos respecto a las

reacciones que ejercen otros nitroalquenos, se puede concluir que NATx0 se comporta
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de manera similar a los acidos grasos nitrados, presentando una constante de segundo
orden con GSH similar al cido nitrooleico (64 M~ s™1) y al 4cido nitrolinoleico conjugado
(34 M s1), bajo las mismas condiciones. Por otro lado, NATX0 reacciona mas
lentamente que NATxMe, el cual reacciona con GSH con una constante de 1370 M1 s
y con BME con una constante de 349 M sl. NATxMe contiene un nitroalqueno
aromatico que se comporta de manera diferente a los nitrolipidos alifaticos como son
los acidos grasos nitrados y como es el caso de NATx0. En el caso de NATxMe, el carbono
B al grupo nitro es mas deficiente en electrones que en los nitroalquenos alifaticos
debido al efecto resonante del anillo aromatico y por lo tanto dicho carbono es mas
electrofilico. Siendo que las propiedades bioldgicas de los nitroalquenos dependen de la
adicién con nucledfilos “blandos” presentes en las proteinas (tioles en residuos de
cisteinas y grupos amino en residuos de histidina y lisina), se podria esperar que NATx0
reaccione mas favorablemente con dichos residuos en comparacién a NATxMe, el cual
podria esperarse que sufra mas reacciones no favorables con nucledfilos del tipo “duro”.
Sin embargo, NATxMe ha demostrado interesantes propiedades in vitro tanto
antiinflamatorias como citoprotectoras, dependientes de la presencia del grupo

nitroalquenilo 26,

7.2.2 Inhibicion de la enzima GAPDH como nucleéfilo modelo en una proteina.

Si bien el estudio de la electrofilia de los nitroalquenos utilizando tioles de bajo peso
molecular es una aproximacién valiosa para predecir la reactividad de los nitroalquenos,
en los medios bioldgicos la presencia de tioles ionizados en dichos nucleéfilos de bajo
peso es significativamente dependiente del pK, de los mismos, encontrandose en
algunos casos solo una pequefia fraccidn del tiol ionizado a pH fisiolégico. Por ejemplo,
el tiol de GSH tiene un pK; de 8.9, por lo que a pH 7.4 solamente un 2.8% se encuentra
ionizado. Sin embargo, el ambiente en el que los tioles se encuentran localizados en
proteinas puede modular su nucleofilicidad hacia diferentes sustratos, de manera
independiente del pK, 1%1%°, Por lo tanto, resulta interesante estudiar la reactividad de
nuestro nitroalqueno frente a proteinas con residuos nucledfilos de manera de predecir
sus potenciales efectos en la modificacion postraduccional de proteinas en los medios

bioldgicos. En este sentido, la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una
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enzima que contiene una cisteina catalitica, sensible a electrofilos, asi como también
otras cisteinas no cataliticas, y ha sido utilizada como proteina modelo para evaluar la
reaccion de acidos grasos nitrados con proteinas 1°. Esta enzima puede formar un
tetramero (dos dimeros) que consiste en subunidades cataliticas idénticas, donde los
tioles cataliticos son esenciales para su actividad. Participa en el sexto paso de la glicolisis
catalizando la fosforilacion oxidativa del D-gliceraldehido 3-fosfato (GAP), dando 1,3-
bifosfoglicerato (primer intermediario de alta energia de la glucdlisis) utilizando NAD* y
fosfato inorganico.

En esta tesis, utilizamos GAPDH comercial de conejo, la cual contiene una cisteina
catalitica (C149) y tres cisteinas no cataliticas (C153, C244, C281) '7°. La reaccion de
GAPDH con NATxO0 fue evaluada luego de inicialmente incubar 15 uM de NATxO0 con 1 uM
GAPDH en estado reducido. A tiempos crecientes, alicuotas fueron tomadas e incubadas
con los sustratos y cofactores necesarios para su funcidon (GAP, NAD*, arsenito de sodio
como alternativa al fosfato). Se obtuvieron las velocidades iniciales de formacion de
NADH a través del cdlculo de las pendientes obtenidas a partir de los ajustes lineales de
la absorbancias en funcion del tiempo (Figura 7.19A). Al graficar las velocidades iniciales
a cada tiempo se puede observar un comportamiento inhibitorio del tipo exponencial
simple, indicando que NATx0 es capaz de inhibir a la enzima. Para la obtencién de las
constantes de velocidad de segundo orden (kobs) se incubd la enzima con
concentraciones crecientes de NATx0 (5-20 puM) en las mismas condiciones descritas
previamente y se tomaron alicuotas a distintos tiempos. Del grafico velocidad vs tiempo
se determina una constante kobs para cada concentracidon y se construye el grafico
secundario kobs vs [NATx0], obteniéndose la constante de reaccién k¢ (pendiente) e
intercepto k. La constante de reaccién calculada fue de 219 + 24 M~ 571, obteniéndose
también un intercepto distinto de cero implicando la reversibilidad de la reaccion (Figura

7.198B).
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Figura 7.19. Reaccion de NATx0O con GAPDH. A, GAPDH reducida (1 uM) fue incubada con 15 uM
de NATxO (25°C, Tris buffer, 0.1 M, pH 7.4, 0.1 mM DTPA). Durante diferentes tiempos, se
tomaron alicuotas (0.1 uM) las cuales se mezclaron con 0.5 mM GAP, 1 mM NAD* y 15 mM de
arsenito de sodio y se midid la formaciéon de NADH a 340 nm. B, Grafico de las constantes kops VS

concentraciones crecientes de NATx0 (5 - 20 uM).

Si se analizan las constantes de reaccién entre los distintos tioles estudiados, se puede
observar que la reaccién de NATx0 con GAPDH es significativamente mds rdpida que con
BME y GSH (220 vs 23 vs 76 M~ s71, respectivamente). El tiol dcido en el sitio activo de
la enzima se encuentra cercano a residuos catidnicos, lo cual podria favorecer la
estabilizacion del estado de transicion anidénico generado durante la adicién del

nitroalqueno (ver Figura 3.1) 26,

7.2.3 Estabilidad de NATx0 en buffer fosfato y en plasma.

Como se ha mencionado, los nitroalquenos reaccionan rapidamente con proteinas y
moléculas de bajo peso molecular, principalmente presentes en el plasma. Como
ejemplo, solo el 6% del acido NO»-OA es detectado en la circulacidon luego de algunos
minutos post-inyeccidn intravenosa en ratones, encontrandose un 53% aductado a la
albdmina. Sin embargo, se ha detectado la transnitroalquilacion del aducto del acido
nitrooleico con albumina a BME, significando que estas reacciones son en gran medida
reversibles 2°. De hecho, se considera que la unidn reversible de los nitroalquenos a las
proteinas del plasma permite retener de manera temporaria a las moléculas reactivas,
para luego ser liberadas de modo de ejercer sus efectos bioldgicos 2°. Siendo que NATx0

presenté velocidades de reaccidon con tioles de bajo peso molecular similares a los
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nitroalguenos de acidos grasos, y que dichas reacciones fueron reversibles, desde este
punto de vista podria esperarse que NATx0 se comporte similarmente a los mismos en
la circulacion. Sin embargo, como se ha visto, los nitroalquenos de acidos grasos sufren
pasos de metabolizacién que involucran la saturacion del doble enlace y B-oxidacién

hepatica, los cuales no se espera que modifiquen a NATxO.

NATXO resulto ser estable por aproximadamente 2 horas a 37 °C en buffer fosfato a pH
fisiolégico, quedando completamente descompuesto a las 19 horas de incubacién a
37 °C (Figura 7.20). En este tiempo, se denota la presencia de un pico que presenta el
mismo patréon 260/280 de absorcion que NATx0 en aproximadamente t= 2.5 min, el cual

podria corresponder a un producto de descomposicion mas hidrofilico.
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Figura 7.20. Evaluacién mediante HPLC de la estabilidad de NATx0 en buffer fosfato pH 7.4 a

37°C. La flecha marca el pico correspondiente a NATxO.

En ese sentido, dicho producto no corresponde al nitrohidroxi—derivado que pudiera
haberse formado por reversién del grupo nitroalqueno en el medio acuoso (Figura 7.21),

pudiendo corresponder al aldehido que se puede formar por la reaccion retroalddlica.

Nitro-hidroxi

— 280 nm
— 295nm

Tiempo (min)

Figura 7.21. Cromatograma del producto de la retro-aldélica de NATxO (nitrohidroxi-derivado) el

cual presentd un tiempo de retencion de 3.6 min.
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Con el objetivo de determinar la estabilidad de NATx0 en plasma, realizamos un estudio
del limite de deteccién del mismo y de estabilidad mediante HPLC. Para ello, inicialmente
incubamos NATxO0 a diferentes concentraciones en plasma humano por 30 mina 37 °Cy
realizamos la extraccion de proteinas con MeOH, luego de una incubacién con HgCl,. El
HgCl; se utiliza para detectar en mayor proporcidn el nitroalqueno libre, no aductado, ya
que el Hg reacciona con los tioles libres resultando en la inhibicién de reacciones de
adicién subsecuentes 67, Se ha reportado que esta técnica puede aumentar la cantidad
detectable del nitroalqueno libre de 10 a 20 veces 34 En la Figura 7.22A, se grafica el
porcentaje de recuperacién de NATx0 a cada concentracidn respecto al drea obtenida
para el pico de HPLC correspondiente al compuesto disuelto en buffer fosfato, luego de
realizar el mismo procedimiento de extraccién. En dicho grafico, se puede observar que
la deteccion de NATx0 aumenta aproximadamente 3 veces para todos los puntos en
presencia de HgCl,. El pico de NATx0 es detectable a partir de 50 nmol en presencia de
HgCl, y a partir de aproximadamente 100 nmol sin HgCl,.

Posteriormente, estudiamos la estabilidad de NATx0 a 37 °C en el plasma a diferentes
tiempos (15 min, 1 h, 2 hy 3 h) luego de la incubacién con HgCl.. Las areas del pico de
HPLC a 260 nm correspondientes a NATx0 fueron obtenidas para cada tiempo,
demostrando que la molécula es estable por lo menos hasta las 3 horas de incubacién
en plasma (Figura 7.22B). A su vez, en dicho gréfico podemos observar que existe una
fraccién de NATx0 no detectable, que es esperable que se encuentre aductada a las

proteinas del plasma.
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Figura 7.22. Evaluacion del limite de deteccién y la estabilidad de NATx0 en plasma mediante
HPLC. A, Diferentes concentraciones de NATx0 (50, 75, 150, 350 nmol) fueron incubadas con
plasma durante 30 min a 372C. Luego, una cantidad de plasma fue incubado con HgCl, (20 mM
final) por 30 min a 372C y se realizd una extraccion con MeOH frio. Lo mismo se realizo previo a
la incubacién con HgCl, para evaluar la cantidad de compuesto libre (no aductado). El porcentaje
de recuperacién se calculé de acuerdo a una inyeccién estandar de 50 nmol de NATxO en buffer,
utilizando el mismo procedimiento de extraccién. B, NATxO0 (50 nmol) fue incubado en plasma a
379C a diferentes tiempos (15 min, 1h, 2h y 3h). Luego de cada tiempo, se toma una fraccion, se
realiza una extraccién con MeOH y luego se afiade HgCl; (20 mM). Luego de 30 min de incubacion
con HgCl,a 379C se realiza otra extraccion con MeOH y se inyecta en HPLC. Como control (T=0),
se preparan 50 nmol de NATx0 en buffer fosfato. Se toma una fraccion y se realiza una extraccion

con MeOH.

En suma, mediante estos ensayos pudimos determinar la capacidad electrofilica de
NATxO frente a nucledfilos modelo y frente a una enzima que contiene un tiol catalitico,
demostrando también que NATxO0 se puede encontrar parcialmente aductado en plasma
y que la fraccidn no aductada es estable por un periodo de tiempo significativo.

En la siguiente seccién, estudiaremos los efectos biolégicos in vitro de NATx0 en

macroéfagos como potencial molécula antiinflamatoria y citoprotectora.
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7.3 Evaluacion de los efectos bioldgicos in vitro de NATxO.

7.3.1 Estudio de la citotoxicidad en macrofagos.

Con el objetivo de determinar el mecanismo de accion de NATx0 en prevenir la
inflamacién, realizamos experimentos in vitro para medir la respuesta inflamatoria en
macréfagos. Como ya se ha mencionado, los estados de activacidon de los macréfagos
estan directamente relacionados con la respuesta inmune que contribuye al desarrollo
del sindrome metabdlico durante la obesidad.

Inicialmente, evaluamos la toxicidad in vitro de NATX0 en dos lineas celulares de
macrofagos tanto humanas (THP-1) como murinas (Raw 264.7) usadas para el resto de
los ensayos. THP-1 es una linea celular monocitica humana derivada de cédncer de
leucemia monocitico agudo, la cual se ha utilizado ampliamente para estudiar la funcién
y regulacion de monocitos y macréfagos, siendo que los monocitos pueden ser
diferenciados a macroéfagos in vitro utilizando forbol-12-miristato-13-acetato (PMA),
entre otros estimulos. Las células THP-1 diferenciadas adquieren un fenotipo
caracteristico de los macréfagos, los cuales se comportan como macréfagos primarios
humanos en diferentes aspectos 1. Los macréfagos Raw 264.7 son células derivadas de
tumor murino de Leucemia inducido por virus y es una linea celular cominmente
utilizada para estudiar las respuestas celulares frente a microorganismos.

En nuestros experimentos, células THP-1 y Raw 264.7 fueron tratadas con
concentraciones crecientes de NATx0 por 24 h dando por resultado concentraciones de
ICso (concentracion que inhibe al 50% la viabilidad celular) de 17.7 £ 0.85y 25.0 + 4.4,
respectivamente, mediante la técnica de MTT (Figura 7.23). Estas concentraciones son
del orden de otros nitroalquenos derivados de la vitamina E (24.7 uM NATxMe en Raw

264.7) 2.
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Figura 7.23. Citotoxicidad de NATx0 en macréfagos. Macrdfagos Raw 264.7 fueron tratados con
concentraciones crecientes de NATxO (0, 2.5, 5, 10, 25, 50 and 100 uM) por 24h. Los monocitos
THP-1 fueron diferenciados a macréfagos con PMA por 48h y luego tratados NATxO por 24h.
Luego se realizdé el ensayo de MTT y se calcularon los ICso correspondientes. Los graficos son
representativos de 3 experimentos independientes. ICso Raw = 25.0 + 4.4; ICso THP-1: 17.7 uM %

0.85. El control correspondiente al 100% de viabilidad contiene el vehiculo utilizado (DMSO).

Los valores de ICsp obtenidos en estos experimentos nos permitieron seleccionar el

rango de concentraciones adecuado a utilizar en los experimentos in vitro.

7.3.2 Estudio de la inhibicion de NF-kB en macréfagos.

Uno de los objetivos principales de esta tesis fue evaluar las propiedades
antiinflamatorias de NATxO, principalmente mediante el estudio de la inhibicion de NF-
kB. Como se ha mencionado, la activacion crdonica de NF-kB estd directamente
relacionada con el desarrollo del sindrome metabdlico durante la obesidad.

Para evaluar el efecto de NATx0 sobre ésta via, inicialmente evaluamos la expresion a
nivel del ARNm de citoquinas proinflamatorias mediante un estimulo con LPS de 3 h en
marofagos THP-1, luego de un pretratamiento con el compuesto de 2 h. De esta manera,
esperdbamos modular la transcripcion de genes relacionados a proteinas inflamatorias
mediante la modificacién de NF-kB, previo a su activacién. En estos ensayos, pudimos
observar un aumento significativo en la expresién de las citoquinas proinflamatorias IL-
6 y TNF-a luego del tratamiento con LPS. Dicha expresidon se mantuvo luego de una
preincubacién con el precursor sin el grupo nitroalquenilo, Trolox (Tx), en presencia de

LPS. Sin embargo, la preincubacion con NATx0 en las mismas concentraciones (5 y 10
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UM) permitié una inhibicion estadisticamente significativa respecto al control tratado

con LPS de ambas citoquinas (Figura 7.24).

%) I L2 Il -6
o ns
- | TNFa
© | ik
o 1251 X
o l ns
Y —_ns
2 100
o | T
(9]
s 751
°
c
© 501
[=2]
c
o 257 -
s 108
8 0- T T T T
o
= Q° S N S S
w < +<o\’ ,\9\’ 0@‘} oY
ES A <+ v@n /\+o
< o
+LPS

Figura 7.24. Expresion génica de citoquinas proinflamatorias en macréfagos estimulados con LPS
y tratados con NATx0. Macréfagos THP-1 fueron incubados con 5y 10 uM de NATxX0 o Tx durante
2 hyluego tratados con LPS (1 ug/mL) durante 3 h. La expresion génica de IL-6 y TNF-a se analizd
mediante gPCR. Test estadistico: ANOVA de dos vias con ajuste de Bonferroni (prueba de
comparacién multiple): IL-6: LPS vs Tx 5 uM ns = 0.9796; LPS vs Tx 10uM ns >0.999; LPS vs NATx0
5uM * =0.0186; LPS vs NATX0 10 uM *** = 0.0002. TNF-a: LPS vs Tx 5 UM ns = 0.9454; LPS vs Tx
10 uM ns =0.998; LPS vs NATX0 5 uM ns = 0.1522; LPS vs NATX0 10 uM *** =0.0005. Se realizaron

2 o 3 réplicas independientes.

De la misma manera, se analizé la cantidad de citoquinas presentes en los sobrenadantes
celulares mediante ELISA luego de un pretratamiento de 2 h seguido de un estimulo de
LPS de 16 h. En este caso, se observd nuevamente un aumento en la cantidad de MCP-1
e IL-6 en presencia del estimulo LPS y una disminucién estadisticamente significativa
luego de una preincubacién con 5y 10 uM de NATxO (Figura 7.25). Cuando se incubd con
Trolox, no se observaron diferencias significativas para MCP-1 respecto al control con
LPS, si encontrandose diferencias significativas cuando se evalud el efecto de Trolox
sobre la expresion de IL-6. Este resultado parece no ser concordante con la expresién del
mensajero de IL-6 en los macréfagos humanos (Figura 7.24, IL-6), que como se demostrd
previamente no parece estar alterada en presencia de Trolox en las mismas

concentraciones testeadas. Sin embargo, el efecto de NATx0 sobre la inhibicién de la
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liberacién de IL-6 es mas pronunciado que en el caso del Trolox demostrando que la

presencia del grupo nitroalquenilo promueve un efecto mayor inhibiendo la activacién

de NF-xB.
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Figura 7.25. Liberacién de citoquinas proinflamatorias en macrdfagos estimulados con LPS y
tratados con NATx0. Macréfagos murinos Raw 264.7 fueron incubados con NATx0, Tx (5 y 10
1M ) o vehiculo durante 2 hy luego fueron tratados con LPS (1 ug/mL) por 16 h. La concentracion
de IL-6 y MCP-1 liberadas al sobrenadante se evalué mediante ELISA. En el control no hay
tratamiento de las células. Test estadistico: ANOVA de 1 via con ajuste de Bonferroni (prueba de
comparacion multiple) IL-6: LPS vs Tx 5 uM ** = 0.0032; LPS vs Tx 10 uM **** < 0.0001; LPS vs
NATXO0 5 uM **** < 0.0001; LPS vs NATx0 10 uM **** < 0.0001. TNFa: LPS vs Tx 5 uM ns > 0.999;
LPS vs Tx UM ** = 0.0076; LPS vs NATXO 5 uM ns 0.1002; LPS vs NATx0 10 **** < 0.0001. Se

realizaron 2 o 3 réplicas independientes.

Por otro lado, nos propusimos estudiar el efecto de NATx0 sobre la translocacién de NF-
kB al nucleo en los macréfagos THP-1 mediante inmunocitoquimica utilizando un
anticuerpo para la subunidad p65 de NF-kB y un anticuerpo secundario correspondiente
marcado con Alexa 488 (Figura 7.26). Para ello, los macréfagos THP-1 fueron tratados
durante 2 h con NATx0 o DMSO previo a un tratamiento con LPS de 30 min. En la Figura
7.26, se observa en la condicidn control a la subunidad p65, representada en verde,
distribuida principalmente en el citoplasma apreciandose que los nucleos no presentan

marca verde.
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Figura 7.26. Estudio de la translocacién celular de la subunidad p65 de NF-kB en macrdéfagos
THP-1 tratados con NATx0. Los macrofagos fueron incubados con NATxO0 (10 uM) o vehiculo por
2 h y luego fueron activados con 1 pg/mL de LPS o PBS (control) durante 30 min. Se utilizé un
anticuerpo anti-p65/RelA y un secundario conjugado con Alexa Flior 488 (en verde). Los nucleos
fueron tefiidos con DAPI. Las flechas sefalan la localizacién nuclear o citoplasmatica de la
subunidad p65/RelA. En el grafico se muestra el porcentaje de la cuantificacidon de la sefial
nuclear para cada caso. Test estadistico: ANOVA de 1 via con ajuste de Bonferroni (prueba de

comparacién multiple): **** < 0.0001; *** = 0.0002. Se realizaron 2 réplicas independientes.

Cuando las células fueron tratadas con LPS, se encontrd la marca de p65 concentrada
principalmente en los nucleos (condicion DMSO+LPS), mientras que las células que
fueron tratadas previamente con NATx0 presentaron una disminucién de la presencia de
p65 en el nucleo, encontrdndose principalmente distribuida a nivel del citoplasma
(Figura 7.26, condicion NATx0 10 uM +LPS). El porcentaje de p65 a nivel nuclear respecto
al total de células en el campo de imagen en cada caso fue calculado, obteniéndose
diferencias significativas entre la condicién DMSO+LPS vs. NATxO+LPS (Figura 7.26,

Grafico).
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7.3.3 Estudio de la activacion del sistema Nrf2/keap1.

Por otro lado, nos propusimos estudiar el efecto de NATx0 sobre el sistema Nrf2/keap1
en macréfagos. Para ello, inicialmente evaluamos la expresién génica de las enzimas
detoxificantes HO-1 y GCLM, las cuales se expresan en las células como respuesta al
estrés oxidativo a través de la induccién del elemento de respuesta antioxidante ARE
mediada porNrf2. La incubacién de macréfagos THP-1 con 5y 10 uM de NATxO0 por 5 h
provocd una expresion del ARNm de HO-1, evaluada mediante gPCR. En cambio, cuando
se incubaron los macréfagos con 5 y 10 uM de Trolox no se observaron diferencias
significativas respecto al control con DMSO (Figura 7.27). Estos resultados refuerzan
nuevamente al grupo nitroalquenilo como el responsable de ejercer los efectos
antiinflamatorios y citoprotectores de NATx0. El ARNm de la enzima GCLM también se
encontréexpresado cuando los macréfagos fueron incubados con NATx0 encontrandose

diferencias significativas a 10 uM respecto al control.
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Figura 7.27. Estudio de la expresidn génica de enzimas dependientes del sistema Nrf2/keapl en
macrdfagos tratados con NATXO0. La expresion génica de HO-1y GCLM luego de 5 h de incubacion
con NATx0 o Tx (5 and 10 uM) en macréfagos THP-1 se estudiéo mediante qPCR. Test estadistico:
ANOVA de 1 via con ajuste de Bonferroni (prueba de comparacion multiple): HO-1: Control vs Tx
5 and 10 uM ns > 0.999; Control vs NATX0 5 uM * = 0.010; Control vs NATX0 10 uM ns = 0.1979;
Tx 5 uM vs NATx0 5 uM < 0.0001; Tx 10 uM vs NATx0 10 uM < 0.0001. GCLM: Control vs NATx0 5
MM ns = 0.92; Control vs NATxO 10 uM * = 0.041; NATXO0 5 vs NATxO 10 uM ns = 0.084. Se
realizaron 3 réplicas independientes para HO-1 y 2 para GCLM.
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Cuando evaluamos la expresion proteica de HO-1 y GCLM mediante western blot
pudimos observar un aumento de ambas proteinas en presencia de NATx0, respecto al
control (Figura 7.28). Estos ensayos fueron realizados incubando los macréfagos Raw
264.7 durante 5 h con NATx0 o vehiculo (control). En la Figura 7.28, se puede observar
gue la expresion proteica de HO-1 y GCLM aumenta ampliamente en presencia de NATx0

a5 uM, y es menor a 10 uM para ambas proteinas.
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Figura 7.28. Expresidn proteica de HO-1 y GCLM. Analisis por western blot de HO-1 y GCLM
luego de 5 h de incubacion con NATx0 (5 y 10 uM).

El mismo efecto se observd con la expresion del mensajero de HO-1 pero no con el
mensajero de GCLM en los macréfagos THP-1 (Figura 7.27), lo cual podria deberse a una
interaccion/estabilidad diferencial del compuesto a una mayor concentraciéon en los

diferentes macrofagos.

7.3.4 Estudio de la inhibicion del inflamasoma NLRP3.

Evidencias recientes apuntan a que la activacion crénica de NLRP3, en conjunto con otros
procesos inflamatorios, genera una inflamacién crénica sistémica de bajo ruido que
contribuye en el desarrollo de la diabetes de tipo 2, aterosclerosis y cancer, entre otras
patologias 88°°, La proteina citosdlica NLRP3 puede reconocer diferentes sefiales de dafio
de manera directa o indirecta a través de su dominio LRR provocando su oligomerizacion
a través del dominio NOD (Figura 7.29). Luego de que NLRP3 oligomeriza puede reclutar

a la proteina adaptadora ASC a través de interacciones PYD-PYD lo cual a su vez provoca
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gue ASC oligomerice y reclute a pro-caspasa-1 a través de interacciones CARD-CARD.
Finalmente, pro-caspasa-1 se cliva de manera autoproteolitica a caspasa-1 activa la cual
puede clivar a prolL-1B y prolL-18 hacia sus formas activas. La liberacion de las citoquinas
maduras hacia fuera de las células puede darse a través de poros en las membranas
formados por gasdermina D, los cuales a su vez se generan como consecuencia de la
formacion y activacién del inflamasoma 172173, Ademds, como consecuencia de esto se
desencadena un tipo de muerte celular programada dependiente de caspasa-1,
conocida como piroptosis. Esta muerte se caracteriza por ser litica, con ruptura de
membrana y fragmentacion del ADN, con liberacion de mediadores inflamatorios
incluyendo las citoquinas mencionadas asi como también de sefales de dafio (Figura

7.29).
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Figura 7.29. Interaccioén de los diferentes componentes del inflamasoma NLRP3 luego de
su activacién por PAMPs o DAMPs que producen la activacion de caspasa-1y liberaciéon

de citoquinas proinflamatorias.
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Uno de los objetivos principales de esta tesis fue evaluar la capacidad de NATx0 de
inhibir la activacion del inflamasoma NLRP3 ya sea durante la etapa de “priming”, donde
ocurre la activacién de NF-kB a través del reconocimiento de los TLR de una sefal de
dafo, asi como también durante la posterior etapa del ensamblado del complejo,
dependiente a su vez de una segunda sefal. De esta manera, las dos etapas del proceso
de formacion del inflamasoma NLRP3 se conocen como “primera sefal” y “segunda
sefial”, y asi serdan nombrados en la presente tesis. Siendo que ambas etapas conllevan a
la activacion de NLRP3 nos propusimos estudiar la capacidad de NATx0 de inhibir su
activacion durante la primera y segunda sefal.

En todos nuestros experimentos in vitro, la activacion del inflamasoma consistié en la
misma estrategia: macrofagos THP-1 fueron incubados con un lipopolisacarido (LPS) por
3 h (primera seial) seguido de la incubacion con adenosin-trifosfato (ATP) por 45 min
(segunda senal). Esta estrategia de activacion esta altamente validada en la literatura
donde se describe la activacién de NLRP3 en diferentes lineas celulares asi como también
en cultivos primarios, por ejemplo en macroéfagos derivados de médula dsea. Las senales
de peligro bacterianas, como el LPS, se unen a los receptores TLR/IL-1R promoviendo la
ubiquitinacion del dominio regulador NEMO del complejo IKK, lo cual activa IKK e inhibe
IkB que se encuentra inhibiendo a NF-kB. Esto permite la translocacién de NF-kxB al
nucleo provocando la transcripcién de proteinas incluyendo NLRP3 y pro-IL1B 174, EI ATP
extracelular es un componente de tipo DAMP que induce el ensamblaje de NLRP3
sefalizando a través de los receptores/canales purinérgicos P2X7 presentes en las
membranas celulares. Estos canales son selectivos para cationes monovalentes vy
divalentes (Na*, K*, Ca?*) y su apertura induce el flujo de iones a través de las membranas
plasméticas, donde el Na* y Ca®* entran y el K* sale. Esto provoca que el canal se
ensanche permitiendo el flujo transmembrana de moléculas pequefias hidrofilicas,
como el ATP, con una masa molecular de aproximadamente 900 Da 7>176, El mecanismo
por el cual el ATP induce un cambio conformacional de NLRP3 es todavia objeto de
estudio.

En estos experimentos, DMSO (vehiculo) o NATx0 fueron agregados en conjunto con el
LPS o con el ATP (ver metodologia 6.2). A continuacion, se colectaron los sobrenadantes
celulares para su posterior andlisis (medicion de la liberacién de factores

proinflamatorios y sefiales de dafio) y las células se utilizaron para la evaluacién de la
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viabilidad celular o para el andlisis de la activacion del inflamasoma mediante western
blot.

La viabilidad celular luego de los tratamientos se evalué mediante la técnica
colorimétrica de MTT. El grupo de células que no recibieron tratamiento corresponde al
grupo control en los gréaficos (ver Figuras 7.30 y 7.32) y su valor de absorbancia
representd el 100% de viabilidad. Inicialmente, evaluamos la viabilidad celular y
liberacion de IL-1B cuando NATxO fue aplicado en la primera seiial (Figura 7.30). Luego
del tratamiento con LPS+DMSO/ATP (condicion 0 uM) se puede observar una
disminucion de aproximadamente el 80% de la viabilidad celular, indicando la activacion
de un mecanismo de muerte celular. Cuando NATxO0 fue administrado a concentraciones
crecientes (0-20 uM) junto con el LPS (LPS+NATx0/ATP), no se observé una toxicidad
asociada al compuesto e incluso se evidencid un efecto protector a 10 uM. AUn mas,
cuando evaluamos la liberacion de IL-13 mediante ELISA pudimos observar un aumento
en la concentracion de IL-1B en la condicién con LPS+DMSO/ATP y una disminucion
significativa en presencia de NATx0 a 10 y 20 uM, con un ICso calculado de 8.8 uM (Figura
7.30, grafico de abajo). Siendo que previamente pudimos determinar que NATx0 inhibe
la translocacion nuclear de NF-kB y considerando que la transcripcién de IL-1B es
dependiente de NF-kB, el efecto inhibitorio observado cuando NATxO0 fue aplicado junto
con la primera sefial era esperado. En la condicién de NATx0 20 puM se obtuvo una
concentracién de IL-1B casi de 0 aunque la proteccién celular obtenida no fue

significativa respecto al control con DMSO.
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Figura 7.30. Modulacién del inflamasoma NLRP3 en macréfagos cuando NATxO es aplicado
durante la primera sefial. Grdfico arriba: Porcentaje de viabilidad celular calculado por MTT
luego de la activacion del inflamasoma NLRP3 aplicando NATXO durante la primera sefial. ANOVA
de 1 via con ajuste de Bonferroni (prueba de comparacion multiple): **** < 0.0001. Grdfico
abajo: Concentracion de IL-1B en los sobrenadantes celulares calculada por ELISA luego de la
activacion del inflamasoma NLRP3 aplicando NATxO durante la primera sefial. ANOVA de 1 via
con ajuste de Bonferroni (prueba de comparacién multiple): ***=0.001 0 vs. 10 uM NATx0; ***
0.0002 0 vs. 20 uM NATXO. El control se refiere a células que no recibieron tratamientos, mientras
que la concentracidon 0 uM se refiere a células que recibieron 0.5 % DMSO+LPS/ATP (%DMSO

maximo utilizado en los ensayos). Se realizaron al menos 3 réplicas independientes.

Esto consideramos que puede deberse a un efecto téxico de NATx0 a dicha
concentracién que contrarresta los efectos protectores, provocando una disminucién en

el nimero de células al final del ensayo y por lo tanto provocando una medida de
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concentracién IL-1B mas baja. El efecto de toxicidad de NATx0 aplicado junto con la
primera sefial fue evidenciado cuando se utilizaron concentraciones crecientes de NATx0

superiores a 10 uM (Figura 7.31).

1509

100+

50 A

% Viabilidad celular

S O R 2 2 AP o NATXO gM

LPS + ATP

Figura 7.31. Efecto de la toxicidad de NATx0 a concentraciones superiores a 10 uM cuando es

aplicado durante la primera sefial del inflamasoma. Este experimento fue realizado 1 vez.

Cuando NATxO0 fue administrado en concentraciones crecientes junto con la segunda
sefal (LPS/ATP+NATx0), donde la transcripcion dependiente de NF-kBya fue establecida,
no se observaron efectos protectores en la viabilidad celular ni efectos de toxicidad
asociados al compuesto (Figura 7.32, grafico de arriba). Sin embargo, encontramos una
inhibicidn de la liberacién de IL-1B por parte de NATx0 aun mayor que cuando fue
aplicado en la primera sefial, con un ICsp calculado de 6.1 uM (Figura 7.32, gréfico de
abajo). Estos resultados nos demostraron que NATx0 es capaz de inhibir el inflamasoma
NLRP3 a concentraciones de entre 5 y 10 uM en macréfagos in vitro, inhibiendo la
activacion de NF-kB asi como también el paso de ensamblaje del inflamasoma. Siendo
gue el efecto de NATx0 fue mas pronunciado durante la segunda sefal, incluso siendo
incubado a un tiempo mas corto (ICso 1° sefial: 8.8 uM, 3 h incubacidn vs. ICsp 2° sefial:
6.1 uM, 45 min incubacion) nos propusimos estudiar de qué manera NATx0 es capaz de

modular dichos efectos.
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7.32. Modulacién del inflamasoma NLRP3 en macréfagos cuando NATxO es aplicado durante la
segunda sefal. Grdfico arriba: Porcentaje de viabilidad celular calculado por MTT luego de la
activacion del inflamasoma NLRP3 aplicando NATxO durante la segunda sefial. Grdfico abajo:
Concentracién de IL-1B en los sobrenadantes celulares calculada por ELISA luego de la activacidn
del inflamasoma NLRP3 aplicando NATx0 durante la segunda sefial. ANOVA de 1 via con ajuste
de Bonferroni (prueba de comparacion multiple): *** = 0.0024; **** <0.0001. El control se
refiere a células que no recibieron tratamiento, mientras que la concentracién 0 uM se refiere a
células que recibieron LPS/ATP+0.5 % DMSO (%DMSO maximo utilizado en los ensayos). Se

realizaron al menos 3 réplicas independientes.

Por lo tanto, a continuacidn, para evaluar con mayor detalle el efecto de NATx0 sobre
el ensamblaje del inflamasoma NLRP3, NATxO0 fue agregado siempre en conjunto con

la segunda sefial (LPS/ATP+NATxO0).
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Inicialmente, con el objetivo de estudiar el efecto de otros nitroalquenos en modular el
ensamblaje del inflamasoma NLRP3 en nuestros ensayos, evaluamos la liberacidn de IL-
1B en presencia de LPS/ATP cuando los compuestos 3,4-metilenedioxi-B-nitroestireno
(MNS) y NATxMe fueron incubados junto con la segunda sefial.

El compuesto MNS fue inicialmente descrito como un inhibidor de la agregacidn
plaquetaria, del crecimiento tumoral y de la apoptosis a través de la modulacién de
tirosinas quinasas, fosfatasas y telomerasa /778, En un estudio que evalud una
quimioteca de 160 inhibidores de quinasas demostré que MNS inhibe a la tirosina-
quinasa Syk 9, Siendo que las quinasas tienen un rol protagonista en la traduccion de
sefiales, el rol de Syk se ha evaluado en la activacién del inflamasoma. De hecho, la
participacién de dicha quinasa fue esencial para la activacién del inflamasoma NLRP3 en
células dendriticas activadas con Candida albicans, como respuesta a una infeccién
fungica, aunque no fue esencial para la activacion de NLRP3 mediada por nigericina .
Cuando se estudié el mecanismo de accion de MNS sobre la inhibicion del inflamasoma
NLRP3 se encontré que la quinasa Syk contribuye en la induccidn de la prolL-1b mediada
por LPS pero no es esencial para la inhibicidn del inflamasoma NLRP3 por parte de MNS
180 De hecho, los mismos autores demuestran que MNS se une directamente al dominio
LRR y NACHT de la proteina NLRP3 y suprime la actividad ATPasa de la misma, sugiriendo
una unién especifica a los residuos de cisteina de NLRP3. Esto impediria la
oligomerizacién de NLRP3 y por lo tanto los subsiguientes pasos del ensamblaje del
inflamasoma. La inhibicién de MINS es especifica del inflamasoma NLRP3, no inhibiendo
otros inflamasomas como NLRC4 o AIM2. A su vez, la inhibicién es dependiente del
grupo nitroalgquenilo, potencialmente a través de una reaccion de adicién con los grupos
tiol de las cisteinas en la proteina 8°,

En nuestros ensayos de activacion e inhibicidn del inflamasoma NLRP3 en los macréfagos
THP-1, tanto MNS como NATxMe (nitroalqueno derivado de Trolox previamente descrito

por nuestro grupo) inhibieron con la misma potencia que NATxO0 (Figura 7.33).
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Figura 7.33. Modulacidn del inflamasoma NLRP3 mediada por nitrolaguenos en macréfagos THP-
1. 3,4-metilenedioxi-B-nitroestireno (MNS, estructura representada en grafico) 10 uM, NATxMe
10 uM y NATX0 5 y 10 uM fueron incubados durante la segunda sefial de activacién del
inflamasoma NLRP3 (LPS/ATP+compuestos). Se midié la concentracion de IL-1B en los
sobrenadantes celulares mediante ELISA y se calculd el %IL-1p liberado respecto a la condicién
LPS/ATP+DMSO. El control se refiere a células que no recibieron tratamiento, mientras que la
condicién DMSO se refiere a células que recibieron LPS/ATP+0.1 % DMSO (%DMSO maximo
utilizado en los ensayos). ANOVA de 1 via con ajuste de Bonferroni (prueba de comparacion

multiple): ns > 0.83. El grafico representa 4 réplicas independientes.

En base a los resultados de la Figura 7.33, podriamos esperar que nuestro nitroalqueno
derivado de Trolox presente un mecanismo de accion similar a MNS, posiblemente a
través de la inhibicidn directa de la proteina NLRP3 mediante reacciones de adicion de
Michael con tioles en la proteina. También en funcién de estos resultados podemos
predecir que la posicién del grupo nitroalquenilo en la estructura del Trolox no tiene

efecto en la inhibicién de inflamasoma en estos ensayos (NATxMe vs NATxO0).
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Por otro lado, también evaluamos el efecto de los compuestos sobre la liberacion de IL-
1B cuando son agregados durante la etapa del ensamblaje del inflamasoma, aunque en
este caso antes del ATP (no en conjunto). El objetivo de realizar este ensayo fue evaluar
si en nuestros experimentos existen interacciones entre los nitroalquenos y el ATP
(durante el preparado de las soluciones) que pudieran disminuir el efecto de los
nitroalquenos sobre las proteinas blanco asi como también el efecto del ATP en las
células. De hecho, en el articulo donde se describe el efecto del MNS sobre el
inflamasoma NLRP3, el compuesto no es agregado junto con el ATP sino antes.

Para ello, incubamos los macréfagos THP-1 por 2.5 h con LPS, luego con los compuestos
por 30 min y posteriormente con ATP (en medio fresco) por 30 min (Figura 7.34, barras
negras) y se compard con el procedimiento habitual (compuestos agregados en conjunto
con el ATP, barras grises). La liberacion de IL-1B cuando los compuestos fueron agregados
30 min antes del ATP fue menor respecto a la condicién donde los compuestos se
agregan junto con el ATP, en todos los casos. Los porcentajes presentados sobre las
barras del grafico corresponden al porcentaje de IL-1B detectado en cada condicién
respecto a su control (condiciones DMSO para cada caso). Preliminarmente, podriamos
concluir que existen interacciones entre los nitroalquenos y el ATP que disminuyen el
efecto de los mismos en los macréfagos. Notar también que existe una disminucién
general en la cantidad de IL-1B liberada en el experimento donde los compuestos se

agregan 30 min antes del ATP, posiblemente debida a la menor incubacion con LPS.
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Figura 7.34. Efecto del momento de agregado de los nitroalquenos (comp.) durante el
ensamblaje del inflamasoma NLRP3 en macréfagos THP-1. MINS 10 uM, NATxMe 10 puM y NATxO0
5y 10 uM fueron incubados 30 min antes del ATP (LPS 2.5h/comp. 30 min/ATP 30 min) o junto
con el ATP (LPS/ATP+comp.). Se midio la concentracion de IL-1B en los sobrenadantes celulares
mediante ELISA. Los porcentajes sobre las barras se refieren al porcentaje de IL-1B detectado en
cada condicidn respecto a su 100%. El control se refiere a células que no recibieron tratamiento,
mientras que la condicion DMSO se refiere a células que recibieron 0.1 % DMSO 30 min antes

del ATP o en conjunto con el ATP. Este experimento fue realizado 1 vez.

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos en los ELISA, evaluamos la expresién
proteica de IL-1B y caspasa-1 mediante western blot luego de la activacion e inhibicién
mediada por NATx0 del inflamasoma NLRP3 (Figura 7.35). Para ello, los macréfagos THP-
1 fueron tratados con LPS/ATP+compuestos, luego se obtuvieron los sobrenadantes y las
células fueron recolectadas para su posterior extraccion de proteinas (lisados celulares).
A su vez, se precipitaron las proteinas en los sobrenadantes de manera de detectar IL-13
activa liberada al medio mediante western blot. En la condicién control (Figura 7.35), sin
tratamiento alguno, pudimos observar que no hay expresién constitutiva de la prolL-1
(36 KDa) si habiendo expresion de la pro-caspasa-1 (45 KDa). De hecho, la expresién de
pro-caspasa-1 se detectd de manera similar en todas las condiciones. Este resultado era

esperable ya que se conoce que la expresion de prolL-1B es dependiente de un estimulo
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de NF-kB (en este caso el LPS), mientras que pro-caspasa-1 se encuentra de manera
constitutiva en las células. En la condicion LPS/ATP+DMSO se observé una banda
correspondiente a la prolL-1PB en los lisados celulares y una banda correspondiente a la
IL-1B activa en los sobrenadantes, mientras que en presencia de NATx0 o NATxMe la

banda de IL-18 madura fue practicamente indetectable.
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Figura 7.35. Western blot de prolL-1B, pro-caspasa 1 (p45) e IL-1pB activa luego de la activacion
del inflamasoma NLRP3. Los compuestos DMSO, NATx0 o NATxMe fueron aplicados durante la
segunda senal. El control se refiere a células que no recibieron tratamiento alguno, mientras que
DMSO se refiere a células que recibieron LPS/ATP+0.1 % DMSO. Blot representativo de 2

experimentos independientes.

Posteriormente, nos propusimos ahondar sobre el efecto de NATx0 sobre el ensamblaje
del inflamasoma. Como se ha mencionado previamente, la segunda senal provoca la
oligomerizacién de NLRP3 y de la proteina adaptadora de 22 KDa ASC, la cual a través de
su dominio C-terminal permite la unién de pro-caspasa-1 provocando su activacion 82,
Las propiedades tipo pridnicas de ASC son responsables de la formacion de grandes
agregados fibrilares conocidos como “specks” formados por dimeros de ASC. La
oligomerizacién de ASC genera una multitud de sitios de unién para caspasa-1 actuando
como un mecanismo de amplificaciéon de la sefal para la produccién de la citoquinas

especificas de inflamasoma 83184 Por lo tanto, la oligomerizacién de ASC es una

evidencia directa de la activacién del inflamasoma y puede ser evidenciada mediante
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western blot 184185 Para realizar estos experimentos, macréfagos THP-1 fueron tratados
con LPS/ATP+NATxXO0 y a continuacion se les agregd formaldehido, de manera de “fijar”
las interacciones entre proteinas en las células (la técnica se conoce como cross-linking
en inglés). En este sentido, el formaldehido se ha utilizado por décadas para detectar
estructuras macromoleculares y se utiliza de manera rutinaria para la deteccion de
interacciones proteina-ADN y proteina-proteina . El formaldehido penetra facilmente
a las células y reacciona inicialmente con un nucledfilo presente en la biomolécula
(comunmente un grupo amino en un residuo de lisina) formando una imina o base de
Schiff, la cual luego reacciona con un segundo nucledfilo presente en la misma u otra
proteina dando por resultado el producto de cross-linking *®7. Para delimitar la
reactividad del formaldehido a un intervalo de tiempo, a continuacién se agrega un
exceso de una molécula reactiva pequena, tipicamente glicina o Tris (conocidos como
“quenchers” en inglés) los cuales reaccionan con el formaldehido libre ¥, Luego se
procedid con los pasos habituales para la obtencion de las muestras para SDS-PAGE,
excepto que las muestras no se calientan ya que el calor puede revertir la reaccién de
entrecruzamiento. En la Figura 7.36, se presenta un western blot para ASC de los lisados
celulares con el procedimiento de entrecruzamiento, donde se pueden observar los
mondmeros de ASC en las tres condiciones ensayadas (banda correspondiente a 24 KDa)
con una expresion levemente mayor en la condiciéon con NATx0 10 uM. A su vez, la banda
correspondiente al dimero de ASC en 48 KDa se observa disminuida respecto a la
condicién con DMSO y no se observa en el control sin tratamiento. Por arriba de la banda
correspondiente al dimero se encontrarian los oligdmeros (72 KDa, 96 KDa, etc) aunque
no se evidenciaron de manera clara en nuestro blots, posiblemente por el método de
fijacidn. Este resultado indica que NATxO0 inhibe parcialmente la oligomerizacion de ASC,
por lo tanto su mecanismo de accion podria ser directamente interactuando con ASC y/o
mediante interacciones con proteinas “por arriba” de ASC en la via de activacion del
inflamasoma. Siendo que el efecto de inhibicion de NATx0 10 uM en la liberacién de IL-
1B parece ser mas exacerbado que el efecto sobre los dimeros de ASC (Figura 7.32 vs.
Figura 7.36), la interaccion de NATx0 con mds de una proteina en la etapa de ensamblaje

parece mas probable.
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Figura 7.36. Western blot de ASC luego de la activacién del inflamasoma en macréfagos THP-1.
NATxO0 fue aplicado junto con la segunda sefial. Las células fueron tratadas con formaldehido al
16% (“crosslinking”) para la detecciéon de los oligdmeros de ASC. Se puede observar la banda
correspondiente a los mondmeros de ASC en 24 kDa, la banda correspondiente a los dimeros en
48 kDa y la/s banda/s que corresponderian a oligdmeros por arriba de 70 kDa. El control se
refiere a células que no recibieron tratamiento alguno, mientras que la condicion DMSO se
refiere a células que recibieron LPS/ATP+0.1 % DMSO. Blot representativo de 2 réplicas

independientes.

Otra consecuencia de la activacién de NLRP3 es la formacidn de agregados perinucleares
de filamentos de ASC en las células, denominados en inglés “specks”. Estos agregados o
“specks” pueden ser internalizados por otras células provocando la internalizacién de
caspasa-1 en las mismas. Esto sugiere que la activacidon de inflamasomas propaga la
inflamacién de célula a célula.

La produccién de “specks” en los sitios de inflamacién produce serias implicancias en
enfermedades relacionadas a la inflamacién. Los grandes agregados de ASC son muy
estables, resistentes a proteasas y pueden ser observados dentro y fuera de las células

presentando diametros de entre 1-2 um. Su liberacidn al medio extracelular, luego de la
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induccion de la piroptosis, provoca la oligomerizacion de ASC soluble en otras células
amplificando la sefial de dafio por todo el organismo (caracteristicas tipicas pridnicas).
De hecho, se ha demostrado en ratones que la inyeccion de “specks” in vivo es un factor
desencadenante de propagacion de la inflamacion %18, Para la formacién del agregado,
ASC se remueve completamente del citoplasma, formandose lo que se puede observar
mediante inmunofluorescencia como un punto perinuclear en la célula®®,

En este sentido, nos propusimos detectar los “specks” de ASC mediante microscopia de
fluorescencia en los macrofagos THP-1 luego del tratamiento con LPS/ATP+NATxO.
Posteriormente, realizamos una inmunofluorescencia para ASC utilizando un anticuerpo
primario anti-ASC y un anticuerpo secundario conjugado con Alexa-Fldor 633 (ASC en
verde, Nucleos tefiidos con DAPI en azul; Figura 7.37). Luego de la activacién del
inflamasoma (condicién LPS/ATP+DMSO), pudimos detectar un aumento significativo de
la presencia de agregados de ASC en las células respecto a las células que no recibieron
tratamiento. Los agregados o “specks” se pueden visualizar como puntos brillantes en
verde ubicados mayormente cerca de los nucleos. Cuando las células fueron tratadas con
NATx0 10 uM en conjunto con la segunda sefial, se observd una disminucidn significativa
de dichos agregados y una mayor distribucién citosdlica de ASC (Figura 7.37). Estos
resultados nuevamente nos indican que NATx0 posee un efecto parcialmente inhibitorio

sobre la oligomerizacion de ASC.
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Figura 7.37. Deteccidn de “specks” de ASC por microscopia de fluorescencia en macréfagos THP-
1 luego de la activacion del inflamasoma. NATxO0 es aplicado en la segunda sefial. Se muestran
campos representativos de las imagenes obtenidas para cada caso (ASC: verde, Nucleos: azul).
Los “specks” son denotados con flechas. Se calcula y grafica el porcentaje de formacion de specks
de ASC en funcién de las células positivas para ASC. ANOVA de 1 via con ajuste de Bonferroni
(prueba de comparacion multiple): **** <0.0001; ** = 0.0087. El control se refiere a células que

no recibieron tratamiento. El experimento representa 2 réplicas independientes.

Como consecuencia de la activacion del inflamasoma se induce un tipo de muerte celular
denominada piroptosis. La piroptosis es una muerte programada dependiente de
caspasa-1 morfoldgica y funcionalmente distinta a la apoptosis, que se caracteriza por
presentar hinchazén celular, ruptura de membrana y liberacion de mediadores
inflamatorios. A su vez, se diferencia de la necrosis por ser dependiente de caspasa-1. La
deteccidn de la piroptosis in vitro puede realizarse determinando la liberacién de la
enzima glicolitica lactato deshidrogenasa (LDH). La LDH liberada en los medios celulares
puede ser cuantificada a través de una reaccidén enzimatica acoplada, donde LDH cataliza
la conversion de lactato a piruvato reduciendo NAD+ a NADH, el cual es cofactor de la
diaforasa que reduce una sal de tetrazolio a un producto formazano rojo que se detecta
en espectrofotometro a 490 nm '%°. La formacién del producto formazano es

directamente proporcional a la cantidad de LDH presente en los medios*®*.
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En este sentido, realizamos la medicion de LDH en los medios celulares luego del
tratamiento con LPS/ATP+NATX0 en macréfagos THP-1 haciendo uso de un kit comercial
(Figura 7.38). Como se puede observar en la Figura 7.38, el tratamiento con
LPS/ATP+DMSO aumenta significativamente la liberacion de LDH a los medios y
disminuye de manera significativa y dosis-dependiente en presencia de NATx0. Este
resultado representa una medida indirecta de la inhibiciéon del inflamasoma NLRP3

mediada por NATxO.
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Figura 7.38. Liberacién de LDH (lactato deshidrogenasa) en los medios celulares luego de la
activacion del inflamasoma NLRP3 en macréfagos THP-1. NATxO es aplicado en la segunda seiial.
Se calcula el porcentaje de liberacion de LDH en los medios respecto a la condicién
LPS/ATP+DMSO (100%) utilizando un kit comercial (Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit). El control
se refiere a células que no recibieron tratamiento. ANOVA de 1 via con ajuste de Bonferroni

(prueba de comparacion multiple): *** = 0.0002; ** = 0.0098.

En la siguiente seccién, estudiaremos los efectos biolégicos de NATxO in vivo,
inicialmente evaluando su capacidad antiinflamatoria en dos modelos de inflamacién
aguda y finalmente en un modelo de obesidad inducida por dietas ricas en grasas en el

cual se desarrolla inflamacion cronica.
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7.4 Evaluacion de los efectos bioldgicos de NATxO0 in vivo.

7.4.1 Estudio de la capacidad antiinflamatoria de NATx0 en un modelo de inflamacién

aguda inducida por daino en pez cebra.

Con el objetivo de evaluar las propiedades antiinflamatorias in vivo de NATxXO,
inicialmente utilizamos un modelo de inflamacidn aguda en pez cebra (Danio rerio).

El uso de estos animales presenta importantes ventajas respecto a los mamiferos
vertebrados mas utilizados, como son el ratén y la rata. Los peces cebra son animales
vertebrados que presentan tiempos generacionales cortos, alta tasa de fecundidad, bajo
costo, brindan la posibilidad de trabajar con grandes nimeros y presentan alta similitud
gendmica y molecular con otros vertebrados, incluyendo los humanos %193, Con el
genoma completamente secuenciado, se han desarrollado una cantidad de lineas
transgénicas o mutantes de pez cebra asi como también modelos para estudiar
enfermedades humanas en diversas areas de la investigacion biomédica, incluyendo
inmunologia, toxicologia, cdncer, enfermedades metabdlicas y mds 241>, Ademas, son
muy utilizados para evaluar la toxicidad de nuevos farmacos mediante ensayos de
toxicidad estandarizados, siendo el mas utilizado el FET (Fish Embryo Acute Toxicity Test)
1% Una gran ventaja de estos peces es que los embriones y las larvas son dpticamente
transparentes durante los estadios iniciales del desarrollo, lo cual permite observar in
vivo de manera temporal procesos celulares mediante microscopia dptica de campo

claro o incluso de fluorescencia (Figura 7.39) *7.
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Figura 7.39. Principales etapas del desarrollo del pez cebra.

En este sentido, el pez cebra es una herramienta muy eficiente para el estudio de

mecanismos relacionados a la inflamacion asi como también para el descubrimiento de
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nuevos farmacos antiinflamatorios 1°2. El sistema inmune del pez cebra es muy similar al
de los humanos, apareciendo inicialmente el sistema innato, donde los macréfagos
pueden ser visualizados 15 horas post-fertilizacion (hpf) y los neutrofilos entre 18-48 hpf.
Sus neutréfilos se asemejan a los neutréfilos humanos ya que ambos poseen nucleos
segmentados en varios l|ébulos y granulos citoplasmaticos con expresién de
mieloperoxidasa (MPO), caracteristica Unica de los neutrdfilos 1°21%8, Posteriormente, se
desarrolla el sistema inmune adaptativo que también presenta caracteristicas
conservadas como el desarrollo del timo y de los linfocitos B y T. La maduracion del
sistema adaptativo se completa entre las 3-4 semanas después de la fertilizacién, lo cual
permite estudiar el sistema inmune innato de manera independiente al adaptativo.
Junto con esto, la respuesta inflamatoria también se encuentra conservada en el pez
cebra validando su uso como un modelo eficaz para el estudio de nuevos farmacos
antiinflamatorios 192199200,

En esta tesis, utilizamos una linea de pez cebra transgénica, descrita por Renshaw y col.
en el 2006, la cual expresa la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el promotor de la
mieloperoxidasa, proteina especifica de neutréfilos 2°1, Esta linea permite visualizar in
vivo el comportamiento de los neutrdfilos en las larvas transparentes mediante técnicas
de fluorescencia. En este sentido, los mismos autores describieron un modelo de
induccion de daiio que permite hacer un seguimiento temporal de la resolucién de la
inflamacién utilizando la linea transgénica Tg(mpx:GFP). En este modelo, se realiza un
corte (con bisturi estéril) en la cola de larvas anestesiadas de 3 a 5 dias post-fertilizacion
(dpf) y se observa el reclutamiento de los neutrdfilos al sitio de dafio, lo cual es
principalmente a través de la circulacidn 2°%. Los autores observaron el reclutamiento de
neutrofilos dentro de 6 a 12 h luego del dafio, seguido de una fase de resolucién de la
inflamacién completada dentro de las 24 h. La resolucién es un proceso altamente
regulado que permite mantener la homeostasis del tejido; de lo contrario la inflamacién
puede convertirse en una respuesta crénica persistente por un largo periodo de tiempo,
lo cual se asocia con el desarrollo de diferentes patologias '*°. Uno de los mecanismos
fundamentales de la resolucion es la eliminacién rapida de los neutrofilos en el tejido
danado, evitando mayor dafio por la liberacién de granulos téxicos de los neutroéfilos
persistentes. Esto se logra mediante la induccion de apoptosis o mediante la migracién

reversa de los neutroéfilos 290,
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Para realizar estos experimentos, inicialmente se ajustd la dosis de los compuestos a
utilizar de manera de no ocasionar toxicidad en las larvas. De esta manera, se determind
gue dosis superiores a 1 uM de NATx0 presentaban toxicidad.

En nuestros experimentos, larvas Tg(mpx:GFP) de 3 dpf fueron pretratadas con vehiculo,
NATx0, Trolox o Ibuprofeno por 2 h. Posteriormente, las larvas se anestesiaron y se

realizd un corte con bisturi en la aleta caudal, tal como se muestra en la Figura 7.40.

Figura 7.40. Imagen de contraste de fases de una larva de pez cebra luego del corte transversal

(sefialado por flecha) generado en la aleta caudal en nuestro laboratorio.

A continuacion, las larvas fueron incubadas por 4 h con los compuestos (preparados
frescos) y fijadas con paraformaldehido. Al dia siguiente, se realizd una
inmunohistoquimica de cuerpo entero utilizando un anticuerpo anti-GFP y un anticuerpo
secundario Alexa-Fluor 488. Si bien esta linea fue construida para la expresion de GFP en
los neutrdfilos, en nuestros experimentos utilizamos un anticuerpo para GFP de manera
de aumentar la sefial. Luego las larvas se montaron, se adquirieron imagenes en
microscopio de epifluorescencia y se cuantificaron los neutréfilos reclutados al sitio de
dafio en una region definida (ROI) utilizando el programa Imagel (Figura 7.41A).

Cuando las larvas fueron tratadas con el vehiculo (DMSOQ), se observé un reclutamiento
de neutrdfilos al sitio de dafio, el cual fue modestamente inhibido por la presencia del
antiinflamatorio no esteroideo convencional, Ibuprofeno (Figura 7.41 B y C). Este
resultado coincide con los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo en
experimentos realizados por otro investigador 2°. Notar que si bien la ventana de tiempo
realizada en estos ensayos es menor al tiempo previamente descrito para el
reclutamiento de neutrdfilos (6-12 h), de todos modos detectamos una cantidad

significativa de neutréfilos en el sitio de dafo en un tiempo de experimentacion total
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mas adecuado. Cuando las larvas fueron tratadas con el precursor de NATx0, Trolox,
utilizando las dosis 2 y 4 UM no se observaron diferencias significativas en la cantidad
de neutrofilos reclutados al ROI, respecto al grupo que recibié el vehiculo (Figura 7.41C).
Por ultimo, cuando las larvas fueron tratadas con NATx0 0.2 y 0.5 pM, concentraciones

ampliamente menores que lIbuprofeno o Trolox, se pudo constatar una disminucién

estadisticamente significativa para ambas dosis, respecto al control DMSO (Figura

7.41C).
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Figura 7.41. Determinacion del nimero de neutroéfilos reclutados al sitio de lesién en larvas de

zebrafish transgénicas que expresan GFP a nivel de los neutrofilos (mpx:GFP), pretratadas con
DMSO o Ibuprofeno o Trolox o NATxO0. A: diagrama del experimento; B: imagenes representativas
obtenidas en microscopio de fluorescencia, correspondientes a las condiciones con DMSO,
NATx0 0.2 uM y NATx0 0.5 uM; C: cuantificacidon de los neutrofilos reclutados al sitio de lesion
en el ROI definido. ANOVA de 1 via con ajuste de Bonferroni (prueba de comparacion multiple):
* = 0.0487; DMSO vs Tx 2 UM ns = 0.992; DMSO vs Tx 4 UM ns = 0.844; **** < (0.0001; **** <

0.0001. El gréfico representa 3 réplicas independientes.
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Por lo tanto, NATX0 provoca una inhibicién significativa del reclutamiento de neutroéfilos
al sitio de lesiéon, aunque dicha inhibicién no es total. Esto podria representar una ventaja
ya que inhibir completamente la respuesta inflamatoria frente a un dafio o infeccién no
es deseable sino controlar la respuesta cuando el organismo no logra mantener la
homeostasis. En este sentido, seria también interesante estudiar el efecto de NATx0
sobre la migracion reversa de neutréfilos durante el periodo de resolucién de la

inflamacion.

7.4.2 Estudio de la capacidad antiinflamatoria de NATx0 en un modelo de inflamacién

aguda inducida por LPS en ratén.

En los estudios in vitro pudimos determinar un efecto antiinflamatorio de NATxO en los
ensayos de activacién en macrdéfagos mediado, en parte, por la inhibicion del
inflamasoma NLRP3. En este sentido, nos propusimos evaluar la capacidad de NATx0 de
inhibir NLRP3 in vivo en un modelo previamente descrito de inflamacidn aguda inducida
por LPS en ratén 292, La induccion de IL-1B por la inyeccidn de LPS intraperitoneal (i.p) se
ha descrito como dependiente de NLRP3, ya que la produccion de IL-1B es
significativamente menor en ratones Nirp3”/- que en ratones normales luego del estimulo
de LPS 2%, A su vez, el estimulo de LPS es suficiente para la produccién de IL-1PB in vivo.
De hecho, el modelo de dos sefiales de activacion del inflamasoma descrito en
macréfagos no ha sido observado en monocitos circulantes, los cuales requieren
Unicamente el estimulo TLR para la liberacién de IL-1B. Esto puede ser explicado como
una adaptacién de cada tipo celular a su respectivo ambiente. En el caso de los
monocitos circulantes en sangre, deben responder rapidamente a cualquier sefial de
dano, especialmente de origen microbiano, ya que se encuentran en un ambiente libre
de patégenos. Sin embargo, los macréfagos estan confinados en ambientes expuestos
de manera constante a estimulos microbianos (espacio alveolar, superficie de las
mucosas, etc), por lo que una segunda sefial para producir IL-1B parece ser necesaria
para controlar su respuesta. Esta segunda sefial podria estar presente en los sitios de
infeccion, de trauma o necrosis 2%4. De esta manera, la liberacién de IL-1B en respuesta

al LPS por parte del sistema inmune innato puede estar mediada por las diferentes
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células en la primera linea de defensa.

Ratones C57BL/6J fueron pre-tratados con NATX0 o DMSO por 1h y luego con LPS
durante 2h. Posteriormente, se midieron los niveles mediante ELISA de IL-1 producidos
tanto en plasma como dentro de la cavidad peritoneal (Figura 7.42). La cavidad
peritoneal contiene células del sistema inmune, incluyendo macréfagos y linfocitos By
T. De hecho, realizamos un protocolo que involucra un lavado peritoneal con PBS (bajo
anestesia) que ha sido descrito para el aislamiento de células del sistema inmune,
especialmente macréfagos, por lo tanto la medida de IL-1B podria reflejar de manera
directa la respuesta de los macrofagos in situ asi como también de macréfagos
infiltrantes 205206,

Como se puede observar en la Figura 7.42, los niveles de IL-1B en plasma y peritoneo
aumentaron significativamente con el estimulo de LPS respecto al control (DMSO+PBS

vs DMSO+LPS).
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Figura 7.42. Liberacion de IL-1B en plasma y peritoneo de ratones inyectados via i.p con LPS
luego de un pre-tratamiento con NATx0 o DMSO. Ratones C57BL/6 fueron pre-tratados con 20
mg/mL NATx0 o DMSO 1h antes de la inyeccién de 10 mg/mL LPS (E. coli) o PBS. Luego de 2h, los
ratones fueron sacrificados y se midieron los niveles de IL-1B en suero y en la cavidad peritoneal
por ELISA. Se muestra un esquema que resume el ensayo. ANOVA de 1 via con ajuste de
Bonferroni (prueba de comparacion multiple): *** <0.0001; **** <0.0001; ** = 0.0004. Graficos

representan dos experimentos independientes, realizados con 2 o 3 animales por condicidn.
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Cuando los ratones fueron pre-tratados con NATx0 se observé una disminucidn
importante en la cantidad de IL-1B detectada en ambos fluidos respecto al control
(DMSO+LPS vs NATxO0+LPS, Figura 7.42). Notar también que se incluyé un grupo de
animales que fue administrado con NATx0+PBS de manera de determinar que el
compuesto no genera una respuesta inflamatoria per se. Estos resultados nos indican
gue NATxXO0 es activo in vivo, logrando reducir ampliamente la respuesta aguda generada

por un estimulo de LPS tanto in situ (peritoneo) como a nivel sistémico.

7.4.3 Evaluacion de los efectos de NATx0 en un modelo de ratén con obesidad y

resistencia a la insulina inducida por dietas ricas en grasas.

La respuesta inflamatoria es critica para la supervivencia de todas las especies durante
cualquier infeccidn o injuria. Sin embargo, hoy en dia se sabe que existen factores de
riesgo sociales y ambientales relacionados a estilos de vida poco saludables, que pueden
promover una inflamacidn crénica sistémica desregulada, responsable del desarrollo de
las principales enfermedades no transmisibles ©. Durante la obesidad, uno de los
principales factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares y definida
recientemente como una enfermedad per se, existe una inflamacién auto-dirigida
perpetuada a nivel del tejido adiposo que genera la expresion crénica de factores
proinflamatorios, directamente relacionados con la resistencia a la insulina y diabetes de
tipo 2. Aunque la obesidad puede ser prevenible a través de la promocién y adopcién de
estilos de vida mas saludables, una vez que el fenotipo de obesidad se ha establecido,
es altamente dificultoso de revertir modificando el estilo de vida. Esto afirma la
necesidad de encontrar nuevas estrategias farmacoldgicas que permitan la prevenciéony

el tratamiento de la obesidad y sus comorbilidades.

En el afio 1993, Spiegelman y colaboradores describieron por primera vez la relacion
directa que existe entre la inflamacién, la obesidad y resistencia a la insulina,
demostrando que en el tejido adiposo de animales obesos existe una mayor expresion
de TNF-a 29, Posteriormente, los mismos autores demostraron que la fosforilacién de

las serinas en IRS1 por parte de TNF-a promueve el desarrollo de resistencia a la insulina
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83,208,209 |3 misma relacidn fue encontrada en pacientes obesos donde la expresion de

TNF-a en tejido adiposo se encontré aumentada respecto a personas normopeso 2%0. La
activacion de NF-kB se ha encontrado aumentada en diferentes tejidos durante la
obesidad, especialmente en el tejido adiposo, y su activacidon es mediada a través de la
presencia de citoquinas, acidos grasos saturados, DAMPs y la proteina 1 del grupo alta
movilidad (HMGB1) liberados de células dafiadas. La expresiéon de NF-kB contribuye a la
resistencia a la insulina a través de la fosforilacién inhibitoria de IRS-1 o IR 21, Otras vias
de senalizacion intracelular se encuentran activadas durante la obesidad, entre ellas las
vias de JNK, MAPK, PKC, STAT1 y STAT3, todas induciendo resistencia a la insulina a través
de interacciones inhibitorias o de degradacién de IRS o IR 213212 E| reclutamiento de
células del sistema inmune tanto innato como adaptativo es encontrado en etapas
tempranas del desarrollo de la obesidad incluyendo macréfagos, neutrdfilos, células Ty
B, las cuales contribuyen al estado inflamatorio crénico. Ademas, se ha demostrado un
rol fundamental del inflamasoma NLRP3 en censar sefales de dafio asociadas a la

obesidad, contribuyendo significativamente en el desarrollo de resistencia a la insulina

119

En este sentido, diferentes estrategias se han desarrollado para el tratamiento de
enfermedades metabdlicas a través de la modulacidn de la inflamacién crénica en
pacientes. Por ejemplo, se ha descrito el uso de anticuerpos inhibitorios contra TNF-a en
pacientes que presentan dichas enfermedades, encontrandose resultados variables,
algunos presentando leves mejoras en la sensibilidad a la insulina y glicemia, mientras
que otros no presentaron ningun efecto 23, En un estudio de meta-analisis se demostrd
gue mediante el tratamiento con anticuerpos contra TNF-a se redujo el riesgo de
desarrollar diabetes de tipo 2, aunque es necesario realizar ensayos clinicos a mayor
escala. Los resultados de estos ensayos podrian indicar que TNF-a es un factor mas
relevante en el desarrollo de resistencia a la insulina en ratones que en humanos y/o que
los anticuerpos contra dicha citoquina no penetran lo suficiente en el tejido adiposo 2*3.
Resultados mds prometedores se han encontrado mediante el uso de un anticuerpo que
bloquea el receptor de IL-1B (Anakinra) o del anticuerpo Canakinumab, el cual bloquea
IL-1B, los cuales han demostrado efectos leves pero consistentes en disminuir los niveles

de glicemia y de hemoglobina glicosilada (HbA1c1) 116214  Sin embargo, los efectos
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beneficiosos se han atribuido al aumento en la secrecién de insulina y en la funcién de
las células B, en lugar de mejorar la resistencia a la insulina. Estos resultados podrian
significar que IL-1B presenta un rol en la deficiencia de las células B generada durante la
diabetes de tipo 2, en lugar de estar implicada en el desarrollo de resistencia a la insulina.
En otros estudios se han encontrado ciertos efectos secundarios indeseados asociados
a infecciones, aunque se encontraron reducciones significativas en los eventos
cardiovasculares en pacientes tratados con Canakinumab, demostrando el potencial uso
de estrategias antiinflamatorias para la aterosclerosis 2!°. También se ha descrito el uso
de moléculas pequefias sintéticas con propiedades antiinflamatorias 2°?, de fairmacos
antiinflamatorios ancestrales, como el salicilato 2'¢27, y también se ha estudiado el
efecto antiinflamatorio de farmacos que se utilizan ampliamente para el tratamiento de
la diabetes de tipo 2. Tal es el caso de la gliburida y la metformina utilizados desde la
década de 1990 para el tratamiento de dicha patologia. La gliburida, por ejemplo, ha
demostrado que es capaz de inhibir la activacion del inflamasoma NLRP3 in vivo,
mientras que la metformina reduce la polarizacién de macréfagos al fenotipo M1 en el

tejido adiposo de ratones obesos y aumenta la polarizacién hacia el fenotipo M2 67115218,

Considerando los resultados previamente obtenidos en los diferentes ensayos in vitro e
in vivo que demostraron la capacidad antiinflamatoria de NATx0, nos propusimos evaluar
su efecto en un modelo murino que desarrolla obesidad y resistencia a la insulina en
ratones C57BL/6J inducido por dietas ricas en grasas 219221,

Este modelo fue inicialmente descrito por Surwit y colaboradores en 1988 y presenta
varias ventajas respecto a otros modelos 222223, Los animales ganan de peso y generan
una hiperglicemia estable en el tiempo con incremento de manera progresiva de la
insulina circulante, indicando un aumento progresivo de la resistencia a la insulina 224,
Esto no sucede con otras cepas de ratones que ganan peso pero no generan resistencia
a la insulina 23, A su vez, es un modelo que permite hacer una traslacién directa con el
humano ya que la patologia se genera Unicamente con la dieta, a diferencia de otros
modelos que son basados en mutaciones monogénicas en la via de sefalizacion de la

leptina (ratones ob/ob y db/db) o en la destrucciéon quimica de las células beta

pancredticas, los cuales presentan menor relevancia desde el punto de vista clinico 224,
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Los ratones de la cepa C57BL/6J estan propensos a desarrollar obesidad cuando son
alimentados con dietas ricas en grasas. Hemos observado en nuestro laboratorio que la
ganancia de peso de ratones alimentados con dietas ricas en grasas aumenta de manera
estadisticamente significativa en comparacién a ratones alimentados con dietas
normales, incluso desde los 3 dias de iniciada la dieta 2%. Este rapido aumento en el peso
de los ratones ha sido descrito también por otros autores y esta acompanado de
evidencias de inflamacién en el tejido adiposo 227228, En nuestros ensayos, utilizamos
una dieta que contiene 42% de grasas (con 0.25% colesterol), a diferencia de una dieta
normal que presenta 10% de grasas (normal chow diet), y se asemeja en proporcién
lipidica a una dieta tipica americana o europea donde las grasas corresponden al 36-40%
de la energia consumida por la dieta ?%°. La alta cantidad de acidos grasos saturados
presentes en la dieta, como el dcido palmitico, induce inflamacién mediante la expresién
de mediadores pro-inflamatorios en adipocitos y macréfagos, a través de la interaccién

con TLR4/2 activando NF-kB, JNK y NLRP3 121,230,231

En este contexto, en el presente ensayo, nos propusimos evaluar la capacidad de NATx0
de reducir la resistencia a la insulina generada en los ratones alimentados con dietas
ricas en grasas, inhibiendo/reduciendo la respuesta inflamatoria desarrollada durante
el transcurso de la obesidad.

Para ello, se generaron al azar 2 grupos de ratones C57BL/6J (n=4/NATx0; n=5/vehiculo;
6 meses de edad) los cuales fueron administrados con vehiculo o NATx0, de la siguiente

manera:

Vehiculo ND+HFD Sonda oro-gastrica
(CMC/Tween 1%)
150 mg/kg ND+HFD Sonda oro-gastrica

Ambos grupos fueron administrados por via oral (lunes a viernes) utilizando sondas
orogastricas de pldastico, las cuales son minimamente invasivas. La dosis del compuesto
fue seleccionada en base a otros nitroalquenos previamente descritos y preparada de
acuerdo a los pesos promedio semanales del grupo, utilizando un vehiculo con

carboximetilcelulosa (CMC) y Tween 80 al 1% %’. Este vehiculo fue seleccionado en base
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a experiencia previa del laboratorio demostrando ser inocuo y que permite disolver una
gran bateria de compuestos.

Al comienzo del ensayo los animales fueron alimentados con dieta normal (ND) por 4
semanas en conjunto con la administracién del vehiculo o NATx0 (Esquema 7.1). El
objetivo de esto fue, por un lado, descartar posibles efectos toxicos de NATxO0, y por otro
lado, activar las posibles vias de sefalizacién protectoras relacionadas a los
nitroalquenos, antes de comenzar la dieta rica en grasas >4, A continuacidn, los
ratones fueron alimentados con dietas ricas en grasas (HFD) por 11 semanas mas, en
conjunto con la administracidon del compuesto o vehiculo (Esquema 7.1).

Curso temporal del experimento

Basal 4semennND

11 semen HFD

+ Administracicn Punte final

Esquema 7.1. Diagrama del experimento ensayado para evaluar el efecto de NATxO durante la

obesidad y resistencia a la insulina inducida por dietas ricas en grasas en ratones.

Durante todo el ensayo, se evaluaron principalmente tres paradmetros: control del peso
de los animales, medicion de las glicemias en ayuno y control de la tolerancia a la

glucosa ensayada mediante el test de tolerancia a la glucosa (GTT).

Durante el transcurso del experimento, no se observaron diferencias significativas en los
pesos entre el grupo administrado con NATx0 en comparacién al grupo control. Como
era esperado, luego de 1 semana de iniciada la dieta HFD, los ratones aumentaron de
peso de manera significativa en cada grupo respecto a su peso previo, incrementando el

peso de manera constante durante todo el experimento (Figura 7.43).
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Figura 7.43. Evolucidn de los pesos de los ratones en el transcurso del ensayo. Test de student

no pareado de dos colas: Sem. 4 vs sem. 5: NATxO0 **=0.0047; Vehiculo *= 0.0130.

Con el objetivo de determinar posibles efectos téxicos de NATxO0, realizamos la medida
de diferentes parametros metabdlicos utilizando cajas metabdlicas. Esto se realizé luego
de 3 semanas de administracion mientras los animales se encontraban en dieta normal,
encontrandose que no hay diferencias entre los grupos (Figura 7.44A). También se
analizé la proteinuria (presencia de proteinas en la orina), la cual puede indicar lesién
renal, tampoco encontrandose alterada en comparacién al grupo control (Figura 7.44B).
Por ultimo, no se detecto presencia de albumina en las orinas luego del analisis mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida, en ningun caso (Figura 7.44C).
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Figura 7.44 A. Registro de las cajas metabdlicas luego de 3 semanas de administracion del
compuesto; B. Proteinuria en 24h; C. Gel de poliacrilamida para la deteccién de albumina en las

muestras de orina (Peso de la albumina: 67 KDa).

Como se mencionaba previamente, se realizé el seguimiento de los niveles de glucosa
sanguinea en ayuno durante el transcurso del experimento, de manera de determinar el
desarrollo de la hiperglicemia en los ratones. Para ello, los ratones fueron puestos en
ayuno toda la noche y al dia siguiente se les midié la glicemia (con glucémetro) a partir
de la extraccién de una gota de sangre de la vena de cola. Las glicemias basales antes de
comenzar la dieta medidas al comienzo del ensayo fueron aproximadamente 75 mg/dl
para ambos grupos, lo cual es una medida normal luego de varias horas de ayuno (Figura
7.45). Luego de introducida la dieta HFD, las glicemias aumentaron en ambos grupos de
manera progresiva en el tiempo, encontrandose una tendencia a la baja en los animales
administrados con NATx0 en comparacion al grupo vehiculo (Figura 7.45), la cual no
demostrod ser estadisticamente significativa, como se puede observar en el inserto del
grafico de la Figura 7.45. En dicho inserto, se grafican las areas bajo la curva (AUC)
obtenidas para las curvas correspondientes a la evolucidn de las glicemias en el tiempo
para cada grupo, lo cual permite analizar e interpretar todos los puntos de la curva al

mismo tiempo 232,
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Figura 7.45. Evolucidn de las glicemias en los grupos de ratones tratados con vehiculo o NATx0
durante el transcurso del ensayo. Se grafican las areas bajo la curva (AUC) de la evolucidn de las

glicemias en el tiempo para cada grupo. Test de student no pareado de dos colas: ns=0.139.

Sin embargo, se pudo constatar un aumento estadisticamente significativo de las
glicemias en el grupo vehiculo luego de 8 semanas de administracion de la dieta HFD, en
comparacion a las glicemias basales medidas antes de comenzar la dieta, demostrando

el desarrollo de hiperglicemia esperado en el modelo (Figura 7.46).
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Figura 7.46. Medidas de glicemias en el grupo que fue administrado con vehiculo durante el

transcurso del ensayo. Test de student no pareado de dos colas: **=0.0013.

Si bien la medida de la glicemia en ayuno puede brindar informacién valiosa respecto a
la homeostasis de la glucosa en los animales, la tolerancia a la glucosa se estudia
comunmente mediante un ensayo denominado GTT (“glucose tolerance test”). Este

ensayo permite observar los cambios en la concentraciéon de la glucosa sanguinea
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durante un periodo de tiempo luego de la administracion de un bolo de glucosa 232. De
este modo, la subida y bajada de la glucosa sanguinea luego de la administracion de
glucosa genera una “curva de tolerancia”, que es una medida de la eficiencia de los
mecanismos que regulan la concentracion de glucosa en la sangre. Esta respuesta puede
estar directamente relacionada con la sensibilidad a la insulina en los érganos
periféricos, principalmente en musculo, promoviendo la captacion de glucosa en dichos
drganos e inhibiendo su liberacidn en el higado. La liberacidn de la insulina también
puede estar alterada cuando existe disfuncidn de las células B pancreaticas durante la
diabetes de tipo 2. La glucosa a su vez tiene la habilidad per se de estimular su captacién
e inhibir su liberacién bajo condiciones basales o constantes de insulina (mecanismo
conocido como efectividad de la glucosa) 2327234,

Los animales (en ayuno) son aclimatados al lugar donde se va a realizar el ensayo para
reducir el estrés, el cual puede afectar los niveles de glucosa. Posteriormente, se mide la
glucosa sanguinea basal de cada uno y se administra un bolo de glucosa, lo cual puede
realizarse mediante diferentes vias (oral, i.p e i.v). En nuestros ensayos, se administraron
via i.p 1.5 g de glucosa por kg de ratén midiendo la glucosa sanguinea a los 20, 30, 60 y
120 min post-administracién. Este ensayo se realizé luego de 2 semanas de iniciada la
dieta HFD mas el tratamiento y luego a diferentes semanas en el transcurso del ensayo.
Durante las primeras semanas de HFD mas la administracién del compuesto, no pudimos
constatar diferencias significativas en el manejo de la glucosa por parte de los ratones
tratados con NATXO, respecto al grupo control (5 semanas HFD, Figura 7.47).

Sin embargo, luego de 7 semanas en HFD, los ratones tratados con NATx0 presentaron
una mejor tolerancia a la glucosa respecto al grupo control, evidenciada por una
respuesta mads rapida frente al bolo de glucosa (7 semanas HFD, Figura 7.47). Esta
diferencia fue estadisticamente significativa cuando se calcularon las dreas bajo la curva
correspondientes a las respuestas en el tiempo de cada grupo. También encontramos
diferencias significativas en la glucosa sanguinea entre los grupos a los 20 minutos de la
inyeccidn de glucosa, indicando que los ratones tratados con NATx0 responden mas
rdpidamente a la glucosa administrada. Notar también que en los ensayos de GTT
mencionados, las glicemias basales entre el grupo control y el grupo NATxO0 son similares,
lo cual es esperable por la cantidad de horas de ayuno que estuvieron los animales

(aproximadamente 18h durante la noche). Considerando que los ratones son animales
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nocturnos y que por lo tanto consumen la mayor parte de sus calorias durante el ciclo
oscuro, el ayuno durante la noche seguramente implica que no consuman comida por
mas de 24h. Esto produce que se movilicen los reservorios de glucosa y se eliminen los
depdsitos de glicdgeno en el higado, generando un bajo nivel de glucosa basal similar en
ambos grupos 234, Si bien con estos ensayos pudimos demostrar un efecto beneficioso
de NATx0 sobre el manejo de la glucosa en los ratones alimentados con dieta HFD,
experimentos adicionales serian necesarios para determinar la resistencia a la insulina
generada y los efectos de NATx0 sobre la misma, como la medicion de los niveles de

insulina en plasma o el uso de clamps euglicémicos?®.
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Figura 7.47. Test de tolerancia a la glucosa (GTT) luego de 5 semanas y 7 semanas de HFD en
conjunto con la administracidn de NATx0 o vehiculo. Test de student no pareado de dos colas:
** = 0.0031. Se grafican las areas bajo la curva (AUC) de las respuestas de ambos grupos de

ratones. Test de student no pareado de dos colas: * = 0.0319.
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Al final del experimento, los animales fueron inyectados con insulina y sacrificados para
obtener los o6rganos metabdlicamente relevantes para su posterior andlisis. La
administracién de insulina se realizé con el objetivo de estudiar la respuesta de la misma
en el musculo de ambos grupos de ratones. Luego de unirse a su receptor, la insulina
activa su actividad intrinseca tirosina-quinasa provocando la fosforilacién de las
proteinas sustrato IRS en los residuos de tirosina. Esto desencadena la fosforilacién y
activacion de Akt, permitiendo la captacion de glucosa en el musculo. Sin la estimulacién
con insulina, es esperable que no haya fosforilacion de Akt en la condicidn de ayuno 2*°,
De esta manera, con el objetivo de estudiar los efectos de NATx0 durante el desarrollo
de la resistencia a la insulina, estudiamos el nivel de fosforilacion de Akt en musculo del
grupo control y grupo tratado con NATx0, mediante western blot (Figura 7.48). Como se
puede observar en la Figura 7.48, se encontrd muy baja fosforilacion de Akt en los
ratones tratados con vehiculo en relacion a Akt total. Este resultado era esperado ya que
los ratones presentaban intolerancia a la glucosa evidenciada en la GTT, sugiriendo que
dicha intolerancia podria deberse principalmente a una menor sensibilidad por la
insulina. Adicionalmente, se pudo observar un aumento estadisticamente significativo
de Akt fosforilada en el musculo de los ratones tratados con NATX0 en comparacién al
grupo control, evidenciando cierta proteccién por parte de NATx0 al desarrollo de
resistencia a la insulina (Figura 7.48). Estos resultados refuerzan los efectos positivos de

NATx0 observados en los estudios in vivo de GTT.
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Figura 7.48. Analisis por western blot de la fosforilacién de Akt (p-Akt) y Akt total en musculo de
los ratones tratados con vehiculo o NATxO luego de la inyeccién de insulina. En el grafico se
muestra la cuantificacidn realizada para las bandas obtenidas en el western blot, calculando la

relacidon de p-Akt/Akt. Test de student no pareado de dos colas: * =0.0147.

Aln mas, encontramos una menor expresién de IL-1B activa en el musculo de los ratones
tratados con NATx0, en comparacion al control (Figura 7.49). Dicha disminucion fue
estadisticamente significativa cuando se analizd la relacion de IL-1B activa respecto a la
expresion de pro-IL-1B en cada condicidn. Este resultado refuerza nuestra hipétesis de
gue NATx0 puede reducir la inflamaciéon generada durante la obesidad y por lo tanto

disminuir sus consecuencias metabdlicas.
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Figura 7.49. Analisis por western blot de pro-IL-1p e IL-1B en musculo de los ratones tratados
con vehiculo o NATxO luego de la inyeccién de insulina. En el grafico se muestra la cuantificacion
realizada para las bandas obtenidas en el western blot, calculando la relacién IL-1B activa/pro-

IL-1B. Test de student no pareado de dos colas: * = 0.0131.

Los niveles de expresion del ARNm de IL-1B, adiponectina y leptina también fueron
analizados en el tejido adiposo visceral obtenido de los mismos ratones, mediante gPCR
(Figura 7.50). Si bien no encontramos diferencias significativas entre los grupos para
ninguno de los mensajeros, se puede observar una tendencia a una mayor expresion de
adiponectina y menor expresiéon de IL-1B en el grupo tratado con NATx0. Esto es
esperable ya que un aumento de la adiponectina en tejido adiposo estaria asociada a
una disminucion de la inflamacién a través de la inhibicion de NF-xB por parte de esta
hormona. Los niveles del mensajero de leptina no parecen estar alterados en el tejido
adiposo asi como tampoco se encontré alterada la leptina en sangre (no se muestra), lo
cual podria ser esperable siendo que los ratones de ambos grupos aumentaron igual de

peso.
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Figura 7.50. Andlisis por gPCR de los niveles de ARNm de adiponectina, leptina e IL-1f en tejido
adiposo visceral de los ratones tratados con vehiculo o NATXO luego de la inyeccidon de insulina.
Test de student no pareado de dos colas: Adiponectina ns= 0.0866; Leptina ns= 0.793; IL-1 n=
0.424.

En suma, en nuestros experimentos in vivo pudimos demostrar que NATx0 actia como
antiinflamatorio pudiendo mejorar las consecuencias metabdlicas asociados a la
obesidad en un modelo murino de obesidad inducida por dietas ricas en grasas. A su vez,
estos resultados refuerzan el potencial uso de antiinflamatorios como estrategia para el

tratamiento de estas enfermedades.
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Conclusiones y perspectivas

En este trabajo de tesis doctoral nos planteamos como principal objetivo el desarrollo y
evaluacion preclinica de nuevas estrategias farmacoldgicas para el tratamiento de
enfermedades relacionadas a la inflamaciéon. Nos enfocamos en el desarrollo de
nitroalquenos derivados del a-Tocoferol, y en particular evaluamos el derivado menos
liposoluble obtenido (NATx0) como potencial farmaco para el tratamiento de
enfermedades metabdlicas crdnicas, como la resistencia a la insulina y diabetes de tipo

2, las cuales presentan una base inflamatoria.

La estrategia que utilizamos para el disefio de los compuestos desarrollados en esta tesis
consistido en la adicién de un grupo nitroalquenilo sobre el anillo cromanol del a-
Tocoferol, unsillar estructural de origen natural y que a su vez puede poseer propiedades
beneficiosas per se. En particular, los compuestos obtenidos son derivados del analogo
hidrosoluble de la Vitamina E, denominado Trolox™, ya que presentan modificaciones a
nivel del grupo acido carboxilico de dicha molécula. En este sentido, los compuestos
generados contienen un grupo nitroalquenilo electrofilico introducido en la posicién 2
del anillo cromano, con un sustituyente compuesto por una cadena hidrocarbonada de
diferente largo (denominados NATx3, NATx6 y NATx11) o con un sustituyente hidrégeno
(denominado NATxO0).

El primer hito alcanzado como resultado del trabajo de esta tesis fue la sintesis de NATx0
en 7 pasos de reaccidn a partir del éster metilico de Trolox (obtenido en un paso de
reaccion a partir de reactivos comerciales), con un rendimiento global de 4%. A su vez,
la sintesis optimizada permitié la obtencién del compuesto a mayor escala para realizar
los estudios con animales. La sintesis de los nitroalquenos con una cadena
hidrocarbonada de largo variable, NATx3, NATx6 y NATx11, se realizd en base a la
experiencia previa adquirida de la sintesis de NATx0, con algunos cambios en las
condiciones de reaccion ensayadas De este modo, NATx3 se obtuvo con un rendimiento
global de sintesis de 13%, NATx6 de 8% y NATx11 de 3%, luego de 6 pasos de reaccién a
partir del éster metilico de Trolox. La estrategia de obtencidon de estos nitroalquenos no
fue ensayada para la obtencién de NATxO0, por lo que seria interesante a futuro ensayar

dichas condiciones (mesilacién del nitroaldol y eliminacién en un solo paso) para mejorar
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los rendimientos globales de obtencion de NATx0. Destacamos también que los
nitroalquenos aqui generados son altamente estables en heladera por un largo periodo

de tiempo.

Siendo que los compuestos aqui generados presentan la estructura cromanol del a-
Tocoferol intacta, mediante esta estrategia podriamos conjugar en una misma molécula
los efectos antioxidantes de dicha estructura junto con los efectos antiinflamatorios y
citoprotectores de los nitroalquenos. Si bien en esta tesis no evaluamos las propiedades
antioxidantes de los compuestos hibridos aqui generados, previamente pudimos
determinar que, en el caso del NATOH, la capacidad antioxidante no es afectada por la
sustitucion del grupo nitroalquenilo respecto al a-Tocoferol 2’. De todas maneras, no
encontramos efectos beneficiosos con a-Tocoferol en el modelo in vivo con ratones ApoE
"/~ a las dosis ensayadas, confirmando que es el grupo nitroalquenilo el responsable de
reducir la aterosclerosis en dicho modelo. A su vez, en diferentes ensayos clinicos
llevados a cabo a nivel mundial no se pudo demostrar un efecto sustancialmente
beneficioso de la vitamina E en reducir el riesgo de padecer aterosclerosis 23, Sin
embargo, desde el punto de vista inflamatorio, se ha observado una reduccién
significativa en la inflamacién subclinica en el suero de adultos tratados con un
suplemento de a-Tocoferol a dosis = 500 mg/dia (niveles disminuidos de CRP, IL-6 y TNF-
a) 237, En este sentido, seria interesante evaluar a futuro el impacto que posee el grupo
cromanol de nuestras moléculas como scavenger de radicales libres durante el desarrollo
de la inflamacién crénica generada durante las enfermedades metabdlicas asociadas a

la obesidad.

En esta tesis evaluamos los efectos antiinflamatorios de NATxO0 relacionados a la
activacion de NF-xB, tanto in vitro como in vivo. En los ensayos in vitro pudimos
demostrar que NATx0 inhibe la expresion génica y la liberacidn de citoquinas
proinflamatorias dependientes de NF-kB en macrdéfagos estimulados con LPS. En dichos
experimentos, el Trolox no demostré poseer efectos antiinflamatorios a las mismas dosis
o los efectos fueron significativamente menores, indicando que las propiedades
antiinflamatorias de NATx0 son fundamentalmente dependientes del grupo
nitroalguenilo. Aln mas, cuando visualizamos la subunidad p65 de NF-kB en macréfagos

estimulados con LPS mediante microscopia de fluorescencia, se pudo observar una
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inhibicion de la translocacion nuclear de dicha subunidad en presencia de NATxO. Estas
observaciones nos indican que la inhibicion de NF-kB por parte de NATx0 podria estar
mediada por la modificacion postraduccional de la subunidad p65 a través de la
alquilacion de residuos de cisteina en su dominio de unién al ADN. En el mismo sentido,
la induccién de enzimas detoxificantes dependientes de keapl, observada en
macrofagos tratados con NATx0, podria estar mediada por reacciones de adicion de
Michael con residuos de cisteina en keapl provocando la disociacion con Nrf2 y por lo
tanto su translocacidn al nucleo. Con el objetivo de ahondar mas en el estudio de la
capacidad antiinflamatoria de NATx0, evaluamos su efecto sobre la activaciéon del
inflamasoma NLRP3 en macréfagos, el cual posee un rol fundamental en el desarrollo de
la inflamacion crénica. En dichos estudios, pudimos observar que existe una inhibicidn
dosis-dependiente en la produccion de la citoquina proinflamatoria IL-1B cuando los
macroéfagos fueron tratados con NATxO0, tanto durante la induccion de NF-kB (primera
sefial) como durante la etapa del ensamblado del inflamasoma (segunda sefial). En este
sentido, pudimos comprobar que existe una inhibicién parcial de la oligomerizacién de
ASC cuando NATxO fue agregado durante la etapa del ensamblado del inflamasoma, lo
cual nos podria indicar que NATxO interactia con otras proteinas ademas de NF-kB,
directamente con ASC y/o con otras proteinas relevantes del complejo, como NLRP3. De
hecho, otros autores han comprobado previamente que un nitroalqueno derivado del
B-nitroestireno (MNS) es capaz de unirse tanto al dominio NOD como al dominio LRR de
NLRP3 provocando la inhibicién en la oligomerizacion de NLRP3 y de su actividad ATPasa,
a través de la alquilacién de uno o mas de sus residuos de cisteina 89238, Cabe destacar
gue otro potencial blanco de NATxO0 es caspasa-1, la cual contiene una cisteina reactiva
en su centro catalitico y una histidina que modula dicha actividad 23°. Estudios in vitro
preliminares realizados en nuestro laboratorio utilizando caspasa-1 recombinante,
demostraron que NATxMe no es capaz de inhibir la actividad de caspasa-1, aunque si se
observé una inhibicidn con el nitroalqueno derivado del dcido oleico, OA-NO3 174, De esta
manera, si bien en esta tesis no estudiamos la posible interaccion directa de NATx0 con
caspasa-1, no podemos descartar que efectivamente exista dicha interaccién,
particularmente si ponemos en consideracién que la capacidad de inhibicion de IL-1B
por parte de NATx0 es mayor a la inhibicién de la oligomerizacién de ASC (paso previo a

la activacion de caspasa-1). En este sentido, a futuro seria interesante evaluar si NATx0
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inhibe caspasa-1 en nuestros experimentos asi como también seria interesante estudiar
si existe una interaccion directa con NLRP3. También es de destacar que el grupo
nitroalquenilo es fundamental para la inhibicién de NLRP3 tanto en el caso de MNS 89,
como de NATxMe 74, por lo que consideramos que los efectos sobre el inflamasoma

observados con NATx0 son también dependientes del nitroalqueno.

Los ensayos de inflamacién aguda inducida por daio en larvas transgénicas de pez cebra
nos permitieron acercarnos al estudio de la capacidad antiinflamatoria in vivo de NATxO0.
En dichos experimentos, NATXO0 inhibio el reclutamiento de neutrdéfilos hacia el sitio de
dafno a concentraciones ampliamente menores que las concentraciones ensayadas de
Trolox o del antiinflamatorio convencional ibuprofeno. Se ha descrito que la supresion
de IL-1B en neutrdfilos, utilizando inhibidores de caspasa-1, antagonistas de P2X7 o
mediante el knockdown del gen para IL-1B en pez cebra, resulta en una atenuacién en la
migracion de neutrdfilos al sitio de dafio 249241, A su vez, la activacion de los neutréfilos
y su supervivencia esta altamente regulado por NF-kB %42, Por lo tanto, NATxO0 podria
estar modulando la respuesta inflamatoria en el pez cebra a través de dichas vias. Alun
mas, observamos una alta capacidad antiinflamatoria in vivo de NATx0 en un modelo de
inflamacién aguda inducida por LPS en ratdn, en el cual se genera IL-1p por la activaciéon

de NLRP3, in situ y a nivel sistémico.

Por ultimo, evaluamos los efectos cronicos de NATX0 en un modelo de ratén con
obesidad y resistencia a la insulina inducida por dietas ricas en grasas, que se desarrolla
acompanado de un estado de inflamacion crénico. A diferencia de la inflamacién aguda
la cual desaparece una vez eliminado el agente causante de la misma, la inflamacién
cronica se presenta como un proceso gradual, acumulativo, de bajo nivel, que se torna
perjudicial con el paso del tiempo. Crecientes evidencias demuestran que el desarrollo
del sindrome metabdlico en pacientes obesos estd directamente relacionado con los
procesos inflamatorios que subyacen durante la obesidad. En este sentido, la
administracién crénica de NATx0 en ratones alimentados con dietas ricas en grasas
demostrd poseer un impacto favorable sobre el desarrollo de la intolerancia a la glucosa
generada en el modelo. Esto pudo ser demostrado mediante los experimentos de
tolerancia a la glucosa, donde los ratones tratados con NATx0 en conjunto con la

alimentacién HFD, manejaron mas favorablemente la glucosa administrada que los
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ratones control alimentados con la misma dieta. Dicho efecto fue posteriormente
demostrado analizando los niveles de fosforilacion de Akt en musculo luego de una
exposicion a insulina, paso clave en la sefializacion de la insulina en las células.
Encontramos que los ratones tratados con NATx0 presentaban una mayor fosforilacion
de Akt en comparacion a los ratones control, lo cual se acompand de niveles inferiores
de IL-1PB activa en el mismo tejido. Este resultado demuestra que los efectos observados
con NATXO in vivo son al menos parcialmente debidos a la inhibicion del inflamasoma

NLRP3.

Como perspectivas que nos surgen de estos ensayos creemos que seria interesante
evaluar en mayor profundidad los efectos de NATx0 sobre la resistencia a la insulina y
los mecanismos por los cuales actua, por ejemplo evaluando el impacto de esta molécula
sobre PPAR-y, blanco de algunos farmacos antidiabéticos como las TZDs y de los acidos
grasos nitrados. A su vez, seria relevante estudiar la capacidad antiinflamatoria de los
otros nitroalquenos aqui generados, los cuales podrian presentar una
farmacocinética/farmacodinamia diferente en el modelo de obesidad utilizado e incluso
también seria interesante evaluar sus propiedades en el modelo murino ApoE 7 como

potenciales estrategias para el tratamiento de la aterosclerosis.

En suma, este trabajo describe una potencial nueva estrategia para el tratamiento de
enfermedades relacionadas a la inflamacién y provee evidencias de las posibilidades de
impacto de un antiinflamatorio no-convencional sobre enfermedades metabdlicas de
gran incidencia, como la diabetes de tipo 2. De hecho, este trabajo abrié camino hacia la
busqueda de nuevos sillares estructurales relevantes que transporten el grupo
nitroalquenilo hacia diferentes tejidos/drganos, permitiendo potenciar los efectos
beneficiosos encontrados en esta tesis e incluso ganando nuevos efectos de alto impacto

para la salud humana.
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2) Participacion en otros articulos cientificos durante la presente tesis

“A novel nitroalkene-a-tocopherol analogue inhibits inflammation and ameliorates

atherosclerosis in Apo E knockout mice”

Resumen del trabajo.

En este trabajo, se disefiaron compuestos hibridos del a-tocoferol conteniendo un grupo
nitroalquenilo antiinflamatorio como nueva estrategia farmacolégica para la prevencién
y/o tratamiento de la aterosclerosis. La lesidn aterosclerética estd formada por un nicleo
adiposo (colesterol, ésteres de colesterol, y sus productos de oxidacién), infiltracién de
leucocitos (macréfagos, linfocitos T, entre otros) y una capa fibrosa formada por células
musculares lisas vasculares, siendo la inflamacién un evento clave para su desarrollo
243,244 En el contexto de la enfermedad, se promueve la formacién de modificaciones
proaterogénicas en las particulas de LDL que provocan su acumulacion en la pared
arterial asi como también la diferenciacién de macroéfagos, activacién de otras células
inmunes, disfuncidon endotelial y estrés oxidativo 2*3. Considerando dichos efectos
patogénicos, se diseid una nueva estrategia farmacolégica la cual conjuga la estructura
del a-tocoferol con un grupo nitroalquenilo (NATOH). Esta estrategia permitiria cargar a
las lipoproteinas con el farmacéforo nitroalqueno y que la LDL actie como un
transportador del compuesto bioactivo a la placa de ateroma.

Los estudios de incorporacion ex vivo del NATOH en lipoproteinas LDL humanas
demostraron que el NATOH mantiene sus propiedades electrofilicas luego de
incorporado en las LDL asi como también en liposomas. A su vez, se observd que la
capacidad antioxidante del NATOH es similar a su precursor a-Tocoferol demostrando
gue al afiadir un grupo nitroalquenilo se puede transformar a la vitamina E en una
molécula electrofilica manteniendo su capacidad antioxidante. Debido a que la cascada
de sefializacion de NF-kB se encuentra activada durante la aterosclerosis, inicialmente
se estudié la habilidad del NATOH de inhibir NF-kB. Se encontrd que inhibe la secrecion
de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, MCP-1) en macréfagos murinos y humanos,

encontrando también una inhibicidn de la translocacion de NF-xB al ntcleo en presencia
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de NATOH, pero no de o-Tocoferol. En este sentido, el NATOH demostrd poseer
importantes propiedades antiinflamatorias ya que a su vez inhibe la secrecion de IL-1B
modulada por el inflamasoma NLRP3 sobre macréfagos humanos de manera dosis-
dependiente. En estudios ex vivo de incorporacién en lipoproteinas LDL de origen
humano se encontré que el NATOH se incorpora de manera dosis-dependiente a las
mismas, comportandose como un analogo del a-Tocoferol. A su vez, se encontrd su
incorporacion en las particulas lipoproteicas de VLDL/LDL, y no unido a albumina, en el
plasma de ratones knockout para ApoE, el cual corresponde a uno de los modelos
murinos mas utilizados para estudiar la enfermedad de aterosclerosis. En este modelo,
la delecion del gen apoE provoca un importante incremento de los niveles de LDLy VLDL,
debido a la deficiencia en eliminar estas lipoproteinas del plasma, generando
hipercolesterolemia y el desarrollo espontdneo de lesiones ateroscleréticas de manera
similar al ser humano. De este modo, se estudié la capacidad de NATOH de actuar sobre
las lesiones aterosclerédticas en dicho modelo, encontrandose inicialmente que el mismo
se acumula en las placas de ateroma de los arcos adrticos, donde hay un alto contenido
de placas, asi como también en otras regiones de bajo contenido. Finalmente, la
administracién oral de NATOH en ratones ApoE 7~ alimentados con dietas ricas en grasas
produjo una disminucion en la aparicién de placas de ateroma, en comparacion a su
precursor a-Tocoferol, demostrando que la presencia del grupo nitroalquenilo mejora
significativamente las propiedades antiaterogénicas naturales del a-Tocoferol. AlUn mas,
la administracion de NATOH produjo la disminucién de marcadores proinflamatorios
dependientes de NF-kB en los sitios de lesidn, incluyendo IL-1B y TNF-a y de las
moléculas de adhesidn VCAM e ICAM, demostrando las propiedades antiinflamatorias

in vivo del compuesto.
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“A nitroalkene derivative of salicylate alleviates diet-induced obesity by activation of

creatine-dependent thermogenesis”

Resumen del trabajo.

Este trabajo involucra el estudio de un nitroalgueno montado en un importante y
conocido farmaco de uso ancestral en medicina: el cido salicilico. Si bien sus principales
propiedades antiinflamatorias fueron inicialmente atribuidas a la inhibicidn irreversible
de la ciclooxigenasa 1 por parte del acido acetilsalicilico, su forma acetilada, en las
ultimas décadas se ha demostrado que el salicilico inhibe NF-kB a dosis altas y activa de
manera alostérica a AMPK. Esta quinasa es un importante regulador metabdlico y sensor
de la carga energética del organismo. Ademas, existen evidencias clinicas que su dimero
(Salsalato) posee efectos beneficiosos frente a la obesidad, diabetes de tipo 2 vy
enfermedades cardiovasculares 217:24>246 En base a esto, se generd un nitroalqueno
derivado del salicilato, el cual se denomind SANA. Este compuesto demostré poseer
propiedades antiinflamatorias similares a los nitroalquenos previamente obtenidos por
el grupo, que incluyen la inhibicién de la translocacién nuclear de NF-kB, disminucion
del reclutamiento de neutrdfilos al sitio de dafio en el modelo de inflamacién aguda
inducida por dafio en pez cebra y disminucion en la liberacién de IL-13 en el modelo de
inflamacién aguda inducida por LPS en ratdn, en todos los casos superando el efecto de
su precursor salicilato. Sin embargo, el SANA demostrd presentar otras propiedades
beneficiosas, no observadas con el resto de los nitroalquenos: reduce la obesidad
preexistente y previene el desarrollo de obesidad en el modelo de obesidad inducida por
dietas en ratdn. Este resultado no puede ser explicado por los mecanismos de accidn ya
conocidos de los nitroalquenos ni del salicilato, por lo tanto el grupo de trabajo ha
dedicado muchos esfuerzos en conocer las vias de accion de este nuevo compuesto que
redunden en dichas propiedades.

Inicialmente, se comprobd que estos efectos no son dependientes del consumo de
comida, ya que los ratones tratados con SANA consumen la misma cantidad de comida
gue los ratones tratados con vehiculo. Se evidencié una disminucion en la acumulacién
de grasa en los tejidos adiposos analizados de los ratones tratados con SANA, en paralelo
de un aumento en el porcentaje de masa magra, en comparacién a los ratones tratados

con vehiculo. En conjunto con esto, se comprobd que SANA puede prevenir las
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consecuencias metabdlicas asociadas a la obesidad en el modelo, incluyendo la
prevencion al desarrollo de la esteatosis hepatica y proteccidn contra la hiperglicemia. A
su vez, el SANA protege frente a la intolerancia a la glucosa, de modo que genera una
respuesta en los ratones indistinguible del grupo control alimentado con ND vy
significativamente mejor que el grupo de ratones alimentados con HFD y tratados con el
precursor salicilato. Aln mas, en experimentos donde se establecié la obesidad en una
primera instancia (5 semanas de HFD) y luego se comenzd la administracion de los
compuestos, los ratones tratados con SANA perdieron peso, presentaron niveles de
glicemia significativamente mas bajos y mejor tolerancia a la glucosa que el grupo
tratado con vehiculo.

Los efectos mediados por SANA en el modelo de obesidad en ratén estan relacionados
con la estimulacién de la termogénesis no tiritante. El tejido adiposo pardo es un target
atractivo a la hora de combatir la obesidad y de sus enfermedades asociadas, debido a
su capacidad de liberar energia en forma de calor en lugar de almacenarla como grasa,
mecanismo que forma parte de la termogénesis adaptativa ?4’. Los adultos humanos
presentan varias zonas del tejido metabdlicamente activo y se sugiere que dicho tejido
tiene un rol fundamental en el mantenimiento de un fenotipo metabdlicamente sano.
De hecho, el trasplante de tejido adiposo pardo en ratones disminuye significativamente
el peso corporal y mejora la sensibilidad a la insulina 2%, Este tejido se caracteriza por
poseer un alto contenido de mitocondrias (que producen el color marrén caracteristico
del tejido), las cuales mediante la proteina desacoplante-1 (UCP-1), utilizan la energia
liberada por la oxidacion de los acidos grasos y que no esta acoplada a la fosforilacién
oxidativa, para la generacién de calor. A su vez, el tejido adiposo blanco puede
transformarse hacia un fenotipo del “tipo pardo” (proceso que se conoce como
amarronamiento o browning) mediante la exposicion prolongada al frio o por la
estimulacion de los receptores B-adrenérgicos, lo cual tiene consecuencias metabdlicas

29 A su vez, se ha demostrado una estimulacion de la actividad

beneficiosas
termogénica en tejido adiposo en humanos, incluso luego de una breve exposicion al
frio 2°92°1, En este sentido, se ha demostrado que el salicilato promueve la termogénesis
en tejido adiposo pardo de manera dependiente e independiente de UCP-1 216252254,

Nuestros resultados demuestran que SANA estimula el desacoplamiento de la cadena

respiratoria mitocondrial y la termogénesis no tiritante en el tejido adiposo blanco,

162



siendo un posible mecanismo de proteccidn frente a la obesidad en el ratdn. Este efecto
podria estar mediado a través de un mecanismo recientemente descrito que involucra
el metabolismo de la creatina 2>>2°% . SANA activa genes reguladores de la termogénesis-
dependiente de creatina, como las quinasas Ckb y Ckmt2, y de enzimas relacionadas a la
sintesis de creatina en tejido adiposo blanco y marrdn asi como también genera un

efecto de “beiging” en el tejido adiposo blanco.
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