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RESUMEN

Durante los procesos inflamatorios se liberan grandes cantidades de especies reactivas que
perpetdan esta condicion pudiendo ademas promover el desarrollo de un estado autoinmune. La artritis
reumatoidea es una patologia autoinmune e inflamatoria asociada a un bajo nivel de antioxidantes
plasmaticos que potencia la generacion de neo-epitopes activando al sistema inmune hacia la generacion
de auto-anticuerpos. EIl tratamiento terapéutico actual para la AR no incluye el uso de terapias
antioxidantes, si bien existen evidencias sobre la eficacia de distintas moléculas antioxidantes en este
sentido. Por otra parte se conocen ciertos efectos benéficos sobre vias de sefializacion redox de
algunos nitrolipidos endogenos y la actividad tripanosomicida de benzofuroxanos, ambas
moléculas conteniendo el grupo funcional nitroalqueno. Ademas se han estudiado nitroalquenos
aromaticos y alifaticos como liberadores de Oxido nitrico. Es por ello que en este trabajo se
evaluaron 14 compuestos aromaticos conteniendo el motivo nitroalqueno como antioxidantes, siendo 4 de
ellos estudiados ademas como potenciales farmacos antiartriticos, antiinflamatorios y analgésicos. Todos
los compuestos modificaron su espectro en presencia de peroxinitrito y reaccionaron en forma directa con
éste con una velocidad del orden de ~ 10° M™s™, siendo ademas capaces de atrapar los radicales ‘OH y
‘NO,, productos de su descomposicion homolitica. Aquellos que contenian el grupo electrén dador N,N-
dimetilamino (B1 y B2), y el bioisdstero de fenilo F1 mostraron los mayores valores de constante
cinética y una capacidad aumentada para atrapar los radicales ‘OH y ‘NO,. Los compuestos mas
prometedores a partir de los resultados anteriores B1, B2, G1 y G2 se probaron como antioxidantes en
cultivo de macrdfagos activados. B1 y B2 protegieron de la oxidacion por ‘NO, y ‘OH generados a partir
de la descomposicion de peroxinitrito producido en cultivo. Ademas B2 y G2 fueron capaz de atrapar los
radicales precursores de peroxinitrito ‘"NO y O,". Ninguno mostrd reactividad con el H,O,. En un co-
cultivo de macrofagos activados y condrocitos se observé cierto efecto inhibidor de B1 sobre la actividad
gelatinasa de metaloproteinasas de la matriz. Los nitroalquenos B1, B2, G1 y G2 mostraron efecto
analgésico, mientras que s6lo B1 y G2 tuvieron efecto antiinflamatorio en modelos de dolor e inflamacion
aguda. Los cuatro compuestos inhibieron la actividad ciclooxigenasa 1 y 2 (COX-1 y COX-2),
destacandose B2. Por su parte, el nitroalqueno B1 (100 pmoles.kg™) fue tan efectivo como el farmaco de
referencia metotrexato en un modelo de AR inducida (CFA). Los parametros de estrés oxidativo,
capacidad antioxidante plasmatica y anticuerpos anti-nitrotirosina planteados como posibles nuevos
indicadores de la progresién de la enfermedad, no pudieron discriminar entre los diferentes estadios de la
misma. En suma, B1 fue el Gnico compuesto con efecto antiartritico, antiinflamatorio y analgésico y es

por lo tanto un buen candidato para futuros estudios guiados hacia su potencial uso como farmaco.



1 INTRODUCCION

Se denomina respiracion aerdbica a la combustion controlada del oxigeno con el fin de
obtener energia en forma eficiente mediante el uso de cadenas transportadoras de electrones que
lo utilizan como aceptor final. Debido a su alto potencial de reduccion estandar (E°’(O,,
4H"/,H,0) = 0.816 V), la respiracion dependiente de oxigeno libera mayor cantidad de energia
que la utilizaciéon de otros aceptores de electrones como nitrato, ion férrico, sulfato, carbonato y
ciertos compuestos organicos [1]. La maquinaria metabdlica que utiliza oxigeno como aceptor
final de electrones en la cadena respiratoria, puede permitir cierta fuga de electrones, llevando a
la reduccion parcial del mismo. Es por ello que el desarrollo de la vida aerdbica co-evoluciond
con un conjunto de moléculas antioxidantes para controlar, reparar o reemplazar el dafo
producido, permitiendo una sobrevida de hasta 100 afios en presencia de oxigeno [2]. Cuando las
defensas antioxidantes celulares se ven sobrepasadas por la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ERO) y del nitrogeno (ERN), se genera un desequilibrio entre un estado prooxidante y
antioxidante a favor del primero denominado “estrés oxidativo” [3]. Este concepto ha sido
utilizado por casi 30 afios en la literatura y si bien no ha perdido vigencia actualmente, es claro
que el fendomeno es mas complejo. En una vision mas amplia y actual el concepto abarca no s6lo
el desbalance entre especies oxidantes y antioxidantes sino también la propension al desarrollo
de distintos estados patologicos asociados a una desregulacion en las vias de sefializacion redox
y su control, capaces de modificar en forma reversible o irreversible el estado redox en lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. Esta definicion provee de un marco conceptual mas significativo en

cuanto a la evaluacion clinica y el desarrollo de una enfermedad especifica [4].

1.1 ESPECIES REACTIVAS

Se denominan asi a un conjunto de moléculas derivadas de la reduccion incompleta del
oxigeno molecular a agua y que poseen gran capacidad de reaccion por su alta inestabilidad
quimica. Entre ellos se encuentran varios radicales como el anién superdxido, hidroxilo, diéxido
de nitrégeno, 6xido nitrico, y moléculas no radicalares como el anidon peroxinitrito y el perdxido
de hidrégeno [5, 6]. Los radicales libres se caracterizan por tener en su estructura un electron
desapareado en su orbital externo. Esto les confiere inestabilidad quimica que tienden a
estabilizar por captura de un electron de una biomolécula cercana. Cuando son generadas dentro
de un sistema bioldgico, su difusion queda limitada a corta distancia a partir del compartimiento

en el que fueron generados.
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1.1.1 SUPEROXIDO Y OTRAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO

A nivel celular, la reduccion por un electrén de una molécula O, genera una molécula de
0O, como producto de la respiracion y el metabolismo celular. Esta molécula posee una vida
media relativamente corta y carga negativa, por lo que sélo difunde a través de membranas
bioldgicas mediante canales anidnicos, actuando en las cercanias a su sitio de produccion [7].

De acuerdo a los potenciales redox (E°’(0,/0,7) = -0.33 V y E°’(0,",2 H'/H,0,) = 0.94
V, [8]), el O, puede actuar como oxidante o como reductor. Es capaz de oxidar polifenoles,
catecolaminas, tocoferoles, leucoflavinas, ascorbato y algunos tioles. Por otro lado, es capaz de
reducir una variedad de complejos férricos y cupricos, generalmente presentes como cofactores
de proteinas [7].

Su principal sitio de produccion in vivo es la mitocondria debido a la fuga de electrones
de la cadena respiratoria, donde entre 1-3 % del O, reducido alli da lugar a la formacion de O;".
Concretamente, la cadena respiratoria produce este radical a nivel de la flavoproteina del
complejo NADH deshidrogenasa y a nivel de ubiquinona-citocromo b debido a la autooxidacion
de ubiquinona [9, 10]. El O, se produce ademas en bajas cantidades durante el metabolismo
normal en células no fagociticas por reacciones catalizadas por ciclooxigenasas, lipooxigenasas,
peroxisomas, xantina oxidasa, desacoplamiento de citocromos P4so y de la éxido nitrico sintasa
endotelial (NOS3) y NADPH oxidasas (NOX1,NOX3, NOX4, NOX5) [11-14].

Otra importante fuente de O, son los fagosomas de células fagociticas activadas durante
procesos inflamatorios donde la accion de la isoforma NOX2 provoca un aumento en la
concentracion de O, [15-17]. La NOX fue inicialmente descripta en macrofagos y neutréfilos
como la enzima responsable del “estallido” respiratorio con un rol critico en la defensa celular.
Actualmente se conocen 5 isoformas de NOX que se expresan en distintos tipos celulares. La
NOX2 se expresa en células fagociticas y comprende 5 subunidades: un citocromo asociado a

phox

membrana (cytb558) que contiene los componentes gp91°"* (nox2) y p22™™, tres subunidades

citosolicas regulatorias p40P™*, p47°"* y p67°", y la GTPasa RAC necesaria para su activacion.
Cuando macrofagos y neutrofilos estdn en estado basal, las subunidades nox2 y p22phox se
encuentran asociadas formando granulos mayoritariamente unidas a las membranas de vesiculas
fagociticas intracelulares y en menor proporcion a la membrana plasmatica. A partir de la
estimulacion fagocitica la NOX2 se trasloca hacia la superficie de la membrana y los granulos se

fusionan con ésta. Por su parte, la subunidad p47 P™* se fosforila y arrastra consigo a las

subunidades p40P"™ 7P"% para interactuar con p22°" y formar el complejo NOX2 activo

y p6
(Figura 1.1, [18]). Esta enzima es capaz de producir grandes cantidades de O, sostenible

durante 90 a 120 min. [19].
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El O," es la base conjugada del acido débil HO, (pKa =4.7) que puede dismutar

espontanea (k =2 x 10° M s™) 0 enzimaticamente por accion de la superdxido dismutasa (SOD,

EC 1.15.1.1,k=2x 10° M™! s'l, [20]) a O, y H,0,, un agente oxidante con alta capacidad de

difusién. Su afinidad por SOD mantiene una concentracién basal intracelular en rangos de

nanomolar a picomolar [21], sin embargo la alta tasa de respiracion celular puede aumentarla
generando flujos intracelulares del orden pM s™ [22].

El H,0, producido es muy estable en condiciones fisioldgicas y debido a su neutralidad

es permeable a las membranas, pudiendo activar moléculas de sefializacion lejos de su sitio de

sintesis [23]. A su vez el H,O, en presencia de metales de transicion (ej. Fe*, Cu®"), mediante la

A B

Figura 1.1. Ensamblaje de la NADPH oxidasa fagocitica (NOX2). A) En neutré6filos o macrofagos
no activados NOX2 y p22°™* se encuentran en membranas de vesiculas intracelulares. B) Luego de
la activacion ocurre un intercambio de GDP por GTP en la subunidad RAC permitiendo su
activacion. La fosforilacion de la subunidad p47™"* provoca un cambio conformacional que permite
su interaccion con p22°"*. El movimiento de p47™™* ocurre junto al de las subunidades
citoplasmaticas p67°™™ y p40"™* para formar el complejo NOX2 activo. Una vez activado las
vesiculas que contienen NOX2 se fusionan con las membranas plasmaticas o fagosomica. El
complejo activo transporta electrones desde el NADPH citoplasmatico hacia el espacio extracelular o
fagosdmico generando O,". Extraido de [18]

reaccion de Fenton /Haber-Weiss, puede dar origen al radical hidroxilo, especie oxidante
altamente reactiva, poco selectiva y por lo tanto altamente toxica [24].

Otra fuente importante de especies reactivas es la enzima mieloperoxidasa (MPO, E.C
1.11.2.2) que estd ampliamente distribuida en el organismo y se encuentra especialmente activa

en células fagociticas.

H,0, + CI' + H* —™° HOCI + H,0  Ecuacién1
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Esta enzima utiliza el HO, generado a partir de la NOX2 en fagosomas de neutrofilos y
macrofagos, produciendo acido hipocloroso (HCIO) como especie reactiva oxidante para la

defensa celular contra agentes infecciosos (Ecuacion 1) [25].
1.1.2  OXIDO NiTRICO

El 6xido nitrico ('NO) es un radical libre producido por accion de la enzima 6xido nitrico

sintasa (NOS, E.C.1.14.13.39) a partir del aminoacido L-arginina (Figura 1.2), liberando ademas

citrulina.
NH, Ho,  MNHz S
HoN={ _~ NADPH + O N={ L~ 12NADPH+0z  HN—
NH NH | NH
( = NADP* + H;0 _ S > 1/2NADP+ + H,0 Q + NO
+ + fl} +
NH; NH; NHz
o=({ M o= " o= _"
0 0 0
B MNOHLA L-citrulina

Figura 1.2. Reaccion catalizada por la NOS. Se muestra la formacion del intermediario Ne-hidroxi-L-
arginine (NOHLA). Imagen extraida de Liu, Q. y col. [26].

Su coeficiente de difusion es 4.8 x10™ cm® en H,0 a 37 °C y su vida media dependiendo
del tipo celular va desde 1 s en presencia de globulos rojos, hasta 30 s en otros amortiguadores
fisiologicos [27]. Cuando es producido en un cultivo de macrofagos activados puede migrar en
un radio de 10 a 50 células. Sin embargo, dentro de un sistema bioldgico mas complejo existen
otros blancos con los que puede reaccionar antes de alcanzar su méaxima migracion como la
guanilato ciclasa soluble, lipidos, hemoglobina, citocromo ¢ oxidasa u otros radicales libres [28].
Por ejemplo, en la mitocondria y dependiendo del gradiente de concentracion de O,, la
citocromo ¢ oxidasa puede reaccionar con ‘NO inhibiendo la respiracion mitocondrial, mientras
que en macréfagos activados y en presencia de O, puede limitarse su difusion debido a la
formacion de peroxinitrito [27, 29]. Entonces, los efectos sistémicos del "NO son el producto de
una serie de efectos paracrinos y autodcrinos definidos por el tipo celular en el que se genera [30].

Existen tres isoformas de oxido nitrico sintasa (NOS): neuronal (NOSI), inducible
(NOS2) y endotelial (NOS3). Las isoformas NOS1 y NOS3 son dependientes de calcio [31] y
constitutivas, aunque la NOS3 puede aumentar sus niveles durante el ejercicio fisico o la
estimulacion con estrogenos [32, 33]. La NOS2 no responde a cambios en la concentracion de
calcio y se induce durante la respuesta inmune en células del musculo liso respiratorio y
endotelial, macrofagos, células de Kupfer, condrocitos, mastocitos y neutrofilos, entre otros [31].
Sin embargo, también se ha observado cierta expresion constitutiva en neuronas, hepatocitos,

mucosa del célon y epitelio respiratorio [31, 34, 35]. La NOS2 inducida en macréfagos luego de

4
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una estimulacion inmunoldgica, es la principal fuente de 'NO en mamiferos. Su funcion es la
produccion de peroxinitrito como agente citotdxico para la destruccion de microorganismos o
células tumorales. Su sobreproduccion lleva a un shock endotoxico que produce disminucion en
la presion sanguinea y puede poner en riesgo la vida del individuo [36].

Los efectos del 'NO no sélo dependen del tipo celular sino también de las condiciones
que éste experimenta y del o6rgano en que se encuentra. El 'NO producido a bajas
concentraciones en el endotelio vascular contribuye a mantener una presion sanguinea normal,
mientras que durante un shock séptico la induccion de NOS2 es capaz de producir grandes

cantidades de 'NO en ese mismo endotelio, generando un estado descompensado en el individuo

[31].

Orn + urea

Arginasa sGC, CcO

Arg ety Citrulina+ *NO

NOS
% é E strés Nitrativo

AD l[.—'i—-[l MA + Citrulina

Figura 1.3. Control de la produccion de 'NO. La NOS2 produce ‘NO a partir de arginina (Arg),
que interactiia con guanilato ciclasa (sGC) y citocromo ¢ oxidasa (CcO). A su vez la citrulina a
altas concentraciones inhibe la NG,NG—dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (Ddah) que como
consecuencia produce un aumento en la concentracion de NG,NG-dimetil-L-arginina (ADMA),
potente inhibidor de la NOS2. La concentracion de Arg a su vez también es controlada por la
enzima arginasa. Adaptado de [30].

La produccion de 'NO también es regulada metabolicamente mediante la disponibilidad
de arginina que a su vez puede ser modulada por la enzima arginasa que cataliza la
transformacion de arginina en urea y ornitina. Por otra parte, la N®NC-dimetilarginina-
dimetilaminohidrolasa (Ddah) es una enzima cuyo sustrato es N°®NC-dimetil-L-arginina
(ADMA), un potente inhibidor de la NOS. La Ddah es a su vez inhibida por citrulina (producto
de la NOS) (Figura 1.3). Ambos mecanismos permiten una fina regulaciéon metabolica que
controla la concentracion de arginina y la generacion de 'NO mediante una inhibicién por

producto indirecta [37, 38].
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1.1.3 PEROXINITRITO

El peroxinitrito' (ONOO") es un poderoso agente oxidante y buen nitrante que puede ser
generado por varios procesos biologicos. Su sintesis ocurre a partir de la reaccion controlada por
difusion entre los radicales O, y 'NO (Ecuacion 2) [39, 40].

El 'NO tiene una vida media del orden de segundos y puede difundir a través de las
membranas [41, 42], mientras que la vida media del O, es menor a los milisegundos y sdlo es
capaz de atravesar las membranas por canales anionicos [7]. Entonces la formacién de

peroxinitrito ocurrira principalmente en sitios cercanos a la produccion de O, [22].

‘NO +0,” - ONOO~ k~10"M's? Ecuacion 2
v=k['NO][0,"]

La constante de segundo orden para la reaccion entre ambos radicales tiene un valor entre
4-16 x 10° M''s™ [43-45], indicando que la reaccion es controlada por difusion [22].

El peroxinitrito posee un pKa = 6.8 [40], por lo que la relacion entre la forma protonada
(ONOOH) y anidnica (ONOQ") depende del pH local, y en condiciones fisiologicas (pH 7.4) un
80 % se encuentra en forma anionica [22]. Ambas especies son capaces de reaccionar en forma

directa con biomoléculas, oxidandolas por mecanismos de uno o dos electrones [46].

1.1.3.1 Reactividad general

El ONOO" es estable en soluciones alcalinas (pH > 10), sin embargo a pH fisologico o
acido se descompone rapidamente en forma exponencial a ‘OH y 'NO, con una constante
cinética de 0.9 s (pH 7.4, 37 °C) [47] cuyo valor aumenta con la temperatura y disminuye con el
pH [15, 48].

En presencia de moléculas blanco, el peroxinitrito puede reaccionar en forma directa o
indirecta a través de los productos derivados de la descomposicion homolitica de su acido

conjugado (Ecuacion 3) y de esta manera promover diferentes efectos a nivel biologico [22].

ONOOH - [ OH + NO, | »* OH + N0, ~ Feuacién3

Sin embargo, in Vivo y en un medio acuoso la reaccion directa tanto de la forma protonada
como aniodnica predomina sobre la reaccion indirecta mediada por sus radicales de
descomposicion. Estos se vuelven relevantes en fases hidrofobicas donde son los principales

responsables del inicio de peroxidaciones lipidicas [49].

" El término peroxinitrito utilizado en el texto se refiere tanto a la forma aniénica (ONOO-) como a su 4cido
conjugado (ONOOH). Segtin la IUPAC los nombres que corresponden son: para la especie ONOO-,
oxoperoxonitrato (1-) y para el 4cido peroxinitroso, ONOOH, oxoperoxonitrato de hidrogeno.
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1.1.3.2 Reactividad directa

La reaccion directa entre el peroxinitrito y una molécula blanco puede ocurrir mediante la
oxidacion por uno o dos electrones. Cuando la oxidaciéon ocurre por dos electrones la molécula
de peroxinitrito (ONOO™ o ONOOH) reacciona con una cinética de segundo orden que depende
de la concentracion de la molécula blanco, de modo que la constante aparente de descomposicion
de peroxinitrito aumenta en forma lineal con la concentracion de ésta (Figura 1.4, reacciones [ 'y
IT) [22]. Este tipo de reacciones ocurren con centros metalicos como los que presentan las
porfirinas de manganeso sintéticas [50], centros metalo-sulfurados (Fe-S o Zn-S) [51] y los
grupos hemo en diferentes peroxidasas con constantes cinéticas de 10° M s™ o superior [52, 53].

También reacciona en forma directa con tioles presentes en el sitio activo de ciertas
peroxirredoxinas (ej: triparredoxina peroxidasa) en el orden 10° - 10" M's' [54], con
aminodacidos libres, albumina y glutation, con constantes cinéticas de 10° M s™ [40, 55], y con
compuesto de selenio como los residuos selenocisteina, selenometionina y la enzima glutation

peroxidasa en un rango entre 10° y 10° M5! [56-58].

'NO, +CO;"
35%

[ONOOCO:] —> NO, + CO;

A
CO: | 11
'NO +0;” — ONOO e ONOOH === ['NO, ‘OH] 7"/» NO,
My RHN 11 30% | IV
:"No2 NO;
M ROH ‘NO, + ‘OH

Figura 1.4. Reactividad directa e indirecta del peroxinitrito. El peroxinitrito en sistemas
biolégicos se produce principalmente a partir de la reaccion entre 'NO y O, Una vez formado
puede reaccionar directamente con centros metalicos por un electron (reaccion I) o mediante
oxidacion por dos electrones con diferentes blancos moleculares (reaccion II), o puede
reaccionar con CO; (reccidon III). Una fraccion del peroxinitrito (~30%) se homoliza generando
‘OH y 'NO, promoviendo oxidaciones por un electron via radicalar (reaccion IV). Extraido de
[22].

El peroxinitrito reacciona directamente con CO, (k = 5.7 x 10* M™' s, [42, 59]) a través de
la formacion del aducto ONOOCO; ™ (1-carboxilato-2-nitrosodioxano o nitrosoperoxicarboxilato)

que se descompone rapidamente (<1 us) a los radicales ‘NO, y radical carbonato (CO3”) con un
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35 % de rendimiento [60], mientras el 65 % de los radicales restantes se rearregla para formar
CO; y NOs' relativamente inertes (Figura 1.4, reaccion II1) [39, 61].

El CO; no puede ser considerado un atrapador de peroxinitrito porque el aducto que forma
no es una especie inerte. Sus productos de homolisis, NO, y CO;", son a su vez especies
nitrantes y oxidantes [42, 62-64]. El radical COs;" es capaz de oxidar biomoléculas con
constantes cinéticas de 10°-10° M s™ [65] redireccionando la reactividad del peroxinitrito. La
reaccion entre peroxinitrito y CO, es posible fisioldgicamente ya que la concentracion de éste en
plasma es elevada (1.3 mM) y se encuentra en equilibrio con la concentracion de bicarbonato

(HCO5, 25 mM) formando un amortiguador cuyo pka es igual a 6.1 a 37 °C (Ecuacién 4) [66].

CO,+HO0—H,CO,—HCO, +H" Ecuacion 4
pka =6.1 a 37°C

1.1.3.3 Reactividad indirecta mediada por radicales

En ausencia de blancos directos, el peroxinitrito se isomeriza a NO3 (70 %) y el 30 %
restante se homoliza a los radicales ‘OH y 'NO, (Figura 1.4, reaccion IV) [39]. En este caso la
reaccion es de primer orden para el peroxinitrito e independiente de la concentracion de la
molécula blanco ya que el paso limitante es la formacion de los radicales, aunque a veces esta
relacion es mas compleja [48, 67]. El radical ‘OH es un oxidante mas potente pero menos
selectivo que el 'NO, y el CO;", sin embargo dentro de un sistema bioldgico complejo existen
multiples blancos que pueden reaccionar directamente con el peroxinitrito, por lo que en
relacion, la reactividad mediada por ‘'OH es menos relevante. Del peroxinitrito total formado in
vivo mas del 95 % reaccionara directamente con distintas biomoléculas, mientras que menos del

5 % lo hard como ‘OH y ‘NO, [22].

1.1.3.4 Algunos efectos sobre macromoléculas

Nitracion proteica

El peroxinitrito es capaz de nitrar residuos aromaticos incorporando un grupo nitro,
principalmente en tirosinas y triptéfanos proteicos, asi como en residuos de guanina del ADN y
cadenas alifaticas de 4acidos grasos [68]. La 3-nitrotirosina (3NO,-Y) es uno de los
biomarcadores mas utilizados para determinar el dafio oxidativo por la presencia de peroxinitrito,
aunque no es del todo especifico para éste [69]. A 25 °C el rendimiento de la nitracion,
cuantificada como 3NO,-Y en relacion al peroxinitrito presente es de 6-8 % [70]. La nitracion de
tirosinas no afecta la velocidad de descomposicion del peroxinitrito y rinde ademas como
producto de reaccion radicalar ditirosina e hidroxitirosina [71, 72].

La oxidacidn por un electron del anillo aromatico (ej: tirosina) por parte del ‘'OH o el 'NO,
genera el radical tirosilo (Y") y una molécula de agua o NO, respectivamente (Ecuacién 5). El
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radical Y* formado es capaz de reaccionar con el ‘NO, para dar el producto final 3NO,-Y
(Ecuacién 6) con una k=3 x 10° M s™ [73]. A su vez, dos radicales Y" pueden reaccionar entre
si para dar la 3,3"-ditirosina (Ecuaciéon 7) con una constante de 4.5 x 10® M's [74]. Debido a
que el 'OH tiende a adicionarse al anillo aromatico en lugar de extraer un electron, el
rendimiento de radical Y" por reaccion con ‘OH es del 5 %, siendo el radical hidroxitirosilo el
producto mayoritario. Sin embargo, éste puede rearreglarse en un radical Y  y una molécula de
agua aumentando el rendimiento de Y', o puede unirse a otro Y y formar 3-hidrox-itirosina. La

reaccion con Y para formar el radical Y* de todos modos es muy rapida (1.3 x 10'°M's™)[75].

‘NO,/°'OH+Y->Y'+ NO, /H,0 Ecuacion 5
Y'+'NO, - NO,Y Ecuacion 6
Y'+Y' —>DiY Ecuacion 7

A pesar de que el peroxinitrito es un mal agente nitrante, su rendimiento de nitracion
aumenta en presencia de CO; o de centros metalicos proteicos. Si bien la nitracion proteica en un
sistema biologico no es un proceso exclusivo de la presencia de peroxinitrito [76], el uso de
ciertos compuestos que modulan la produccion de "NO (inhibidores de la NOS o atrapadores de
‘NO), superoxido (miméticos de SOD o atrapadores de O,”) o atrapadores de peroxinitrito, ha
permitido concluir que la formacion in vivo de peroxinitrito aporta a la nitracion proteica [70,

77].

Nitracion lipidica

La nitracioén lipidica ocurre como consecuencia de la reaccion de moléculas derivadas de
la oxidacién de 6xido nitrico entre los que se encuentra el peroxinitrito y el ‘NO,, siendo su
mecanismo ain desconocido o no determinado [78]. El 'NO,, generado por varias reacciones
entre las que se encuentra la descomposicion del peroxinitrito, es capaz ademas de oxidar
lipidos, la relacion entre lipidos oxidados y nitrados depende de los niveles de oxigeno en el que
ocurre el proceso, predominando los productos nitrados a bajas concentraciones [79, 80]. Tanto
el peroxinitrito anion como el acido peroxinitroso son potentes oxidantes capaces de rendir
diferentes productos de nitracion y oxidacion lipidica [81]. La presencia de nitrolipidos
endogenos ha sido ampliamente reportada, encontrandose en forma tanto libre como esterificada
[82, 83]. Su formacién es observada en macrofagos activados frente a un estimulo inflamatorio
donde se observa la produccion de colesterol-nitrolinoleato que es inhibida por inhibidores de la
NOS2, mostrando la reaccion directa entre la generacion de nitrolipidos y la presencia de

especies derivadas de ‘NO [83].
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1.1.3.5 Produccion de peroxinitrito en macrofagos activados

El peroxinitrito es considerado una molécula efectora durante la respuesta inmune celular
por la presencia de microorganismos extrafios [84, 85].

En condiciones de estimulacion apropiadas, las células del sistema inmune, en particular
los macrdfagos, son capaces de producir cantidades importantes de peroxinitrito, mediante la
generacion simultanea de 'NO y O,", por accion de la NOS2 y NOX2 respectivamente [70, 86].
Los macrofagos expuestos a citoquinas de tipo Thl, principalmente interferon y (INFy) y factor
de necrosis tumoral o (TNF-a) o a lipopolisacaridos de la pared bacteriana (LPS), inducen la
NOS2 obteniéndose niveles significativos de 'NO luego de 3 a 4 h con un flujo de 0.2-0.3
nmol.min".mg™' de proteina que se mantiene durante 15 a 16 h [86].

Por su parte, las particulas fagocitadas, zimosan opsonizado o forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA), promueven el ensamblaje de los componentes de membrana y citosol de la
NOX2 mediante fosforilaciéon de p47phox (gp91phox, p47phox y p67phox) [18, 87, 88]. La
liberacion de O," comienza inmediatamente luego de agregado el estimulo y permanece durante
90 a 120 min con un flujo de 0.3-0.4 nmol.min"".mg™". Es asi que la produccién simultdnea de
ambos radicales genera un flujo de peroxinitrito que se mantiene durante un periodo de 2 h
alcanzando niveles intrafagosomicos de 50-100 pM.min™', que representan un flujo altamente
toxico. Sin embargo, su concentracion de estado estacionario efectiva es del orden nanomolar
debido a la presencia de multiples blancos con los que puede reaccionar a nivel celular [19].

Cuando los macrofagos contienen un microorganismo internalizado en el fagolisosoma,
éste se expone a O, generado hacia el interior de la vacuola por la NOX y al 'NO que difunde
desde las formas citosolicas y particuladas de la NOS2 [89] con la consecuente formacion de
peroxinitrito.

Si bien existe evidencia del rol del peroxinitrito como molécula efectora en la
citotoxicidad asociada a macrofagos, su accion podria estar limitada por su corta vida media en
medios biologicos (~10 ms) y su difusién transmembrana restringida [19]. El peroxinitrito debe
permear la membrana plasmatica para ejercer su efecto citotoxico extracelular. Esto es posible
gracias a la existencia de canales anidnicos para la especie ONOO-, y la difusion pasiva que rige
a la especie ONOQOH, ya que ambos procesos coexisten a pH fisiologico [49, 90]. Sin embargo,
fuera de la célula puede reaccionar con el CO, presente u otras moléculas y ser rapidamente
consumido, por lo que su alcance real es igual o menor a 20 um desde su sitio de formacion [90,
91]. Debido a que su velocidad de reacciéon con ciertas moléculas blanco es similar a su
velocidad de difusion, el hecho de que ocurra reaccion o difusion va a depender de la
concentracion de blancos potenciales, el sitio de formacion y concentracion del peroxinitrito y su

cinética con los blancos presentes [91].
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Como herramienta experimental para determinar la formacion de ONOO™ en el medio
intracelular se utilizan las sondas fluorescentes 2,7 -dicloro dihidrofluoresceina (DCDHF) y su
analogo estructural 123 dihidrorodamina (DHR), que son oxidadas por el peroxinitrito con una
eficiencia del 38 y 44 % respectivamente. La cuantificacion de peroxinitrito mediante sondas de
oxidacioén ha mostrado ser una técnica mas sensible (aunque menos especifica) que aquellas que
cuantifican nitracion, obteniéndose con las primeras resultados mas cercanos a los obtenidos a
partir de la utilizacién de peroxinitrito sintetizado [92]. Teniendo en cuenta que en un medio
biologico el CO; presente reacciona rapidamente con el peroxinitrito generando CO3 ™y ‘NO,, se
podria suponer una subestimacion de la presencia de ONOO', sin embargo ambos radicales son
capaces de oxidar mediante un electron a ambas sondas, de modo que la presencia de CO; en el

medio no afecta los rendimientos de ONOO™ producido mediante flujo [86].

1.2 DEFENSAS ANTIOXIDANTES

Los organismos aerobios han desarrollado un complejo sistema de defensa para protegerse
del dafio por radicales libres, productos secundarios e indeseables de la utilizacion del oxigeno como
fuente de energia., constituido por antioxidantes fisioldgicos. Su producciéon es modulada por
mecanismos que se activan frente a un aumento en la produccion de radicales libres, para controlar y
estabilizar el ambiente redox intra y extracelular.

Un agente antioxidante es una especie quimica capaz de donar electrones a otra especie
que entonces es reducida. Estan presentes en bajas concentraciones con respecto a un sustrato
oxidable, en este caso biomoléculas (lipidos, proteinas o acidos nucleicos), y actiian retardando o
previniendo su oxidacion. Al reaccionar con un radical libre, el agente antioxidante cede un electron,
se oxida y ¢l se transforma en un radical libre débil no téxico [93].

Los antioxidantes pueden ser clasificados en diferentes categorias, no excluyentes. De
acuerdo con su origen pueden ser endogenos o generados a partir de un sistema bioldgico, o
exogenos, provistos a partir de la dieta. Desde el punto de vista fisicoquimico pueden ser
hidrosolubles o liposolubles. Finalmente, desde un punto de vista funcional se clasifican en
antioxidantes enzimadticos y no enzimaticos. Nos basaremos en esta Ultima clasificacion para

detallarlos.
1.2.1 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Las defensas enzimdticas mas importantes en mamiferos son la superéxido dismutasa

(SOD), la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPX) y las peroxirredoxinas (PRX).

11



INTRODUCCION

1.2.1.1 Superoxido dismutasa

La SOD (E.C. 1.15.1.1) cataliza la dismutacion de O,” a H,O, y O,, siendo una de las
primeras lineas de defensa frente al potencial dafio oxidativo de ese radical. Existen varias
isoformas de SOD que se clasifican segun el i6n metalico que actua como cofactor y su
ubicacion celular como Cu/Zn-SOD citosolica (SOD1), Mn-SOD mitocondrial (SOD2) y Cu/Zn-
SOD extracelular (SOD3). La SODI se ubica principalmente en citoplasma y en menor
concentracion en mitocondria, nucleo, peroxisomas y lisosomas. La SOD2 se sintetiza en el
citoplasma y se trasloca a la mitocondria mediante un péptido seial, donde participa en la
dismutacion de la mayoria del O,” generado por la cadena respiratoria mitocondrial. Su accion
debe complementarse con otros sistemas que a su vez eliminen H,O, [94]. La SOD3 se ubica
fundamentalmente en la matriz extracelular y protege a la célula del dafio causado por el O,”

liberado desde neutrofilos y macréfagos al ejercer su funcion [94, 95].

1.2.1.2 Catalasa

La CAT (E.C. 1.11.1.6) es una enzima tetramérica que cataliza la descomposicion del
H,0O, en agua. Se localiza principalmente en los peroxisomas de la mayoria de las células
eucariotas. Posee dos actividades enzimaticas; la actividad catalasa que descompone H,O, para
dar H,O y Oy; y la actividad peroxidasa, que cataliza la oxidacién de metanol, etanol y fenoles, a

expensas de peroxidos organicos [96].

1.2.1.3 Glutation peroxidasa

La GPX (E.C. 1.11.1.9) cataliza la reducciéon de H,O; a H,O y de otros hidroperoxidos
organicos (ROOH) a alcohol a expensas de glutation reducido (GSH) El glutation oxidado
(GSSQG) es entonces nuevamente reducido por la enzima glutation reductasa (GR) a expensas de
NADPH de modo de conservar las reservas intracelulares de GSH. Posee varias isoformas
algunas dependientes de selenio y otras no. En vertebrados, se encuentran en citosol, mitocondria

y membranas celulares [97].

1.2.1.4 Peroxirredoxinas

Las peroxirredoxinas (PRX, EC 1.11.1.15) catalizan la reduccién de H,O,, ONOO" y
peroxidos organicos en presencia de tiorredoxina. Se localizan principalmente en citosol, aunque
también existen en la mitocondria, asociadas al nucleo y a la membrana de todos los organismos
y poseen un ciclo catalitico altamente conservado. Durante la catalisis participa un residuo de
cisteina (Cys) o cisteina peroxidatica que se ubica en el sitio activo del extremo amino terminal
junto a residuos prolina, arginina y treonina, todos altamente conservados. Esta Cys es capaz de
reducir varios tipos de peroxidos con una eficiencia catalitica de entre 10° - 10" M™'s™' [98].

Luego de su oxidacion, el tiol se transforma en acido sulfénico que es reciclado a tiol reducido a
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expensas de un segundo tiol libre que puede provenir de la misma enzima (Cys resolutiva) o de

otra. Las PRX se clasifican en 1-Cys y 2-Cys segun su Cys resolutiva provenga de otra molécula

(1-Cys) o de la misma molécula (2-Cys) [99].
1.2.2 ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Las defensas antioxidantes no enzimaticas se dividen en moléculas hidrosolubles y
liposolubles. Dentro de las primeras las mas importantes son glutation y vitamina C (ascorbato) y

dentro de las segundas estan la vitamina E (tocoferoles) y vitamina A (carotenoides).

1.2.2.1 Glutation

El glutation (GSH) o y-glutamilcisteinilglicina es un tripéptido endégeno hidrosoluble
constituido por &cido glutdmico, cisteina y glicina, vital para el normal funcionamiento celular.
Segun su estado de o6xido-reduccion, puede encontrarse como glutation reducido (GSH) u
oxidado (GSSG). Debido a su rol modulador en la sefializacion redox celular, es critico que un
pool importante se mantenga en estado reducido (GSH). El glutation se sintetiza en el citosol y si
bien un 90 % se encuentra alli, el 10 % restante se ubica en mitocondria, reticulo endoplasmatico
y nucleo. Su concentracion celular es 0.5-10 mM, siendo la relacion GSH:GSSG de 10:1, con
excepcion del reticulo endoplasmatico donde la relacién cae a 1:1 para permitir el correcto
plegamiento y formacion de puentes disulfuro de las proteinas. Posee varias funciones como
detoxificacion de xenobioticos, transporte de Cys, biosintesis de leucotrienos y protaglandinas,
mantenimiento de funcidn y estructura de varias proteinas, regulacion de la actividad enzimatica
y regeneracion de otros antioxidantes (ej. ascorbato). Sin embargo su funcidon mas importante es
el mantenimiento de la homeostasis redox intracelular protegiendo a la célula de los efectos
indeseados de las especies reactivas por reaccion directa con ellas. En presencia de un oxidante,
el GSH cede un atomo de hidrégeno y se oxida a 2 GSSG. El GSSG formado es reducido
entonces a GSH por la enzima glutatién reductasa (GR), a expensas de los electrones donados

por NADPH [100].

1.2.2.2 Vitamina C

La vitamina C o acido ascorbico (Figura 1.5) es un diacido que a pH fisioldgico se
encuentra como monoanién radical o monodehidroascorbato (MDA) y cuya oxidacioén por dos
electrones produce el dehidroascorbato (DA). Es capaz de reaccionar con radicales hidroxilo
(‘OH), alcoxilo (RO"), peroxilo (ROQO"), urato (UH") y a-tocoferilo (TO"). Su reaccion con TO',
producto de la oxidacion de la vitamina E, es particularmente importante para la regeneracion de
¢ésta ultima. Dada la naturaleza liposoluble de la vitamina E e hidrosoluble de vitamina C, esta
reaccion ocurre en la interfase lipido-agua (generalmente en la superficie de lipoproteinas),

quedando expuesto hacia la fase acuosa el radical TO'. El potencial redox del par ascorbato/
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MDA, le permite ademas ser un buen dador de un electron participando como cofactor en
diversas reacciones enzimaticas que involucran oxigenasas e hidroxilasas, donde el ejemplo mas

conocido es el de la prolil hidroxilasa durante la sintesis de colageno.

OH OH
0 (8]
0 — o
HO' HO
. +
Ha OH 2e +2H a o
- dcido ascérbico acido dehidroascorbico

Figura 1.5- Acido ascérbico o Vitamina C

Debido a su rol clave en la defensa contra las especies reactivas, existen mecanismos
redundantes que reciclan tanto MDA como DA a ascorbato. El reciclado de MDA se realiza
tanto por la citocromo b5 reductasa como por la tiorredoxina reductasa, ambas dependientes de
NAD(P)H como dadores de electrones. E1 DA por su parte es reducido a ascorbato en células de
mamifero a través de numerosas GSH y NADPH dehidroascorbato reductasas (glutarredoxina,

tiorredoxina reductasa y proteina disulfuro isomerasa) [101, 102].

1.2.2.3 Vitamina E

Existen 8 estructuras quimicas que se incluyen bajo la denominacién de vitamina E que
tiene como base un nucleo de dos anillos denominado cromano y una cadena alifatica de 16
carbonos (Figura 1.6). Las estructuras se denominan a, B, v y o-tocoferol y a, B, v y o-

tocotrienol, siendo a-tocoferol el compuesto bioldgicamente mas activo.

Figura 1.6. a-tocoferol

Es sintetizado exclusivamente en vegetales y su principal funciéon es proteger
principalmente los lipidos de membranas biologicas del dafio oxidativo, inhibiendo la fase de
propagacion en la lipoperoxidacion mediante la formacion del radical a-tocoferilo. Este radical
se forma por reaccion con un radical libre (ej. ‘'OH), mediante la abstraccion de un H de su fenol

exociclico, generando un radical menos reactivo y mas estable por deslocalizacion en el anillo
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aromatico. El radical TO" puede ser reciclado por otros antioxidantes como ascorbato y ubiquinol

[103].
1.2.2.4 Carotenoides

Los carotenoides son isoprenoides de naturaleza liposoluble presentes en vegetales y son
responsables de la coloracion de sus frutos. Sus propiedades antioxidantes residen en la
estructura de largas cadenas con dobles enlaces conjugados. A partir de su reaccién con una
especie reactiva, el radical generado se estabiliza por deslocalizacién dentro de la cadena
alifatica. Al igual que la vitamina E se ubica en membranas biologicas e impide la reaccion en

cadena que ocurre durante la peroxidacion lipidica [103].

1.3 ESPECIES REACTIVAS Y SENALIZACION REDOX

Las especies reactivas han sido estudiadas desde un principio como especies toxicas y
principales responsables del desarrollo de diversos estados patoldgicos a causa de un desbalance
oxidativo. Sin embargo, la evidencia acumulada en los Gltimos afios ha obligado a cambiar esta
vision, ya que algunas de estas especies producidas en bajas dosis participan en vias normales de
sefializacion celular [104, 105]. Entre ellas se encuentran ‘NO, O,” y H,O,.ya mencionadas.

El mecanismo principal por el que alteran distintas funciones proteicas se basa en la
regulacion a través de la oxidacion de residuos de cisteina reactivos y presentes en dichas
proteinas. Los residuos de cisteina reactivos al ser oxidados forman acido sulfénico (-SOH) que
puede formar puentes disulfuro con cisteinas proximas o ser sobreoxidados a acido sulfinico (-
SO,H) o sulfénico (-SO3;H) alterando de este modo la estructura y funcidon proteica. Estas
modificaciones funcionan como sensores del estado redox celular y poseen sistemas tiorredoxina
y peroxirredoxina capaces de revertirlas, sobre todo en los estados sulfénico y disulfuro [106].

En el caso del 'NO, la respuesta bioldgica que genera puede ser GMP ciclico (GMPc)-
dependiente 0 GMPc-independiente. E1 'NO es un mediador ubicuo de diversos procesos
biologicos como vasodilatacion, neurotransmision, citotoxicidad, relajacion de musculo liso
gastrointestinal y broncodilatacion [16, 17, 107]. Esto es posible gracias a la activacion de
diferentes vias de sefializacidbn que inicialmente activan a la guanilato ciclasa soluble y
particulada. A su vez el GMPc activa quinasas dependientes de ¢l, por ejemplo la protein
quinasa G, que fosforila varios canales y receptores, regulando asi diversos efectos endogenos
asociados a GMPc. Ademas el 'NO puede formar aductos con metales, S-nitrosar y nitrar
residuos proteicos (principalmente Y) modulando la actividad enzimatica [30].

Por su parte el O, y H,O, han emergido como moléculas sefializadoras, aunque las

limitaciones para su deteccion in vivo hacen muy dificil discernir sus efectos, ya que el O, es
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una molécula de corta vida y dismuta rapidamente a H,O,. Sin embargo, las investigaciones
realizadas en Escherichia coli muestran que este organismo posee vias independientes para cada
molécula. Mientras un aumento en la produccion de H,O, es detectado por el factor de
transcripcion OxyR, el SoxS lo hace con el O, [105].

El H,O, es capaz de interactuar con la familia de las tirosina fosfatasas (PTP), que
poseen en su sitio activo un residuo de cisteina activo, blanco potencial de diversos oxidantes y
en cuyo mecanismo catalitico se ha detectado la presencia de un intermediario sulfénico de
caracter reversible. Es por eso que la base de la fosforilacion de tirosina inducida por agentes
oxidantes se relacionaria mas bien con una inhibicién en la actividad de fosfatasas que con la
activacion de quinasas [108].

El H,O, también participa en la S-glutationilacion de proteinas. E1 GSH es un importante
atrapador de H,O,, generando GSSG a partir de dos moléculas de glutation por accion de la
enzima glutation peroxidasa (GPX) y es reconvertido a GSH por la glutation reductasa a
expensas de NADPH. El GSSG generado puede reaccionar con el anion tiolato (-S) de un
residuo de cisteina reactivo cercano, o bien una molécula de GSH puede reaccionar con un
intermediario sulfénico (-SOH) generado por oxidacion de una cisteina reactiva, para en ambos
casos producir un intermediario glutationilado. Esta modificacion que ocurre tanto en
condiciones fisioldgicas como patoldgicas afecta tanto a factores de transcripcion como a
enzimas y proteinas estructurales. La S-glutationilacion es un mecanismo de sefializacion por el
que las células responden en forma eficiente y reversible a los cambios redox. A través de la
modulacién del factor de transcripcion Nrf2 y la induccion de la expresion de los genes
antioxidantes en la region ARE, regulan la mayoria de las rutas celulares. Regulan la sobrevida
celular a través del factor de transcripcion NF«kB, activando genes de supervivencia y la muerte
celular programada por modulacién de la caspasa 3 [109].

Los estudios moleculares realizados a los 5 isotipos de NOX aislados hasta el momento
sugieren que hay un modo general de regulacion de la produccion de O,”. Se han aislado una

serie de proteinas relacionadas a la subunidad gp91ph°X

(nox2), clave en la activacion de la
NOX2 en macrofagos, que se expresan hacia el exterior de los macrofagos y serian las
responsables de dicha produccion. De todos modos las cantidades de O, generadas por las NOX
no fagociticas nunca alcanza los niveles observados en macréfagos, siendo estas magnitudes mas
compatibles con su uso como moléculas de sefializacion. Tanto las NOX como las NOS se
ensamblan del mismo modo para producir un “estallido” en células fagociticas como para

producir pequeiias cantidades mas compatibles con un sistema de sefalizacion redox en las no

fagociticas [105].
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1.4 SENALIZACION REDOX Y RESPUESTA INFLAMATORIA

La inflamacién es un proceso inmunolégico complejo que se desencadena en condiciones
normales en respuesta a una infeccidon o daio producido por un agente patdgeno. Se caracteriza
por una acumulacion de fluidos locales y por el reclutamiento de leucocitos con el objetivo de
eliminar el estimulo dafiino. Este proceso es acompafiado por una serie de sintomas clinicos
como calor, rubor, entumecimiento y dolor [110]. Durante el proceso, los monocitos activados a
macréfagos aumentan su consumo de oxigeno produciendo lo que se denomina “estallido
respiratorio” e incrementando la liberacion y acumulacion de ERO a nivel local. Por otro lado,
las células inflamatorias liberan citoquinas y quimioquinas que a su vez atraen mas células
inflamatorias al lugar. Estos mediadores solubles son clave en la activacion de distintas cascadas
de sefializacion a través de cambios a nivel de factores de transcripcion que provocan una
respuesta inmediata ante dicho estrés [111].

El proceso inflamatorio en su etapa inicial o fase aguda es mediada por la activacion de
las células del sistema inmune, es de corta duraciéon y muy favorable para el hospedero. Cuando
esta etapa se prolonga en el tiempo y no se resuelve, se establece un estado en el que el
hospedero queda predispuesto a una variedad de enfermedades inflamatorias cronicas. Las
principales moléculas mediadoras de la inflamacion son el ‘NO, las moléculas de adhesion
ICAM-1, VCAM-1 y selectina E, las protaglandinas E2 e 12, los leucotrienos B4 y C4 y las
citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1, IL-6, ademéas de los factores NF-«xB, AP-1, PPARs y
Nrf2 cuya capacidad de unién al ADN es alterada por las distintas vias de sefializacion y las
quinasas PTKs y MAPKs. En un ambiente donde existe un proceso inflamatorio y oxidativo
sostenido en el tiempo se genera un circulo vicioso que puede dafar los tejidos adyacentes sanos
y luego de determinado tiempo desencadenar enfermedades cronicas tales como diabetes,
Alzheimer, transtornos cardiovasculares y enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso o

artritis reumatoidea [112].
1.4.1 FACTORES DE TRANSCRIPCION

1.4.1.1 NF- kB

La via de sefalizacion mediada por NF- kB es considerada la mayor reguladora de la
respuesta inmune innata e inflamatoria. EI NF- «B es un factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas) que controla la transcripciéon del ADN. Este
factor de transcripcion responde a sefiales de estrés oxidativo e induce la produccion de proteinas
vinculadas a la inflamacion como la NOS2 y la ciclooxigenasa 2 (COX-2), ademas de varios
mediadores de la inflamacion como TNF-a e IL-6. Este factor puede ser activado por un

estimulo inflamatorio como el lipopolisacarido de la pared bacteriana (LPS), citoquinas (INFy) y
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oxidantes (H,0;), mediante la fosforilacién de su inhibidor IkB por la IkB quinasa (IKK), que a
su vez es un marcador para su ubiquitinacion y degradacion en el proteosoma (Esquema 1.1). La
degradacion de IkB deja libre el motivo de localizacion nuclear de NF-«xB, permitiendo su rapida
translocacion y la transcripcion de genes blanco [113]. La importancia de esta via en la
modulacién de procesos inflamatorios, la transforma en blanco para el desarrollo de nuevos

farmacos antiinflamatorios [114]
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Esquema 1.1. Activacion del factor de trasncripciéon NF- kB. Extraido de [115].

La activacion de este factor también es critica en otros procesos fisiologicos que incluyen
crecimiento, sobrevivencia, desarrollo y proliferacion celular [116-118], regulando la expresion
de cientos de genes involucrados en respuesta al estrés, inflamacion y apoptosis [119, 120].

Debido a que NF-xB es activado en varios tipos celulares por diversos agentes
estimulantes que poseen regulacion redox, se propuso que las ERO podrian estar involucradas en
su modulacién actuando como segundos mensajeros [121-123]. La modulacién redox de la via
aun no esta clara. Existen estudios que demuestran que cuando el grado de estrés oxidativo es
bajo se favorece la activacion de NF-«kB, mientras que la presencia de grandes cantidades de
oxidantes la inhiben conduciendo a la célula a la apoptosis [124]. Las ERO podrian ejercer cierta
modulacién en la respuesta y en los productos de los genes activados por NF-kB que atenuaran

su propio efecto promoviendo la sobrevivencia [119].

1.4.1.2 PPAR

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) son una familia de
factores de transcripcidon nuclear que pertenecen a la superfamilia de receptores esteroideos.

Estan formados por las isoformas PPARa, 6 (o B) y v, siendo ésta ultima la mas estudiada. Estos
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receptores regulan principalmente el metabolismo de la glucosa, lipidos y lipoproteinas, por
unioén a pequefias moléculas lipofilicas. Son activados por ligandos naturales derivados de los
lipidos de la dieta, por ligandos sintéticos como fibratos, glitazonas y antiinflamatorios no
esteroideos (AINES). Entre los ligandos fisiologicos de los PPARs se encuentran los acidos

grasos libres, eicosanoides y sus derivados de las vias de la lipooxigenasa (LOX) y la

ciclooxigenasa (COX) [125].
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Esquema 1.2. Activacion y efectos de PPARs. Extraido de [126].

Luego de su union al ligando, PPAR forma un heterodimero con el RXRa, para luego
unirse a PPRE modulando la transcripcion de sus genes blanco (Esquema 1.2). Si bien PPAR
regula el transporte y metabolismo lipidico [127], también disminuye la produccion de TNF-a,
INFy e IL-6) y algunas proteinas de fase aguda como la PCR [128]. Los mecanismos
moleculares antiinflamatorios de los PPAR se basan en su accion inhibitoria sobre promotores de
los genes que codifican proteinas inflamatorias. Para reprimir la transcripcioén los PPARs se unen
a factores represores como C-Jun y la subunidad p65 de NF-kf. Los agonistas de este receptor
reprimen la expresion de VCAMI en trombocitos inducida por citoquinas; en monocitos y
macrofagos reducen la expresion de factor tisular y metaloproteinasas; en endotelio inhiben la

expresion de IL-6 y COX-2 y en linfocitos T inhiben la secrecion de IL-2 y TNF-a [129].

1413  Nrf2

El factor de transcripcion Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-Related Factor 2) regula la
expresion inducible de numerosos genes de enzimas destoxificantes y antioxidantes, mediante su
unién a una secuencia especifica del ADN conocida como ARE (de sus siglas en inglés
Antioxidant Response Element), que puede ser activada por diversos compuestos oxidantes y/o

electrofilos de naturaleza quimica muy diversa.
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Este factor se encuentra normalmente inhibido por su union a la proteina de citoesqueleto
keap-1. La estimulacion con agentes electrofilicos (xenobidticos o antioxidantes) modifica esta
interaccidn para que el factor pueda traslocarse hacia el nicleo. Una vez alli actia en la region
ARE promotora de genes de multiples enzimas detoxificantes entre las que se encuentran la
NAD(P)H quinona reductasa, las enzimas de fase II que participan en el metabolismo de

xenobioticos (GST, UGT), hemooxigenasa y tiorredoxina [130-134] (Esquema 1.3).
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Esquema 1.3. Activacion y efectos de Nrf2. Extraido de [135].

Este factor ademas es capaz de modular la produccion de citoquinas, quimioquinas y

moléculas de adhesion celular y la expresion de COX-2 y NOS2.

1.4.1.4 AP-1

Este es un factor sensible a los cambios redox que regula la expresion de varios
mediadores inflamatorios. Se encuentra formando un heterodimero con miembros de la
superfamilia Jun y Fos y se une a una secuencia palindrome en el ADN, regulando la expresion
de genes vinculados a la apoptosis, respuesta celular a estrés e inflamacion [136]. Su actividad es

regulada principalmente por JNK, perteneciente a las MAPKs [137, 138].
1.42 MEDIADORES DE LA INFLAMACION

El 'NO en condiciones proinflamatorias es sintetizado en macrofagos activados a partir de
la NOS2 y es beneficioso cuando se produce durante un corto periodo de tiempo, sin embargo
cuando la condicidn se mantiene, el exceso de 'NO puede conducir a shock séptico y
enfermedades inflamatorias [139, 140]. Es por esta razon que la inhibicion selectiva en la
expresion o actividad de la NOS2 es un efecto deseable en un farmaco antiinflamatorio.

En las células inflamatorias, las prostaglandinas son sintetizadas por COX-2 donde es

altamente expresada, sin embargo hasta el momento los inhibidores selectivos de COX-2 no han
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mostrado ser seguros, probablemente debido a la presencia de tromboxanos producidos a nivel
de COX-1. Los leucotrienos que participan en los procesos inflamatorios son
peptidoleucotrienos, LTB4, LTC4 y LTD4, generados principalmente por la lipooxigenasa-5. En
ambos casos la investigacion se dirige a encontrar inhibidores seguros que actiien a nivel de
dichas enzimas [111].

Las citoquinas son responsables de la mayoria de los efectos biologicos en el sistema
immune como la inmunidad mediada por células y respuestas de tipo alérgico. Si bien existen
numerosas citoquinas, éstas pueden ser subdivididas en 2 grupos: las proinflamatorias y las
antiinflamatorias. La mayor fuente de produccion de citoquinas son los linfocitos T que poseen
receptores especificos de antigeno en su superficie para reconocer patdogenos extraios y tejido
normal durante episodios de autoinmunidad. Existen dos subpoblaciones de linfocitos T que se
diferencian por sus moléculas de superficie en CD4+ y CD8+. Los linfocitos CD4+ son
conocido como células T helper (Th) y son los méas prolificos generadores de citoquinas. Poseen
un estado inicial indiferenciado (ThO) en el que liberan pequeiias cantidades de IL-2, IL-4 e IFN-
v. En presencia de ciertas citoquinas esta poblacion puede diferenciarse en dos subgrupos
denominados Thl y Th2. La diferenciacion a Thl ocurre a través de la IL-12 producida por
macrofagos activados o células dendriticas y es potenciada por la presencia de IL-18 (o factor
inductor de IFN-y) [141]. La diferenciacion a Th2 es inducida por IL-4 producida en varios tipos
celulares como mastocitos, basoéfilos, linfocitos T NK (asesinas naturales) o en forma autocrina
por ellas mismas y potenciada por IL-6 e IL-7 secretadas por macrdéfagos y fibroblastos [142].

Las citoquinas liberadas por los linfocitos Th1, como IL-2, IFN-y, TNF-a y linfotoxina-a
(denominada indistintamente TNF-f o LT-o) estan asociadas a la produccion de IgG;
promoviendo respuestas proinflamatorias responsables de la eliminacion de parésitos y de
perpetuar reacciones de autoinmunidad. Una excesiva respuesta proinflamatoria conduce a un
daio tisular descontrolado que debe ser regulado. Las citoquinas liberadas por los linfocitos Th2
incluyen IL-4, 5, 9 y 13 y estan asociadas con la produccion de I1gGy, IgE e IL-10 con respuesta
antiinflamatoria. Estas citoquinas producidas en exceso son capaces de contrarrestar la accion
microbicida mediada por las Th1 [143].

Dentro de los linfocitos CD4+ o Th, existe un subgrupo con caracteristicas de linaje
diferente a Thl que produce IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 y TNF-a y se denominan Th17 [144,
145]. La IL-17 induce la liberacion de citoquinas proinflamatorias como IL-6 y PGE; y actaa
sinérgicamente con IL-1a, TNF-B, IFN-y y con ligandos CD40+ de linfocitos T [146].

Los macrofagos por su parte son también capaces de liberar numerosas citoquinas
proinflamatorias y regulatorias a partir de estimulos solubles tales como complejos inmunes,

componentes bacterianos, metabolitos lipidicos, hormonas y sus propias citoquinas. Dentro de
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las citoquinas proinflamatorias producidas por macréfagos se encuentran el MIF, TNF-q, IL- 1
(IL1-a, IL-1B e IL-18), IL-2 (IL-15) e IL-12 ( IL-23 e IL-27) y dentro de las regulatorias estan
IL-1Ra, IL-10, TGF-B, y TNF-Rs. Ambos grupos son capaces de ejercer un efecto autdcrino que
se vuelve importante en el desarrollo de un estado patologico [147].

La produccion de las citoquinas proinflamatorias como consecuencia de un estimulo
puede ser disminuida por diferentes moléculas entre las que se encuentran los polifenoles,
conocidos antioxidantes, que ejercen de este modo entonces una accion antiinflamamtoria [148,
149].

Las quimioquinas son pequefas citoquinas quimiotacticas que controlan la migracion de
leucocitos en estado fisioldgico y patologico. Una de ellas, la CXCLS8, es producida en
macrofagos y células epiteliales, siendo inhibida su expresion por diversos compuestos
polifendlicos como quercetina, acido cafeico y resveratrol [149, 150]. La principal quimiocina
involcrada en la migracion de leucocitos polimorfonucleares es CXCL2 y su expresion también
es inhibida por polifenoles [151].

Por su lado la adhesion de monocitos circulantes a la vasculatura endotelial es clave en
los procesos de inflamacion. Las células endoteliales responden a los estimulos proinflamatorios
de TNF-a, LPS e IL-1p atrayendo a los monocitos por la expresion selectiva en su superficie de
las moléculas de adhesion celular VCAM-1, ICAM-1 selectina-E (ELAM-1). Estos procesos
pueden ser inhibidos también por sustancias antioxidantes como los polifenoles, curcumina,

resveratrol y quercetina entre otros [152, 153].

1.5 ARTRITIS REUMATOIDEA

1.5.1 GENERALIDADES

La artritis reumatoidea (AR) se define como una patologia sistémica y autoinmune,
caracterizada por provocar una inflamacion cronica articular, que comienza principalmente en
diartrosis pequefias. Esta inflamacion sostenida en el tiempo provoca hiperplasia y destruccion
progresiva o sinovitis erosiva simétrica con distintos grados de deformidad que conduce a la
incapacidad funcional de la articulacion. A nivel sistémico provoca trastornos cardiovasculares,
pulmonares, sicolégicos y esqueléticos (Figura 1.7) [154], y se caracteriza por la presencia de

auto-anticuerpos, principalmente anti-proteinas citrulinadas (AAPC) y factor reumatoideo (FR).
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Figura 1.7. Desarrollo del sindrome de artritis reumatoidea. La interaccion entre factores ambientales y
genéticos promueve la pérdida de tolerancia hacia proteinas propias que contienen citrulina como consecuencia de
la modificacion postraduccional de la arginina. Ocurre entonces una respuesta de los linfocitos T y B a un estimulo
generado en tejidos linfoides y médula 6sea, que se inicia en la articulacion por un mecanismo poco entendido y
complejo. La sinovitis se inicia y perpetua en la articulacion, promoviendo otros estados patologicos a nivel
sistémico que definen el sindrome de la AR. Adaptado de [154].

Esta enfermedad dolorosa e incapacitante, conduce a una pérdida de calidad de vida en el
paciente y a un aumento de su morbimortalidad. Se presenta con mayor frecuencia en personas
del sexo femenino, en una relacion de 3:1 y tiene una prevalencia estimada entre 0.5y 1 % de la
poblacion mundial [155, 156]. En el Uruguay, tanto la prevalencia como la incidencia son
desconocidas, pero se estima similar a la europea (0.5 %) dadas las -caracteristicas
mayoritariamente caucasica de nuestra poblacion [157]. La edad promedio de aparicion se ubica
entre los 40 y 50 afios, aunque también puede afectar a nifios en la forma de artritis idiopatica
juvenil [158, 159]. Para definir la presencia y estadio de la enfermedad, la Liga Europea contra el
Reumatismo (EULAR) y el Colegio Americano de Reumatologia (ACR) colaboran en la
elaboraciéon de un listado que actualmente incluye 7 criterios: presencia de entumecimiento
matinal, presencia de ndédulos subcutdneos, factor reumatoideo positivo, cambios radiograficos,
inflamacioén simétrica simultanea de una misma articulaciéon, hinchazéon en mufleca o entre

falanges y un minimo de tres articulaciones inflamadas [160].
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Su etiologia es desconocida y su patogenia autoinmune es determinada por un antigeno
desencadenante aun no determinado presente en individuos genéticamente predispuestos que
conduce a una reacciéon inmunoldgica e inflamatoria que inicia en la sinovia articular [156].
Existen varios genes candidatos para el desarrollo de una respuesta inmunoldgica alterada

que operan ya sea mediante la seleccion defectuosa del repertorio de células T (ej: HLA-DRB1),
la estimulacién y diferenciacion funcional de dichas células (ej: PTPN22 y CTLA4), o la
sefalizacion mediada por el factor nuclear NF-kB (ej: TRAFI-C5 y c-REL) [154, 161]. Si bien el
componente genético es importante y esta presente en el 50 % de los casos, la respuesta
autoinmune anormal observada también puede ser producto de la combinacion de distintos
factores bioldgicos y ambientales como cambios hormonales, agentes infecciosos virales o

bacterianos y tabaquismo, entre otros (Figura 1.7) [162, 163].

1.5.2 PROCESO INFLAMATORIO E INMUNOLOGICO EN LA ARTICULACION
SINOVIAL ARTRITICA

Una articulacion sinovial sana contiene neutrofilos, mastocitos, sinoviocitos tipo A o
macrofagos sinoviales capaces de presentar antigenos, y sinoviocitos tipo B con caracteristicas
de fibroblastos. Estos ultimos son los encargados de la formacion y mantenimiento de la matriz
extracelular, mediante la produccion de colageno y acido hialurénico, componente principal del
liquido sinovial para el normal funcionamiento articular (Figura 1.8).

La matriz extracelular estd integrada por tres grandes grupos de componentes:
proteoglicanos (principalmente agrecdn) y glucosaminoglicanos; proteinas estructurales
(colageno tipo II, IX y XI y elastina) y proteinas de adhesion (fibronectina y laminina). En
condiciones normales los sinoviocitos A y B secretan cantidades controladas de
metaloproteinasas de la matriz (MMPs). Las MMPs constituyen una familia de més de 25
miembros de endopeptidasas dependientes de zinc que digieren distintos componentes de la
matriz (colagenasas, estromelisinas, gelatinasas) para mantener la estructura y flexibilidad de la
capsula articular a través del remodelado [164]. Durante su actividad se desencadenan cascadas
de senalizacion que promueven la diferenciacion, migracion y movilizacion celular, por eso se
encuentran bajo estricto control a nivel de su transcripcion, su secrecion como zimdgenos

inactivos y la presencia de inhibidores tisulares endégenos de MMP (TIMP) [165].
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Figura 1.8. Proceso inflamatorio e inmunolégico en AR. Interaccion de las principales células
implicadas en la fisiopatologia de la sinovitis y la resorcion 6sea que conduce a la liberacion de
enzimas y al dafio tisular asociado. Adaptada de Isaacs et al.[166].

Varias MMPs se expresan en forma diferencial tanto en cartilago normal como
patoldgico [167, 168], observandose altas concentraciones en el liquido sinovial de paciente con
AR, que sugiere un rol en el cartilago asociado a la patologia [169]. En condiciones
profinflamatorias los macréfagos activados secretan zimégenos (pro-MMP) en grandes
cantidades y su activaciéon ocurre por proteinasas solubles y asociadas a la membrana de los

condrocitos (Figura 1.8).

1.5.2.1 Activacion del sistema inmune innato

La sinovitis o inflamacién de la membrana sinovial ocurre a partir de la activacion por
una causa desconocida de células del sistema inmune innato.

Si bien la AR es considerada una patologia mediada por linfocitos Thl, recientemente ha
crecido el interés en el rol como mediadores en la génesis del proceso de los subgrupos Th17y T
reguladoras (Treg), presentes en la sinovial de pacientes con AR [170]. Por un lado las Thl17,
liberan IL-17 que media la respuesta inflamatoria y la activacion de los osteoclastos, y por el otro
las Treg (CD4+/CD25+), que normalmente inhiben la proliferacion celular y secrecion de
citoquinas, son incapaces de ejercer esta funcion en la sinovial de estos pacientes [156].

En las primeras etapas, los sinoviocitos tipo B adoptan un fenotipo semiautonomo que
muestra independencia de union, pérdida de inhibicidon por contacto y expresion de altos niveles
de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias y quimioatrayentes, moléculas de adhesion y

metaloproteinasas de matriz (MMPs). Las interleuquinas quimioatrayentes IL-8, IL-16, MCP-1,

25



INTRODUCCION
MIP-1a y el ligando de RANK (RANKL), reclutan células inflamatorias desde la sangre hacia la
articulacion. Ademas actian en sinergia con las citoquinas proinflamatorias IL-1, IL-16, TNF-
a, IL-11, IL-15, RANK-L, MIF y con PGE2 aumentando la permeabilidad vascular y la adhesion
celular [171]. En particular RANK-L es uno de los mas importantes en la destruccion articular ya
que es capaz de reclutar monocitos e inducir su diferenciacion a osteoclastos activos (Figura
1.8) [172].

La multiplicaciéon celular en la capa subintima de la membrana sinovial produce
engrosamiento e inflamacion articular [156] generando un tejido altamente proliferativo llamado
pannus. Este tejido posee una resistencia alterada a sufrir apoptosis fomentada por diferentes
factores como la presencia de citoquinas anti-apoptoticas (IL-2 e IL-4), la pérdida funcional del
gen de supresion tumoral p53 o la expresion de proteinas de estrés (ej: hsp70) contribuyendo al
mantenimiento y propagacion del proceso inflamatorio [173, 174]. Durante este proceso ocurre
neoangiogénesis como consecuencia de la hipoxia generada por aumento de la poblacion celular
en el compartimiento articular [154].

Los macréfagos también son importantes efectores de la sinovitis mediante la liberacion
de TNF-a, IL-1, 6, 12, 15, 18 y 23, y de ERO y ERN por activacion de NOX y NOS2,
produccion de prostanoides, MMPs, fagocitosis y presentaciéon de antigenos. Esta activacion
polarizada al fenotipo M1 activado de macrofagos ocurre como consecuencia de la presencia en
el medio de IFN-y, TNF-a, GM-CSF y productos microbianos como LPS, mediante receptores
TLRs y NLRs capaces de reconocer patrones moleculares asociados a la presencia de patdgenos
y dafo celular [154, 175].

Los neutréfilos presentes en el liquido sinovial sintetizan PGs, proteasas y ERO, mientras
que los mastocitos producen aminas vasoactivas (serotonina e histamina), citoquinas,
quimioquinas y proteasas [176, 177].

Durante la instalacion de la AR comienza un proceso de destruccion articular que
involucra tanto al hueso como al cartilago con erosion local y osteopenia general del hueso. Si
bien estos procesos son diferentes, ambos dependen en parte del estado inflamatorio determinado
por el patrén de citoquinas proinflamatorias presentes. Este patron varia en los distintos estadios
de la enfermedad y es capaz de activar tanto a condrocitos, encargados de la produccion de la
matriz 6sea, como a osteoclastos, responsables de la reabsorcion del hueso, provocando erosion
y pérdida de la funcion articular [178].

Los sinoviocitos tipo B ademas de favorecer la diferenciacion de monocitos a
osteoclastos activos, promueven en el cartilago la destruccion de la red de colageno tipo II

mediante la secrecion de MMPs entre las que se encuentran MMP-1, 3, 8, 13, 14 y 16, siendo
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principalmente expresada MMP-14 (o MMP tipo I). Los inhibidores de MMPs (TIMPs) se
vuelven incapaces de revertir esta cascada destructiva [179].

A su vez en estadios tempranos de la enfermedad, condrocitos y macréfagos inducen
mutuamente alteraciones en los perfiles de expresion de las MMP y sus inhibidores. En
particular se ha demostrado que la activacion del zimégeno MMP-9 producido por
monocitos/macrofagos, es dependiente de factores derivados de los condrocitos, tales como
MMP-3 [180]. La exposicion reiterada de los condrocitos a citoquinas como IL-1, IL.17A y
especies reactivas provoca su apoptosis y por ende la pérdida de la capacidad regenerativa del
cartilago [154].

La erosidon d6sea también ocurre en respuesta a citoquinas presentes en la sinovial. En
particular GM-CSF y RANK-L, promueven la diferenciacion y activacion de osteoclastos y su
invasion al periostio adyacente al cartilago articular, mientras que TNF-o, IL-1, IL-6 e IL-17

amplifican este efecto [181, 182].

1.5.2.2 Respuesta inmune adaptativa

La autoinmunidad ocurre como consecuencia de una falla en la seleccion y eliminacion a
nivel del timo y luego a nivel perisférico, de aquellos linfocitos T capaces de reaccionar contra
péptidos propios.

La sinovial artritica presenta abundantes células dendriticas mieloides y plasmocitoides,
que expresan diferentes citoquinas (IL-12, 15, 18 y 23), moléculas de MHC II, y moléculas co-
estimuladoras necesarias para la activacion de las células T y la presentacion de antigenos [183].

La activacion de las células T requiere de al menos dos senales diferentes. La primera
sefial ocurre como consecuencia de la union de un linfocito T virgen (timocito) con un receptor
de células T (TCR) unido al complejo CD3. A su vez la interaccion entre TCR/CD3 y moléculas
de MHC I o MHC 1I direcciona el linaje hacia linfocitos T CD8+ (T citotdxicas) oT CD4+
(Thelper), respectivamente. Mientras que las moléculas clasificadas como MHC I se expresan en
practicamente todas las células nucleadas, las de tipo MHC II se limita a células presentadoras de
antigeno profesionales (CPA) como linfocitos B, células dendriticas, macrofagos y linfocitos T
activados. La segunda sefal ocurre por interacciéon con moléculas diversas que activan las
células T favoreciendo su multiplicacion, sobrevida y produccion de citoquinas. Estas moléculas
coestimuladoras se clasifican en tres grandes grupos: inmunoglobulinas (CD28 y CD2),
receptores de TNF-a (CD40, CD27, CD134, CD137) y receptores de citoquinas (IL-2R, IL-7R,
IL-1R, IL-6R). Una de las formas de coestimulacion mejor caracterizada es la que se establece
entre la familia de receptores CD28 (CD28 e ICOS) expresados en la superficie de los linfocitos
T y los ligandos CD80 y CD86 expresados en todos los tipos de CPA [184]. En la sinovial de

pacientes con AR se ha observado ademas la presencia de CD80 y CD86 en la superficie de
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linfocitos T activados, lo que sugiere un mecanismo autosustentable de activacion. La presencia
de grandes cantidades de estas moléculas coestimuladoras en la sinovial artritica sugiere una
activacion aun en ausencia de antigeno [185].

En condiciones normales, los linfocitos B en presencia de antigeno se diferencian en dos
poblaciones efectoras. Una subpoblacion desarrolla una respuesta inmune primaria e
independiente de linfocitos T mediada por IgM, que constituye la primera linea de defensa
inmunoldgica y no genera memoria inmunologica. La otra, estd integrada por linfocitos B
activados y diferenciados ante la presencia de un antigeno reconocido y se denominan
plasmocitos o células B de memoria. Poseen memoria inmunoldgica y secretan grandes
cantidades de anticuerpos o autoanticuerpos en el caso de patologias autoinmunes. Los factores
que determinan que un linfocito B residente en los centros germinales pertenezca a uno u otro
subgrupo no son claros. Tanto en la sangre perisférica como en la sinoval artritica, se observa
una frecuencia elevada de plasmocitos con respecto a un individuo sano. Esto no necesariamente
significa una pérdida de tolerancia inmunolédgica o fallas en el proceso de seleccion y tampoco se
sabe si son 0 no autoreactivos. Sin embargo, la presencia de una elevada concentracion de
células B de memoria es un factor de riesgo para el desarrollo de autoinmunidad y la produccion
de autoanticuerpos, ya que poseen umbrales de activacion mas bajos y han escapado al proceso
de seleccion negativa [186].

Los procesos de recombinacion e hipermutacion somatica para la maduracion de la
afinidad estdn normalmente bajo estrictos controles para proteger al organismo de la
autoinmunidad. Mientras que un individuo sano posee un 20 % de células B autoreactivas, en un
paciente con AR este porcentaje asciende a 35-52 %. Si bien una causa podria ser la presencia de
puntos de control defectuosos, la situacién no mejora luego de terapias con anti-TNF-a, anti-
CD20 o metotrexato. Esto indica que la autoinmunidad podria tener un origen secundario a la

inflamacion, eliminando su rol en la etiologia [187].
1.5.3 AUTOANTICUERPOS DIAGNOSTICOS EN AR

La autoinmunidad esta dirigida a moléculas modificadas que no son reconocidas como
propias, generando la produccion de autoanticuerpos. La exactitud y frecuencia de medidas de la
actividad de la AR es critica para un planteo Optimo de tratamiento y la obtencion de un mejor
pronostico [188].

Los principales marcadores serologicos de autoinmunidad sistémica en esta patologia son
el factor reumatoideo (FR) y los anticuerpos anti-péptidos citrulinados (AAPC). Si bien se
incluyen en el protocolo de diagnostico junto con la determinacion de VES y PCR (marcadores

de inflamacion), existe un porcentaje de pacientes FR negativo (~20 %) que sin embargo

28



INTRODUCCION
desarrollan la enfermedad y pacientes FR positivos que presentan otra patologia o estan sanos,
por lo que los resultados deben considerarse en conjunto con pruebas radiograficas y examen
clinico [189]. Ambos puede preceder en varios afios a la aparicion de la enfermedad por lo que
no son consecuencia de la enfermedad ni causa suficiente para generarla [190].

El FR esta formado por una familia de autoanticuerpos, principalmente de tipo IgM,
dirigidos contra el dominio Fc de IgG. Son producidos localmente por los linfocitos B presentes
en foliculos linfoides y centros germinales que se desarrollan en la sinovial inflamada y se
detecta en el 60-80 % de los casos [191]. El FR de individuos sanos tiene baja afinidad y su
funcioén es eliminar complejos inmunes y ayudar a los linfocitos B a procesarlos y presentarlos a
las células T. En la AR, el FR est4 presente en grandes cantidades en la sinovial y posee mayor
afinidad, por lo que ejerce su funcién de manera patoldgica, potenciando la inflamacion y
captura de autoantigenos dentro de la articulacion [192].

Los anticuerpos anti-proteinas citrulinadas (AAPC) constituyen un grupo presente en el
70-90 % de los casos de AR y poseen alta especificidad para la enfermedad (95 %) [193]. Los
pacientes AAPC positivos presentan mayor erosion a nivel articular y una asociacion directa con
la presencia del componente genético HLA-DRB1 de la enfermedad [194, 195]. Los blancos de
los AAPC son varios, pudiéndose encontrar citrulinados fibrindgeno, fibrina, colageno tipo I y II,
vimentina, queratina, el factor perinuclear, y a-enolasa, entre otros [196-199]. La citrulina es un
aminoacido no estdndar que se origina como resultado de una modificacion postraduccional
realizada por la enzima peptidilarginina deiminasa (PAD), sobre un residuo de arginina. El rol
fisiologico de la citrulinacion no es claro, pero el cambio en la carga del residuo arginina (+) a
neutro en la citrulina, vuelve a las proteinas modificadas mas propensas a la degradacion (Figura
1.9) [200].

Cuando las células apoptoticas son eliminadas de manera eficiente, las proteinas
citrulinadas y PAD se liberan hacia el espacio extracelular. Alli, las proteinas modificadas son
capturadas por las CPA y la enzima PAD actia sobre las proteinas de la sinovial [201]. Se ha
comprobado experimentalmente la formacion de un complejo inmune entre las proteinas
citrulinadas y los AAPC, con la subsiguiente fijacion al complemento en la sinovial artritica

capaz de perperuar la inflamacion [202].
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Figura 1.9. Reacciones de citrulinacion y carbamilacion. A. Generacion de un residuo de citrulina a
partir de arginina y catalizada por la enzima peptidilarginina deiminasa (PAD).B. Reaccion de
carbamilacion de un residuo de lisina a expensas de urea. Extraido de [203].

Recientemente se han detectado autoanticuerpos contra proteinas carbamiladas (anti-
CARP). La carbamilacion es una modificacion postraduccional que ocurre entre el cianato
(OCN) presente en el organismo y el aminoacido lisina, formando homocitrulina [204].Tanto la
citrulina como la homocitrulina poseen una estructura muy similar y carga neutra, teniendo la
homocitrulina un grupo CHj; extra (Figura 1.9). La carbamilacion proteica se encuentra
aumentada en falla renal, fumadores e inflamacion crénica donde la expresion de MPO esta
aumentada y favorece la transformacion de tiocianato a cianato a expensas de H,O, [205, 206].
Los anticuerpos anti-CARP se han detectado en pacientes con AR tanto AAPC positivos como
negativos, lo que indica una reaccion especifica, por lo que podrian ser especialmente ttiles en

aquellos pacientes AAPC negativos, donde no existen otros valores pronésticos fiables [203]
1.5.4 ROL DE LAS ESPECIES REACTIVAS EN AR

En la AR como en el resto de las enfermedades autoinmunes, es necesario diferenciar los
factores desencadenantes de aquellos que favorecen la persistencia y progresion del estado
patoldgico. La condicidon autoinmune se asocia a la activacion de células efectoras produciendo
grandes cantidades de especies reactivas que tienen un rol importante en procesos de inflamacion
y autoinmunidad, aunque se desconoce la etapa de la patologia en la que participan [207, 208].

Se establece asi un estado prooxidante que promueve la inflamaciéon y la generaciéon de neo-
antigenos [209, 210].
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El O, es producido por la isoforma NOX2 ensamblada en macrofagos, células
dendriticas y otras células efectoras una vez activadas por algun estimulo externo. Este radical
tiene un rol proinflamatorio ya que produce dafio en células y matriz extracelular y aumenta la
permeabilidad en la microvasculatura promoviendo la migracion de neutroéfilos hacia el foco de
la inflamacion. El O, también es producido por los osteoclastos durante la resorcién Osea
normal. Este proceso se intensifica en presencia de IL-1B, liberandose grandes cantidades de O,
y provocando un dafio articular [211]. La enzima encargada de detoxificar el O,” en estos
entornos es la isoforma SOD3, que tiene a su cargo el 80 % de la actividad SOD en el fluido
articular, sin embargo los pacientes con AR poseen la actividad de esta enzima disminuida en un
50 %, volviendo los tejidos tisulares mas vulnerables a esta especie reactiva [212]. De hecho, la
sobreexpresion de SOD3 en ratones transgénicos suprime la incidencia y desarrollo de la
enfermedad en el modelo de AR inducida por colageno (CIA) [213]. Como se menciond en la
seccion 1.1.1, el O, ademas puede dar origen a las especies reactivas ‘OH, H,0O,, HCIO y
ONOQO/, de acuerdo al entorno en que se encuentre, aumentando su potencial dafo oxidativo. Por
ejemplo, la exposicion de los condrocitos a H,O; inhibe la sintesis de proteoglicanos y la sintesis
de ADN, disminuyendo ademads las reservas de ATP por inactivacion de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa [214]. El ‘OH originado a partir de O,” o H,O, mediante reaccion de
Fenton posee alta reactividad y puede oxidar lipidos, proteinas y ADN cercanos a su sitio de
generacion modificando su funcién [215]. Los pacientes con AR presentan una expresion
incrementada de MPO y por lo tanto el HCIO se produce en cantidades importantes induciendo
la descomposicion de 4cido hialurénico, entrecruzamiento anormal de coldgeno tipo I y
disminucioén de la viscosidad del liquido sinovial [216, 217].

De los compuestos miméticos de SOD los mas estudiados son el 4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oxilo (tempol), un nitréxido de bajo peso molecular capaz de atravesar
membranas, y el complejo de Mn(Il) pentaazamacrociclico M40403. El tempol ademas de
atenuar los efectos in vitro del O, ha mostrado su eficiencia también en diferentes modelos de
AR [218, 219]. E1 M40403 atrapa directamente O,” y a su vez ejerce una accion sinérgica con
otros tratamientos de rutina en AR como metotrexato y dexametasona [220, 221].

Por su parte, el 'NO es producido a nivel articular por sinviocitos A o macrofagos
activados, osteoclastos y osteoblastos. La expresion de NOS2 se encuentra aumentada en el
fluido sinovial de pacientes con AR produciéndose una mayor concentracion de ‘NO alli [222,
223]. La liberacion enddgena de "NO induce la actividad COX en macrofagos y por lo tanto la
produccion de prostaglandinas inflamatorias y vasodilatadoras [224]. En los condrocitos el 'NO
presenta dos tipos de respuestas, a bajas concentraciones inhibe a las MMPs y estimula la

sintesis de proteoglicanos; mientras que a altas concentraciones como las inducidas por
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citoquinas proinflamatorias, activa las MMP e induce apoptosis por alteracion del potencial
transmitocondrial mediante la inhibicion del complejo IV [225]. Si bien existen multiples
estudios que utilizando inhibidores de NOS muestran que el 'NO afecta la produccion de
diferentes moléculas de la matriz como agrecdn o condroitinsulfato, en ultima instancia la
molécula efectora es el ONOO', producido a partir de su reaccion con O, [226, 227].

Como ya se mencion0, en condiciones proinflamatorias se liberan grandes cantidades de
0," y 'NO en forma simultanea que conducen a la formaciéon de ONOO™. El ONOQO™ genera un
desbalance en el estado redox celular mediado por la oxidacion de GSH que provoca que la IKK
fosforile a IkB posibilitando la translocacion de NFxB hacia el ntcleo para mediar en la
transcripcion de diversos mediadores inflamatorios [228]. También afecta la produccion de
colageno tipo II y agrecdn, disminuye la respuesta de los condrocitos a IGF-1, incrementa la
expresion de MMP-3 y MMP-13 y disminuye la activacion de los TIMPs, provocando la ruptura
de la matriz [229, 230].

Tanto las especies reactivas liberadas por células efectoras en el entorno de los linfocitos
T como las producidas internamente por las actividades COX y LOX, actian sobre diferentes
moléculas de membrana alterando la transduccion de sefiales y la respuesta celular externa e
interna en los linfocitos T y por lo tanto son clave para su activacion en el desarrollo de la AR.
Las células T de liquido sinovial de AR contienen una mayor concentracién de especies reactivas
en relacion a las de la sangre periférica, que se asocia a una concentracion disminuida de GSH y
un incremento de tiorredoxina. Este ambiente oxidante favorece la apoptosis mediante un cambio
de respuesta de Thl a Th2, caracterizado por la liberacion de IL-4, IL-12 e inhibicion de IFNy
[231]. Varios factores de transcripcion como NFkB, STAT y AP-1 estan sujetos a regulacion
redox. El aumento de especies reactivas favorece la activacion, proliferacion y muerte celular,
sin embargo, si su produccion se vuelve cronica podria conducir a un fenotipo refractario a
estimulos antigénicos, mitogénicos y apoptdticos, y en ultima instancia a la cronicidad [232].
Ademas en la articulacion artritica las células T poseen un comportamiento disfuncional ya que
alli se acumula una poblacion oligoclonal primando la expansion y retencion sobre el proceso de

eliminacion [233].
1.5.5 MODELOS DE GENERACION DE NEO-ANTIGENOS

Como ya se menciond, la condicién autoinmune estd asociada a una produccion elevada
de especies reactivas que producen diversas modificaciones postraduccionales en proteinas,
acidos nucleicos y lipidos, generando ligandos para los que los autoanticuerpos poseen gran

afinidad [234]. Este comportamiento se atribuye a una poblacion de células T cuyo fenotipo es
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CD4+/CD28™", que poseen caracteristicas proinflamatorias y citotdxicas, y son resistentes a la
apoptosis [233].

La generacion de neo-antigenos puede ocurrir a partir de diferentes procesos. El modelo
conocido como “mimetismo molecular” se basa en la existencia de una subpoblacion de células
T que reconocen antigenos propios que escapan a su delecion clonal en el timo, persisten en
individuos sanos y bajo el estimulo apropiado pueden iniciar respuestas autoinmunes. Entonces,
ciertos péptidos de patdgenos con estructura similar a péptidos propios se expresan y reconocen
por ese grupo de linfocitos T [156].

Un segundo modelo llamado “extension de epitope” sugiere el desarrollo de anticuerpos
contra nuevos epitopes en el antigeno original basado en una pérdida de tolerancia. Estos nuevos
epitopes inmunogénicos se originan como consecuencia de un procesamiento alterado de
diferentes biomoléculas modificadas por acciéon de las especies reactivas. Los anticuerpos
reactivos contra esos determinantes neo-antigénicos poseen reactividad cruzada con antigenos
propios. Se considera que ambos mecanismos participan en la instalacion de la patologia
autoinmune, siendo el “mimetismo molecular” quien iniciaria el proceso y la “extension de

epitope quien prolonga su patogenicidad [234].

1.5.5.1 Biomoléculas modificadas por ERO y ERN como potenciales neo-

antigenos

La presencia de productos de peroxidacion lipidica, nitrito, 3NO,-Y, colageno tipo II
nitrado, LDL e IgG oxidadas en diferentes fluidos biologicos de pacientes con AR evidencia la
participacion indirecta de especies reactivas en la destruccion articular [235-237].

Todas estas modificaciones podrian afectar el procesamiento de la molécula afectada
favoreciendo su reconocimiento como componente extrafio por parte de los linfocitos T.

Las proteinas autodlogas pueden transformarse en inmunogénicas por modificaciones
postraduccionales tan variadas como transglutaminacion, desaminacion, glicosilacion, nitracion
o proteolisis limitada pudiendo desenmascarar un nuevo antigeno que conduzca a la pérdida de
tolerancia [171]. De todas estas modificaciones la mas ampliamente reconocida como
biomarcador de inflamacion y dafio oxidativo es la nitracion de tirosinas [238]. Las proteinas con
tirosinas nitradas se han aislado de suero y sinovial de pacientes con AR y osteoartritis y su
aumento intraarticular se asocia con el dafio [239]. Al exponer 3NO,-Y al suero de pacientes con
AR se observo la presencia de anticuerpos anti proteinas nitradas, siendo mayores sus niveles en
los estadios mas avanzados de la enfermedad [240, 241].

La sinovial de pacientes con AR contiene agregados producidos por entrecruzamiento
covalente de IgG nitrosada y clorinada por accion de ONOO™ y HCIO respectivamente, sin

embargo estos agregados no mostraron propiedades inflamatorias, produciendo una inhibicion
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dosis-dependiente de la activacion del complemento y disminuyendo su afinidad tanto por Clq
como por C3 convertasa [235]. En este caso la modificacion oxidativa no funcionaria como
neoantigeno.

Por otra parte si bien el coldgeno tipo II sin modificar produce cierto nivel de auto-
anticuerpos, su significado clinico no es claro. Cuando el coldgeno se expuso a oxidantes
‘OH/H,0, y ONOO' o se glicosilo se observo fragmentacion y agregacion, ademds de una mayor
afinidad al suero de paciente con AR. Esto muestra la existencia de potenciales anticuerpos
presentes en el suero capaces de reconocer especificamente al colageno tipo II modificado, que
seria entonces un potencial neo-antigeno [242].

También se han aislado anticuerpos contra LDL oxidada y nitrada del suero de pacientes
con AR y lupus eritematoso sistémico. Los pacientes con AR temprana presentan titulos
elevados de autoanticuerpos contra LDL oxidada. En aquellos que presentan complicaciones
cardiovasculares, donde la LDL nitrada es atrapada por macréfagos con mayor avidez que la
LDL nativa u oxidada, se han observado mayores niveles de autoanticuerpos contra LDL nitrada
[243].

Las modificaciones oxidativas en general causan agregacion y cambios conformacionales
que favorecen la exposicion de nuevas zonas hidrofobicas, ambas caracteristicas podrian explicar

la interaccion incrementada que se observa entre autoantigenos y autoanticuerpos [234].
1.5.6 TRATAMIENTO TERAPEUTICO

Los tratamientos remisivos actuales en AR incluyen fAirmacos antiartriticos modificadores
de la enfermedad (FAME) sintéticos y bioldgicos. Los objetivos terapéuticos principales
incluyen la disminucion del dolor, mantenimiento de la funcion articular y disminucion de la

progresion de la enfermedad.

1.5.6.1 Farmacos de primera linea

En etapas tempranas de la enfermedad se aplica lo que se denomina un tratamiento de
primera linea basado en el uso de antiinflamatorios no esteroideo (AINEs), corticoides y FAME
sintéticos. Los AINEs controlan el dolor y el edema reduciendo la inflamacién aguda, pero no
alteran el curso de la enfermedad ni previenen el dafo articular. Su uso a altas dosis y durante
tiempos prolongados presenta efectos colaterales importantes, principalmente sobre el aparato
gastrointestinal, y en el caso de los inhibidores selectivos de la COX-2 un aumento del riesgo
cardiovascular [244]. Los corticoides (principalmente la prednisona) por su poder
antiinflamatorio brindan un alivio sintomdtico rapido en pacientes con gran inflamacion y
compromiso funcional. Se utilizan en la menor dosis posible y en forma transitoria, como puente

mientras se produce el efecto de los FAME. Se administran siempre en forma conjunta con algiin

34



INTRODUCCION
otro fairmaco y si bien no estd considerado como tal estudios recientes han mostrado que los
gluococorticoides en etapas tempranas podrian actuar como FAME, mejorando los registros
radiogréficos [245].

Los FAME sintéticos mas utilizados son el metrotexato (MTX), leflunomida,
sulfazalacina, sales de oro (ej. aurotioglucosa), hidroxicloroquina y cloroquina. El MTX es un
analogo del dihidrofolato, por lo que inhibe a la enzima dihidrofolato reductasa. Ademas posee
propiedades inmunosupresoras y antiinflamatorias, ya que inhibe la proliferacion y funcion de los
linfocitos T y B, suprimiendo la liberacion de IL-1, INFy, TNF-a y otras citoquinas. Es el
farmaco mas utilizado de este grupo por su eficacia y bajo costo. Actia tanto en el control de
sintomas y recuperacion funcional como en la disminucion de la progresion de erosiones Oseas.
Los efectos adversos mds frecuentes incluyen cirrosis hepdatica, neumonitis intersticial,
mielosupresion y riesgo aumentado de desarrollo de linfomas, que ya es alto en pacientes con AR
[246]. El MTX penetra en las células utilizando un transportador de folato reducido o por
difusion pasiva. Cuando se administra por via oral, se absorbe en el tracto digestivo mediante un
mecanismo de transporte activo y se metaboliza a nivel hepatico, lo que limita su
biodisponibilidad. Adicionalmente, parte del metotrexato es metabolizado por la flora intestinal
ocasionando un metabolito inactivo. Por ambas razones se han observado mejores resultados
cuando es administrado en ayunas [247]. Una vez en la circulacion sanguinea, el MTX se une a
proteinas plasmaticas, principalmente albimina, en un 50-60 %. Entre el 80 y 90 % es eliminado
por via renal dentro de las primeras 24 h [248].

Los FAME leflunomida, sulfasalazina y sales de oro hasta el momento son utilizados
como terapia combinada s6lo en casos de intolerancia al MTX. La hidroxicloroquina y
cloroquina son farmacos antimaldricos, con escasa habilidad para prevenir la destruccion
articular. Se utilizan en regimenes combinados, aunque no esté claro si son capaces de potenciar

el efecto, es por eso que no son considerados en los actuales algoritmos [249].

1.5.6.2 Farmacos de segunda linea

El término “agentes bioldgicos”, incluye agentes terapéuticos que tienen el potencial de
inhibir la accion de citoquinas, la activacion celular y la transcripcion de genes por diversos
mecanismos. Se indican a pacientes que no responden frente al uso de al menos dos farmacos de
primera linea en dosis adecuadas durante 6 meses [250].

Dentro de los bloqueadores de actividad TNF-o maés utilizados se encuentran
Adalimumab (IgGl monoclonal recombinante humana), Infliximab (anticuerpo monoclonal
quimérico 75 % humano y 25 % raton) y Etanercept (proteina de fusion entre receptor p75 de

TNF-a y porcion Fc de IgG1 humana). Se utilizan en terapia combinada con MTX y poseen

35



INTRODUCCION
importantes efectos colaterales, ya que las citoquinas participan en la inmunidad contra
infecciones y el consumo de antagonistas de citoquinas, aumentan el riesgo de contraerlas [251].

En aquellos casos en que existe una ausencia de respuesta, respuesta suboptimas o
intolerancia al uso de anti-TNF-o, se utilizan farmacos alternativos dirigidos a blancos
diferentes. El Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico murino/humano anti-CD20 que
se obtiene por ingenieria genética y se administra en combinacioén con el MTX. El Abatacept es
una proteina de fusion (CTLA4-Ig), que inhibe selectivamente la co-estimulacion para la
activacion completa de los linfocitos T que expresan CD28, mediante su union especifica a
CD80 y CD86, disminuyendo por igual la produccion de TNF-a especifico de antigeno, INFy e
IL-2 por los linfocitos y se administra junto con MTX. El Tocilizumab es un anticuerpo
monoclonal que se une a receptores de IL-6 tanto solubles como unidos a membranas (IL-6Rs e
IL-Rm) e inhibe la sefializacion mediada por ambos y se administra junto con MTX. Por tltimo,
Arnkinra es una forma recombinante no glicosilada del antagonista del receptor de IL-1, IL-
1Ra y compite con éste por la unién a IL-1a y B, inhibiendo la sefializacion intracelular [252].

Sus efectos secundarios son variados e incluyen infeccion en vias respiratorias superiores;
celulitis, neumonia, herpes, gastritis; erupcion, cefalea, mareos; elevacion de transaminasas
hepaticas, leucopenia, neutropenia; hipercolesterolemia, conjuntivitis, eritemas e infecciones

Oseas y articulares entre otras [253].

1.6 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El tratamiento terapéutico actual para la AR se basa en el uso de fArmacos modificadores
de la enfermedad sintéticos y bioldgicos, que ocasionan importantes efectos secundarios en el
individuo y no incluye ningun abordaje antioxidante. En este sentido se ha observado que el
antioxidante curcumina es capaz de inhibir la activacion de neutrdfilos y sinoviocitos in vitro
[254], los retinoides ejercen inmunomodulaciéon mediante la disminucién de la produccion de
especies reactivas en células polimorfonucleares activadas y en modelos animales [255, 256],
ademads la N-acetilcisteina es capaz de bloquear el efecto del factor nuclear NFkB en el modelo
CIA [257]. La suplementacion con vitamina E en un modelo de artritis espontanea, fue capaz de
detener la destruccion articular pero no modifico otros pardmetros de la enfermedad ni alter6 la
respuesta inmunoldgica [258]. Estudios doble ciegos de suplementacion con ésta no mostraron
cambios en la probabilidad de desarrollar AR en relacion con el placebo [259]. En pacientes con
AR, no tuvo efectos sobre la actividad de la enfermedad ni sobre la inflamacidn, sin embargo

mostro una disminucion del dolor y un posible rol analgésico [260].
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Por otra parte, el consumo regular de suplementos y/o alimentos ricos en de vitamina C
[261] y carotenoides [262] se asocid positivamente con menor riesgo de desarrollar la
enfermedad.

Los nitrolipidos son acidos grasos poliinsaturados de cadena larga que contienen un
grupo nitroalqueno como consecuencia de su reaccion con ERN y se encuentran en plasma,
tejidos y células [78]. El grupo nitroalqueno le confiere un caracter electrofilo al CP adyacente
pudiendo actuar como antioxidante mediante adicion de Michael con moléculas neutrofilas como
tioles y aminas primarias y secundarias [263, 264]. A concentraciones reportadas del orden de
micromolar, estas moléculas son capaces de inhibir la activacion de plaquetas, de macrofagos, la
secrecion de citoquinas proinflamatorias y la proliferacion de células de musculo liso [265-267].

El grupo de investigacion de Quimica Medicinal de la Facultad de Ciencias ha estudiado
una serie de derivados de benzofuroxanos conteniendo un grupo funcional nitroalqueno con
actividad tripanosomicida, capaces de liberar NO [268]. Por otra parte se han estudiado diversos
nitroalquenos aromaticos y alifaticos como liberadores de "NO, destacandose en tal sentido el
feniletenilnitro derivado [269]. También se han estudiado nitroalquenos aromadticos similares a
los sintetizados para este trabajo, como agentes bioldgicos, mostrando que su actividad

antifungica se encuentra asociada al motivo - nitroestireno [270].
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2 HIPOTESIS

Los nitroalquenos aromaticos sintéticos son capaces de reaccionar con especies reactivas

del oxigeno y del nitrogeno gracias a su electrofilicidad, reaccionando con moléculas

nucleofilicas para lograr productos de adicioén estables. Adicionalmente estas moléculas, como

sus analogos lineales podrian tener efectos sobre la actividad de enzimas y mecanismos de

sefializacion celular, previniendo o disminuyendo el desarrollo de respuesta inflamatoria, en

particular en artritis reumatoidea. Esta propiedad sera util para el desarrollo de farmacos capaces

de prevenir o disminuir el dafio tisular asociado a procesos inflamatorios.

3.1

3.2

3 OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Evaluar una serie de nitroalquenos aromaticos sintéticos como antioxidantes y como
potencial farmaco en el tratamiento de la artritis reumatoidea.
Analizar los marcadores de actividad de artritis disponible y explorar potenciales nuevos

indices

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar la capacidad de los nitroalquenos aromaticos para atrapar especies reactivas del
oxigeno y del nitrogeno, producidas por distintos sistemas in vitro y generadas por
macrofagos murinos activados.

Evaluar el efecto de los nitroalquenos sobre condrocitos expuestos en co-cultivo a los

oxidantes derivados de macréfagos activados.

. Probar aquellos nitroalquenos que muestren mejores resultados como antiinflamatorios,

analgésicos y agentes antirreumaticos en un modelo animal de artritis reumatoidea
inducida por adyuvante completo de Freund (CFA)..

Analizar la relacion entre la progresion de la patologia y los indices clasicos de artritis y
desarrollar nuevos indicadores que incluyan nivel de antioxidantes totales en plasma y el
estudio de la presencia de anticuerpos antinitrotirosina en el suero de pacientes

portadores de artritis reumatoidea.



4 METODOS

4.1 SINTESIS DE NITROALQUENOS

4.1.1 SINTESIS DE BENCENOS 1-(1-PROPENIL-2-NITRO)-4-SUSTITUIDO Y 1-(1-
ETENIL-2-NITRO)-4-SUSTITUIDO

Los nitroalquenos fueron sintetizados en el Laboratorio de Quimica Organica (Facultad
de Ciencias). Sumariamente se presenta la forma general de sintesis de los 14 nitroalquenos
utilizados en este trabajo. Todos los reactivos utilizados estdn disponibles comercialmente y
fueron utilizados sin purificacion posterior. Previo a su uso, los disolventes fueron secados y
destilados. La reaccion se llevod a cabo entre aldehidos aromaticos y nitroalcanos (reaccion de
Henry) utilizando una amina primaria como catalizador y metanol o etanol como disolvente, que
conduce directamente al producto de condensacion nitroaldodlica [271], con modificaciones de
acuerdo a lo descrito en la literatura [272, 273]. Una mezcla del correspondiente benzaldehido-4-
sustituido (1 eq.), nitroetano (2.1 eq.) o nitrometano (2.1 eq.), n-butilamina (0.14 mL) y etanol
(5.6 mL) fueron calentados a reflujo durante 10-15 h o 5 h (propenil y etenil derivados,
respectivamente). Luego, el disolvente se destild in vacuo y el producto se lavé con hexano para
obtener el correspondiente producto. Los nitroalquenos fueron caracterizados mediante
espectroscopia de "H-RMN y espectrometria de masa, confirmando la presencia del isomero Z

como Unico producto obtenido [272].
4.1.2 PREPARACION DE SOLUCIONES DE NITROALQUENOS

Las soluciones stock de nitroalquenos se prepararon en dimetilsulfoxido (DMSO) a partir
de los solidos, se utilizaron en el dia y se descartaron cada vez. En los experimentos realizados
en cultivos celulares y debido a su conocida citotoxicidad, la concentracion final de DMSO
utilizada fue siempre menor a 0.5 %. Las diluciones se realizaron en amortiguador fosfato al pH
y fuerza idnica requeridos en cada experimento. Los controles correspondientes de absorbancia y

florescencia para el DMSO y los compuestos también fueron realizados en cada caso.

4.2 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE
LOS NITROALQUENOS

Los nitroalquenos se evaluaron como antioxidantes mediante la técnica de ORAC (del
inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity). En este método, los radicales ROO" producidos
por termdlisis a 37 °C del azocompuesto 2,2’-azobis-(2-amidinopropano) (ABAP, 30 mM)

oxidan al fluor6foro fluoresceina sodica (FL, 7.5 nM) en amortiguador fosfato (75 mM, pH 7.4,
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0.1 mM DTPA), apagando su fluorescencia [274]. Al adicionar a este sistema concentraciones
crecientes de un compuesto antioxidante la oxidacion del fluoréforo se ve retardada en el tiempo
en relacion directa con la eficiencia del antioxidante. El decaimiento de la fluorescencia de FL
(Aexc 485 nm, Aem 512 nm) se registré durante 140 min en un lector de placas. La curva de
calibracion se realizo utilizando como patron de referencia el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromanocarboxilico (Trolox), andlogo hidrosoluble de la vitamina E, en
concentraciones entre 1.5 y 24 puM. Los nitroalquenos fueron ensayados en un rango de
concentraciones entre 1.5 y 13 pM. Las curvas de fluorescencia VS tiempo en ausencia y en
presencia de los compuestos antioxidantes, fueron primero normalizadas dividiendo los valores
entre el dato original de la fluorescencia a t = 0 (fy). A partir de dichas curvas normalizadas, se

calculd el area bajo la curva (ABC) para cada caso de acuerdo a la Ecuacion 4.1.

=140 fj
ABC=1+ - Ecuacion 4.1
i=1 0

El valor neto obtenido como ABC para cada concentracion se calculd restando el ABC
correspondiente a la reaccion entre ABAP y FL en ausencia de antioxidantes (blanco). Para cada
nitroalqueno se obtuvo una ecuacion de regresion lineal para ABC neta VS concentracion de
antioxidante. El valor ORAC para cada compuesto fue expresado como equivalentes de Trolox a
partir de la curva de calibracion obtenida. El valor relativo ORAC fue calculado de la siguiente

manera (Ecuacion 4.2).

Valor relativo ORAC = pendi.ente muestra Ecuacion 4.2
pendiente Trolox
4.3 ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD CON PEROXINITRTO

4.3.1 PREPARACION DE PEROXINITRITO

El peroxinitrito fue sintetizado en el Laboratorio del Dr. R. Radi (Facultad de Medicina)
segiin metodologia descrita anteriormente [275], a partir de NaNO, y H,O, en HCI. El acido
peroxinitroso formado (ONOOH) es muy inestable por lo que debid ser estabilizado con NaOH
para su conservacion como aniéon peroxinitrito (ONOO"). Este método genera un producto con
alta fuerza idnica con H,O,, NO,  y NO3; como contaminantes. El contenido de NO,™ remanente
resulté menor a 0.25 moles NO;,/mol de peroxinitrito y el exceso de H,O, fue removido con
MnO,. Se obtuvo un stock de peroxinitrito con una concentracion superior a 100 mM
determinada por espectrofotometria a 302 nm en NaOH 0.1 M (g30, = 1670 M cm™) [276]. El

total del volumen obtenido se conservo alicuotado (500 pL) a —80 °C.
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4.3.2 ESPECTROS UV-VIS EN PRESENCIA DE PEROXINITRITO

Los nitroalquenos (200 uM) fueron termostatizados durante 2 min a 37 °C y
posteriormente expuestos a diferentes concentraciones de ONOO™ (50, 100 y 200 pM) agregadas
en bolos consecutivos, en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, DTPA 0.1 mM) y en agitacion
continua. Luego se incubaron durante 2 min adicionales a 37 °C y los espectros (280-700 nm)

fueron registrados.
4.3.3 ESTUDIO DE LA CINETICA RAPIDA DE REACCION

Los experimentos de cinética rapida se realizaron en un espectrofotometro provisto con
un accesorio de flujo detenido con un tiempo de mezclado simétrico en dos jeringas menor a 10
ms y con una presion de 90 — 120 psi (Applied Photophysics RX2000, Leatherhead, England).
En todos los casos se utilizdo amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4) con DTPA (0.1 mM) y se
midi6 el pH de la mezcla al inicio y al final de cada reaccion para descartar posibles cambios
debidos al NaOH (5 mM) presente en la soluciéon de peroxinitrito. El ajuste de los registros
cinéticos se realizd con el software provisto por el instrumento y la temperatura en la celda de
reaccion se mantuvo a 37.0 = 0.1 °C, mediante utilizacion de un Peltier.

La cinética de reaccion entre el peroxinitrito y los nitroalquenos se sigui6 a 302 nm donde
los cambios en la absorbancia se deben tinicamente a la descomposicion del peroxinitrito, y los
cambios espectrales de los compuestos por agregado de peroxinitrito son minimos. Se trabajé
con una concentracion unica de peroxinitrito (200 uM) y 5 concentraciones de compuestos entre
20y 100 uM.

Como método indirecto para determinar la constante cinética se realizd un ensayo de
competencia entre los nitroalquenos y Fe*™-Cyt ¢, que es capaz de reaccionar en forma directa
con peroxinitrito [277]. El Fe**-Cyt ¢ fue generado a partir de la reduccion de Fe*™-Cyt ¢ por el
agregado de un exceso conocido de ditionito de sodio (Na,S,04), seguido por una gel filtracion
para remover el exceso de reductor inmediatamente antes de su uso. El stock de ditionito de
sodio se prepard en NaOH (0.1M) previamente desgasificada y fue cuantificado a 420 nm por
reduccion de ferricianuro de potasio (K3Fe(CN)g, €120 = 1020 M cmfl) asumiendo una
estequiometria de 2:1 [278]. La concentracion de Fe*'-Cyt ¢ obtenido fue determinada
espectrofotométricamente a 550 nm en el mismo amortiguador (€550 nm = 21000 M'em™) [279].
Se expuso Fe*™-Cyt ¢ (360 pM) a 100 pM de peroxinitrito en presencia y ausencia de los
nitroalquenos (360 uM) y se cuantificé el Fe**-Cyt ¢ producido a partir de la disminucion de la
absorbancia a 550 nm del Fe**-Cyt c. Previo al agregado de peroxinitrito en agitacion continua,
las muestras se termostatizaron a 37 °C durante 2 min en amortiguador fosfato (0.1M, pH 7.4,

0.1 mM DTPA).
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Control de adicién reversa. El ensayo de adicion reversa consiste en agregar en orden

inverso los reactivos a la mezcla de reaccion. Este control permite descartar la contribucion de
contaminantes y productos de descomposicion (principalmente NO,  y H,O,) presentes en
preparaciones de peroxinitrito. Para ello se preincubd el peroxinitrito en la concentracion
ensayada en amortiguador a 37 °C durante 2 min para asegurar su descomposicion. Luego se

agreg6 Fe’ -Cyt ¢ en agitacion continua con vortex y se incubé la mezcla por 2 min adicionales.
4.3.4 CAPTURA DE RADICALES LIBRES DERIVADOS DE PEROXINITRITO

Para estudiar la reactividad de los nitroalquenos con los radicales derivados de la
descomposicion homolitica del peroxinitrito, ‘OH y 'NO,, se utilizé la sonda dihidrorodamina
123 (DHR 123, 50 uM). La oxidacién de la dihidrorodamina genera rodamina que es fluor6éforo
(Aexc=485 nm, Aeyn=520 nm). y cromoéforo (€500 nm=78.8 mM'lcm'l) a la vez [92]. La DHR en
ausencia y en presencia de nitroalquenos (400 uM), fue expuesta a peroxinitrito (50 uM) en
amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 37 °C. La produccion de rodamina fue
determinada a 500 nm (€500 nm=78.8 mM'lcm'l) [280].

Se determind ademds la concentracion inhibitoria 50 (Clsg), para concentraciones de
nitroalquenos entre 20 y 300 uM. Los datos obtenidos se ajustaron a una funcidon logistica
(Ecuacion 4.3).

y=2 A | A Ecuacién 4.3
p

1+ (XJ
X0
Donde A; y A; son los valores de la asintota cuando el valor de la variable independiente
(x) tiende a 0 y a oo, respectivamente. Los valores en el eje de las x se graficaron como log;o de
la concentracion. Por su parte Xp representa el punto de inflexion del grafico y p es la pendiente
de la parte recta. El1 100 % de oxidaciéon de DHR correspondi6 a la condicion en ausencia de

compuesto y en base a dicho valor se hallaron los porcentajes correspondiente a cada

concentracion de compuesto. El valor del inv log de X, corresponde al valor de ICs.

4.4 ATRAPAMIENTO DE ESPECIES REACTIVAS GENERADAS
POR MACROFAGOS ACTIVADOS

44.1 CULTIVO DE MACROFAGOS J774

La linea de macréfagos murinos J774 (ATCC- TIB-67, American Type Culture
Collection) fue generosamente provista por la Dra. Mariela Bollati (Institute Pasteur,
Montevideo) y mantenida por pasajes en DMEM (Gibco®, Invitrogen), conteniendo glutamina

4 mM), piruvato de sodio (110 m, L! , glucosa (4.5 L") penicillina (100 U.mL'l, Applichem,
p g g g p pp
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Germany), estreptomicina (100 mg.L") y 10 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco®,
Invitrogen™) inactivado por calor (30 min a 56 °C). Los macréfagos se incubaron a 37 °C en
atmosfera con 5 % de CO,, hasta confluencia de la monocapa, correspondiente a una poblacion
aproximada de 5 x 10° células por pocillo para placas de 24 pocillos. Para minimizar la
interferencia debida a la absorbancia del rojo de fenol presente en el DMEM, en todos los
experimentos, luego de obtenida la confluencia el medio fue sustituido por amortiguador fosfato
salino de Dulbecco (dPBS) conteniendo CaCl, (0.9 mM), MgCl, (0.5 mM), KCI (2.7 mM),
NaH,PO4 (1.5 mM), NaCl (137 mM), Na,HPO, (8.1 mM), glucosa (5.5 mM) y L- arginina (1
mM).

4.4.2 ACTIVACION DE NOS2 Y DETERMINACION DE ‘NO

Los macréfagos J774 en monocapa confluente fueron expuestos a 400 U.mL™ de
interferén y (IFNy) y 8 pg.mL™" de lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS, serotype 0127:BS),
conocidos inductores de la expresion de la NOS2. Luego de 4 h, que es cuando se alcanza la
produccion maxima [86], el sobrenadante fue sustituido por dPBS conteniendo la sonda
fluorescente 4-amino-5-metilamino-2',7'-difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM-DA, 5 uM) y
los nitroalquenos (10 uM). Esta sonda es capaz de permear dentro de las células para ser
rapidamente transformada en DAF-FM por accion de las estearasas citosolicas, reaccionando con
el 'NO producido dentro de las mismas. Para ello, luego del agregado de la sonda y previo a la
toma de las medidas, los macrofagos se incubaron durante 30 min a 37 °C en atmdsfera con 5 %
de CO,. Cuando DAF-FM es oxidada por el trioxido de dinitrogeno (N,Os), molécula derivada
de 'NO, se transforma en la forma triazol fluorescente (Aexc=485 nm, Aep=520 nm) [281]. El
aumento de la fluorescencia en presencia y en ausencia de los compuestos se registro durante 1 h
a 37 °C en lector de placas. La capacidad de los nitroalquenos para reaccionar directamente con
NO también se determind mediante la oxidacion de oxihemoglobina (HbO,) a metahemoglobina
(MetHDb). Primero los globulos rojos fueron lavados 4 veces con amortiguador fosfato salino
(PBS) mediante centrifugacion (800 rpm, 10 min a 4 °C) y se cuantificd la hemoglobina total.
Los globulos rojos (c.f: 50 uM Hb total), fueron agregados luego de la induccion de la NOS2 en
ausencia y junto con los nitroalquenos (50 pM). Se utilizd como control un inhibidor de la NOS2
el N-(3-(aminometil) bencil) acetamidina (1400W, 100 pM). Luego de 1 h de co-incubacién en
atmosfera de CO; (5 %) y 37 °C, se retiraron 500 uLL de sobrenadante conteniendo globulos rojos
que se congelaron a -80 °C, para facilitar la ruptura celular y se centrifugaron a 18000 x g para
bajar las membranas. Para cada muestra se registro el espectro entre 400 y 700 nm. La
concentracion de HbO, y MetHb obtenida se calculd a partir de las Ecuaciones 4.4 y 4.5

respectivamente [282].
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HbO; (uM) = 66*Abs577nm - 88*Abs630nm  Ecuacion 4.4
MetHb (uM) = 273*Abs630nm - 3*Abs577nm Ecuacion 4.5

4.43 ENSAMBLAJE DE NADPH OXIDASA Y DETERMINACION DE O,"

Para el ensamblaje de la NOX2, los macrofagos J774 fueron activados con 4p-forbol-12-
miristato-13-acetato (PMA, 4 pg.mL™, Calbiochem, Millipore), un estimulador soluble de la
proteina quinasa C [86] [283]. Luego de 30 min el cultivo alcanzo6 la maxima produccion de O,
y la capacidad de los nitroalquenos (10 uM) para atrapar dicho radical se determind mediante la
reduccion de Fe’™-Cyt ¢ (50 pM) inhibible por superdxido dismutasa (SOD, E.C.1.15.1.1., 0.5
uM). Tanto los nitroalquenos como la SOD (600 U.mL™) se agregaron en dPBS y la formacion
de Fez+—Cyt c se siguid espectrofotométricamente (€550 nm = 21000 M'lcm'l) durante 2 min en

lector de placas [20, 279].

4.44 REACTIVIDAD CON PEROXINITRITO Y SUS PRODUCTOS DE
DESCOMPOSICION ‘OH Y ‘NO,

Los macréfagos J774 fueron activados para la expresion de la NOS2 y el ensamblaje de
NOX2 produciendo en forma simultinea 'NO y O, para generar un flujo de ONOO- [86]. La
DHR (15 uM) se oxida en presencia de los radicales ‘'OH y 'NO,, al producto fluorescente
rodamina (Aexc=485 nm, A,=520 nm). Los cambios en la fluorescencia en ausencia y en
presencia de nitroalquenos (10 uM) se registraron durante 120 min en un lector de placas. Se
determind ademas la concentracion inhibitoria 50 (ICsg), para concentraciones de nitroalquenos

entre 2.5y 10 uM.
4.4.5 REACTIVIDAD CON PEROXIDO DE HIDROGENO

La reduccion por un electron del anion O,” genera Hy,O,. Los macrdfagos J774 en
monocapa confluente fueron activados para el ensamblaje de la NOX2 y luego de 30 min el
sobrenadante (15 pL) fue retirado e incubado durante 30 min en ausencia y en presencia de
nitroalquenos (50 pM). El H,O; residual se cuantifico mediante la técnica de FOX [284], basada
en la capacidad del H,O, de oxidar el Fe?" a Fe** en condiciones 4cidas. En presencia de 3,3'-
bis(N,N-di(carboximetil)-(aminometil-O-cresil)-sulfonaftaleina, naranja de xilenol), el Fe'*
forma un complejo de color violeta que se determina a 560 nm, previo desarrollo de color (30
min., T. amb.) [284]. El reactivo de FOX se prepar6 y us6é inmediatamente. Para ello se
mezclaron naranja de xilenol (100 uM), sulfato ferroso amoénico (Fe(NHy)2(SO4)2.6H20, 250
uM), HoSO4 (25 mM) y 4 mM de tert-butilhidroxitolueno (BHT) en metanol (90 % w/v). La
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curva de calibracion se realizé con H,O, (0.5 — 20 uM), a partir de un stock previamente

cuantificado por absorbancia a 240 nm (€ 249 nm= 43.6 Mm! cm'l).

4.5 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD EN MACROFAGOS J774

Para evaluar la citotoxicidad de los nitroalquenos se utilizd el marcador de actividad
metabolica celular bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). El ensayo se
basa en la capacidad de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa de reducir el MTT a
formazan, permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas, siendo la
cantidad de células vivas proporcional a la cantidad de formazan [285]. La toxicidad de los
compuestos se evalud durante el tiempo (2 h) y concentraciones ensayadas (10 y 20 uM), y a
largo plazo (24 h) con un mayor intervalo de concentraciones (5 a 100 uM). Luego de
transcurrido el tiempo correspondiente (2 6 24 h), el medio de cultivo se sustituyd por una
solucion de MTT (0.1 mg.mL™) en dPBS, y las células fueron nuevamente incubadas durante 3 h
a 37 °C en atmosfera de CO, (5 %). Posteriormente el sobrenadante se removio y los cristales de
formazan se disolvieron en una solucion reveladora conteniendo DMSO y amortiguador glicina
(0.1 M Na(Cl, 0.5 mM EDTA, 0.1 M glicina, pH 10.5) (90:10 v/v). La absorbancia se registr6 a
560 nm en lector de placas y los resultados se expresaron como porcentajes, correspondiendo el

100 % de viabilidad a la condicion en ausencia de compuestos.

4.6 EFECTO DE B1 SOBRE LA COMUNICACI(')N PARACRINA
ENTRE CONDROCITOS Y MACROFAGOS J774

4.6.1 CULTIVO PRIMARIO DE CONDROCITOS

Los condrocitos se obtuvieron a partir de cartilago de esternon de pollo de acuerdo con el
procedimiento descrito por Dreier y col. con modificaciones [286]. El cartilago se cortd en trozos
pequeios y se lavo 4 veces en amortiguador Krebs (15.7 mM NaH,PO,, 1.6 mM KH,PO,, 111.2
mM NaCl, 5.4 mM KCl1, 1. 3 mM MgCl1,, 4 mM NaHCOs; y glucosa (13 mM), pH 7.4) [287],
complementado con penicilina (100 U.mL™), estreptomicina (100 mg.L™") y anfotericina B
(fungizona®, 2.5 pg.mL”, Gibco™,Invitrogen) para minimizar el riesgo de contaminacion
microbiana [286]. Luego se colocaron en DMEM sin SFB, suplementado con antibidticos,
colagenasa B (1.5 mg.mL™, tipo I de Clostridium, C0130) y cisteina (1 mM) y se incubaron en
atmosfera de CO; 5 % a 37 °C durante 48 h para favorecer la liberacion de los condrocitos. El
sobrenadante conteniendo las células se centrifugd (5500 rpm, 10 min, T amb.) y el pellet se
resuspendié en 10 mL de DMEM sin SFB, con cisteina (1 mM), ascorbato (25 pg.mL") y

antibidticos (medio A), y se sembro en botella de 75 cm®. Luego de 96 h los condrocitos se
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despegaron con 0.05 % de tripsina (0.25 %, Gibco™, Invitrogen) en PBS (amortiguador fosfato
de sodio 0.1 M con 0.15 M NaCl, pH 7.2) y EDTA (cf: 0.016 %), 5 min a 37 °C en atmdsfera de
CO; 5 %. Luego se agregd6 DMEM con antibioticos y SFB para inactivar la tripsina, se
centrifugo6 (3000 rpm, 10 min, T.amb.) y las células se resuspendieron en 10 mL de medio A. La
poblacién de células vivas se determind por tincion con azul tripan (0.4 %), obteniéndose 2 x 10
células.mL™'. Una alicuota de 200 pL conteniendo 4 x 10* condrocitos obtenidos a partir del
cultivo primario se cultivaron 96 h sobre un cubreobjeto y luego se fijaron y tifieron con

hematoxilina/eosina (H/E) para su observacion al microscopio.
4.6.2 CO-CULTIVO DE MACROFAGOS J774 Y CONDROCITOS

El co-cultivo de condrocitos con macrofagos activados permite modelar las condiciones
del cartilago articular durante el proceso inflamatorio en la artritis reumatoidea. Luego de 5 dias
de crecimiento en botella de 75 cm?, los condrocitos se despegaron con tripsina, se centrifugaron
(3000 rpm 5 min, T.amb.) y se resuspendieron en DMEM con antibidticos, libre de SFB,
conteniendo agarosa de bajo punto de fusion (0.5 %). Los macrofagos J774 en confluencia se
activaron 4 h con INFy (400 UmL™) y LPS (8 pg.mL™) y luego se lavaron dos veces con PBS
estéril, para quitar restos de SFB presentes en el medio de cultivo. Los condrocitos (1 x 10°
células/pocillo, 0.5 mL) se sembraron sobre los macréfagos y la placa de 24 pocillos se coloco a
4 °C durante 15 min para solidificar la agarosa. Luego a cada pocillo se agreg6 1 mL de DMEM
sin SFB, con antibidticos conteniendo o no el compuesto B1 (20 uM) y se incub6 a 37 °C en

atmosfera de CO; 5 %. (Esquema 4.2).

DMEM libre de SBF
Condrocitos en agarosa
Macrofagos J774

R

09 aVop| g 05 0 0,
S oD

Esquema 4.2- Representacion del co-cultivo entre condrocitos primarios y macrofagos J774.
Extraido de Dreier y col.[286].

Luego de 24 h se extrajo el sobrenadante, las proteinas se concentraron en amortiguador
Tris-HCI (1.875 M, pH 8) usando centricones Biomax 5K (Millipore, EUA). La concentracion
proteica se determino por el método del acido bicinconinico, midiendo la absorbancia a 562 nm

y utilizando albumina bovina (BSA) como estandar [288]. La curva de calibracion se realizo
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dentro de un rango lineal de concentraciones entre 0.2 y 1 mg.mL" de BSA y en simultaneo con

la determinacion de las muestras.
4.6.3 ZIMOGRAFIA

Las muestras se prepararon en amortiguador de carga no reductor (2 mM EDTA, 2 %
SDS, 20 % glicerol, 0.02 % azul de bromofenol, 20 mM Tris/HCI, pH 8.0), se sembraron 10 ug
de proteina total en un gel SDS-PAGE (10 %), conteniendo 0.1 % de gelatina. La electroforesis
se realizé a 30 mA durante 1 h. Posteriormente el gel se lavd con Triton X-100 (2.5 %) por 30
min, se enjuago con agua destilada y se incub6 en Tris-HCI (50 mM, pH 8.6) conteniendo CaCl,
(5 mM) durante 24 h a 37 °C. Finalmente se tifi6 con Coomasie coloidal G250, para visualizar la

actividad proteasa.

4.7 MODELOS BIOLOGICOS

4.7.1 ANIMALES

Los experimentos en modelos biologicos se realizaron en el Laboratorio de Farmacologia
e Inmunologia (LaFI), de la Universidad Federal de Alagoas (UFAL, Maceid, Brasil). Los
animales se manipularon de acuerdo con las normas establecidas por la Comision de Etica de
UFAL para el manejo de animales de experimentacion de acuerdo con el protocolo N°
006443/2005-78 y se obtuvieron en la Unidad de Cria del Bioterio de UFAL. Para los
experimentos de nocicepcion e inflamacion se utilizaron ratones machos Swiss de 6 semanas de
vida y un peso entre 20 y 30 g cada uno. Para el experimento de artritis inducida con adyuvante
completo de Freund (ACF) se utilizaron ratas Wistar machos y hembras adultos con 6 a 8
semanas de vida y un peso entre 130 y 200 g. En todos los casos, los animales se distribuyeron
en grupos de 6 individuos por condicion, se pesaron e identificaron en forma individual. El agua
y la comida se les proporcion6 a voluntad y se mantuvieron en un ambiente a 28 °C, con ciclos
de luz/oscuridad de 12 h. Para minimizar cambios por variabilidad circadiana y en la sensibilidad
al dolor por factores ritmicos enddgenos, se trabajo siempre en la misma franja horaria. La
administracion de las sustancias se realizd en ayuno de 6 a 8 h. En todos los casos, para la
administracion por via oral (VO) se preparé una suspension en carboximetilcelulosa (CMC) y
0.3 % (v/v) de Tween 80, mientras que para la administracion via intraperitoneal (IP) la

suspension se realizé en PBS con 0.3 % (v/v) de Tween 80.
4.7.2 MODELO DE CONTORSIONES ABDOMINALES

La inyeccidon intraperitoneal de acido acético (HAc) es un estimulo nociceptivo

inespecifico que induce contorsiones abdominales inhibibles por sustancias analgésicas [289]. Se
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ensayo el efecto analgésico de los nitroalquenos administrados por VO mediante sonda
orogastrica de los compuestos, 40 min antes de la inyeccion IP de acido acético (HAc, 0.1 M o
0.06 % v/v) en dosis de 30 pmoles.kg™ de peso. Como control positivo en ambos casos se utilizo
el analgésico metamizol sodico (dipirona, 30 umoles.kg™). Las contorsiones tanto en el grupo
control como en los grupos tratados, se registraron luego de transcurridos 5 min de la inyeccion

de HAc y durante un periodo de 20 min.
4.7.3 MODELO DE PERITONITIS INDUCIDA POR CARRAGENINA

La inflamacion peritoneal se indujo mediante la inyeccion IP de carragenina de acuerdo
con el método descrito por Griswold y col. [290] y se estudio el efecto antiinflamatorio de los
compuestos administrados por VO. Tanto los compuestos como el farmaco de referencia
indometacina (Merck), utilizado como control positivo, se administraron en dosis de 30
umoles.kg™', con una diferencia de 15 min entre grupos. Transcurridos 30 min se inyectaron en el
peritoneo 250 pL de carragenina (1 %) en PBS estéril, independientemente del peso del raton.
Luego de 4 h los animales se sacrificaron. La cavidad peritoneal de cada animal se lavo con 2
mL de PBS estéril y después de aplicar masaje manual en la zona, se recogio 1 mL de fluido
peritoneal con jeringa que se coloco en tubos plasticos tipo eppendorf a 4 °C.

Recuento de leucocitos: Se afiadieron 10 uL. de muestra homogeneizada a 190 pL de azul tripan,

la solucion obtenida se homogeneizo y se realizo el recuento de leucocitos (LC) en camara de
Neubauer con microscopio Olympus. A partir del recuento celular en 4 cuadrantes, el nimero de

LC / mL se determind mediante la siguiente expresion:

LC/mL=LCx (FDx1x10™)
4

Donde LC = leucocitos totales en cuadrantes contados; FD = factor de dilucion (20 en este caso);

4 = ntimero de cuadrantes observados; 10000 = transformacion de cél/ 0.1 pL a cél.mL ™.

474 MODELO DE ARTRITIS REUMATOIDEA INDUCIDA POR ADYUVANTE
COMPLETO DE FREUND

El sindrome artritico en ratas fue generado mediante una inyeccion sub-plantal de
adyuvante completo de Freund (ACF, 0.1 mL) en la pata derecha, de acuerdo con el método
propuesto por Newbould [291] con algunas modificaciones. Los animales fueron marcados,
pesados y se les midio el grosor de la pata a nivel de la articulacion utilizando un calibre digital
(0-150 mm, caliper King.Tools, King city, CA) en los dias 1, 7 y 14 previos al inicio del
tratamiento. Debido a que no se contaba con el nimero suficiente de animales de un mismo sexo
se trabajé con machos y hembras. Los grupos formados con machos fueron control positivo con

el farmaco metotrexato (MTX) VO, MTX via IP y control negativo (-ACF). De esta manera se
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minimizaron los cambios que pudieran existir por efectos hormonales en el ensayo con los
nitroalquenos. Ademas se generd un grupo control de AR sin tratamiento y un grupo control de
vehiculo para la administracion via IP. A partir del dia 14 posterior a la inmunizacién y
diariamente hasta el dia 21, tanto los nitroalquenos como el control MTX se administraron en
dosis de 100 pmoles.kg™, por VO e IP. El MTX por VO e IP se aplicé en dos tnicas dosis de 0.3
mg.kg" en los dias 14 y 17. Durante ese periodo los animales se pesaron y midieron diariamente.
El volumen de articulacién promedio obtenido cada dia se calculdo y compar6 con los grupos
control positivo y negativo. Al final del tratamiento los animales se anestesiaron con 2 mg.kg™
de clorhidrato de ketamina (50 mg.mL™") para extraer muestras de sangre de la vena del seno
retro-orbital. Para cada condicion se analiz6 el suero de 3 animales para funcionalidad hepatica y
renal mediante dosificacion de las enzimas glutdmico-piravica (TGP), glutdmico-oxalacética
(TGO), creatinina y urea, ademas de proteina C reactiva (PCR) utilizando kits comerciales

(Doles™ reagents, Brasil). Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical.

4.8 NITROALQUENOS COMO INHIBIDORES SELECTIVOS DE
COX1YCOX2

El estudio de los nitroalquenos como inhibidores de las isoformas ciclooxigenasa 1 (COX
1) y ciclooxigenasa 2 (COX 2) se realizd utilizando un kit comercial (N° 560131, Cayman
Chemical, Ann Arbor, USA). Las ciclooxigenasas provistas por el kit fueron COX-1 ovina y
COX-2 recombinante humana. Brevemente la reaccion se realizd en ausencia y en presencia de
10 y 30 uM de los compuestos B1, B2, G1 y G2, para ambas enzimas. La reacciéon comenzo con
el agregado de acido araquidonico como sustrato y luego de 2 min a 37 °C, se detuvo con HCl
(1IM). Luego se agregd una solucidon saturada de cloruro de estafio en HCI para reducir el
producto de la reaccion protaglandina H, (PGH;) a un derivado mas estable, PGF,,. La PGF,,
producida se cuantifico mediante un ensayo ELISA de competencia con PG conjugada a
acetilcolinesterasa (PG-ACh) por la unién al anticuerpo anti-PG. La placa se reveld con acido
5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB o reactivo de Ellman) en presencia de acetilcolina y se

determind la absorbancia a 412 nm.

4.9 ESTUDIOS EN PACIENTES PORTADORES DE ARTRITIS
REUMATOIDEA

4.9.1 RECLUTAMIENTO DE PACIENTES Y OBTENCION DE MUESTRAS

Los pacientes que asistieron a la policlinica del Instituto Nacional de Reumatologia

(INRU) entre enero de 2008 y mayo de 2010, cursando AR fueron invitados a participar previa
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firma del correspondiente consentimiento informado. El estudio estuvo sujeto a las normas
internacionales (Declaracion de Helsinki) y su disefio fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital de Clinicas, (Facultad de Medicina, Universidad de la Republica). Las muestras de
sangre se obtuvieron mediante puncion venosa sobre tubos con acelerador (FL Medical, Italy)
para obtener suero y tubos con anticoagulante EDTA para eritrosedimentacion y hemograma. A
los 30 min, las muestras fueron centrifugadas a 3500 r.p.m. durante 5 min. El suero se alicuot6 y
congel6 a -20 °C por un plazo de hasta 7 dias. Las muestras con EDTA fueron procesadas dentro

de los 30 min inmediatos a la extraccion de sangre.
4.9.2 ESTUDIOS PARACLINICOS

Los estudios paraclinicos que incluyeron determinacion de factor reumatoideo (FR) por
inmunoturbidimetria (Turbitest Wiener, en equipo BT 3000), velocidad de eritrosedimentacion
(VES) en equipo microcapilar ALIFAX, hemograma (equipo Beckman Coulter) y PCR por
inmunoturbidimetria (Turbitest Wiener, en equipo BT 3000) se realizaron en el Laboratorio

Clinico del INRU por el personal a cargo.
4.9.3 EVALUACION CLINICA DE LOS PACIENTES

La evaluacion clinica se realizé por especialistas en reumatologia utilizando como indice
de la actividad de la enfermedad el DAS28 [292]. Este indice combina informacién relacionada
con el namero de articulaciones dolorosas (NAD28) y tumefactas (NAT28) [293, 294] junto con
una medida del estado de salud general del paciente (EGP) y la VES (Ecuacion 4.6)

DAS28 = 0.56\/ NAT28 + 0.70(InVES) + 0.014(EGP)
Ecuacion 4.6

DAS28=0.56*+/NAD+0.28*+/NAT +0.70(InVES)+0.014EGP

Ademas se empleo el indice de actividad de la enfermedad simplificado y el indice de
actividad clinica de la enfermedad (SDAI y CDALI por sus siglas en inglés), que incluyen la
valoracion de las mismas 28 articulaciones. El SDAI adiciona la concentraciéon de proteina C
reactiva en sangre como marcador de inflamacion [295], mientras que el CDAI no incluye
ningun valor de laboratorio clinico. Estos indices se calcularon mediante la suma del nimero de
articulaciones dolorosas (NAD28) y tumefactas (NAT28), valoracion de la enfermedad por
paciente (EGP) y médico (EGM) (medidos de 0 a 10) y la concentracion de PCR, en el caso del

SDAI, como se muestra en la Ecuacion 4.7.

SDAI = NAD28 + NAT28 + EGP + EGM + PCR Ecuacion 4.7

50



METODOS
4.9.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN SUERO

La capacidad antioxidante en suero se determind mediante la técnica FRAP (del inglés
Ferric Reducing Antioxidant Power assay), que se basa en la capacidad de la muestra de reducir
el Fe’" a Fe*", en medio 4cido y en presencia de 2,4,6-tripiridiltriazina (TPTZ), formando un
complejo azul que absorbe a 593 nm [296]. El reactivo FRAP esta formado por una mezcla de
relacion 10:1:1 de amortiguador acetato (HAc/NaAc, 300 mM, pH 3.6), cloruro férrico (20 mM)
y TPTZ (10 mM) preparada en HCI 40 mM. Para la curva de calibracion se utilizé Trolox (2 mM
preparado en NaOH 50 mM) como antioxidante de referencia en rangos de concentracion entre
0.1-2 mM. Los puntos de la curva de calibracion y las muestras de suero (diluidas 1/10 en agua
destilada) se sembraron por triplicado en una misma placa de 96 pocillos. Luego de 4 min a

temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia a 593 nm en lector de placas.

4.9.5 DETERMINACION DEL TiTULO DE ANTICUERPOS ANTI-NITROTIROSINA
EN SUERO

4.9.5.1 ELISA de competencia

La deteccion de anticuerpos anti-nitrotirosina (anti-NO,-Y) en el suero de pacientes
portadores de AR, se realiz6 mediante ELISA de competencia utilizando el antigeno nitrotirosina
(NO»-Y) conjugado a peroxidasa de rabano (HRP), preparado como se indica mas adelante. Se
sembraron 2 placas de ELISA (Maxisorp™ Nunc-Immuno MicroWell, Thermo Scientific) con
idéntico disefo, con 50 pL de diluciones seriadas o una unica dilucion (1/6) de cada suero (~10
mg.mL™"), asumiendo una concentracién proteica en plasma de 60 mg.mL". En las placas se
sembraron ademés 11 diluciones seriadas, a partir de una concentracién inicial de 20 ug.mL™, de
anticuerpo policlonal anti-nitrotirosina de conejo. Dicho anticuerpo se produjo de acuerdo con
Brito et al. [297] y fue provisto gentilmente por la Dra. Mercedes Naviliat (CEINBIO-Facultad
de Medicina). Las placas se incubaron toda la noche a 4 °C y se lavaron con amortiguador Tris
salino (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.2) con 0.05 % Tween-20 (TBS-T). Luego se
bloquearon con albumina sérica bovina (BSA, 3 %) e incubaron 2 h a 37 °C. En una de las
placas, se agregd a cada pocillo NO,-Y conjugada a HRP (1/2000, ~0.18 pM), preparada como
se indica mas adelante. La segunda placa se incubo con NO»-Y conjugada a HRP en presencia de
competidor NO,-Y (2.5 mM) como control de especificidad del anticuerpo. Luego de tres
lavados con TBS-T, se afiadieron los sustratos H,O, (0.01 %) y 3,3',5,5'-tetrametilbencidina
(TMB, 0.4 g.L'l, en acetato de sodio 0.1M, pH 6) (Pierce, Thermo Fisher Scientific Inc., IL), que
en presencia de HRP es oxidada a un producto de color azul. La reaccién enzimatica se detuvo
con H,SO4 (2N) transformando el producto azul en amarillo cuya absorbancia se midié a 450 nm

en lector de placas. La concentracion de anticuerpos en la muestra es proporcional a la
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absorbancia del producto de la reaccion [298]. Las absorbancias obtenidas se graficaron en
funcion del logaritmo de la concentracion de anticuerpo generando una curva de calibracion de
tipo sigmoide, que se ajustd a la funcion logistica, a partir de la cual se determind el titulo de
anticuerpo en las muestras de suero. Las placas en presencia y ausencia de competidor fueron

reveladas de la misma forma.

Conjugacion de HRP a NO,Y.

La conjugacion de NO,-Y a HRP se realiz6 en un procedimiento de un paso de acuerdo
con [299]. Para ello se mezcld e incubo 1 h a temperatura ambiente 4 uL. de benzoquinona (10
mg.mL™" en etanol) con 40 pL de NO,-Y (1 mg.mL™" en amortiguador fosfato, pH 4.5, 75 mM).
Luego se agregaron 200 pL de HRP (20 mg.mL™" en Na,B407.;0H,0, 50 mM, pH 9) se incubd

toda la noche a temperatura ambiente y se dializo tres veces contra PBS.

4.9.5.2 ELISA de captura con Keyhole Limpet (KLH) nitrada

La KLH es una proteina aislada de la hemolinfa del molusco Megathura crenulata y
pertenece a una familia de proteinas respiratorias llamadas hemocianinas que se encuentran en
moluscos y artropodos. Debido a su alto peso molecular (400-3000 kDa) la KLH es un
importante inmunogeno por lo que frecuentemente es utilizado como transportador de haptenos y
ademads, para nuestro interés, es rico en tirosinas. La KLH se solubilizé en amortiguador fosfato
(100 mM, pH 7.4, con 25 mM NaHCOs) y su concentracion se determind por el método del
acido bicinconinico. La proteina se nitré por agregado de 4 bolos de peroxinitrito (500 uM) y la
magnitud de la nitracion se determind por absrbancia de la NO,-Y a 425 nm y pH=7.5
(e425=3150 M'em™). Una vez nitrada la proteina, la placa de ELISA se sensibilizd sembrando
100 pL de una solucion de 10 ng/mL de KLH por pocillo. Se sembré una mitad de la placa con
KLH nitrada y la otra mitad con KLH no nitrada como control negativo). La placa se incub6 toda
la noche a 4 °C y al dia siguiente se lavo con PBS-0.05 % T. Luego se bloque6 2 h con BSA 3 %
en PBS-T y se incub6 durante 1 h con las muestras de suero diluidas 1/10. Posteriormente la
placa se incubd 1 h a 37 °C con anticuerpo anti-IgG conjugado a HRP (Sigma, St. Louis, MO).
En forma andloga al ELISA de competencia, la placa se reveld con H,O, (0.01 %) y TMB (0.4
g.L™"), la reaccion se detuvo a los 15 min con H,SO4 (2N) y se midi6 la absorbancia a 450 nm en

un lector de placas.

4.10 ANALISIS ESTADISTICO

La evaluacion estadistica se realiz6 empleando OriginPro 8 SRO (OriginLabCorporation,
Northampton, MA, EUA). Los datos experimentales fueron expresados como la media + la

desviacion estandar de por lo menos tres experimentos representativos. Las diferencias entre
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condiciones y controles fueron analizadas utilizando test ANOVA de una via o test T de Student
no paramétrico. Las diferencias se consideraron significativas para un valor p < 0.05 entre los
distintos grupos. El analisis estadistico de los datos en los modelos animales se realiz6 mediante
el test de T de Mann Whitney en el programa Prisma 5 GraphPad.

Para la evaluacion estadistica de los parametros clinicos de pacientes se utilizé OriginPro
8 SRO (OriginLabCorporation, Northampton, MA, EUA). El test de Shapiro-Wilk se utiliz6 para
evaluar la normalidad de las variables. Los datos paramétricos se expresaron como medias * el
desvio estandar (SD), y los datos no paramétricos como medianas y rango (minimo-méximo), o
rango intercuartiles (IQR). Los valores se compararon mediante el test para variables no
paramétricas de Kruskal-Wallis, considerandose que existian diferencias estadisticamente
significativas para p < 0.05. Los estudios de correlacion se realizaron calculando el coeficiente
de correlacion de rangos de Spearman, considerando correlaciones buenas cuando r > 0,5 y p

<0.01.

4.11 MATERIALES Y EQUIPAMIENTO

A menos que se especifique, los reactivos utilizados fueron de la compania Sigma,
Aldrich, MO, USA vy se utilizaron en grado puro para analisis.
o Espectrofometro Varian Cary 50.
o Lector de placas Varioskan Flash (Thermo Electron Corp., Finlandia) para fluorescencia y
espectrofotometria.
« Estufa de cultivo celular Smartcell, Heal Force.
o Centrifuga Sigma modelo 3K, 18 refrigerada.
e Microscopio invertido Nikon, modelo XDS-1B.
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5 OBJETIVO 1 - RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DISENO Y SINTESIS DE NITROALQUENOS

La busqueda de nuevos farmacos tiene como objetivo lograr una sintesis sencilla, de bajo
costo y buenos rendimientos para obtener un producto accesible a nivel de la poblacion. Para el
disefio de las estructuras a sintetizar en este trabajo se utiliz6 el criterio de accesibilidad quimica
para lo cual se proyectaron nitroalquenos derivados de benzaldehidos sustituidos con grupos con
variedad de propiedades estereo-electronicos como metoxilo, dimetilamino y halégenos, y un
bioisostero de benzaldehido, el tiofencarbaldehido, disponibles todos en forma comercial.
Asimismo se vari6 la cadena lateral nitroalquenilica obteniéndose dos series de compuestos: la
serie 1 conteniendo un grupo 2-nitroetenilo y la serie 2 conteniendo un grupo 2-nitropropenilo.
Para la sintesis se utilizaron procedimientos convencionales ya descritos en el punto 4.1 y
puestos a punto por el grupo de Quimica Medicinal (Facultad de Ciencias) [300]. Se sintetizaron
12 nitroalquenos aromaticos a partir del (Z)-1-(2-nitroprop-1-enil) benceno (A1-E1, A2-E2, G1
y G2) y 2 a partir del 2-tiofeno carbaldehido (F1 y F2) que se muestran en la Tabla 5.1. En el

Esquema 5.1 se muestra el proceso sintético utilizado para la obtencion de los 14 nitroalquenos.

(0]
X
H CH3;NO; 0 CH;CH,NO, x
butilamina/EtOH/refluj NO,
n-butilamin reftujo
K " R

X=H X = CH;

Al, R=H A2,R=H

B1, R =N(CHy), B2, R = N(CH3),
C1, R=Cl C2, R=Cl

D1, R=Br D2, R =Br

El, R = OCH; E2, R = OCH;

G1, R=34-(0OCH,0) G2, R =3,4-(OCH,0)

D\(O CH;NO, 0 CH;CH,NO, / \
S vz 5"\
H X
ON X=H X = CH;
F1 F2

Esquema 5.1- Ruta de sintesis empleada para la obtencion de los 14 compuestos
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Tabla 5.1. Caracteristicas estructurales y espectroscépicas de los nitroalquenos estudiados

Estructura Nombre
- -1 -1\a
quimica Trivial TUPAC hmix [ e (mMemy
N .
m o Al (Z)-1-(2-nitroetenil)benceno s NA
2 maximo
\NOZ A2 (Z)-1-(2-nitroprop-1-enil)benceno 316 27.7
X
~ /moz B1 (Z)-N,N-dimetil-4-(2-nitroetenil)anilina 362 3.9
N 461 4.9
N -N,N-dimetil-4-(2-nit -1-
- To, B2 (Z£)-N,N-dimetil-4-(2-nitroprop 365 (h)h 2.0
N enil)anilina 446 31
A .
moz C1 (Z)-1-cloro-4-(2-nitroetenil)benceno s NA
Cl maximo
N (Z)-1-cloro-4-(2-nitroprop-1-enil)
o NO, C2 320 6.0
benceno
N .
moz D1 (Z)-1-bromo-4-(2-nitroetenil)benceno sin NA
Br maximo
N (Z)-1-bromo-4-(2-nitroprop-1-enil)
NO, D2 324 21.4
Br benceno
A
H.CO moz E1l (Z)-1-metoxi-4-(2-nitroetenil)benceno 359 3.9
3
N 2 (Z)-1-metoxi-4-(2-nitroprop-1-enil)
H,CO NO2 benceno 347 ND
B
s A\ F1 (Z£)-2-(2-nitroetenil) tiofeno 356 (h) 11
O,N
B
$ ) F2 (£)-2-(2-nitroprop-1-enil)tiofeno 363 10.5
O,N
© N
<OD/\ Gl (2)-5-(2-nitroetenil)benzo[d][1,3] dioxol 375 32
O2N 291 34
<O N (£)-5-(2-nitroprop-1-enil)benzo|d]
o G2 . 366 9.5
OaN [1,3]dioxol

* El coeficiente de absortividad se estim6 a partir de triplicados de espectros para tres concentraciones de

nitroalquenos (50, 100 y 200 uM).
® (h), hombro

NA- No aplicable

ND — No determinado
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5.2 CARACTERIZACION ESPECTRAL DE LOS COMPUESTOS

Con el propodsito de conocer los méximos de absorcion de los compuestos y estimar su
coeficiente de absortividad, se realizaron espectros para las concentraciones 50, 100 y 200 uM
en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, 0,1 mM DTPA) y los resultados se muestran en la
Tabla 5.1. La mayoria de los compuestos mostré un maximo de absobancia en el UV, con la
excepcion de Al, D1 y C1 pertenecientes a la serie 1, que no presentaron ningiin maximo. Por su
parte los compuestos B1 y B2, que poseen como grupo sustituyente de anillo N,N-dimetilamino

mostraron un segundo méaximo en el visible (461 y 446 nm respectivamente).
5.2.1 NITROALQUENOS COMO ATRAPADORES DE RADICALES PEROXILO

Los 14 nitroalquenos sintetizados se estudiaron como atrapadores de radicales ROO’
mediante la técnica ORAC. Esta técnica permite conocer la capacidad de los compuestos para
ceder el proton labil presente en su estructura, siendo un mecanismo basado en la transferencia
de un 4tomo de hidrogeno (HAT) [301]. Es ampliamente utilizada en muestras bioldgicas, tanto
en alimentos como en fluidos corporales y evalua la capacidad de una muestra de reaccionar con
radicales ROO’ generados por la descomposicion térmica del azocompuesto ABAP utilizando FL
como sonda fluorescente [302, 303].

La Figura 5.1 muestra una curva de calibracion tipica con la molécula de referencia
Trolox y en la Figura 5.2 se muestran como ejemplo curvas tipicas de fluorescencia obtenidas
para el compuesto B2.

La Tabla 5.2 resume los valores ORAC para los 14 nitroalquenos a partir del calculo de
area bajo la curva (ABC) obtenido para las concentraciones ensayadas. El valor ORAC de los
derivados B1 y B2 (4.21 £ 0.08 y 5.4 + 0.1 Eq. Trolox/umol, respectivamente), fue mayor al de
la molécula de referencia Trolox (1.00 £ 0.02 Eq. Trolox/umol), mientras que G1 y G2
mostraron una eficacia similar a Trolox (0.72 += 0.01 y 1.6 £ 0.2 Eq.Trolox/umol,
respectivamente). Para el resto de los compuestos se obtuvieron valores menores a 0.55
Eq.Trolox/umol.

El hecho de que los derivados B1 y B2 con grupo electron dador N,N-dimetilamino y en
menor medida el grupo dioxol presente en G1 y G2 muestren una mejor respuesta podria deberse
a la mayor estabilizacion de cargas que posee este tipo de grupos [304]. Los valores menores
obtenidos fueron para los compuestos sin sustituyentes en para (Al y A2). En la mayoria de los
casos, el valor ORAC se increment6 por la presencia del correspondiente grupo metilo en el Cp

alifatico, cuya presencia aporta estabilidad extra al radical formado.
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Figura 5.1. Curva de calibracion con Trolox. El decaimiento de FL (7.5 nM) frente a ABAP (30 uM),
en ausencia (blanco) y en presencia del agente antioxidante de referencia Trolox (1.5 a 24 uM), se siguid
por fluorescencia (A 485 nm, A.,512 nm) a 37 °C en un lector de placas. Inserto: Grafico de area bajo
la curva (ABC) en funcion de la concentracion de Trolox (y= 1.0968 + 13.2465x, r*= 0.9998).

URF

20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min)

Figura 5.2. Determinacion del valor ORAC para B1. La oxidacion de FL (7.5 nM) por ABAP (30
uM), en ausencia y presencia del compuesto B1 (1.5 a 13 uM) se sigui6 por fluorescencia (Aexc485 nm,
Aem312 nm) a 37 °C en un lector de placas. El valor ORAC se calcul6 considerando solo el ABC de las
curvas cuyos valores de florescencia se aproximaron a 0 luego de 140 minutos. Inserto. Grafico de area
bajo curva (ABC) en funcion de la concentracion de B1 (y= 0.4641 + 35.1354x, r’= 0.9985)
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Tabla 5.2. Valor ORAC de los nitroalquenos sintetizados

Compuesto Valor ORAC1 h
(Eq.Trolox.pmol )™
Al 0.29 £ 0.01
A2 0.37+£0.06
B1 4.21 £ 0.08
B2 5.40 £ 0.10
C1 0.44 £0.01
C2 0.39+£0.02
D1 0.44 £ 0.04
D2 0.45+£0.06
E1l 0.46 £ 0.03
E2 0.46 £ 0.02
F1 0.43 £0.07
F2 0.54 £0.01
G1 0.72 £ 0.01
G2 1.60 £ 0.20

® Los datos se expresan en equivalente de Trolox/.mol' de compuesto y son el promedio de tres
experimentos + DE, siendo el valor ORAC para Trolox igual a 1.
® Los nitroalquenos se ensayaron en un rango de concentraciones entre 1.5 y 13 uM.

53 ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD CON PEROXINITRITO

Debido a que el peroxinitrito es un oxidante bioldgico muy importante que puede
reaccionar tanto en su forma aniéonica (ONOQO") como protonada (ONOOH, pka = 6.8) en forma
directa mediante la oxidaciéon de biomoléculas por uno o dos electrones [46], se estudid su

reactividad con los nitroalquenos.

5.3.1 EFECTO DEL PEROXINITRITO SOBRE LA ESTRUCTURA QUIMICA DE
LOS NITROALQUENOS

Para estudiar el efecto del peroxinitrito sobre la estructura quimica de los nitroalquenos se
analizaron sus caracteristicas espectrales. Para ello los nitroalquenos (200 uM) fueron tratados

con diferentes concentraciones de peroxinitrito (50 a 200 pM).
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La exposicion a peroxinitrito modificd el espectro de la mayoria de los compuestos,
disminuyendo la absorbancia de sus maximos para B1, F1, G1, G2, C2 y D2, y aumentandola
para A2, B2, F2 y El1. La Figura 5.3 muestra como ejemplo el espectro obtenido para el
compuesto G2. Empleando los coeficientes de absortividad molar determinados previamente
(Tabla 5.1) se calculd la estequiometria de la reaccion. Algunos compuestos mostraron una gran
capacidad para atrapar al oxidante, siendo F1 capaz de atrapar el 100 %, mientras que B1 y B2
atraparon el 50 % y el 10 % del peroxinitrito adicionado, respectivamente. Por su parte G2
atrapo el 20 % del oxidante (Tabla 5.3). El elevado valor obtenido para la relacion entre moles
de peroxinitrito agregado y moles de NA consumido, en particular para F1 y B1 permite suponer
una reactividad directa con el oxidante para alguna de estas moléculas, por lo que se

determinaron las constantes de reaccion.

366

1489
146
144

1324

1304

4 6 S0 100 120 140 160 150 200 220
ONOO- (uM)

Absorbancia

T T v 1 v Y
300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 5.3. Espectro de G2 modificado por exposicion a peroxinitrito. Los nitroalquenos (200 uM) se
expusieron a peroxinitrito agregado en bolos consecutivos de 50 uM (c.f), bajo agitacion continua y
termostatizacion previa de la muestra a 37 °C, en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, DTPA 0.1 mM).
Los espectros se registraron entre 280 y 700 nm luego del agregado de 0, 50, 100 y 200 uM de ONOO'".
Inserto: Se muestra el cambio proporcional en la absorbancia del maximo por el agregado de
peroxinitrito. Los valores obtenidos para G2 a 366 nm fueron y = -0.00107x + 1.513, r*=0.979

5.3.2 ESTUDIO CINETICO DE LA REACCION ENTRE NITROALQUENOS Y
PEROXINITRITO
5.3.2.1 Determinacion de la constante de velocidad de la reaccion directa

Las modificaciones observadas en los distintos espectros UV-Vis por exposicion al
peroxinitrito sugieren una reaccion entre ambas moléculas. Debido a que la vida media del

peroxinitrito a pH fisioldgico es menor a 1 s, su velocidad de reaccion con cualquier blanco se
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debe determinar mediante técnicas de cinética rapida como la espectrofotometria de flujo

detenido en este caso.

Tabla 5.3. Reactividad de los nitroalquenos con peroxinitrito

Reactividad® | Constante de velocidad (x10° M's™)"
Nitroalquenos | (mol/mol de
ONOO) Velocidad inicial® Competencia®
Al ND* 25+ 0.2 24+0.6
A2 0.06 32+0.2 24+£0.8
B1 0.5 ND** 6.2 0.3
B2 0.1 46+03 52+09
C1 ND* 6.6+0.2 4.5+0.9
C2 0.015 ND** 2.5+03
D1 ND* ND** 5.9+1.0
D2 0.004 ND** 54+0.5
E1l 0.1 ND** 5.6+0.7
E2 ND ND 4.5+0.9
F1 1.04 53+0.6 49+03
F2 0.02 1.0+0.1 2.6+0.5
G1 0.03 1.7+0.8 2.4 0.6
G2 0.2 ND** 5.4+0.9

"La reactividad se determino a partir de las modificaciones espectrales empleando las absorbancias
maximas de las moléculas y los coeficientes de absortividad molar determinados en la Tabla 5.1, y se
expresan como moles de NA consumido/mol de peroxinitrito adicionado.

Determinada por método directo mediante espectrofotometria de flujo detenido a 302 nm.

‘Determinada por método indirecto de competencia con Fe**-Cyt c. Los nitroalquenos (360 uM) fueron
expuestos a peroxinitrito (100 pM) en presencia de Fe*"-Cyt ¢ (360 uM), en amortiguador fosfato (0.1M,
pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 37 °C.

Los datos son el promedio de 3 experimentos + DE

ND no determinao por ausencia de variaciones en el espectro.

ND* no determinado por falta de un maximo definido

ND** no determinado por interferencia en el cambio de absorbancia del peroxinitrito generado por
cambios a nivel del nitroalquenos.

Primero se determiné la constante cinética de descomposicion para el peroxinitrito en
ausencia de molécula blanco en amortiguador fosfato (pH 7.4, 0.1 M con DTPA, 0.1 mM) y su
cinética se registr6 a 302 nm y 37 °C, sabiendo que se descompone siguiendo una funcion
exponencial con el tiempo (Figura 5.4) [305]. El valor determinado experimentalmente fue 1.02
+0.03 s, del orden del reportado en la bibliografia (0.9 s, [47]).

En este caso las concentraciones de peroxinitrito (200 uM) y nitroalquenos (20-100 uM)
estuvieron en el mismo orden, por lo que corresponderia un andlisis cinético por el método de
velocidades iniciales, considerando la porcion lineal del registro donde el peroxinitrito se
descompone hasta un 10 %. Sin embargo, debido a que el software utilizado no brindaba el

suficiente numero de datos para este tipo de ajuste y en los casos en que los ajustes
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exponenciales son buenos, el método integral puede utilizarse indistintamente al de las
velocidades iniciales [306].

Las curvas obtenidas mostraron un buen ajuste a una caida exponencial (método integral),
por lo que la kg para cada concentracion de compuesto se obtuvo a partir de los mismos

(Figura 5.5 Ay B).
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: : : === = T
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Figura 5.4. Descomposicion de peroxinitrito en ausencia de molécula blanco. El peroxinitrito
(200 uM) en NaOH (0.5 mM) se mezclé con amortiguador fosfato (pH 7.4, 0.1 M) con DTPA
(0.1 mM) y la cinética se siguié a 302 nm y 37 °C. Se muestra un registro tipico y su ajuste a una
funcién de caida exponencial simple: y = A *exp(-x/t;) + yo. Los valores en este caso fueron r* =
0,9997, yo =-0,00542, A, = 1,37272, t, = 1,00648
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Figura 5.5. Determinacion de k.. A. Registro cinético de la descomposicion de peroxinitrito. El
peroxinitrito (200 uM) se mezcld con diferentes concentraciones de nitroalquenos (20 a 100 uM) en
amortiguador fosfato (pH 7.4, 0.1 M) con DTPA (0.1 mM) y su cinética de descomposicion se registro
a 302 nm y 37 °C. Se muestra un registro cinético tipico en presencia de B1 (20 uM) y su ajuste a una
funcion de caida exponencial simple: y = A *exp (-x/t;) + yo, (" = 0,99534, y0 = 0,08864, A, =
0,96231, t; = 0,88057). B. Determinacion de la constante cinética para la reaccion entre
nitroalquenos y ONOQO" por el método integral. Para la determinacion de ko, se consideraron 10
ajustes exponenciales para cada concentracion de compuesto. Se muestra como ejemplo el
nitroalquenos B1.
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En la Tabla 5.3 se muestran las constantes cinéticas con peroxinitrito obtenidas para cada
nitroalqueno de modo analogo a lo mostrado para B1 en la Figura 5.5 B.

Los compuestos B1, C2, D1 y D2, E1 y E2, y G2 mostraron interferencias en el registro
mediante esta técnica y por lo tanto no se pudo considerar para la totalidad de los compuestos. Es
por eso que se procedio a realizar estudios de competencia para obtener los datos cinéticos para

la totalidad de las moléculas.

5.3.2.2 Determinacion indirecta de la velocidad de reaccion por competencia

con citocromo c reducido

El Fe*"-Cyt ¢ es capaz de oxidarse a Fe’"-Cyt ¢ en presencia de peroxinitrito [277] con
una k = 2.4 x 10* M s (pH 7.4, 37 °C) [305] y la magnitud de esta oxidaciéon puede ser
determinada por la desaparicion del pico a 550 nm caracteristico del Fe*"-Cyt ¢. Conociendo esta
reactividad, la competencia entre cada nitroalqueno y el Fe*"-Cyt ¢ por el peroxinitrito permite
una aproximacion al valor de la constante cinética de segundo orden entre el nitroalqueno y el

peroxinitrito [307]. Las reacciones que participan se muestran a continuacion.

Fe’" -Cyt ¢ + ONOO" KL, g -Cytc Ecuacion 5.1

Nitroalqueno + ONOO" L> P nitroalqueno Ecuacion 5.2

Dado que la relacion de concentraciones de producto generado por ambas reacciones es
proporcional a la relacion entre las constantes cinéticas, se puede determinar la constante cinética
deseada. En el disefio de un experimento de competencia se debe considerar que el producto de
la constante cinética por la concentracion de cada una de las moléculas participantes sea 10 veces
superior a la constante de descomposicion de peroxinitrito en ausencia de moléculas blanco (0.9
s™1). Debido a problemas relacionados a la solubilidad de los compuestos a altas concentraciones
no se trabajé en condiciones de pseudo-primer orden por lo tanto para el célculo de la constante
cinética se utilizo la siguiente relacion [307]:

[Fe2+ -Cyt c]o
! [Fe2+ -Cyt c] -[Fe3+ -Cyt c}
0
n [Nitroalqueno] o
[Nitroalqueno], - |:Pnitroal o L

=

1 0

Ecuacion 5.3

b

2

Donde la concentracion de Phioaiqueno S€ calculd como la diferencia entre la concentracion
3+ ..y, e, . . . .
de Fe” -Cyt ¢ luego de la exposicion a peroxinitrito en ausencia y en presencia de nitroalquenos.
. -1 -1 .
Los valores obtenidos fueron de ~ 10° M''s™ (Tabla 5.3), un orden de magnitud menor al

reportado para la reaccidn entre peroxinitrito y Fe*"-Cyt c.
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Las constantes cinéticas con peroxinitrito a pH 7.4 y 37 °C que pudieron ser
efectivamente determinadas por ambos métodos fueron del mismo orden de magnitud (~10° M~
'sh), similares al de la reaccion entre peroxinitrito y glutation (k = 1.4 x 10° M's™, [15] y
menores a la reaccion entre peroxinitrito y oxihemoglobina (k = 1.7 x 10* M™'s™ [49]).

En base a los valores obtenidos por el método de competencia, se observa que los
sustituyentes en la posicion para incrementaron en diferente magnitud la reactividad de los
compuestos con el peroxinitrito. El derivado B1 reaccion6 2.5 veces mas rapido que el derivado
no sustituido Al y las constantes cinéticas obtenidas para los derivados metilados en el Cp,
excepto en el caso de G2, fueron iguales o menores a las de los respectivos derivados no
metilados. Esto indica que la ausencia del metilo le confiere a la mayoria de los compuestos una
reactividad aumentada para reaccionar con el peroxinitrito.

El grupo electron-dador N,N-dimetilamino presente en B1 y B2, y el bioisostero del
fenilo F1 mostraron los mayores valores de constante cinética determinada por el método de

competencia para su reaccién directa con el anién (6.2, 5.2 y 4.9 x 10° M''s™, respectivamente),

5.3.2.3 Captura de radicales libres derivados de peroxinitrito in vitro

Los resultados obtenidos hasta aqui muestran que todos los nitroalquenos son capaces de
reaccionar en forma directa con el peroxinitrito, pero éstos también podrian interactuar en forma
indirecta con los radicales de su descomposicion homolitica, NO, y "OH. La dihidrorodamina
(DHR) es oxidada por estos radicales formando rodamina, un derivado cromoégeno y fluorescente
[308]. En este caso la oxidacion se siguio espectrofotométricamente a 500 nm. La concentracion
de rodamina en presencia de peroxinitrito (50 uM) y en ausencia de nitroalquenos fue de 23.5
uM.

La mayoria de los nitroalquenos con excepcion del (Z)-1-metoxi-4-(2-nitroprop-1-enil)
benceno (E2), fueron capaces de proteger de la oxidacion a la DHR con eficacia variada (Figura
5.6). Al igual que lo observado para la reactividad directa, los derivados etenilos (serie 1)
mostraron una proteccion igual o mayor que sus derivados propenilos (serie 2), siendo los
nitroalquenos B1, B2 y F1 los més efectivos con valores de proteccion por encima del 50 % (58,
59 y 52 %, respectivamente). Los siguen los derivados de la serie 1, el dioxol G1 (44 %), el

bromo D1 (44 %) y el cloro C1 (42 %) con valores superiores a 40 %..
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Figura 5.6. Reaccion con radicales derivados de peroxinitrito. La DHR123 (50 uM) se expuso a
peroxinitrito (50 pM) en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, 0.1 mM DTPA) a 37 °C en ausencia y en
presencia de nitroalquenos (400 uM). La concentracion de rodamina se determiné
espectrofotométricamente a 500 nm (€500 nm=78.8 mM'cm™) en un lector de placas. Los asteriscos
sefialan las diferencias significativas entre los tratamientos en presencia VS en ausencia de nitroalquenos
(*=p <0.05), y entre los nitroalquenos de la serie 1 vs la serie 2 (**= p< 0.05).

La concentracion inhibitoria 50 (Clsp) relativa se determin6 para aquellos compuestos que
protegieron a la DHR de su oxidacion en mas del 50 % en las condiciones ensayadas. Por
definicion la Clsy es la concentracion de compuesto capaz de reducir al 50 % un efecto
determinado. La Cls, relativa se define como la concentracion de compuesto requerida para
alcanzar el punto de inflexion en una curva entre su plateau superior e inferior. En este caso los
valores de Cls, hallados son relativos ya que en ninguno de los casos se alcanz6 un efecto del
100 % para la mayor concentracion ensayada (300 pM) y por lo tanto no se puede definir una
Clsg absoluta.

Debido a los problemas de solubilidad en amortiguador fosfato a pH 7.4 que presentan
estos compuestos no fue posible ensayar concentraciones mayores para obtener mayor
proteccion. De todos modos, en general los compuestos alcanzaron su maxima proteccion a 100

uM, siendo del 60 % para los derivados B1 y B2 y del 40 % para F1 (Figura 5.7).

64



OBJETIVO 1 — RESULTADOS Y DISCUSION

Compuesto | Estructura molecular | ICs, (uM)
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Figura 5.7. Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 relativa. La oxidacion de DHR (50
uM) a rodamina por los radicales derivados de la descomposicion de peroxinitrito (50 pM) se siguid por
absorbancia (es00 nm =78,8 mM™'cm™), en ausencia y en presencia de los nitroalquenos (20 a 300 pM),
en un lector de placa. El grafico muestra como ejemplo el ajuste a una funcion logistica (y = A, + (A;-
Ay)/(1 + (x/x¢)"p) para la oxidacion de DHR en presencia de diferentes concentraciones de nitroalqueno
B2 y los valores obtenidos fueron A; = 90,27291, A, = 39,608643, x, = 1,77301, p = 13,05905, =
0,98739. Inserto. Se muestran los valores de Clsy obtenidos para los nitroalquenos luego del ajuste a la
funcion.

Este efecto podria tener dos posibles causas. Por un lado podria existir un atrapamiento
selectivo de uno de los radicales de descomposicion de peroxinitrito y no del otro, de forma tal
que siempre existe un porcentaje que escapa al nitroalqueno y oxida la DHR, por otro lado
podria deberse a la existencia de una concentracion maxima activa por encima de la cual el
efecto es independiente de la concentracion de compuesto.

Para estudiar el atrapamiento selectivo de radicales, el experimento se realizd en
presencia de NaNO, (30 uM) conocido reductor capaz de reaccionar con el radical ‘OH,
transformandose en radical ‘NO, de acuerdo a la Ecuacién 5.4. De este modo el tnico radical
presente en la mezcla de reaccion deberia ser el ‘NO,, proveniente tanto de la descomposicion
homolitica del peroxinitrito como de la transformacién del anidén nitrito por reaccion con el
radical ‘OH [309].

"OH+NO, »"NO, +OH  k=1x10"M"s" Ecuacién 5.4

Entonces, en caso de que el efecto protector de los nitroalquenos se deba a su reaccion
con el radical 'NO,, se observaria una disminucion en la oxidacion de DHR cercana a 0 en
presencia del reductor (NaNO;), ya que todo el radical ‘'OH se habra transformado en 'NO,

mientras que si los nitroalquenos reaccionan con el radical ‘OH se observaria un aumento en la
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magnitud de la oxidacion, cercana a 100 %. Se probaron dos concentraciones para los tres
nitroalquenos ensayados, una concentracion menor a la de inactivacion total (60 uM) y la mayor
concentracion ensayada (300 pM).

Se preincubd la mezcla conteniendo DHR (50 pM), nitroalquenos (60 6 300 uM) y
NaNO; (30 uM), a 37 °C y luego se agregd el peroxinitrito (50 uM) en agitacion continua.

En ninguno de los casos se observaron cambios en la magnitud de la oxidacion de DHR
debidos a la presencia de NaNO,. En la Figura 5.8 se muestra como ejemplo los resultados
obtenidos para el derivado tiofeno F1. Entonces se puede establecer que el efecto observado es
mas bien debido a una concentracion efectiva maxima en el entorno de 100 pM que no logra

proteger en su totalidad de la oxidacion por peroxinitrito a la DHR.
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Figura 5.8. Oxidacion de DHR por peroxinitrito en presencia de NaNO,. La DHR (50 pM) fue
expuesta a peroxinitrito (50 uM) en presencia del nitroalqueno F1 (60 y 300 uM) y en ausencia o
presencia de NaNO, (30 uM) y se midid su absorbancia (€500 nm =78.8 mM'cm™) en un lector de
placas.

5.3.3 ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD DE LOS NITROALQUENOS CON ESPECIES
REACTIVAS GENERADAS POR MACROFAGOS ACTIVADOS J774

5.3.3.1 Captura de radicales libres derivados de peroxinitrito

Los resultados obtenidos hasta el momento son producto de la adicion en bolo de
peroxinitrito, donde los efectos se deben a un agregado tnico, del orden micromolar, con una
vida media de 0.9 s a pH 7.4 y 37 °C, siendo sélo una aproximacion de lo que se espera que
ocurra en condiciones biologicas. En un medio biologico, la formacion de peroxinitrito se da en
flujos a partir de la produccion simultanea de sus moléculas precursoras O,” y 'NO y en

concentraciones del orden nanomolar. En ese entorno tanto los radicales precursores como el
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propio peroxinitrito compiten por diferentes moléculas blanco con las que puede reaccionar,
limitando su rendimiento y efecto [86]. Es por este motivo que los nitroalquenos con
sustituyentes N,N-dimetilamino (B1 y B2) y con anillo dioxol (G1 y G2) que mostraron ser mas
efectivos como antioxidantes en los experimentos in vitro, fueron seleccionados para estudiar su
capacidad de atrapar peroxinitrito generado por macréfagos activados. Si bien el nitroalqueno F1
fue un buen atrapador tanto de peroxinitrito anién como de sus radicales de descomposicion
homolitica, no mostrd ser un buen atrapador de radicales peroxilo y no fue cosiderado en esta
primera etapa de cultivo celular. En un cultivo celular de macréfagos murinos J774 activados
para la produccion de NO y O,”, el peroxinitrito es generado como un flujo continuo
estableciendo condiciones inflamatorias. La produccion bioldgica de 'NO y O, esta distante de
cumplir con la estequiometria 1:1 requerida para la formacion de peroxinitrito, y el exceso de
uno de ellos afecta a las oxidaciones dependientes de peroxinitrito [310, 311]. Ademas se debe
considerar que ambos precursores poseen distintas propiedades para difundir a partir del sitio de
generacion, haciendo que la formacion y el rendimiento del peroxinitrito en células o tejidos se
vean afectados por la compartimentalizacion. Para minimizar estos efectos, los macrofagos J774
fueron activados para la produccién de 'NO y O, como se detalld en las secciones 4.4.2 y 4.4.3

acorde con lo previamente descrito por Alvarez y col. [86].
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Figura 5.9. Oxidacion de DHR por peroxinitrito producido en macréfagos J774 activados. La
produccion simultanea de NO y O," se indujo con INFy (400U/mL) y LPS (8 pg/mL), seguido de PMA
(4 pg/mL) agregado 5 h después. La oxidacion de DHR (15 uM) se sigui6 por fluorescencia a 520 nm
(Aexe = 485 nm) durante 2 h. Los nitroalquenos (10 pM) se agregaron junto con la DHR. Los valores
son el promedio = DE de triplicados de un experimento representativo. Se observaron diferencias
significativas entre las condiciones en presencia y en ausencia de nitroalquenos (*=p < 0.05), y entre B1
y G1 (**=p< 0.05)
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La oxidaciéon de DHR (15 uM) se sigui6 por fluorescencia de la rodamina (Aexc=485 nm,
Aem=520 nm) durante 2 h en ausencia y en presencia de nitroalquenos (10 uM). El 100 % de
oxidacion de DHR en ausencia de nitroalquenos fue 0.07 = 0.01 UFR/min. De los cuatro
compuestos ensayados, los derivados B1, B2 y G2 mostraron una proteccion superior al 60 %
previniendo la oxidacién de la DHR en un 65.4, 73 y 63 %, respectivamente. Por su parte, G1
mostrd una proteccion menor, cercana al 37 %. (Figura 5.9).

El nivel de proteccion (= 60%) observado en cultivo para una concentracion de 10 uM de
compuesto fue similar al del experimento in vitro donde se requeria una concentracion de 100
UM para alcanzar este porcentaje. Esto podria deberse en parte a la diferencia entre
concentraciones en cada situacion ya que mientras in Vitro se agregaba un bolo de 50 uM de
peroxinitrito a una concentracion maxima de 400 pM de nitroalqueno, en cultivo se generan
flujos de peroxinitrito en concentracion. Por otro lado el agregado de bolos genera gran cantidad
de radicales que reaccionan entre si antes que con los compuestos disminuyendo su proteccion in
vitro, en cambio en un flujo la formacion de radicales es mas controlada y favorece la reaccion
directa con los compuestos, aumentando su eficacia. Se observan entonces efectos similares con
magnitudes diferentes debido a la relacion diferente entre concentraciones y radicales planteada

en ambas situaciones.

5.3.3.2 Reactividad de los nitroalquenos con los radicales precursores del

peroxinitrito

Debido a que en los macrofagos J774 activados la produccion de peroxinitrito ocurre a
partir de la generacion de sus precursores NO and O,", se investig6 la reactividad de los
nitroalquenos con cada radical, mediante la induccion de la NOS2 o el ensamblaje de la NADPH
oxidasa en forma independiente. La capacidad de los compuestos (10 puM) de actuar como
atrapadores de 'NO se sigui6 por oxidacion de la sonda fluorescente DAF-FM (5 uM) (Figura
5.10 A). Todos los nitroalquenos fueron capaces de atrapar N,Os;, molécula derivada de la
oxidacion de 'NO en presencia de O,, en forma significativa con respecto al control.

Los compuestos B1 y B2 mostraron importantes diferencias entre si inhibiendo 28 %y 74
% la oxidacion de DHR, respectivamente, mientras que ambos derivados dioxol, G1 y G2,
tuvieron un efecto similar, inhibiendo la oxidacion en 51.9 % y 51.6 %, respectivamente. En el
entorno celular, sin embargo, los compuestos podrian reaccionar tanto con ‘NO como con N,O3,
produciendo similar efecto sobre la proteccion de DAF-FM. Para aclarar este punto, se
expusieron eritrocitos (en cantidad equivalente a 50 uM de HbO,) a macréfagos activados con
INF-y/LPS en ausencia y en presencia de nitroalquenos (50 uM) (Figura 5.10 B).

La produccion basal de 'NO (2.21 + 0.01 pM) se triplico luego de la activacion de los

macrofagos (6.1 = 1.1 uM). Para confirmar que la formacién de MetHb observada se debio a la
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presencia de ‘NO, se realizé un control en presencia del inhibidor de la NOS2, 1400W (100 uM)
que previno dicho aumento. Los compuestos B2, G1 y G2 evitaron la formacion de MetHb en
~70 %, mientras que el compuesto B1 no mostrd efecto en tal sentido. Se concluy6 ademas que
ambas técnicas midieron el mismo efecto ya que los resultados fueron totalmente superponibles.

En términos de reactividad, la falta del grupo metilo en el Cp que diferencia a B1 de B2,

transformo al primero en un mal atrapador de 'NO.
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Figura 5.10. Captura de 6xido nitrico. La NOS2 se indujo en las células J774 por exposicién a IFNy
(400 U/mL) y LPS 8 ug/mL) por 5 h. A. La oxidacion de DAF-FM diacetato (5 uM) por N,O; se siguid
en ausencia (+INFy/LPS) y en presencia de nitroalquenos (10 pM) por fluorescencia (Aexe 485 nm/Aey, 520
nm). Se observaron diferencias significativas entre el control y los tratamientos con nitroalquenos (*=p <
0.05), y entre los nitroalquenos B1 y B2 (**= p < 0.05, n=4). Inserto. Todos los compuestos mostraron
una respuesta dependiente de la dosis (entre 2.5 y 10 pM) para la proteccion de la oxidacion de DAF. B.
La oxidacion de hemoglobina intracelular por NO se estudid exponiendo eritrocitos enteros
(oxihemoglobina 50 uM) a macréfagos J774 preactivados (+ IFNY/LPS) en ausencia y en presencia de
nitroalquenos (50 uM). Se observaron diferencias significativas entre las condiciones con y sin
nitroalquenos (*= p < 0.05) para los compuestos B2, G1 y G2. Los datos son expresados como el
promedio = DE de triplicados para un experimento representativo.

Como control de ambos experimentos, los compuestos se evaluaron in vitro en las
mismas condiciones experimentales utilizadas durante el cultivo de macrofagos (10 y 20 uM),
como liberadores de 'NO siguiendo en este caso la oxidacion de DAF-2 (5 uM, Aexe= 485 nm,
Aem=520 nm) a 37 °C, durante 60 min en amortiguador fosfato (0.1 M, pH 7.4, 0.1 mM DTPA)
en lector de placas. No se observo oxidacion de DAF-2 en las condiciones ensayadas.

Los compuestos B2 y G1 mostraron una respuesta similar para los ensayos de oxidacioén
de DHR y DAF-FM, lo cual sugiere que la baja produccion de 'NO alcanzada en presencia de
aquellos es lo que en definitiva se traduce en una menor producciéon de ONOQO" y en un aparente
efecto protector frente a la oxidacién de DHR.

Para estudiar la reactividad con O,", los macrofagos fueron activados con PMA (4

pg/mL). Luego de 30 min se agregaron los compuestos y se determind su capacidad de
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reaccionar con O, siguiendo la reducciéon de Fe’-Cyt ¢ inhibible por SOD a 550 nm (Figura
5.11).

Los derivados de la serie 2, mostraron una proteccion significativamente mayor respecto
al control en ausencia de nitroalqueno (*=p<0.05), en particular G2 (45.1 + 2.8 %). No se

observaron diferencias entre los otros dos compuestos y el control.

Fe2+-Cytc ¢ (%)

QW” S X OF Mol Ml

Figura 5.11. Reactividad con radical anién superoxido. El ensamblaje de NADPH oxidasa se indujo
en macréfagos J774 cercanos a confluencia por adicion de PMA (4 pg/mL). Luego de 30 min se
determino la capacidad de los nitroalquenos (10 uM) para atrapar O, siguiendo la reduccion de Fe**-Cyt
¢ (50 uM) a 550 nm. La produccion de O, en ausencia de compuestos (PMA) fue 9.7 + 0.2 uM/min y en
presencia de SOD (600U.mL™") fue 0.3 £ 0.02 pM/min. Se observaron diferencias significativas entre
PMA y PMA en presencia de B2 y G2 (* = p < 0.05, n=6). Los valores se expresaron como el promedio
+ DE de triplicados de un experimento representativo.

Resumiendo, B1 fue un mal protector de la oxidacién de DAF y de la reduccion de Fe’*-
Cyt ¢, sin embargo fue muy efectivo previniendo la oxidacion de DHR, por lo que es probable
que su reactividad se relacione directamente al peroxinitrito o sus radicales de descomposicion
"NO, y ‘OH de acuerdo con la constante cinética hallada (6.1 x 10> M's™) y los datos obtenidos
tanto in vitro como en cultivo celular. Por su parte, B2 y G1 fueron capaces de reaccionar con
peroxinitrito y sus radicales 'NO, y ‘OH tanto in vitro como en cultivo de macréfagos, siendo
ambos también capaces de proteger de la oxidacion a DAF y en el caso de B2, ademas previno
de la reduccién al Fe**-Cyt c. El compuesto G2 inhibi6 la oxidacién de DAF y la reduccion de
Fe*"-Cyt ¢ y ademas mostré una buena proteccion de la oxidacion de DHR en cultivo, que sin
embargo no fue observada en los experimentos in vitro, por lo que se concluye que no es buen

atrapador de peroxinitrito o sus radicales de descomposicion.
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5.3.3.3 Estudio de la reactividad con H,0,

La dismutacion espontianea o enzimatica del O,  conduce a la formacion de H,O,,
molécula muy estable en condiciones fisiologicas que puede ser completamente reducida a H,O
o parcialmente reducida a "OH. El radical ‘OH como ya se menciond, es un poderoso oxidante
bioldgico, que actua mediante las reacciones de Fenton o Haber-Weiss [312], y es por ello que

determinar la reactividad de H,O, con los nitroalquenos se vuelve importante.
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Figura 5.12. Reactividad con peroxido de hidrégeno. El ensamblaje de la NADPH oxidasa se indujo
por adicion de PMA (4 pg/mL) a células J774 cercanas a la confluencia. Luego de 30 min el
sobrenadante de los macrofagos activados (15 pL) se incubd durante 30 min en ausencia y en presencia
de nitroalquenos (50 uM) y el H,O, se cuantifico mediante el ensayo de FOX a 560 nm. La produccion
de H,O, fue 1.0 £ 0.1 uM en ausencia de compuestos (PMA). Se observaron diferencias significativas
entre el control con PMA solo y en presencia de B2 y G2 (* = p < 0.05, n=6). Los datos se expresaron
como el promedio = DE de triplicados de un experimento representativo.

Para determinar la concentraciéon de H,O; en el sobrenadante de los cultivos se utilizd el
ensayo de FOX [284] En la condicién control (+ PMA), la maxima concentracion de H,O,
detectada fue 1 uM, en el orden de lo descrito previamente [313]. La concentracion de H,O,
generado fue reducida en forma significativa con respecto al control (PMA) en presencia de B2 y
G2 (50 uM) a 0.65 y 0.66 uM respectivamente (~35 %), mientras que el resto de los
nitroalquenos no mostré diferencias significativas con respecto al control (Figura 5.12).

Los resultados obtenidos coinciden con los registrados para la proteccion de la reduccion
de Fe*"-Cyt ¢, por lo que es probable que la reactividad observada se deba a una disminucién en

la concentracion de O,”, mas que a un atrapamiento efectivo de H,Os.
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54 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad de los nitroalquenos se estudio por el ensayo de MTT con el fin de

descartar cualquier efecto de los mismos sobre la viabilidad celular, que pudiera sobreestimar los

efectos observados con respecto a la produccion de especies reactivas. Este ensayo determina la

funcionalidad mitocondrial de la célula mediante la reduccion de MTT a formazan, existiendo

una relacién proporcional entre

la cantidad de células vivas y el formazian formado y

determinado a 560 nm. Por un lado se evalud la toxicidad de los compuestos (10 y 20 uM)

durante el tiempo maximo en el cual estuvieron en contacto con las células durante los

experimentos (2 h).

* Los macréfagos murinos J774 fueron expuestos a los nitroalquenos (10 y 20 pM) durante 2
horas. El formazan generado se determind a 560 nm en lector de placas. Los resultados se
expresan como porcentaje de células viables con respecto al control en ausencia de compuestos

(100 %).

Tabla 5.5. Citotoxicidad en 2 h

Compuesto | Estructura | Concentracion (uM) | Viabilidad *(%)
O/\ 10 98 +9
B1 ~N NO,
| 20 865
S 10 101 £ 11
B2 ~N NO,
| 20 94+ 10
o 10 94 +11
Gl S N
O=N 20 87+ 11
o 10 97+7
G2 $ N
O=N 20 89+7
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1207 Compuesto Estructura Dosis Letalsy (uM)
wd = N
B1 ~N NO, 258+ 1.6
~ 80 |
S
< N
S 604 NO
r‘; B2 ~N 2 18.1+ 0.8
z 404 |
£ o
? 201 Gl < D 182433
[ O O,N
04 o}
. : G2 < N 13.7+1.2
10 100 o O,N
B1(log10 pM)

Figura 5.13. Determinacion de dosis letals, en 24 h. Los macréfagos J774 en confluencia se incubaron 24
h, en ausencia y en presencia de nitroalquenos (5 a 100 uM). Luego, el medio de cultivo se sustituyd por
MTT (0.1 mg.mL™") y se incubé 3 h a 37 °C en atmésfera de 5 % de CO,. La producciéon de formazan a 560
nm en presencia de la solucion reveladora (DMSO, glicina 90:10) se midié en lector de placas. Panel
izquierdo: Registro tipico obtenido para B1 mediante ajuste a una funcion logistica (y = A, + (A-Ay)/(1 +
(x/x0)"p). Panel derecho: Tabla con valores de DLs, , promedio de 3 experimentos representativos + DE.

En todos los casos las células mostraron una sobrevida mayor al 94 %y al 86 % para 10 y
20 uM respectivamente. Se observaron diferencias significativas entre concentraciones solo para
los compuestos B1 y G2 (p< 0,05). Por su parte, la presencia del grupo metilo en el C (B2 y
G2) no influy6 en la sobrevida con respecto a los compuestos sin ¢l (Tabla 5.5).

La citotoxicidad de los compuestos a largo plazo (24 h) se estudié en forma andloga y en
un rango de concentraciones entre 5 y 100 uM, determinadndose una dosis letal 50 (DLs,) en cada
caso (Figura 5.13). Los derivados N,N-dimetilamino fueron menos téxicos que sus pares dioxol,

siendo el compuesto B1 el menos toxico (DLsp=25.8 £ 1.6 uM).

55 ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE MACROFAGOS
ACTIVADOS Y CONDROCITOS EN PRESENCIA DE
NITROALQUENOS

Frente a las sefales producidas por macr6fagos o monocitos activados, los condrocitos
responden aumentando la actividad catabdlica en el cartilago que termina estableciendo una
inflamacién cronica a nivel articular y reduccion en la sintesis de los principales componentes de
la matriz, agrecan y colageno tipo II [314]. Con respecto a las sefiales emitidas desde los
condrocitos hacia los macrofagos, Dreier y col. [286] lograron establecer la existencia de un
didlogo paracrino que posibilita la sobrevida de macrofagos en cultivos de agarosa libre de SFB
en presencia de condrocitos. En el co-cultivo condrocitos/macréfagos, los primeros son capaces
de activar el zimogeno pro-MMP-9 (gelatinasa B) liberado por los macrofagos, proceso que no

ocurre en ausencia de condrocitos, por lo que éstos proveen de factores o proteinasas necesarias
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para su activacion. En particular, las gelatinasas MMP-2 y MMP-9, son clave en la degeneracion
de las articulaciones [315, 316]. Ambas poseen baja especificidad de sustrato contribuyendo a la
degradacion de colageno y otras macromoléculas de la matriz extracelular, destruyendo su
estructura [316, 317]. El modelo desarrollado por Dreier y col. [286] es un modelo in vitro de
inflamacion patoldgica articular Util para estudiar las interacciones entre ambos tipos celulares

Se estudié la interaccion entre macrdfagos activados y condrocitos en presencia del
compuesto B1. Los condrocitos (4 x 10* células) fueron cultivados en un cubreobjeto con el fin
de observar su aspecto al microscopio a los 5 dias (Figura 5.14 A y B).

Para el co-cultivo de condrocitos y macrofagos se procedio de acuerdo a lo detallado en
el punto 4.6.2 en presencia o ausencia del compuesto B1 (20 uM). En la Figura 5.15, se observa

la presencia de los dos tipos celulares en diferente plano.

Figura 5.14. Cultivo primario de condrocitos. A. Condrocitos vistos al microscopio invertido (Nikon,
modelo XDS-1B) con aumento de 1200X. B. Condrocitos tefiidos con hematoxilina/eosina en
microscopio optico (Nikon Microphot-FXA) con aumento de aumento 2000X.

A B

Figura 5.15. Co-cultivo de macréfagos J774 y condrocitos de pollo. A. Se observan en foco los
macrofagos presentes en la capa inferior de la placa y en refringencia los condrocitos. B. Se observan en
foco los condrocitos de pollo en la capa superior y en capa inferior los macrofagos fuera de foco. Ambas
imagenes se registraron en un microscopio invertido con un aumento de 1200X en ausencia de tincion.
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Para las diferentes condiciones ensayadas se determin6 la concentracion proteica luego de
24 h obteniéndose valores en el entorno de los 0.65 mg.mL™".

La determinacion de actividad gelatinasa debida a la presencia de MMPs (principalmente
MMP-2 y MMP-9) activadas en presencia de condrocitos, se realizd mediante zimografia. Esta
técnica electroforética cualitativa permite observar la actividad proteolitica gelatinasa en un gel
SDS-PAGE conteniendo gelatina, que se evidencia por la ausencia de tincion en el revelado
[286, 318]. Las enzimas y pro-enzimas se separaron en condiciones no reductoras y
desnaturalizantes (SDS). Para la renaturalizacion se utilizd detergente (TritonX-100) para
remover el SDS y amortiguador Tris-HCI con CaCl, posibilitando que las pro-enzimas o
zimbgenos, se activen.

Luego de 24 h de incubacion, la actividad enzimatica se evidencio en los geles por la falta
de tincion [318].

En este resultado preliminar se muestra que las Unicas condiciones con actividad
gelatinasa fueron aquellas donde se co-cultivaron macrofagos activados y condrocitos (Figura
5.16). En estas condiciones aparecieron las bandas tipicas de complejos macromoleculares (130-
240 kDa) de las enzimas previamente reportados [319], ademas de bandas relativamente

definidas de las enzimas individuales.

INFyLPS - + + - -+
B120pM) +  + - - - -

Condrocitos + J774 J774

Figura 5.16. Actividad gelatinasa en co-cultivos. Los condrocitos (1x10° células.mL™) se incubaron
sobre un cultivo de macréfagos confluentes, no activados (-) o activados por la incubacion durante 4 h
con INFy/LPS (+) en ausencia (-) y en presencia de B1 (20 uM) (+). El gel de poliacrilamida (10%)
contenia gelatina (0.1%). Como control se corrieron macrofagos activados y no activados en ausencia de
condrocitos.

Se confirma asi la existencia de una comunicacion de tipo paracrino entre ambos tipos
celulares que posibilita la activacion por parte de los condrocitos, de pro-enzimas generadas por
los macrofagos, de acuerdo a lo previamente descrito [286]. Sin olvidar que este gel sélo se
puede analizar en forma cualitativa, se observo una disminucion en la actividad gelatinasa en la
condicion de co-cultivo entre macréfagos activados y condrocitos en presencia del nitroalqueno

B1, mostrando cierto rol protector frente a la actividad gelatinasa de algunas metaloproteinasas
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y/o la prevencion de la activacion de estas enzimas por los sistemas de sefalizacion intercelular.
Las MMP-2 (~72 kDA) y MMP-9 (~ 92 kDA) (gelatinasas A y B, respectivamente) poseen
actividad gelatinasa especifica y son mayoritariamente expresadas en el cartilago de pacientes
con AR y osteoartritis [180].

Los zimoégenos (ej. pro-MMP9) son liberados por los macrofagos atn en condiciones
normales (no activados), por lo que deberian haberse activado en presencia de condrocitos. Sin
embargo esto no se observd (Figura 5.16, condicion condrocitos/J774 — INFy/LPS), debido
probablemente a que se generaron en menor cantidad con respecto a los macréfagos activados y
a que la sensibilidad de la técnica, si bien esta en el orden de los picogramos, no permitid su
visualizacién. Por otro lado y como se esperaba, no se observo actividad gelatinasa en aquellos
sobrenadantes de macrofagos, activados o no, en ausencia de condrocitos (Figura 5.16,

condicion J774 +/- INFy/LPS y J774+/+INFy/LPS).

5.6 PROPIEDADES ANALGESICAS Y ANTIINFLAMATORIAS DE
LOS NITROALQUENOS

5.6.1 NITROALQUENOS COMO ANALGESICOS

El modelo de contorsiones abdominales en ratones es un modelo de dolor agudo donde el
estimulo fisico o quimico tiene como objetivo determinar una latencia de respuesta del animal
ante dicho estimulo y tiene un desarrollo temporal breve [320]. Fue desarrollado por Siegmund y
col. [321] y mejorado por Collier y col. en 1968 [289]. Se basa en la aplicacién de un estimulo
nociceptivo inespecifico, en nuestro caso acido acético (HAc), que induce contorsiones
abdominales inhibibles por sustancias analgésicas. En este modelo la transmision nociceptiva se
da a través de la liberacion de prostaglandinas, principalmente PGE, [322], en el sitio de
inyeccion a partir de la estimulacion de la COX-1 y COX-2. En este caso se utilizd como
farmaco analgésico de referencia dipirona (metamizol) que actia mediante la inhibicion de las
isoformas 1 y 2 de la enzima ciclooxigenasa (COX), disminuyendo asi la sintesis de
prostaglandinas asociadas a la generacion de dolor. Este fArmaco se administra por via oral, su
eliminacion es renal y posee un poder analgésico mayor al del 4cido acetilsalicilico.

Los nitroalquenos B1, B2, G1 y G2 mostraron un efecto analgésico similar a la dipirona

y significativamente superior a la situacion control en ausencia de tratamiento (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Efecto analgésico de los nitroalquenos en un modelo de dolor agudo Los nitroalquenos y
la dipirona se administraron en dosis de 30 umoles/kg de peso por via oral 40 min antes de la inyeccion
intraperitoneal de Hac (0.1M). Las contorsiones se registraron luego de 5 min de la inyeccion de HAc y
durante un periodo de 20 min. Los compuestos B1, B2 y G2, mostraron un efecto significativamente
diferente al control (**, p< 0.01) y similar al farmaco dipirona. El compuesto G1 mostrdé un efecto
analgésico menor a la dipirona, pero diferente al control en ausencia de tratamiento (*, p< 0.05).

Tabla 5.6. Nitroalquenos como inhibidores de COX-1 y COX-2

Nitroalquenos | Inhibicion” COX-1 (%) | Inhibiciéon® COX-2 (%)
G1 (10 nM) 26+4 41

G1 (30 pM) 33 53

B1 (10 uM) 24+2 43+8

B1 (30 uM) 44 + 8 55

B2 (10 uM) 23 72+3

B2 (30 nM) 42+7 881

G2 (10 pM) 21+6 53+5

G2 (30 nM) 41+6 55+9

"La inhibicién de las isoformas COX-1 y COX-2 por los compuestos se ensayd mediante un kit de
busqueda de inhibidores como se describio en el punto 4.8.Como control se utlilizaron los resultados
obtenidos previamente para indometacina como inhibidor de referencia. Control indometacina (0.1 M)
=49.7 £ 0.7 % COX-1, e indometacina ( 6 uM) = 53.4 £ 9.8 % COX-2 [325]

Debido a que en este modelo la actividad analgésica se ejerce mediante la inhibicion de la
enzima ciclooxigenasa COX, los compuestos se ensayaron como inhibidores de COX-1 y COX-
2, tanto para la concentracion utilizada en el modelo (30 uM) como para la utilizada en los

experimentos en células (10 uM) realizados previamente.
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Todos los compuestos en las concentraciones ensayadas inhibieron en un porcentaje
similar a la COX-1, situdndose en ~20 % para 10 uM y ~40 % para 30 uM (Tabla 5.6). La
isoforma COX-2 también fue inhibida por todos los compuestos en un porcentaje aun mayor (~
50 %) al de COX-1. Sin embargo, el compuesto B2 se destacé como un potente inhibidor de
COX-2, disminuyendo su actividad en un 72 % y 88 % para las concentraciones 10 y 30 uM,
respectivamente.

La mayoria de los analgésicos presentes en el mercado son inhibidores tanto de COX-1
como de COX-2, sin embargo poseen diferencias en su respuesta, siendo en algunos casos mas
eficientes contra una de las isoforma. Por ejemplo, el acido acetilsalicilico (aspirina) es un
inhibidor 10 a 100 veces mas potente de la isoforma COX-1 [323, 324].

La diversidad en los mecanismos de unidon de los inhibidores a COX-1 y COX-2 es
enorme, debido a la habilidad que poseen estas enzimas de acomodarse estructuralmente a
diferentes moléculas sin un evidente cambio conformacional [323]. Mientras que uno de los
principales productos de la actividad COX-1 en condiciones normales son los tromboxanos
(TXA;), la estimulacion de la COX-2 en presencia de citoquinas proinflamatorias como la IL-1f
no altera su produccion, pero incrementa en forma importante la sintesis de prostaglandinas PGI,
y PGE; que poseen un rol importante en la vasodilatacion y en la mediacion de mecanismos de
dolor e inflamacion, respectivamente. Debido entonces a que la expresion de COX-2 juega un rol
importante en la patogénesis de multiples enfermedades [326], el resultado obtenido para el

compuesto B2 es destacable en términos de su potencial uso como farmaco.
5.6.2 NITROALQUENOS COMO ANTIINFLAMATORIOS

Para probar el efecto antiinflamatorio de nuestros compuestos, se probd el modelo de
peritonitis inducida por carragenina en raton de acuerdo con el método descrito por Griswold y
co0l.[290], utilizando la indometacina como farmaco de referencia.

La carragenina es un polisacarido de alto peso molecular de origen vegetal (algas) que se
utiliza como agente irritante provocando una rapida infiltracion de leucocitos polimorfonucleares
en el tejido dafiado. Durante la fase subaguda de la inflamacion los leucocitos y monocitos se
adhieren a las células endoteliales y cruzan la pared de los capilares sanguineos como
consecuencia del poder atrayente de las citoquinas, por ejemplo IL-6 [327].

La indometacina (4cido 2-[1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metilindol-3-il] acético), que
empleamos como farmaco de referencia, es un antiinflamatorio no esteroideo, perteneciente a la
familia de derivados del acido indolacético. Su efecto como antiinflamatorio se debe a la
inhibicion de la sintesis de prostaglandinas por inhibicion selectiva de COX-1 y a la inhibicion

de la migracion leucocitaria a las areas inflamadas. Otros mecanismos que contribuyen a su
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actividad antiinflamatoria son la inhibicion de las fosfodiesterasas que producen aumento de las
concentraciones intracelulares de ADP e interfieren con la produccion de anticuerpos. Estos
efectos antiinflamatorios contribuyen al efecto analgésico y antipirético que posee, por lo que es
utilizada en el tratamiento de la artritis reumatoide [328]. La indometacina se absorbe de manera
rapida por via oral y sufre el efecto de primer paso a nivel hepatico modificindose mediante O-
desmetilacion (50 %), N-desacilacion (10 %) y glucuronidacion (10 %), mientras que un 10-20
% se elimina sin metabolizar por excrecion tubular activa a nivel renal [329].

Los nitroalquenos y la indometacina se administraron VO en dosis de 30 pmoles.kg™, y
luego de 30 min se inyectd carragenina (1 %) en el peritoneo. Luego de 4 h los animales se

sacrificaron, se lavo el peritoneo y se extrajeron los macrofagos para su recuento.
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Figura 5.18. Efecto antiinflamatorio de los nitroalquenos en un modelo de peritonitis inducida por
carragenina. Los compuestos se administraron por VO (30 pmoles.kg”" en CMC 0.3 %, Tween 80).
Luego de 30 min se inyect6 carragenina (250 pL, 1 %) en la cavidad intraperitoneal. A las 4 h los
animales se sacrificaron, se lavo la cavidad peritoneal con PBS estéril y se recogio el fluido para la
cuantificacion de macréfagos viables por tincion con azul de tripan (0.4 %). Los nitroalquenos B1 (p<
0.01), G2 y la indometacina (p<0.05) mostraron un efecto significativo con respecto al control en
ausencia de farmaco.

La Figura 5.18 muestra los resultados obtenidos. En ausencia de tratamiento se obtuvo
un recuento de 4 + 1 x 10° cél.mL™", mientras que el nimero de células que infiltraron el
peritoneo se redujo >50 %, tanto en presencia de los nitroalquenos B1 (1.8 £ 0.7 x 10° cél.mL™)
y G2 (1.7+ 0.8 x 10° cél.mL™") como en presencia de indometacina (2.1 + 0.8 x 10° cél.mL™).

Los compuestos B2 y G1 no mostraron efecto antiinflamatorio.
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5.6.3 NITROALQUENOS COMO ANTIARTRITICOS

Los nitroalquenos B1, B2, G1 y G2, fueron evaluados en el modelo de AR inducida por
ACEF en ratas Wistar, por inyeccion sub-plantal en pata derecha de ACF (0.1 mL).

Las ratas en grupos de 6 fueron identificadas, pesadas y medido el grosor de la pata a
nivel de la articulacion mediante calibre digital los dias 1, 7 y 14. Los nitroalquenos se
administraron diariamente desde el dia 14 hasta el 21 por VO (en CMC y 0.3 % Tween 80) e IP
(en PBS estéril y 0.3 % Tween 80) en dosis de 100 pmoles.kg™. EIl MTX en bajas dosis es un
efectivo agente antireumatico (DEsy = 0.06 - 0.075 mg.kg™'.dia™") y una dosis de 0.1 mg kg™ .dia”

administrada durante 14 dias en este modelo es capaz de suprimir la enfermedad [330].
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Figura 5.19. Evolucion del peso en el modelo de AR. A. Via oral. B. Via intraperitoneal. El peso de
los animales se registrd en los dias 1, 5, 7 y diariamente entre los dias 14 y 21. Los valores de peso
superiores corresponden a los grupos formados por machos (-ACF, MTX VO y MTX via IP).

En este caso se administré en dos tunicas dosis de 0.3 mgkg' (dia 14 y 17), que
corresponden a dosis diarias de 0.085 mg.kg™.dia™, en el orden de lo reportado previamente
[330, 331]. Durante este periodo los animales se pesaron y se midio su articulacién diariamente.

En el dia 21, se extrajeron muestras de suero para la dosificacion de actividad TGO, TGP,
creatinina y urea. La Figura 5.19 muestra la evolucion del peso (a: via oral; b: via IP) durante
los 21 dias de duracion del tratamiento.

Durante el avance de la enfermedad se esperaba observar una pérdida de peso, ya sea por
falta de apetito o por dolor al movilizarse a obtener el alimento, que se registré en los grupos
control en ausencia de tratamiento (+ACF) y tratados por VO. Sin embargo, los animales

tratados por via IP no fueron afectados en esta variable por la patologia.
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Las articulaciones en el dia 1 para todos los animales tenian un didmetro promedio de 3.4
+ 0.4 mm, mientras que en el dia 14 éste habia aumentado a 6.6 £ 0.8 mm en toda la poblacion
inyectada con ACF. La administracion VO de los compuestos durante 7 dias no mostrd
diferencias significativas respecto al control positivo (+ACF). El unico efecto significativo
(p<0.01) observado y esperable fue entre el farmaco de referencia MTX y el control en ausencia

de tratamiento (Figura 5.20).
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Cuando los compuestos se administraron por via IP, se observd efecto sélo para el
compuesto B1 que disminuyd el grosor de la articulacion en forma significativa (p< 0.05) con
respecto al control en ausencia de tratamiento (Figura 5.21).

5.6.3.1 Pruebas bioquimicas de toxicidad

Evaluacion de dafio hepatico

La actividad de las enzimas glutdmico- piruvica (TGP) y glutamico-oxalacética (TGO) se
evalué6 mediante kits comerciales que acoplan una reacciéon de consumo de NADH a la
produccion de los respectivos productos, mediante la lectura de la absorbancia a 340 nm. Para el
caso de la TGO, se acoplo la reaccion que cataliza la malato deshidrogenasa y transforma el
oxalacetato (producto de reaccion de la TGO) a malato a expensas de NADH vy para el caso de
TGP, fue la reaccion catalizada por la lactato deshidrogenasa que consume piruvato (producto de
la TGP) a expensas de NADH. La técnica utilizada para la determinacion de TGO presentd

margenes de error muy alto, que no se observaron en general para el resto de las técnicas
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utilizadas. Ningun nitroalquenos mostré valores aumentados de TGO y TGP, en las vias de
administracion y concentracion ensayadas, con respecto a los individuos en ausencia de
tratamiento (+ACF) (Tabla 5.7).

El grupo tratado con MTX mostr6 los mayores valores tanto por VO como IP (116 =39y
117 + 48 U.L/L, respectivamente), acorde a lo esperable por su conocida hepatotoxicidad [332]
(Tabla 5.7).

Tabla 5.7. Evaluacion bioquimica en suero de ratas

Via oral (*) -ACF +ACF B1 B2 Gl G2 MTX
TGO (U.L./L) 71 £33 91 +£39 77 £27 83 £35 89 £35 86 + 36 116 +£39
TGP (U.L./L) 41 1 58+4 2542 34+4 28 +3 38 %2 7248
Urea (mg/dL) 51+7 51+3 55+1 55+7 57+1 52+4 63+ 11
Creatinina (mg/dL) 0.79 +0.02 0.73 £ 0.80+£0.07 0.78+0.03 0.88+0.06 0.75+0.04 0.67+0.09
0.07
PCR (mg/L) <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6
Via IP (%) -ACF +ACF B1 B2 G1 G2 MTX
TGO (U.L./L) 64 +21 91 £39 113+ 50 112+ 37 90 + 38 86 + 28 117 £ 48
TGP (U.LI./L) 41+1 58+4 60+7 41+1 40+ 1 41.6 +0.4 59+ 10
Urea (mg/dL) 51+7 51+3 50+ 10 45+4 53+5 51+5 52+4
Creatinina (mg/dL) 0.79+ 0.73+0.07 0.77 £0.01 0.75 £0.03 0.78 £0.06 0.72 £0.03 0.76 +0.02
0.02
PCR (mg/L) <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6

(*) Para cada condicion se analizod el suero de tres animales y su dosificacion se realizo mediante kits
comerciales (Doles™ reagents, Brasil)

Evaluacion de la funcionalidad renal

La urea en suero se cuantificO mediante la accion enzimatica de la ureasa, que libera
amonio (NH3) y en presencia de salicilato y nitroprusiato de sodio en medio alcalino, genera un
cromogeno que absorbe a 600 nm en forma proporcional a la urea presente. La creatinina por su
parte se cuantific6 mediante su reacciébn con picrato alcalino formando un complejo rojo
anaranjado que absorbe a 505 nm. No se observaron diferencias en la concentracion de urea y
creatinina entre los tratamientos, ni entre las vias de administracion (Tabla 5.7).

Determinacion de proteina C reactiva (PCR)

La proteina C reactiva es producida por el higado y aumenta sus niveles circulantes en
respuesta a un proceso inflamatorio, por lo que se la denomina como proteina de fase aguda. En
este caso se determind mediante un método cualitativo determinando la presencia o no de
aglutinacién como producto de la reaccion entre la PCR y una suspension de particulas de latex
recubiertas con anticuerpos anti-PCR, visible en forma macroscopica. La no aglutinacion (PCR <
6 mg/L) en el suero fue observada en todas las condiciones (Tabla 5.7), independientemente de
la via de administracion utilizada, incluso en la condicion de AR en ausencia de tratamiento
(+ACF) donde deberia observarse aumentada.
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En suma, los resultados obtenidos muestran que tanto por via IP como VO, el MTX logro
diminuir el didmetro de la articulacién afectada en forma eficiente, como era de esperar. Un
efecto similar se observd para el nitroalquenos B1 administrado por via IP. La falta de efecto en
la administracién por VO estaria indicando cierta metabolizacion a nivel gastrointestinal que
disminuye la dosis del farmaco en sangre, volviéndolo inactivo en la dosis ensayada. La ausencia
de efecto en el resto de los compuestos pudo deberse a una concentracion no adecuada o
ineficiente en el modelo ensayado.

Todos los nitroalquenos administrados por VO, mostraron un efecto analgésico en el modelo de
nocicepcion, que procede mediante la inhibicion de la ciclooxigenasa y la posterior produccion de
protaglandinas, principalmente la PGE, involucrada en la reaccion de hiperalgesia. S6lo dos de ellos (B1
y G2) fueron capaces de actuar también como antiinflamatorios, inhibiendo la migracion celular hacia el
sitio del estimulo inflamatorio.

En el modelo de artritis inducida por ACF, unicamente el derivado N,N-dimetil amino B1 fue
capaz de diminuir el grado de lesion a nivel articular cuando fue administrado por via IP. El compuesto
B1 entones fue el tnico que mostré un efecto antiartritcico ademas de antiinflamatorio y analgésico.

Por utlimo, ninguna de las sustancias probadas afect6 la funcionalidad hepatica ni renal y
la proteina C reactiva se mantuvo en niveles por debajo de lo detectable por el método para todas

las condiciones.
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Catorce nitroalquenos aromaticos de sintesis sencilla, bajo costo y alto rendimiento se
caracterizaron espectrofotométricamente, determindndose su coeficiente de absortividad a pH
7.4. Los compuestos fueron inicialmente evaluados como agentes antioxidantes frente al radical
peroxilo (ROQ"), siendo los compuestos B1, B2 y G1 los mas eficientes.

Todos los nitroalquenos reaccionaron en forma directa con el peroxinitrito anion,
modificando su espectro en la mayoria de los casos. Las constantes cinéticas determinadas tanto
por un método directo como indirecto, a pH 7.4 y 37 °C fueron del orden de ~10° M's™. La
estequiometria de la reaccion entre los compuestos y el ONOO™ mostré una gran capacidad de
los nitroalquenos F1, B1, B2 y G2 para atrapar al oxidante. Todos los derivados de la serie 1
(excepto G1) presentaron mayores valores para las constantes cinéticas con respecto a la serie 2,
indicando que la ausencia del grupo metilo confiere una reactividad aumentada e independiente
al grupo sustituyente en la posicion para.

La mayoria de los nitroalquenos fueron capaces de proteger a la sonda fluorescente DHR
de la oxidacion por radicales ‘OH y ‘NO, derivados del peroxinitrito, siendo los derivados 2-
nitroetenilos de la serie 1, los mas eficientes.

En resumen, el grupo dador de electrones N,N-dimetilamino presente en los compuestos
B1 y B2, asi como el bioisostero del fenilo F1 mostraron los valores absolutos mas elevados de
constante cinética en su reaccion con peroxinitrito (6.2, 5.2 y 4.9 x 10° M''s™, respectivamente) y
una mayor capacidad para atrapar los radicales ‘'OH y 'NO,; (58, 59 y 52 %, respectivamente) con
respecto al resto de los compuestos.

Los compuestos B1 y B2 fueron capaces de reaccionar tanto con el peroxinitrito como
con los radicales producto de su descomposicién homolitica, 'NO, y “OH, de acuerdo con la
constante cinética hallada (6.1 y 5.2 x 10° M''s™, respectivamente) y los datos obtenidos in vitro
y en cultivo celular. El compuesto B2 ademds reacciond con los radicales precursores del
peroxinitrito NO y O,".

Tanto B2 como G2 fueron buenos atrapadores de los radicales precursores del
peroxinitrito NO y O,".

Ningun compuesto reacciond con H,O, en las condiciones ensayadas, siendo el efecto
observado en el caso de B2 y G2 debido a su capacidad de atrapar la molécula precursora O, .

En presencia del nitroalqueno B1 se observéd una disminucion cualitativa de la actividad
gelatinasa asociada a la presencia de MMPs para la condicion de macrofagos activados y
condrocitos en un sistema de co-cultivo. Este efecto sugiere una funcion protectora del

nitroalqueno B1 frente a un posible dafio articular en presencia de un estado proinflamatorio
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como el que ocurre durante la artritis reumatoidea. De acuerdo a los resultados obtenidos en este
trabajo, este rol protector podria estar relacionado con la captura de alguna de las especies
reactivas con las que reacciona B1.

Entonces, las caracteristicas electron-dador de los grupos sustituyentes en para N,N-
dimetilamino y dioxol, destacan a los nitroalquenos B y G como moléculas antioxidantes

Los nitroalquenos B1, B2, G1 y G2 mostraron un efecto analgésico similar a la dipirona
y significativamente superior a la situacion control en ausencia de tratamiento, cuando fueron
probados en un modelo de dolor agudo. Sin embargo, s6lo B1 y G2 mostraron un efecto
antiinflamatorio similar al firmaco de referencia indometacina en un modelo de inflamacion
aguda.

Los derivados B y G también fueron buenos inhibidores de COX-1 y COX-2. La COX-1
fue inhibida en un porcentaje menor y similar para todos los compuestos (~20 % para 10 uM y
40 % para 30 uM) en relacion a COX-2 (> 50 %). En ésta ultima se observaron diferencias entre
los compuestos, destacandose B2 con una inhibicion del 72 % y 88 % para 10 y 30 uM,
respectivamente.

En términos generales el compuesto B1 fue un buen atrapador de peroxinitrito y sus
radicales pero no reacciond con ‘NO, efecto deseable pensando en un farmaco de aplicacion
sistémica. Asimismo por su comportamiento como analgésico, antiinflamatorio y antiartritico es

un buen candidato para otros estudios como candidato a su aplicacién como potencial farmaco.
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7 OBJETIVO 2 — RESULTADOS Y DISCUSION

INDICADORES DE ARTRITIS REUMATOIDEA EN
PACIENTES

7.1

La relacion entre los datos clinicos y paraclinicos en individuos afectados con artritis
reumatoidea e indices de estrés oxidativo tales como antioxidantes plasmaticos y presencia de
anticuerpos contra proteinas modificadas por nitracion, se estudid con el fin de desarrollar

nuevos estudios paraclinicos capaces de predecir la evolucion de la enfermedad.

7.1.1 ESTUDIO DE PARAMETROS CLINICOS Y PARACLINICOS EN PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDEA

Se reclutaron un total de 53 pacientes diagnosticados como portadores de AR con una
edad promedio de 54.5 afios (rango 16.0-79.0 afios) al momento de la consulta.

Del total de pacientes, 46 (87 %) pertenecian al sexo femenino, con una mediana para la
edad de 55.0 afios (rango 20.0-76.0 afios), y una mediana de la evolucion desde el diagndstico
inicial de 5.0 afios (rango 0.1-19.0 afios). Los pacientes del sexo masculino fueron 7 (13 %), con
una mediana para la edad de 39 afios (rango 16-79 afios), y para el tiempo de evolucion desde el

diagnostico de 3.5 afios (rango 0.5-5.5) (Tabla 5.8).

Tabla 5.8. Caracteristicas de la poblacion

i Pacientes de Sexo
Parametros Total

Femenino | Masculino
Casos 53 46 7
Edad (aios) 54.5(16.5) | 55.0(15) | 39.0(49.0)
Edad de comienzo (aiios) | 48.7 (17.2) | 49.5 (12.0) | 35.0 (46.0)
Evolucion (afios) 5.0(4.5) 5.0(3.5) 3.5(4.5)
DAS28 (*) 3.5(1.5) 3.2(1.6) 3.9(0.5)

(*) Dado que los indicadores analizados no mostraron una distribuciéon normal en el test de
Shapiro-Wilk los datos se presentan como medianas y rango intercuartiles (IQR). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre hombres y mujeres para las
variables empleando el test de Kruskal-Wallis para variables no paramétricas

Si bien en los pacientes de sexo masculino la edad de comienzo fue mas temprana
(mediana 35.0 afos, rango 15.0-73.5 vs. 49.5 anos, rango 19.0-71.0), y el indice DAS28 fue
mayor, con una mediana de 3.9 (rango 3.7-6.3) vs 3.2 (rango 1.8-6.9) en las pacientes de sexo
femenino, no se pudieron detectar diferencias estadisticamente significativas, lo que se podria

explicar por el escaso numero de pacientes en el grupo del sexo masculino.
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Para un analisis mas exhaustivo de los parametros, los pacientes se dividieron en tres

categorias de acuerdo al indice DAS28: en remision (DAS28 <3.2), actividad media (DAS28
3.2-5.1) y actividad alta (DAS28 >5.1) [293].

En el grupo en remision se encontraron 24 pacientes (mediana de DAS28 2.7, rango 1.8-

3.2), en el grupo con actividad media se incluyeron también 24 pacientes (mediana de DAS28

4.0, rango 3.2-5) y 5 con actividad alta (mediana de DAS28 6.5, rango 5.9-6.9) (Tabla 5.9). Los

otros indices clinicos calculados, CDAI (mediana 16.0, rango 0.0-48.3) y SDAI (mediana 17.7,

rango 0.0-92.2), aumentaron con el nivel de actividad de la enfermedad, pero sin alcanzar

diferencias estadisticamente significativas respecto al mismo indice en el estado de remision de

la enfermedad cuando se emple¢ el test de Kruskal-Wallis (Tabla 5.9).

Tabla 5.9. Variacion de los parametros clinicos y paraclinicos segin la actividad de
la enfermedad calculada como DAS28

Parametros En Remision | Actividad Media | Actividad Alta
Casos 24 24 5
Mujeres 100 % 75 % 80 %
Edad (afios) 53.0 (= 16.0) 55.5 (£20.5) 49.0 (= 12.0)
Evolucion (afios) 3.5(+£4.0) 5.8(£6.0) 7.5 (£6.5)
Edad de comienzo (aiios) | 49.0 (£ 12.5) 50.8 (x21.3) 44.0 (£4.0)
CDAI 10.0 (£9.0) 19.0 (£9.5) 41.0 (= 8.0)
SDAI 11.4 (£ 10.3) 19.0 (£9.6) 46.0 (+2.0)
VES (mm/h) 16.0 (+9.0) 34.0 (+27.0) 38.0 (= 15.0)
PCR (mg/L) 6.8 (£10.3) 9.6 (£11.6) 11.3 (£13.3)
FR (UD) 1744 (£261.1) | 757 (x192.2) | 983.0 (+568.0)
FRAP (mM) 1.0 (£ 0.7) 1.3 (£0.9) 1.2(x1.1)
Acido urico (mg/dL) 34 (x1.5) 3.6 (£ 1.8) 4.3 (£2.8)

(*) Los pacientes se dividieron de acuerdo al indice DAS28 en tres grupos: en remision
(DAS28<3.2), actividad media (DAS28 3.2-5.1) y actividad alta (DAS28>5.1). Los valores se
expresan como medianas (IQR).El test de Kruskal-Wallis no arrojo diferencias
estadisticamente significativas en el valor de las variables analizadas entre los diferentes
estadios de la enfermedad

Estos indices mostraron ademas una evolucion aniloga al DAS28 mostrando una
importante correlacion con éste (r = 0.65 y 0.60, para CDAI y SDAI respectivamente, p<0.0001
en ambos casos) de acuerdo a lo esperable (Tabla 5.10).

Por su parte la VES, cuyo valor forma parte del célculo del DAS 28, se encontro
aumentada con respecto al valor de referencia para mujeres (20 mm/h) en los grupos de actividad
media y alta de la enfermedad. Mientras que en la fase de remisién se obtuvieron valores de
mediana de 16 mm/h (rango 2-40), en la fase de actividad media y alta éstos aumentaron a 34

mm/h (rango 3-79) y 38 mm/h (26-61), respectivamente (Tabla 5.9). La contribucion de la VES
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al valor de DAS28 se aprecio también mediante el coeficiente de Spearman r ~ 0.5 (p<0.001)
(Tabla 5.10).

La PCR es un importante indice de inflamacién que se mantuvo dentro del rango normal
(10-40 mg/L) para toda la poblacion estudiada con una mediana de 8.7 mg/L (rango 0.76-65.7)
en los tres grupos analizados.

El FR mostré un importante incremento en el grupo en actividad alta (Tabla 5.9), sin

embargo su correlacion con el DAS28 fue escasa (r = 0.32, p < 0.02) (Tabla 5.10).

Tabla 5.10. Dependencia de DAS28 con las variables evaluadas (*)

Parametros r P
Edad (afios) -0.03 0.81
Evolucion (aios) 0.32 | <0.02
Edad de comienzo (aiios) | -0.17 0.23
CDAI 0.65 | <0.0001
SDAI 0.60 | <0.0001
VES 0.48 | <0.001
PCR 0.22 0.14
FR 0.32 | <0.03
FRAP 0.31 | <0.03
Acido trico 0.28 | 0.08

(*) La dependencia de DAS28 con otros indices de artritis se estudié mediante el test de correlacion para
variables no paramétricas de Spearman

7.1.2 INDICES DE ESTRES OXIDATIVO

7.1.2.1 Determinacion de la capacidad antioxidante plasmatica

La generacion de especies reactivas a nivel articular es un hecho relevante en la
patogénesis de la artritis y su evaluacion podria significar una herramienta util en la valoracion
de la progresion de la enfermedad. La capacidad antioxidante de una muestra, se emplea
habitualmente como medida indirecta de la generacion de especies reactivas y como herramienta
para evaluar el estado del paciente y/o la muestra. En este caso se determin¢ utilizando la técnica
de FRAP descripta previamente en el punto 4.9.4. La mediana del valor FRAP obtenida para el
suero de los pacientes fue 1.1 mM (rango 0.2-4.2). La capacidad antioxidante plasmatica fue
significativamente diferente entre los pacientes sanos y los pacientes cursando diferentes estadios
de la enfermedad (Figura 5.22). Sin embargo y a pesar de que ese valor tendié a aumentar con la

gravedad de la enfermedad, no se observaron diferencias entre los distintos estadios (Tabla 5.9).

&9
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Figura 5.22. Determinacion de la capacidad antioxidante de muestras de suero. Se analizaron 116
sueros de pacientes sanos y 82 sueros de pacientes portadores de la enfermedas. Los percentiles 25 y 75
estan representados por los bordes inferior y superior de los rectingulos, respectivamente. Las medias
estan representadas por la linea horizontal que cruza ambos rectangulos, mientras que los percentiles 5 y
95 estan representados por los segmentos inferior y superior respectivamente

7.1.2.2 Determinacion del titulo de anticuerpos anti-NQO;Y en pacientes con AR

Para la titulacion de los anticuerpos anti-NO,Y en suero se empled el ELISA de
competencia descrito en [333, 334] y se puso a punto un sandwich ELISA empleando KLH
nitrada como blanco, como se describi6 en los puntos 4.9.5.1 y 4.9.5.2, respectivamente. A pesar
de ello, no se detectaron niveles significativos de anticuerpos en ninguna de las muestras
ensayadas.

Los diferentes indices empleados para valorar la evolucion clinica de la AR se
correlacionaron significativamente entre si, lo que resalta la utilidad de indices sencillos como el
SDAI y en particular el CDAI, para valorar el nivel de actividad de la enfermedad en el paciente
artritico. Este ultimo es indice rapido, econémico y fiable ya que requiere unicamente una
correcta evaluacion clinica sin la necesidad de instrumental especializado o andlisis clinicos
costosos tanto para el paciente como para el sistema de salud. Ademas, la VES, un estudio
economico y sencillo de realizar, correlaciondé con el grado de severidad de la enfermedad,
apoyando la utilidad de este parametro como indicador del grado evolutivo y por ende de la
severidad de la enfermedad.

La PCR se mantuvo dentro de valores normales en la mayoria de los pacientes y no
correlacion6 con el indice DAS28. Por su lado, el FR y el nivel de antioxidantes en suero
tampoco mostraron correlacion con el grado de actividad de la enfermedad. Si bien existen

multiples evidencias sobre rol de las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno en la
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patogénesis del proceso inflamatorio articular [154], esto no se vio reflejando en los valores de
capacidad antioxidante plasmatica determinados. Se requiere de un estudio mas exhaustivo, que

incluya mas muestras y otras técnicas asociadas.

8 OBJETIVO 2 - CONCLUSIONES

El estudio de los parametros clinicos y paraclinicos confirm6 que los indices DAS2S,
SDAI, CDAI y VES empleados actualmente para valorar la evolucion clinica de la AR se
correlacionaron significativamente entre si, mientras que tanto la PCR y el FR no mostraron
ninguna relacion en ese sentido.

Los parametros de estrés oxidativo planteados aqui como posibles nuevos biomarcadores
para su aplicacion en la clinica no mostraron resultados positivos. La capacidad antioxidante
plasmatica discrimind entre pacientes sanos y enfermos pero su sensibilidad no fue suficiente
para diferenciar estadios de la enfermedad y tampoco se logro la deteccion de anticuerpos anti-

nitrotirosina en el suero de los pacientes afectados.

9 PERSPECTIVAS

e Evaluar los nitroalquenos como inhibidores de NOS2, ya que seria deseable un
efecto sobre la liberacion de 6xido nitrico en los macrofagos activados mas que un

atrapamiento a nivel sistémico del 'NO.

e Evaluar la mutagenicidad de os compuestos mediante test de Ames pensando en

su potencial uso como farmaco.

e Estudiar el efecto del agregado conjunto de nitroalquenos con MTX en un modelo

de artritis y sus posibles vias de metabolizacion.

e Estudiar el efecto de estos compuestos sobre las distintas vias de sefializacion

mediadas por los factores NF-xB, PPARYy y Nrf2.
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11 ABREVIATURAS

AAPC — Anticuerpos anti-péptidos citrulinados

ABAP - 2,2’-azobis-(2-amidinopropano)

ABC — Area bajo la curva

ACR — del inglés American College of Rheumatology
ADMA - N°, N® dimetil-L-arginina

AP-1 — Activador de proteina 1

ARE - del inglés Antioxidant Response Element

BH, - Tetrahidrobiopterina

BHT - Tert-butilhidroxitolueno

BSA - Seroalbimina bovina

CAT — Catalasa

CD - del inglés Cluster of Differentation

CDALI — del inglés Clinic Disease Activity Index

ACF - Adyuvante completo de Freund

CMC - Carboximetilcelulosa

COX - Ciclooxigenasa

CPA- Célula presentadora de antigeno

DAF-FM-DA - 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina diacetato
DAS28 - Indice actividad de enfermedad 28

DCDHF -2’-7’dicloro dihidrofluoresceina

DHR - 123 dihidrorodamina

DMEM - del inglés Dulbecco’s modified eagle medium
DMSO - Dimetilsulfoxido

dPBS - Amortiguador fosfato salino de Dulbecco
DTNB - Acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico

DTPA — Acido dietilen diamino pentacético

EDTA — Acido etilen diamino tetracétio

ELISA - del inglés Enzyme Linked InmunoSorbent Assay
ERN — Especies reactivas del nitrogeno

ERO- Especies reactivas del oxigeno

EULAR - del inglés European League Against Rheumatism
Fe**-Cyt ¢ — Citocromo ¢ reducido

Fe**-Cyt ¢ — Citocromo ¢ oxidado

FL — Fluoresceina

FR- Factor reumatoideo

FRAP - del inglés Ferric Reducing Antioxidant Power assay
GDP — Guanosina bifosfato

GM-CSF- del inglés Granulocyte- Macrophage Colony-Stimulating Factor
GMP — Guanosina monofosfato

GMPc- Guanosina monofosfato ciclico

GPX- Glutation peroxidsa

GR — Glutation reductasa

GSH - Glutation reducido

GSSG — Glutation oxidado

GST - Glutation S-transferasa

GTP — Guanosina trifosfato

HbO, - Oxihemoglobina

HRP — del ingles Horse Radish Peroxidase

ICAM-1 — Moléculas de adhesion intercelular

ICOS- del inglés Inducible Coestimulator

IgG — Inmunoglobulina G

IgE — Inmunoglobulina E

IGF-1 — Factor de crecimiento insulinico

IkB - inhibidor de kB

IKK - Quinasa de IkB

IL- Interleucinas

INFy - Interferén y

INRU - Instituto Nacional de Reumatologia

IP - Intraperitoneal

JNK — Quinasa c-Jun N-terminal
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KLH - del inglés Keyhole Limpet

LPS - Lipopolisacarido

LT - Leucotrienos

MAPK - del inglés Mitogen-Activated Proteina Kinase
MCP-1- del inglés Monocyte Chemotactic Protein

MDA — Monodehidroascorbato

MetHb —Metahemoglobina

MHC — del inglés Major Histocompatibility Complex
MIP-1a — del inglés Macrophage Inflammatory Protein
MMIF — del inglés Macrophage Migration Inhibitory Factor
MMP — Metalopeptidasas de la matriz

MPO - Mieloperoxidasa

MTT - Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
MTX - Metotrexato

NADH - Nicotinamida adenina dinucleétido

NADPH - Nicotinamida adenina dinucledétido fosfato

Naranja de xilenol - 3,3 -bis (N,N-di(carboximetil)-(aminometil-O-cresil)-sulfonaftaleina
NF- kB — Factor nuclear kappa B

NOS - Oxido nitrico sintasa

3NO,-Y — 3 nitrotirosina

NOX — NADPH oxidasa

Nrf2 — del inglés Nuclear factor erythroid 2-Related Factor 2
NRL- del inglés NOD-Like Receptors

ORAC - del inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity
PAD Peptidil arginina deiminasa

PAGE - del inglés Polyacrilamide Gel Electrphoresis

PBS — del inglés Phosphate Buffer Saline

PCR — Proteina C reactiva

PG - Prostaglandina

PG-ACh - PG conjugada a acetilcolinesterasa

PMA - 4B-forbol 12-miristato 13-acetato

PPAR - del inglés Peroxisome Proliferator- Activated Receptor
PPRE — Elemento de respuesta a PPAR

PRX- Peroxirredoxina

PTK - del ingles Protein Tirosina Kinase

PTP — del inglés Protein Tyrosine Phosphatase

RANK - del inglés Receptor Activator for Nuclear Factor k B
RANK-L- del inglés Receptor Activator for Nuclear Factor k B Ligand
RXRa - Receptor a de retinoide X

SDAI - del inglés Simplified Disease Activity Index

SDS — Dodecil sulfato de sodio

SFB — Suero fetal bovino

SOD — Superéxido dismutasa

TBS-T —Amortiguador Tris salino con 0.05 % Tween-20
TGO — Transaminasa glutdmico-oxalacética

TGP — Transaminasa glutimico-piravica

TLR- del inglés Toll-like Receptors

TMB - 3,3',5,5'-tetrametilbencidina

TNFa — Factor de necrosis tumoral o

TNF-Rs- Receptores de TNF

TPTZ - 2,4,6 tripiridiltriazina

Trolox - Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromanocarboxilico
UGT — UDP glucuronil transferasa

VCAM-1 — Moléculas de adhesion a células vasculares

VES — Velocidad de eritrosedimentacion

VO — Via oral

Y’ - Radical tirosilo
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