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“Me costd mucho tiempo comprender de donde venia. El principito, que me
hacia muchas preguntas, jamas parecia oir las mias. Fueron palabras
pronunciadas al azar, las que poco a poco me revelaron todo. Asi, cuando
distinguio por vez primera mi avion (no dibujaré mi avidn, por tratarse de un
dibujo demasiado complicado para mi) me pregunto:

— ¢, Qué cosa es esa? —ESO0 no es una cosa. Eso vuela. Es un avién, mi avion.
Me sentia orgulloso al decirle que volaba. El entonces gritd: — jComo! ¢Has
caido del cielo?

—Si —Ile dije modestamente.

— jAh, que curioso!

Y el principito lanzé una graciosa carcajada que me irrit6 mucho. Me gusta que
mis desgracias se tomen en serio.

Y afadio: —Entonces ¢ tu también vienes del cielo? ¢ De qué planeta eres ti?
Divisé una luz en el misterio de su presencia y le pregunté bruscamente:

— ¢ Tu vienes, pues, de otro planeta?

Pero no me respondio; movia lentamente la cabeza mirando detenidamente mi
avion.

—Es cierto, que, encima de eso, no puedes venir de muy lejos...

Y se hundié en un ensuefio durante largo tiempo. Luego sacando de su bolsillo
mi cordero se abismo en la contemplacion de su tesoro.

Imaginense como me intrigd esta semiconfidencia sobre los otros planetas. Me
esforcé, pues, en saber algo mas:

— ¢ De donde vienes, muchachito? ¢ Donde esta "tu casa"? ¢Donde quieres
llevarte mi cordero?

Después de meditar silenciosamente me respondio:

—Lo bueno de la caja que me has dado es que por la noche le servira de casa.
—Sin duda. Y si eres bueno te daré también una cuerda y una estaca para
atarlo durante el dia.

Esta proposicion parecié chocar al principito.

— ¢Atarlo? jQué idea mas rara!

—Si no lo atas, se ira quién sabe dénde y se perdera...

Mi amigo soltdé una nueva carcajada.

— ¢ Y dénde quieres que vaya?

—No sé, a cualquier parte. Derecho camino adelante...

Entonces el principito sefialé con gravedad:

— iNo importa, es tan pequefia mi tierra!

Y agregd, quizas, con un poco de melancolia:

—Derecho, camino adelante... no se puede ir muy lejos.”

-El Principito

Antoine De Saint-Exupéry
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RESUMEN

La aterosclerosis es la enfermedad cardiovascular causal del mayor
namero de muertes prematuras en la poblacién activa a nivel mundial. Su
desarrollo se encuentra vinculado a diversos factores de riesgo como,
tabaquismo, sedentarismo, dieta desbalanceada, obesidad, predisposicion
genética, entre otros. Alguno de estos factores o la combinacion de mas de uno
de ellos conduce a la disfuncién del endotelio vascular y la formacién de la
placa de ateroma llevando al estrechamiento de la luz vascular y los riegos
cardiovasculares asociados. En este contexto de disfuncion endotelial y
aumento de la permeabilidad, la extravasaciéon de monocitos a la intima de las
arterias propicia un microambiente responsable de la oxidacién y/o acetilacion
de las lipoproteinas de baja densidad y de la formacién de numerosos lipidos
bioactivos. Las lipoproteinas modificadas (LDLm) son incorporadas por los
macrofagos tisulares a través de receptores de tipo scavenger, principalmente
CD36 y LRP1 (Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1). La
incorporacion de LDLm por macrofagos lleva a una retroalimentacion positiva
en la expresion del receptor CD36 favoreciendo: mayor incorporacion de
lipoproteinas modificadas, excesiva acumulacion intracelular de lipidos y la
diferenciacion a célula espumosa. CD36 es una glicoproteina de membrana
que une diversos ligandos, los cuales pueden ser internalizados o también
activar vias de sefializacion intracelular. Entre sus ligandos, ademas de las
LDLm, se encuentran fosfolipidos oxidados y acidos grasos de cadena larga los
cuales interaccionan con una region rica en aminoacidos hidrofébicos conocida
como dominio de unidn a ligandos. En este dominio del receptor se encuentra
la Lys164, la cual representa un residuo critico tanto para iniciar la sefializacion

como para el reconocimiento e internalizacién de sus ligandos.

En el proceso inflamatorio crénico, en el cual se desarrolla la patologia, se
forman numerosos productos bioactivos derivados de las reacciones mediadas
por especies reactivas del oxigeno dentro de los cuales encontramos los acidos
grasos nitrados. La administracion de estos nitrolipidos en animales deficientes
de apolipoproteina E (ApoE) alimentados con dieta rica en grasas redujo el

desarrollo de la placa de ateroma, su contenido inflamatorio y la acumulacion
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de colesterol en la aorta. De la mano con esto, en el presente trabajo de tesis
demostramos que el acido nitro oleico (NO,-OA) modula la expresién de los
receptores CD36 y LRP1 a través de diferentes mecanismos y que ademas,
interacciona de manera directa con CD36. Estos resultados fueron confirmados
por ensayos in vitro con la proteina recombinante de CD36 e in silico. Dicha
interaccién, NO,-OA-CD36, inhibi6 el reconocimiento e internalizacién de LDLm
sugiriendo la participacion del residuo Lysl64. Estos hallazgos se
acompafaron de la reduccion en los niveles de colesterol y esteres de
colesterol intracelulares en macrofagos RAW?264.7 expuestos a LDLm,

determinado por espectrometria de masas.

Como consecuencia del efecto biologico dual observado por los nitrolipidos
sobre CD36, por un lado incrementando su expresion y por otro actuando como
ligando de dicho receptor e impidiendo la captacion de LDLm, se estudi6 el
efecto de los nitrolipidos sobre mecanismos involucrados en el metabolismo del
colesterol y en la evolucion de la placa de ateroma. De este modo, mostramos
gue el NO,-OA incrementd la liberacidn o eflujo de colesterol al medio de
cultivo de manera independiente de los transportadores lipidicos ABC, por un

mecanismo que involucraria al flujo autofagico.

En conjunto estos resultados muestran como los nitrolipidos participan en la
reduccion de los depdésitos intracelulares de colesterol en macrofagos
disminuyendo la incorporaciéon de mLDL, asi como también promoviendo
mecanismos que estan involucrados en la regresion de la placa de ateroma,
como es la migracién y el eflujo de colesterol en macréfagos. Por lo tanto, los
hallazgos del presente trabajo, postulan a los nitrolipidos como mediadores
bioactivos con capacidad de regular el metabolismo lipidico de macréfagos que

podrian afectar el desarrollo de la placa de ateroma.



SUMMARY

Atherosclerosis is the most common cause of cardiovascular disease and
deaths worldwide and its development has been related to multiple risk factors
including smoking, unbalanced diet, hypertension, type 2 diabetes,
dyslipidemia, obesity among others. These risk factors promote endothelial
dysfunction which is characterized by increased permeability and expression of
adhesion molecules that favor monocytes adhesion and migration through the
endothelium to the arterial intima. In the intima monocytes-derived
macrophages and lymphocytes T promote an inflammatory environment with
oxidation and/or acetylation of low density lipoproteins (LDL). Modified LDL
(mLDL) are internalized via scavenger receptors such as CD36 and LRP1.
These receptors are up-regulated via a positive feedback loop that leads to
uncontrolled cholesterol incorporation, accumulation and foam cell formation.
CD36 is a membrane glycoprotein that binds oxidized phospholipids, mLDL and
long chain fatty acids which can either be internalized or trigger cell signaling.
For signaling and internalization the ligands of CD36 interact with a hydrophobic
residues rich domain in the extracellular loop of CD36 where a critical residue
(Lys164) is located.

In this inflammatory context we described that RAW264.7 macrophages
activated with LPS induce formation of bioactive nitro-fatty acids or nitroalkenes.
These electrophilic compounds have been found in urine and blood samples
from healthy patients and their formation is increased under inflammatory
conditions as well as in the low pH of the stomach. Due to their anti-
inflammatory and cytoprotective properties. nitroalkenes are protective against
inflammatory diseases, such as, atherosclerosis. ApoE KO mice fed with HFD
and treated with nitro-oleic acid (NO»-OA) reduced plaque development,
cholesterol accumulation and inflammatory markers inside the plaque. Herein,
we showed that NO,-OA regulates CD36 and LRP1 scavenger receptors
expression. Besides this regulation, NO,-OA was co-immunoprecipitated with
CD36 in RAW264.7 macrophages and this interaction was further confirmed by
in vitro assay using the recombinant protein of CD36, and by in silico

experiments. Thus, the in silico results suggest that Lys164 may be involved in
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this interaction, impairing the binding and internalization of mLDL. These results
were validated by the reduction of cholesterol and cholesteryl esters
accumulation in macrophages exposed to mLDL.

As a consequence of the dual role observed with the nitrolipids treatment which,
not only increased CD36 expression but also interacted with the receptor
impairing the binding and uptake of mLDL, we studied the effect of nitrolipids in
cholesterol metabolism. Besides the regulation displayed in cholesterol uptake
and accumulation, the NO,-OA increased cholesterol efflux in RAW264.7
through a mechanism independent of lipid transporter ABC and involving

autophagy flux.

Altogether this data suggests that NO,-OA reduces cholesterol accumulation in
macrophages by both inhibiting foam cell formation and favoring cholesterol
release. Therefore, the findings shown propose nitrolipids as bioactive mediator
with ability of modulating lipid metabolism in macrophages and potentially
affecting the development of atheroma plaque.
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La aterosclerosis es la enfermedad cardiovascular (CVD) causal del mayor
namero de muertes prematura en el mundo representando el 31,5 % del total
de decesos a nivel mundial (1). Las causas de su desarrollo son
multifactoriales, dentro de las cuales podemos mencionar malos habitos como
tabaquismo, sedentarismo o dieta desbalanceada; entre otros factores de
riesgo cardiovascular como la hipertension, diabetes tipo 2, dislipidemias,

obesidad y predisposicion genética (2, 3).

En el desarrollo de la aterosclerosis estan involucrados multiples factores que
contribuyen con el proceso inflamatorio crénico caracteristico de la patologia.
Diversos estudios clinicos y experimentales han demostrado que los factores
de riesgo antes mencionados conducen a la disfuncion del endotelio (4). Esta
pérdida del funcionalismo se caracteriza por un incremento en la permeabilidad
vascular, aumento en la expresion de moléculas de adhesion en la superficie
luminal del endotelio (5) y disminucion de la biodisponibilidad de 6xido nitrico
(ON). En este contexto los macréfagos son las células inflamatorias mas
abundantes de la placa, provenientes de la extravasacion de los monocitos
circulantes, luego de adherirse a las células endoteliales activadas y migrar a la
intima de las arterias a través de los espacios inter-endoteliales. En la intima
los monocitos se diferencian a macrofagos y junto con los linfocitos T son los
responsables de liberar componentes pro-inflamatorios como IL-1B, IFN-y,
MCP-1 (proteina quimioatractante de monocitos), como asi también de
especies reactivas del nitrogeno (ERN) y del oxigeno (ERO) (6). Estos
mediadores favorecen el mayor reclutamiento de monocitos y linfocitos T de

circulacion y de células musculares lisas desde la media de las arterias (7).

La hipercolesterolemia es una de las principales causas que conducen al
desarrollo de la aterosclerosis. El colesterol es transportado mayoritariamente
en circulacion por las lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteina de muy
baja densidad (VLDL) y sus remanentes, las cuales, frente al incremento en la

permeabilidad endotelial, extravasan de la circulacion y quedan retenidas en la
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pared de las arterias por componentes de la matriz extracelular. Estas
lipoproteinas son expuestas a un medio inflamatorio y a concentraciones
elevadas de ERO y ERN, las cuales inducen modificaciones sobre el
componente lipidico y proteico de las mismas, generando asi lipoproteinas
modificadas (LDLm) como las LDL oxidadas (LDLox), acetiladas (LDLac) o
agregadas (LDLag). Estas LDLm son incorporadas en los macrofagos a través
de receptores de membrana de tipo scavenger (CD36, LRP1, LOX-1, SR-Al).
La expresion de estos receptores como la union a diferentes LDLm favorece la
acumulacion intracelular de colesterol y la diferenciacion de los macrofagos a
células espumosas. Es por ello que este trabajo de tesis aborda el estudio
de la expresién de receptores scavenger en macriéfagos y su impacto en

la formacion de la célula espumosa.

Ademas de los macrofagos, se ha descripto que las células musculares lisas
que migran hasta la intima también pueden diferenciarse a células espumosas.
Este microambiente celular alterado en respuesta a diferentes mediadores
bioactivos lipidicos presentes en las LDLox incrementa la produccion de
citocinas pro-inflamatorias como IL-18, IL-6, INF-y, TNF-a y MCP-1, los cuales

promueven el proceso inflamatorio al estimular el reclutamiento de monocitos

(8).

El conjunto de los procesos descriptos hasta aqui (Fig. 1) conducen a un
estrechamiento de la luz de las arterias, formacién de estrias grasas y la
posterior consolidacion en una placa de ateroma estable por la secrecion de

componentes de la matriz extracelular (9).
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Figura 1. Desarrollo aterosclerético en arterias. Modificado de Gisterd Anton y col., Nature
Reviews, Nephrology, 2017 (10). La disfuncion endotelial que lleva a un incremento en la
permeabilidad, y a un mayor pasaje de lipoproteinas a la intima de las arterias, inicia el
desarrollo de la placa de ateroma. Esto conduce a una activacion del endotelio, a un
incremento en la expresiébn de moléculas de adhesion y al reclutamiento de monocitos
circulantes. Estos monocitos atraviesan la barrera endotelial y en el tejido de la intima se
diferencian a macréfagos mediante el factor estimulante de colonia monocitario y granulocitico-
monocitario (M-CSF, GM-CSF) secretados por el endotelio. Las células musculares también
pueden diferenciarse a células tipo-macréfagos. Las lipoproteinas sufren modificaciones en
microambiente, las cuales son incorporadas por los macréfagos, favoreciendo la acumulacion
de colesterol y la diferenciacién de los mismos a células espumosas. La formacion de cristales
de colesterol, lleva a una activacion del inflamosoma NLRP3 e incremento en la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias como IL-1(, IL-6, etc.

1.1.2 Macréfagos y nitrolipidos

Los macréfagos son células versatiles que frente a diversos estimulos
inflamatorios como citocinas o patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMPs por Pathogen-Associated Molecular Patterns) son activados para la
defensa del organismo contra una noxa o microorganismo. La activacién de los

macraéfagos induce la produccion de ON, ERO, citocinas y mediadores lipidicos
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bioactivos. Estos mediadores lipidicos son formados por reacciones
enzimaticas de 6xido-reduccién mediadas por ciclooxigenasa o lipooxigenasa,
0 a través de reacciones no enzimaticas que involucran especies reactivas
como los radicales hidroxilo (HO) o anién superoxido (O,") dando origen a
prostaglandinas y leucotrienos o isoprostanos y 4-hidroxi nonenal (4-HNE),
respectivamente. Estos derivados lipidicos juegan importantes roles en el
desarrollo de los procesos inflamatorios.

Aunque mucho se conoce acerca de la oxidacion enzimatica y no-enzimatica
de los acidos grasos relativamente poco se conoce de la nitracion de los
mismos. En la Gltima década se demostrdé que macréfagos activados con LPS e
INF-y, simulando un ambiente inflamatorio, son capaces de generar lipidos
nitrados bioactivos los cuales presentan acciones anti-inflamatorios y
protectoras celulares. Estos compuestos denominados nitrolipidos o
nitroalquenos (NO»-FA) son el producto de la reaccion del ON o derivados del
nitrito con acidos grasos insaturados. Dentro de los acidos grasos (AG) a ser
nitrados las caracteristicas estructurales parecen definir los productos de
nitracion y la reactividad de los mismos. Asi la configuracién conjugada o bis-
alilica de las dobles uniones en el acido linoleico (LA), definen una mayor
susceptibilidad de nitracion (> a 5 ordenes) para el conjugado (CLA) sobre el
LA (10-12). Ademas se han descripto nitracion de otros acidos grasos como el
oleico y araquidonico, aunque en muy bajas concentraciones. Estos
compuestos se encuentran presentes en plasma y orina de individuos sanos,
en concentraciones de 1-3 nM y 20 pg/mg de creatinina, respectivamente. La
formacion de los nitroalquenos se ve favorecida a pH &acido y en hipoxia siendo
el proceso digestivo una gran usina fisiolégica para la nitracion de los acidos
grasos (Fig. 2A). Sus niveles fisioldégicos incrementan durante procesos

inflamatorios y eventos de isquemia/reperfusion cardiaca (11, 14-16).

Los nitrolipidos ejercen sus acciones biologicas por medio de su reactividad
electrofilica con blancos moleculares como enzimas o factores de transcripciéon
que participan de la regulacion de importantes vias metabdlicas o de
sefalizacion intracelular. Esta reactividad es conferida por la adicion del grupo
nitro (-NO>), en el doble enlace del alqueno, el cual por su electronegatividad
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deja al carbono B deficiente en electrones, y con avidez de reaccionar con

grupos nucleofilicos.

En medios bioldgicos, los nitroalquenos pueden reaccionar con nucleofilos
presentes en proteinas como cisteinas, histidinas o lisinas, mediante la
reaccion de adicion de Michael. La formacién de aductos (lipido-proteina) o
nitroalquilacion, es considerada una modificacion post-traduccional (MPT), que
puede alterar la funcion, actividad y/o distribucion de las proteinas afectadas.
Como consecuencia de su reactividad, los nitroalquenos exhiben acciones anti-
inflamatorias y citoprotectivas en diversos modelos animales de enfermedades
inflamatorias como aterosclerosis, isquemia/reperfusion, diabetes, obesidad o
enfermedad de higado graso no alcohdlica (NAFLD por Non Alcoholic Fatty

Acid Liver Disease).

Es asi que los acidos grasos nitrados activan la respuesta metabdlica
dependiente del receptor PPARy (17), aumentan la expresion de genes
antioxidantes regulados por Keapl/Nrf2 (18) y disminuyen la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-18) y moléculas de adhesién (VCAM),
mediante la inhibicion del factor de transcripcion NF-kB (19, 20). La figura 2B
representa los principales blancos moleculares de los nitroalquenos,
responsables de traducir sus acciones biolégicas.
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Figura 2. A. Efecto de la dieta en la formacion de 4cidos grasos nitrados. Modificado de
Buchan y col, Nitric Oxide 79, 38-44 (2018) (21). Los nitratos (NO3"), nitritos (NO, ) y los acidos
grasos tales como el acido oleico (OA, 18:1), linoleico conjugado (CLA, 18:2) y el linolénico
(CLnA, 18:3) se encuentran en fuentes dietarias que incluyen vegetales, semillas, aceites,
carnes y lacteos. El metabolismo de nitratos y nitritos genera 6xidos de nitrégeno como el
didxido de nitrégeno (‘NO,) con capacidad de nitrar AG. Los AG més susceptibles a la nitracion
son aquellos que presentan dienos conjugados en su estructura. Debido su abundancia en la
dieta el CLA es el acido graso enddgeno predominantemente nitrado. B. Mecanismos de
sefializacién de los nitroalquenos. Dentro de los principales blancos moleculares de los
nitroalqguenos se encuentra la via de Keapl/Nrf2, la cual es activada conduciendo a un
incremento en la respuesta anti-oxidante; y la via NFk-B que es inhibida, llevando a una
reduccién de la respuesta inflamatoria. Ademas de la reaccidon de nitro-alquilacion los
nitroalquenos pueden ser metabolizados mediante 3-oxidacion.

Cuando ratones apoE deficientes (ApoE KO) son alimentados con dieta rica en
grasa junto a la administracion subcutanea de acido nitro-oleico (NO,-OA)
(dosis de 8 mg/kg/dia), se observa que en dichos animales se enlentecia el

desarrollo de la placa, la cual presentaba menor contenido lipidico e infiltrado

26



de células inflamatorias (22). A pesar de los avances en el estudio del
metabolismo de los &cidos grasos nitrados; su impacto en la regulacion de la
expresion de receptores de tipo scavenger, el metabolismo del colesterol en
macrofagos y la consecuente formacion de la célula espumosa permanecian

sin abordaje hasta el presente trabajo de tesis.

Como se mencion6 anteriormente, el metabolismo del colesterol en macréfagos
es un proceso critico, ya que su desbalance puede llevar a la formacion de la
célula espumosa y el desarrollo de la placa de ateroma. El metabolismo del
colesterol puede ser dividido en tres etapas que comprenden incorporacion,
metabolismo intracelular y eflujo. Alteraciones en alguna de estas etapas,
favorecen la acumulacion excesiva de colesterol intracelular y la consecuente

diferenciacion a célula espumosa (Fig. 3) (23).

En condiciones fisiolégicas el colesterol llega a los macréfagos principalmente
transportado por lipoproteinas de baja densidad (LDL), estas son reconocidas
por su receptor, LDLR, e incorporadas al interior celular mediante endocitosis.
En los lisosomas los ésteres de colesterol presentes en las LDL son
hidrolizados por la lipasa acida lisosomal (LAL), generando colesterol libre. La
acumulacion de colesterol libre es toéxico para la célula, por ello una acetil-
coenzima A acetiltransferasa (ACAT1) presente en reticulo endoplasmico,
esterifica nuevamente el colesterol y lo almacena en estructuras
citoplasmaticas denominadas Lipid Droplets (LD). Los LD son organelas que
almacenan colesterol, triglicéridos, fosfolipidos, como reserva para la
generacion de energia, sintesis de membranas, etc. Cuando el contenido de
colesterol sobrepasa la demanda celular, éste es nuevamente hidrolizado a
colesterol libre por la hidrolasa neutra de ésteres de colesterol (nCEH); y el
colesterol libre es entregado a lipoproteinas de alta densidad (HDL por high
density lipoprotein) o a apo-lipoproteina Al (apoA-I) extracelulares, mediante
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los canales de eflujo de colesterol, ABCA1 y ABCG1 por ATPasa binding
casset A1 y G1, o receptores de tipo scavenger de la familia B tipo | (SR-BI)
(24).

>
BCA1

L
v

Lipid droplets

. Macréfago

Figura 3. Metabolismo de colesterol en macrofagos. Modificado de X.-H. Yu et al /Clinica
Chimica Acta 424 (2013) 245-252 (25). La incorporacion de lipoproteinas modificadas,
principalmente oxidadas y acetiladas se realiza mediante el receptor scavenger CD36, llevando
a una incorporacion excesiva de lipoproteinas modificadas, y saturando los mecanismos
intracelulares de metabolismo y liberacion de colesterol, favoreciendo de ésta manera la
diferenciacion del macréfago a célula espumosa.

Como se mencion6 anteriormente, en la intima de las arterias las lipoproteinas
sufren modificaciones como oxidacion, acetilacion y/o agregacion (26, 27). A
diferencia de las LDL nativas, las LDLm no pueden ser reconocidas por el
LDLR y es aqui donde juegan un rol fundamental los receptores de tipo
scavenger; en consecuencia su estudio resulta de crucial importancia. A
diferencia de los receptores de LDL nativas, éstos presentan una
retroalimentacion positiva en su expresion, lo cual conduce a la incorporaciéon y
acumulacion excesiva de LDLm en el interior de los macréfagos gatillando la

diferenciacion a célula espumosa (24, 28).
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En el desarrollo de la aterosclerosis y la enfermedad cardiovascular tienen un
rol importante los factores de riesgo los cuales inducen cambios o desbalances
de ciertos mecanismos fisioldgicos que finalmente favorecen la aparicién del
proceso patologico. A saber en la metabolizacion de las LDLm, especialmente
la LDLox y LDLac, el receptor CD36 o FAT por Fatty Acid Translocase es el
principal responsable de unirlas e internalizarlas. Este receptor de membrana
tiene una estructura particular donde los dominios -NH2 y -COOH terminal son
citoplasmaticos y lo completa un dominio extracelular altamente glicosilado
donde se encuentra el sitio de reconocimiento de ligandos (Fig. 4) (10, 29). La
cadena extracelular presenta pliegues que forman un canal, el cual es rico en
aminoéacidos hidrofobicos, denominado binding pocket (entrada 1). Este canal
permite que los ligandos interaccionen con CD36 y en el caso de los AG, que la
cadena carbonada de los mismos se alineen e ingresen en el canal para poder
translocar al interior celular. Dentro de los ligandos podemos mencionar: LDLox
(4), acidos grasos de cadena larga (AGCL) (30-32), fosfolipidos oxidados (33),
proteina PfEMP1 expresada en membrana de eritrocitos infectados con
Plasmodium falciparum (34), trombospondina (35), entre otros.

En virtud de las caracteristicas hasta aqui descriptas el presente trabajo evalu6
la interaccion entre el NO,-OA y el translocador de &cidos grasos CD36 y como
dicha interaccién afectaba el reconocimiento de las LDLm.

29



Entrada 2
Entrada 1,

s 247+Q)
_ Binding m—S——=5)-333
2-@Q) pocket
[():(I)_rlr:_]g\llj) w31
R ©) i 237
235G 313-@:@—322

COOH

H,N Q Q

©gGilicosilacion ) Palmitoilacion @ Fosforilacién
OUbiquitinacion©——®) Puente disulfuro

Figura 4. Estructura de CD36. Modificado de Xiaochun Yang et al., Nature Reviews
Nephrology, 13(12), 769-781, 2017 (10). CD36 presenta dos dominios transmembrana, dos
intra-citoplasmaticos —NH2 y —COOH terminales y un loop extracelular donde se encuentra al
sitio de unién a ligandos o binding pocket. Este receptor presenta mdultiples sitios de
modificaciones postraduccionales, esquematizados en la figura.

El receptor CD36, ademas de ser miembro de una familia de receptores
endociticos también posee la capacidad de inducir la activacion de diferentes
vias de sefalizacién intracelular, lo cual depende de la naturaleza del ligando,
el tipo celular y del compartimento tisular (31, 32). Parte de la responsabilidad
de la sefalizacion de CD36 recae sobre el dominio carboxilo terminal del
receptor, el cual interacciona con diferentes proteinas adaptadoras

involucradas en importantes vias de sefializacion intracelular (36).

Dentro del sitio de unién a ligandos o entrada 1 se ha identificado la lisina 164
(Lys164) como residuo critico tanto para el reconocimiento de ligandos como
para el inicio de la cascada de sefalizacion. La alquilacion especifica de éste
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residuo de CD36 por el agente Sulfo-N-succinidimil oleato (SSO) o la mutacion
sitio-dirigida del mismo, inhibe no solo la sefalizacién iniciada por ligandos,
sino también la incorporacion celular de AG (37-39). Esta Lys164 también es
critica en el reconocimiento de las LDLm ya que el pre-tratamiento de

macrofagos con SSO disminuyo la incorporacion de LDLox (37, 40).

Ademas del sitio descripto (entrada 1), CD36 presenta un segundo sitio de
union a ligandos o entrada 2 descripto por Hsieh y col (29), el cual esta
representado por una apertura lateral del canal en la superficie del receptor. La
unidn a este sitio esta regulada por la acetilacion de la Lys334 y por presencia
de ligandos en la entrada 1 (29). Esto sugiere que la unién de ligandos a CD36
dependera del tipo de ligandos presentes y la competencia entre los mismos.

Los niveles de CD36 se encuentran intimamente relacionados con el desarrollo
y la evolucién de patologias metabdlicas como aterosclerosis, diabetes tipo 2,
enfermedad de higado graso, etc (41-43). Los principales factores de
transcripcion actualmente identificados como reguladores de la expresion del
gen CD36 son, el receptor nuclear PPARYy (peroxisome proliferator activated-
receptor y) y el factor de transcripciéon Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related

factor).

El receptor nuclear PPARYy, es un receptor que se encuentra expresado en la
membrana nuclear de células endoteliales, musculares lisas de vasculatura,
monocitos y macrofagos (44). Su actividad es regulada por multiples ligandos,
principalmente de naturaleza lipidica. Su perfil de activacion es relativamente
complejo, debido a que, en respuesta al tipo de ligando se acompleja con
diferentes perfiles de moléculas co-activadoras y co-represoras. Cuando los
diferentes ligandos interaccionan con dicho receptor el perfil de liberacién de

co-represores y el reclutamiento de los co-activadores puede variar e impactar
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en forma diferente en el perfil de genes activados por el receptor (45, 46).
Dentro de sus ligando encontramos la 15-deoxiA'*** prostaglandina J2 (15d-
PGJ2) y las tiazolidinedionas, hipoglucemiantes orales utilizados para el
tratamiento de la diabetes tipo 2, como por ejemplo, rosiglitazona (47). PPARy
regula el metabolismo de lipidos, glucosa y presenta acciones anti-inflamatorias
(48, 49).

Nrf2 es un factor de transcripcion muy relacionado con el desarrollo de
aterosclerosis, es considerado un regulador maestro del estrés oxidativo celular
(9). En condiciones basales Nrf2 se encuentra asociado a Keapl por Kelch-like
ECH-associated protein 1, complejo que interacciona con la proteina
adaptadora (Cul3)-ring box-1 (Rbx1) que contiene una E3 ligasa de ubiquitina,
llevando al complejo a una continua degradacion en proteasoma (50). De esta
forma los niveles de Nrf2 citoplasmaticos se mantienen bajos en condiciones
normales. Frente a la presencia de estrés oxidativo, es decir, aumento de
ERO/ERN, incremento de citocinas, presencia de xenobidticos, electrofilos
como HNE presentes en las LDLox (51), agentes alquilantes, metales pesados,
acidos grasos poliinsaturados w-3 (w3-PUFA) o componentes dietarios con
propiedades anti-inflamatorias, como resveratrol (uva, frutos rojos), curcumina
(carcuma), sulfurafano (brocoli), etc. resultan en un cambio conformacional de
Keapl por modificacibn en sus residuos cisteina (52, 53). Este cambio
conformacional rompe la interaccion de baja afinidad que tiene Keapl por Nrf2,
logrando la estabilizacion de Nrf2, y posterior translocacién al nucleo. Al
translocar al nucleo, Nrf2 interacciona con los dominios ARE por anti-oxidants
response elements en el ADN. De esta manera media la expresion de enzimas
de fase Il o detoxificantes (HO-1, Prxs, GPx1) y transportadores de eflujo de
colesterol (ABCAL1, ABCG1) (54). Por estos efectos se considerd6 Nrf2 como

protector contra el desarrollo de la aterosclerosis.

En humanos, el gen de CD36 se encuentra en el cromosoma 7q11.2 y presenta
aproximadamente 46kb. En un principio se identific6 al receptor nuclear
PPARYy, como el principal regulador de la expresion de CD36 (55, 56). Las
LDLox reconocidas por este receptor son capaces de regular su expresion

debido a metabolitos presentes en la lipoproteina u originados a partir de ella
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(9-hidroxinonenal, acido 9-hidroxioctadecadienoico, acido 13-octadecadienoico,
etc) que se comportan como ligandos de PPARYy e inducen la expresion del gen
de CD36, esto lleva a una retroalimentacion positiva y favorece la formacion de

la célula espumosa, en macrofagos.

Sin embargo, estudios posteriores describieron el rol crucial de la via
Keapl/Nrf2 en la regulacion de la expresion de CD36 en macréfagos y en
células musculares. Estos estudios demostraron que las LDLox y los
componentes presentes en ellas, como HNE, activan la via de Nrf2,
incrementando la expresion de genes de fase Il o detoxificantes y de CD36
(51). Estos hallazgos cambiaron el paradigma de Nrf2 en el desarrollo de la
aterosclerosis, debido a que el incremento en la expresién de CD36 estaria

favoreciendo el desarrollo de la patologia (57).

Debido a que tanto la via Keapl/Nrf2, como PPARy son blanco moleculares de
los &cidos grasos nitrados, evaluamos la regulacion de la expresion de CD36

mediada por los nitrolipidos.

Otros factores de transcripcidon han sido posteriormente postulados como
reguladores de la expresion del gen CD36, como el factor de transcripcion HIF-
1a por hypoxia inducible factor 1a el cual regula los niveles de CD36 en
macrofagos en respuesta a hipoxia. Esta regulacion también se vio
acompafada de un incremento en la incorporaciéon de LDLox por macréfagos
(58, 59). La figura 5 representa esquematicamente los principales reguladores
de la expresion de CD36 en macréfagos en respuesta a LDLoOX.
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Figura 5. Regulacién de la expresion de CD36 en macréfagos. Modificado de Tetsuro Ishii y
col., Circulation Research, 2004 (60). La expresién del gen CD36 es regulada por los factores
de transcripcion PPARy y Nrf2. Las lipoproteinas de baja densidad oxidadas son incorporadas
principalmente por este receptor y componentes presentes en las mimas son capaces de
activar ambos factores antes mencionados. La activacion de Nrf2 ademas de regular la
expresion de CD36 también incrementa la expresion de enzimas detoxificantes o de fase |Il.

1.2.3 CD36 y aterosclerosis

CD36 es un receptor involucrado en diferentes patologias metabdlicas ademas
de la aterosclerosis (41), dentro de las cuales podemos mencionar la
enfermedad de higado graso (42) y la diabetes tipo 2 (43). Con respecto a su
participacion en aterosclerosis, multiples trabajos asocian un incremento en la
expresion de CD36 con un mayor riesgo de desarrollo de enfermedad
cardiovascular. La obtencién de animales KO para CD36 permiti0 demostrar
gue macrofagos peritoneales derivados de estos animales, presentaban menor
unién e incorporacion de LDLox (61). Cuando estos animales fueron cruzados

para obtener animales dobles KO para ApoE y CD36, y alimentados con dieta
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rica en grasas, se observo que la deficiencia en CD36 protegia a los animales
de desarrollar aterosclerosis. De la mano con estos hallazgos, Nozaki S y col.
identificaron una poblacion asiatica con una expresion deficiente de CD36,
debido a un polimorfismo genético. Cuando se evalué la incorporacion de
LDLox por macrofagos aislados de estos pacientes, se observd una

significativa reduccion comparado a pacientes sin dicho polimorfismo (62).

Contradictoriamente a lo descripto, Moore y col. demostraron que la doble
deficiencia de CD36 y ApoE en ratones de experimentacion, generaba una
modesta reduccion en el desarrollo de lesiones con respecto a su control ApoE
KO (63). Otros autores también observaron que los ratones KO para CD36
presentaban niveles altos de AG no esterificados en circulacion, elevados
niveles de VLDL, y reduccién en los niveles de glucemia en ayunas (61). Estos
hallazgos resaltan la importancia de CD36 en la captacién de AG por los tejidos
y en el metabolismo de general de lipidos. Asi también, en pacientes con déficit
en la expresibon de CD36, se observd una tendencia al desarrollo
cardiomiopatia hipertréfica y a una deficiente utilizacion de AG por células del

tejido miocérdico (64).

Por otro lado, la pB-oxidacion de AG ha sido identificada como un mecanismo
protector frente al desarrollo de aterosclerosis, debido a que induce su
metabolizacion y evita su excesiva acumulacion (65). CD36 juega un rol clave
en este mecanismo, ya que no solo media la incorporacion de AG al interior
celular (66), sino que también activa AMPK (67). Recientes hallazgos describen
qgue la expresiéon de CD36 en mitocondria resulta esencial para el ingreso de
los AG a la misma y para su posterior oxidacion (68). Incluso, se ha
demostrado que tejidos con mayor actividad oxidativa de AG expresan mayores
niveles de CD36.

Al rol critico de CD36 en el metabolismo de los AG se suma su participacion en
la depuracion de LDLox de circulacion mediada por adipocitos (69), reduciendo
de esta manera la cantidad de lipoproteinas pro-aterogénicas en circulacion
(70).
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Debido a la heterogeneidad funcional del receptor CD36, es que su rol en el

desarrollo de la aterosclerosis es aun discutido.

Un evento critico en todo proceso inflamatorio es la liberacibn de &acido
araquidoénico (AA) de las membranas celulares y la posterior sintesis de
eicosanoides mediante ciclooxigenasa y lipooxigenasa (71). En primer lugar, la
liberacibon de AA de las membranas se produce por la fosfolipasa -2a
dependiente de calcio (cPLA-2a). Esta lipasa se activa en respuesta al
incremento en los niveles citoplasmaticos de calcio, en un primer lugar
proveniente de las reservas en reticulo endoplasmico (ER), y en segundo lugar
por el ingreso de calcio extracelular mediante canales SOCs por store-operated
channels. Kuda O y col. demostraron que CD36 en macrofagos y células CHO,
estd involucrado en la regulacion de los niveles citoplasméaticos de calcio,
mediante la activacion de los canales SOCs, favoreciendo la activacion de
cPLA-2q, liberacion de AA y posterior sintesis de eicosanoides. Estos
mecanismos, involucran la activacion de proteinas de la familia Src, como Fyn,
cuya inhibicién bloqued los efectos antes descriptos (69, 37). Otros autores
reportan participacion de CD36 en la regulacion de los niveles de Ca2+
intracelular mediante modulacién de proteinas especificas e independiente de

la sefalizacion iniciada por AG (73).
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La funcién del receptor CD36 en tejido cardiaco fue asociada a la incorporacion
de AG al miocardio, favoreciendo la 3-oxidacion y la obtencién de energia. De
este modo CD36 participa en el mantenimiento del equilibrio metabdlico del
miocardio; su disfuncién o disminucién en su expresién conducen a la pérdida
en la flexibilidad metabdlica y la capacidad para adaptarse al ayuno (74).

Esta funcion en el miocardio se debe principalmente a la activacion de
mediadores intracelulares como PI3K y AMPK que llevan a la translocacion de
vesiculas que contienen el receptor CD36 al sarcolema, que es donde ejerce
su funcién. Samovski y col. demostraron que los AG palmitico y oleico inducen
la activacion de AMPK via CD36 en miocardiocitos, favoreciendo no solo la
captacion, como habia sido previamente descripto, sino también la B-oxidacion
de los mismos (67) (Fig. 6). En funcion de estos antecedentes y de los
resultados encontrados, en este trabajo evaluamos la induccion de sefalizacion
por el &cido NO,-OA via CD36.

Baja conc de AG Alta conc de AG
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Figura 6. Regulacion de activacion de AMPK en cardiomiocitos via CD36. Modificado de
Samovski y col, Diabetes, 2015 (75). En condiciones donde los niveles de FA son bajos, CD36
se encuentra asociado a Fyn pudiendo acceder a fosforilar LKB1, la cual es re-direccionada al
nucleo celular, disminuyendo los niveles de LKB1 en citoplasma y reduciendo de esta forma la
capacidad de fosforilar a AMPK. Cuando la concentracion de FA incrementa estos
interaccionan con CD36 favoreciendo la separacion de Fyn de CD36, limitando el acceso de
Fyn a LKB1. Esto mantiene a LKB1 en citoplasma, perimitiendole acceder a activar AMPK
quien induce B-oxidacion por inhibir la Acetil-CoA carboxilasa.
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El receptor CD36 en ausencia de ligando interacciona fisicamente con
miembros de la familia de proteinas tirosina-quinasas no receptora Src, como
son Fyn, Lyn y Yes (76-78). Dentro de los principales ligandos del receptor
CD36 en macrofagos involucrados en el desarrollo de aterosclerosis se
encuentra la LDLox. Esta lipoproteina se une a CD36 activando corriente abajo
a Lyn y JNK 1/2 por mitogen-activated kinase Jun-kinase 1/2 (76), ademas
Rahaman y col demostraron que CD36 conduce a la activacion del factor
intercambiador de nucle6tidos guanina, Vav con la participaciéon de una
proteina Src y la activacion de las proteinas G de bajo peso molecular, Rho y
Rac. Por lo tanto, el bloqueo de Vav o bien JNK inhiben la endocitosis de
LDLox en macrofagos (79). De la mano con estos hallazgos, se observo que
ratones deficientes para ApoE y Vav presentaron menor desarrollo de la
patologia comparado con aquellos animales que eran deficientes solo para
ApoE (80).

Sumado a la participacion del receptor CD36 en las vias involucradas en la
captacion de lipoproteinas modificadas estudios en macréfagos demostraron
que se asocia a los receptores TLR4 y TLR6 en respuesta a la estimulacion por
LDLox y el péptido B-amiloide, llevando a la activacién de NF-kB y la secrecion

de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B e IL-6 (81).

Ademas de favorecer la respuesta inflamatoria y la acumulaciéon de colesterol
celular, la sefalizacion inducida por las LDLox también conduce a una pérdida
en la polaridad de los macréfagos mediante la via Vav/Rac (82). Park y col.
demostraron que las LDLox llevan a una fosforilacién sostenida de FAK, por
focal adhesion kinase, debido a la inhibicion de la fosfatasa SHP-2. Esto
conduce al incremento en la polimerizacion de actina y la reduccion de la
migracion, resultando en el atrapamiento de macréfagos en la placa de
ateroma (83) (Fig. 7).
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Figura 7. Regulacién de la migracion en macréfagos por LDLox. Modificado de Park y col,
The Journal of Clinical Investigation, 2009 (83). Las lipoproteinas oxidadas, reconocidas por el
receptor de membrana CD36 inducen activacion de Src, esto lleva a la activacién de NADPH
oxidasa incrementando la produccion de ERO, las cuales inhiben la fosfatasa SHP-2. Por otro
lado, la activacidon de Src conduce a una fosforilacion de FAK, ésta fosforilacién no puede ser
controlada debido a la inhibicion de SHP-2. Esto conlleva a una fosforilacion sostenida de FAK,
con polimerizacién de actina, incremento en la extensién de las lamedipodias celulares y
reduccion en la migracion.

Como previamente se describié, se conoce que diversos ligandos del receptor
CD36 inducen sefalizacion intracelular mediante éste, sin embargo, dicho
receptor es una proteina sin dominios intracelulares con actividad quinasa,
fosfatasa o de unién a proteina G. Debido a que CD36 no presenta actividad
tirosina-quinasa, ésta debe asociarse a proteinas adaptadoras que medien esa
funcién. Heit y col. mostraron que CD36 se localiza en zonas de la membrana
heterogéneas donde se asocia con 1 y B2-integrinas y las tetraspaninas CD9
y CD81. Este complejo de receptores une a CD36 con FcRy. La asociacion del
receptor CD36 con este inmuno-receptor permite mediar sefializacion a través
de la activacion de las proteinas Src. La figura 8 resume los mecanismos de

sefalizacion descriptos en macréfagos a traves del receptor CD36.
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Figura 8. Sefializacién pro-aterogénica de CD36. Modificado de Park y col, Experimental and
Molecular Medicine, 2014 (84). Las lipoproteinas oxidadas activan sefializacion mediada por
CD36, que lleva a la captacién de estas lipoproteinas, reduccion en la migracién celular,
incremento en la respuesta inflamatoria, favoreciendo de esta forma el desarrollo de la
aterosclerosis.

1.3 LRP1 en aterosclerosis

Otro de los receptores de tipo scavenger de importancia en el desarrollo de la
aterosclerosis es el receptor LRP1, por Low Density Lipoprotein Receptor-
related Protein 1. LRP1 es un receptor de membrana expresado en la
superficie celular de monocitos, macréfagos, adipocitos, células musculares
lisas, hepatocitos, etc. Este receptor media la endocitosis de mas de 40 ligando
no relacionados como, proteasas e inhibidores de proteasas, factores de
crecimiento, toxinas, lipidos, entre otros (85). Debido a la versatilidad de
ligandos, se encuentra involucrado en una gran variedad de eventos

fisiologicos y patologicos.

Con respecto a su estructura, es sintetizado como una glicoproteina precursora

de 600 kDa que posteriormente sufre procesamiento por una proteasa furina en
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el trans-Golgi, la cual da origen a sus dos cadenas a y B. La cadena 3 de 85
kDa contiene el carboxilo terminal y se encuentra asociada no covalentemente

con una cadena a de 515 kDa (86) que contiene el amino-terminal.

La regulacidon de su expresion génica es bastante discutida y en general se ha
descripto como un gen poco inducible. Sin embargo, algunos autores describen
gue su expresion estaria bajo regulacion del receptor nuclear PPARy y que
rosiglitazona, un agonista de PPARYy, regula la expresion de LRP1 en forma
dependiente de la dosis (87). Otros autores también describieron una
regulacion mediada por la acumulacion de colesterol y la consecuente
disminucién en la expresion de SREBPs por sterol regulatory element-binding
protein (88).

El rol de LRP1 en aterosclerosis es actualmente discutido y existen evidencias
contrapuestas. Algunos trabajos demuestran que la delecién de LRP1 conduce
a una mayor acumulacion de colesterol en células, menor formacion de la neo-
intima, con reducida proliferacién y migracion de células musculares lisas de la
vasculatura (VSMCs) (89-91). Mientras que otros trabajos demuestran que
LRP1 es necesario para la incorporacion de colesterol proveniente de
lipoproteinas modificadas como son las LDLag (92), favoreciendo el desarrollo
del proceso aterosclerético. Sin embargo, la delecion del receptor en ratones se
ve acompafiada por una mayor cantidad de triglicéridos circulantes,
probablemente debido a la acumulacion de lipoproteinas ricas en triglicéridos
(Quilomicrones, VLDL) que normalmente son eliminadas de circulacion por el

receptor LRP1 a través de la unién a la Apolipoproteina-E (ApoE).

Como se mencion6 anteriormente, las LDLm son reconocidas por receptores
scavenger, donde LRP1 es el principal responsable del reconocimiento e
incorporacion de LDLag por VSMCs y su posterior diferenciacion a células
espumosas (88,87). Sin embargo, no se puede descartar su participacion en la
incorporacion de LDLox y LDLac, debido a que se demostré6 que LRP1 es
necesario para que el macréfago se transforme en célula espumosa (94). Es
por ello que en este trabajo se estudi6 el efecto del NO,-OA en la expresion del

receptor LRP1.
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A diferencia de la inflamacion aguda, en la cual las células inflamatorias
emigran del sitio cuando el proceso ha sido resuelto, en el caso de la
aterosclerosis, los macrofagos quedan atrapados en el interior de la placa con
su potencial migratorio inhibido. Esto lleva a la retroalimentacion positiva del
proceso inflamatorio, favoreciendo la necrosis celular en el tejido y el avance de
la patologia. Algunos estudios postulan que la regresion de la placa de ateroma
es viable junto con la emigracion de los macréfagos de la misma (95-97). Por
lo tanto, la modulacién de la actividad migratoria de células espumosas
representa un potencial blanco de tratamiento para el retroceso de las placas

ateroscleroticas ya instauradas.

Otro mecanismo de importancia en la regresién de la placa es el eflujo de
colesterol desde las células espumosas. Si estas células pudieran reducir sus
niveles de colesterol, esto mejoraria significativamente el desarrollo del proceso

ateroscleratico.

Los canales de eflujo de colesterol ABCA1 y ABCG1 juegan un rol crucial en la
liberacion de colesterol libre desde la células al medio extracelular el cual es
entregado a HDL o a Apo Al libre (98, 99). Las células almacenan sus
depdsitos de colesterol y otros lipidos neutros en estructuras denominadas
Lipids Droplets (100). Los LD se componen por un centro de lipidos neutros
rodeado de una monocapa de fosfolipidos recubierta de la proteina adipofilina o
PLINZ2, la cual es utilizada como marcador del contenido celular de LD (101).
Debido a esto es importante comprender como los ésteres de colesterol

contenidos en los LD son hidrolizados y transportados al exterior celular.

Uno de los mecanismos involucra a la via de autofagia, mediante el cual la
célula depleta o elimina componentes citoplasmaticos envejecidos o

deteriorados, como pueden ser organelas envejecidas, proteinas mal plegadas
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u oxidadas (102). Este mecanismo comienza con la formacién de una

estructura de doble membrana, que engloba el contenido a ser degradado.

Estas estructuras se denominan autofagosomas, y en su formacion juega un rol

importante la proteina LC3 I, la cual se lipida para formar parte de la membrana

(103). La incorporacion de lipidos en su estructura genera cambios en su perfil

migratorio electroforético denominandose LC3 |l.

Seguido a esto los

autofagosomas se fusionan con lisosomas, formando los autolisosomas donde

las proteasas e hidrolasas acidas degradan el contenido citoplasmatico.

Singh y col. describieron la importancia de la autofagia en el metabolismo de

lipidos denominando el proceso de degradacion de LD en lisosomas como

lipofagia (104). Ouimet y col. mas tarde demostraron que el tratamiento con

LDLm induce autofagia en macrofagos, favoreciendo la degradacion de esteres

de colesterol en lisosomas por un mecanismo dependiente de la LAL (105)

(Fig. 9).

A

SIN SOBRECAIT\GA

Endosoma de Reciclado \U End ~
1 Temprano

il
|

?LDL-R
(reh'oallmentaclén inhibida)

Q.

Eflujo
de
Colesterol

-

Lipdlisis
‘ ‘ Cltophsméﬂca

“ Hidrolasa citoplasmatica

CON SOBRECARGA

corporacién sin control)

— \JI Endosoma
Temprano

Eﬂujo

Receptor scavenger
Z (in: /

. Colesterol

@

Autollsosoma

Autofagosoma

-
«
Yo
‘ Lipdlisis J - Autofagosoma
Cltoplasmatica

Figura 9. Rol de la autofagia en la hidrélisis de esteres de colesterol en macr6fagos
espumosos. Modificado de Ouimet y col, Cell Metabolism, 2011 (105). A. Metabolismo normal
de colesterol en donde la hidrolisis de esteres de colesterol por la hidrolasa citoplasmatica
juega el rol principal. B. En macrofagos recientemente diferenciados a células espumosas, se

activa el proceso de autofagia,

induciendo la degradacion de esteres de colesterol por

hidrolasas lisosomales, debido a que los LD son incorporados en los autofagosomas y luego se
fusionan con lisosomas donde ocurre la degradacion dependiente de lipasa acida lisosomal.
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Otros trabajos han demostrado que la excesiva acumulaciéon de LDLm en
macréfagos conduce a un bloqueo en la autofagia, en consecuencia, habria
una reduccién en la degradacion de LD favoreciendo la formacién de las
células espumosas (106, 107). Por lo tanto, se propone como potencial blanco
de tratamiento, restablecer el flujo autofagico para favorecer la deplecién de

lipidos en macréfagos (108, 109).

AMPK es una proteina ubicua sensor del metabolismo energético y el estado
oxido-reductor celular. Se encuentra compuesta por una subunidad a catalitica
y dos sub-unidades regulatorias B y y. Esta es activada por diversos farmacos,
ayuno o hipoxia (110) y est& relacionada con la prevencion frente al desarrollo
de aterosclerosis, debido a que regula el metabolismo de hidratos de carbono y
lipidos, promoviendo vias metabdlicas de generacién de energia y reduciendo
vias metabdlicas que llevan al consumo de energia (111). De ésta manera, la
activacion de AMPK lleva a activar mecanismos que favorecen la generacion
de ATP, como la oxidacion de AG, glicélisis, degradacion de proteinas y reduce
las vias de consumo de ATP, como sintesis de triglicéridos, AG y colesterol
(112).

Por otro lado, estudios posteriores demostraron que la activacién de AMPK es
capaz de promover la activacion del flujo de autofagia (113). En un primer
lugar, mediante la activaciéon de PI3K/AKT que conduce a la inhibicion de
MTOR (inhibidor de la via de autofagia) (114), y en un segundo lugar por la
fosforilacion directa de Beclin-1 y ULK-1 (115) (Fig. 10).
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Figura 10. Rol de la autofagia en la hidrélisis de ésteres de colesterol en macr6fagos
espumosos. Modificado de Ou H y col, Science China Life Science, 2018 (113). La activacion
de AMPK conduce a la induccion de vias metabdlicas productoras de ATP, como oxidacion de
acidos grasos, glicdlisis, degradacion de proteinas; e inhibe vias metabdlicas que conducen al
incremento en el consumo de ATP, como la sintesis de acidos grasos o esteroles. Por otro
lado, AMPK activa la via de PI3K/Akt llevando a la inhibicibn de mTOR y la consecuente
activacién de la via de autofagia, la cual favorece el eflujo de colesterol en macréfagos.

Como complemento para lograr un abordaje global del metabolismo del
colesterol en macréfagos y de los eventos criticos que juega dicha célula en
aterosclerosis, se estudié el efecto del nitroalqueno en el eflujo de colesterol y

en la capacidad migratoria celular.

En el presente trabajo de tesis logramos demostrar que el NO»-OA juega un rol
critico en la regulacion de receptores de tipo scavenger en macrofagos
RAW?264.7, regulando la expresion de la proteina CD36 via Nrf2, y
comportandose como ligando del mismo, lo cual conduce a una disminucién en

la union e incorporacion de LDLm.

Ademas de reducir la acumulacion de colesterol y esteres de colesterol en
macrofagos expuestos a LDLm, el nitroalqueno incrementd la liberacién de

colesterol de macrofagos cargados con LDLm y su migracion.
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2. OBJETIVOS
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Como objetivo general del presente trabajo de tesis se planted identificar el
efecto del acido nitro-oleico en los mecanismos involucrados en el metabolismo
de colesterol en macréfagos y su impacto en la formacion de la célula

espumosa.

En funcion de los antecedentes previamente descriptos se plante6 como
hipoétesis de trabajo que el cido nitro-oleico modula la expresion de receptores
de tipo scavenger o barrenderos en macrofagos impactando sobre la formacién

de la célula espumosa y el transporte reverso del colesterol.

Partiendo de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

1. Estudiar el efecto del acido nitro-oleico en la expresidn del receptor de tipo

scavenger CD36 y los mecanismos moleculares involucrados.

2. Estudiar la posible interaccion entre el &cido nitro-oleico y el receptor de tipo
scavenger CD36, como asi también el efecto de dicha interaccion en el
reconocimiento de otros ligandos en la regulacion del metabolismo lipidico

en macroéfagos y en la formacion de la célula espumosa

3. Estudiar el efecto del acido nitro-oleico en otros mecanismos relevantes en
el metabolismo del colesterol en macréfagos como son: el eflujo de
colesterol, la migracion celular y la expresion de otros receptores de tipo

scavenger como LRP1.
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3. MATERIALES Y METODOS
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DMEM-high glucose

Suero fetal bovino (SFB)
Penicilin/Streptomycin

M-CSF

Accutase Enzyme Cell Detachment Medium
Kit BCA

Membranas de nitrocelulosa

Science

BD Cytofix™

HBSS

TRIzoI®

Hexaprimers

M-MLV

SYBR Green Master Mix
PhossSTOP™

CD36 recombinante
Cholesterol-d7

16:0-cholesteryl ester

Gibco®
Internegocios S.A
Gibco®

Gibco®
Invitrogen™
ThermoScientific

GE Healthcare

BD biosciences®
Gibco®
Invitrogen™
Invitrogen™
Invitrogen™
ThermoScientific
SigmaAldrich

Abcam

Avanti Polar Lipids, Inc

Avanti Polar Lipids, Inc

Life

49



TG 17:0 Un-chek Prep, Inc

Columna C18 UHPLC ThermoScientific
EZ-link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin ThermoScientific
Pierce™ Streptavidin Agarose ThermoScientific
Opti-MEM 1X Gibco®
Lipofectamina 2000 Invitrogen™
RAW?264.7

Estas células son monocitos/macréfagos de raton adherentes, facilmente
propagables. Son células tumorales transformadas por infeccion con el virus de
leucemia murino, Abelson. Las células fueron obtenidas desde la ATCC®, por
sus siglas en inglés American Type Culture Colection. Durante la pasantia
realizada en el laboratorio del Dr. Bruce A Freeman y el Dr. Francisco J
Schopfer en la ciudad de Pittsburgh, PA, USA. las células utilizadas provenian
de la misma institucion. Esta linea celular fue cultivada y mantenida en DMEM-
high glucose (4,5 mg/ml de glucosa) suplementado con suero fetal bovino
(SFB) 10% y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina, a 37 °C y 5% de CO..

L6

Esta linea celular representa mioblastos adherentes obtenidos de musculo
esquelético de rata (Rattus norvegicus) y al igual que la linea antes descripta,
fue obtenida de la ATCC®. La linea celular fue cultivada en DMEM-high
glucose suplementado con SFB 10% y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina, a
37 °C y 5% de CO..
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Todos los estudios en animales fueron realizados bajo protocolos aprobados
por la Universidad de Pittsburgh (University of Pittsburgh IACUC (approval

16109509)). Las cepas de animales utilizadas fueron:

Nrf2”, ratones con background BALBc fueron gentiimente provistos por el Dr.
M Yamamoto (University of Pittsburgh, Pittsburgh, Pennsylvania, USA). Estos
animales, homocigotos para la delecion del gen Nrf2 (Nuclear factor erythroid
2-related factor 2), son ineficientes para inducir la expresion de enzimas
detoxificantes o enzimas de fase Il, reconocidas por sus acciones anti-

oxidantes y citoprotectivas.

BALBc: los correspondientes ratones cepa salvaje fueron utilizados como
control para evaluar la participacion de la via del factor de transcripcion Nrf2 en

determinados procesos metabdlicos en macréfagos.

Macroéfagos derivados de médula 6sea

También conocidos como BMDM por sus siglas en inglés Bone Marrow Derived
Macrophages. Ratones Nrf2”"y la cepa salvaje control fueron anestesiados con
isofluorano y posteriormente dislocados. Una vez que los animales fueron
sacrificados, utilizando etanol 70 % para evitar contaminaciones, se retir0 la
piel y se obtuvieron los fémures. Luego, bajo una cabina de flujo laminar, con
material previamente esterilizado y mantenido en etanol 70 % durante el
procedimiento, se limpidé el fémur del tejido muscular que lo circunda y se
cortaron los extremos de forma tal de exponer la médula 6sea. Posteriormente
con una jeringa, con aguja 25G se tomo DMEM-high glucose y se hizo pasar

por el centro del hueso, recuperando la médula en una placa de Petri con
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DMEM-high glucose suplementado con penicilina/estreptomicina 10 U/ml. Para
disgregar la médula, el medio se levantd y se hizo pasar por la aguja al menos
tres veces. Finalmente se recogi6é el medio y se trasvaso6 a un tubo falcon de 50
ml y las células se dividieron en 4 placas de Petri de 150 mm 6 en 12 de 100
mm en DMEM-high glucose suplementado con SFB 10 %,
penicilina/estreptomicina 10 U/ml en presencia de 50 ng/ml del factor
estimulante de colonia de macrofagos, M-CSF (Gibco®) por sus siglas en
inglés Macrophage-colony stimulating factor, por siete dias a 37 °C y 5 % de
CO,. Después de los 7 dias las células se lavaron con PBS 1X tres veces, se
levantaron utilizando Accutase Enzyme Cell Detachment Medium (Invitrogen®)
y luego de centrifugadas a 1500 rpm por 5 min estuvieron listas para los

respectivos experimentos (116).

El acido nitro-oleico (NO,-OA) y el acido nitro-oleico biotinilado (B-NO2-OA)
fueron provistos amablemente por el laboratorio del Dr. Bruce A Freeman y el
Dr. Francisco J Schopfer de la Universidad de Pittsburgh, Pittsburgh, PA, USA.

Adobe Photoshop CS3

ImageJ

ImageStudio

FlowJo

Graphpad Prism 5.0
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Microsoft Office 2010
SSDShell Applied Biosystems
ChemiDoc MP System

Marvin Sketch

AutoDock 4.2

Las lipoproteinas de baja densidad LDL, fueron aisladas desde el plasma de
individuos normales (117). Luego de la recoleccion de sangre utilizando EDTA
como anticoagulante, se separ6 el plasma por centrifugacién. Una vez obtenido
el plasma se diluyeron 0,29 g de KBr por cada ml de plasma y se colocaron en
tubos de ultracentrifuga, utilizando aproximadamente 1/3 de su volumen, se
agrego igual cantidad de NaCl 0,15 M suavemente por las paredes del tubo.
Una vez balanceadas, las muestras se centrifugaron a 65000 g en una
centrifuga Beckman coulter (Optima DE-80K) por 1 h a 4 °C. Posteriormente se
recuperd la banda del medio (color naranja) y se dializd6 contra PBS 1X
(relacion: 1/1000 v/v) por 24 h a 4 °C, para eliminar el exceso de sales. Esta
fraccion se dividi6 en dos viales, uno para mantener como fraccion de LDL
nativa, protegida de la oxidacién utilizando butil-hidroxi-tolueno (BHT) y la
segunda oxidada con CuSO,; 8 h a temperatura ambiente (LDLox/LDLm).
Ambas fracciones fueron protegidas de la luz y guardadas a 4 °C. Para la
cuantificacion de las lipoproteinas purificadas se utilizd el Kit de acido

bicinconinico (BCA, Pierce).
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Dil es una dialquilcarbocianina (1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'- tetramethyl
indocarbocyanine perchlorate) de cadena larga lipdfila que se une a las
lipoproteinas y emite fluorescencia a 565 nm. Las LDL (1 mg/ml) se incubaron
durante 16 h a 37 °C con 3 ul de Dil (0,1 mM) por cada 1 mg de lipoproteina.
Luego las LDL se filtran con un filtro de 0,45 um de poro y finalmente se pasan

a través de una columna C-10 para eliminar el colorante no unido.

La concentracion proteica fue determinada utilizando el kit de BCA, como fue
mencionado previamente. Para ello las muestras diluidas se incubaron 30 min
a 37 °C para dar lugar a la reaccion del acido bicinconinico y luego se midi6 la
absorbancia a 562 nm. Por otro lado, se caracterizé la movilidad electroforética
de las lipoproteinas en un gel de agarosa al 5 % en buffer Tris-glicina 1X
pH=8,3 con posterior coloracién con azul de Coomassie, para identificar las

diferentes fracciones lipoproteicas.

El dia previo al experimento 1 millén de células fueron colocadas en cada
pocilo de una placa de 6 pocillos. Luego de recibir los estimulos
correspondientes las células fueron lisadas en PBS Triton X-100 suplementado
con 1 mM de PMSF (phenymethylsulfonyl fluoride), 10 mM de ortovanadato de
sodio y coctel inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich). La concentracion proteica
fue determinada utilizando el kit BCA. Entre treinta y cuarenta ug de proteinas
se diluyeron en Sample Buffer 5X con o sin el agregado de DDT (ditiotreitol)
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segun se necesitaron condiciones reductoras 0 no. Las muestras con DTT se
calentaron a 100 °C y las que no presentan DTT a 75 °C durante 5 min. Los
lisados proteicos totales fueron resueltos en geles EGPA-SDS
(acrilamida/bisacrilamida) al 10%, 12% o 15% segun requeria el experimento y
las proteinas a identificar. La corrida se llevé a cabo a voltaje constante (100 V)
durante 120 min en buffer de corrida (Tris-glicina con SDS). Posteriormente las
proteinas se transfirieron desde el gel a membranas de nitrocelulosa (GE
Healthcare Life Science, Amsterdam) durante 60 min a 100 V. Para evitar las
uniones inespecificas, las membranas se bloquearon con leche libre de grasas
al 5 % durante 1 h a temperatura ambiente. Luego de sucesivos lavados con
TBS 1X Tween20 se incubaron overnight con el anticuerpo primario a 4 °C, o
segun indicaba el fabricante. Luego de 3 lavados con TBS 1X-T-20 las
membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios durante 1 h a
temperatura ambiente. Finalmente se visualizaron utilizando el sistema
Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA). Para la
respectiva cuantificaciéon de las bandas obtenidas en los ensayos de Western
blot, se realiz6 una densitometria de dichas bandas utilizando el programa
ImageJ 1.x (NIH).

Dilucion Marca comercial
AMPK (rabbit) 1/1000 CellSignaling
CD36 (rabbit) 1/500 Abcam
ERK %2 (mouse) 1/2000 SantaCruzBsc
GAPDH (rabbit) 1/2000 CellSignaling
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HO-1 (rabbit)

LC3 (rabbit)

LRP1B (rabbit)

NQO1 (rabbit)

p62 (mouse)

p-AMPK (rabbit)

p-ERK % (mouse)

p-Src (rabbit)

Src (rabbit)

B-actin (mouse)

Goat anti-mouse IgG IRDye®

680CW

1/1000

1/1000

1/1000

1/2000

1/1000

1/1000

1/1000

1/1000

1/1000

1/2000

EnzoLifeScience

SigmaAldrich

Abcam

CellSignaling

Abcam

CellSignaling

CellSignaling

CellSignaling

CellSignaling

SigmaAldrich

Diluciéon Marca comercial

1/10000 LI-COR®
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Goat anti-rabbit IgG IRDye® 1/15000 LI-COR®

800CW

El dia anterior del experimento 1 millén de células fueron plagueadas en cada
pocillo de una placa de 6 pocillos. Luego de los estimulos correspondientes, las
células se lavaron 3 veces con PBS 1X frio y se levantan con Accutase Enzyme
Cell Detachment Medium (Invitrogen®). Manteniendo todas las muestras a 4
°C, la suspension celular se lava en buffer FACS (PBS 1X suplementado con
suero de becerro 2 %, EDTA 1 mM y azida sodica 0,1 %) y se incuban con el
anticuerpo primario marcado con fluoréforo por 20 min a 4 °C. En el caso de la
citometria de flujo indirecta para evaluar la expresion de LRP1, las células
lavadas se fijaron con buffer BD Cytofix™ (BD biosciences) por 20 min a 4 °C,
se lavaron nuevamente con buffer FACS y se bloguearon las uniones
inespecificas con suero de cabra 10 % a 4 °C 30 min. Finalmente, las células
se incubaron en buffer FACS con el anticuerpo primario por 20 min a 4 °C y
luego de 3 lavados con el anticuerpo secundario marcado con Alexa fluor 488
en las mismas condiciones. Las muestras se evaluaron en citdbmetro
FACSCanto Il (BD biosciences) y se analizaron con el software FlowJo
(ThreeStar). Anticuerpos primarios utilizados: anti-CD36 APC (1/25, R&D
System®), anti-LRP1B3 (1/125, Abcam). Anticuerpos secundarios utilizados:
Alexafluor 488 (Goat anti-mouse, 1/150; MolecularProbes®).
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Para la determinacion de especies reactivas del oxigeno, luego de los
estimulos las células fueron lavadas con HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution,
Gibco®). La sonda 2°,7 -Diclorofluoresceina diacetato (Sigma Aldrich) se
agregd en una concentracion final de 1 mM en HBSS por 30 min.
Posteriormente las células se lavaron con PBS 1X, se re-suspenden en
Accutase Enzyme Cell Detachment Medium y se lavan con buffer FACS. El
procesado de las muestras e interpretacion de los resultados fue realizado igual

gue lo que se indico previamente.

16 h previas al experimento 1 millon de células fueron sembradas por pocillo de
una placa de 6 pocillos. Al finalizar los estimulos correspondientes y luego de
lavar las células con PBS 1X frio, se agregé 1 ml de TRIzol® (Invitrogen™)
para la extraccién de ARN total. 1 ug de ARN total se transcribié en un volumen
final de 20 pl utilizando hexaprimers (Invitrogen™) al azar y 50 U transcriptasa
reversa M-MLV (Promega corp.). Para gPCR, el ADNc se mezcl6é con 1X SYBR
Green Master Mix (Thermo Scientific) y los primers foward y reverse, cuyas
secuencias se especifican mas abajo. qPCR fue llevada a cabo en un Applied
Biosystems 7500 real-time PCR System con un software de deteccion de
secuencias v1.4. Las condiciones de ciclado incluyen un calentamiento inicial a
95 °C por 10 min, seguido por 10 ciclos a 95 °C por 15 seg y 60 °C por 1 min.
La especificidad fue verificada por analisis de la curva de fusion. La expresion
relativa de genes fue calculada acorde con el método 2-AACt con GAPDH
como control de carga. Cada muestra fue analizada en triplicado. No se
observaron amplificaciones en PCRs utilizando agua DEPC como templado o
muestras de RNA incubadas sin la transcriptasa reversa durante la sintesis de
ADNC.

Primer Foward 5°-3° Reverse 5°-3°
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CD36 TCCTCTGACATTTGCAGGTCTATC AAAGGCATTGGCTGGAAGAA

LRP1 TGGAGCAGATGGCAATCGACT CGAGTTGGTGGCGTAGAGATAGTT

GAPDH | AAATGGTGAAGGTCGGTGTG TGAAGGGGTCGTTGATGG

IL-18 ACAGAATATCAACCAACAAGTGATAT | GATTCTTTCCTTTGAGGCCCA
TCTC

IL-6 ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT

ABCG1 | TCACCCAGTTCTGCATCCTCTT GCAGATGTGTCAGGACCGAGT

ABCAl | AGTGATAATCAAAGTCAAAGGCACA | AGCAACTTGGCACTAGTAACTCTG
C

MAPI CGCTTGCAGCTCAATGCTAAC TCGTACACTTCGGAGATGGG

Células RAW264.7 se incubaron con B-NO»-OA 0.1 uM por 1 h, en presencia o

ausencia de SSO (Sulfosuccinimidyl oleate) a 4 °C con el objetivo de evitar la

endocitosis del receptor. Luego de la incubacion, las células fueron lavadas 3

veces con PBS 1X y luego lisadas con PBS 1X Triton-X-100 1% conteniendo

PMSF 1 mM, coctel inhibidor de proteasas y fosfatasas PhosSTOP™ (Sigma-

Aldrich). Posterior a la cuantificacion de proteinas con kit BCA, 500 ug de

proteinas fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal anti-CD36 (1/50,

Abcam) overnight a 4 °C. Luego, 20 pl de proteina AG (Santa Cruz Bsc) fueron
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agregados e incubados por 2 h a 4 °C. Las muestras se centrifugaron 5 min a
2500 rpm. Subsecuentemente, se realizaron lavados con PBS 1X Triton-X-100.
Los pellets se re-suspendieron en Sample Buffer 1X en PBS y TCEP (tri-2-
carboxietil-fosfina). Luego de calentar las muestras 5 min a 75 °C, se resuelve
por electroforesis y se transfieren a una membrana de nitrocelulosa. Las
membranas se incubaron con estreptavidina marcada con HRP (Thermo Fisher
Scientific) 1 h a 25 °C. Los revelados se llevaron a cabo usando ChemiDoc MP

System (Bio-Rad).

La proteina recombinante para CD36 (CD36r, Abcam), la cual representa la
porcidén correspondiente al dominio extracelular, fue incubada con B-NO,-OA
en presencia de NO,-OA, OA y GSH en diferentes relaciones mol/mol por 30
min a 37 °C. Luego de las incubaciones las muestras fueron tratadas con
Sample Buffer 1X conteniendo TCEP, como agente reductor suave, para evitar
perder el complejo entre la proteina y el lipido, y se calentaron 5 min a 40 °C
previo a ser corridas por electroforesis en gel EGPA-SDS. Las membranas se
incubaron overnight con estreptavidina marcada con HRP y se siguié como se
menciond anteriormente. Para realizar estudios de reversibilidad de la reaccion
y desplazamiento de ligandos, CD36r y B-NO,-OA se incubaron por 30 min a
37 °C y luego de este tiempo se compiti6 con OA y SSO por otros 30 min
adicionales a 37 °C. Luego, las muestras fueron procesadas de igual manera a

lo mencionado previamente.

El dia previo al experimento 10 ug de la proteina recombinante CD36r fueron

adsorbidos en una placa de 96 pocillos negra en 200 ul de buffer NaCO3; pH
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9,6. La placa se mantuvo toda la noche a 4 °C, se lavo 3 veces con PBS 1Xy
se incubd con NO,-OA, OA 50 pg/mly SSO 50 uM por 15 min a 37 °C. Luego
de la incubacién, 70 ug/ml de LDLm marcada con Dil (LDLm-Dil) fueron
agregados 2 h a 37 °C. Finalmente se lava 3 veces con PBS 1X Triton-X-100
0,1 % y se determina la fluorescencia (exitacion 530/25, emisién 590/35) en un
lector de placas Biotek Synergy HT. Se realizé como blanco control un pocillo
donde CD36r fue incubado en buffer sin LDLm-Dil y otro donde no se colocé
CD36r.

Las células fueron sembradas sobre coverlips de vidrio de forma tal que al
momento del experimento tuvieran una confluencia de aproximadamente 70 %.
Luego de finalizados los correspondientes tratamientos con las LDLm
marcadas las células se lavaron con PBS 1X frio en hielo y se fijaron con
parafolmaldehido/sucrosa al 4 % durante 15 min. Luego se agreg6 solucion de
guenching por 20 min, se permeabilizaron con saponina 0,5 % (v/v) y se
bloquea con BSA (bovine serum albumin) al 2%. Luego se incubaron con el
colorante nuclear DAPI en la dilucién 1/10000 durante 1 h a 37 °C seguido de
un ciclo de 3 lavados de 5 min con solucion de albumina/saponina en PBS 1X.
Finalmente, los coverlips se montan sobre portaobjetos utilizando Mowiol
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Las imagenes fluorescentes fueron
adquiridas utilizando microscopio confocal (Olimpus FV 1200) del CEMINCO
(Centro de Micro y Nanoscopia de Cérdoba) UNC-CONICET, o microscopio de
epifluorescencia (Leica DMi8). La cuantificacion se realizd post-deconvolucion
utilizando ImageJ (NIH).
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Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos. Posterior a los tratamientos
correspondientes, la viabilidad celular se evalu6 con el ensayo de reduccion
metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT).
Se agregdb MTT 5 mg/ml al medio de cultivo en dilucion 1/10 y se incubo
durante 2-3 h a 37 °C y 5 % de CO,. Posterior a la incubacion, se descarta el
medio de cultivo y se agregan 100 yl de DMSO (dimetil sulféxido) por well.
Luego de agitar por 5-10 min, se lee la absorbancia a 540 nm.

Los ensayos para evaluar migracion celular fueron realizados utilizando
canastos transwell o cAmaras de Boyden, tales como se representa mas abajo
(Fig. 11). Luego de colocar las camaras en una placa de 12 pocillos, las células
fueron suspendidas en la camara superior con medio completo por 2 h para
permitir la adhesion. Luego, en la camara inferior se agregaron los diferentes
estimulos en medio suplementado con SFB 2 % por 16 h. Luego de permitir la
migracion a través de los poros del canasto, las células se lavaron 3 veces con
PBS 1X. Para mejorar la visualizacion en el microscopio de las células
migratorias, el remanente celular no migratorio se removio utilizando un hisopo.
Finalmente, las membranas fueron fijadas con paraformaldehido 4 % por 30
min y tefiidas con cristal violeta por 20 min para su posterior observacion en un

microscopio de campo claro (Olympus).
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Fig. 11. Ensayo de migracion trans-well. Modificado de Creative Bioarray (www.creative-
bioarray.com, ultimo acceso 10/08/2019). Figura representativa del ensayo de migracion
transwell con camara de Boyden, donde las células se siembran en la camara superior, y el
medio con estimulos se coloca en la camara inferior, permitiendo de esta manera que las
células migren en direccion cadmara superior-camara inferior.

3.2.14 Extraccion de lipidos para el analisis por espectrometria de masa

Para el analisis de la incroporacion de LDLm, las células fueron tratadas con
medio completo en presencia de 50 ug/ml de LDLm por 2, 4, 8 y 24 h. Luego
del tratamiento los sobrenadantes se recuperaron, las células se levantaron y
lisaron. Previo a la extraccion de lipidos de las células estandares internos de
colesterol (Cholesterol-d7; Avanti Polar Lipids, Inc.) y ésteres de colesterol
(16:0-cholesteryl ester, Avanti Polar Lipids, Inc.) y TG (17:0, Un-chek Prep, Inc.)
fueron agregados a una concentracion final de 500 nM. La extraccion de lipidos
se realizé con acido férmico 1 M/Isoporpanol/Hexano (2:20:30, v/v/v) seguido
por el agregado de 1 ml de hexano. La fase organica (superior) se transfirio a
un vial limpi6, se secO con nitrdgeno, se reconstituyd en 100 ul de
cloroformo/metanol  (20/80, v/v) y se analizO por cromatografia
liguida/espectrometria de masa (LC/MS).

Luego de definir como tiempo de trabajo 24 h en funcion de las diferencias

observadas en la acumulacion de colesterol y ésteres de colesterol en células
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tratadas con LDLm comparado con las no tratadas, las células se pre-
incubaron con NO2-OA 5 uM y SSO 50 yM en DMEM-high glucose al 2 % SFB,
por 20 min previo a las 24 h de tratamiento con las lipoproteinas en presencia
del inhibidor de ACATL1, con el fin de enlentecer el eflujo y focalizar los

experimentos principalmente a la captacion de colesterol.

Para los ensayos de eflujo de colesterol, luego de cargar las células con 50
pg/ml LDLm por 24 h, las células se dejaron recuperar en medio DMEM 2 %
SFB por 16 h. Posteriormente se agregaron los estimulos y comenzé a tomarse
muestras de sobrenadante de 20 pl en los tiempos de 1, 2, 4, 8, 12 y 48 h. Al
final del experimento las células se lavaron y levantaron como se indico
anteriormente. A las alicuotas de los sobrenadantes se le agregaron los
estandares internos de colesterol y ésteres de colesterol a una concentracion
final igual a la indicada previamente. Subsecuentemente, se agregaron 500 ul
de éter, la fase orgénica se aislo, se seco bajo nitrégeno y se re-suspendio en
cloroformo/metanol para el posterior analisis por cromatografia

liquida/espectrometria de masa (LC/MS).

Los solventes utilizados para las extracciones y andlisis por espectrometria de
masa fueron de grado HPLC o superior obtenidos de Burdick and Jackson
(Muskegon, Ml).

El analisis de colesterol y ésteres de colesterol fueron realizados utilizando
UHPLC-ESI MS/MS con cromatografia en fase reversa (UHPLC focused
Vanquish, Thermo Scientific) acoplado a un espectrometro de masa Q exactive
(Thermo Scientific) y a uno triple cuadrupolo (api 500, Sciex, San Jose, CA) en
simultaneo. Las muestras fueron resueltas utilizando una columna C18 UHPLC
(100 X 2,1 mm, tamafo de particulas de 1,7 ym; Thermo Scientific) con un
sistema de gradiente de solventes constituido por un solvente A: agua 50

%/acetonitrilo 50 %/acido férmico 0,1 % y solvente B: isopropanol 90%/
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acetonitrilo 10 %/ acido formico 0,1 % a una velocidad de flujo de 200 pl/min.
Las muestras se colocaron en la columna a un 65 % de B y se eluyeron con un
incremento lineal en el solvente B (de 65 % a 100 % en 6 min), el gradiente fue
mantenido al 100 % de B por 9 min y luego se vuelve a las condiciones iniciales

por 2 min.

El espectrometro de masa Q exactive estuvo equipado con una fuente de
electrospray HESI y fue operado en modo ion positivo utilizando los siguientes
parametros: temperatura del calentador de gas auxiliar 300 °C, temperatura
capilar de 380 °C, flujo de envoltura de gas 38, flujo de gas auxiliar 11, flujo de
gas de barrido 2, voltaje del spray 4,5 kV, nivel S-lens RF 70 %. Escaneado
completo MS obtenido en una ventana de relacion m/z de 300-950. Para el
espectrometro API 5000 los siguientes parametros fueron utilizados: modo ion-
positivo del electrospray con el gas de colisién en 5 unidades, cortina de gas a
40 unidades, voltaje del spray iénico 5000 V y temperatura 600 °C. El potencial
de desarmado fue de 90 eV, potencial de entrada de 5 eV, energia de colisién
35 eV y el potencial de colisién de salida 10 eV. Las siguientes transiciones
MRM se utilizaron: 369.3/147.3 y 376.3/147.3 para colesterol o ésteres de
colesterol y d7-Colesterol o d7-ésteres de colesterol respectivamente (Fig. 12).
El contenido de colesterol y esteres de colesterol fue determinado como

analito/estandares internos/proteinas.

Los experimentos correspondientes al analisis de lipidos por espectrometria de
masas, fueron realizados en el laboratorio del Dr. Burce A. Freeman y Dr.
Francisco J Schopfer en la Universidad de Pittsburgh, Pittsburgh, PA, Estados

Unidos, en el contexto de una colaboracién activa entre los dos laboratorios.

65



Cholesteryl ester
area

Standards

) d,-Cholesterolyl palmitate

(X

5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0
Time, min

Fig. 12. Cromatograma representativo del perfil de colesterol y ésteres de colesterol.
Comparacién entre el colesterol y los ésteres de colesterol de las muestras (panel inferior,
MRM: 369.3/147.2) y estandares deuterados (panel superior, MRM: 376.3/147.2).

Para caracterizar la interaccion entre NO,-OA y CD36, se realizaron ensayos in
silico, para ello las estructuras organicas de los ligando fueron dibujadas en
MarvinSketch (ChemAxon, Ldt.) y transformadas a formato PDBQT utilizando
AutoDock4. La estructura cristalina de CD36 se obtuvo desde Protein Data
Bank (PDB ID: 5LGD). La porcién de PfEMP1 unida a CD36 fue eliminada junto
con todos los heteroatobmos presentes en dicha estructura, seguido de todas
las modificaciones necesarias y el agregado de cargas (118). La proteina se
consider6é como entidad rigida sin cadenas flexibles y las moléculas de agua y
de glicerol fueron eliminadas, seguido del agregado de hidrogenos con el
servidor H++ (biophysics.cs.vt.edu/H++, ultimo acceso 8/8/2019). Para los
estudios de docking Smina (biophysicis.cs.vt.edu/H++) (una modificacion de
AutoDock Vina) (119) fue utilizado con dos funciones de puntuacion distintas;
Autodock4 (120) y Vinardo (121), ambas alcanzando resultados similares. Los
resultados obtenidos con autodock4 fueron elegidos para ser incluidos en el
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desarrollo de este trabajo tesis. Un criterio de exhaustividad de 1000 fue
utilizado. Se exploraron 3 regiones alrededor de la Lys164 de la proteina a 4, 6
y 8 A alrededor de este residuo. VMD (www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/),

Maestro (Schrodinger Release 2019-2: LigPrep, Schrodinger, LLC, New York,
NY, 2019.) y el servidor PLIP (PLIP web service, provided by TU
Dresden/Redivia, ultimo acceso 09/26/2019) fueron utilizado para el analisis de
los resultados. Estos experimentos fueron realizados en colaboracion con el Dr.

Marcelo Puiatti del Departamento de Quimica Organica de ésta facultad.

Luego de realizar los correspondientes tratamientos, las células se lavaron con
PBS 1X frio sobre hielo y se incubaron 2 h a 4 °C con una solucion de biotina
(EZ-link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin [cat: 21331], Thermo Scientific) de 0,12 mg/ml
en PBS 1X pH 8. Luego, se realizé un lavado con solucién de glicina 0,1 mM
durante 30 min y un lavado con PBS 1X para eliminar el exceso de biotina.
Luego las proteinas biotiniladas (proteinas de superficie celular, debido a que la
reaccion se lleva a cabo a 4 °C) se aislaron utilizando beads de agarosa
conjugadas con estreptavidina (Pierce™ Streptavidin Agarose [cat: 20353,
Thermo Scientific). La incubacion con los beads se realiz6 por 2 h a
temperatura ambiente, seguido de una centrifugacion a 5000 rpm por 5 min. El
precipitado de los beads contiene las proteinas de membrana biotiniladas
unidas a la estreptavidina presente en la superficie de los mismos. Estas
proteinas de membrana se analizaron por Wester blot.

Segun las condiciones experimentales se realizaron diferentes tratamientos

estadisticos. En el caso de presentar solo dos grupos experimentales, se
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realiz6 un test t-student. En el caso de presentar tres 0 mas grupos
experimentales se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) de una via
seguido por un test Bonferroni y en el caso que en los grupos experimentales
mas de una condicidbn experimental afectara a la variable dependiente se
realiz6 un ANOVA de dos vias seguido por un test Bonferroni. En ambos casos
el valor p <0,05 se considerd significativo. En todos los experimentos los
graficos representan media + SEM de al menos 3 experimentos
independientes. En el caso de la cuantificacion de inmuno-fluorescencias al
menos 20 células fueron evaluadas al azar por condicion. Este andlisis

estadistico se realizd con el software GraphPad prism 5.0.
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4. RESULTADOS
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Como se menciond en la seccion 1.2.2, la expresion génica del receptor scavenger
CD36, se encuentra regulada principalmente por el factor de transcripcion Nrf2, de
la via antioxidante Keapl/Nrf2, y por el receptor nuclear PPARy (122, 123). Debido
a que ambas vias de regulacion han mostrado ser blanco de los acidos grasos
nitrados (124, 125), nos propusimos estudiar el efecto del NO,-OA sobre la

expresion del receptor CD36 en macroéfagos.

En primera instancia, debido a que CD36 es un receptor de membrana (126), y es
alli donde ejerce sus principales funciones de reconocimiento e internalizacion de
ligandos (4, 31), estudiamos mediante citometria de flujo la expresion de CD36 en
membrana de células RAW264.7 bajo condiciones de impermeabilizacion. La figura
13A demuestra que el tratamiento con el NO,-OA incrementa de manera dosis
dependiente (1,25 a 5 pM) la proporcién relativa de células positivas para la
expresion de CD36 (de un 25,7 % a un 53,8 %) luego de 8 h de tratamiento.
Asimismo, el tratamiento con el acido oleico (OA) como control no electréfilo, no
tuvo efecto sobre la expresion de CD36 en membrana. En la figura 13B se
representan estos resultados como el histograma de expresion de CD36 en la linea
celular RAW?264.7.

70



1 2
1Ko Q2 1Ko Q2 1K1 Q2
3.75% 0,239% 0,00% 0,661% 0,008% 0,768%
800 800 800
Autofluorescencia Vehiculo 1.25 uM
NO_-OA
600 4 600+ 600 4
SSC-A
400 400 | 400
200 - ’ 200 200 4
04 03 a4 03 Q4 a3
0 195.9% 0,075% 0 173.7% 25.7% 0 186.3% 320%
) T |1 T T 13 \4 D T \‘ T T 13 w4 0 T 11 T T |3 ‘4
10 10 107 10 10 10 10 107 10 10 10 10 107 10 10
APC-CD36
4 5 6
kol H ik a1 02 ik a1 a2
0.017% 0,562% 0,237% 2,58% 0,652% 341%
800 4 800+ 800+
2.5uM 5.0 yM 5.0 yM
NO,-OA NO_-OA 0A
600 600 600
SSC-A %
o
2
w
400 | 400 | 400 -
200 200 200
o4 ‘ o3 Q4 a3 Q4 Q3
0 152.9% 46,6% 0 1434% 53,8% o 174.0% 21,9%
T T T T YT T TR T TrrTT T TYYTT T
2 2 2
w o 10° w TAT'S 107 w0 TR 10 10 1ot
APC-CD36
.
2
g Muestras
al iy y | e 5.0 yM NO,-OA
E Vehiculo

Autofluorescencia

— -
10°  10* Intensidad APC

Figura 13. Efecto del NO,-OA en la expresion de CD36 en células RAW264.7. A. Analisis por
citometria de flujo directa de CD36 en células RAW?264.7 impermeabilizadas, tratadas con el NO,-
OA, OA o vehiculo durante 8 h. Los resultados son representados en diagramas de densidad, donde
se grafica la complejidad citoplasmética (Side Scatter-A) vs intensidad de fluorescencia en el canal
APC para CD36. B. Histograma de la frecuencia vs intensidad de fluorescencia de CD36 (APC). La
linea gris representa la auto-fluorescencia de las células, mientras que la linea negra y la punteada
representan el tratamiento con el vehiculo y NO,-OA 5 pM por 8 h respectivamente.

Posteriormente, se calculo la intensidad de fluorescencia media o MFI por sus siglas
en inglés, el cual nos da idea del nivel de expresion de CD36 por unidad celular
evaluada. El tratamiento con NO,-OA mostré un aumento de la expresion celular de
CD36 en superficie dependiente de la dosis (Fig. 14A) y con una cinética de

expresion maxima a tiempos entre las 4y 8 h (Fig. 14B).
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Figura 14. Efecto del NO,-OA sobre la expresién de CD36 en membrana plasmatica de células
RAW264.7. A y B. Evaluacién de la dependencia de la dosis y del tiempo en la intensidad de
fluorescencia media de CD36 inducida por el NO,-OA en células RAW 264.7 impermeabilizadas. Los
datos representan la Media + SEM de los MFI obtenidos de al menos 3 experimentos
independientes. Comparacién con la condicién vehiculo, * p<0.05, ** p<0.01.

Finalmente, para confirmar éstas observaciones, procedimos a analizar la expresién
superficial de CD36 en macrofagos aislados de médula 6sea (BMDM) de ratones
BALBc salvajes (Wild type, WT). Luego de 8 h de tratamiento, el NO,-OA indujo un
significativo incremento en la expresion de CD36, en forma dependiente de la dosis,
dando robustez a los hallazgos descriptos en la linea celular RAW264.7 (Fig. 15).
En éste sistema celular el OA incrementé de manera estadisticamente significativa
la expresibn de CD36 pero en menor medida que el estimulo con NO»-OA,

resultados similares habian sido descriptos en otros trabajos (127, 128).
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Figura 15. Efecto de NO,-OA en la expresion de CD36 en membrana plasmatica de macréfagos
derivados de médula 6sea (BMDM). Evaluacion mediante citometria de flujo de CD36 en superficie
de BMDM impermeabilizadas luego de 8 h de tratamiento con 2,5 0 5,0 uM de NO,-OA y 5,0 uM de
OA. Los datos representan la Media £+ SEM de los MFI obtenidos de al menos 3 experimentos
independientes. Comparacion con la condicion vehiculo, *** p<0.001.

Para evaluar la regulacion ejercida por el NO,-OA sobre la expresion de CD36, se
procedi6 a evaluar el nivel de los transcriptos mediante ensayos de RT-gPCR. En la
figura 16 se muestra que el NO,-OA incrementa los niveles de ARNm de CD36 en
forma dependiente del tiempo, alcanzando un aumento significativo a las 2 h y
retornando a los niveles basales 6 h posteriores al tratamiento. EI OA no mostro
cambios significativos en la regulacion de los transcriptos de CD36, similar a lo
descripto por otros estudios realizados en macrofagos RAW?264.7 y células

musculares lisas (129, 130). Sin embargo, en otros tipos celulares como adipocitos y

73



células tumorales, el OA modulé a nivel transcripcional la expresion de CD36 (127,
128).
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Figura 16. Modulacion transcripcional de CD36 por NO,-OA. Células RAW264.7 fueron tratadas
con NO,-OA o OA a diferentes tiempos (2, 4, 6 y 8 h). Las células se levantaron en Trizol® y
posterior a la extraccién del ARNm las muestras se analizaron por RT-gPCR. Los datos representan
la Media + SEM obtenidos de al menos 3 experimentos independientes. Comparacién con la
condicién tiempo 0 h, * p<0.05.

Con el objetivo de evaluar si el incremento en los niveles de transcriptos se traducia
en un aumento en los niveles proteicos del receptor CD36 y de establecer el
mecanismo que participa de esta regulacion, analizamos el efecto del NO,-OA sobre
la expresidn proteica de CD36 mediante ensayos de Western blot. En estos ensayos
Bardoxolona (CDDO) fue utilizado como un control positivo de activacion de la via
Keapl/Nrf2 y de la expresion de CD36. La figura 17 muestra que el NO,-OA
incrementa significativamente los niveles proteicos de CD36 después de 8 h de
tratamiento, de manera dependiente de la dosis. CDDO, como era esperado, mostré
resultados similares a los observados con NO,-OA. Como se describié previamente,
el NO,-OA activa la via Keapl/Nrf2, responsable de la regulacién de la expresion de
enzimas detoxificantes o de fase Il, como HO-1 y NQO1l. Es por ello que la
expresion de HO-1 fue evaluada como control positivo de activacién de ésta via de

sefalizacion intracelular.
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Figura 17. Expresion proteica de CD36 por NO,-OA. Células RAW264.7 fueron incubadas con
1,25,2,505 puM de NO,-OA o 300 nM de CDDO, conocido activador de la via Keap1/Nrf2, durante 8
h. Los datos representan la Media + SEM obtenidos de un experimento representativo de al menos 3
experimentos independientes. Comparacion con la condicion vehiculo, * p<0.05, *** p<0.001.
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Como se menciond anteriormente, uno de los factores de transcripcion involucrados
en la regulacion de la expresion de CD36 es el receptor nuclear PPARy. Este
funciona como un factor de transcripcién activado por ligandos, principalmente de
naturaleza lipidica y regula importantes procesos involucrados en el metabolismo de
lipidos, glucidos y en la respuesta inflamatoria (44). Debido a que los nitrolipidos
fueron descriptos como ligandos de PPARYy, se evalud la participacion de este
receptor en la regulacion de CD36 utilizando estrategias farmacoldgicas. La figura
18 representa ensayos de Western blot que muestran que rosiglitazona (agonista de
PPARy) no afecta la expresion proteica de CD36 y HO-1, y que GW9662
(antagonista de PPARY), es incapaz de bloquear la regulacion proteica de CD36
mediada por el NO,-OA. Ademas, al evaluar el efecto del OA como control no
electrofilo, no se observaron cambios significativos en CD36. Estos resultados
sugieren que el receptor PPARy no es el principal regulador de la expresion de
CD36 inducida por el NO,-OA.
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Figura 18. Estudio de la participacién de PPARYy en la expresion proteica de CD36. A. Las
células fueron tratadas por 8 h con rosiglitazona 10 uM, CDDO 300 nM, OA 5 uM y con NO,-OA 5
UM. Este ultimo tratamiento con o sin pre-incubaciéon con GW9662 10 uM. Los datos representan la
Media = SEM obtenidos de un experimento representativo de al menos 3 experimentos
independientes. Comparacién con la condicién control sin tratamiento, * p<0.05.

4.1.4 Estudio de la participacion de la via Keap1/Nrf2 en la expresion

de CD36 mediada por el NO,-OA
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Con el objetivo de estudiar la participacion del factor de transcripcion Nrf2 en la
regulacion de la expresion de CD36, se utilizaron BMDM de ratones BALBc
deficientes (Knock out, KO) para Nrf2 y salvajes (WT), como controles. La figura
19A muestra ensayos de Western blot, los cuales revelan que el tratamiento con el
NO,-OA incrementa significativamente los niveles proteicos de CD36 en macrofagos
provenientes de los ratones WT, mientras que en macrofagos derivados de ratones
KO para Nrf2 esta regulacion se ve significativamente disminuida. CDDO fue
utilizado como un control positivo de regulacion de la expresion de CD36 via
activacion del factor de transcripcion Nrf2. Por otro lado, el andlisis de los
transcriptos de CD36 en cultivos primarios de macréfagos Nrf2-KO (Fig. 19B)
incubados con NO,-OA mostré, similar que a nivel proteico, una significativa perdida
de la induccion de RNAm para CD36 comparado con los resultados provenientes de
macrofagos obtenidos de ratones WT. En éste modelo celular el OA mostro
incrementar los niveles de ARNm para CD36. Estos resultados sugieren una
participacion clave de la via de sefializacion Keapl/Nrf2 en la regulacién de la
expresion de CD36 inducida por NO,-OA.
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Figura 19. Rol del factor de transcripcién Nrf2 en la expresiéon de CD36. A. Andlisis de los
niveles proteicos de CD36 luego de 8 h de tratamiento con NO,-OA 5 uM, CDDO 300 nM en BMDM
de ratones WT y KO para Nrf2 por Western blot. B. Analisis de los niveles de transcriptos de CD36
luego de 4 h de tratamiento con NO,-OA 5 uM, CDDO 300 nM y OA 5 uM, por RT-gPCR en BMDM
de ratones WT y KO para Nrf2. Los datos representan la Media £+ SEM obtenidos de un experimento
representativo de al menos 3 experimentos independientes. Comparacion con la condicion control sin
tratamiento dentro de cada grupo experimental (Nrf2 KO o WT), * p<0.05, *** p<0.001.
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En etapas tempranas de la aterosclerosis, el receptor CD36 participa en el
reconocimiento e incorporacion de LDLm en macréfagos, favoreciendo la
acumulacion intracelular de colesterol y sus ésteres, e induciendo su diferenciacion
a célula espumosa. Debido a ello, nos propusimos estudiar el efecto del NO,-OA en
la incorporacion de LDLm en células RAW264.7 mediante la determinacion de los
niveles intracelulares de colesterol y sus esteres por espectrometria de masas. En la
figura 20 se muestra que las células incubadas con LDLm en presencia del
nitroalqgueno por 24 h, acumulan niveles significativamente menores, tanto de
colesterol (A) como de ésteres de colesterol (B), comparado con las células que solo

fueron incubadas con LDLm.
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Figura 20. Efecto del NO,-OA en la incorporacion y acumulacién intracelular de colesterol y
ésteres de colesterol en células RAW264.7. Macréfagos RAW?264.7 fueron tratados durante 24 h
con 50 pg/ml de LDLm en presencia o ausencia de NO,-OA 5 pM en DMEM-high glucose
suplementado con BSA 2 %. El contenido de colesterol (A) y ésteres de colesterol (B) dentro de las
células fue analizado mediante LC/MS. Los datos representan la Media + SEM obtenidos de al
menos 3 experimentos independientes. Comparacion con la condicién control sin tratamientos, *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Con el objetivo de evaluar el efecto de los nitrolipidos en la union e incorporacion de
las LDLm, las células RAW264.7 se incubaron con LDLm conjugadas con la sonda
fluorescente Dil en presencia o ausencia del pre-tratamiento con NO2-OA vy
posteriormente se evalué unidon e internalizacion mediante microscopia de
fluorescencia. La figura 21, muestra que la pre-incubacién de los macréfagos con
5,0 uM de NO,-OA reduce significativamente la incorporacion de las LDLm
marcadas con Dil. Resultados similares a los observados con NO»-OA fueron
descriptos, en células RAW264.7 pre-incubados con el ligando antagonista de
CD36, SSO (131, 132).

A

Control

-]

B
a8
g 2.59
[}
g
§ 200 T
g
g E— 1.54
w2
g~ 1.0
g *kk *kk
T 0.51 I
(71}
c
£ o0 T .
= vehiculo 5.0 yM 50 uM
-< NO,-OA SSO >
Dil-oxLDL

Figura 21. Efecto del NO,-OA en la incorporacion de LDLm-Dil en células RAW264.7. Células
RAW?264.7 fueron pre-incubados con NO,-OA 5 puM, SSO 50 puM ¢ vehiculo por 15 min previo al
tratamiento con 50 pg/ml de LDLm-Dil por 2 h a 4 °C para permitir la union de las lipoproteinas a los
receptores de superficie. Posteriormente las células fueron lavadas y colocadas a 37 °C para permitir
su incorporacién. Las imagenes se obtuvieron en un microscopio confocal (Olympus FV1200). Para
la cuantificacion, al menos 20 células por condicion fueron analizadas. A. Las imagenes son
representativas de uno de al menos 3 experimentos independientes. B. Los datos representan la
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Media en unidades arbitrarias (U.A) £+ SEM obtenidas de las cuantificaciones de al menos 3
experimentos independientes. Comparacién con la condicién vehiculo, *** p<0.001.

Con el objetivo de estudiar in vitro si el NO,-OA afecta la interacciéon de LDLm con
CD36, se realizaron experimentos de union utilizando la proteina recombinante de
CD36 (rCD36) la cual fue adsorbida en una placa de 96 pocillos y se evaludé su
interaccién con las lipoproteinas conjugadas a Dil en presencia del nitroalqueno
(Fig. 22A). En la figura 22B, se muestra que el pre-tratamiento con el NO,-OA o
SSO (control positivo de desplazamiento), reducen significativamente la union de
LDLm-Dil a CD36 hasta valores préximos los obtenidos para el blanco de reaccién.
En este sistema el OA no mostré un efecto inhibitorio significativo. Estos resultados
revelan la inhibicion en la union de LDLm a CD36 inducida por el nitroalqueno,
sustentando los hallazgos previamente descriptos en el sistema celular de
macréfagos RAW264.7.

A B

oxLDL <
o o 159 3 oxLDL
a3 El Blanco
T S
a % 1.0

o 25

o' = ns
e - *k
0 Qo *
2 © 0.5 T -
0T *k
rCD36 8 3 . I—T—I
BT 2@

c

v ) éd\""‘\o NO,-OA OA SSO
4 L ]
rCD36

Figura 22. Efecto del NO,-OA en la interaccién entre LDLm-Dil y CD36. A. Esquema
representativo del disefio experimental tipo ELISA donde la proteina rCD36 se adsorbié a una placa
de 96 pocillos, para luego estudiar el efecto de los ligandos en la interacciébn de la proteina
recombinante con LDLm-Dil. B. NO,-OA, OA, SSO o vehiculo fueron incubados por 15 min previo a
la incubacién con LDLm-Dil por 2 h a 37 °C. Luego se lavo el exceso y se midié la intensidad de
fluorescencia en un lector de placas Biotek Synergy HT. Dos blancos fueron realizados, uno con la
proteina recombinante en ausencia de LDLm-Dil y el otro con LDLm-Dil en ausencia de la proteina
recombinante. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de las cuantificaciones de al menos
3 experimentos independientes. Comparacion con la condicién vehiculo, * p<0.05, ** p<0.01.
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En funcién de los resultados de la inhibicién de la unién de las LDLm al receptor
CD36 mediada por el NO,-OA; nos planteamos estudiar si los nitroalquenos
interaccionan con CD36 y de esta forma bloquean su interaccion con las
lipoproteinas modificadas. Para ello, realizamos un ensayo de co-
inmunoprecipitacion utilizando como herramienta el NO,-OA marcado con biotina
(B-NO,-OA) el cual se incub6 con células RAW264.7 a 4°C para favorecer la
interaccion con el CD36 de membrana y evitar la endocitosis de dicho receptor. La
inmunoprecipitacion del receptor CD36 en células RAW?264.7 incubadas con B-NO,-
OA, revel6 la interaccion entre éstas dos moléculas (Fig. 23). Dicha interaccion fue
inhibida cuando las células fueron pre-incubadas con SSO, agente alquilante que
reacciona de forma covalente e irreversible con la Lys164 de CD36 (38). Estos
resultados representan el primer indicio que los nitroalquenos interaccionarian de
manera directa con CD36 y que dicha interaccion podria tener lugar en el sitio de

unién a ligandos, involucrando residuos criticos, como es la Lys164.
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Figura 23. Estudio de la interaccidon entre NO,-OA y CD36 en macréfago RAW264.7. A. Las
células RAW264.7 fueron incubadas con 0,1 pug/ml de B-NO,-OA por 15 min a 4 °C en presencia o
ausencia de 50 pM de SSO, utilizando como control libre de biotina el NO,-OA no marcado con
biotina. Luego de inmuno-precipitar la proteina CD36 segun se indico en la seccién de materiales y
métodos, las muestras fueron separadas por electroforesis en poliacrilamida (EGPA-SDS) vy los
inmuno-blot revelados con estreptavidina-HRP. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de
un experimento representativo de al menos 3 experimentos independientes. Comparacion con la
condiciéon de NO,-OA no marcado, * p<0.05.

4.3.2 Estudio in vitro de la interaccion entre NO,-OA y CD36

Con el objetivo de estudiar las propiedades de la interaccion entre el NO,-OA y

CD36, se realizaron ensayos de interaccidon directa donde se incub6 el B-NO,-OA
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con rCD36 en diferentes relaciones molares (0,5; 1,0; 2,0; 5,0; y 10,0; B-NO»-
OA/rCD36) durante 30 min. Como se muestra en la figura 24, el NO,-OA
interacciondé de manera dosis dependiente con el receptor CD36. A partir de estos
resultados se eligi6 como concentracion de trabajo para los experimentos
subsiguientes la relacion molar 2:1 ya que mostro una sefial robusta, producto de la

interaccion con CD36.
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Figura 24. Estudio in vitro de la interaccién entre NO,-OA y CD36. A. La proteina recombinante
de CD36 (0,5 pg) fue incubada con B-NO,-OA a diferentes relaciones molares, segin se indica en la
figura, por 30 min. Los complejos rCD36-B-NO,-OA fueron separados por EGPA-SDS y los inmuno-
blot revelados con estreptavidina-HRP. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de un
experimento representativo de al menos 3 experimentos independientes. Comparacién con la
condicion 0.5 relacion mol/mol, ** p<0.01, *** p<0.001.

4.3.3 Ensayos de competencia de ligandos por su unién a CD36
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Con el objetivo de evaluar si el nitroalqueno podria interferir con la union de otros
ligandos a CD36, se realizaron ensayos de competencia. Para ello, la unién del B-
NO,-OA a rCD36 fue competido con NO,-OA no marcado y OA en diferentes
relaciones molares expresadas como mol ligando/mol B-NO,-OA. La figura 25
muestra que tanto el NO,-OA no marcado, como el OA compiten al nitroalqueno
biotinilado por la unién a CD36. Ademas, el OA mostré una mayor inhibicion de la
union del ligando biotinilado a la relacion molar de 1:10, sugiriendo que podria tener
un acceso mas facilitado al sitio de unién, mientras que a concentraciones de 1/100
equivalentes a 0,14 mM podria estar alcanzando la concentracion micelar critica

(CMCQC) y por ello disminuyendo su unién al receptor.
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Figura 25. Ensayos de competencia entre diferentes ligandos de CD36. A. rCD36 fue incubada
con B-NO,-OA en presencia de NO,-OA y OA en diferentes relaciones molares (moles ligando/moles
de B-NO,-OA) por 30 min. Los complejos luego fueron evaluados en un EGPA-SDS y revelados con
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estreptavidina-HRP. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de un experimento
representativo de al menos 3 experimentos independientes. Comparacion con la condicion vehiculo,
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Finalmente, se evalud la reactividad electrofilica del NO,-OA en la unién a CD36.
Para ello, se compitié la union con el agregado de glutation reducido (GSH) al
ensayo. EI GSH inhibi6 de forma dosis dependiente la formacion y deteccion del
complejo rCD36-B-NO,-OA (Fig. 26) ya que reacciona de forma directa con el B-

NO,-OA mediante la reaccion de adicion de Michael (14).
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Figura 26. Ensayos de competencia con GSH. A. La proteina recombinante de CD36 fue incubada
con B-NO,-OA en presencia de diferentes relaciones molares GSH (moles GSH/moles de B-NO,-OA)
por 30 min. Los complejos luego fueron evaluados por EGPA-SDS y revelados con estreptavidina-
HRP. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de un experimento representativo de al
menos 3 experimentos independientes. Comparacion con la condicion vehiculo, * p<0.05.
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4.3.4 Ensayos de desplazamiento de B-NO,-OA del complejo B-NO,-OA-CD36

por otros ligandos de CD36

Con el objetivo de estudiar la reversibilidad de esta reaccion, disefilamos ensayos de
desplazamiento donde se incuba la proteina rCD36 con B-NO,-OA por 30 min,
permitiendo la formacion del complejo rCD36-B-NO,-OA previo a la incubacion con
otros ligandos conocidos de CD36 (SSO y OA). La figura 27A muestra que SSO fue
capaz de desplazar efectivamente la unién del B-NO,-OA a rCD36 con un exceso
molar 10:1 respecto de B-NO,-OA. Sin embargo, OA que habia competido a NO,-
OA no fue capaz de desplazarlo efectivamente aun a altas relaciones molares de
100:1 (Fig. 27B). En conjunto estos resultados indicarian que la union del NO,-OA a
CD36 es reversible y que su desplazamiento es dependiente del tipo de ligando,
probablemente requiera de un ligando capaz de interaccionar covalentemente con la
Lys164.
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Figura 27. Ensayos de desplazamiento del complejo rCD36-B-NO,-OA. Luego de formar el
complejo rCD36-B-NO,-OA incubando dichos compuestos 30 min a 37 °C, en la relacion molar
indicada en el experimento de la figura 24, el mismo fue competido por otros 30 min con diferentes
relaciones molares de SSO (A) y OA (B). Los complejos luego fueron evaluados en un EGPA-SDS y
revelados con estreptavidina-HRP Los datos representan la Media + SEM obtenidas de un

87



experimento representativo de al menos 3 experimentos independientes. Comparacién con la
condicién vehiculo, ** p<0.01, *** p<0.001.

Con el objetivo de proponer un modelo molecular de interaccién entre el NO,-OA y
CD36 se realizaron estudios de docking molecular. Basados en la evidencia
experimental que mostré que SSO bloquea la interaccion entre CD36 y B-NO,-OA
(Fig. 23) se propone que ambos ligandos podrian compartir el sitio de union a
ligandos, el cual involucraria la Lys164. Para ello, con el objetivo de modelar la
interaccién entre CD36 y el nitroalqueno, se explord una region alrededor de la
Lys164 a una distancia de 4, 6 y 8 A. En estos estudios el OA fue también evaluado
como control no electréfilo. Los complejos mas estables fueron obtenidos con las
distancias de 6 A y cuando cajas mas grandes a 8 A, alrededor de la Lys164, fueron
exploradas no se encontraron complejos con otras regiones de la proteina. Tanto
NO,-OA como OA mostraron unirse a la misma region de la proteina CD36, pero el
nitroalqueno exhibié menores energias de union, es decir, formacion de complejos

més estables (Tabla 1).

Energia de unién (kcal/mol) de los complejos en diferentes
regiones alrededor de la Lys164
Ligando 4A 6A 8A
NO,-OA -23.7 -27 1 -25.7
-23.2 -27.1 -25.3
OA -22.6 -23.7 -22.4
-22.0 -23.7 -22.3

La figura 28A representa todas las geometrias encontradas para el nitroalqueno en
las diferentes regiones. Las figuras 28B y 28C representan las dos geometrias mas

estables (antes tabuladas), las cuales se diferencian principalmente por la
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orientacién que toma en el complejo el grupo nitro, mientras que la cadena alifatica

practicamente ocupa la misma region.

Fig. 28. Estudios de docking molecular relevan interaccion del NO,-OA con laregion cercana a
la Lys164 de CD36. A. Superposicion de las conformaciones obtenidas para el nitroalqueno en las
regiones de busqueda a 4 (rojo), 6 (azul) y 8 A (amarillo) alrededor de la Lys164. B y C.
Representacion de los dos complejos mas estables obtenidos para el NO,-OA. Los atomos del
ligando se encuentran representados de forma diferencial al receptor en el cual los residuos Lys164 y
Lys166 son indicados. Los hidrogenos no polares del ligando se incluyen en la figura para una mejor
representacion.

En ambas geometrias el grupo carboxilo del ligando interacciona con el grupo
hidroxilo de la Ser168 mediante puente hidrégeno (2,63 y 3,62 A respectivamente),
mientras que el grupo nitro forma un puente hidrégeno fuerte con Lys166 con una
distancia de 2,66 A, (Fig. 28B y 29 panel izquierdo), y con Asn163 a 3,19 A (Fig.
28C y 29 panel derecho). La figura 29 representa en vista 3D estas interacciones y
para una observacion dindmica de las mismas se puede dirigir a los siguientes links:
https://cutt.ly/5eyO93M vy https://cutt.ly/9eyO4wW panel derecho e izquierdo,

respectivamente. No se observan interacciones fuertes con la Lys164, en cambio

este residuo se encuentra libre, movil y disponible para un ataque nucleofilico al
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carbono B del nitroalqueno para iniciar una reacciéon de adicion de Michael a 7,8 y
8,1 A del doble enlace C-C. Los fuertes puentes hidrégeno formados por el
nitroalqueno funcionarian como ancla y de esta forma la Lys164 podria moverse

como la cola de un escorpion para encontrar el carbono B e iniciar la reaccion.

Fig. 29. Representacion 3D de las interacciones de los complejos NO,-OA-CD36.
Representacion tridimensional de los complejos NO,-OA-CD36 en la regién cercana a la Lys164,
mostrando las interacciones con residuos relevantes del receptor CD36. ElI complejo de la fig. 28B
esta representado en el panel izquierdo y el complejo de la fig. 28C en el panel derecho. Los
carbonos del ligando se encuentran representados en naranja y los carbonos de los amino acidos del
receptor en cian. En azul se representan los atomos de nitrdgeno, en rojo los oxigenos y en blanco
los hidrégenos.

Las geometrias obtenidas para el OA, evaluado como control, fueron muy similares
a las obtenidas con el nitroalqueno (Fig. 30), sin embargo este acido graso no
presenta un doble enlace activo que pudiera ser blanco de un ataque nucleofilico
para iniciar una reacciéon de adicién de Michael. Por lo tanto seria poco probable una
reaccion con la Lys164, y la falta de interaccién con dicho residuo podria explicar la

incapacidad del OA para bloquear la union de LDLm a CD36.
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Fig. 30. Complejos obtenidos por docking molecular del OA con la region cercana a la Lys164
de CD36. A. Superposicién de las conformaciones obtenidas para el OA en las regiones de
blusqueda a 4 (rojo), 6 (azul) y 8 A (amarillo) alrededor de la Lys164. B y C. Representacion de los
dos complejos mas estables obtenidos para el OA. Los atomos del ligando se encuentran
representados de forma diferencial al receptor en el cual los residuos Lys164 y Lys166 son indicados.
Los hidrégenos no polares del ligando se incluyen en la figura para una mejor representacion.

La figura 31 muestra las interacciones de las dos conformaciones mas estables
obtenidas para el OA y la proteina CD36 en tres dimensiones. En dicha figura se
aprecia la falta de interaccion con la Lys164 y la ausencia de un doble enlace C-C
activo para una reaccion de adicion de Michael con dicho residuo. Estas

interacciones pueden apreciarse en forma dindmica en los siguientes links:

https://cutt.ly/ZeyP3dU vy https://cutt.ly/meyP79H, respectivamente para cada

complejo (izquierda o fig. 30A, derecha o fig. 30B).

91


https://cutt.ly/ZeyP3dU
https://cutt.ly/meyP79H

4A01A

ASN163A
‘ L

Fig. 31. Representacién 3D de las interacciones de los complejos OA-CD36. Representacion
tridimensional de los complejos OA-CD36 en la region cercana a la Lysl164, mostrando las
interacciones con residuos relevantes del receptor CD36. El complejo de la fig. 30B esta
representado en el panel izquierdo y el complejo de la fig. 30C en el panel derecho. Los carbonos del
ligando se encuentran representados en naranja y los carbonos de los amino acidos del receptor en
cian. En azul se representan los atomos de nitrégeno, en rojo los oxigenos y en blanco los
hidrogenos.

4.5. Estudio de la sefializacion inducida por NO,-OA via CD36

4.5.1 NO,-OA induce sefalizacion de CD36 en macréfagos RAW?264.7

El receptor CD36 ademés de funcionar como un translocador de &cidos grasos al
interior celular, inicia a través de la fosforilacion de proteinas pertenecientes a la
familia de las tirosina quinasas Src vias de sefalizacion intracelular (31, 32)(75, 133,
134). En este contexto la Lys164 del receptor ha sido caracterizado como residuo
critico, ya que su alquilacion por SSO, inhibe tanto la internalizacion como la
sefalizacion (135). Por ello, nos propusimos evaluar si la interacciéon del NO,-OA
con CD36 tiene la capacidad de activar vias de sefializacion intracelular, para ello
las células RAW264.7 fueron incubadas con NO,-OA y PA, éste ultimo utilizado

como control.

La figura 32 muestra que el tratamiento de las células RAW264.7 con el NO,-OA
induce la fosforilacion de la proteina Src, la cual fue inhibida por la pre-incubacion
con SSO. Estos resultados sugieren que dicha activacion es mediada por CD36. En

el mismo experimento se utilizd PA como un control positivo de fosforilacion de Src
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a través de CD36.
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Figura 32. Fosforilacién de la proteina Src inducida por el NO,-OA. A. Las células RAW?264.7
fueron incubadas en presencia o0 ausencia de SSO (50 uM) por 20 min, y luego tratadas con NO,-OA
(5 uM) o PA (300 uM) por 15 y 30 min. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de un
experimento representativo de al menos 3 experimentos independientes. Comparacién con la
condicién vehiculo, *** p<0.001.

La asociacion de la fosforilacion de Src con la activacion de la proteina AMPK, nos
llevé a evaluar su activacion por los nitroalquenos (75). En la figura 33A, se muestra
gue el NO,-OA induce la fosforilacion de la proteina AMPK, pero que dicha
fosforilacion no fue inhibida por SSO (Fig. 33B), sugiriendo que en el sistema celular
estudiado, la activacion de AMPK por NO,-OA seria independiente de CD36. El PA,
también fue evaluado, pero a diferencia de lo reportado por otros trabajos no mostré

cambios significativos en la fosforilacion de AMPK.

La fosforilacion de MAPK inducida via CD36 es de principal importancia en diversos

tipos celulares, principalmente en macréfagos y células musculares lisas, ya que
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regula procesos involucrados tanto en la migracion celular como en la endocitosis
de LDLm. En cuanto a la activacion de MAPK se observdo que NO,-OA tuvo
comportamientos similares a los encontrados con la via de APMK, donde la
activacion de ERK mostré ser independiente de CD36, sin embargo, observamos
gue SSO mostro tener un efecto sinérgico sobre el NO,-OA en la activacion de ERK
(Fig. 33C).
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Figura 33. Induccién de la fosforilacion de AMPK y ERK por el NO,-OA. Las células RAW264.7
fueron incubadas en ausencia (A) y presencia (B) de SSO (50 uM) por 20 min previo a la
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estimulacion con NO,-OA (5 pM) y PA (300 pM) a los tiempos indicados. C. Las células RAW264.7
fueron incubadas en presencia o ausencia de SSO 50 uM por 20 min, y luego se trataron con NO,-
OA 5 uM durante 5 min. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de un experimento
representativo de al menos 3 experimentos independientes. Comparacion con la condicion vehiculo *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

4.5.2 Estudio de la sefializacion dependiente de CD36 inducida

por NO,-OA en mioblastos L6

Con el objetivo de evaluar sefializacion en otro sistema celular relevante, se utilizé la
linea celular de mioblastos de rata L6 la cual se caracteriza por tener una
significativa expresion del receptor CD36. En la figura 34A, se muestra que el NO»-
OA induce la fosforilacion de la proteina ERK, la cual fue inhibida cuando las células
se preincubaron con SSO, sugiriendo que dicha activacion involucra directamente a
CD36. Ademas, la utilizacion de LDLm como control positivo en los ensayos mostro
una fosforilaciéon dependiente de CD36 similar a lo observado para la activacion

mediada por el nitroalqueno (Fig. 34B).
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Figura 34. Activacion de la proteina ERK por el NO,-OA y LDLox. Las células L6 fueron
incubadas con o sin SSO 50 uM por 20 min, y luego se trataron con NO,-OA 5 uM (A) o LDLox 100
pa/ml (B), durante los tiempos indicados. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de un
experimento representativo de al menos 3 experimentos independientes. Comparacién con la
condicién vehiculo o entre las columnas indicada por la barra (fig. B), * p<0.05, ** p<0.01.
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Para confirmar la participaciéon de CD36/Src en esta via de sefalizacion, se utilizo el
inhibidor de la proteina Src, PP1. La figura 35 muestra que el pre-tratamiento de las
células L6 con PP1 inhibid la fosforilacion de ERK inducida por NO,-OA o LDLm, sin
embargo el potencial de inhibicion en las LDLm fue menor. El inhibidor de las
MAPK, PD98059, se utilizé como un control de inhibicion. Estos resultados sugieren
gue en mioblastos el NO,-OA induce forforilacion de ERK1/2 via CD36/Src.
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Figura 35. Participacién de CD36/Src en la activacion de ERK. Las células L6 fueron incubadas
en presencia o ausencia de PP1/PD98059 10 uM y luego con NO,-OA 5 uM o LDLox 100 pg/ml,
durante 5 min. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de un experimento representativo
de al menos 3 experimentos independientes. Comparaciones entre columnas conectadas por las
barras, * p<0.05, *** p<0.001.

4.6 Estudio de laregulacién del eflujo de colesterol por el NO,-OA

4.6.1 Estimulacién de sobrecarga de colesterol en células RAW264.7

Dentro de las diferentes etapas que regulan el metabolismo lipidico en macréfagos
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la formacion de depositos celulares y el eflujo de colesterol son de gran importancia
para evitar la diferenciacion a célula espumosa. Con el objetivo de estudiar el efecto
de los nitrolipidos sobre los acumulos intracelulares de colesterol se indujo la
acumulacion de colesterol en células RAW264.7 para ser utilizados
experimentalmente. Para ello, tratamos a las células RAW264.7 con LDLm a
diferentes tiempos y evaluamos la cinética de acumulacion de colesterol. La figura
36 muestra que a las 24 h de tratamiento con LDLm las células presentan la mayor
acumulacion de colesterol con respecto al control sin LDLm. Es por ello que se
establecié 24 h de incubacion como tiempo para transformar a los macrofagos en
células “tipo espumosas”, las cuales son la linea de partida para los proximos
experimentos.
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Figura 36. Cinética de acumulacién de colesterol para la formacion de células espumosas.
Células RAW?264.7 fueron incubadas con o sin LDLm 100 ug/ml, por diferentes tiempos. El contenido
de colesterol total dentro de las células fue analizado mediante LC/MS. Los datos representan la
Media + SEM obtenidos de al menos 3 experimentos independientes. Comparacién entre las
columnas conectadas por las barras, ** p<0.01.

Debido a que en el disefio experimental para el estudio del eflujo de colesterol las

células seran tratadas con el nitroalqueno por tiempos de hasta 8 h se realiz6 un
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ensayo de MTT para evaluar alteraciones en el metabolismo celular que pudieran
afectar su viabilidad. La figura 37 muestra que la incubacion con las LDLm por 24 h,
y el posterior tratamiento con NO,-OA (5 uM) por otras 8 h no afectd el metabolismo
de las células RAW264.7.
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Figura 37. Estudio del metabolismo celular normal por MTT. A. Células RAW264.7 fueron
incubadas con o sin LDLm 100 pg/ml por 24 h y luego con NO,-OA 5 uM por 8 h. Dos horas antes de
la finalizacion de los estimulos se agreg6 el reactivo MTT y se midié su absorbancia a 540 nm en un
lector de placas Biotek Synergy HT. Los datos representan la Media + SEM obtenidos de al menos 3
experimentos independientes realizados por triplicado. Comparacién con la condicién control sin
estimulos (barra blanca).

Para evaluar el efecto del NO,-OA en la liberacion o eflujo de colesterol en los
macrofagos RAW?264.7 cargados con LDLm marcadas con Dil (LDLm-Dil) se
incubaron con NO,-OA u OA (5 puM). La figura 38 muestra que el tratamiento con el
nitroalqueno redujo significativamente la intensidad de fluorescencia en las células
luego de 24 h de tratamiento, con respecto al control tratado con vehiculo. La

incubacion con OA incrementd el contenido lipidico en las células posiblemente
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como consecuencia de su incorporacion.
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Figura 38. Ensayo de eliminacion de colesterol en macréfagos con sobrecarga. Células
RAW264.7 fueron incubadas con LDLm-Dil 100 pug/ml por 24 h y luego con vehiculo, NO,-OA 5 uM u
OA 5 uM por 24 h adicionales. Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio Leica DMi8. B.
Para las cuantificaciones se analizaron al menos 20 células al azar por condici6on. Los datos
representan la Media + SEM obtenidos de al menos 3 experimentos independientes. Comparacion
con la condicion control, *** p<0.001.

Con el objetivo de evaluar si el efecto observado por NO,-OA en los ensayos de
microscopia de fluorescencia era consecuencia de un mayor eflujo de colesterol,
analizamos el contenido de colesterol y ésteres de colesterol liberado al
sobrenadante mediante espectrometria de masas. Para ello, realizamos un estudio
de cinética de liberacidon de colesterol, muestreando el medio de cultivo cada una

hora, hasta las 48 h (Fig. 39). El resultado indicé que existe una liberacion rapida en
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las primeras 4 h, permitiéndonos utilizar este tiempo de trabajo para los siguientes
experimentos. Luego de las 4 h, el colesterol en el sobrenadante comienza a
disminuir debido a la esterificacion que sufre en las HDL, y luego de las 8 h
comienza a incrementar nuevamente, pero de manera mas paulatina. Con respecto
a los ésteres de colesterol, los mismos presentan cambios marcados luego de las 4
h, tiempo que coincide con la disminucion en el colesterol, confirmando la hipétesis
de su esterificacion en las HDLs. Posteriormente, solo analizamos los cambios en
colesterol, debido a que la forma de eliminaciobn de los macrofagos es como

colesterol libre.
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Figura 39. Estudio de la liberacién de colesterol por células con sobrecarga. Células RAW264.7
fueron incubadas con LDLm 100 pg/ml por 24 h. Luego de lavarlas y dejarlas recuperar por 16 h, se
comienza a evaluar la liberacion de colesterol al medio. El contenido de colesterol y ésteres de
colesterol en sobrenadante fue analizado por LC/MS. Los datos representan la Media obtenidas de al
menos 3 experimentos independientes. El, estandar interno.

Una vez caracterizada la cinética, evaluamos el efecto del NO,-OA en la liberacion
de colesterol a tiempos de 1 a 4 h, periodo donde se observo una mayor pendiente
en la liberacion de colesterol. La figura 40 muestra que el tratamiento con el
nitroalqueno, incrementa significativamente los niveles de colesterol liberados al
sobrenadante a las 2 y 4 h post-tratamiento, comparado con el control tratado con
vehiculo. Estos resultados indican que el NO,-OA favorece la liberacién de

colesterol en macrofagos cargados.
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Figura 40. Estudio del efecto del NO,-OA en la liberacién de colesterol. Células RAW?264.7
fueron incubadas con LDLm 100 pg/ml por 24 h. Luego de lavarlas y dejarlas recuperar por 16 h, se
trataron con vehiculo o NO,-OA 5 uM a los tiempos indicados y se evalla la liberacion de colesterol
al medio. El contenido de colesterol y ésteres de colesterol en sobrenadante fue analizado por
LC/MS. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de al menos 3 experimentos
independientes. Ensayos de ANOVA de dos vias seguido por un test Bonferroni fueron realizados.
Comparacién con tiempo 1 h, * p<0.05, ** p<0.01.
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En los ultimos afios numerosos trabajos han relacionado la acumulacion intracelular
de colesterol proveniente de LDLox en macrofagos con la inhibicion del flujo
autofagico y la consecuente inhibicion de la degradacion de los depdsitos de lipidos
(lipid droplets) favoreciendo el desarrollo de la aterosclerosis (104, 105, 108). Las
proteinas LC3 Il y p62 forman parte de los autofagosomas, por lo tanto, una
acumulacion de las mismas hace referencia a un bloqueo del flujo autoféagico. Es por
ello que evaluamos la participacion del NO,-OA en el flujo autofagico de células
cargadas con LDLm por 24 h y luego tratadas o no con el NO,-OA. La figura 41
muestra que luego de incubar macréfagos RAW?264.7 con LDLm, las células
comienzan a acumular tanto LC3II (Fig. 41A) como p62 (Fig. 41B), sugiriendo un
bloqueo en el flujo autofagico. En nuestro sistema celular cuando las células
cargadas de colesterol fueron tratadas a posteriori con el nitroalqueno, se redujeron
significativamente los niveles de LC3Il y p62, lo que indicaria la restauracion del flujo
autofagico. Estos resultados demuestran que el nitroalqueno participaria en la
induccion de la liberacion de colesterol mediante la restauracion del flujo de

autofagia en macréfagos cargados con LDLm.

Ademas fue descripto que la activacion de AMPK promueve el proceso autofagico
por inhibir a mTOR, el cual es un inhibidor de dicho proceso celular. Debido a que el
NO,-OA activa AMPK, evaluamos la participacion de esta via de sefializacion en la
restauracion del flujo autofagico mediante el uso de su inhibidor Compound C. Los
resultados muestran (Fig. 41) que la preincubacién con el inhibidor de AMPK impide
gue el nitroalqueno reduzca los niveles acumulados de LC3Il y p62. Por lo tanto los
resultados sugieren que la accion del NO,-OA sobre el metabolismo lipidico podria
estar asociada a la activacién del flujo autofagico a través de la fosforilacion de

AMPK en macroéfagos cargados con LDLm.
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Figura 41. Estudio del efecto del NO,-OA en el flujo autofdgico. Células RAW?264.7 fueron
incubadas con LDLm 100 pg/ml por 24 h. Luego de lavarlas y dejarlas recuperar por 16 h, se tratan
con vehiculo o NO,-OA 5 uM por 8h, pre-incubando o no con Compound C 3,3 uM por 20 min. Las
células se levantan y se procesan para el andlisis por Western blot. Los datos representan la Media +
SEM obtenidas de un experimento representativo de al menos 3 experimentos independientes.
Comparacioén con la condiciéon control (columna blanca), * p<0.05, ** p<0.01.

Para confirmar que los niveles aumentados de LC3 Il y de p62 se debian a un flujo
autofagico reducido y no a un incremento en la expresion génica, se realizd el
analisis de RT-gPCR para el gen MAP 1, que codifica para la proteina LC3Il. La
figura 42 muestra que no existen diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de MAP 1 confirmando que el aumento de LC3Il se deberia a la

disminucién del flujo autofagico.
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Figura 42. Estudio de la expresién génica de MAP1. A. Células RAW264.7 fueron incubadas con
100 pg/ml de LDLm por 24 h. Luego de lavarlas y dejarlas recuperar por 16 h, algunos pocillos fueron
pre-incubadas o no con el inhibidor Compound C (3,3 uM) por 20 min antes de ser tratadas con
vehiculo o NO,-OA (5 uM) durante 8 h. Finalmente, las células se cosecharon y procesan para el
analisis por RT-gPCR. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de al menos 3 experimentos
independientes. Comparacién con la condicién control sin tratamiento (columna blanca).

La acumulacion de LDLm por los macréfagos RAW264.7 conduce a la activacién de
componentes proinflamatorios y la generaciéon de ERO (136). Asimismo, los lipidos
nitrados fueron descriptos por poseer efectos antiinflamatorios y antioxidantes (137).
En funcion de ello, se evalu6 como el NO,-OA afecta en macrofagos cargados
marcadores de inflamacién (IL-6) y la generacién de ERO. La figura 43A muestra
que el NO,-OA redujo significativamente los niveles de IL-6, y los niveles de
especies reactivas del oxigeno medidas con la sonda DFCH (Fig. 43B) luego de 8 h
de tratamiento, indicando que el NO,-OA no solo disminuye el contenido de
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colesterol en células cargadas, sino que también mejora el perfil inflamatorio y

oxidativo.
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Figura 43. Estudio del efecto del NO,-OA en la inflamacién y el estrés oxidativo celular. Células
RAW264.7 fueron incubadas con LDLm 100 pg/ml por 24 h. Luego de lavarlas y dejarlas recuperar
por 16 h, se trataron con vehiculo o NO,-OA 5 pM por 8h. A. Las células se procesaron para el
andlisis por RT-qPCR para evaluar los niveles de RNAm de IL-6. B. Las células se lavan y se
incuban por 30 min en buffer HBSS con la sonda DCFH, luego se levantan y se analizan por
citometria de flujo en citbmetro FACS Canto Il. Los datos representan la Media + SEM obtenidas de
al menos 3 experimentos independientes. Comparacion con la condiciéon control sin tratamiento, *
p<0.05, ** p<0.01.

La diferenciacion de macréfago a célula espumosa induce un perfil pro-inflamatorio
asociado a una reducida capacidad migratoria lo que favorece el desarrollo y
evolucion de la placa aterosclerética. Numerosos grupos de trabajo, han planteado
la hipotesis de que la induccién de la migracion de estas células desde la placa de
ateroma, en la intima de las arterias, favoreceria la emigracion y la reversion de la
placa (138, 139). Por lo tanto, nos planteamos evaluar como el NO,-OA influencia la
migracion de las células RAW264.7. Para ello, realizamos ensayos de migracion en
transwells. La figura 44B muestra que el NO,-OA incrementa significativamente la
migracion de los macrofagos RAW264.7 en comparacion con el vehiculo (fig. 44A).
La LDLm por si sola no indujo cambios en la migracion (fig. 44C), pero la pre-

incubacion con LDLm inhibié la migracion inducida por el NO,-OA (fig. 44D). Es
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importante destacar que cuando el NO,-OA se pre-incubd con las células y luego se

agrego la LDLm, la migracion inducida por NO,-OA no se ve afectada (fig. 44E).

Esto se debe a que el NO,-OA estaria inhibiendo la interaccion de la LDLm con el

receptor CD36, cuya sefializacion lleva a la inhibicion en la migracion de los

macrofagos. En estos ensayos PMA fue utilizado como control positivo de la

migracion de los macréfagos (fig. 44F).
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Figura 44. Estudio de la modulacion en la migracion celular. Células RAW264.7 fueron
incubadas con los diferentes estimulos en canastos transwell (camaras de Boyden). Luego de
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lavarlas, las membranas se fijan con paraformaldehido 4 %, se montan y se visualizan en un
microscopio de campo claro Olympus asociado a una camara Nikon. A. Vehiculo. B. NO,-OA 5uM 16
h. C. LDLm 50 pg/ml 16 h. D. LDLm 50 pg/mly NO,-OA 5 uM 16 h. E. Preincubado 30 min con NO,-
OA 5 uM, seguido de LDLm 50 pg/ml por 16 h. F. PMA (forbol-12-miristato-13-acetato) 16 h. En la
figura 30G se muestran las cuantificaciones del nimero de células que migran al otro lado del
canasto, en al menos 5 campos al azar por condicién de al menos 3 experimentos independientes.
Los datos representan la Media + SEM obtenidas. Comparacion con la condicién control, *** p<0.001.

Como se menciond anteriormente, dentro de los receptores scavenger, el receptor
LRP1 juega un rol importante en la captacion de LDLag y en el desarrollo de la
placa de ateroma. Con el objetivo de estudiar si NO,-OA regula la expresion de
LRP1 en membrana plasmética, células RAW264.7 no permeabilizadas fueron
evaluadas por citometria de flujo. La figura 45A, muestra el incrementé de la
expresion de LRP1 en membrana inducido por el NO,-OA luego de 4h de
incubacion. Si bien los cambios son estadisticamente significativos, evaluamos si los
mismos también ocurrian a tiempos cortos de 5 a 30 min. Para ello, utilizando el
ensayo de biotinilacion de proteinas de superficie se pudo observar que el NO,-OA

incrementa la expresiéon en membrana del receptor de forma bifasica (45B).
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Figura 45. Estudio de la regulacién en la expresion de LRP1 en membrana plasméatica. A.
Células RAW?264.7 impermeabilizadas fueron incubadas con NO,-OA 5 uM o vehiculo, y luego
analizadas por citometria de flujo en citometro FACS Canto. B. Las células se tratan con NO,-OA a
diferentes tiempos, luego a 4 °C se las incub6 con sulfo-biotina y se procesan las muestras para el
andlisis por biotinilacién de proteinas de superficie (ver materiales y métodos). Los datos representan
la Media + SEM obtenidas de un experimento representativo de al menos 3 experimentos
independientes. Comparacion con la condicién vehiculo (A) o tiempo 0 min (B), * p<0.05, ** p<0.01,
*** n<0.001.

4.10.1 Efecto del NO,-OA sobre la regulacion génica del LRP1

Para estudiar la regulacion en los niveles de transcriptos de LRP1 ejercida por NO,-
OA, procedimos a evaluar los niveles de ARNm. La figura 46 muestra el incremento
estadisticamente significativo del ARNm para LRP1 por NO,-OA, aunque lo hace de
forma mas leve a la ejercida sobre CD36.
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Figura 46. Estudio de la regulacion ejercida por el NO,-OA en los niveles de transcriptos de
LRP1. Células RAW264.7 fueron tratadas con NO,-OA 5uM o OA 5uM. Las células se lavaron y se
levantaron en TRIzol® para su analisis por RT-gPCR. Los datos representan la Media + SEM
obtenidos de al menos 3 experimentos independientes. Comparacion con la condicién vehiculo, *
p<0.05, *** p<0.001.

Para evaluar si este leve incremento en los niveles de transcriptos se veia
acompafado por un incremento en los niveles proteicos, mediante Western blot
evaluamos la regulacion de la expresiéon proteica de LRP1 ejercida por el
nitroalqgueno. La figura 47, muestra que el nitroalgueno incremento
significativamente los niveles proteicos de LRP1 2 h posteriores al tratamiento,
retornando a los valores basales luego de las 8 h. HO-1 nuevamente se utiliz6 como
control de actividad del NO,-OA (Fig. 47B).
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Figura 47. Estudio de la regulacion ejercida por el NO,-OA en los niveles proteicos de LRP1. A.
Incremento en los niveles proteicos de LRP1 inducidos por NO,-OA en forma tiempo dependiente.
Las células RAW?264.7 fueron tratadas con NO,-OA 5 pM a diferentes tiempos. Las células se
levantan y se procesan para su analisis por Western blot. B. Cuantificaciéon de la expresién de HO-1.
Los datos representan la Media + SEM obtenidos de al menos 3 experimentos independientes.
Comparacioén con la condicion vehiculo, * p<0.05, ** p<0.01.

Debido a que el efecto en los niveles de transcripto fue relativamente débil, a que
los niveles proteicos incrementaron significativamente a tiempos cortos y
considerando que LRP1 es una proteina de alto peso molecular, nos propusimos
evaluar si este incremento estaba dado por una mayor sintesis proteica. Para lograr
dicho objetivo, las células se pre-incubaron con el inhibidor de la actividad peptidil
transferasa ribosomal (cicloheximida), para bloquear la sintesis proteica. La figura
48 muestra que cicloheximida, fue incapaz de bloquear el incremento en la
expresion proteica de LRP1 inducida por NO,-OA, sugiriendo que dicha regulacién
es independiente de la sintesis proteica. Sin embargo, como era de esperar, lo
contrario fue observado con la cinética de expresion de HO-1 por NO,-OA donde

cicloheximida inhibio la expresion proteica de HO-1 a nivel traduccional (Fig. 48B).
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Figura 48. Estudio de la participacion de la sintesis de proteinas en la regulacion de los
niveles proteicos de LRP1. A. Las células RAW?264.7 fueron pre-tratadas con cicloheximida 10 uM,
seguido de NO,-OA 5 uM a diferentes tiempos. Las células se levantan y se procesan para su
andlisis por Western blot. B. Cuantificacion de la expresion de HO-1. Los datos representan la Media
+ SEM obtenidos de al menos 3 experimentos independientes. Comparacion con la condicion
vehiculo, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

4.10.1 Participacion del proteosoma en la regulacion de los niveles

proteicos de LRP1

Debido a que el incremento en los niveles proteicos de LRP1 mostré ser
independiente de la sintesis proteica, planteamos como hipoétesis que el NO,-OA
podria estar regulando la degradacion de LRP1. La figura 49A muestra que el NO,-
OA incrementa los niveles de LRP1, y que el co-tratamiento con MG132, inhibidor
del proteasoma, tiene un efecto aditivo sobre los niveles de LRP1. Cuando
evaluamos los niveles totales de proteinas ubiquitinadas tanto el NO,-OA como el
MG132 incrementaron estos niveles (Fig. 49B), sugiriendo que el NO,-OA podria

estar involucrado en la degradacion proteica de LRP1 por via proteasomal.

En conjunto estos resultados demuestran que el NO,-OA no solo es capaz de
regular a CD36, sino que también regula la expresion de otro receptor scavenger de

gran relevancia en el desarrollo y progresion de la patologia como es LRP1. Estos
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hallazgos abren paso para futuras investigaciones tendientes a evaluar el sentido de
la modulacion de LRP1 a nivel del metabolismo de colesterol en macrofagos, como
asi también el impacto que esto pudiera tener a niveles de células musculares lisas
de la vasculatura donde LRP1 ha demostrado tener gran implicancia. En este
sentido, resultados preliminares que no han sido incluidos en esta tesis, sugieren la
co-localizacién entre los receptores CD36 y LRP1, revelado por ensayos de co-
inmunoprecipitacion y de inmunofluorescencia, la cual incrementé en presencia de
ligandos de CD36 como LDLm y NO,-OA.

A O3 Vehiculo B 420 .
e | NOz-OA ELS N
o [ L =
:E 1.0 3 Vehiculo
] ' - ! 8 = MG132
£ Fh = NO,-0A
71
—
1_
0_
Tempo(h) 0 2 4 8 0 2 4 8 Ub-proteinas
- MG132 + MG132
LRP1 [ -+ -
Actina [F w0 e T SR T - 42 kDa

Figura 49. Estudio de la participacion del proteasoma en la regulacién de los niveles proteicos
de LRP1. A. Las células RAW?264.7 fueron pre-tratadas o no con MG132 10 uM, seguido de NO,-OA
5 uM a diferentes tiempos previo a su analisis por Western blot. B. Las células fueron tratadas con
NO,-OA 5 uM, MG132 10 uM o vehiculo por 4 h. Las células se levantan y se procesan para su
analisis por Western blot. Los datos representan la Media + SEM obtenidos de al menos 3
experimentos independientes. Comparacion con la condicién vehiculo o lo indicado por las barras
superiores, * p<0.05, ** p<0.01.
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5. DISCUSION
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El infarto agudo de miocardio y los accidentes cerebrovasculares son, en su
mayoria, el resultado del desprendimiento o ruptura de la placa de ateroma que
lleva a la formacion de un trombo ocluyente. El desarrollo de la placa de ateroma
esta determinado por numerosos factores de riesgo cardiovascular (RCV) que
incluyen a la obesidad, tabaquismo, hipertension, diabetes y sedentarismo entre
otras patologias de naturaleza inflamatoria como artritis. En la aterosclerosis la
alteracion vascular es el paso inicial en el desarrollo de la patologia gatillado
principalmente por la dislipidemia y la pérdida de la funcion endotelial, la cual es
caracterizada por una menor biodisponibilidad de 6xido nitrico. En este contexto, el
sistema inmune innato representado por los monocitos de sangre periférica y los
macréfagos tisulares, es el principal protagonista de los cambios a nivel del

endotelio vascular como asi también en la intima de la pared arterial.

La activaciéon del endotelio conduce a un incremento en la permeabilidad del mismo
facilitando la extravasacion de componentes celulares y humorales del plasma como
monocitos y lipoproteinas ricas en Apo-B a la intima vascular. Estos cambios en la
composicion celular del subendotelio inducen una mayor produccion de especies
reactivas del nitrégeno (ERN) y del oxigeno (ERO) exacerbando el dafio tisular y

estimulando el proceso inflamatorio.

Este circulo vicioso de activacion celular e inflamacion en el microambiente tisular
de la intima favorece el desarrollo de la placa de ateroma. Las lipoproteinas
modificadas generadas como resultado de las condiciones oxidantes son
incorporadas por los macréfagos provenientes de los monocitos circulantes o por
macrofagos residentes a través de receptores scavenger, como CD36, LOX-1, SR-
Al y LRP1, alterando el metabolismo normal del colesterol, favoreciendo la
acumulacion de lipidos y la diferenciacion a célula espumosa. Ademas, estas
alteraciones metabolicas conllevan a una reduccién del potencial migratorio de la
célula, y una disrupcion en los mecanismos que regulan el eflujo de colesterol (82,
83, 105). Los niveles de expresion de CD36 y el desarrollo de aterosclerosis estan
relacionados tanto en estudios clinicos como en animales de experimentacion (27,
140).
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Bajo la influencia del microambiente inflamatorio los macrofagos responden
incrementando su potencial oxido-reductor e induciendo la formacion de numerosos
mediadores lipidicos. Estos mediadores sintetizados como productos de la oxidacion
del &cido araquidonico por accién enzimatica 0 no enzimatica dan lugar a las

prostaglandinas e isoprostanos con efectos deletéreos sobre la intima vascular.

Lara-Guzman y col. describieron que macroéfagos THP-1, ademas de sintetizar los
compuestos antes mencionados producen 2 potentes prostaglandinas anti-
inflamatorias sugiriendo que la célula espumosa modularia vias que pueden aliviar
la citotoxicidad y el proceso inflamatorio (141). En el mismo sentido, Bonacci y col.
demostraron que macrofagos activados con LPS e INFy sintetizan un nuevo grupo
de lipidos bioactivos conocidos como nitrolipidos o nitroalquenos (142). Estos
mediadores lipidicos son formados enddgenamente por reacciones de tipo no
enzimatica o radicalar que involucran a especies derivadas del 6xido nitrico (NO®) y

del nitrito (NO") con acidos grasos insaturados.

A diferencia de otros lipidos bioactivos conteniendo carbonilos alfa,beta-insaturados
en su estructura como HNE, o Prostaglandina J2 (PGJ2) los nitroalquenos
reaccionan de forma reversible con residuos aminoacidicos presentes en proteinas
0 con &cidos nucleicos (143). Esta reactividad es la responsable de la actividad
biolégica de los nitroalquenos la cual se traduce en modificaciones pos-
traduccionales sobre proteinas especificas como son PPARy, Keapl/Nrf2 y NF-kB
afectando la expresion de un gran numero de genes anti-inflamatorios y
citoprotectivos (17, 125, 137). Estas reacciones contribuyen al mantenimiento de la
homeostasis celular y a la adaptaciéon al estrés inflamatorio y metabdlico, como se
demuestra por los efectos benéficos de los nitroalquenos en modelos de
aterosclerosis, dafio cardiaco por isquemia/reperfusion y enfermedades asociadas a
sindrome metabdlico (144-146).

Rudolph y col. demostraron que animales ApoE KO alimentados con dieta rica en
grasa tratados con NO,-OA, desarrollaban placas mas lentamente y de menor
tamafio que los animales controles o no tratados. Esto se acompafi6 de un menor
contenido de colesterol en la placa y menor infiltrado inflamatorio (146). Otros

estudios demostraron que los nitroalquenos reducen la inflamacion vascular,
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disminuyen la produccion de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-1B y MCP-1), la
expresion de moléculas de adhesion (VCAM) en macrofagos, mediante la inhibicion
del factor de transcripcion NF-kB (147). Si bien los nitroalquenos regulan la
respuesta inflamatoria de macréfagos in vivo e in vitro, el estudio del efecto de los
nitroalquenos sobre el metabolismo de colesterol en dichas células aun no ha sido
abordado. En este contexto patoléogico de inflamacion crdonica donde el
macrofago tiene un rol central en el desarrollo de la placa de ateroma se
decidié estudiar el efecto de los nitroalquenos sobre la expresién de los

receptores scavenger.

En este trabajo demostramos que el NO,-OA regula el metabolismo de colesterol en
macrofagos a través de la modulacion del receptor scavenger CD36. El nitroalqueno
afecto, tanto la expresion del receptor como su funcion. Con respecto a la expresion
de CD36, el NO,-OA increment6 los niveles transcripcionales (Fig. 16) y proteicos
de CD36 (Fig. 13, 14,17) en macréfagos RAW264.7 y en macréfagos derivados de
médula 6sea de ratones WT (Fig. 15).

Al interpelar acerca de los mecanismos involucrados en la respuesta de CD36
encontramos que la via antioxidante Keapl/Nrf2 participé en la respuesta a NO,-
OA. En trabajos anteriores habiamos puesto en evidencia que los nitroalquenos
modifican cisteinas especificas de la proteina Keapl permitiendo la liberacion y
translocacion nuclear del factor de transcripcion Nrf2 (125). La confirmacion de la
participacion de esta via en la regulacidon de la expresion de CD36 se baso
principalmente en 2 aspectos, 1) la pérdida de la modulacion de CD36 en
macrofagos derivados de medula Osea de ratones deficientes para el factor de
transcripcion Nrf2 y 2) el perfil de expresion de CD36 y de los genes antioxidantes
HO-1 o NQO-1 activadas por la sefalizacion dependiente de Nrf2 (Fig. 19).
Resultados similares de la expresion de CD36 llevaron a diferentes autores a
plantearse el interrogante acerca de la funcién de Nrf2 en la aterosclerosis ya que
Su activacion mantiene en niveles altos la actividad antioxidante y anti-aterogénica
en los tejidos, sin embargo la estimulacion de la expresién de CD36 lo relaciona con

el desarrollo de la aterosclerosis (57).
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Ademas de investigar la regulacion por los nitroalquenos a través de la via
Keapl1/Nrf2, se estudié la participacion del receptor nuclear PPARy con diferentes
antagonistas y agonistas de su funcién. Los nitroalquenos fueron descriptos por
Schopfer y col como ligandos parciales de este receptor ya que se unen a una
cisteina critica del mismo pero no inducen un perfil de sefalizacion comparable con
la de otros ligandos de PPARy (124, 148). Esto podria explicar que en nuestro
modelo no observemos regulacion de la expresion de CD36 por los nitroalquenos
mediante esta via (Fig. 18).

CD36 es una glicoproteina de membrana (149), ampliamente expresada en diversos
tejidos, la cual media la unién e internalizacion de numerosos ligandos, tales como
trombospondina-1, AG de cadena larga , LDLm (150), fosfolipidos oxidados (151),
etc. De esta manera CD36 facilita el transporte de lipidos al interior celular los
cuales en miocitos son utilizados para el suministro energético a través de B-
oxidacion mientras que en el adipocito son solo destinados a depdésito. El trafico de
lipidos a través de la membrana celular mediado por CD36 involucra un dominio
extracelular rico en aminoacidos hidrofébicos, denominado sitio de unién a ligandos
o binding pocket (anteriormente también nos hemos referido a este sitio como
entrada 1) (29, 31). Particularmente, en su interaccion con las lipoproteinas
oxidadas, esta interaccién es mediada por los constituyentes lipidicos presentes en
la misma como fosfatidilcolina oxidada y fosfatidilserina. En éste trabajo,
demostramos que la pre-incubacién de macrofagos RAW?264.7 con NO,-OA redujo
significativamente la acumulacién de colesterol y ésteres de colesterol al ser
expuestos a LDLm (Fig. 20). De la mano con estos hallazgos, cuando los
macréfagos fueron incubados con LDLm-Dil, la incorporacion de lipidos
provenientes de estas lipoproteinas fue menor en las células que se pre-incubaron
con NO,-OA (Fig. 21). Estos resultados sugieren que el NO,-OA afecta la union e
incorporacion de las LDLm por CD36 similar a lo descripto para el antagonista de la
union de ligandos a CD36, SSO.

Estos hallazgos fueron confirmados por ensayos in vitro de tipo ELISA, en los
cuales, la presencia de NO,-OA inhibi6 la unibn de LDLm a la proteina
recombinante CD36 (Fig. 22), al igual que SSO (131). Estos resultados sugieren al
NO,-OA como un nuevo ligando de CD36 con capacidad de modular la unién e
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interaccion de otros ligandos del receptor y son consistentes con trabajos anteriores
en donde se describe que diferentes ligandos de CD36 modulan su interaccién con
las LDLm (152—-154).

Esta interaccion fue evidenciada con la inmuno-precipitacion de CD36 en los
macrofagos RAW264.7, utilizando el NO,-OA conjugado con biotina (B-NO,-OA).
Cuando las células fueron pre-incubadas con SSO dicha interaccion se vio impedida
(Fig. 21). Estos resultados fueron confirmados por ensayos in vitro donde se mostro
la interaccion del nitroalqueno con la proteina recombinante CD36 (Fig. 22), y
ademas que dicha interaccion pudo ser competida por el NO,-OA no marcado y por
OA (Fig. 23).

SSO, un agente alquilante aminoreactivo, que reacciona de forma covalente e
irreversible con la Lys164 presente en el sitio de union de ligando del receptor
CD36, blogueando la interaccion y la incorporacion de AGs y LDLm (30, 37). La
Lys164 ha sido identificada como un residuo critico no solo de la unién sino también
de la sefalizacion de CD36 por sus ligandos (75). Los ensayos de desplazamiento
mostraron que SSO, a relaciones molares relativamente bajas con respecto al
nitroalqueno, desplazé el complejo formado entre B-NO,-OA-CD36 (Fig. 25A),
revelando la reversibilidad de la reaccion del NO,-OA con CD36 y sugiriendo que
ambos ligandos podrian compartir el mismo sitio de uniéon. Cuando el complejo fue
competido con un ligando de CD36 que interacciona de forma no covalente, OA, no
se observa un desplazamiento significativo del B-NO,-OA, revelando una mayor

avidez de unién del nitroalqueno (Fig. 25B).

En la estructura de CD36 han sido identificados dos sitios de union de AG. El
principal identificado como entrada 1 o binding pocket, y un sitio secundario
denominado entrada 2, el cual representa una apertura en la superficie de CD36,
cuya accesibilidad esta regulada por la acetilacion del residuo Lys334 presente en el
mismo. Nuestros ensayos de docking y modelado molecular, revelan que el NO,-OA
interacciona en la region proxima a la Lys164 de la proteina CD36, y lo hace con
energias mas bajas que las determinadas para el OA (Tabla 1). En los complejos
encontrados con menor energia, el NO,-OA forma enlaces puente hidrogeno fuerte

con residuos del receptor (Lys166, Asn163 y Serl68) los cuales funcionarian como
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un ancla para dicho ligando (Fig. 30). En estos complejos, la Lys164 se encuentra
libre con capacidad de moverse y encontrar el carbono B del nitroalqueno, pudiendo
iniciar una reaccion de adicion de Michael. Esta reaccion podria ser el principal
mediador de la unién del &cido nitro oleico a CD36. La interaccion del NO,-OA con

CD36, podria a la vez competir y limitar el acceso de otros AG al receptor.

Aunque el receptor CD36 carece de dominios de sefializacion intracelular en su
estructura es reconocido por inducir la activacion de vias de sefializacion
intracelular. En general, la cascada de sefalizacion asociada a CD36 inicia con la
fosforilacion de una proteina de la familia de las Src, como Fyn o Lyn, y su
continuidad cascada abajo va a depender del ligando y el tipo celular donde ocurra.
En éste trabajo, no solo demostramos que el NO,-OA se comporta como un ligando
de CD36, sino que también induce la fosforilacion de Src en macréfagos RAW264.7,
la cual fue inhibida cuando las células fueron pre-tratadas con SSO, sugiriendo que
esta activacion de Src es a través de CD36 y que involucraria la interaccidon con la
Lys164 (Fig. 32). El NO,-OA también fosforil6 a AMPK y ERK pero a diferencia de
Src esta fosforilacién seria por un mecanismo independiente de CD36 y de la
inhibicion con SSO (Fig. 33). Esta diversidad en la sefializacién inducida por los
nitroalquenos y otros ligandos de CD36 podria ser responsable de diferentes
respuestas bioldgicas que comprometen el metabolismo lipidico en macréfagos (75,
154). Cuando estudiamos la sefializacion inducida por NO,-OA en células
musculares (mioblastos L6), observamos que el NO,-OA induce la fosforilacion de
ERK, a través de una via sensible a SSO y por lo tanto dependiente de CD36 (Fig.
34). Esta dependencia de CD36 se confirmd con el uso del inhibidor de Src, PP1, el
cual inhibi6 de manera significativa la fosforilacion de ERK. Estos resultados indican
gue el NO,-OA es un nuevo ligando de CD36, que induce la fosforilacién de Src en
macrofagos y que a diferencia de otros ligandos de CD36 como AGCL presenta un

perfil de fosforilacion diferencial en macréfagos.

Hasta aqui, nuestros resultados identifican al NO,-OA como un nuevo ligando de
CD36, que compite la interaccién de dicho receptor con otros ligandos como las
LDLm reduciendo su incorporacién en macréfagos y gatillando sefializacién a través
de CD36. Por otro lado, NO,-OA también regulo la expresion de CD36 en

macrofagos por un mecanismo dependiente de la via Keapl/Nrf2 e independiente
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de PPARy. De esta manera el NO,-OA prevendria la diferenciacion a célula
espumosa mediante la reduccién en la unién de las LDLm a CD36, la incorporacion

de las mismas y la consecuente acumulacion celular de lipidos.

En el microambiente inflamatorio caracteristico de la intima arterial de la
aterosclerosis los macrofagos incorporan de manera excesiva LDLm al punto de
superar los mecanismos naturales de eliminacién de colesterol conduciendo a la
diferenciacion a célula espumosa (25). Estas células estimulan el reclutamiento de
mas células inflamatorias, produciendo altas cantidades de ERO y ERN, llevando a
un circulo de retroalimentacion positiva. Una vez que se ha alcanzado éste punto el
proceso es dificilmente reversible, por lo tanto, la busqueda de mecanismos que
puedan inducir la regresion de la placa esta continuamente en estudio. Dentro de
estos posibles mecanismos de regresion de la placa encontramos la induccion de la
migracion de macréfagos. Este mecanismo es de gran consideracion ya que
favoreceria la emigracion del macréfago de la placa bloqueando asi el circulo
vicioso que retroalimenta el proceso inflamatorio (96). En esta tesis demostramos
gue el NO,-OA, induce la migraciéon de macrofagos (Fig. 44) y que dicha induccion

se ve alterada en presencia de LDLm.

Otro blanco importante en la regresion de la placa de ateroma, es la reduccion de la
acumulaciéon de lipidos intracelulares mediante la induccion de mecanismos de
eflujo de colesterol. Se conoce que la acumulacién excesiva de LDLm conduce al
bloqueo de la autofagia como mecanismos de eliminacion de los depdsitos lipidicos
en macrofagos (107, 108). En los macrofagos cargados por 24 h con LDLm el
tratamiento con NO,-OA disminuy6 el contenido de lipidos intracelulares (Fig. 38).
Estos resultados correlacionaron con ensayos donde se demostré que el NO,-OA
indujo una mayor liberacion de colesterol libre al sobrenadante de macréfagos

cargados, con respecto al control (Fig. 40).

La autofagia es un mecanismo que mantiene la homeostasis celular mediante la
eliminacion de organelas envejecidas y proteinas oxidadas, dafiadas o mal plegadas
en la célula. Este mecanismo consta de la formacion de una autofagosoma de doble
membrana que engloba el contenido a ser degradado el cual se fusiona con el

lisosoma (autolisosoma) para su degradacion final por las enzimas hidroliticas (103,
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115). La proteina LC3 juega un rol muy importante en el proceso de formacion del
autofagosoma, la cual se lipida para formar parte de la membrana del mismo. Una
vez lipidada, LC3 cambia su movilidad electroforética denominandose LC3 Il. Es por
ello, que las proteinas LC3 | y LC3 Il se utilizan como marcadores del flujo de
autofagia, en caso de que el flujo celular sea rapido, como en macrofagos, una
acumulacion de LC3 Il estaria asociada a una reduccion en el flujo autofagico por
acumulacion de autofagosomas en la célula. Este caso, también se correlaciona con
una acumulacion de la proteina p62, la cual forma parte del autofagosoma y es
degradada unicamente en el ciclo autofagico (115). En el presente trabajo se
demostré que el tratamiento de macrofagos con LDLm por 24 h induce acumulacion
de LC3 Il y p62, como ha sido descrito previamente (107), y que dicha acumulacion
se ve reducida cuando las células son tratadas con NO,-OA por 4 h (Fig. 41). Esto
indica que el NO,-OA restauraria el flujo autofagico y podria ser responsable de la
mayor liberacion de colesterol en los macréfagos. Es importante destacar que
también se evaluaron los cambios en la expresion de los canales de eflujo de
colesterol ABCA1 y ABCG1 los cuales no mostraron cambios significativos en
macrofagos cargados con LDLm y tratados con el nitroalqueno (informacion no

mostrada en este trabajo de tesis).

Ademéas de reducir el contenido de colesterol, el NO,-OA también reduce
significativamente los niveles de especies reactivas del oxigeno y de citocinas pro-
inflamatoria, como la IL-6. Estos efectos probablemente asociados a sus acciones

antes descriptas sobre Nrf2 y NF-kB.

Por otro lado, LRP1, quien ha sido foco de investigacién por muchos afios en
nuestro grupo de trabajo, es otro receptor de tipo scavenger de gran importancia en
la formacién de la célula espumosa y la regulaciéon de la inflamacién vascular. LRP1
presenta una amplia promiscuidad de ligandos, dentro de los cuales encontramos a
las lipoproteinas agregadas (LDLag). LRP1 es necesario para su incorporacion por
macrofagos y por células musculares lisas de vasculatura (VSMCs) (92, 93).
Resultados de esta tesis, demuestran que el NO,-OA también regula los niveles de
LRP1 en membrana (Fig. 45), incrementando rapidamente los niveles proteicos (2 h
post-tratamiento) en células RAW 264.7 (Fig. 47). El incremento en los niveles de

proteina mediado por NO,-OA fue independiente de la sintesis, lo cual fue revelado
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por ensayos utilizando cicloheximida (Fig. 48). De esta forma, el NO,-OA estaria
involucrado en los mecanismos de degradacion de proteinas debido a sus efectos
aditivos con el inhibidor de proteasoma MG132 y al incremento causado en los
niveles totales de proteinas ubiquitinadas (Fig. 49).

Potencial impacto del NO,-OA en el desarrollo de la aterosclerosis

En conclusion, en este trabajo de tesis se describio el importante rol del NO,-OA en
la regulacion del metabolismo de lipidos en macréfagos y su potencial impacto en la
formacion de la célula espumosa. El nitroalgueno mostré un efecto dual sobre el
funcionalismo de CD36, por un lado induciendo la expresién génica y la sintesis de
CD36 mientras que el mismo une al receptor compitiendo la unién de las LDLm, la
incorporacion y acumulacion de lipidos en macréfagos. Esto se explica por su
capacidad de comportarse como ligando de CD36, interaccionando con residuos
criticos (Lys164), para el reconocimiento de ligandos. Su efecto no solo se vio
limitado al receptor CD36, sino que también mostré regular la expresion del receptor
LRP1 por un mecanismo independiente de la sintesis de proteinas.

Estos hallazgos demuestran que los nitroalquenos reducen la incorporacion de
LDLm e incrementar el eflujo de colesterol en los macréfagos sumado a una
reduccién en el estado inflamatorio y el estrés oxidativo en los mismos, de esta
forma confirmando el efecto anti-aterogénico demostrado previamente por Rudoph y
col. y Rodriguez y col. (22, 155).
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Célula espumosa

Fig. 50. Representacion grafica de los resultados mas relevantes obtenidos en el presente
trabajo de tesis. En condiciones fisiopatolégicas de la aterosclerosis la inflamacion y produccién de
ERO de la intima arterial favorece la modificacion de las LDL. Las LDLm son reconocidas e
incorporadas via CD36. En presencia del NO,-OA la unién de las LDLm a CD36 se ve limitada, al
igual que su subsecuente incorporacién a pesar de la inducciéon que ejerce el nitroalquenos en la
expresion de CD36 a través de la via Keapl/Nrf2. Por otro lado, una vez que la acumulacion de
lipidos ha tenido lugar y los macréfagos se han diferenciado a células espumosas, el NO,-OA
favorece la liberacion de éstos acumulos lipidicos mediante un mecanismo aparentemente
dependiente de autofagia y de la activacién de AMPK. Por ultimo, el nitroalqueno también favorece la
migracion de macréfagos expuestos a LDLm.
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