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Nombre sistematico Nombre trivial
abreviada
Acido dodecanoico Acido laurico 12:0
Acido tetradecanoico Acido miristico 14:0
Acido pentadecanoico Acido pentadecilico 15:0
Acido hexadecanoico Acido palmitico 16:0
Acido cis-6-hexadecenoico Acido sapiénico 16:1n-10
Acido cis-7-hexadecenoico Acido hipogeico 16:1n-9
Acido cis-9-hexadecenoico Acido palmitico 16:1n-7
Acido heptadecanoico Acido margarico 17:0
Acido octadecanoico Acido estedrico 18:0
Acido cis-9-ocadecenoico Acido oleico 18:1n-9
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Acido cis-9,12,15-octadecatrienoico Acido a-linolénico 18:3n-3
Acido eicosanoico Acido araquidico 20:0
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Capitulo I. Introduccién _

1. SISTEMA INMUNE

El sistema inmune se clasifica en dos tipos dependiendo de la rapidez y la
especificidad de la reaccidn: sistema inmune innato y sistema inmune adaptativo. El
primero se caracteriza por una respuesta rapida y no especifica, mientras que el sistema
adaptativo es preciso y con memoria, pero necesita dias o semanas para desarrollarse.
Aunque se haga una separacion y diferenciacién de los dos sistemas, ambos tienen que

funcionar conjuntamente para resolver el proceso inflamatorio.

El sistema innato da respuesta a dafios locales o a patégenos mediante barreras
fisicas, quimicas (citoquinas, proteinas del plasma y complemento) y microbiolégicas
como células fagociticas (neutrdfilos, monocitos y macréfagos), células que liberan
mediadores inflamatorios (baséfilos, mastocitos y eosindfilos), células NK (natural killer)

y células dendriticas (1,2) (Figura 1).

Las respuestas del sistema adaptativo implican la proliferacién de células B y
células T tras su activacién como respuesta a la presentacion de antigeno por parte de
las llamadas células presentadoras de antigeno (en inglés, APC) (Figura 1). Las células T
activan a las células B y macréfagos y actian matando células infectadas por virus,
mientras que las células B secretan los anticuerpos especificos encargados de eliminar

los patdgenos extracelulares (2,3).

Las células APC, en concreto los macrdofagos y las células dendriticas, tienen un
papel importante en la unién entre el sistema innato y el adaptativo ya que son los
encargados de la presentacién de antigeno a linfocitos T a través del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). Por tanto, las APC son capaces de iniciar, estimular y

polarizar la respuesta del sistema inmune adaptativo para combatir a los patégenos (4).

Para ello, las células detectan patrones moleculares asociados a patégenos
expresados en los microorganismos a través de receptores de reconocimiento de
patrones (PRR). Al activarse los PRR comienza una cascada de seiializacién intracelular

gue conlleva, en ultima instancia, la liberacion de citoquinas y otros mediadores que
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promueven la resolucién del problema y la activacidn y polarizacion del sistema inmune

adaptativo (5).

Inmunidad
Innata

Inmunidad
Adaptativa

Ceélula dendritica Mastocito

Macrofago

CélulaT

& 8
- @0

CeIuIaT Celula

Célula NKT

Granulocitos

&

Figura 1. Clasificacion del sistema inmune. Células representativas de la inmunidad innata y adaptativa.
Adaptado de Dranoff (6).

1.1. CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (DCs, por sus siglas en inglés), llamadas asi por sus
proyecciones en forma de dendritas, son responsables de la iniciacién de las respuestas
inmunitarias adaptativas y funcionan como “centinelas” del sistema inmunitario. En
1973 fueron identificadas por primera vez por Steinman y Cohn gracias a su morfologia

caracteristica y a su capacidad de activar linfocitos T virgenes (7).
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1.1.2. Poblaciones de células dendriticas

Las células dendriticas son una poblaciéon muy heterogénea clasificada en
diferentes subconjuntos. Esta clasificacion se basa en un conjunto de caracteristicas
como el fenotipo, la firma genética clave, incluyendo factores de transcripcién criticos,
TLRs y otras moléculas funcionalmente relevantes incluyendo quimioquinas y
receptores de lectina de tipo C y ontogenia (8,9). Actualmente se pueden clasificar en
tres grandes grupos: steady-state DCs, células dendriticas inflamatorias y células de

Langerhans (Figura 2).

A su vez, las steady-state DCs se pueden clasificar en células dendriticas
convencionales (cDCs) y células dendriticas plasmacitoides (pDCs). Estas células se
identifican por la falta de expresién de marcadores de células T, células B, células NK,
una alta expresion de MHC Il y la falta de marcadores de monocitos (9). Su diferenciacién

depende de la citoquina FIt3L (10).

)

Poblaciones de células
dendriticas (DCs)

}
et

1

“steady-state” DCs DCs inflamatorias Células de Langerhans

N~

R
)’

pDC cDC2 cDC1

(
(
(

Figura 2. Clasificacion simplificada de las poblaciones de células dendriticas
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Las células dendriticas convencionales (cDC) se clasifican en dos poblaciones:
cDC1 y cDC2 (Figura 2). Las células convencionales DC1 se caracterizan por la expresion
de un receptor de lectina tipo C Clec9 y el receptor de quimioquinas XCR1 mientras que
las convencionales DC2 expresan la proteina reguladora de sefial a (SIRPa) (11). Las cDC1
se conocen generalmente como células que realizan la presentacién cruzada de
antigenos de células muertas mejorando la respuesta inmune antitumoral en modelos
de ratdn. Sin embargo, en humanos sigue en controversia su rol en la presentacién
cruzada. Estas células juegan un papel critico en la induccién de la inmunidad durante
infecciones bacterianas o virales, para combatir la tumorigénesis y alérgenos. Por otro
lado, las cDC2 son la mayor poblacién de DC presentes en diferentes tejidos y érganos
humanos. Expresan gran variedad de TLRs y son capaces de responder a un gran niumero
de sefiales de dafio desde nucledtidos hasta polisacdridos. También expresan altos
niveles de NLRPs y otras moléculas asociadas a la sefalizacién inflamatoria (12). Estas
células se encuentran distribuidas en la regién de las células B en los nodos linfaticos y
estan asociadas a la presentacién de antigenos a células T CD4*. También son conocidas
como fuertes inductoras de la respuesta inmune Th17 y de células T reguladoras en el

intestino y timo.

La tercera y Uultima poblacién de las DC steady-state son las células
plasmacitoides caracterizadas por su habilidad de producir grandes cantidades de IFN
de tipo | después de su activacién con DNA metilado o con virus (13). Se ha relacionado
a este tipo celular con varias enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso y
la psoriasis al estar produciendo grandes cantidades de IFN-I al activarse por

reconocimiento de nucleétidos propios (14,15).

Otro grupo de células dendriticas son las células de Lagerhans (LCs) (Figura 2).
Las LCs poseen un fenotipo de célula dendritica pero origen embrionario y capacidad de
autoproliferacion (16). Estas células se restringen especificamente a la epidermis y estan
conservadas en todas las especies reportadas (17), poseen una morfologia velada tipica
con largas dendritas y se caracterizan por la presencia de granulos de Birbeck y la
expresion de langerina o CD207 (18). Las LCs tienen la capacidad de migrar a los nodos

linfaticos para iniciar la respuesta inmune contra toxinas microbianas (19). Se ha
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relacionado a estas células con la dermatitis atdpica al promover el desarrollo de

poblaciones de células T proalérgicas (20).

Finalmente, la ultima poblacion esta constituida por las células inflamatorias o
células derivadas de monocitos (moDCs) (Figura 2), que aparecen con la diferenciaciéon
de los monocitos clasicos CD14*y no clasicos CD16* ante una respuesta inflamatoria (21)

y que se trataran en el apartado siguiente.

1.1.3. Células dendriticas derivadas de monocitos (moDCs)

Como ya se ha mencionado, las moDCs se diferencian a partir de monocitos
debido a citoquinas y quimioquinas presentes en el ambiente inflamatorio tras una
infeccién (21). La primera evidencia vino del trabajo de Sallusto y Lanzavecchia, que
generaron DCs a partir de monocitos humanos de sangre (22). Estas células expresan
altos niveles de MHC-II, diferentes moléculas de coestimulacion y CD11c. Se pueden
encontrar en cualquier tejido expuesto a una infeccién y son capaces de migrar a los
nodos linfaticos a través de CCR2, presentar antigenos a las células T y dar lugar a una

respuesta inmune.

Las moDCs humanas se caracterizan por la falta de expresion de marcadores
especificos de linaje, altos niveles de HLA-DR, CD11c y otros marcadores de superficie
como CD1a, CD14, BDCAL. Se ha visto que estas células generadas in vitro, diferenciadas
usando citoquinas como GM-CSF e IL-4, poseen un perfil transcriptdmico similar a las
moDCs in vivo (23). Numerosos estudios ex vivo e in vivo han demostrado que las moDCs
son capaces de presentar antigenos a células T CD4* (24-27). Las moDCs también
pueden presentar antigenos exdgenos a células T CD8* en un proceso conocido como
presentacion cruzada. Se ha observado que las moDCs purificadas que han capturado
antigenos in vivo pueden presentarlos ex vivo via presentacion cruzada a las células T
CD8*(28-31). En cuanto a los mecanismos intracelulares implicados, las moDCs utilizan
tanto la via citosdlica como la vacuolar para la presentacidn cruzada, a diferencia de las

DCs residentes que utilizan principalmente la via citosdlica (28).
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Las moDCs se han descrito en varias situaciones patoldgicas inflamatorias:
dermatitis atdpica, psoriasis, artritis reumatoide, aterosclerosis y ascitis tumoral (23,32

35).

1.2. PRESENTACION DE ANTIGENO

Las células dendriticas son consideradas las células profesionales de
presentacion de antigeno (APC) por excelencia y juegan un papel importante en la unién

entre el sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo (1,9).

Los péptidos extracelulares son presentados por las APCs después de su
internalizacién, procesamiento y carga en las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en ingles) de clase Il que se encuentran en la
membrana celular con el fin de activar a las células T CD4*. Por otra parte, los antigenos
intracelulares como bacterias, pardsitos, virus o antigenos tumorales, después de una
protedlisis citoplasmatica, los péptidos resultantes son cargados a las moléculas de MHC
de clase | en el reticulo endoplasmatico (ER) que posteriormente seran transportados a
la membrana plasmatica para la presentacion a células T CD8* (36,37). Existe un tercer
proceso de presentacién de antigenos conocido con el término presentacién cruzada
por el cual, antigenos exdgenos se presentan via MHC de clase | para el inicio de

respuestas de células T CD8* (38,39).

1.2.1. Presentacion clasica via MHC-I

Todas las células nucleadas expresan moléculas MHC de clase | y presentan
fragmentos proteicos de origen citosdlico y/o nuclear en la superficie celular. Las
moléculas de MHC-I se expresan en casi todas las células nucleadas. Los genes que
codifican a dichas moléculas son tres en ratén (H2-D, H2-K'y H2-L) y otros tres diferentes

en humanos (HLA-A, HLA-B y HLA-C) (40).
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La presentacién via MHC-l o presentacion directa se refiere al proceso por el cual
los péptidos antigénicos que se generan dentro del citosol por el proteasoma, se
translocan al ER y se cargan a las moléculas de MHC de clase | para su posterior
presentacion a los linfocitos T CD8* en la superficie celular (36,37) (Figura 3). El
proteasoma es responsable de la mayoria de los procesos no lisosomales de degradacién
de proteinas intracelulares y su actividad catalitica es la responsable de la generacién de
la mayoria de los péptidos presentados por MHC-I (41,42). Después de la protedlisis
citosdlica, los péptidos se reclutan en el ER por el transportador asociado con el
procesamiento de antigenos (TAP), que esta constituido por dos subunidades: TAP1 y
TAP2 (42) (Figura 3). En el ER, la molécula de MHC-I se ensambla junto a la llamada B;-
microglobulina (B2m) (43). La unidn con el péptido logra la estabilizacién de MHC clase |
debido a su insercién en el surco de union de péptidos, que acomoda péptidos de 8—9
aminodcidos. Cuando el MHC-I no tiene péptidos unidos que lo estabilicen, se une, junto
con TAP, a las proteinas ERp57, tapasina y calnexina-calreticulina que constituyen el
complejo PLC (del inglés peptide-loading complex) (43,44). La funcién del complejo PLC
es la translocacion de los antigenos proteolizados hacia el ER, asi como su carga en las
moléculas de MHC de clase I. La ultima proteina del ER asociada al procesamiento de los
péptidos es la aminopeptidasa del ER asociada al procesamiento de antigeno, ERAAP en
ratén y ERAP-1 en humano. Esta proteina se encargara de cortar los péptidos de mas
de 8-11 residuos de aminodcidos que provienen de TAP ya que una longitud mayor no

es compatible con la molécula de MHC-I (45,46).

Cuando los péptidos se unen al MHC-I, las chaperonas se liberan y el complejo
péptido-MHC-I deja el ER y se transloca hacia la superficie celular para su posterior
presentacion (36,37) (Figura 3). Por el contrario, los péptidos que no logran asociarse
con el MHC-I en el ER regresan al citosol para su degradacién (47) y las moléculas de
MHC-I serdn o bien degradadas en el citosol por el proteasoma (48) o recicladas por un
mecanismo dependiente de la glucoproteina tranferasa-1 de UDP-glucosa (UGT1) que
permite que la molécula de MHC-I pueda acceder de nuevo al complejo PLC para cargar

nuevos péptidos via tapasina (49,50).
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1.2.2. Presentacion clasica via MHC-IT

A diferencia de MHC-I, la molécula de MHC-II se expresa constitutivamente en
células dendriticas, macréfagos y linfocitos B; y bajo condiciones inflamatorias se
expresa en ciertos tipos de células endoteliales y epiteliales. Los genes que codifican
esta proteina en humanos son tres genes polimérficos (HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR) y en
ratones dos (I-Ay I-E) (50). Las moléculas de MHC-l y MHC-II tienen muchas similitudes,
pero una de sus mayores diferencias es el hueco de unién del péptido ya que en las
moléculas de MHC-II esta abierto permitiendo la unién de péptidos largos entre 10-30

residuos.

La sintesis y formacién de MHC-Il se realiza en el ER, donde dos cadenas
transmembrana, ay B, se unen y se asocian con la proteina de cadena invariante (li) que
actua como un pseudopéptido para la estabilizacién y restricciéon del MHC-II (50) (Figura
3). La movilizaciéon del complejo li-MHC-II al compartimento endosomal tardio
denominado compartimento de MHC-Il (MIIC) todavia no estd determinado si seria a
través del aparato de Golgi o a través de superficie celular (51,52). Posteriormente,
proteasas llamadas catepsinas digieren li dejando un fragmento residual de 24
aminodcidos llamado CLIP (del inglés Class ll-associated Invariant chain Peptide) en el
surco de unién a péptidos del MHC-Il. En el mismo compartimento, los antigenos
extracelulares son degradados y, por ultimo, el péptido se une a la molécula MHC-II. En
el MIIC, las moléculas MHC de clase Il requieren el factor de intercambio de péptidos
HLA-DM (H2DM en ratones) que cataliza el intercambio del CLIP por un péptido

especifico derivado de una proteina degradada en la via endosomal (53) (Figura 3).

Una vez que se estabiliza el complejo MHC-Il-péptido, se transporta a la
membrana plasmatica donde se dara lugar la presentacién de antigeno a linfocitos T

CD4* que se activan y dan lugar a la cascada inmunoldgica.
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Figura 3. Las vias basicas de presentacion de antigenos del MHC-1 y MHC-II. (A) La presentacién de
antigeno por moléculas MHC-I. Primero, los antigenos son degradados por el proteasoma, se translocan
a través de TAP al ER y se carga en las moléculas de MHC- |. Los complejos péptido-MHC-I son liberados
del ER y transportados a través del aparato de Golgi a la membrana plasmatica para la presentacién de
antigenos a células T CD8*. (B) MHC-II se forma por el ensamblaje de las cadenas ay B en el ER y forman
un complejo con la cadena invariante (li). El heterotrimero li-MHC-II se transporta hasta el MIIC. Las
proteinas endocitadas y la li son degradadas por las proteasas residentes en el MIIC. El fragmento de li,
CLIP, permanece en el surco de unién al péptido de MHC-Il y se intercambia por un péptido antigénico
con la ayuda de HLA-DM. Los complejos péptidos-MHC-II son transportados a la membrana plasmatica
para presentar péptidos antigénicos a células T CD4*. B2m: B2-microglobulina; ERAD: proteina de
degradacion asociada al ER; TCR: receptor de células T; APC: célula presentadora de antigeno. Adaptado
de Neefjes J et al (36).

1.2.3. Presentacion cruzada

Una de las rutas “no clasicas” de procesamiento y presentacion de antigeno es
la conocida como presentacién cruzada (38,39). Las células dendriticas son consideradas
el tipo celular mas eficiente en cuanto a presentacién cruzada de antigeno, pero dicha
capacidad puede variar entre los diferentes subconjuntos de DCs. En cuanto a las
moDCs, son muy eficientes en condiciones inflamatorias, sin embargo, el mecanismo

subyacente parece diferir de las cDCs (28,54).
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Actualmente se han descrito dos vias de presentacién de antigeno conocidas
como ruta “vacuolar” y ruta “citosdlica” (39) (Figura 4). La ruta “citosélica” es sensible a
inhibidores del proteasoma, lo que sugiere que las proteina endocitadas o fagocitadas
tienen que llegar al citosol donde son degradadas por el proteasoma (55). Por otro lado,
la ruta “vacuolar”, es resistente a inhibidores del proteasoma pero sensible a inhibidores
de proteasas del lisosoma lo que sugiere que tanto el procesamiento como la carga del
antigeno ocurre en compartimentos endociticos (56). Cémo contribuyen ambas rutas a
la presentacién cruzada de antigeno todavia no se ha determinado, pero si parece tener

un papel mas importante la ruta citosdlica para la presentacidn cruzada in vivo (56-58).

En la ruta citosdlica, los péptidos generados por el proteasoma pueden ser
transporatados al ER mediante TAP1 y TAP2 para posteriormente anclarse a las
moléculas de MHC-I (Figura 4). Sin embargo, no hay evidencia directa de que la carga de
péptidos en MHC-I se produce en el ER. El reclutamiento de TAP y de las moléculas de
MHC-1 a fagosomas y endosomas sugiere que la carga de péptidos podria ocurrir
también en compartimentos endociticos (59,60). Ademas, los polipéptidos generados
por el proteasoma necesitan ser cortados por peptidasas amino-terminales para ser
cargados en las moléculas de MHC-I. Se ha demostrado que las peptidasas involucradas
en este proceso de la presentacidn cruzada son la aminopeptidasa asociada a ER 1

(ERAP1) y la aminopeptidasa sensible a la insulina endosomal (IRAP) (61,62).

Para iniciar la presentacion cruzada las DCs internalizan antigenos extracelulares
a partir de diferentes mecanismos: fagocitosis, endocitosis y macropinocitosis. La
degradacion del antigeno ocurre en un proceso con muchas etapas y, dependiendo de
la naturaleza de antigeno, el mecanismo de internalizaciéon y la ruta (vacuolar o
citosdlica) puede darse lugar en endo/fagosomas o en el ER. Una de las caracteristicas
principales de los compartimentos fagociticos en las DCs es su baja capacidad
degradativa tanto in vivo como in vitro debido a una baja actividad de sus proteasas en
comparacion con otras células fagociticas como los macrdéfagos (63). Por lo tanto, se ha
asociado una menor degradacién de los antigenos con una mayor presentacion cruzada
(63,64), de tal manera que antigenos como la ovoalbumina, que son internalizados por
el receptor de manosa, se dirigen a los endosomas tempranos, lo que favorece la

presentacion cruzada (65).
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Esta disminucion de la protedlisis en DCs se debe, principalmente, a unos
menores niveles de proteasas lisosomales en los endosomas y fagosomas y a una menor
actividad de dichas proteasas debido a un pH alto en eso compartimentos (alrededor de
7.5). El pH de los endo/lisosomas se regula a través de dos sistemas: bomba de protones
vacuolar dependiente de ATP (v-ATPasa) que regula los niveles de H*, y NADPH oxidasa
2 (NOX2) que consumiria los protones para la produccién de ROS disminuyendo la
acidificacion. En un estado basal, las DCs poseen una menor actividad de la v-ATPasa
comparando con los macréfagos y una mayor actividad de NOX2 (63,66,67). NOX2
también regula el pH fagosomal en moDCs, ya que pacientes con enfermedad
granulomatosa crénica (causada por un defecto genético en NOX2) tienen un aumento
de la acidificacion fagosomal que conlleva a la alteracién de la presentacion cruzada de

antigeno (66).

Sin embargo, las DCs también presentan antigenos exdgenos a linfocitos T CD4*
via MHC-II en un proceso que requiere, a diferencia de la presentacion cruzada, una
mayor degradacion de antigeno. ¢ COmo las DCs son capaces de diferenciar ambas rutas?
Todos los estudios sugieren que toma una ruta u otra de presentacion en funcidn de los
compartimentos intracelulares a los que llega el antigeno dependiendo del receptor de
membrana involucrado en el proceso (65). Por ejemplo, una internalizacién via
receptores de manosa que conlleva una carga del antigeno en endosomas tempranos
da lugar a una buena presentacién cruzada, mientras que, una internalizacién via

macropinocitosis hacia endosomas tardios daria lugar a una presentacion via MHC-II.

En la via citosdlica, los antigenos se exportan al citosol desde compartimentos
endociticos después de ser internalizados, pero el mecanismo por el cual ocurre esto no
estd bien caracterizado (68—70). Muchos estudios indican que la maquinaria para la
retrotranslocacion de proteinas mal plegadas desde el ER hasta el citosol (ERAD) junto
con las proteinas Sec61 y p97 son necesarias para la exportacidén de antigenos al citosol,
asi como para la presentacién cruzada de antigeno (71). La proteina Hdr1, una ubiquitina
ligasa de ER, también se ha propuesto como candidata para el transporte de antigenos
al citosol, ya que su silenciamiento mediante siRNA altera tanto de la translocacién del
antigeno como de la presentacion cruzada (72). Trabajos recientes también involucran

a la proteina de choque térmico 90 (HSP90) en la presentacion cruzada de antigeno (73).
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HSP90 se une al complejo ERAD en el lado citosdlico del ER, y las proteina internalizadas,
que necesitan desplegarse antes de su translocacién al citosol, se repliegan en el citosol

con la ayuda de HSP90 (74,75).

También se han sugerido mecanismos alternativos como la disrupcién de la
membrana de los endosomas debido a la peroxidaciéon de los lipidos permitiendo la
salida de antigenos al citosol (76,77) o el enriquecimiento de esas membranas de
esfingomielina durante la formacién de gotas lipidicas facilitando también la ruptura de

la membrana (78,79).

Una vez que los antigenos alcanzan el citosol son degradados por el proteasoma
o el inmunoproteasoma (59,80,81) y después son transportados hacia el organulo de
presentacion cruzada (Figura 4). Si los antigenos proteolizados son procesados vy
cargados en el MHC-I dentro del ER, del fagosoma o de otros compartimentos
endociticos todavia estd en estudio. Sin embargo, independientemente del sitio de
proceso y carga del antigeno, los péptidos son transportados hacia el orgdnulo de la

presentacion cruzada.
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Figura 4. Rutas intracelulares para la presentacion cruzada de antigeno en células dendriticas. Después
de la fagocitosis exdgena los antigenos pueden exportarse al citosol, donde son procesados por el
proteasoma. Los antigenos procesados pueden luego cargarse en moléculas del MHC-I en el reticulo
endoplasmico (ER) (via citosdlica con carga de ER) o regresar al fagosoma para ser cargado en moléculas
del MHC-I (via citosélica con carga fagosémica). La proteina SEC22B, que se localiza en el compartimento
intermedio ER-Golgi (ERGIC) media el reclutamiento de un subconjunto de componentes del ER, incluido
el transportador asociado con el antigeno procesamiento (TAP), a los fagosomas. Alternativamente, los
antigenos exdgenos pueden degradarse en el fagosoma, donde luego los péptidos generados se cargan
en moléculas del MHC-I (via vacuolar). Adaptada de Joffre OP et al (39).

1.2.4. Presentacion cruzada en la inmunidad y el cancer

La presentacion de antigeno ha estado implicada en las respuestas inmunes
contra diferentes y multiples patégenos. Sin embargo, durante las infecciones, las
células T CD8"* pueden activarse tanto por presentacién cruzada como por presentacion

cldsica directa via MHC-I cuando las propias DC estdn infectadas (39,82). Las
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contribuciones de estas dos vias de activacién de células T CD8+ depende en gran

medida del tipo de antigeno.

Varios estudios han sugerido la relevancia de la presentacion cruzada de
antigeno en el control de infecciones virales, bacterianas o parasitarias (83—-85). Por otro
lado, en un ambiente aterosclerdtico, los linfocitos T CD8* citotdxicos representan hasta
el 50 % de los leucocitos en las placas humanas avanzadas y dominan las respuestas
inmunitarias tempranas en las lesiones de los ratones, pero su papel en la aterosclerosis
sigue sin resolverse (86—89). Los marcadores de presentacién cruzada se
correlacionaron con un fenotipo de mayor carga e inestabilidad de la placa lo que apunta
a un papel potencial para la presentacion cruzada en la progresién y desestabilizacién
de la placa en aterosclerosis humana y de ratéon (87). Sin embargo, la inactivacién
completa del gen CD8 en ratones ApoE”" susceptibles a la aterosclerosis, lo que
presumiblemente afecta tanto a la CD8a* DC como a la funcién de las células T CD8*, no
condujo a la reduccidn esperada de la aterosclerosis (87). Otros datos sugieren un rol
protector de las células T citotdxicas en la aterosclerosis ya que la disminucién de células
T CD8* debido a una deficiencia en el MHC-I por la interrupcién del gen de la fom
mostraron un aumento de la aterosclerosis en un 150 % (88). Ban-hock et al. muestran
gue la eliminacidn de las células T CD8* usando anticuerpos monoclonales contra CD8a

o CD8B en ratones ApoE” mejora la aterosclerosis (86).

Por otro lado, el papel de la presentacion cruzada en la inmunidad antitumoral
esta poco esclarecida, aunque en los ultimos afios muchos estudios destacan la
relevancia de este mecanismo (90-95). Células deficientes en WDFY4, una proteina que
se cree que participa durante la presentacién cruzada, no daba lugar a respuestas
inmunitarias de células T CD8* lo que conlleva al descontrol del crecimiento tumoral
(96). Un defecto de CD8* DC compromete gravemente a las respuestas de las células T
CD8* a tumores inmunogénicos lo que demuestra que la presentacién cruzada tiene un
papel importante en respuestas inmunes antitumorales (92,94). En resumen, la
presentacidon cruzada parece jugar un papel critico no solo por provocar respuestas

citotoxicas CD8* sino también regulando el resultado de terapias antiinmunes.
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2. GOTAS LIPIDICAS

Las gotas lipidicas o Lipid Droplets (LDs) son organulos que se pueden encontrar
en la mayoria de las células eucariotas, aunque su tamafio puede variar desde 0.1 a 5
pum en células no adipocitarias hasta 100 um en adipocitos. Inicialmente, se considerd
gue las LDs eran meramente depdsitos de lipidos que participaban de manera pasiva en
la homeostasis de la energia celular. Sin embargo, actualmente, las LDs se reconocen
como organulos dindmicos que facilitan procesos metabdlicos tanto en salud como en
enfermedades como obesidad, aterosclerosis, cancer, diabetes mellitus de tipo 2 vy
regulacion inmune (97-100). El interés en la biologia celular de este organulo se ha
incrementado exponencialmente en la ultima década debido a la relacién entre las LDs

y el desarrollo de enfermedades metabdlicas (101,102).

Las LDs son organulos esféricos compuestos de una monocapa de fosfolipidos
(PL) que rodea un nucleo compuesto de lipidos neutros donde podemos encontrar,
principalmente, esteres de colesterol (CE) y triacilgliceroles (TAG). Sin embargo, la ratio
entre TAG/CE varia dentro de la misma célula y entre distintos tipos celulares donde
podemos encontrar que los adipocitos contienen principalmente TAG mientras que los
macrofagos espumosos tienen altos contenidos de ésteres de esteroles (103—-106)

(Figura 5).

En cuanto a la monocapa lipidica, numerosos analisis por espectrometria de
masas han revelado algunas caracteristicas Unicas de los fosfolipidos. En las LDs de
mamiferos se han identificado cientos de especies de fosfolipidos siendo la clase mas
abundante la fosfatidilcolina (PC, 60%), seguido de la fosfatidiletanolamina (PE, 24%) y
del fosfatidilinositol (Pl, 4%) (107,108). Pero también se han descrito otras especies
como fosfatidilserina, esfingomielina y lisofosfatidilcolina y lisofosfatidiletanolamina

con acidos grasos insaturados (105).

Hasta la fecha, se han descrito cientos de proteinas asociadas a la monocapa
fosfolipidica de las LDs. Estas proteinas estan implicadas en procesos muy diferentes

como funciones estructurales, metabdlicas, reguladoras y de trafico de membrana



_ 2. Gotas lipidicas

36

(109), y pueden unirse a ésta a través de hélices anfipaticas, anclajes lipidicos o
mediante estructuras de tipo horquilla (110). Las primeras proteinas que se identificaron
fueron las perilipinas (PLIN1-5) y, desde entonces, gracias a estudios de biologia celular
y protedmica se han descubierto otras enzimas del metabolismo lipidico, GTPasas y
otras proteinas relacionadas con el sistema inmune con funciones fundamentales para
la movilizacidn de sus lipidos como para la estabilizacion estructural de las gotas lipidicas

(111-113).
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Figura 5. Estructura y composicion de una gota lipidica. Las LDs estan formadas por un nucleo de lipidos
neutros (TAG, CE) rodeado de una monocapa de fosfolipidos que contiene numerosas proteinas
asociadas. Adaptado de Guo Y et al (106).

Entre todas las proteinas presentes en las LDs cabe destacar la perlipina-1
(PLIN1), la adipofilina (ADRP, PLIN2) y TIP47 (Tail-Interacting Protein de 47 KDa, PLIN3),
que conjuntamente forman la llamada familia PAT (114). La PLIN1 es una de las proteinas
relacionadas con la estabilizacién de las LDs y proteccidn de sus lipidos neutros de la
accion de las lipasas (115). La proteina PLIN2 esta relacionada con la diferenciacién de
los adipocitos y se usa como marcador de formacidon de LDs ya que es la mas
representada en todos los tipos celulares (116). Por ultimo, PLIN3 parece estar
relacionada con la lipolisis en musculo esquelético (117,118). También se han descrito
otras proteinas asociadas a la familia PAT como son la PLIN4 (S3-12) y la PLIN5

(OXPAT/MLDP) que se encuentran en las gotas lipidicas. La primera se ha asociado a la
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estabilizacién de las LDs al interactuar con los TAG cuando la monocapa de PLs es
limitada, mientras que la segunda parece estar implicada en la proteccién contra el dafio

mitocondrial y el estrés de reticulo en el higado (119,120).

Ademas de la familia de las PAT, se han descrito numerosas proteinas
relacionadas con el metabolismo lipidico en la membrana de las LDs. Entre todas ellas
podemos encontrar la triglicérido lipasa adiposa (ATGL) (121,122), la lipasa sensible a
hormonas (HSL) (123), citidina trifosfato:fosfocolina citidiltransferrasa (CCT) (124),
lisofosfatidilcolina aciltransferasas (LPCAT) (125), acil-CoA sintetasa de cadena larga 3
(ACSL3) (126), lipina-1 (127), ciclooxigenasa (128) o la fosfolipasa A citosdlica
dependiente de Ca?* de grupo IVA (cPLAza) (129,130).

2.1. ;COMO SE FORMAN Y CRECEN LAS GOTAS LIPIDICAS?

Es la principal pregunta de la biologia de las gotas lipidicas, ya que el mecanismo
preciso de su formacion es todavia desconocido. El modelo mas prevalente establece su
origen en el ER, donde se encuentran las enzimas que catalizan el Ultimo paso para la
sintesis de TAG y CE como son la diacilglicerol aciltransferasas (DGAT-1y 2) y la acil-
CoA:colesterol aciltransferasas (ACAT) (131-133). Ambas DGAT poseen estructuras,
localizaciones y funciones fisioldgicas diferentes. Mientras que la DGAT1 se encuentra
exclusivamente en el ER y puede esterificar substratos como diacilglicerol, retinol,
monoacilglicerol y alcoholes de cadena larga (134,135), la DGAT2 se puede encontrar
tanto en el ER como en las LDs y esta implicada en la sintesis de TAG a partir de acidos
grasos derivados de la sintesis de novo (134,136). En cuanto al mecanismo relacionado
con la formacion de CE a partir de la ACAT hay muy pocos estudios que aporten

informacion.

Segun este modelo, las LDs surgen por la acumulacion por encima del limite de
solubilidad de lipidos neutros entre la bicapa de la membrana del ER seguida de una
gemacion orientada al citoplasma (Figura 6-A). Dichas enzimas pueden tomar los acidos

grasos de fuentes exdgenas como lipoproteinas o de fuentes enddgenas como la
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redistribucion o la estimulacién de la sintesis de novo de acidos grasos en respuesta a
distintos estimulos como la activacion celular, el estrés de reticulo o un aumento de los

acidos grasos libres (132,137-139).
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Figura 6. Proceso de formacion y crecimiento de las gotas lipidicas. (A) Los lipidos neutros se acumulan entre
las dos capas de fosfolipidos para formas las pre-LD nacientes que, por una mayor acumulacion de TAG y
CE, se convierten en gotas lipidicas nacientes con o sin la intervencién de proteinas asociadas a las LDs.
(B) Mecanismos de crecimiento de las LDs que incluyen (a) fusion entre LDs, (b) transferencia de contenido
lipidico entre LDs cercanas mediante una estructura tipo puente, y (c) sintesis de lipidos neutros en la
propia LD. Adaptado de Ohsaki et al (140)

Una segunda etapa de la formacién de las LDs es la creacién de un microdominio
compuesto de lipidos nuestros en la bicapa lipidica del ER. En |a bicapa se puede albergar
hasta un 3% de TAG y un 5% de CE en forma soluble antes de que sea
termodindmicamente inestable y se produzca el desprendimiento de esos
microdominios hacia el citosol (103,141,142). Las proteinas involucradas en la formacién
de esos microdominios de lipidos neutros no estan confirmadas, pero una de las

principales candidatas es FIT2. FIT2 es capaz de unir lipidos como DAG y TAG y
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posiblemente esté involucrada en la formacion de los microdominios (143). Otra
proteina que parece estar involucrada en este proceso es TIP47 que estabiliza a las LDs
en las primeras etapas (144). En este punto, la remodelaciéon de diferentes especies de
fosfolipidos del ER y la proporcion PL/lipidos neutros son claves para la estabilidad de
esta estructura y la generacion de la curvatura necesaria en la membrana para

estabilizar la acumulacién de lipidos neutros y permitir su crecimiento (145).

A continuacioén, las dos caras de la membrana del ER se van separando por la
excesiva acumulacion de lipidos neutros. En este punto, con el fin de formar una
curvatura positiva, se acumulan fosfolipidos con forma de cono invertido (PI, PS) en la
monocapa de la gota lipidica naciente, mientras que los lipidos con forma cilindrica (PC)
o coénica (PE, PA, DAG) quedarian fuera de la estructura. La cPLAa genera
lisofosfolipidos (liso-PA y liso-PC), con forma de cono invertido, a partir de fosfolipidos
(PAy PC) jugando un papel esencial promoviendo la biogénesis de las LDs (138,145,146).
Ademas, la acumulacién de PE en la zona de contacto con el ER y su estructura en forma
de cono permitiria la formacidn de una evaginacién estable de la monocapa externa de

la membrana del ER y consecuentemente la formacién de la LD hacia el citosol (147).

A la vez que va creciendo el nuevo organulo aumentando su cantidad de lipidos
neutros, se produce la sintesis de fosfolipidos por la ruta de novo y la remodelacién de
sus cadenas de acidos grasos a través del ciclo de Lands para mantener el ratio correcto
para la estabilizacién de la estructura (124). Una vez que la LD estd practicamente
formada, se necesita una curvatura neutra seguida de una curvatura local negativa en la
base de la membrana del ER que permita el cierre completo de la gota lipidica y su
posterior liberacion hacia el citosol (145,148). En este proceso la gota lipidica naciente
va reclutando proteinas accesorias durante su biosintesis que ayudan a su estabilizacidn,
control de la lipdlisis y reclutamiento de otras proteinas, aunque las funciones de

algunas de ellas contintan sin estar del todo despejadas.

Una vez formadas las LDs, éstas pueden experimentar procesos de crecimiento
que, a diferencia de la formacién, se pueden estudiar usando métodos de imagenes. Las
LDs parecen crecer mediante tres mecanismos diferentes: fusion LD-LD, transferencia

de lipidos entre LDs y sintesis de lipidos neutros in situ (Figura 6-B). La fusion entre LDs
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no suele ser usual, pero puede ocurrir con condiciones especificas (149). La
transferencia de lipidos entre LDs suele ser un proceso mas lento que la fusidn, y ocurre
mediante una estructura de puente con la proteina FSP27 donde los lipidos se
transfieren de las LDs pequefias a las mds grandes (150). El ultimo mecanismo de
crecimiento estd asociado a la sintesis de novo de los lipidos neutros. Como ya se ha
mencionado, la DGAT2 localizada en la superficie de las LDs estaria implicada en este

proceso (133).

Sin embargo, el mecanismo exacto de formacion de las gotas lipidicas no se ha
demostrado todavia, posiblemente porque el tamafio inicial de las LDs se ha postulado
que podria ser alrededor de 20 nm (151), muy por debajo de la resolucién actual de la
microscopia Optica. Por tanto, hasta que no se mejoren los métodos microscépicos,
especialmente los no invasivos, no se podra esclarecer muchas de las preguntas sobre

la formacién y crecimiento de las LDs.

2.2. Diversidad funcional de las gotas lipidicas

Las gotas lipidicas se consideran organulos multifuncionales que estan
integrados con multiples procesos celulares. No es sorprendente que las LDs de
diferentes tipos de células u obtenidas bajo diferentes estimulos o estados metabdlicos
puedan diferir mucho en su composicién de proteinas y lipidos (152,153). Incluso,
dentro de una misma célula se han observado diferentes subpoblaciones de LDs. En
adipocitos, las LDs nacientes estan compuestas preferentemente con PLIN3 y PLIN4,
mientras que, en las LDs establecidas, PLIN1 y PLIN2 son mas dominantes (154,155).
Todo esto sugiere que las gotas lipidicas, al igual que organulos secretores, pueden tener

un proceso de maduracion.

La heterogeneidad de las LDs también es evidente en la composicidn lipidica. En
un estudio se demostrd que dentro de una célula, la composicidén de lipidos de las gotas
individuales variaba significativamente, y lo que llamé mas la atencién, también se

observaron diferencias dentro de una sola gota (156). Con la mejora de los estudios
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protedmicos, también se han identificado nuevas proteinas asociadas con las LDs (112),
lo cual proporciona mas marcadores para estos organulos y todo ello ayuda a
comprender mejor las interacciones de las LDs con el ER, peroxisomas, endosomas,

lisosomas y membrana plasmatica (157-159).

2.3. INTERACCION ENTRE LAS GOTAS LIPIDICAS Y OTROS ORGANULOS
INTERNOS EN LA INMUNIDAD.

Como ya se ha mencionado anteriormente, las gotas lipidicas interaccionan con
otros orgdanulos celulares como nucleo, mitocondria, peroxisomas, ER, lisosomas y
autofagosomas (160) y dichas interacciones dependen del contexto y del tejido (Figura

7).

Respecto a su interaccidn con el nucleo, la proteina FSP27 que se encuentra en
las LDs, interactua con el factor nuclear NFAT5 de las células T secuestrandolo en el
citoplasma previniendo su translocacion hacia el nucleo (161), pero el rol en la
inmunidad de esta interaccion todavia no esta claro. PLIN5 también coordina la
expresion de genes por la via extracelular induciendo la sefializacion de PI3K/Akt/ERK
dando lugar a la translocacion de Nrf2 al ndcleo y la transcripcidon de enzimas
antioxidantes (162); o translocandose al nucleo donde se asocia con SIRT1 y PGC-1a para
mediar la transcripcién de genes que incrementan el catabolismo de acidos grasos y la
respiracion mitocondrial (163). La translocacién de PLIN5 al nucleo también estimula la
lipolisis de las LDs y coordina el suministro de acidos grasos para la oxidacién de acidos
grasos (FAQ) (164). La ultima interaccion estudiada entre LDs y nucleo es a través de la
enzima CCTa. Esta enzima se transloca a la superficie de la LDs bajo exposicion de acido

oleico provocando la sintesis de PC expandiendo la LD (124).
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Figura 7. Interacciones de las LDs con otros organulos regulando las respuestas inmunes. (A) Las gotas
lipidicas interaccionan con el nucleo regulando la translocacion de factores de transcripcion (NFATS5,
PLIN5) o enzimas de la sintesis lipidica (CCTa). (B) Transferencia directa de acidos grasos desde las LDs
hacia la mitocondria o el peroxisoma. (C) El traspaso de lipidos y proteina del ER a las LDs ayudan a
disminuir el estrés de ER y amortigua la activacion inmunulégica. (D) Interacciones de las LD con los
autofagosomas sirven para estabilizar las lipasas neutrales. Ademas, las LDs promueven el alargamiento
del a membran del autofagosoma. Abreviaturas: nLD (LD nuclear), acido graso libre (FFA) y fosforilacion
oxidativa (OXPHQOS). Adaptado de Boucher et al. (98).

La translocacién de PLINS también mejora la lipolisis de las LDs y la captacion de
acidos grasos por la mitocondria via CPT-1. Ademas, los TAG de las LDs pueden liberarse
a través de lipofagia y lipolisis neutra, usandose posteriormente por las mitocondrias
para la oxidacion de acidos grasos (FAO) y la fosforilacidn oxidativa (OXPHOS) (165-167).
Sin embargo, las interacciones entre las LD-mitocondria estdn poco estudiadas y no se

conoce el impacto que pueden tener en las funciones de las células inmunes.

En las células de mamiferos, los peroxisomas y las mitocondrias comparten la
capacidad de realizar la B-oxidacion. En los peroxisomas se procesan acidos grasos
ramificados y de cadena muy larga. Los acidos grasos generados por la B-oxidacion
peroxisomal pueden, a partir de entonces, suministrar energia al metabolismo
mitocondrial (168). Ademas, la actividad del peroxisoma se correlaciona con la
proliferacion celular y la activacidon inmunoldgica (169). Las LDs interaccionan con estos
organulos para promover el trafico de acidos grasos via M1 Spastin (proteina en LDs) y
ABCD1 (proteina en peroxisomas) (170). Los peroxisomas y las LDs comparten muchas
funciones de produccién de mediadores anti y proinflamatorios como eicosanoides,
resolvinas o plasmaldgenos por lo que se especula que se acoplarian para dar respuestas

sinérgicas (169).
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Se conoce que, como respuesta a estrés de reticulo, se acumulan LDs pero la
interaccidon que regula este proceso no estd todavia descrita (171,172). Mientras que,
en levaduras, las LDs disminuyen el estrés de reticulo a través de la eliminacién de lipidos
y proteinas mal plegadas, este proceso no se ha descrito todavia en células inmunes

para mitigar la activacién (173).

Por ultimo, en hepatocitos y macréfagos se han descrito interacciones entre
lisosomas y LDs que se asemejan al proceso de microautofagia (174,175). Ademas de la
lipofagia, también se han descrito interacciones entre autofagia y las LDs, siendo éstas
ultimas una fuente de lipidos para la elongacién de las membranas autofagosomas en
ciertas condiciones (176,177). Pero cémo esto puede impactar en las funciones

metabdlicas inmunes todavia es desconocido.

2.4. GOTAS LIPIDICAS Y FUNCION INMUNE

Estos organulos parecen ser esenciales para mantener los requisitos metabdlicos
de las respuestas inmunes, y tienen un rol vital en la presentacidn cruzada de antigeno,
la respuesta de IFN y la producciéon de mediadores inflamatorios y resolucién de los
patdgenos. Se han visto implicadas en la modulacion de las funciones inmunes de los

macroéfagos y las células dendriticas.

Las LDs también pueden secuestrar lipidos oxidados con el fin de proteger a la
célula del dafio oxidativo, pero un exceso de acumulacién de estos lipidos puede
perjudicar al metabolismo de las LDs o a las funciones de las proteinas asociadas a las

LDs.
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2.4.1. Gotas lipidicas como sitios de biosintesis de eicosanoides y lipidos
inflamatorios.

Los eicosanoides, originados por la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados de
20 carbonos, son moléculas lipidicas con numerosas funciones bioldgicas y cuya
produccién estd altamente regulada. Estas moléculas se unen a proteinas G o receptores

nucleares dando lugar a la activacién de vias de sefializacién (178).

El AA es el principal precursor para la sintesis de eicosanoides. Se pueden
producir una gran variedad de eicosanoides a través de cuatro vias principales: (i) la via
de la ciclooxigenasa (COX), que produce prostaglandinas y tromboxano; (ii) la via de la
lipoxigenasa (LOX), que produce leucotrienos, HETES y HPETE; (iii) la via del citocromo
P450 (CYP450), que produce ETT y DHETE; vy (iv) reacciones de oxidacidn no enzimaticas

gue producen isoprostanos y HETEs.

Las LDs son una fuente de acido araquiddnico para la produccion de mediadores
lipidicos. La mayor via de liberacion de AA in situ de los fosfolipidos es a través de la
enzima cPLAza que puede dar lugar a la produccidn de eicosanoides o se puede reacilar
de nuevo en los lipidos neutros de las LDs, especialmente en TAG (179). Otra ruta a partir
de la cual se moviliza AA seria a través de la accién de la fosfolipasa A, secretada (sPLA>)
sobre los fosfolipidos de la monocapa (180-182). Por ultimo, el AA también podria ser
liberado del TAG del nucleo de las LDs a través de la ATGL para la produccién de
mediadores lipidicos (183,184). Por lo tanto, parece probable que existan numerosas
rutas que gobiernen la dinamica del AA en las LDs, y que la contribucién de cada ruta

puede variar en funcién del tejido, la célula o el estimulo.

Uno de los metabolitos mas estudiados del AA es la prostaglandina E2 (PGE;),
gue posee un rol importante en varios mecanismos para la induccién de respuestas
inmunes. Se ha visto que PGE; interrumpe las primeras etapas de la diferenciacién de la
célula dendritica contribuyendo a su disfuncion local y sistémica (185,186). Ademas,
recientemente se ha demostrado que PGE,-DC representan células supresoras

derivadas de mieloides (MDSC) capaces de suprimir las respuestas de CTL (187).
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Sin embargo, cuando se habla de células dendriticas maduras, la PGE, posee

efectos mas complejos. La PGE; aumenta la expresion de CCR7 en moDC sin embargo,
estudios recientes han demostrado que este efecto media la supresion de CCL19

disminuyendo la atraccién de células T naive (188).

2.4.2. Rol de las gotas lipidicas en la presentacion cruzada

Las gotas lipidicas pueden estar afectando a la presentacidn cruzada. Se ha visto
que una GTPasa relacionada con el sistema inmunitario de 47 kDa (Irgm3) se asocia a
PLIN2 en las LDs regulando la presentacidn cruzada de antigeno lo que permite que las
células dendriticas presenten antigenos exégenos via MHC-1 mediando la activacion de
células T CD8* citotdxicas (79). Ademas, poblaciones de células dendriticas hepaticas con
acumulacidn lipidica activan a las células T, células NK y NKT, bloqueando la sintesis de
acidos grasos y disminuyendo su inmunogenicidad (189). Recientemente, en otro
estudio donde usan adyuvantes basados en saponinas, se ha observado un incremento
en las respuestas de las células T mejorando la presentacidn de antigeno por parte de

células dendriticas que aumentan su contenido en LDs (190).

No obstante, los mecanismos por los cuales las LDs ejercen un efecto positivo
sobre la presentacién cruzada de antigeno no son conocidos. Se ha planteado la
hipdtesis de que Irgm3 esté implicado en la translocacidn del antigeno al citosol (191) y
también se ha sugerido que la liberacion de AA de las LDs puede activar la NADPH
oxidasa, mejorando asi la acidificacién de los compartimentos endosomales requeridos

para la protedlisis del antigeno y la presentacién cruzada (192,193).

Sin embargo, por el contrario, la acumulacién de LDs en las células dendriticas
en un ambiente tumorigénico se ha asociado a una disminucién en la presentacién
cruzada de antigeno. La acumulacién de lipidos y, mds especialmente, de TAGs
truncados y oxidados en las LDs resulta en el reclutamiento de una chaperona, la
proteina de choque térmico 70 (Hsp70), que se ve atrapada por la LD debido a su unién

covalente (194,195). Esta unién es posible por los grupos electrofilicos altamente
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reactivos de los grupos truncados y las cadenas oxidadas que predominan en la
superficie de las LDs. Se ha visto que esto da lugar a un menor trafico del MHC-I a la
membrana plasmatica y por tanto una disminucion de la presentacién cruzada de
antigeno (194). En células de cancer de colon tratadas con quimioterapéuticos, se ha
visto que, otra chaperona, la proteina de unidn a Ca?*, la calreticulina (CALR) también se
ve atrapada en las LDs perjudicando la funcién inmune. Al atrapar CALR, se inhibe su
translocacién donde sirve como sefal de “cémeme” dando lugar a una disminucién de
la eliminacion de células cancerosas muertas por parte de las células dendriticas y una
menor activacion de células T (196). De manera similar, las LDs se ven enriquecidas por
RAB GTPasas con la estimulacién con LPS, algunas de las cuales han estado involucradas

en la presentacidén cruzada de antigenos.

Las LDs también estadn involucradas en el intercambio de proteinas con el nucleo,
como histonas (197), perilipin 5 (PLIN5) (163) y el factor de transcripcién factor nuclear
de las células T activadas 5 (NFATS5) (161) afectando al ensamblaje de la cromatina, la

regulacion de la expresidn de genes y la defensa antibacteriana.

El contraste de las funciones de las LDs en la presentacién cruzada de antigeno
resalta la naturaleza dindmica de las LDs en respuesta a sefales ambientales vy
metabdlicas. Las implicaciones conocidas de la presentacién de cruzada de antigenos en
el aumento de las respuestas de las células T citotdoxicas en muchas infecciones
patdgenas y enfermedades neopldsicas justifican la realizacién de mas estudios que

investiguen el papel de las LDs en la presentacion cruzada de antigeno.
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3. ISOMEROS DEL 16:1

Los acidos grasos monoinsaturados (MUFA) son biomarcadores emergentes de
salud y, en particular, la ratio entre acidos grasos saturados y monoinsaturados
(SFA/MUFA) constituye una propiedad importante para la fluidez de las membranas
bioldgicas. Una desregulacién de dicho ratio debido a una disminucién de los niveles de
MUFAs puede ayudar al desarrollo de enfermedades como la obesidad, enfermedades
cardiovasculares, diabetes o cancer (198,199). Entre los MUFA, cabe destacar la familia
de acidos grasos hexadecenoicos (16:1) por sus beneficios en la salud. El acido
palmitoleico (16:1n-7) es el isémero mayoritario y, posiblemente por ello, el mas
estudiado. Recientemente se han encontrado otros isémeros posicionales del acido
palmitoleico, como el dcido sapiénico (16:1n-10) y el acido hipogeico (16:1n-9) (200—
203). El acido sapiénico solo se relacionaba con muestras de sebo, cabello y ufias
humanos, pero recientemente se ha descrito en los fosfolipidos de la membrana de
glébulos rojos en humanos, en los ésteres de colesterol del plasma y en células
fagociticas del sistema inmune tanto humanas como de ratén (202,204—-206). El acido
hipogeico ha sido identificado en monocitos y macréfagos espumosos humanos, asi

como en otras células fagociticas (201,202).

Las vias bioguimicas para la obtencién de las tres familias de acidos grasos (n-10,
n-9 y n-7) a partir del acido palmitico se representan en la Figura 8. En mamiferos, el
acido palmitoleico se forma a partir de la accidn de la estearoil-CoA desaturasa (SCD)
con actividad A9 desaturasa sobre el dcido palmitico. Su posterior elongacion da lugar al
acido vaccénico (18:1n-7). En los seres humanos, la biosintesis del palmitoleico se
produce principalmente en el higado y tejido adiposo donde se esterifica en lipidos mas

complejos (207).

El 4cido hipogeico 0 16:1n-9 se obtiene a partir de la -oxidacion parcial del acido
oleico (18:1n-9), obtenido tras una elongacién y posterior desaturaciéon del acido

palmitico (Figura 8).
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Por ultimo, la familia n-10, agregada mas recientemente a este escenario, se
forma por la transformacion del dcido palmitico por la A6 desaturasa (FADS2) en acido
sapiénico seguido del paso de elongacion a acido cis-8-octadecaenoico. Vale la pena
sefialar que la sintesis de novo de un PUFA, el acido sebaleico (acido cis-5,8-
octadecadienoico), solo puede ocurrir con la serie de acidos grasos n-10 (Figura 8). El
acido palmitico y los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) n-3 y n-6 son competidores
por la enzima A6 desaturasa, y la particiéon del acido palmitico entre las vias A9 y A6
desaturasa comienza a considerarse como una via metabdlica clave en salud y

enfermedades (208).

0]

/\/\/\/\/\/\/\)LOH
Acido palmitico (16:0)
A-6 Desaturasa | A-9 Desaturasa
[ l ______ T l ______
I o I I 0 1
NP NP NP NP NN N NP PPN |
1 OH Elongasa I on |
| Acido sapiénico (16:1n-10) I o : Acido palmitoleico(16:1n-7) |
|
! Elongasa I /\/\/\/\/\/\/\A)LOH | |
| | . . Elongasa
I - I Acido estedrico (18:0) 1 |
: . |29 vesaturasa | WPApLe . | |
! Acido cis-8-octadecaenoico | } 0 I L I
! (18:1n-10) I VWW\)LOH | Acido vaccenico (18:1n-7) I
| | " .
Acido oleico (18:1n-9 b e e e e e e e e - - |
| A-5 Desaturasa | ( ) i
| I o Serie n-7
I o : B-oxidacion
/\/\/\/\/:\/:\/\)L
! > I \/\/\/\/:\/\/\i
| Acido sebaleico (18:2n-10) | ) OH
Acido hipogeico (16:1n-9)
L e e e e e e - 1
Serie n-10

Figura 8. Rutas biosintéticas de las tres series a partir del acido palmitico. Serie n-10 (azul), el acido
sapiénico se forma por actividad de la A6-desaturasa, le sigue un paso de elongacion a acido cis-8-
octadecaenoico y por ultimo se forma el acido sebaleico a través A5-desaturasa. Serie n-9 (amarillo), la
formacion del acido hipogeico se produce por la B-oxidacién parcial del 4cido oleico, que se forma a partir
de la elongacion y la accion de la A9 desaturasa del acido palmitico. Serie n-7 (rosa) formada mediante un
primer paso por accion de la A9-desaturasa obteniendo acido palmitoleico, seguido de una elongacién a
acido vaccénico.
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3.1. IMPLICACION DE LOS ISOMEROS DEL 16:1 EN LOS TRASTORNOS
METABOLICOS

El 4cido palmitoleico ha recibido mucho interés recientemente por sus
prometedoras acciones antiinflamatorias que podrian ayudar a mejorar las
enfermedades metabdlicas. En 2008, Cao et al. pusieron a este acido graso en el centro
de atencién cuando lo describieron como una hormona lipidica o “lipocina” que puede
coordinar respuestas metabdlicas entre tejidos (209). Desde entonces, se ha estudiado
ampliamente la relacidn entre la cantidad de palmitoleato en los tejidos y los lipidos en
la sangre y su relacién con las enfermedades metabdlicas humanas, como la obesidad

(210,211), la resistencia a la insulina (212,213) y la diabetes (214).

A pesar de los numerosos estudios realizados con el dcido palmitoleico y sus
isdmeros, se han obtenido resultados contradictorios (207,215). En modelos de ratén se
ha demostrado que el 16:1n-7 generalmente se comporta como un mediador
antiinflamatorio. Se ha observado que reduce la inflamacién del tejido adiposo, mejora
las respuestas metabdlicas del higado, tiene efectos beneficiosos sobre la sensibilidad a
insulina ademas de prevenir la lipogénesis y la acumulacién de grasa en el higado (216—
218). Otros estudios mostraron sus efectos beneficiosos en la sensibilidad a insulina en
células musculares (216), en la viabilidad y proliferacién de células B pancreaticas (219)
y en el estrés de ER en macroéfagos (220). También se ha descubierto que desencadena
la cascada de senalizacion para prevenir la polarizacion de macréfagos proinflamatorios
inducida por el alto contenido de grasas (218). El 16:1n-7 reduce la inflamacion del tejido
adiposo en ciertos modelos de ratén, y ayuda a mejorar las respuestas metabdlicas del
higado y los musculos al afectar a las vias de sefalizacidn de la proteina quinasa activada

por AMP (218).

Sin embargo, estudios epidemioldgicos en humanos han producido resultados
diferentes. Altos niveles de este acido graso en los eritrocitos se asocian a un perfil
adverso de adipocinas y marcadores inflamatorios y un mayor riesgo de sindrome
metabdlico en la poblacion china (221). Esto concuerda con otros datos epidemioldgicos

gue informan que los altos niveles de acido palmitoleico estan asociados con trastornos
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metabodlicos (222,223). Perreault et al. también han descrito una asociacion positiva
entre los niveles de acido palmitoleico en circulacion con marcadores de inflamacién
entre la poblacién joven de Canadd (224). Sin embargo, otros estudios mostraron que la
disminucion de este acido graso en plasma y en VLDL no esta asociado con la resistencia
a insulina en higado o tejido adiposo en pacientes obesos (225) y se ha demostrado que
el 16:1n-7 incrementa la transcripcién de PPARy en adipocitos humanos lo cual reduce
los niveles de glucosa en sangre y mejora otros componentes del sindrome metabdlico

en pacientes con diabetes tipo 2 (226).

En conclusion, segln el conocimiento actual, estd claro que el papel del acido
palmitoleico depende en gran medida del "drea de actuacion" y de su procedencia ya
gue es importante si el acido palmitoleico proviene de la dieta o si se produce
enddégenamente. A todo esto, se suma el hallazgo de nuevos isdmeros del acido
palmitoleico, como el 4cido hipogeico y el acido sapiénico, en células del sistema inmune
con caracter antiinflamatorio. La identificacidon analitica de manera inequivoca de los
isomeros puede llegar a ser complicada (227) por lo que, se ha planteado la hipdtesis de
que los diferentes efectos del 16:1n-7 pueden ser debidos, en parte, a la presencia algln

isdmero de este acido graso no identificado correctamente.

3.2. LOS ISOMEROS DEL 16:1 Y SU ACTIVIDAD BIOLOGICA EN CELULAS
INMUNES

El 4cido palmitoleico por ser el is6mero mas conocido ha sido muy estudiado. Se
ha observado que en macréfagos de ratén este dcido graso revierte los efectos del acido
palmitico (217,218). Rosa Neto et al. han determinado una respuesta antiinflamatoria
similar tras el enriquecimiento con 16:1n-7 de hepatocitos de ratén que reduce la

expresion de NFkB, Tnfa, 116 e 1112 (228).

Recientemente en células fagociticas del sistema inmune innato tanto de origen
humano como murino se ha identificado, ademas de la presencia de acido palmitoleico

y acido hipogeico, un tercer isémero, el acido sapiénico (202). Este ultimo acido graso
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se encuentra a niveles muy bajos en monocitos y macrdofagos humanos lo cual hace
dificil imaginar un papel importante en la inmunidad. Sin embargo, lo mas significativo
de este estudio es la presencia de niveles relativamente altos de este isdmero en
macroéfagos peritoneales de ratéon y en lineas celulares macrofagicas de ratén, cuando
este acido graso se consideraba solo presente en cantidades significativas en humanos
(202). Pero, a diferencia del 16:1n-7 y 16:1n-9, se necesitan altas concentraciones de
16:1n-10 exdégeno para observar el efecto antiinflamatorio que poseen los otros dos

isdbmeros.

El 4cido sapiénico, como ya se ha mencionado, es un componente mayoritario
del sebo humano, donde se ha estudiado su accién antibacteriana frente a bacterias
Gram-positivas (229,230). Por otra parte, el acido sapiénico ha llamado la atencidon como
un nuevo marcador de la plasticidad de las células cancerosas (200,231-233). Un estudio
reciente, ha identificado la biosintesis de acido sapiénico como una fuente alternativa
de acidos grasos monoinsaturados en diferentes lineas celulares de cancer de ratén y
humano (231). El enriquecimiento de células Caco-2 (modelo de cancer de colon
humano) con 4acido sapiénico da lugar a un aumento de la fluidez de la membrana y de
la supervivencia celular y a la biosintesis por elongacién y desaturacion de la familia n-
10 (200,233). Ademas de presentar los efectos biofisicos comentados, el acido sapiénico
puede influir en la cascada EGFR/AKT/mTOR, que es una via fundamental presente de
forma ubicua en los tumores para mantener el crecimiento, la supervivencia y la

metastasis (232).

En cuanto al 16:1n-9, aparte de los efectos antiinflamatorios observados en
células del sistema inmune, la mayoria de los estudios realizados con dicho acido graso
son epidemioldgicos. El 16:1n-9 se ha sugerido como un nuevo biomarcador de células
espumosas, y asi ayudar a identificar situaciones de riesgo temprano para la
aterosclerosis (201). En otros estudios se identifica a este acido graso como un marcador
del sindrome metabdlico (234,235) y se asocian sus altos niveles con un mayor riesgo de

paro cardiaco subito (236,237).

Un tema clave en esta area de investigacion es determinar si los isdmeros del

16:1 ejercen sus acciones como acidos grasos libres per se o, en su lugar, se
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convierten/incorporan a otra estructura lipidica para realizar su actividad bioldgica.
Cuando se enriquecen macréfagos con los distintos isémeros del 16:1 se observa que el
80 % se incorpora en fosfolipidos siendo la especie de fosfatidilcolina (PC) la mas
abundante en dichos 4acidos grasos (202). La mayoria del 16:1 presente en los
macréfagos se acumula en una sola especie molecular de fosfolipidos, PC (16:0/16:1),
desde donde se libera en condiciones de activacion celular (203,238). La liberacién de
estos isdmeros del 16:1 se realiza a través de una via regulada por la fosfolipasa Az
independiente de calcio de grupo VIA (iPLA>-VIA) y, debido al caracter antiinflamatorio
de los acidos grasos 16:1, es concebible que la liberacién regulada de dichos acidos
grasos constituya un paso importante para la resolucién de los procesos inflamatorios

(203,239).

Ademas, aunque la mayor parte del 16:1 liberado permanece en forma de acido
graso libre, se ha observado que una parte pequefa pero significativa se utiliza en
reacciones de remodelacion de acidos grasos de fosfolipidos para enriquecer Pl con 16:1
(203). Koeberle et al. han establecido recientemente que el Pl que contiene 16:1 posee
propiedades similares a las de un factor de crecimiento cuando se agrega a cultivos de

células similares a fibroblastos (240).

Parece que otra parte del 16:1 movilizado de la fraccién de fosfolipidos se dirige
a una familia de lipidos con propiedades antiinflamatorias y antidiabéticas, los
denominados FAHFA (241,242). Es interesante hacer notar que, de los tres FAHFA que
contienen 16:1 identificados en macréfagos en reposo, solo uno de ellos, 16:1/0H-18:0,
aumenta en las células activadas (203). Esto sugiere algun tipo de especificidad en la
formacién de tales especies, lo que seria compatible con que desempefiaran un papel

bioldgico especifico.
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Debido a la controversia sobre el efecto de las gotas lipidicas en las funciones de las
células dendriticas y su implicacidn en el desarrollo de respuestas inmunes, como primer
objetivo general se plantea el estudio de la formacién de gotas lipidicas por accion del
acido araquiddnico y sus efectos en las células dendriticas. Para ello, se establecieron

los siguientes objetivos especificos.

1. Realizar un estudio lipiddmico en células dendriticas derivadas de monocitos
humanos y en la linea celular murina DC2.4.

2. Determinar si el acido araquiddnico exdgeno promueve la sintesis de gotas
lipidicas en células dendriticas.

3. Describir los posibles efectos del acido araquiddnico libre en las funciones

inmunes de las células dendriticas.

Por otra parte, teniendo en cuenta la importancia de los acidos grasos
monoinsaturados en la inflamacion y a los estudios previos del laboratorio que muestran
los efectos antiinflamatorios de los isémeros del 16:1 en células fagociticas inmunes, se
propone el estudio funcional de estos isémeros en las células dendriticas. Como

objetivos especificos:

4. Estudiar la distribucién de los isémeros del 16:1 en los lipidos de las células
dendriticas, asi como su remodelacion tras estimulos proinflamatorios.
5. Describir la actividad biolégica de los isdmeros del 16:1 en la respuesta

inflamatoria.
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1. MATERIALES

1.1. MEDIO DE CULTIVO

Medio Roswell Park Memorial Institute RPMI 1640 con L-glutamina (Gibco)
Medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) (Sigma-Aldrich)
Penicilina (Gibco)

Estreptomicina (Gibco)

Suero fetal bovino (FBS) (Gibco)

B-mercaptoetanol (Scharlau)

Puromicina (Fisher)

G418 (Geneticina) (Gibco)

Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare)

Medio de gradiente de densidad OptiPrep™ (Stemcell)

Placas y frascos de cultivo celular (BD Biosciences, Thermo Fisher Scientific)
Tubos Falcon (BD Biosciences, Thermo Fisher Scientific)

Factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (Inmunotools)
Interleuquina 4 (IL-4) (Inmunotools)

Tripsina EDTA 0,05% 1x (Thermo Fisher)
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1.2. SOLUCIONES Y BUFFERS

Solucion Composicion Uso
NaCl 136 mM, KCIl 2.7 mM, Lavado de células
Tampon fosfato
Na;HPO4 8 mM, Aislamiento de monocitos humanos

salino (PBS)
KH2PO4 1.5 mM Origen de otras disoluciones

Polivinil-alcohol 9.6% (p/v)
Gelvatol Glicerol 24% (v/v) Microscopia confocal
DABCO® 2.5% (p/v)
HEPES 10mM, 0.8% NaCl, Aislamiento de monocitos humanos
Tampdn HBS
pH=7.4 Base para otros tampones
EDTA 0.1 mM
Solucion A Purificaciéon de monocitos humanos
0.5% BSA, HBS
Solucién A:OptiPrep (3:1)
Solucién p Purificacion de monocitos humanos

(v/v)

Solucion de
saponina 0.01% Permeabilizacién celular
saponina

Tabla 1. Lista de soluciones y buffers con su composicién y uso en el trabajo.

1.3. REACTIVOS LIQUIDOS Y DISOLVENTES

1.3.1. Extraccion, separacion y andlisis de lipidos

Agua milli-Q, ultrapura (Millipore)
Cloroformo, grado Optima® LC/MS (Fisher Scientific)

Metanol, grado Optima® LC/MS (Fisher Scientific)
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n-hexano, grado Optima® LC/MS (Fisher Scientific)
Dietiléter (Scharlau; Barcelona, Spain)

Etanol 96% (V/V) (Scharlau)

Acido acético glacial (Scharlau)

Hidréxido de amonio 28%, Optima® LC/MS grade (Scharlau)

1.3.2. Derivatizacion lipidica

Metanol, anhidro 99.8% (Sigma-Aldrich)
Tolueno extra puro (Scharlau)

Acido clorhidrico 35% (Scharlau)

Dimetil disulfuro (DMDS) (Sigma-Aldrich)
Tiosulfato de sodio 1M (Na2S,03) (Panreac)

Yodo en dietil éter 6% (w/v)

1.3.3. Otros usos

Etanol biologia molecular (Scharlau)

Reactivo de Bradford (Bio-Rad protein assay Dye Reagent Concentrate) (Bio-Rad)
Acido sulfurico, extrapuro (Scharlau)

Tritdn X-100 (Scharlau)

Liquido de centelleo (Beckman Coulter)
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1.4. PRODUCTOS Y REACTIVOS SOLIDOS

Albumina de suero bovino (BSA), libre de acidos grasos y endotoxinas (Sigma-Aldrich)
Yodo (Scharlau)

Hidréxido de potasio (KOH) (Scharlau)

Cloruro de sodio (NaCl) (Scharlau)

Sulfato de sodio (Na;S0a4) (Panreac)

Butilhidroxitolueno (BHT) (Sigma-Aldrich)

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Scharlab)

(4-(2-hidroxietil)-1-acido piperazinaetanosulfénico (HEPES) (Scharlau)

Placas de silicagel para cromatografia de placa fina (Macherey-Nagel)

Cubetas para espectrofotometria (Kartell Labware)

Filtros de jeringa (Merck Millipore)

1.5. LiPIDOS

1.5.1. Estandares para espectrometria de masas

1,2-diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC(17:0/17:0)) (Larodan)
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PE(14:0/14:0)) (Sigma-Aldrich)
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoserina, sal de sodio (PS(14:0/14:0)) (Avanti)
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoinositol (P1(14:0/14:0)) (Cayman)
1,2-diheptadecanoil-sn-glicerol (1,2-DAG(17:0/17:0)) (Sigma-Aldrich)

1,2,3-triheptadecanoil-sn-glicerol (TAG(17:0/17:0/17:0)) (Sigma-Aldrich)
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Acido heptadecenoico (17:0) (Sigma-Aldrich)

Colesteril erucato (CE(22:1n-9)) (Sigma-Aldrich)

1.5.2. Estandares externos para la separacion por cromatografia en capa
fina

Mezcla de especies de PC, procedente de soja (Sigma-Aldrich)

1,2-dioleil-sn-glicerol (1,2-DAG(18:1n-9/18:1n-9) (Sigma-Aldrich)
1,3-palmitoil-2-oleoilglicerol (TAG(16:0/18:1n-9/16:0) (Sigma-Aldrich)

Colesteril erucato (CE(22:1n-9) (Sigma-Aldrich)

Acido oleico (cis-9-octadecenoico (18:1n-9) (Sigma-Aldrich)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC(16:0/18:1)) (Avanti)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PE(16:0/18:1)) (Avanti)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoserina (PS(16:0/18:1)) (Avanti)

Fosfatidilinositol de higado bovino (PI) (Avanti)

1.5.3. Estandares de calibracion y optimizacion en espectrometria de masas

Mezcla de 37 ésteres metilicos de acidos grasos (Supelco)
Acido cis-7-hexadecenoico, éster metilico (16:1n-9¢) (Larodan)
Acido cis-11-octadecenoico, éster metilico (18:1n-7) (Larodan)

Acido cis-7,10,13,16-docosatetraenoico, éster metilico (22:4n-6) (Sigma-Aldrich)

63



_ 1. Materiales

1.5.4. Tratamientos celulares

Acido araquiddnico (20:4n-6) (Sigma-Aldrich)

Acido cis-6-hexadecenoico (16:1n-10) (Larodan)

Acido cis-7-hexadecenoico (16:1n-9) (Sintetizado en el laboratorio)
Acido cis-9-hexadecenoico (16:1n-7) (Larodan)

Acido cis-9-octadeneoico (18:1n-9) (Sigma-Aldrich)

1.5.5 Lipidos marcados isotépicamente

Acido [5,6,8,9,11,12,14,15-3H]araquiddnico (actividad especifica >180 Ci/mmol)

(PerkinElmer)

1.6. ESTIMULOS

LPS de Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich)

Zimosan (Sigma-Aldrich)

PAM3CSK4

Flagelina

FSL-1

Imiquimod (Invivogen)

POLY I:C (Acido poliinosinico-policitidilico, Sigma Aldrich)
ODN2395 (Invivogen)

LTA (Invivogen)

Zimosan A (S. cerevisiae) BioParticles™, Alexa Fluor™ 488 conjugado (ThermoFisher)
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Zimosan A (S. cerevisiae) BioParticles™, Alexa Fluor™ 594 conjugado (ThermoFisher)

Ovalbuimina (OVA) 257-264 (Sigma-Aldrich)

1.7. MATERIAL DE MICROSCOPIA

4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich)
Paraformaldehido (PFA) 37%
Sacarosa (Sigma-Aldrich)

4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a,4a-Diazo-s-Indaceno (BODIPY®493/503)

(ThermoFisher)
Polivinil-alcohol (Sigma-Aldrich)
DABCO® (Sigma-Aldrich)

Cubres y portas (Erie Scientific Company)

1.8. ANTICUERPOS

Anticuerpo monoclonal mouse CD40 (HM40-3), FITC (eBioscience)
Anticuerpo monoclonal mouse CD80 (B7-1), FITC (eBioscience)
Anticuerpo monoclonal mouse MHCI (H-2Kb), FITC (eBioscience)
Isotipo control Mouse 1gG2a kappa (eBM2a), FITC (eBioscience)

Isotipo control IgG Armenian Hamster, FITC (eBioscience)
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1.9. PCR CUANTITATIVA (QPCR)

1.9.1. Extraccion de RNA, sintesis de cDNA y qPCR

Trizol® (Invitrogen)

Cloroformo, grado biologia molecular (Scharlau)

Etanol, grado biologia molecular (Scharlau)

2-propanol, grado biologia molecular (Scharlau)

Kit Verso cDNA (Fisher Scientific)

Brilliant Ill Ultra-Fast SYBR®Green Qpcr Master Mix (Agilent Technologies)

Agua dietilpirocarbonato (DEPC) libre de RNAsa (Thermo Fisher)

1.9.2. Oligonucledtidos cebadores directos e inversos

Gen Secuencia de los cebadores
murino directos (F, forward) y reversos (R, reverse)
5'-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3'
Gapdh
5'-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3'
5'-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3'
6
5'-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3'
5'-TTA AAA ACC TGG ATC GGA ACC AA-3'
Ccl2
5'-GCA TTA GCT TCA GAT TTA CGG GT-3'
5'-CCAAGCCCTCACCTACTTCC-3'
Nos2
5'-CTCTGAGGGCTGACACAAGG-3'
5'-TGAGCAACTATTCCAAACCAGC-3'
Ptgs2

5'-GCACGTAGTCTTCGATCACTATC-3'

Tabla 2. Relacion de oligonucleétidos cebadores directos e inversos usados para la amplificacion de
cDNA por PCR en ratén.
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Gen del Secuencia de los cebadores
humano directos (F, forward) y reversos (R, reverse)
F: 5'-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3'
ACTINA
R: 5'-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'
F: 5'-AAATTCGGTACATCCTCGACGG-3'
IL6
R: 5'-GGAAGGTTCAGGTTGTTTTCT -3'
F: 5'-GTGCAACACTTGAGTGGCTAT-3'
PTGS2
R: 5'-AGCAATTTGCCTGGTGAATGAT-3'
F: 5'-ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA-3'
IL1B
R: 5'-GTCGGAGATTCGTAGCTGGA-3'
5'-CAGCAGTTGGTCATCTCTTGG-3'
IL12B
5'-GGTCCAGGTGATACCATCTTCT-3'
5'-TTGCAGTTGCCAATACCTATGC-3'
PLIN2
5'-CCAGTCACAGTAGTCGTCACA-3'
5'-TCACACCTGAAGACCTTAAAGCC-3'
ACACA
5'-AGCCCACACTGCTTGTACTG-3'
5'-ACAGTGACTTCCCTGGCCTAT-3'
SERBF1
5'-GCATGGACGGGTACATCTTCAA-3'
5'-CTGCAACAACAGACGGTAATGA-3'
SERBF2
5'-CCATTGGCCGTTTGTGTCAG-3'
5'-AACGAGCAAAGTTTGAACTGAGG-3'
ELOVL6
5'-TCGAAGAGCACCGAATATACTGA-3'
5'-ACAGCGGGGAATGGGTACT-3'
FASN

5'-GACTGGTACAACGAGCGGAT-3'

Tabla 3. Relacion de oligonucleétidos cebadores directos e inversos usados para la amplificaciéon de
cDNA por PCR en humano.
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1.10. EQUIPAMIENTO

1.10.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS)

Cromatografo de gases - Agilent 7890A
Espectrémetro de masas de cuadrupolo simple - Agilent 5975C

Columna Agilent DB23 (60 m longitud x 250 um de diametro interno, 0.15 um de

espesor)

Software de analisis de datos: Agilent G1701EA MSD Productivity Chemstation

1.10.2. PCR cuantitativa (qPCR)

ABI7500 (Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA)

Software de analisis: 7500 Software v2.3

1.10.3. Otro equipamiento

Sonicacion: Vibracellrm75115 (Bioblock Scientific)
Espectrofotometria: BioPhotometer Plus (Eppendorf)
Cuantificacion de RNA: Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher)
Evaporacion de disolventes: Concentrator 5301 (Eppendorf)
Cubetas de cromatografia en capa fina: Fungicrom Separating Chambers (Fungilab)
Reacciones a temperatura controlada: Termobloque (Grant)
Bafio con agitacion SW22 (Julabo)

Balanza de precisidn: Explorer Pro (Ohaus)
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Microscopia confocal:

Leica TCS SP5X

Software de analisis: Image J

Medida de radiactividad por contaje de centelleo

LS 6500 (Beckman Coulter)

1.11. MATERIAL BIOLOGICO

Para realizar este trabajo, en la mayor parte de los experimentos se utilizaron
tanto células dendriticas derivadas de monocitos humanos (moDCs) como la linea

celular murina DC2.4.

Las células moDCs se obtuvieron por diferenciacién de monocitos humanos
extraidos y purificados de la mezcla de 3 capas leucocitarias (buffy coats) de donantes
sanos 0* recogidos del Centro de Hemoterapia y Hemodonacidn de Castillay Ledn, como

se indica en el siguiente apartado de métodos.

La linea celular de células dendriticas de ratéon DC2.4 fue obtenida de
MerckMilipore. Las células DC2.4 se han creado transduciendo células aisladas de
médula ésea de ratones C57BL/6 con vectores retroviricos que expresan el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos murinos (GM-CSF) y los

oncogenes myc y raf.

Los experimentos de proliferacion de células T CD8* se realizaron con células T
OT-1 1703 cedidas por el Dr. Javier Casas (243). Los hibridomas 17a3 que expresan OT-
| TCR se produjeron mediante transfeccion retroviral de células 58a 3~ deficientes en
TCR con CD8ay CD8B y OT-1 TCRa (Va2) y TCRPB (VB 5) cadenas. Las células 58 a3~ son
una variante TCR negativa de la linea celular de hibridoma de células T D0-11.10 (244).

El OVA-TCR-1 (OT-l) estd compuesto por cadenas TCR a (Va2) y TCR B (VB5)
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reorganizadas y reconoce el péptido OVA agonista (SIINFEKL) con alta afinidad, pero no

el péptido VSV (RGYVYQGL), cuando cualquiera sea presentado por H-2Kb.

Las lineas celulares fueron analizadas periédicamente para la deteccién de

micoplasma usando el kit de deteccién Mycoplasma Gel (Biotools).
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2. METODOS

2.1. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS.

2.1.1 Aislamiento de monocitos humanos de sangre periférica

Con el fin de aislar las células mononucleares, las bolsas de capas leucocitarias
se diluyeron en proporcién 1:1 (v:v) con tampodn fosfato salino (PBS). Posteriormente,
esta mezcla se afiadid lentamente sobre una capa de Ficoll-Paque en una proporcion 2:1
(v:v) y se centrifugaron a 750 x g durante 30 minutos sin freno obteniendo las distintas
fases (Figura 9). Se recogieron los anillos correspondientes a las células mononucleares
con pipeta pasteur y se realizé un lavado con PBS centrifugando durante 10 minutos a
450 x g. Con el objetivo de obtener PBMCs enriquecidos en monocitos, se realizaron dos
gradientes de densidad de separacion. Para ello, el precipitado celular obtenido
anteriormente se resuspendié en 3 ml de Optiprep y se cred un gradiente de densidades
afiadiendo, sin mezclar, 7 ml de Ficoll-Paque, 20 ml de la solucién Ay 1 ml de HBS. Se
centrifugé durante 25 minutos a 750 x g sin freno formandose dos anillos: el superior
gue contiene los monocitos y el inferior con los linfocitos. De nuevo, el anillo de
monocitos se recuperd, se lavd con PBS y el gradiente de densidad se repitié para

obtener una poblacién de monocitos de alta pureza.

Posteriormente, las células se contaron, se resuspendieron en RPMI 1640
suplementado con 10% (v:v) de FBS, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina y se plaquearon a razén de 30 millones por placa de cultivo primario. Las

células se dejaron adherir durante 2 horas en un incubador a 37°C con un 5% de CO».
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Figura 9. Esquema del proceso de obtencion de células dendriticas humanas.

2.1.2. Diferenciacién de los monocitos aislados de sangre periférica a
células dendriticas.

Las células dendriticas derivadas de monocitos humanos (moDCs) se obtuvieron
mediante la diferenciacion de células mononucleares de sangre periférica humana
(PBMC). Para diferenciar los monocitos a células dendriticas inmaduras, se aislaron
siguiendo la descripcion anterior y, tras las 2 horas de adhesién, se retiraron las células
no adheridas por aspiracion del medio. Para dar lugar a la diferenciacién, se les cambid
el medio a RPMI 1640 suplementado con 10% (v:v) de FBS, 100 U/ml de penicilina, 100
pug/ml de estreptomicina, 800 U/ml de GM-CSF y 500 U/ml de IL-4 (245). Se incubaron

durante 5 dias a 37°Cy el 5% de CO; en atmosfera.
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2.1.3. Diferenciacion de los monocitos aislados de sangre periférica a
macrofagos humanos

Los macréfagos humanos se obtuvieron mediante la incubacién de los
monocitos, aislados de sangre periférica siguiendo la descripcién anterior, en medio
RPMI con 5% de suero humano y 40 pg/ml de gentamicina durante 2 semanas en

ausencia de citoquinas exdgenas. El medio de cultivo se cambié cada 3 dias.

2.1.4. Cultivo de la linea celular DC2.4

Las células DC2.4 adherentes se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado
con 10% (v/v) de FBS, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Las células
se mantuvieron en un incubador a 37°C con una atmésfera humidificada con un 5% de
CO.. Cada 48-72 horas las células se levantan con la ayuda de Tripsina y se diluyen en
una proporcidn 1:20 y se pasaron a otro frasco. Para los experimentos las células se
plaquean en placas de diferentes pocillos dependiendo del experimento en medio de

cultivo suplementado con un 0.5% de suero.

2.1.5. Cultivo de la linea celular T

Las células T adherentes se cultivaron en medio IMDM suplementado con con
10% (v/v) de FBS, 2 mM L-glutamina, 100 U/ml de penicilina/estreptomicina y 50 mM
de B- mercaptoetanol. Para la seleccidn se utilizaron 500 pg/ml de G418 (para TCRa) y
3 ug/ml de puromicina (para TCRp). Las células se mantuvieron en un incubador a 37°C
con una atmdsfera humidificada con un 5% de CO,. Cada 48-72 horas las células se

diluyen en una proporcion 1:20 y se pasan a otro frasco.
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2.2. TRATAMIENTOS CELULARES

Las células dendriticas derivadas de monocitos humanos se encuentran en
cultivo con medio con suero por lo que 1 hora antes de los tratamientos, éste se

sustituyd por medio sin suero.

Para los monocitos humanos, que siempre se encuentran en medio sin suero, se
retird el medio, se lavaron una vez con PBS y se volvieron a cubrir con medio sin suero

al menos 30 minutos antes del ensayo.

Cuando se trataron las células con acidos grasos disueltos en etanol nunca se
superaron las proporciones 1:1000, respecto al volumen total de medio en el que se
encontraban las células. De igual manera se afiadieron los mismos volimenes de

disolvente a las células control.

2.2.1. Maduracion de las células dendriticas

Las células dendriticas se maduraron con 200 ng/ml de LPS en el caso de las

moDCs y con 1 pug/ml de LPS para las DC2.4 durante 48 y 24 horas respectivamente.

Para los ensayos de proliferacion celular, las células dendriticas DC2.4 tras su
exposicion a acido araquiddnico fueron estimuladas durante toda la noche con 1 pg/ml
de LPS vy, tras su maduracion, se incubaron con 10 pg/ml con OVA durante 4 horas.
Después de todas las incubaciones, las células dendriticas se lavan tres veces con PBS y

se co-cultivan con las células T OT-l durante 5 dias.

2.2.2. Preparacion de zimosan

Para la preparacion del zimosan, las particulas se resuspendieron en PBS y se
hirvieron durante 60 minutos a 100°C, tras lo cual se centrifugaron durante 30 minutos
a 3220 x gy se lavaron tres veces. El precipitado se resuspendié a 20 mg/ml en PBS y se
congeld hasta su uso. Antes de su uso, el zimosan se sonicd tres veces durante 15

segundos y se diluyé en medio libre de suero (246).
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2.2.3. Estimulacion a través de TLR

Las células dendriticas derivadas de monocitos se estimularon durante 24 horas

con los estimulos de los diferentes TLRs que se muestran en la Tabla 4.

Estimulo Concentracion usada TLR
LPS 200 ng/ml TLR4
Zimosdn 200 pg/ml TLR2
PAM3CSK4 1 pg/ml TLR1/2
Flagelina 50 ng/ml TLR5
FSL-1 1 pg/ml TLR2/6
Imiquimod 5 pg/ml TLR7
POLY I:C 25 pg/ml TLR3
ODNZ2395 1uM TLR9
LTA 1 pg/ml TLR2

Tabla 4. Estimulos de los diferentes TLR.

2.3. MEDICION DE PROTEINA

Las células recogidas en 1:1 MeOH:H,O miliQ se sonicaron dos veces a una
amplitud de 23% durante 15 segundos en hielo en un sonicador de punta con el fin de

obtener muestras homogéneas para su posterior cuantificacién de proteina.

La proteina se midié utilizando el método de Bradford (247) mediante el reactivo
comercial Bio-Rad Protein Assay. Esta técnica colorimétrica se basa en la variacion de
absorbancia de 465 a 595 nm producida por el cambio de color del Coomasie G-250
cuando interacciona con las proteinas. La concentracidn de las proteinas se cuantifica
mediante la ley de Lambert-Beer midiendo la absorbancia a 595 nm. Cada vez que se

mide proteina de una muestra se realiza una curva de calibrado midiendo la senal de
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absorbancia de un rango de 1 a 15 ug de BSA vy, aplicando la regresion lineal, se obtiene
la recta que relaciona valores de absorbancia con valores de concentracion y que

permite calcular la cantidad de proteina de nuestra muestra.

2.4. ANALISIS DE LIPIDOS

2.4.1. Extraccion de lipidos

Los lipidos totales fueron extraidos siguiendo el protocolo de Bligh & Dyer (247).
Para ello, las células se resuspendieron en H.O:metanol 1:1 (v/v) y se afadieron los
estandares internos necesarios. Para realizar la extraccion, se afiadieron 3.75 voliUmenes
(en relacién a la fase acuosa inicial) de cloroformo:metanol 1:2 (v/v), se agité durante 1
minuto, se afadieron 1.25 volumenes de H,0 mili-Q y 1.25 volumenes de cloroformo,
se agitd de nuevo y se centrifugd a 5900 x g durante 5 minutos a 16°C para separar la
fase acuosa y la fase orgdnica. Se extrajo la fase organica que contiene los lipidos y se
realizd una segunda extraccion anadiendo a la fase acuosa 2 voliumenes de cloroformo,
se volvid a centrifugar y se juntd la nueva fase organica con la anterior y se evaporaron
para su posterior procesamiento o para el analisis por cromatografia de gases acoplada

a espectrometria de masas.

2.4.2. Separacion de clases de lipidos por cromatografia en capa fina.

La separacién de las diferentes clases de lipidos se llevd a cabo mediante
cromatografia en capa fina (TLC) usando placas de silice como fase estacionaria
previamente activada con calor en una estufa a 60°C durante 16 horas. Las muestras
gue contienen los extractos lipidicos secos se resuspendieron en 20 ul de
cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y se pincharon en la placa de silice. Los estandares
correspondientes a cada clase de lipidos se pincharon en ambos lados de la placa de

silice.
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Para la separacion de fosfolipidos de lipidos neutros se utilizd como fase movil

una mezcla de n-hexano/diétil eter/acido acético 70:30:1 (v/v/v). Una vez introducida la
placa de silice con las muestras, se dejé pasar aproximadamente 55 minutos observando
como los lipidos menos polares (CE, TAG) son los que mds migran mientras que los

fosfolipidos (polares) apenas migran del punto de aplicacién. (Figura 10).

Cubeta
e

00 .—| Esteresde colesterol (CE) |
@0 zj;—| Triacilglicerol (TAG) |

t=55 min

- oo "I Acidos grasos libres (FFA) |
_I 00 0—| Dlac,lgllceroI(DAG) |
e | + + *— Fosfolipidos (PL) |

LU [rsemont |11

Figura 10. Esquema del proceso de separacion de lipidos neutros mediante TLC.

Por otro lado, para separar las distintas clases de fosfolipido (PC, PE, Pl y PS), la
placa de silice se impregnd primero con cloroformo/metanol 1:1 (v/v) durante 3 horas
Yy, una vez seca, con acido bérico (H3BOs) en etanol/H,0 1:1 (v/v) durante 5 horas. Una
vez pre-tratada la placa, se aplicaron las muestras y los estandares, se introdujo en la
cubeta y las clases de fosfolipidos se separaron migrando dos veces en el sistema

cloroformo/metanol/hidroxido de amonio 28% 60:37.5:4 (v/v/v). (Figura 11).
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Figura 11. Esquema del proceso de separacion de las distintas clases de fosfolipidos mediante TLC

Para ambos casos, una vez que se separan las distintas clases de lipidos, se
recortaron las zonas de la placa donde se encontraban los estandares y se introdujeron
en una cubeta de cristal con vapores de yodo, que al unirse a los acidos grasos
insaturados revelé la posicion de estos mediante la aparicién de manchas marrones. Los
factores de retencién de los estandares se utilizaron para localizar los lipidos de interés

enla TLC.

Para extraer los lipidos de interés de la silice, se raspd la porcion correspondiente
a cada clase de lipido y se llevd a un tubo de 2 ml donde se procedié a la extracciéon. Para
ello, se afiadid 1 ml de cloroformo/metanol 1:1 (v/v), se agitd durante 1 minuto y se
precipitd la silice centrifugando a 13400 x g durante 5 minutos a 16°C. La fase organica
liquida superior se recogid y se volvié a realizar una segunda extraccién con 1 ml de
cloroformo/metanol 2:1 (v/v). Ambas fases organicas se juntaron y se evaporaron hasta

sequedad para continuar con el proceso.

2.4.3. Derivatizacion de acidos grasos

i) Derivatizacion de los acidos grasos a esteres metilicos

Los acidos grasos no son volatiles por lo que no podrian ser trasladados por la
fase movil gaseosa a través de la columna del GC-MS. Por ello, antes de su analisis por

el cromatografo de gases, es preciso un paso previo de derivatizacién donde los acidos
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grasos reaccionan para dar lugar a esteres metilicos, compuestos volatiles que permiten

su analisis por el GC-MS.

Para realizar la transmetilacion de acidos grasos esterificados, los extractos
lipidicos totales o previamente separados por TLC, se resuspendieron en 50 ul de
cloroformo:metanol 2:1 (v/v) y se traspasaron a un tubo de vidrio de tapon roscado.
Posteriormente, se afiadieron 500 pl de KOH 0.5 M en metanol anhidro y se calenté en
un bafio con agitacidn durante 1 hora a 37°C. Una vez finalizada la reaccidn, se neutralizé
con 500 ul de 0.5 M HCI en solucion acuosa, y los esteres metilicos de los acidos grasos
(FAMESs) se extrajeron dos veces con 1 ml de hexano. Para ello, se mezclé durante 30
segundos en un agitador, se centrifugd a 800 x g durante 5 minutos a 16°C y se recogio

la fase organica.

ii) Derivatizacion de los esteres metilicos a aductos de dimetil disulfuro

La derivatizacion de los esteres metilicos de los acidos grasos a aductos de dimetil
disulfuro (DMDS) se llevd a cabo con una modificacién del procedimiento descrito por
Sansone et al (247). Las muestras que contienen los FAME, previamente analizados por
el GC-MS, se traspasan a un vial ambar con tapdn roscado donde se anadieron 100 pl
DMDS y dos gotas de una solucién de yodo en dietiléter al 6 % (w/v) y se dejé en
atmdsfera de Na. Se dejd reaccionar en un bafio en agitacion a 40°C durante toda la

noche.

Para la extraccidn de los aductos de DMDS, se afiadié 900 ul de hexano y 900 ul
de tiosulfato de sodio (Na2S203) al 5 % de agua, se agitd en el vortex hasta que la solucion
perdid color y se centrifugd a la maxima revolucién durante 2 minutos. Para arrastrar
posibles restos de yodo, se vuelven a anadir 100 ul de Na3S;0s a la fase organica y se
vuelve a extraer la fase organica como se ha descrito anteriormente con un paso de
centrifugacidn. Posteriormente se seca la fase organica afiadiendo sulfato de magnesio
anhidro y las muestras se vuelven a centrifugar para eliminar la fase sdlida. Finalmente,
la fase orgdnica se evapora por centrifugacién en vacio para su posterior analisis por el

GC-MS.
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2.4.4. Andlisis de FAMEs de acidos grasos por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas

El andlisis de FAMEs se realizé gracias a un cromatdgrafo de gases acoplado a un
espectrometro de masas. El cromatdgrafo de gases esta equipado con un inyector
automatico (Agilent 7693 autosampler) y una columna Agilent DB-23 [(50%-
cianopropil)-metilpolisiloxano] cuya rampa de temperaturas utilizada se puede ver en la

Tabla 5.

Temperatura (°C) Tiempo de carrera (minutos)
50 1
175 6
215 32.67
235 34.67
235 39.67

Tabla 5. Rampa de temperaturas empleada en el proceso de cromatografia de gases para la separacion
de FAME.

El espectrometro contiene un analizador de cuadrupolo simple que opera en
modo de impacto electrénico ionizando los acidos grasos con un haz de electrones con
una energia de 70 eV (El, 70 eV). El resto de los pardmetros asignados se muestran en la

Tabla 6.

Temperatura puerto de inyeccion 250°C
Temperatura de la fuente de ionizacion 250°C
Temperatura del cuadrupolo 150°C
Temperatura de la fuente de ionizacion 230°C
Gas portador Helio
Presion del gas portador 26.1 psi

Tabla 6. Parametros utilizados para el analizador.

80



Capitulo Ill. Materiales y métodos

En todos los casos, se inyectd 1 pl de muestra disuelta en n-hexano sin divisidon

de la muestra (en modo splitless).

2.4.5. Andlisis de DMDS de 4cidos grasos por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas

Para el andlisis por GC-MS de los aductos de DMDS se utiliza practicamente el
mismo protocolo de analisis utilizado para los ésteres metilicos con una Unica diferencia
en la rampa de temperatura. En este caso, la rampa de temperatura también comienza
en 50 °Cy va aumentando a razén de 10 °C/min hasta los 250°C, y esta temperatura se
mantiene durante 20 minutos con el fin de separar los derivados de DMDS de los 16:1,
identificados tanto por tiempo de retencién como por los diferentes espectros de

fragmentacion que se pueden observar en la Figura 12.
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Figura 12. Espectros de fragmentacion de los diferentes isomeros del 16:1. Espectros de masas
correspondientes a los isémeros n-10 (A), n-9 (B), n-7 (C) que indican el ion molecular (M*) y tres picos de
diagndstico (fragmento correspondiente a la parte terminal de metilo de la molécula, fragmento que
contiene el grupo carboxilo y este ultimo con la pérdida de metanol). Adaptado de Astudillo et al (202).
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2.5. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE RNA Y DNA

5.5.1. Extraccion de RNA

Para la extraccién de RNA se siguieron las instrucciones del reactivo comercial
para aislar RNA. Para ello, se elimind el medio de cultivo de las células y se afiadieron
500 pl de TRIzol a cada pocillo. Tras esperar 5 minutos, las células se pasaron a
eppendorfs, se anadieron 200 pl de cloroformo, se agitaron durante 12 segundos y se
dejaron incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente. Con el fin de separar las
fases, se centrifugaron a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C, se extrajo la fase acuosa
con el RNA y se anadieron 200 pl de isopropanol. Las muestras se volvieron a agitar
durante 12-15 segundos y se dejaron reposar durante 9 minutos. Tras otra
centrifugacién de 12000 x g durante 10 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y el
pellet obtenido de RNA se lavé con 1ml de etanol al 75 % en H,O-DEPC. Se agitd en
vortex y se centrifugd a 10000 x g durante 10 minutos a 4°C, eliminando el sobrenadante
posteriormente y dejando secar el RNA durante 13 minutos. EI RNA se resuspendié en
20 pl de H,O-DEPC Yy se calentd en un bloquer a 58°C. Por ultimo, se determind su pureza
y concentracién en un Nanodrop midiendo la absorbancia a una longitud de onda de

260 nm.

5.5.2. Sintesis de DNA complementario

La formacion de cDNA se realizd mediante transcripcion inversa y reaccion en
cadena de la polimerasa utilizando un kit de Verso cDNA. Brevemente, se partié de 1 ug
de RNA en un volumen final de 5.5 ul al que se le afadid los reactivos mostrados en la
Tabla 7 hasta llegar a un volumen final de 10 pl. La mezcla se incubé durante 1 hora a
42°C y la reaccién se pard con la inactivacién de la enzima calentando las muestras a

95°C durante 3 minutos.
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Reactivo Volumen

RNA (en H20 DEPC) 5.5ul
5X buffer sintesis cONA 2 ul

RT enhancer 0.5 ul
dNTP mix 0.5 ul
Verso enzima mix 0.5 ul
Cebador de RNA 0.5 ul
Volumen final 10 pl

Tabla 7. Reactivos utilizados para la sintesis de DNA complementario.

5.5.3. Cuantificacion del RNA mediante reccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR)

Para cuantificar los cambios en los niveles de expresién de los distintos genes de
interés se utilizé la técnica qPCR. Para ello, se partid de 20 ng de cDNA sintetizado como
se explica en el apartado anterior y se utilizaron los reactivos del kit comercial Brilliant
Il Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix. Junto con los reactivos se afadieron 0.5

UM de los cebadores directos e inversos obteniendo un volumen final de 10 pl.

Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo ABI7500 siguiendo las condiciones
mostradas en la Tabla 8. Con el fin de cuantificar los niveles de los genes, se determiné
el ciclo umbral (Cr), es decir, aquel en el que la fluorescencia supera el umbral donde la
amplificacién empieza a ser exponencial, y se aplic el algoritmo AACr (248) comparando
asi el Crdel gen de interés con el Crdel gen de referencia. Los genes de referencia en
este trabajo fueron la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Gadph) en ratén y

ACTINA en humanos.
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Numero de ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 95 3 minutos
95 15 segundos
40 60 1 minuto
72 28 segundos

Tabla 8. Programa de temperatura para la amplificacion de cDNA por PCR cuantitativa.

2.6. MICROSCOPIiA CONFOCAL

2.6.1. Analisis de gotas lipidicas

Las células incubadas sobre los cristales de microscopia en placas de seis pocillos
se lavaron tres veces con PBS para retirar el medio de cultivo. Posteriormente, se fijaron
durante 20 minutos con 500 pl de paraformaldehido al 4% con sacarosa al 3%. Tras los
20 minutos, se lavan los cristales repetidas veces con PBS y se procede a la tincién de los
nucleos con 1 pg/ml de DAPI durante 10 minutos y los lipidos neutros con 2 pug/ml de
BODIPY 493/503 durante 15 minutos. Para eliminar el exceso de las tinciones, los
cristales se lavan tres veces con PBS y se procede a su montaje en portas de microscopia

con 25 pl de Gelvatol.

Para la obtencién de las imagenes se utilizd un microscopio confocal Leica TCS
SP5X utilizando un objetivo HCX PL APO CS de inmersidn en aceite, 63%, 1,4 NA. La
fluorescencia de BODIPY 498/503 se monitorizd con un laser de luz blanca que excitaba
a 490 nm, y la emisién de fluorescencia se recogié entre 502 nm y 555 nm. La
fluorescencia de DAPI se excitd con un ldser de diodo azul a 405 nm y la emisién se
recogio entre 419 nm y 475 nm. Para el analisis y cuantificacion de la fluorescencia se

utilizo el software Image J.
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2.6.2. Ensayos de fagocitosis

Las células sembradas sobre los cristales se estimularon durante 30 minutos a 37
‘C con zimosan marcado con el fluoréforo Alexa Fluor 594 (4 particulas/célula).
Posteriormente se realizan tres lavados con PBS y se transfieren los cristales a nuevos
pocillos donde se incuban 30 minutos para permitir la fagocitosis completa de las
particulas de zimosan. La reaccién se para con la fijacién de las células con 4%
paraformaldehido en PBS durante 15 minutos. Posteriormente, las células se lavan tres
veces con PBS y se procede a la tincidn de los nucleos con 1 pug/ml de DAPI en PBS
durante 10 minutos. Para eliminar el exceso de las tinciones, las células se lavan tres
veces con PBS y se procede al montaje de los cristales en portas de microscopia con 25

ul de Gelvatol.

Para la obtencion de las imdgenes se utilizd un microscopio confocal Leica TCS
SP5X utilizando un objetivo HCX PL APO CS de inmersidon en aceite, 63%, 1,4 NA. La
fluorescencia de zimosan Alexa Fluor 594 se midié con un laser de luz blanca que
excitaba a 490 nm, y la emision de fluorescencia se recogié entre 610 nm y 630 nm. La
fluorescencia de DAPI se excitd con un ldser de diodo azul a 405 nm y la emision se
recogid entre 419 nm y 475 nm. Para el analisis se utilizé el software Image J donde se
unieron los canales azul y rojo en una sola imagen. El indice fagocitico se calculd
dividiendo el nimero de fagosomas por el nimero total de células en un campo, que

fue multiplicado por el porcentaje de células fagociticas (249).

2.7 CITOMETRIA DE FLUJO

2.7.1. Analisis de formacion de gotas lipidicas

Las células estimuladas se recogen de los pocillos por incubacién durante 4
minutos con tripsina-EDTA y se centrifugaron a 300 x g durante 5 minutos a temperatura

ambiente. El pellet obtenido se lavé dos veces con PBS vy se fijaron las células con PFA
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4% + 3% sacarosa durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las células fijadas se
tineron con 2 pg/ml BODIPY 493/503 durante 15 minutos a 37°C. Por ultimo, se
realizaron dos lavados con PBS centrifugando de nuevo a 300 x g durante 5 minutos y el
pellet obtenido se resuspendié en 500 pl de PBS para su posterior andlisis con un
citémetro FACS Gallios (Beckman Coulter) usando un laser de excitacion de 488 nmy un
filtro de emisién 525 BP 40 (detector FL-1). Los datos obtenidos se analizaron mediante

el software Kaluza, version 1.3 (Beckman Coulter).

2.7.2. Analisis de marcadores de maduracion de las células dendriticas

Las células estimuladas se recogen de los pocillos y, tras dos lavados con PBS, se
incuban durante 45 minutos con 90 pl de 5% de FBS en PBS a 4°C. Posteriormente, se
afiaden 10 pl del anticuerpo correspondiente a la concentracién indiciada por el
fabricante durante 45 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, las células se lavan
tres veces con PBS y se resuspenden en 500 ul de PBS para su posterior analisis por el
citémetro FACS Gallios (Beckman Coulter) usando un laser de excitaciéon de 488 nm y un
filtro de emisién 525 BP 40 (detector FL-1). Los datos obtenidos se analizaron mediante

el software Kaluza, version 1.3 (Beckman Coulter).

2.7.3. Ensayos de permeabilizacion de células y medida de MHC-I

Las células estimuladas se recogen de los pocillos y, tras dos lavados con PBS, se
fijan con 4% de PFA durante 10 minutos y se vuelven a lavar tres veces con PBS.
Posteriormente, se permeabilizan las células con una solucion al 0,1% de saponina
durante 30 minutos. A partir de este punto, todas las incubaciones posteriores tienen
gue ir acompaifiadas de la solucidon de saponina ya que su efecto es reversible. A
continuacion, se sigue el procedimiento descrito anteriormente, las células se incuban
durante 45 minutos con 90 pl de 5% de FBS en saponina al 0.1% a 4°C y después, se
afiaden 10 pl del anticuerpo antiMHC-I a la concentracién indiciada por el fabricante

durante 45 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, las células se lavan tres veces
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con PBS y se resuspenden en 500 pl de PBS para su posterior analisis con un citdmetro

FACS Gallios (Beckman Coulter) usando un laser de excitacion de 488 nm y un filtro de
emisién 525 BP 40 (detector FL-1). Los datos obtenidos se analizaron mediante el

software Kaluza, version 1.3 (Beckman Coulter).

2.8. ENSAYOS DE RADIOACTIVIDAD

2.8.1. Ensayos de incorporacion de [FH]AA

Para radiomarcar las células dendriticas, se incubaron durante 30 minutos con
0,15 pCi/ml [2H]AA. Después de este periodo, el AA radiactivo no incorporado se elimind
lavando las células cuatro veces con medio sin suero que contiene 0,5 mg/ml de
albdmina libre de acidos grasos. Se recogieron las células a los tiempos estipulados y
tras centrifugacionesy lavados con medio sin suero que contiene 0,5 mg/ml de albdmina
libre de acidos grasos, las muestras se mezclan con 3 ml de liquido de centelleo y se
mide la radiactividad por recuento de centelleo liquido en el contador de centelleo LS

6500.

2.8.2. Ensayos de proliferacion mediante [*H]timidina

Las células DC2.4 y OT-l co-cultivadas se marcaron con 0.1 puCi/ml [*H]timidina
durante 16 horas a 37°C. Posteriormente, las células se recogieron de los pocillos y se
centrifugaron a 300 x g durante 20 segundos a temperatura ambiente. El pellet obtenido
se lavo dos veces con PBS y se resuspendieron en 100 pl de Tritdn X-100. Por ultimo, se
afiadieron 3 ml de liquido de centelleo para su posterior analisis con un contador LS

6500.
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2.9. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los experimentos se realizaron al menos 3 veces con duplicados o
triplicados bioldgicos. Los valores mostrados se presentan como la media + error
estandar de la media (SEM). Para realizar la comparacién estadistica entre los datos se
utilizo el test t de Student para muestras desapareadas y se considerd que las diferencias
eran estadisticamente significativas entre los datos que presentaban una confianza

estadistica mayor del 95% (* = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.005).
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1. CARACTERIZACION LIPIDOMICA DE LAS CELULAS

DENDRITICAS

Las células dendriticas juegan un papel muy importante en la inflamacién
actuando como “centinelas” del sistema inmune. Recientemente, se ha observado que
los cambios en la composicion y metabolismo lipidicos pueden afectar a las funciones
de las células dendriticas, remarcando la importancia de los lipidos en el transcurso de
los procesos inflamatorios (250,251). Por lo tanto, el primer objetivo fue el estudio
lipiddmico por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de las

células dendriticas utilizadas en este trabajo.

1.1. CARACTERIZACION LIPIDOMICA DE LAS CELULAS DENDRITICAS
DERIVADAS DE MONOCITOS HUMANOS

Con el fin de estudiar el comportamiento de las células dendriticas derivadas de
monocitos humanos, se analizaron los perfiles basales de los acidos grasos de las
diferentes fracciones lipidicas celulares, es decir, glicerofosfolipidos (PL) y lipidos
neutros (triacilglicerol, TAG; ésteres de colesterol, CE). Para ello, se aislaron los
monocitos humanos vy, tras el proceso de diferenciacién, se recogieron las células
obtenidas, a las que se denominan células dendriticas inmaduras, y se procedié con el
protocolo de extraccidn y separacion de lipidos y su posterior analisis mediante

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Los acidos grasos se designan segun la formula A:Bn-x, donde A es el nimero de
carbonos del acido graso, B es el numero de dobles enlaces vy, para diferenciar los
isdmeros posicionales de un mismo acido graso se usa la nomenclatura n-x (n menos x),
donde n es el nimero de carbonos y x es un nimero entero que, restado de n, da la

posicion del ultimo doble enlace de la molécula.
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El andlisis detallado de la composiciéon de acidos grasos en el conjunto de
glicerofosfolipidos, triacilglicerol y ésteres de colesterol (Figura 13) indicéd que estas
células poseen muy altos niveles de acido araquiddnico (AA) en la fraccion de PL (Figura
13-A), asi como de otras especies poliinsaturadas, como era de esperar en células
inmunes primarias. Estos acidos grasos pueden dar lugar en procesos inflamatorios a los
llamados eicosanoides, mediadores lipidicos bioactivos muy importantes en el

desarrollo y resolucién de la inflamacién.

Entre los acidos grasos mayoritarios en dicha fraccion se encuentran también el
acido palmitico (16:0), el acido estearico (18:0) y el acido oleico (18:1n-9). Por otra parte,
en cuanto a las fracciones de TAG y CE (Figura 13-B y -C) no poseen gran variedad de
acidos grasos siendo todos ellos acidos saturados o monoinsaturados, entre los que

destacan los acidos palmitico, estedrico y oleico.
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Figura 13. Perfil basal de lipidos neutros y glicerofosfolipidos en las células dendriticas inmaduras
derivadas de monocitos humanos. Las células dendriticas se recogieron y se aislaron las diferentes clases
de lipidos, se convirtieron los acidos grasos en ésteres metilicos y se midié su contenido mediante GC-MS.
Las muestras se volvieron a derivatizar para formar los aductos de DMDS y analizar la proporcion de los
diferentes isémeros de 16:1 y, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-MS. Se muestra el perfil para
glicerofosfolipidos (PL) (A), triacilglicerol (TAG) (B) y ésteres de colesterol (CE) (C). Los resultados se
muestran como media = S.E.M (n=5).
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Con el objetivo de caracterizar mas la composicion lipidica de las moDCs, se
estudiaron los diferentes perfiles basales de las diferentes clases de glicerofosfolipidos
(glicerofosfolipidos de colina, PC; glicerofosfolipidos de etanolamina, PE;
fosfatidilserina, PS; fosfatidilinositol, Pl; y acido fosfatidico, PA) (Figura 14). Como se
puede observar, tanto PC como PE tienen unos perfiles que se asemejan mucho al perfil
obtenido para la fraccién de PLs completa (Figura 13). Cabe destacar que la fraccién de
PE es la clase de fosfolipido mas rica en AA, seguida de PC, PI/PA y PS. Esta distribucion
es semejante a la descrita en monocitos y macroéfagos (252,253). PC posee mayores
niveles de acidos grasos saturados y monoinsaturados como el acido oléico, acido
palmitico y los isémeros del 16:1 (acido palmitoleico, 16:1n-7; acido hipogeico, 16:1n-9;

acido sapiénico, 16:1n-10) (Figura 14-A).

En PE (Figura 14-B) también se pueden apreciar niveles altos de otros acidos
grasos poliinsaturados (22:5n-3 y 22:6n-3), mientras que los acidos grasos
monoinsaturados y saturados tienen niveles mas bajos. Por otro lado, en PS y PI/PA los
acidos grasos mayoritarios son acidos saturados y monoinsaturados como el acido
estearico y oleico, aunque también se han identificado en estas fracciones acidos grasos

poliinsaturados a niveles muy bajos (Figura 14-Cy -E).
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Figura 14. Perfil basal de especies de glicerofosfolipidos en las células dendriticas inmaduras derivadas
de monocitos humanos. Las células dendriticas se diferenciaron y se recogieron. Posteriormente se
aislaron las diferentes clases de lipidos, se convirtieron los acidos grasos en ésteres metilicos y se midio
su contenido mediante GC-MS. Las muestras se volvieron a derivatizar para formar los aductos de DMDS
y analizar la proporcién de los diferentes isémeros de 16:1 vy, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-
MS. Se muestra el perfil para glicerofosfolipidos de colina (A), glicerofosfolipidos de etanolamina (B),
fosfatidilserina (C) y una mezcla, debido a una separacion muy sutil por TLC, de fosfatidilinositol y acido
fosfatidico (D). Los resultados se muestran como media + S.E.M (n=4).
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Debido a esos altos niveles de AA se procedié a determinar si existen procesos
de remodelacién, que involucra principalmente reacciones directas de transacilacién
intercambiando el AA entre las distintas clases de fosfolipidos, similares a los descritos
en monocitos y macréfagos (253-256). La transacilasa independiente de CoA (CoA-IT)
es la enzima involucrada en la remodelacion del AA en fosfolipidos, catalizando la
transferencia de AA desde, principalmente, diacil-PC a liso-PE o liso-PC (257-259). Para
ello, las células se marcaron con [3H]AA durante 30 minutos y, después de eliminar el
acido graso no incorporado, se analizd su distribucion entre las distintas especies de
fosfolipidos a diferentes tiempos (Figura 15). A tiempos cortos se observa que la especie
con mayor contenido de AA con un 60% es la fraccidon de PC, pero esos niveles se van
reduciendo mientras que los niveles en PE van aumentando hasta que, a las 16 horas el
contenido de AA en PCy PE se iguala (Figura 15-A). Después de ese punto, PE pasa a ser
la especie mayoritaria en AA. Por otro lado, el contenido de AA en las fracciones de PS'y

Pl practicamente se mantiene estable a lo largo del tiempo.

En conclusién, a partir de las 36h, las células dendriticas ya han llegado a un
equilibrio en los niveles de [3H]AA (Figura 15-B) ya que se asemejan mucho al contenido
de AA en estado basal medido por GC-MS (Figura 14), donde la especie de PE es la que
presenta mayor contenido de AA, seguido por PC, PI/PAy PS.
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Figura 15. Remodelacion del AA en las especies de PL en moDC (A) y distribucion de AA a 36 h (B). Las
células fueron marcadas con [2H]AA, lavadas e incubadas sin el marcaje durante los periodos de tiempo
indicados en la figura. Las distintas especies de fosfolipidos fueron separadas por TLC y la radiactividad
incorporada en cada clase se midid por conteo de centelleo. Los resultados se muestran como el
porcentaje de radiactividad presente en los PLs y se muestra como la media + S.E.M (n=2).
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Con el objetivo de estudiar el comportamiento del AA, las células dendriticas
derivadas de monocitos humanos se expusieron a diferentes estimulos reconocidos por
los distintos receptores tipo toll (TLRs). Los TLRs son sensores de reconocimiento de
membrana evolutivamente conservados, propios de la inmunidad innata que
reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos y moléculas propias liberadas
de células dafiadas. En humanos, existen 10 clases de TLR y se localizan tanto en la
membrana plasmatica celular como en compartimentos intracelulares como los
endosomas por lo que pueden reconocer tanto patdégenos extracelulares como

intracelulares (260,261).

Mediante técnicas de espectrometria de masas se determinaron los niveles de

AA tras la incubacion de las moDCs con diferentes estimulos de distintos TLRs.

Los niveles de AA disminuyen de manera significativa en las células tratadas
frente a las no tratadas (Figura 16). En conjunto, estos datos demuestran que, ante un
estimulo, las células dendriticas liberan AA, probablemente via fosfolipasa A, citosdlica
(cPLA;) (263—-268). Parte de este acido graso libre puede ser metabolizado por via
enzimdtica produciéndose diferentes mediadores derivados del AA llamados

eicosanoides.

97



_ 1.Caracterizacién lipidédmica de las células dendriticas

98

\g A 1 Control E B C— Control g C C— Control
S 80 = LPS © 80 - . Zym 2 80 4 = PAM3CSK4
: 1 | 1 ]
£ g £
3 60 4 3 60 1 3 60 -
£ * £ E *
£ £ * £
o o o
‘-E’ 40 4 % 40 4 g 40 H
. . 0
2 3 3
3 g g
g 20 4 g 20 A o 20 A
o
3 3 z
o
.2 0 ‘ ~2 0 ‘ < 9
20:4n-6 20:4n-6 20:4n-6
E D 1 Control _g E 1 Control _E E 1 Control
3 80 1 [ Flagelina| @ 80 A . FSL-1 8 80 A1 =N Imiquimod
o o o
s s S
£ £ £
= 60 4 = 60 - = 60 1
o ] o
E g £ x
H s o s
‘-E’ 40 1 '-E’ 40 4 '-E’ 40 +
0 u u
3 2 2
g 20 A g 20 1 g 20 1
o
5 3 3
Q
< 0 \ < ‘ < ‘
20:4n-6 20:4n-6 20:4n-6
.g G C— Control E H C— Control _g I C— Control
S 80 = Poly(:C)| £ 80 1 C—J ODN2395| & 80 - - LTA
: 1 ~ 1 9 1
o o o
o g’ g
% 60 1 S 60 S 601
£
iEi * £ E
o
g 40 2 401 é 40 1
3 3 3
= E 'S
3 3
g 20 4 g 20 4 g 20
©
o
2 3 3
I o
< o : < 0 \ < :
20:4n-6 20:4n-6 20:4n-6

Figura 16. Efecto de diferentes estimulos relacionados con la inflamacién sobre los niveles de AA. Las
células moDCs no fueron estimuladas (barras blancas) o fueron estimuladas con 200 ng/ml LPS (TLR4) (A),
200 pg/ml zimosan (TLR2) (B), 1 ug/ml PAM3CSK4 (TLR1/2) (C), 50 ng/ml Flagelina (TLR5) (D), 1 ug/ml FSL-
1 (TLR2/6) (E), 5 pg/ml Imiquimod (TLR7) (F) 25 pg/ml Polyl:C (TLR3) (G), 1 uM ODN2395 (TLR9) (H) o 1
ug/ml LTA (TLR2) (1) durante 24 h (barras coloreadas). Posteriormente, la fracciéon completa de lipidos se
aisld y los 4cidos grasos se convirtieron en ésteres metilicos. Se midié su contenido mediante GC-MS. Los
resultados se muestran como media + S.E.M (n=4). *P<0.05, **p<0.01.



Capitulo IV. Resultados _

1.2. DIFERENCIAS LIPIDOMICAS ENTRE LOS MONOCITOS HUMANOS Y LAS
CELULAS DENDRITICAS HUMANAS DERIVADAS DE MONOCITOS

Las células dendriticas utilizadas en este trabajo provienen de la diferenciacién
de los monocitos extraidos de sangre periférica humana. Por tanto, se quiso comprobar
si habia diferencias en los perfiles de acidos grasos de las fracciones de lipidos neutros y
de fosfolipidos entre ambos tipos celulares. Para ello, tras el aislamiento de los
monocitos, una parte se destind a estudios de diferenciacidn a célula dendritica y la otra

parte se recogio para su analisis lipidico mediante GC-MS.

Para una mejor comparacion, los resultados se muestran como el porcentaje de
cada acido graso en el total de la muestra (Figura 17). Como se observa en la Figura 17-
A, en la fraccidon de PLs no existen diferencias en cuanto al contenido de AA, pero las
moDCs presentan una tendencia a tener mayor porcentaje de otros acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga. Por otra parte, los monocitos tienen menor proporcién
de acido palmitico y de su producto por desaturacién via A9 desaturasa, el acido
palmitoleico. Sin embargo, parece que esas menores proporciones son compensadas
con una mayor proporcién del acido estedrico, acido linoleico y, en menor medida, el

acido oleico.

En cuanto a las fracciones de TAG y CE (Figura 17-B y -C) no se observaron
diferencias significativas entre los diferentes acidos grasos de los distintos tipos
celulares, pero si se ve una disminuciéon en los monocitos en los niveles del 16:1-x

(mezcla de acido sapiénico y acido hipogeico).
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Figura 17. Comparacion de los perfiles de acidos grasos entre monocitos humanos y células dendriticas
derivadas de monocitos humanos. Los monocitos y las células dendriticas se recogieron. Posteriormente
se aislaron las diferentes clases de lipidos, se convirtieron los acidos grasos en ésteres metilicos y se midié
su contenido mediante GC-MS. Se muestra el perfil para fosfolipidos (A), triacilglicerol (B) y ésteres de
colesterol (C). 16:1n-x es la mezcla de los isomeros 16:1n-10 y 16:1n-9. Los resultados se muestran como
media + S.E.M (n=3). *p<0.05

1.3. COMPARACION LIPIDOMICA ENTRE LAS CELULAS DENDRITICAS
HUMANAS Y LA LINEA CELULAR DC2.4

Otro tipo celular que se ha utilizado en esta tesis doctoral es la linea celular de
ratén DC2.4, por lo que se quiso estudiar cuanto se asemejan o diferencian sus perfiles

lipidémicos a los de las células dendriticas derivadas de monocitos humanos.
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Los niveles de acidos grasos de las distintas clases de lipidos se muestran de

nuevo como porcentajes. En la Figura 18-A se recogen numerosas diferencias
significativas, lo que era de esperar, ya que se esta comparando una célula primaria
humana con una linea celular de ratén. En la fraccidn de PL se observa que el contenido
de poliinsaturados en las DC2.4 es significativamente menor que en las moDCs pero esa
disminucion se compensa con niveles mayores de d4cidos grasos saturados y
monoinsaturados como el acido miristico (14:0), acido palmitoleico, acido oleico y acido
vaccénico (18:1n-7). Cabe destacar la menor proporciéon de AA en la linea celular frente
a las células primarias que puede tener consecuencias en condiciones de activacion

celular en la produccidn de eicosanoides (Figura 18-A) (269).
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Figura 18. Comparacion de los perfiles de acidos grasos entre células dendriticas derivadas de
monocitos humanos y DC2.4. Ambos tipos celulares se recogieron y se aislaron sus diferentes clases de
lipidos, se convirtieron los acidos grasos en ésteres metilicos y se midié su contenido mediante GC-MS.
Las muestras se volvieron a derivatizar para formar los aductos de DMDS y analizar la proporcion de los
diferentes isomeros de 16:1 y, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-MS Se muestra el perfil para
fosfolipidos (A), triacilglicerol (B) y ésteres de colesterol (C). Los resultados se muestran como media +
S.E.M (n=4). ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05

En cuanto a las fracciones de triacilglicerol y esteres de colesterol (Figura 18-B y
-C) solo se observan diferencias en cuanto a los isdmeros del 16:1 pero esas diferencias

se veran con mas detalle en apartados posteriores.

Como se observaron grandes diferencias en los niveles de acidos grasos entre
ambos tipos celulares en la fraccién completa de fosfolipidos se quiso comprobar que
ocurriria entre las distintas clases de fosfolipidos. Mediante el uso de cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas se analizé la composicion detallada de los
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acidos grasos en las distintas clases de fosfolipidos observandose que habia grandes

diferencias entre ambos tipos celulares (Figura 19). De nuevo, se puede observar la
acumulacién de acidos grasos poliinsaturados en las células moDC frente a la
acumulacién de acidos grasos saturados o monoinsaturados en la linea celular en las

cuatro clases distintas de fosfolipidos (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion de la composicion de las distintas clases de fosfolipidos en moDC versus DC2.4.
Las células dendriticas se diferenciaron y se recogieron. Posteriormente se aislaron las diferentes clases
de lipidos, se convirtieron los acidos grasos en ésteres metilicos y se midié su contenido mediante GC-MS.
Las muestras se volvieron a derivatizar para formar los aductos de DMDS y analizar la proporcion de los
diferentes isomeros de 16:1 y, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-MS Se muestra el perfil para
glicerofosfolipidos de colina (A), glicerofosfolipidos de etanolamina (B), fosfatidilserina (C) y una mezcla,
debido a una separacién muy sutil por TLC, de fosfatidilinositol y acido fosfatidico (D). Los resultados se
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La diferencia de los niveles de AA entre moDCs y DC2.4 puede estar afectando a
la distribucion relativa de este acido graso en las distintas clases de fosfolipidos.
Evaluando el porcentaje de AA en cada clase de glicerofosfolipido (Figura 20) se observé
que, a pesar de que las moDCs contienen niveles mucho mds altos de AA, en ambos tipos
celulares la fraccidén de PE es la clase de glicerofosfolipido con el mayor porcentaje de
AA, aunque tiene menor porcentaje la linea celular. Otra gran diferencia perceptible es
la ausencia de AA en la clase de PS en DC2.4 mientras que en moDC es la clase con menor
porcentaje de AA. En cuanto a PCy PI/PA la linea celular tiene un mayor contenido de

AA que moDC.

En conjunto, a pesar de las grandes diferencias en los niveles de AA entre ambos
tipos celulares, la distribucién de dicho acido en las distintas especies de fosfolipidos es

semejante.

% AA moDCs % AA DC2.4

PE (62%) === PE (55%)
PC (19%) | |m= PC (27%)
Pl+ PA (13%) === P+ PA (19%)
PS (7%) — PS (0%)

Figura 20. Distribucion de AA entre las distintas clases de fosfolipidos en moDCs versus DC2.4.
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1.4. PERFIL LIPIDOMICO DE CELULAS DENDRITICAS MADURAS

Las células dendriticas tienen dos estadios diferentes de maduracién; por una
parte, estan las células dendriticas inmaduras con una alta capacidad fagocitica y de
procesamiento de antigeno y que generalmente se encuentran en tejidos periféricos vy,
por otra parte, se encuentran las células dendriticas maduras cuya principal funcion es

la presentaciéon de antigenos y activacién de otras células del sistema inmune.

Para posteriormente tratar de caracterizar las funciones de las células
dendriticas inmaduras y maduras se quiso estudiar si el proceso de maduracion de las
células dendriticas traia consigo un cambio en los perfiles de acidos grasos. Para ello,
ambos tipos celulares (moDC y DC2.4) se trataron durante 24 horas con las cantidades
indicadas de LPS y después se determinaron los niveles de acidos grasos mediante GC-

MS.

Como se observa en la Figura 21, no se aprecian cambios significativos en los
niveles de acidos grasos con el tratamiento de LPS ni en las células dendriticas derivadas
de monocitos humanos ni en la linea celular DC2.4. Las moDCs parecen tener una ligera
disminucion de los valores de AA y en las DC2.4 puede verse una tendencia del acido

palmitico y del acido palmitoleico a disminuir sus niveles.
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Figura 21. Maduraciéon de las moDCs y DC2.4. Las moDC y DC2.4 no se trataron (barras blancas) o se
trataron con 200 ng/mly 1 pug/ml de LPS respectivamente durante 48 y 24 horas respectivamente (barras
de color). Posteriormente la fraccién completa de lipidos se aislé y los acidos grasos se convirtieron en
ésteres metilicos. Se midié su contenido mediante GC-MS. Las muestras se volvieron a derivatizar para
formar los aductos de DMDS y analizar la proporcidn de los diferentes isdmeros de 16:1 y, finalmente, se
volvieron a pasar por el GC-MS. Se muestra el perfil de 4dcidos grasos totales para moDCs (A) y para DC2.4
(B). Los resultados se muestran como media + S.E.M (n=4).
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2. EFECTOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO SOBRE LA FUNCION

DE LAS CELULAS DENDRITICAS

Estudios previos del laboratorio donde se ha desarrollado este trabajo
demostraron que la incubacién de monocitos humanos con bajas concentraciones de
acido araquiddnico da lugar a que las células adquieran un fenotipo espumoso como
consecuencia de la acumulaciéon de gotas lipidicas (LDs) en el citoplasma (146,201).
Investigaciones desarrolladas en otros laboratorios han visto la importancia de la
formacién de LDs en el interior de las células dendriticas para el desarrollo de sus
funciones, especificamente en la presentacion cruzada de antigeno (79,190,194,195).
Por tanto, uno de los objetivos de este trabajo es el estudio del efecto del AA en la
generacioén de LDs en células dendriticas. Este AA puede ser liberado por accidon de las
fosfolipasas en los focos inflamatorios y, por tanto, estar disponible en esos focos para
ejercer diferentes acciones sobre las células presentes en ellos, como las células

dendriticas.

2.1. EL ACIDO ARAQUIDONICO PROMUEVE EL INCREMENTO DEL
CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS EN LIPIDOS NEUTROS

Con el objetivo de estudiar el efecto que posee el AA exdgeno sobre las células
dendriticas, se realizaron andlisis mediante GC-MS para caracterizar la composicién
lipidica y la distribucidn del AA en las diferentes clases de lipidos tanto en las células
dendriticas derivadas de monocitos como en la linea celular DC2.4. La incubacién con
concentraciones bajas de AA exdgeno resultd en un aumento significativo de los niveles
celulares totales de triacilglicerol (TAG) para ambos tipos celulares (Figura 22). Las
células dendriticas humanas tienen una tendencia a aumentar los niveles de ésteres de

colesterol (CE) mientras que sus niveles totales de fosfolipidos (PL) se ven inalterados;
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por otra parte, la linea celular tiende a una disminucion del contenido de la fraccién de

PL a diferencia de los CE que se mantienen estables.

B
as0 4 A moDCs 450 | I DC2.4
C—— Control C—— Control
400 - I == AA 400 1 m— AA

350 A

350 - ﬁ

40
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Figura 22. Contenido total de acidos grasos en distintas especies de lipidos al incorporar AA exdgeno.
Las células moDCs y DC2.4 no fueron incubadas (barras blancas) o fueron tratadas con 10 uM de AA
durante 2 h (barras azules). Posteriormente, se aislaron las diferentes clases de lipidos mediante TLC y se
midid el contenido de acidos grasos mediante GC-MS tras la conversidon de los acidos grasos de los
diferentes lipidos en ésteres metilicos. Los resultados se muestran como media + S.E.M (n=4). **p<0.01,
***p<0.001

Analizando estos resultados mads en profundidad y estudiando el perfil completo
de 4cidos grasos para cada especie lipidica (Figura 23) para ambos tipos celulares, se
observaron cambios en los niveles de acidos grasos. En el caso de las células dendriticas
humanas, se observé un pequefio aumento, no significativo, de AA en la fraccién de PLs.
Esto sugiere que esta fraccion lipidica estd casi repleta en moDCs y no puede incorporar
mas AA. Ademas, también se pueden apreciar tendencias en otros acidos grasos como
disminucion en el 4cido palmitico (16:0) y aumentos en los acidos grasos poliinsaturados
derivados de la elongacién del AA como el acido adrénico (22:4n-6) y de la serie n-3

(22:5n-3 y 22:6n-3) (Figura 23-A).

En la linea celular DC2.4 se aprecia una incorporacion del AA en la fraccidén de PLs
de manera significativa. En contrapartida, se observa una disminucidn significativa del

acido palmitico y del acido oleico, asi como otras disminuciones mads pequefias del resto
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de 4acidos grasos saturados y monoinsaturados debido, posiblemente, a un

desplazamiento de estos acidos grasos por parte del AA incorporado (Figura 23-B).

En cuanto a la fraccién de TAG (Figura 23-C y -D), cuando se incuban las células
con AA se ve un gran aumento de los niveles de dicho 4cido graso en esta fraccién para
ambos tipos celulares. En las células dendriticas humanas se observan también
aumentos significativos de otros acidos como el acido sapiénico (16:1n-10) y el acido
estearico (18:0) y tendencias de aumento de niveles en el resto de los acidos grasos
saturados y monoinsaturados (Figura 23-C). En cuanto a la linea celular, también
experimenta aumentos significativos en acidos grasos monoinsaturados como el acido

palmitoleico y el 4cido oleico al incubar con AA exdgeno.

Por ultimo, la fraccion de CE (Figura 23-D) en moDC no tiene cambios
significativos al incubar con el AA exdgeno, aunque si que se aprecia una tendencia a
aumentar los niveles en todos los acidos grasos. Por otra parte, en DC2.4 se ve una
disminucion cualitativa de todos los dacidos grasos analizados y una disminucién

significativa del isdmero del 16:1, el 4cido sapiénico.
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Figura 23. Incorporacion de AA en diferentes clases de lipidos en moDCs y DC2.4. Las células moDCs y
DC2.4 no fueron tratadas (barras blancas) o fueron tratadas con 10 uM de AA durante 2 h (barras claras y
oscuras, respectivamente). Posteriormente, se aislaron las diferentes clases de lipidos mediante TLC y se
midid el contenido de acidos grasos mediante GC-MS tras la conversion de los acidos grasos de los
diferentes lipidos en ésteres metilicos. Tras analizar una vez por GC-MS, las muestras se volvieron a
derivatizar para formar los aductos de DMDS y analizar la proporcidn de los diferentes isomeros de 16:1
y, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-MS. Los resultados se muestran como media + S.E.M (n=4).
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005

Debido a los ligeros aumentos en los niveles de acidos grasos con la incubacién
a tiempos cortos se quiso comprobar si a tiempos largos el AA estaba induciendo un
mayor acumulo de lipidos neutros. Para ello, se midié el perfil de acidos grasos en la
fraccion completa de PLy en las fracciones de TAG y CE en moDCs control versus moDCs

incubadas con AA en tiempos mas largos.

En este caso, el contenido total analizado de acidos grasos en las tres fracciones
de lipidos (PL, TAG y CE) en las moDCs humanos se vio aumentado considerablemente

tras el tratamiento con AA respecto al control (Figura 24).
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Figura 24. Incorporacion durante 16 horas de AA en diferentes clases de lipidos en moDC. Las moDCs no
fueron incubadas (barras blancas) o fueron tratadas con 10 uM de AA durante toda la noche (barras
azules). Posteriormente, se aislaron las diferentes clases de lipidos mediante TLC y se midi6 el contenido
de acidos grasos mediante GC-MS tras la conversidén de los acidos grasos de los diferentes lipidos en
ésteres metilicos. Los resultados se muestran como media = S.E.M (n=3). *p<0.05
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Realizando un analisis mas profundo de los distintos acidos grasos en las tres
fracciones se observa que en la clase de PL, a diferencia de lo que ocurria a tiempos
cortos (Figura 23-A), hay una mayor incorporacion del AA al incubar con dicho acido
graso a tiempos largos (Figura 25-A). Ademas, se ven aumentos del resto de acidos
grasos especialmente del acido palmitico, dcido estedrico y del producto de elongacion

del AA, el acido adrénico (22:4n-6).

En el caso de los TAG se observa un incremento de todos los acidos grasos
medidos (Figura 25-B) y, ademas, se puede apreciar que apenas hay incorporacién de
AA a pesar de la larga duracién del tratamiento. Observando el perfil de CE se puede
comprobar que al igual que ocurria con la incubacién a tiempos cortos (Figura 23-D), no
hay incorporacidon de AA a esta clase de lipidos. Ademads, se observa una tendencia a
aumentar los niveles de todos los acidos grasos tras el tratamiento con AA durante 16

horas (Figura 25-C).
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Figura 25. Incorporacion de AA durante 16 horas en diferentes clases de lipidos en moDCs. Las moDCs
no fueron incubadas (barras blancas) o fueron tratadas con 10 uM de AA durante toda la noche (barras
coloreadas). Posteriormente, se aislaron las diferentes clases de lipidos mediante TLC y se midid el
contenido de acidos grasos mediante GC-MS tras la conversion de los acidos grasos de los diferentes
lipidos en ésteres metilicos. Tras analizar una vez por GC-MS, las muestras se volvieron a derivatizar para
formar los aductos de DMDS y analizar la proporcién de los diferentes isémeros de 16:1 y, finalmente, se
volvieron a pasar por el GC-MS. Los resultados se muestran como media + S.E.M (n=2).

En conclusidn, la incubacidn a largos tiempos con acido araquiddnico da lugar a
un aumento de los niveles de acidos grasos saturados (SFA) y poliinsaturados (PUFA) de
la familia n-6 (Figura 25-D), mientras que los acidos grasos monoinsaturadpos (MUFA) y

los acidos grasos poliinsaturados de la familia n-3 no varian sus niveles.
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2.2. EL ACIDO ARAQUIDONICO INDUCE LA FORMACION DE GOTAS
LIPIDICAS EN LAS CELULAS DENDRITICAS.

Con el objetivo de estudiar si los incrementos de los niveles de TAG y CE
observados en las células dendriticas se correspondian con la formacién de LDs en su
interior, se realizaron experimentos de microscopia confocal y citometria de flujo
mediante el uso de Bodipy®493/503 que se une a los lipidos neutros que componen las

LDs.

En la Figura 26 se puede observar que, al contrario de lo que se habia observado
en macréfagos humanos (127), las células dendriticas, tanto las moDCs como la linea
DC2.4, apenas presentan LDs en reposo. Tras la incubacidn con AA durante 2 horas se

produjo una gran cantidad de LD en ambos tipos celulares.

También se investigo el efecto de otro dcido graso, en este caso monoinsaturado,
el acido oleico (18:1n-9, AO). En estudio previos del laboratorio se demostré que el AA
y el acido oleico inducen la formacién de LDs en monocitos humanos por mecanismos
diferentes (146). Se pudo observar que el AA inducia la formacidn de LDs iniciando una
ruta independiente de la incorporacion del propio acido graso, mientras que, el acido
oleico servia a la células como combustible lipidico para la formacién de las LDs (146).
La incubacién con acido oleico dio lugar a la formacién de LDs tanto en las células

primarias humanas como en la linea celular de ratén (Figura 26).
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Figura 26. Formacion de gotas lipidicas en moDC y DC2.4 tras la incubacién con AA Y AO exdgeno. Las
células dendriticas se trataron con AA o AO a una concentracién de 10 uM durante 2 horas. Tras la fijacion,
las células se tifieron con Bodipy®493/503 (2 mg/ml) para marcar las gotas lipidicas (verde, paneles
centrales) y con DAPI (1 mg/ml) para marcar los nucleos (azul, paneles izquierda) y se observaron al
microscopio confocal. Los paneles de la derecha muestran los dos canales conjuntamente.

Para confirmar dichos resultados y obtener de manera cuantitativa la formacion
de LDs en las células dendriticas tras su exposicion con AA exdgeno se realizaron los
mismos experimentos mediante citometria de flujo. Al igual a lo observado
anteriormente, se produce un aumento significativo de la intensidad de fluorescencia al
incubar ambos tipos celulares con AA lo que se traduce en un aumento de LDs en el

interior de dichas células (

Figura 27).
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Figura 27. Formacion de gotas lipidicas en moDC y DC2.4 tras la incubacion con AA exdgeno. Las células
dendriticas se trataron con AA a una concentracion de 10 pM durante 2 horas. Las células se tifieron con
Bodipy®493/503 (2 mg/ml) para marcar las gotas lipidicas y se analizaron por citometria de flujo. Se
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muestra la intensidad de fluorescencia y la intensidad de fluorescencia media (MFI) relativa al control en
moDCs (A) y en DC2.4 (B). Los resultados son mostrados como media £ S.E.M (n=3). * p=<0.05

Como ya se ha mencionado anteriormente, las células dendriticas poseen dos
estados de maduracion. Con el fin de comprobar si las LDs formadas por accion del AA
en su estado inmaduro perduran o desaparecen tras la maduracién de la célula
dendritica se realizaron experimentos de microscopia confocal y citometria de flujo. Se
observé que, tras la incubacién de AA y una posterior estimulacién con LPS con el fin de
madurar las células dendriticas, las LDs permanecian en las células (Figura 28). La media
de intensidad obtenida es igual a la observada anteriormente en las células tratadas

Unicamente con AA (

Figura 27), lo que indica que no se produce una disminucién de las LDs ya formadas y

que, incluso, se produce un ligero incremento de LDs al madurar las células con LPS.
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Figura 28. Formacion de gotas lipidicas tras la maduracidon de las células dendriticas. Las células
dendriticas se trataron con AA a una concentracidn de 10 uM durante 2 horas y después se estimularon
con 200ng/ml de LPS durante 16 horas. Para microscopia confocal, tras la fijacion, las células se tifieron
con Bodipy®493/503 (2 mg/ml) para marcar las gotas lipidicas (verde, paneles centrales) y con DAPI (1
mg/ml) para marcar los nucleos (azul, paneles izquierda) y se observaron al microscopio confocal. Los
paneles de la derecha muestran los dos canales conjuntamente. Para citometria de flujo, las células se
tifieron con Bodipy®493/503 (2 mg/ml) para marcar las gotas lipidicas y se analizaron por citometria de
flujo Se muestra la intensidad de fluorescencia (B) y la intensidad de fluorescencia media (MFI) relativa a
| control (C). Los resultados son mostrados como media + S.E.M (n=2). *** p=<0.001 respecto el control.

A este aumento de la intensidad de fluorescencia, tanto en microscopia confocal
como en citometria de flujo, lo acompafia el incremento significativo de los niveles de
expresion de mRNA medidos mediante gPCR cuantitativa a tiempo real del gen PLIN2,
gue codifica para perilipina-2, también conocida como adipofilina (ADRP), una proteina

clave en la formacién de LDs (Figura 29).
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Figura 29. Efecto del AA en la expresion génica de PLIN2, implicada en formacion de gotas lipidicas en
células dendriticas humanas. La expresion relativa de los genes en los controles (barras blancas) o en las
células tratadas con 10 uM AA durante 2 horas (barras coloreadas) se determiné por RT-gPCR como se
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describe en materiales y métodos. Los resultados son mostrados como media + S.E.M (n=2)., PLIN2:
Perilipin 2 o adipofilina (ADRP). ***p<0.001.

Cuando se forman las LDs se produce un aumento de los niveles de lipidos
neutros especialmente de triacilglicerol y esteres de colesterol debido a laincorporacién
de acidos grasos a dichas especies lipidicas. Estos acidos grasos pueden provenir de
varias fuentes, por una parte, estan las fuentes exdégenas como lipoproteinas o acidos
grasos libres, y por otra parte estan las fuentes endégenas como la redistribucién de
acidos grasos de los fosfolipidos de membrana o la estimulacién de la sintesis de novo

de 4cidos grasos (132,137-139).

La formacidn de LDs a consecuencia de la incorporacion de acidos grasos por una
fuente exdgena queda descartada en nuestros experimentos ya que éstos se realizaron
en medio sin suero. Por otra parte, para estudiar la posibilidad de que los 4cidos grasos
se estuvieran acumulando debido a una estimulacion de la sintesis novo, se realizaron
experimentos de gPCR donde se midieron los niveles de expresién de mRNA de
proteinas involucradas en dicha sintesis como la acetil-CoA carboxilasa alfa (ACACA) y la
sintasa de 4acidos grasos (FASN), que conjuntamente, median la sintesis del acido
palmitico. Otras dos proteinas que participan en la sintesis de los acidos grasos son la
elongasa de dacido graso 6 (ELOVL6), involucrada en procesos de elongacidn de acidos
grasos y la proteina de unién al elemento regulador de esteroles (SREBF1 y 2), factor de
transcripcion que se une a la secuencia de DNA del elemento regulador de esteroles,

regulando la expresidn de numerosas enzimas que participan en la sintesis lipidica.

La determinacién de los niveles de mRNA de las proteinas involucradas en la
sintesis de acidos grasos mostré que sélo la sintasa de acidos grasos (FASN) y SERBP2
(SERBF2) tienen una tendencia a aumentar sus niveles tras la estimulaciéon con AA
(Figura 30). Por otro lado, se observa una disminucion de los niveles de SERBF1. Los
niveles del resto de proteinas no se vieron afectadas por acciéon de dicho acido graso.
Estos ultimos resultados donde los genes que codifican por las proteinas implicadas en
la sintesis de acidos grasos muestran ligeros aumentos junto con los mostrados donde

se observaban aumentos de los acidos grasos en lipidos neutros para los moDCs (Figura
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23-A, -C y -D), indican que el AA probablemente esta induciendo la sintesis de acidos
grasos y, por tanto, podria ser la via para la acumulacién de los acidos grasos en los

lipidos neutros, de un modo similar a como ha sido descrito en monocitos humanos

(146).
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Figura 30. Efecto del AA en la expresion de genes implicados en la sintesis de acidos grasos en células
dendriticas humanas. La expresion relativa de los genes en los controles (barras blancas) o en las células
tratadas con 10 uM AA durante 2 horas (barras coloreadas) se determiné por gPCR como se describe en
materiales y métodos. Los resultados son mostrados como media * S.E.M (n=3). ACACA: Acetil-CoA
carboxilasa alfa. FASN: Sintasa de acidos grasos. ELOVL6: Elongasa de acidos grasos de cadena muy larga

6. SREBF1: Proteina de unidn al elemento regulador de esteroles 1. SREBF2: Proteina de unién al elemento
regulador de esteroles 2. *P<0.05

2.3. EL ACIDO ARAQUIDONICO EXOGENO DISMINUYE LA FAGOCITOSIS EN
CELULAS DENDRITICAS HUMANAS
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Una funcion fundamental de las células dendriticas inmaduras es la captura de

antigenos para su posterior procesamiento y degradacién a péptidos que se unirdn a las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC-1) o clase Il (MHC-
II) y dara lugar a la presentacién antigénica en la superficie celular a linfocitos T. La
captacion de antigenos se realiza a través de diversos mecanismos como
macropinocitosis, endocitosis mediada por receptor y fagocitosis, gracias a los

receptores que presentan en su superficie.

Para estudiar el efecto del acido araquiddnico sobre la fagocitosis en células
dendriticas inmaduras, se realizaron experimentos de microscopia confocal donde las
moDCs se incubaron durante 2 horas con AA exdgeno y posteriormente se afiadieron
particulas de zimosan sin opsonizar marcadas con AlexaFluor 549 para, posteriormente,
poder cuantificarlas a razén de 4 particulas por célula durante 30 minutos. Gracias a la
posibilidad de visualizar la fluorescencia verde y roja, se tifieron las LDs con
Bodipy®493/503, para estudiar también la formacién de estas estructuras. Confirmando
resultados anteriores, se observd que el AA inducia la produccién de LDs en las células,
pero tras analizar el indice fagocitico, se determind que este acido graso disminuye la

capacidad de las moDCs para fagocitar. (Figura 31).
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Figura 31. Efecto del AA exdgeno en la fagocitosis de células dendriticas derivadas de monocitos
humanos inmaduras (moiDCs). Las células fueron no tratadas (control, barra blanca) o tratadas con 10
UM de AA durante 2 h (barra color). Después, se afiadieron particulas de zimosan Alexa Fluor™ 594 (4
particulas por células) durante 30 minutos (fluorescencia roja, tercera columna). Tras la fijacion, las células
se tifieron con Bodipy®493/503 (2 pug/ml) para marcar las gotas lipidicas (fluorescencia verde, segunda
columna) y con DAPI (1 pg/ml) para marcar los nucleos (fluorescencia azul, primera columna) y se
observaron al microscopio confocal. La columna de la derecha muestra todos los canales juntos (A).
Cuantificacidn del indice fagocitico, n? células=1666 (B). *p<0.05
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2.4. LA EXPRESION DE CITOQUINAS SE VE AUMENTADA EN LAS CELULAS
DENDRITICAS EXPUESTAS A ACIDO ARAQUIDONICO EXOGENO

Tras la fagocitosis y el procesamiento de antigeno, las células dendriticas pasan
a su estado maduro donde sus principales funciones son la presentacién de antigenoy
la activacidn de otras células inmunes como son las células T. Para la activacion de dichas
células, las células dendriticas necesitan enviar tres seiales a las células T. La primera
sefial se realiza a través de la presentacién de antigeno via MHC-I o MHC-II, la segunda
sefial es la unidn de las moléculas de co-estimulacion como el CD80 o CD40 de las células
dendriticas con el CD28 y CD40L respectivamente de la célula T, y, por ultimo, la tercera
sefial es la produccion de citoquinas que la célula dendritica secreta para estimular a la

célulaT.

Para estudiar el efecto del AA sobre la expresion de ciertas citoquinas las células
se expusieron a este acido graso durante 2 horas antes de la estimulacidon con LPS.
Mediante qPCR se determinaron los niveles de expresion de citoquinas implicadas en la
activacion de células T como /L6, IL1B e IL12B y la expresién de la prostaglandina-
endoperoxido sintasa 2 (PTGS2). Como se observa en la Figura 32 el AA aumenta los
niveles de expresion de todos los genes estudiados. Por un lado, se observa el aumento
de las citoquinas que median la activacidn de células T CD4*y, por otro lado, se observa
un aumento de PTGS2, cuyo producto COX-2 participa en la generacion de
prostaglandina E; (PGE>) a partir de AA. Se ha visto que la PGE, disminuye la activacién

de las células T citotoxicas CD8". (269,270).
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Figura 32. Efecto del AA en la expresion génica de citoquinas implicadas en la maduracion de las células
dendriticas humanas. La expresion relativa de los genes en las células no tratadas (negro) o tratadas con
10 uM AA durante 2 horas (rojo) previamente a un estimulo de 100 ng/ml de LPS durante 6 h se determiné
por PCR cuantitativa a tiempo real como se describe en materiales y métodos. Los resultados son
mostrados como media + S.E.M (n=3). IL6: interleuquina 6; PTGS2: prostaglandina-endoperdxido sintasa
2; IL1B: interleuquina 1f; /IL12B: intereuquina 12b. *p<0.05, ***p<0.001

2.5. EL ACIDO ARAQUIDONICO IMPIDE LA TRANSLOCACION DE MHC-I A
LA SUPERFICIE CELULAR EN LAS CELULAS DENDRITICAS

Como se ha mencionado anteriormente, cuando la célula dendritica madura se
produce un cambio en sus funciones de tal manera que su funcién principal sera la

presentacion de antigeno. Para ello, la célula dendritica mediante translocacién
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aumenta sus niveles de expresion en su membrana celular del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | y de clase I, asi como de moléculas de coestimulacién
como CD40, CD80 y CD86. Por tanto, estd establecido que para estudiar la maduracion
de la célula dendritica se determinen los niveles de dichas moléculas en superficie

celular.

Para estudiar la maduracién y el efecto del acido araquidénico sobre dicho
proceso, la linea celular DC2.4 se incubd o no previamente a la activacion con LPS con
AA durante 2 horas y se determinaron los niveles de los marcadores de maduracién en
la superficie celular mediante citometria de flujo. La incubacién con LPS produjo un
incremento de la intensidad de fluorescencia para las moléculas estudiadas (CD40, CD80
y MHC-I), lo que indica que estas células han pasado de su estado inmaduro a un estado
de madurez, aumentando la expresidn de estas moléculas en la superficie celular (Figura
33). Por otro lado, la incubacién con el AA previamente al estimulo del LPS no dio lugar
a cambios en los niveles de las moléculas de coestimulacién CD40 y CD80, pero si

produjo una disminucioén significativa de la expresiéon de MHC-I.

Por tanto, el AA no estd afectando a los procesos de maduracién, ya que los
niveles de CD80 y CD40 no varian. El hecho de que disminuya la expresién en membrana
celular del MHC-I hace pensar en la posibilidad de que el acido graso disminuya la
expresion total de esta molécula (en superficie e intracelular), o que disminuya

Unicamente su translocacién a la membrana plasmatica.
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Figura 33. Efecto del acido araquidonico en los marcadores de maduracién de las DC2.4. Las células
DC2.4 fueron no tratadas (barra negra) o tratadas con 10 uM de AA (rojo) durante 2 horas. Posteriormente
se estimularon con 1 pg/ml de LPS durante 16 horas. Las células se incubaron con los respectivos
anticuerpos y se midié su intensidad de fluorescencia mediante citometria de flujo. En la figura se muestra
la intensidad de fluorescencia (paneles izquierdos) y la intensidad de fluorescencia media relativa al
control (grafica derecha) para CD40 (A), CD80 (B) y MHC-I (C). Los resultados son mostrados como media
+S.E.M (n=3). *** p=<0.001

Para estudiar de qué manera el acido araquiddénico esta afectando a los niveles
de MHC-I se analizaron mediante citometria de flujo los niveles totales (superficie e

intracelulares) de la molécula de MHC-I. Para ello, las células dendriticas se
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permeabilizaron con una solucién de saponina al 0.01% previamente a la incubacién con

el anticuerpo (Anti-ratén MHCI (H-2Kb)) de tal manera que éste es capaz de unirse a las
moléculas de MHC-I que se estén expresando tanto en la superficie celular como a las

moléculas que se encuentren en el interior.

Como se puede observar en la Figura 34 el tratamiento con LPS de las células
mantiene los niveles de MHC-| frente a los niveles de control, lo que indica que no es
que no se esté produciendo la maduracion de las células, sino que se estd midiendo el
contenido total de dichas moléculas que en ambos estados de maduracién es el mismo
(271,272). Cuando se produce el tratamiento con AA se observa de nuevo que no varian
los niveles de MHC-I frente a los niveles de las células control o las células tratadas con
LPS. Esto sugiere que el AA no disminuye el contenido de MHC-I en las células, sino que

estd limitando su translocacion a la superficie celular durante el proceso de maduracion.
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Figura 34. Niveles de MHC-I tras la incubacién de AA y permeabilizacion de las células DC2.4. Las DC2.4
fueron no tratadas (barra negra) o tratadas con 10 uM de AA (rojo) durante 2 horas. Posteriormente se
maduraron con 1 ug/ml de LPS durante 16 horas. Las células se incubaron con una solucion de saponina
0.01 % y con el respectivo anticuerpo y se midié su intensidad de fluorescencia mediante citometria de
flujo. En la figura se muestra la intensidad de fluorescencia (panel izquierdo) y la intensidad de
fluorescencia media relativa al control (grafica derecha) para MHC-I. Los resultados son mostrados como
media + S.E.M (n=3).
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2.6. LA PRESENTACION DE ANTIGENO SE VE DISMINUIDA POR ACCION DEL
ACIDO ARAQUIDONICO

La presentacién de antigeno, funcion principal de las células dendriticas
maduras, se puede realizar por tres vias distintas activando poblaciones de células T
diferentes: presentacidn clasica via MHC-Il y activacidn de células T CD4*, presentacion
cldsica via MHC-1 y activacion de células CD8*; y finalmente, presentacidn cruzada de

antigenos exégenos via MHC-I y activacion de células CD8%(39,82).

En estudios recientes se ha descubierto la implicacion de las LDs en la
presentacion cruzada de antigenos de las células dendriticas (79,190,194,195). Sin
embargo, existe mucha controversia sobre sus efectos beneficiosos o perjudiciales. Por
ello, uno de los objetivos principales de este trabajo es estudiar el efecto del acido
araquidonico y del acido oleico sobre la proliferaciéon de células T CD8* que se activan
por presentacién cruzada. Debido a la imposibilidad de realizar estos ensayos con células
dendriticas humanas y células T humanas, se utilizé la linea celular DC2.4 junto con

células OT-I (273).

Con el fin de determinar la implicacién de dichos acidos grasos en la presentacion
cruzada de las células dendriticas maduras se realizaron ensayos de proliferacién de las
células OT-I. Para ello, las células dendriticas incubadas o no con los acidos grasos y
maduradas con LPS se incubaron con ovalbumina (OVA) 257-264 para su fagocitosis y
procesamiento por estas células. Posteriormente, las células DC2.4 se cocultivan con
células OT-I durante 5 dias para que tenga lugar la presentacién de antigeno, activacién
y proliferacidon de células T. Esto uUltimo se analiza por incorporacidon de [3H]timidina

durante las ultimas horas del cocultivo.

El tratamiento con el AA dio lugar a una disminucidén significativa del porcentaje
de incorporacién de [3H]timidina, lo que significa una menor proliferacién de las células
(Figura 35). Estos datos concuerdan con el hecho de que el AA disminuye los niveles de
MHC-I en la superficie celular (Figura 33) dando lugar a una menor presentacioén y, por
tanto, a una menor activacion de las células T. Por otra parte, el acido oleico no cambié

el porcentaje de proliferacion de las células T (Figura 35).
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Figura 35. Ensayo de proliferacion celular de células T OT-I. Las DC2.4 fueron no tratadas (barra negra) o
tratadas con 10 uM de AA (rojo) o 10 uM de AO (verde) durante 2 horas. Posteriormente se estimularon
con 1 pg/ml de LPS durante 16 horas y se incubaron durante 6 horas con OVA 257-264. Las células se
cocultivaron con células T OT-1 a razén 1:2 y se dejaron durante 5 dias. Tras ese tiempo, las células se
incubaron con 1 uCi/ml de [*H]timidina durante 16 horas, se lavaron, se recogieron y se midié el contenido
de [H]timidina mediante contaje de centelleo y se calculd el porcentaje de proliferacién respecto a las
células control (sin tratar con acidos grasos, 100%). Los resultados son mostrados como media + S.E.M
(n=5). ***p<0.001
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3. LOS ISOMEROS DEL 16.1 EN LAS CELULAS DENDRITICAS

3.1 DISTRIBUCION DE LOS ACIDOS GRASOS 16:1 EN DISTINTAS ESPECIES
LIPIDICAS EN CELULAS DENDRITICAS

Numerosos estudios sugieren que los acidos grasos monoinsaturados son
beneficiosos en la dieta humana (274). Mantener la proporcion entre acidos grasos
saturados e insaturados en la composicién de las membranas biolégicas es fundamental
para la salud, ya que la desregulacion de esta proporcion puede promover el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer (274). El a&cido graso
monoinsaturado 16:1 posee numerosos isémeros posicionales siendo los mas
abundantes el 4cido palmitoleico (16:1n-7), acido hipogeico (16:1n-9) y acido sapiénico
(16:1n-10). Los isdmeros del 16:1 han sido objeto de estudio en el laboratorio donde se
ha realizado este trabajo en distintas células fagociticas observandose una accién
antiinflamatoria del 16:1n-9y 16-1n-7 en células humanas y muridas. En cuanto al 16:1n-
10, originalmente descrito en piel, pelo y ufia de humanos, se identificé en monocitos y
macroéfagos, y con menor caracter antiinflamatorio que los otros dos isdmeros. Sin
embargo, poco se conoce sobre estos acidos grasos en células dendriticas, por ello, se
decidio estudiar tanto la distribucidon como la respuesta inmunitaria de los isémeros del

16:1 en este tipo celular.

El primer objetivo fue el estudio de su proporcidén en las diferentes clases de
lipidos en el estado basal de las células moDCs mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas. En las especies de lipidos neutros predomina el
isomero 16:1n-10 frente a los otros dos isémeros (Figura 36-A) y en CE es el Unico
isdmero existente. En cuanto a las distintas especies de glicerofosfolipidos, el acido
hipogeico solo se encuentra en las especies de PCy PE y de manera minoritaria, mientras
el acido sapiénico estad presente en todas las clases de fosfolipidos siendo la especie
mayoritaria en todas ellas, excepto en la especie de PE donde abunda el acido

palmitoleico (Figura 36-B). En resumen, los isémeros mds abundantes practicamente
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con el mismo porcentaje son el acido palmitoleico y el acido sapiénico mientras que el

acido hipogeico se encuentra en pequefias cantidades.
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Figura 36. Perfil de los distintos isdmeros del 16:1 en distintas especies lipidicas en moDCs. Las células
dendriticas humanas se recogieron y se aislaron las diferentes clases de lipidos, se convirtieron los acidos
grasos en ésteres metilicos y se midié su contenido mediante GC-MS. Las muestras se volvieron a
derivatizar para formar los aductos de DMDS y analizar la proporcidn de los diferentes isémeros de 16:1
y, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-MS. Se muestra el perfil para lipidos neutros (A) y especies
de fosfolipidos (B). Los resultados se muestran como media + S.E.M (n=4).

Cabe destacar la gran diferencia en la proporcidn de los isémeros en estas células
respecto a otras células primarias humanas como los monocitos y macréfagos donde los
principales isémeros del 16:1 son el acido hipogeico y acido palmitoleico, siendo el acido

sapiénico un acido graso minoritario (Figura 37).
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Figura 37. Distribucion de los isOmeros del 16:1 en células primarias humanas. Las células se recogieron
y los acidos grasos se convirtieron en ésteres metilicos y se midié su contenido mediante GC-MS. Las
muestras se volvieron a derivatizar para formar los aductos de DMDS y analizar la proporcion de los
diferentes isémeros de 16:1 y, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-MS. Se muestra el perfil de
contenido total de 16:1n-10 (azul), 16:1n-9 (amarillo) y 16:1n-7 (rosa) para los moDCs (izquierda),
monocitos humanos (centro) y macréfagos humanos (derecha). Los resultados se muestran como media
+S.E.M (n=3).

Tanto el acido palmitoleico como el acido sapiénico se sintetizan a partir de la
insercién de una insaturacion en el acido palmitico a través de la acciéon de A9 (SCD1) y
A6 (FADS2) desaturasas respectivamente (208,275,276). El 16:1n-9 se produce por B-
oxidacion del acido oleico (146). Analizando mediante gPCR los niveles de expresion de
mRNA que da lugar a dichas proteinas involucradas en la formacién de los isémeros y
comparandolos entre las células dendriticas y otras células primarias humanas, se

observd una mayor expresion de la FADS2 en células dendriticas (Figura 38-A) lo que
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podria explicar los altos niveles relativos de acido sapiénico en moDCs en comparacion

con los monocitos y macréfagos humanos.

La FADS2 también convierte el acido linoleico en acido y-linolénico dentro de la
via de sintesis de los acidos grasos de la serie n-6, por lo que los altos niveles de 16:1n-
10 en células dendriticas humanas podrian reflejar, al menos en parte, un mayor acceso
de la A6 desaturasa al acido palmitico, debido a la relativa escasez del acido linoleico.
De acuerdo con esto, se observé que la relacién molar entre el 4cido palmitico (16:0) y
acido linoleico (18:2n-6) fue varias veces mayor en las células moDCs que en otras

células primarias como monocitos o macréfagos humanos (Figura 38-B).
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Figura 38. Estudio de la expresion génica de FADS2 implicada en la sintesis de acidos grasos en células
dendriticas humanas y monocitos humanos. (A) La expresion relativa de los genes en monocitos humanos
(azul claro), macrdéfagos humanos (azul oscuro), macréfagos de ratdn (naranja) o células dendriticas
derivadas de monocitos humanos (verde) se determind por RT-qPCR como se describe en materiales y
métodos. (B) Relacién molar entre el 16:0 y 18:2n-6 en diferentes células fagociticas. Las células se
recogieron y tras la conversion de los acidos grasos en esteres metilicos se midieron por GC-MS. FADS2:
desaturasa de acidos grasos 2.
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Viendo la diferencia de proporciones entre células de la misma especie, se

estudiaron las diferencias en las proporciones de los isomeros del 16:1 entre las células
primarias humanas y la linea celular de ratén DC2.4. En la Figura 39 se representan las
diferencias entre ambos tipos celulares. Mientras que el 70% de los isémeros del 16:1 lo
constituye el dcido palmitoleico en la linea celular, en moDCs solo representa el 49%. En
cuanto al acido sapiénico, se observa una mayor proporcion en las células moDCs (43%)
que en la linea celular DC2.4 (19%). El acido hipogeico tiene practicamente la misma

proporcién en ambos tipos celulares, moDCs y DC2.4.

moDCs DC2.4

=== 16:1n-10 (43%) == 16:1n-10 (19%)
—— 16:1n-9 (8%) = 16:1n-9 (11%)
= 16:1n-7 (49%) = 16:1n-7 (70%)

Figura 39. Comparacion de la proporcidn de los distintos isdmeros del 16:1 entre células dendriticas.
Las células dendriticas humanas y las células de la linea celular DC2.4 se recogieron, los acidos grasos se
convirtieron en ésteres metilicos y se midié su contenido mediante GC-MS. Las muestras se volvieron a
derivatizar para formar los aductos de DMDS y analizar la proporcidn de los diferentes isoémeros de 16:1
y, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-MS. Se muestra los porcentajes de 16:1n-10 (azul), 16:1n-9
(amarillo) y 16:1n-7 (rosa) para los moDCs (izquierda) y DC2.4 (derecha).

Estos estudios se extendieron también a las diferentes clases de lipidos celulares,
observandose grandes diferencias en la proporcién de estos isGmeros que siguen la
dinamica de la Figura 39. Existe un gran parecido en las proporciones de los isémeros

en la fraccion de PLs entre ambos tipos celulares. El acido palmitoleico es el isémero mas
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abundante en dicha fraccién con un 73% en la linea celular y un 56% en las células
moDCs (Figura 40). Por otro lado, el acido sapiénico es mas abundante en las células
dendriticas humanas (34%) frente a las células DC2.4 (14%). En cuanto al &cido
hipogeico, no se aprecian practicamente diferencias en su proporciéon al comparar

ambos tipos celulares.

Sin embargo, en los lipidos neutros se aprecia una gran diferencia entre las
proporciones de los tres isémeros del 16:1. No se ha detectado la presencia del 16:1n-9
en las células dendriticas humanas mientras que en la linea celular se observa una
pequefia proporcién en la fraccidon de TAG (Figura 40). Por otra parte, cabe destacar un
intercambio en las proporciones entre el acido sapiénico y el acido palmitoleico en la
fraccion de TAG siendo el primero mds abundante en las moDCs y el segundo en la linea
celular. En cuanto a la fraccién de CE se observa una clara preferencia del dcido sapiénico
en las células moDCs, siendo el Unico isémero presente, mientras que en las células

DC2.4 coexiste en casi la misma proporcion con el isémero 16:1n-7.

En resumen, se puede apreciar un cambio en las proporciones de los isémeros sobre
todo en las fracciones de lipidos neutros, siendo mas abundante el acido sapiénico en

las células humanas primarias.

A moDCs

PL TAG CE

e 16:1n-10 (34%) s 16:10-10 (68%) s 16:10-10 (100%)
1 16:1n-9 (10%) = 16:1n-7 (32%)
e 16:1n-7 (56%)
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B DC24

CE

e 16:1n-10 (14%) == 16:1n-10 (16%) = 16:1n-10 (51%)
L1 16:1n-7 (13%) == 16:1n-9 (11%) = 16:1n-7 (49%)
— 16:1n-9(73%) === 16:1n-7 (73%)

Figura 40. Diferencias de la proporcion de isémeros en diferentes especies lipidicas entre células
dendriticas. Las células dendriticas humanas y las células de la linea celular DC2.4 se recogieron y se
aislaron las diferentes clases de lipidos mediante TLC, se convirtieron los acidos grasos en ésteres metilicos
y se midio su contenido mediante GC-MS. Las muestras se volvieron a derivatizar para formar los aductos
de DMDS y analizar la proporcion de los diferentes isomeros de 16:1 y, finalmente, se volvieron a pasar
por el GC-MS. Se muestra los porcentajes de 16:1n-10 (azul), 16:1n-9 (amarillo) y 16:1n-7 (rosa) para los
moDCs (A) y DC2.4 (B) en las diferentes clases de lipidos (PL, TAG, CE).

Haciendo hincapié en la fraccién de fosfolipidos, se quiso analizar si las distintas
clases de glicerofosfolipidos mostraban diferencias entre los dos tipos celulares. Como
se observa en la Figura 41, llama la atencién la gran coincidencia de proporciones en la
fraccion de PE y PI+PA. El is6mero mds abundante es el acido palmitoleico para ambos
tipos celulares en PE, aunque con mayor porcentaje en la linea celular que en las células
primarias. En la fraccion de PI+PA no se aprecian diferencias en la proporcion de los
isomeros al comparar ambos tipos celulares. En cuanto al resto de fracciones de
fosfolipidos (PCy PS), se observa de nuevo esas diferencias; el 16:1n-7 predomina en las
células DC2.4 mientras que el isémero 16:1n-10 predomina en las células moDCs (Figura

41).
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A moDCs

PC PE PS Pl +PA

—— 16:1n-10 (41%) e 16:1n-10 (18%) —— 16:1n-10 (100%) = 16:1n-10 (74%)
—— 16:1n-9 (22%) —— 16:1n-9 (9%) —— 16:1n-7 (26%)
—— 16:1n-7 (37%) = 16:1n-7 (73%)
B DC2.4
PC PE PS Pl +PA

—— 16:1n-10 (14%) —— 16:1n-10 (8%) =—— 16:1n-10 (64%) s 16:1n-10 (75%)
1 16:1n-9 (14%) = 16:1n-9 (8%) = 16:1n-7 (36%) — 16:1n-7 (25%)
— 16:1n-7 (72%) — 16:1n-7 (84%)

Figura 41. Comparacion de la proporcion de isomeros del 16:1 en las distintas clases de
glicerofosfolipidos entre células dendriticas. Las células dendriticas humanas y las células de la linea
celular DC2.4 se recogieron y se aislaron las diferentes clases de lipidos mediante TLC, se convirtieron los
acidos grasos en ésteres metilicos y se midié su contenido mediante GC-MS. Las muestras se volvieron a
derivatizar para formar los aductos de DMDS y analizar la proporcidn de los diferentes isémeros de 16:1
y, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-MS. Se muestra los porcentajes de 16:1n-10 (azul), 16:1n-9
(amarillo) y 16:1n-7 (rosa) para los moDCs (A) y DC2.4 (B) en las diferentes clases de fosfolipidos (PC, PE,
PS y PI+PA). Los resultados se muestran como media * S.E.M (n=3).

3.2. INCORPORACION DE LOS ISOMEROS DEL 16:1 EN LAS DISTINTAS
CLASES DE LIPIDOS EN CELULAS DENDRITICAS

En estudios previos del laboratorio se ha observado un efecto antiinflamatorio

de estos acidos grasos en numerosos tipos celulares al enriquecer dichas células con los
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isdmeros del 16:1 por periodos prolongados de tiempo (201,202). Para estudiar el efecto
que sobre las células dendriticas pueden tener estos acidos grasos, se llevé a cabo una
incubacién durante 14 horas con dichos isdmeros para analizar su incorporacién en las
diversas especies de lipidos. Mediante GC-MS se determinaron los niveles de acidos
grasos que se incorporan a las distintas fracciones (glicerofosfolipidos, gliceroles y

esteres de colesterol) en ambos tipos celulares (Figura 42).

Como era de esperar, en moDCs la mayor parte de los isémeros se incorporaron
a la fraccién de glicerofosfolipidos y en una proporcién similar en torno a 12 nmol/mg
proteina para el dcido sapiénico y el acido palmitoleico mientras que el acido hipogeico
se incorpora en menor proporcion (Figura 42-A). Sin embargo, en la linea celular se
puede observar una marcada preferencia del acido sapiénico por la fraccién de
glicerofosfolipidos, incorporandose hasta cuatro veces mas que los otros dos isémeros

del 16:1 (Figura 42-B).

En cuanto a los lipidos neutros, se observa una menor incorporacién de los
isdmeros tanto en la fraccién de glicerol (GL, TAG+DAG) como en la de esteres de
colesterol en ambos tipos celulares (Figura 42). En moDCs hay una mayor incorporacién
del 16:1n-10y 16:1n-7 en GL respecto al 16:1n-9, mientras que en DC2.4 se incorporan
practicamente por igual. En cuanto a los ésteres de colesterol sélo se observa la
incorporacion de acidos sapiénico y acido hipogeico en cantidades muy pequefias en

ambos tipos celulares.
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Figura 42. Incorporacion de los isomeros del 16:1 en las distintas clases de lipidos en moDCs y DC2.4.
Las moDCs y las células de la linea celular DC2.4 se incubaron durante 14 horas con los diferentes isomeros
del 16:1 se recogieron y se aislaron las diferentes clases de lipidos mediante TLC. Se convirtieron los acidos
grasos en ésteres metilicos y se midié su contenido mediante GC-MS. Las muestras se volvieron a
derivatizar para formar los aductos de DMDS y analizar la proporcién de los diferentes isémeros de 16:1
y, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-MS. Se muestra los niveles de 16:1n-10 (azul), 16:1n-9
(amarillo) y 16:1n-7 (rosa) para los moDCs (A) y DC2.4 (B) en glicerofosfolipidos (GPL), glicerolipidos
neutros (GL, TAG + DAG) y ésteres de colesterol (CE). Los resultados se muestran como media + S.E.M
(n=2).
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3.3 ANALISIS DE LOS NIVELES DE LOS ISOMEROS DEL 16:1 EN CELULAS
ACTIVADAS POR LPS

Para el estudio de la estimulacidn de las células dendriticas se procedid a
determinar si las proporciones de los diferentes isomeros se veian alteradas por la
accién de LPS en moDCs y comparar con lo que en monocitos humanos. Para ello,
mediante andlisis cromatograficos y de espectrometria de masas se incubaron las
células dendriticas humanas o los monocitos humanos a distintos tiempos con el
estimulo y se determind la proporcion de cada isémero. En la Figura 43 se aprecia que,
para ambos tipos celulares, al comienzo del experimento la proporcion de isémeros es
consistente con lo descrito anteriormente (Figura 37), donde el acido sapiénico y el
acido palmitoleico se encuentran casi en la misma proporcién, pero en una cantidad
mucho mayor que el dcido hipogeico para el caso de las células moDCs. En monocitos
humanos el acido palmitoleico estd en la mayor proporciéon siguiéndole el acido
hipogeico y por ultimo, el acido sapiénico. Las moDCs se estimularon a tiempos largos
consiguiendo asi su maduracién. Se observa que, para los moDCs, no se produce
variacion en los niveles de los diferentes isdmeros ni cuando llega a su estado de
maduracion (24 horas) (Figura 43-A). Por otro lado, en monocitos humanos no hay
cambios en los niveles de ningun isdmero del 16:1 durante las dos horas de incubacién

con el estimulo (Figura 43-B).
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Figura 43. Efecto del LPS en los niveles de los distintos is6meros en moDCs y monocitos humanos. Las
células dendriticas humanas y los monocitos humanos se trataron con 200 ng/ml o 100 ng/ml de LPS
respectivamente durante los tiempos indicados. Las células se recogieron, los dacidos grasos se
convirtieron en ésteres metilicos y se midié su contenido mediante GC-MS. Las muestras se volvieron a
derivatizar para formar los aductos de DMDS y analizar la proporcién de los diferentes isémeros de 16:1
y, finalmente, se volvieron a pasar por el GC-MS. Se muestra los porcentajes de 16:1n-10 (azul), 16:1n-9
(amarillo) y 16:1n-7 (rosa). Los resultados se muestran como media + S.E.M (n=2).
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3.4. RESPUESTA INFLAMATORIA DE LOS ISOMEROS DEL 16:1 EN CELULAS
DENDRITICAS

Como ya se ha mencionado anteriormente, numerosos estudios hablan del
efecto antiinflamatorio de los 4cidos grasos monoinsaturados y especificamente de los
isomeros del 16:1 (200-202,209,274,277). Por ello, se procedié a determinar si estos
isomeros del 16:1 ejercen el mismo efecto en las células dendriticas derivadas de

monocitos humanos y en la linea celular.

Realizando anadlisis mediante gqPCR de la expresién de citoquinas
proinflamatorias en las moDCs se observéd que la preincubacion de las células con los
isdmeros del 16:1 alteran los niveles de expresion de mRNA para distintas citoquinas o
proteinas implicadas en el proceso de inflamaciéon como /L6, PTGS2 y CCL2. Se aprecia
que los isémeros incrementan los niveles de expresion de manera significativa respecto

a la estimulacion con LPS (Figura 44).
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Figura 44. Efecto de los isomeros en la expresion génica de citoquinas proinflamatorias en células
dendriticas humanas. La expresion relativa de los genes en las células no tratadas (negro) o tratadas con
10 uM de los distintos acidos grasos indicados (barras coloreadas) durante 14 horas previamente a un
estimulo de 200 ng/ml de LPS durante 6 h se determind por PCR cuantitativa a tiempo real como se
describe en materiales y métodos. IL6: interleuquina 6; CCL2: ligando de quimiocina 2, PTGS2:
prostaglandina-endoperdéxido sintasa 2. Los resultados se muestran como media + S.E.M (n=3). *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001
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En cuanto a la linea celular, al contrario que las células primarias, se observd que
el enriqguecimiento de las células DC2.4 con los isdmeros del 16:1 previamente a la
estimulacion con LPS provoca un descenso de los niveles de expresion de mRNA de
varias citoquinas proinflamatorias por parte de los tres isomeros del 16:1, de manera
significativa para /Il6 y Ccl2, en comparacién con el acido palmitico, que no ejerce ningln
efecto (Figura 45). En resumen, se aprecia que los isdémeros del 16:1 en la linea celular

DC2.4 tienen un efecto antiinflamatorio similar al observado en monocitos humanos

(201,202), sin embargo, en las células moDCs no se asemejan sus efectos.
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acidos grasos indicados (barras coloreadas) durante 14 horas previamente a un estimulo de 1 pg/ml de
LPS durante 6 h se determind por PCR cuantitativa a tiempo real como se describe en materiales y
métodos. IL6: interleuquina 6; Ccl2: ligando de quimiocina 2, Nos2: dxido nitrico sintasa, PTGS2:
prostaglandina-endoperdxido sintasa 2. Los resultados se muestran como media + S.E.M (n=3). *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001

Debido a los datos obtenidos de la caracterizacion de los distintos tipos celulares
y viendo las grandes diferencias existentes entre ellas tanto en su proporcién como en
la incorporacion y en la funcién de los isémeros, se concluye que la linea celular no
constituye un buen modelo para el estudio del efecto de dichos acidos grasos sobre las
funciones de las células dendriticas ya que posteriormente no se podria trasladar, o

comparar, con los resultados del modelo humano.

3.5. LOS ISOMEROS DEL 16:1 PREVIENEN LA FORMACION DE GOTAS
LIPIDICAS EN LAS CELULAS DERIVADAS DE MONOCITOS HUMANOS

Por ultimo, se procedié a comprobar el efecto que podrian tener los isémeros
del 16:1 en la formacién de LDs por parte del AA. Para ello, las moDCs se preincubaron
durante 14 horas con los isomeros del 16:1 y posteriormente se incubaron con AA
exdgeno para crear las LDs y mediante analisis por citometria de flujo se determiné la

intensidad de fluorescencia para cada muestra.

Los tres isomeros del 16:1 per se no dan lugar a la formacion de LDs en las células
humanas (Figura 46), pero si parecen prevenir la formacion de las LDs ya que al
preincubar con dichos acidos grasos antes del tratamiento con AA disminuye la
intensidad de fluorescencia procedente del Bodipy 488, lo que indica una disminucién

de la formacion de LDs.
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Figura 46. Prevencion de la formacion de gotas lipidicas por parte de los isomeros del 16:1 en moDCs.
Las células dendriticas humanas fueron preincubadas con los diferentes isomeros del 16:1 durante 14
horas y después no se incubaron (barras claras) o se incubaron con 10 UM de AA durante 2 horas (barras
oscuras). Las células se recogieron, se tifieron con Bodipy 488 y se midieron la formacidn de gotas lipidicas
por citometria de flujo. En la figura se muestra la intensidad de fluorescencia para los isomeros del 16:1y
el AA (A) y para la coincubacion de los acidos grasos (B) y la intensidad de fluorescencia media relativa al
control (C) Los resultados son mostrados como media + S.E.M (n=3). *p<0.05 control vs AA #p<.0.05
isdmeros + AA vs AA
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1. CARACTERIZACION LIPIDOMICA DE LAS CELULAS

DENDRITICAS

Dentro del sistema inmune, las células dendriticas (DC) son las células inmunes
mas importantes especializadas en la presentacién de antigeno. Estas células
representan un puente entre el sistema inmunitario innato y el adaptativo. En su estado
inmaduro (iDC) se encuentran en la piel o en los tejidos de la mucosa siendo las primeras
células inmunitarias en interactuar con los patdgenos invasores. Después de la
deteccidon de patdtenos, las DC maduran (cDC) y pueden activar las respuestas de las

células Ty B (9,10).

Las células dendriticas son una poblacién muy heterogénea clasificada en
diferentes subconjuntos, dentro de los cuales se encuentran las células dendriticas
derivadas de monocitos humanos. In vivo, las moDC estan presentes solo en condiciones
inflamatorias y colocalizan con cualquier patégeno invasor. La generacion y el uso de
moDC se ha descrito ampliamente en la investigacion bdsica y aplicada y se consideran
el estandar para los estudios in vitro asociados con células dendriticas (278).
Clasicamente, la diferenciacién de monocitos se realiza mediante la suplementacion in
vitro del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) y la

interleucina (IL)-4, para generar DC inmaduras (279,280).

La disponibilidad de técnicas de perfilado de lipidos basadas en espectrometria
de masas proporciona un método confiable para caracterizar la composicién y
distribucién de los acidos grasos de las especies dentro de las células e identificar
cambios en respuesta a las funciones celulares. Esta tecnologia se ha utilizado en este
trabajo para caracterizar tanto a las células dendriticas derivadas de monocitos
humanos (moDC) como a la linea celular dendritica de ratén DC2.4, como modelo para

estudios posteriores.

En este trabajo se ha mostrado que las células moDCs contienen altos niveles de
AA en la fraccién de glicerofosfolipidos, siendo los glicerofosfolipidos de etanolamina la

especie mas abundante en AA, seguida de PC, PI+PA y PS. Es sabida la gran importancia
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de la remodelacion del AA en fosfolipidos en las células del sistema inmune para su
correcta distribucién en las reservas celulares para su posterior movilizacién por las
fosfolipasas A, (263-268). Este es un aspecto clave en la regulacién de la sintesis de
eicosanoides porque la naturaleza y la cantidad de estos compuestos producidos en
condiciones de activacion puede depender, en ultima instancia, de la composicién y
localizacion subcelular de la reserva de AA en fosfolipidos. En este trabajo se estudié la
remodelacién del AA entre las distintas especies de fosfolipidos en moDCs
encontrandose que, su tiempo de remodelacién es en torno a las 16 horas. Estudios
previos del laboratorio analizaron los tiempos de remodelacidn para otros tipos
celulares como RAW264.7 (linea celular macrofagica de ratén), P388D; (linea celular
monocitica de ratén), MRPM (macréfagos peritoneales de ratén) o monocitos humanos
(253,255). Comparando los resultados se observa una gran similitud del tiempo de
remodelacién entre los monocitos y las células moDCs, en torno a 15-16 horas) mientras
que, tanto las lineas celulares de raton y los macréfagos peritoneales poseen tiempos
de remodelacién mucho mas lento, 20-30 minutos y 4 horas respectivamente (253,255).
La acil transferasa dependiente de CoA y las transacilasas independientes de CoA (CoA-
IT) participan secuencialmente en el proceso de remodelacidn de fosfolipidos con AA
(281,282). Las acil transferasas dependientes de CoA median la incorporacion inicial de
AA en los fosfolipidos, que a su vez es seguida por la accidn de CoA-IT, que redistribuye
el AA entre las clases de fosfolipidos. Se ha observado que los niveles de actividad de
CoA-IT estan regulados negativamente por el nivel intracelular de AA. Por tanto, en
células enriquecidas en AA, como monocitos humanos y moDCs, la actividad de CoA-IT
es significativamente menor que en células deficientes en AA, como las lineas celulares

(255).

Ademas, también se ha estudiado la movilizaciéon de este acido graso frente a
distintos estimulos de los receptores TLRs observandose una disminucién de los niveles
totales de AA, lo que estaria implicando su liberacion. El AA liberado por la accién de las
fosfolipasas A, puede movilizarse bajo diversas condiciones fisiopatoldgicas,
metabolizandose via enzimatica a través de la ciclooxigenasa (COX), lipoxigenasa (LOX)
y citocromo P450 (CYP) o a través de mecanismos de radicales libres no enzimaticos

dando lugar a los eicosanoides (254,268).



Capitulo V. Discusion _

Las moDCs se diferencian de los monocitos dando lugar a un cambio tanto en el

fenotipo como en las funciones principales de estas células. Para explorar la posibilidad
de cambios en la composicion lipidica entre ambos tipos celulares a causa de la
diferenciacién, se realizaron estudios mediante espectrometria de masas para
determinar los niveles de acidos grasos en distintas fracciones lipidicas. Las células
dendriticas derivadas de monocitos humanos poseen mayor cantidad de acidos grasos
en las fracciones de glicerofosfolipidos y lipidos neutros que los monocitos humanos, lo
cual concuerda con estudios donde se ha observado que la inhibicidn de la sintesis de
acidos grasos disminuye la diferenciacion de moDC a partir de sus precursores de PBMC,
lo que resalta la importancia de los acidos grasos en dichos procesos (283). Analizando
los datos en porcentajes de acidos grasos se aprecian pocas diferencias significativas
entre los acidos grasos, siendo las mas llamativas para los isémeros del 16:1 que se
discutiran mas adelante. Esto pone de relieve que, a pesar de las diferencias en la
cantidad de lipidos, la proporcién de ellos es parecida y se conserva a lo largo de la

diferenciacion.

Este trabajo también pone de relieve las diferencias en los perfiles de acidos
grasos en las distintas especies entre las células primarias (moDCs) y la linea celular
(DC2.4). La principal diferencia se encuentra en en el contenido de PUFAs en las
fracciones de glicerofosfolipidos de las membranas de ambos tipos celulares, con un
contenido notablemente inferior en las células DC2.4 en comparacién con las moDCs,
mientras que la linea celular posee mayor contenido de acidos grasos saturados y
monoinsaturados. Como consecuencia del cultivo a largo plazo, muchas lineas celulares
contienen niveles inferiores de acidos grasos esenciales en comparacién con las células
primarias (202,248) y se confirma que esto también es cierto para las lineas celulares
utilizadas en este estudio. A pesar de las diferencias en la proporcién de acidos grasos
poliinsaturados, y, especialmente de AA, en las distintas especies de glicerofosfolipidos,
cuando se estudia la proporcién de dicho acido graso en las distintas especies de
glicerofosfolipidos se observan grandes similitudes entre ambos tipos celulares, siendo

la clase de PE la mas rica en AA, seguida de la especie de PC.

Tras el reconocimiento de antigenos de patdgenos, las DCs aumentan las

moléculas coestimuladoras y los receptores de quimiocinas, secretan citocinas y migran
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hacia los érganos linfoides secundarios. Durante estos pasos de maduracion, las DCs
procesan los antigenos adquiridos y presentan pequeios péptidos en el surco de unién
del complejo mayor de histocompatibilidad. Debido a todos los cambios que se
producen en la maduracion de las DCs, cabe hipotetizar que varias caracteristicas
celulares, desde el metabolismo hasta las propiedades de la membrana sufren
modificaciones. Sin embargo, en este trabajo se ha observado que tras la maduracién
de las células dendriticas con LPS, un ligando de TLR establecido ampliamente como
estimulo de maduracién de las DCs, no hay cambios en el perfil de acidos grasos totales
ni en las células dendriticas humanas ni en la linea celular. Dudziak et al. (284) analizaron
la composicion lipidica de las células dendriticas derivadas de monocitos humanos
inmaduras y tras un proceso de estimulacion vy, al igual que lo observado en nuestros
datos, no observaron cambios significativos en la cantidad total de lipidos celulares. Sin
embargo, si observaron cambios en especies individuales de lipidos, tales como
aumentos en ceramidas (Cer) y en fosfatidilcolina (PC) y disminuciones en
esfingomielina (SM), fofatidiletanolamina (PE) y fosfatidilglicerol (PG). Otros estudios
realizados en células dendriticas de ratdon (285,286) han observado también cambios en
especies de lipidos, pero no en su contenido total, como aumentos en PC y Cer y

disminuciones en SM y PI.
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2. EFECTO DEL ACIDO ARAQUIDONICO SOBRE LAS FUNCIONES

DE LAS CELULAS DENDRITICAS

Durante la ultima década se ha hecho cada vez mas evidente que la activacién,
proliferacion y funcién de las células inmunitarias estan estrechamente relacionados y
dependen de la activacion de rutas metabdlicas especificas (287). Dado que estos
cambios metabdlicos se alimentan en gran medida y dependen de los nutrientes
presentes en el nicho de las células inmunitarias, se deduce que el microambiente
metabdlico ha de ser un factor fundamental para dar forma al resultado de una

respuesta inmunitaria (288,289).

La formacién de gotas lipidicas en el interior de las células estd inducida en
diferentes condiciones de estrés como el exceso o deprivacidén de nutrientes, hipoxia y
el estrés oxidativo (139,145,148). En la mayoria de células expuestas a un exceso de
acidos grasos libres, las gotas lipidicas se forman para reducir la lipotoxicidad (290,291).
Sin embargo, la capacidad de formacién de LDs puede llegar a ser diferente segun el tipo
de 4acido graso; asi, los acidos grasos insaturados como el acido oleico promueven una
alta formacion de LDs mientras que acidos grasos saturados dan lugar a un bajo acumulo
de gotas lipidicas (290,292). Por otra parte, el AA, un acido graso poliinsaturado (PUFA)
de la familia n-6 se ha visto implicado en la formacidn de gotas lipidicas en estudios
previos del laboratorio y en otros laboratorios en distintos tipos celulares (201,293—
295). En el laboratorio se ha demostrado que el AAy no sus derivados oxigenados induce
la formacion de un fenotipo espumoso en los monocitos humanos circulantes
(146,201,295). En el presente trabajo se ampliaron los estudios sobre la capacidad
inductora de dicho acido graso en la formacién de gotas lipidicas en las células
dendriticas, demostrandose que el AA libre incorporado exdgenamente, asi como el
acido oleico, dan lugar a la formacién de gotas lipidicas de forma rapida y potente

(Figura 47).

La incubacién con AA de células dendriticas tanto de origen humano como de
origen murido dio lugar al incremento de los niveles de acidos grasos en lipidos neutros.

Estos aumentos se pueden dar via dos rutas: mediante incorporacion del AA exdgeno a
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los TAG o por la movilizacién de otros acidos grasos endogenos hacia TAG y CE. Para
poder discernir entre ambos mecanismos se puede utilizar la triacsina C, un inhibidor de
las ACSL1, 3, 4, que elimina la primera ruta al inhibir la incorporacién de AA. Datos
preliminares del laboratorio sugieren que el uso de triacsina C, un inhibidor de la acil
sintetasa de 4cidos grasos de cadena larga (ACSL) (296), previamente a la incubacién con
AA en moDCs no inhibe la formacidén de LDs en su interior. Por tanto, en las células

dendriticas, dichas LDs se estan formando por el segundo mecanismo.

En ausencia de una fuente lipidica exdgena y en respuesta a distintos estimulos,
las células pueden sintetizar TAG y CE relocalizando 4cidos grasos desde otras especies
lipidicas, esencialmente fosfolipidos. Las fosfolipasas pueden liberar de las membranas
acidos grasos que tras activarse con CoA vy, gracias a la accidon de enzimas como DGAT y
ACAT, se pueden incorporar a otras especies lipidicas como DAG y colesterol
acumuldndose en el nucelo de las LDs. Sin embargo, la medida de acidos grasos en PL
mediante espectrometria de masas no reveld ninglin descenso significativo en los
niveles de acidos grasos, por lo que este mecanismo puede descartarse. Por tanto, los
incrementos de los niveles de TAG y CE en la formacién de LDs podrian ser debidos a la

sintesis de novo de acidos grasos (Figura 47).

La sintesis de novo es un proceso de reacciones sucesivas altamente reguladas
gue se produce en el citoplasma de las células por accidon de las enzimas acetil-CoA
carboxilasa (ACC) y sintetasa de acidos grasos (FAS). La ACC cataliza la primera etapa a
partir de acetil-CoA para dar lugar a malonil-CoA que servira como sustrato para que,
junto con acetil-CoA, la FAS, a través de sus siete sitios activos, catalice las reacciones
consecutivas en presencia de NADPH que conducen a la sintesis completa de palmitato.
Una vez sintetizado el acido palmitico se puede producir su elongacién o desaturacion a
través de la accion de varias enzimas en el ER. La elongasa de acidos grasos de cadena
larga 6 (ELOVL6) es la encargada de producir la elongacién del acido palmitico a acido
estearico (297,298). En cuanto a las proteinas de unién al elemento regulador de
esteroles (SERBPs) se pueden encontrar dos proteinas SERBP1 y SERBP2. SREBP1 posee
dos isoformas, SERBP1c y SERBP1a siendo la primera la isoforma predominante en la

mayoria de los tejidos y la responsable de la regulacidn a nivel transcripcional de ACCa,
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FAS y ELOVLS6. Por otra parte, SERBP2 controla la expresion de proteinas implicadas en

la sintesis de colesterol.

Se estudiaron los niveles de expresion de mRNA de los genes de las proteinas
implicadas en la sintesis de acidos grasos observandose aumentos solo para FASN vy
SERBP2 y disminucidon de SERBP1c con el tratamiento con AA. Esta descrito que los
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) dificultan la activacion de SERBP1 y tienen poco o
ningun efecto sobre el procesamiento de SERBP2 (299). El mecanismo molecular por el
cual los PUFA suprimen la escisidon in vivo de SREBP1c, pero no SREBP2, todavia no se
entiende completamente. Esta inhibicién dependiente de PUFA de SREBP1c ocurre en
multiples niveles: disminucidn de la transcripcién, descomposicion acelerada del mRNA,
supresion de la escisién proteolitica y degradacién proteasomal de nucleo SREBP1c
(300). Estos datos concuerdan con lo observado en este trabajo donde se determina que
al estimular con AA disminuyen los niveles de SERBP1c pero no de SERBP2 que
aumentan ligeramente, lo cual seria concordante con los incrementos en los niveles de
CE observados en moDCs. La disminucién de SERBP1c conlleva que el resto de las
enzimas reguladas por dicha proteina como ACC y ELOVL6 no tengan cambios en la

expresion de sus niveles de mRNA.

Sin embargo, en este trabajo si se ven aumentos del gen que codifica para FAS
(FASN). Otros factores de transcripcion también pueden regular la expresién de FAS
(301). En las células inmunitarias, los principales reguladores de la via FAS son las
proteinas de unidn a elementos reguladores de esteroles (SREBP) y los receptores X del
higado (LXR) (302-304). Rehman et al demostraron que FAS participa en la
diferenciacién y el desarrollo de DC y esta estrechamente asociada con el fenotipo y la
morfologia inmune de las DCs (305). La inhibicidn de la via FAS tiene diferentes efectos
sobre la expresién de los TLR que reconocen patrones especificos en los
microorganismos, como la supresion de TLR2 y TLR4 o el aumento de TLR7 y TLR9 (305).
En las DCs derivadas de tumores, los lipidos oxidados se acumulan en su interior y el
nivel de estrés del ER aumenta a través de la enzima 1la que requiere inositol (IRE1a), lo
gue resulta en una activaciéon constante de la proteina 1 de unién a la caja X (XBP1) y

atenda aun mas la funcién de las DCs mediante la promocién de FAS y el
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almacenamiento de lipidos en dichas células (306,307). Este ultimo dato encajaria con

lo demostrado en este trabajo.

La mayoria de los estudios que dilucidan los efectos de los PUFA sobre la
respuesta inmunitaria adaptativa estdn centrados en la funcién de los linfocitos y la
produccién de citoquinas (308,309). Mientras que los mecanismos de los efectos de los
PUFA en las células T han sido estudiados minuciosamente (310), poco se sabe de los
efectos de los PUFA en las células presentadoras de antigenos (APC) y de las células
dendriticas en particular. En los ultimos afos se ha analizado el papel de distintos acidos
grasos poliinsaturados sobre las funciones de las células dendriticas obteniéndose
resultados muy variados (311-314). En este estudio se ha observado que el AA tiene
efectos en la funcion de las células dendriticas, lo que puede implicar un cambio en la

respuesta inmune.

Las células dendriticas, cuando todavia son inmaduras, buscan constantemente
patégenos en el medio que las rodea para después fagocitarlos y degradar las proteinas
en pequeiios fragmentos. Durante este proceso se produce la maduracién de la célula
dendritica, que adopta la funcién de presentacion de antigeno y disminuye su capacidad
fagocitica (315). En este estudio se ha observado la disminucién de la capacidad de
fagocitosis por parte de las moDCs tras el tratamiento con AA (Figura 47).
Paradéjicamente, estd aceptado que, en macréfagos y monocitos, el AA aumenta la
fagocitosis (316,317). Sin embargo, el efecto del AAy otros acidos grasos poliinsaturados
es diferente en otros tipos celulares. En células dendriticas se observa que una dieta rica
en PUFAs de la familia n-3 da lugar a una disminucion del 12% de la fagocitosis en
comparacion con la dieta control (311). En otro estudio, el AA también disminuye la
expresion en superficie del receptor de manosa, involucrado en procesos de fagocitosis
(312). Por otro lado, Wyss-Coray et al. han demostrado que la acumulacidn lipidica en
forma de gotas lipidicas en microglia da lugar a un defecto en la fagocitosis y un aumento

en la produccion de citoquinas proinflamatorias (318).

Por lo tanto, las DC captan patégenos en los tejidos periféricos, se someten a
programas de maduracion particulares de forma selectiva en respuesta a diferentes
patdgenos, migran a los érganos linfoides y presentan antigenos a los linfocitos T para

iniciar respuestas inmunitarias especificas de antigeno. Para que esta presentacién
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antigénica se produzca de manera efectiva, las DCs tienen que mandar tres sefiales a las
células T. Una de esas sefiales es el torrente de citoquinas que, dependiendo del patrén
producido por la DC determinara el tipo de respuesta que se efectuard y la intensidad
de ésta (319,320). En este trabajo se ha demostrado que la incubacién con AA aumenta
la expresion de mRNA de citoquinas proinflamatorias como /L-6, IL-12B, IL1B y del gen
que codifica para prostaglandina-endoperoéxido sintasa 2, COX-2 (PTGS2) (Figura 47). La
citoquina /L-12 estd asociada a la polarizacién de la célula T CD4* hacia una respuesta
Th1 (321) lo cual sugiere el AA podria estar modulando la respuesta hacia un estado Th1l
de las células T. Por otro lado, la COX-2, cuyo producto principal a partir del AA es la
prostaglandina E; (PGE;), se ha asociado a distintos efectos dependiendo del estado de
diferenciacién y maduracion de la célula dendritica. Estd bien reconocido que PGE;
disminuye la diferenciacién de la DC (322,323) pero tiene un efecto mucho mas
complejo en la activacidon de DC completamente desarrolladas (aunque funcionalmente
inmaduras). Las células dendriticas maduradas en presencia de PGE, desarrollan un
fenotipo “agotado” que se caracteriza por una disminucion en la capacidad de activacién

de células T citotdxicas CD8*(269,270).

Como ya se ha mencionado, la célula dendritica activa a las células T a través de
tres senales. La principal de ellas es la presentacion del antigeno por parte de la DC a
través del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | o de clase Il a la célula T. La
segunda sefal es la activacidn de la célula T por parte de las moléculas de coestimulaciéon
CD80, CD40 y CD86 de la célula dendritica que se une al CD28 y CD154 de la célula T
(320). La tercera sefial es la produccion de citoquinas por parte de la célula dendritica,
gue se ha discutido con anterioridad. En este trabajo se ha demostrado que tras la
estimulacion con LPS se observa el aumento de las moléculas coestimuladoras como
CD80, CD40 y la molécula del complejo de histocompatibilidad de clase | (MHC ), lo que
significa la maduracién de la célula dendritica. Cuando las células se preincuban con AA
antes de la maduracidn, los niveles de expresidon de dichos marcadores de maduracion
no se ven afectados, pero si se observa una disminucién a niveles de control de la
expresion de MHC | (Figura 47). Estos datos concuerdan con los ya observados por otros
trabajos donde las células dendriticas CD11c* extraidas de bazos de ratdon incubadas con

concentraciones altas de AA y DHA tienen una sobrerregulacién de marcadores de
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activacion como CD40 y CD86 pero una reduccion de la proliferaciéon de células T CD4*
(313). También, resultados in vivo concuerdan con los datos aqui presentados, ya que
ratones C57BL/6 con una dieta rica en acidos grasos poliinsaturados n-3 durante 3
semanas muestran una expresién reducida de CD80, asi como la proliferacion de células
T CD4* (311). Stulnig et al. observaron que la diferenciacién de las moDCs a partir de
monocitos en presencia de acidos grasos poliinsaturados tanto de la familia n-6 (AA)
como n-3 (EPA) afectaba a la diferenciacidn e inhibia su activacién por LPS, lo que daba
lugar a una disminucién de expresion de las moléculas de superficie y de la secrecion de
citoquinas. Ademas, la potencia para activar a células T también estaba marcadamente
inhibida en dichas células tratadas con los PUFAs (312). Sin embargo, en otro estudio se
muestra que la diferenciacién de las células dendriticas en presencia de altas
concentraciones de AA mejora su funcionalidad asi como su migracion, estimulacién de
células T (314). Como se observa, todavia queda mucho camino para elucitar los

mecanismos de accion de los PUFAs en estas células del sistema inmune.

Se ha demostrado que la disminucidn de los niveles de expresién de MHC | en
superficie por parte del AA se debe a un fallo en la translocacién de MHC | a la superficie
celular (Figura 47). Gabrilovich et al. observaron que las células dendriticas asociadas a
tumores acumulan en sus gotas lipidicas TAG truncados dafiados por oxidacién que
“atrapan” a la proteina de choque térmico 70 (HSP70) en la superficie de las LDs
(194,195). Esto altera la presentacién del antigeno al reducir el trafico de complejos
péptido-MHC clase | (pMHC) hacia la superficie celular. Curiosamente, los
representantes de la familia de chaperonas HSP70 se encuentran constantemente en
los proteomas de gotas de lipidos (324) y algunos tienen funciones importantes en el
metabolismo de las gotas de lipidos. Por ejemplo, la proteina afin al choque térmico de
70 kDa (Hsc70) es una chaperona molecular involucrada en muchos procesos celulares
(325), como la regulacioén de la autofagia mediada por chaperonas (CMA) (326). La CMA
regula tanto la lipdlisis como la lipofagia mediante la eliminacién de la proteina perilipina
2 (PLIN2) de la superficie de las gotas lipidicas (327). Curiosamente, el secuestro de otra
chaperona, la proteina de unién a Ca?* calreticulina, en las LDs también afecta la funcion
inmunoldgica (196). La calreticulina sirve como sefial fagocitica para la muerte celular

inmunogénica y también participa en la presentacion de antigeno (328). En las células
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cancerosas tratadas con quimioterapia, la calreticulina es secuestrada en las LDs
reduciendo la sefal "comeme" en la membrana plasmatica, lo que conduce a la
supresién de la eliminacion de las células cancerosas muertas, probablemente debido a
la alteracion de la maduracion de las células dendriticas y activacion de células T (196).
Las LDs también participan en el intercambio de proteinas con el nucleo, incluidas las
histonas (329,330), la perilipina 5 (PLIN5) (163) y el factor de transcripcién factor nuclear
de las células T activadas 5 ( NFAT5) (163), lo que afecta al ensamblaje de la cromatina,

a la regulacion de la expresidn génica e incluso la defensa antibacteriana.

Todos estos estudios son ejemplos representativos de un mecanismo de
retencidn de proteinas en la superficie de las gotas lipidicas que interrumpe su funcion.
Seria interesante analizar si otras proteinas pueden ser reguladas por mecanismos

similares en otros entornos fisiopatoldgicos.

La disminucion de la expresion en la superficie celular de MHC-I conlleva una
bajada de la proliferacién de células T OT-I tras una presentacion de antigeno cruzada
por parte de las células dendriticas. En ningln estudio mencionado anteriormente se
analizé si la incubacién de las células con &acidos grasos exdgenos daba lugar a la
formacién de gotas lipidicas. Las ultimas décadas han sido testigos de una
transformacién en nuestra visiéon de las gotas lipidicas que se han convertido en
organulos dindmicos de sefializacién que pueden coordinar las respuestas inmunitarias
(98). En este trabajo se ha demostrado que la incubacidn con AA que provoca la
formacién de gotas lipidicas en las DC2.4 induce una disminucién de la expresidn de
MHC | en superficie y una menor presentacién cruzada ya que limita la proliferacion de
células T OT-Il. Estos datos concuerdan con los obtenidos en otros trabajos donde se
muestra una disminucion de la presentacién cruzada debido a la formacién de gotas
lipidicas con contenido oxidado en ambientes tumorogénicos (194,195). Sin embargo,
por otro lado, también se ha demostrado que las gotas lipidicas incrementan la

estimulacion de células T citotodxicas (79,189,190).

Una explicacidn que podria arrojar luz a los resultados contradictorios que se han
encontrado hasta el momento en el efecto de las gotas lipidicas sobre la presentaciéon
de antigeno cruzada puede depender del proceso de formacién de la gota lipidica, asi

como de su composicidn. La composicidén de proteinas y lipidos de las LDs puede variar
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entre diferentes tipos de células. En términos de lipidos, el nucleo de la mayoria de las
gotas de lipidos estd enriquecido con TAG y algunos ésteres de esteroles (105). Sin
embargo, la funcidn especializada de ciertos tipos de células se refleja en la composiciéon
lipidica de sus LDs. En células estrelladas hepaticas se ve el enriquecimiento de las gotas
lipidicas con ésteres de retinol (331) y en monocitos espumosos con el acido hipogeico
(201) asi como la acumulacién de lipidos peroxidados en células gliales (332). Estas gotas
lipidicas con composiciones diferentes pueden interactuar de distinta manera con las
proteinas del citoplasma celular o con los distintos organulos dando lugar a una gran

amplitud de respuestas distintas (333-335).
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Figura 47. Presentacidn cruzada de antigeno en células dendriticas y el efecto del AA en sus
funciones. La presentacidn cruzada de antigeno se inicia con la internalizacion del antigeno
exdgeno (1), tras su procesamiento en el citosol via proteasoma (2) los péptidos se transfieren
mediante TAP al ER donde se uniria al MHC-I (3). Una vez formado el complejo péptido-MCH,
éste se transloca a la superficie celular (4) donde se presenta a la célula T CD8*. Ante el
tratamiento de AA exdgeno, aumenta la sintesis de novo, la formacion de gotas lipidicas y la
expresion de /L6, IL1B, IL12B y PTGS2. El AA tiene un efecto inhibitorio en la translocacién de
MHC-I a la superficie celular, asi como el proceso de fagocitosis.



Capitulo V. Discusion _

3. LOS ISOMEROS DEL 16:1 EN LAS CELULAS DENDRITICAS

Los isdmeros posicionales del acido hexadecenoico se consideran acidos grasos
con propiedades antiinflamatorias. El isémero mads estudiado, el acido palmitoleico
(16:1n-7), ha sido identificado como una hormona lipidica con importantes acciones
beneficiosas en enfermedades metabdlicas capaz de coordinar la comunicacion entre el
higado y el tejido adiposo (336). En el presente laboratorio se ha estudiado el papel de
otros dos isdmeros del 16:1, el 4cido hipogeico (16:1n-9) y el 4cido sapiénico (16:1n-10).
El 4cido hipogeico también posee propiedades antiinflamatorias y se ha descrito como
un posible biomarcador de monocitos y macréfagos espumosos durante la
aterosclerosis. Por ultimo, el 4cido sapiénico, que inicialmente estaba asociado solo a
sebo humano, pelos y uiias, también se ha identificado en células fagociticas y en las
membranas de eritrocitos (128,202). Dicho acido graso también posee propiedades
antiinflamatorias aunque se necesitan concentraciones mayores para que ejerza el
mismo efectos que los otros isémeros (202). Todos estos resultados sugieren la
presencia en las células fagociticas de una variedad inesperada de isémeros 16:1, que
se pueden distinguir en funcidn de su actividad bioldgica y regulacion celular. En el
presente estudio se ampliaron las contribuciones realizadas anteriores en el laboratorio
sobre los diferentes isémeros del acido palmitoleico en células fagociticas y su actividad

bioldgica durante la activacién celular.

Se ha demostrado que las células dendriticas derivadas de monocitos humanos
poseen diferentes niveles totales de los isémeros del 16:1 en comparacién con otras
células fagociticas como monocitos y macrdéfagos humanos. Mientras que en las células
moDCs los acidos grasos mayoritarios son el acido sapiénico y el acido palmitoleico, en
monocitos y macréfagos son el acido hipogeico y el acido palmitoleico (202). Tanto el
acido palmitoleico como el acido sapiénico se sintetizan a partir de la insercién de una
insaturacién en el acido palmitico a través de la accién de A9 (SCD1) y A6 (FADS2)
desaturasas respectivamente. El 16:1n-9 se produce por B-oxidacion del acido oleico
(201). La regulacion de los niveles celulares de 16:1n-10 difiere en varios aspectos de la

de sus isdmeros posicionales, 16:1n-7 y 16:1n-9. Los niveles de estos dos ultimos acidos
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grasos pueden regularse durante las condiciones de activacion inducida por estimulos
de la biosintesis de acidos grasos de novo (146,201). Sin embargo, los niveles de 16:1n-
10 parecen no depender del estado de activacion de las células, sino mas bien de
mecanismos complejos que implican tanto las reacciones de competicidon de sustrato
como el aumento de la expresion de FADS2. En este trabajo se ha estudiado la expresion
de FADS2 mediante qPCR demostrando que las células dendriticas derivadas de
monocitos humanos, que poseen un alto contenido de acido sapiénico, también tienen
una alta expresiéon de FADS2 en comparacion con los monocitos y macréfagos humanos.
Curiosamente, se ve una gran similitud entre el comportamiento de la expresidon de
FADS2 en las moDCs con otros tipos celulares como la linea celular macrofagica
RAW?264.7, la linea de ratén P388D; y la linea celular humana THP1 (202). Estas lineas
celulares también poseen un alto contenido del isémero 16:1n-10 en comparacion con

células primarias humanas o macréfagos peritoneales de ratdn.

Tradicionalmente se ha considerado que la desaturacién en el carbono 6 esta
favorecida cuando el acido graso ya contiene un doble enlace en la posicién 9, como es
el caso del acido linoleico (337). En consecuencia, en las células, la desaturacion del
acido linoleico a acido y-linolénico seria preferible a la desaturacién del acido palmitico
a 16:1n-10, lo que explicaria por qué las células que contienen altos niveles endégenos
acido de linoleico producen pequenas cantidades de 16:1n-10 y viceversa. De acuerdo
con esta observacién, se ha demostrado que la relacién molar entre acido palmitico
(16:0) y acido linoleico (18:2n-6) en las células dendriticas humanas es mayor que los

monocitos y macréfagos humanos.

Estos resultados sugieren una disposicidn lipidéomica distinta de los isémeros de
los 16:1 en las células fagociticas dependiendo de su procedencia. El estudio de la
proporcidn de los isGmeros en la linea celular de ratén DC2.4 determiné que poseian un
mayor contenido de acido palmitoleico (70%) en comparacion con las moDCs (49%)
mientras que, para el acido sapiénico, las moDCs tienen mayor contenido (43%) en
comparacion con las DC2.4 (19%). Este mayor contenido de 16:1n-7 en las DC2.4 se
observa muy marcadamente en los lipidos neutros (TAG y CE). Estas fracciones son las
gue mas difieren entre ambos tipos celulares siendo en moDC predominante el acido

sapiénico mientras que en DC2.4 es el acido palmitico. Por otra parte, en cuanto a la
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fraccién total de PL se observa un mayor contenido de acido sapiénico en las moDCs
frente a las DC2.4 y en cuanto a las diferentes especies de PL, se aprecia una gran
similitud en las especies de PE, PSy PI+PA, mientras que PC difiere ligeramente. En moDC
tanto el acido palmitoleico como el dcido sapiénico son los isémeros predominantes con
un 37% y 41% respectivamente, mientras que en DC2.4 el isdmero predominante es el

acido palmitoleico con un 72%.

Datos previos del laboratorio han sugerido que la formacién de un éster del
correspondiente acido graso es necesario para su actividad bioldgica y que los diversos
grupos de lipidos pueden funcionar como reservorios de acidos grasos 16:1 con efecto
antiinflamatorio. Por lo tanto, la localizaciéon inicial donde el acido graso se esterifica
después de incubarlo con las células puede determinar su actividad biolégica posterior.
Los datos de este trabajo muestran que, independientemente del isémero, la mayor
parte de los acidos grasos exégenos afiadidos a las células dendriticas derivadas de
monocitos humanos se incorporan en la fraccién de glicerofosfolipidos. Sin embargo,
para las DC2.4 se observa una tendencia del acido sapiénico a incorporarse en
glicerofosfolipidos en comparacién con los otros dos isémeros. Dentro de las especies
de lipidos neutros, se observa una menor incorporacién de los tres isémeros en ambos

tipos celulares.

Curiosamente, se ha determinado que en macréfagos peritoneales de ratén mas
del 90% del total de los isémeros del 16:1 se encuentran en la fracciéon de
glicerofosfolipidos de colina (PC) y, mas especificamente, en la especie PC(16:0/16:1).
Ademas, los niveles de los tres isdmeros disminuyen notablemente por accién de la
fosfolipasa A; independiente de calcio de grupo VIA cuando los macréfagos se activan
con estimulos inflamatorios. Este acido graso liberado se acumularia en forma de acido
graso libre, pero, otra parte significativa también se transfiere a Pl o se utiliza para
formar ésteres de acidos grasos con acidos grasos hidroxilados (FAFHAs), conocidos por

sus propiedades antidiabéticas y antiinflamatorias (203).

Cuando las células dendriticas y los monocitos humanos son activados con un
estimulo proinflamatorio como es el LPS, no se observan cambios en la proporcion de
los isémeros para ninguna de las dos especies celulares. Sin embargo, esto no quiere

decir que no pueda haber remodelaciones internas entre distintas especies de lipidos.
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Una caracteristica llamativa de este trabajo es que los isdbmeros poseen
actividades bioldgicas contradictorias en los distintos tipos celulares estudiados. Se
puede apreciar que para las células moDCs, el 4cido sapiénico posee un efecto
proinflamatorio al ser capaz de aumentar la expresién de /L6, CCL2 y PTGS2 de manera
significativa mientras que de los otros dos isémeros, sdlo el acido hipogeico es capaz de
aumentar la expresién de PTGS2. El acido palmitoleico no posee ningun efecto. Por el
contrario, en la linea celular DC2.4 se observa el ya conocido efecto antiinflamatorio de
los tres isdmeros del 16:1 ya que muestran efectos inhibitorios sobre el nivel de

expresion de una serie de genes inflamatorios.

Estos efectos contradictorios de los isémeros del 16:1 se pueden deber a la
diferente disponibilidad de dichos acidos grasos tras la activaciéon celular. El acido
sapiénico puede dar lugar a la sintesis de novo de acidos grasos poliinsaturados de la
familia n-10 como es el acido sebaleico (acido cis-5,8-octadecadienoico) tanto en
neutrdfilos humanos como en la linea celular Caco-2 (200,338). En neutrofilos humanos
se ha observado que la 5-lipoxigenasa convierte dicho acido graso en 5-HODE (acido 5-
hidroxi-(6E,8Z)-octadecadienoico) que puede metabolizarse aun mas a 5-oxo-ODE
(acido 5-oxo-(6E,8Z)-octadecadienoico), que posee un gran efecto quimioatrayente,
pudiendo estar implicado en la infiltracion de neutréfilos en enfermedades
inflamatorias de la piel (338). Por otro lado, los estudios realizados en Caco-2 donde se
comparaban los efectos entre la suplementacion del acido sapiénico y el acido
palmitoleico y sus productos de elongacion, evidenciaron diferentes comportamientos
en cuanto a morfologia celular, viabilidad, marcadores de apoptosis, activacidon de la
fosfolipasa citosdlica A (cPLA?) y fluidez celular para dichos isémeros. El 4cido sapiénico,
y probablemente sus derivados poliinsaturados (acido sebaleico y el acido cis-8-
octadecadienoico), dieron lugar a un efecto menos toxico y aumentan las regiones
fluidas de la membrana, sin embargo ambos isomeros aumentan la activacién de cPLA;

en igual medida (200).

Por otro lado, se conoce que la distribucidn asimétrica de los acidos grasos en las
diferentes clases de lipidos puede afectar a su metabolismo. Por ejemplo, la distribucién
asimétrica de AA es clave para la regulacion de eicosanoides ya que, dependiendo del

origen fosfolipidico del AA se pueden producir ciertos eicosanoides con preferencia
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sobre otros. La produccion de metabolitos a través de la lipoxigenasa en neutrdfilos y
macroéfagos peritoneales de ratdn parece estar asociada con la movilizacion de AA desde
PC pero no desde PE ni PI (259,339). Algo similar podria estar ocurriendo en el caso de
los isémeros del 16:1, donde se ha visto que, para la especie de PC, los isémeros difieren

mucho en su proporcidn entre ambos tipos celulares.

Estos datos proporcionan informacién sobre cémo la diferencia en la posicion del
doble enlace de dos atomos de carbono, tal como ocurre en los isébmeros de acidos
grasos posicionales, asi como su distribucién en las diferentes clases de lipidos podria

inducir diferencias de propiedades bioldgicas y biofisicas.

Por ultimo, se observd un efecto preventivo por parte de los tres isémeros del
16:1 en la formacién de gotas lipidicas por parte del AA en las células dendriticas

derivadas de monocitos humanos.
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Respecto al primer objetivo planteado, el estudio de la formacién de gotas
lipidicas en células dendriticas por accién del dcido araquiddnico y sus posibles efectos
en las funciones de dichas células, los resultados obtenidos han dado lugar a las

siguientes conclusiones:

e El 4cido araquiddnico (20:4n-6) da lugar a la formacidén de gotas lipidicas
en ambos tipos de células dendriticas.

e Laestimulacién de las células dendriticas con acido araquiddnico da lugar
a una disminucién en la capacidad fagocitica de las células y un aumento
en la produccion de citoquinas.

e La incorporacion de acido araquidénico a las células da lugar a una
disminucion de la expresidon en la superficie celular de MHC-I debido a
una inhibicién de su translocacion.

e La preincubacion con AA de las células dendriticas da lugar a una menor
proliferacion de células T OT-I debido a una disminucién de Ia

presentacion cruzada de antigenos.

En cuanto al segundo objetivo general, el estudio lipidédmico y biolégico de los
isdmeros del acido palmitoleico en las células dendriticas durante la activacién celular,

los resultados obtenidos generaron las siguientes conclusiones:

e La célula dendritica derivada de monocito humano posee mayores
proporciones de 16:1n-10 que sus homélogos primarios los monocitos y
macrofagos humanos, debido a una mayor expresion de los niveles de
FADS2 en las moDCs

e Ladistribucion de los isdmeros difiere en las fracciones de lipidos neutros
y en PC entre las moDCs y DC2.4, siendo mayoritario el acido sapiénico

en moDCy el acido palmitoleico en DC2.4.
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e Los isomeros del 16:1 poseen efectos antiinflamatorios en las DC2.4

mientras que el 16:1n-10 posee cardacter proinflamatorio en las moDCs.
e Lapreincubacion de las células dendriticas con los isémeros previamente
a la estimulacién con acido araquiddnico tiene un efecto preventivo en la

formacién de gotas lipidicas.
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