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Introduccion

La aterosclerosis es la principal causa de enfermedades cardiovasculares y la diabetes
la acelera. La aterosclerosis comienza con la activacion anormal de las células
endoteliales, que se produce por ejemplo, por el aumento de lipidos en la sangre
(dislipidemia) o azucar en la sangre (diabetes). Las células endoteliales liberan una
amplia variedad de productos con potencial inflamatorio que pueden atraer monocitos
y favorecer asi su interaccion con las células endoteliales, cuyo resultado es la
infiltracion de los monocitos activados en la pared del vaso.(1) Alli, los monocitos se
diferenciaran en macréfagos y absorberan una enorme cantidad de lipidos que se han
depositado en ese espacio (principalmente ésteres de colesterol), almacenandolos en
gotas lipidicas, convirtiéndose asi en células espumosas, y estableciendo una placa de
ateroma. Con el tiempo, las células del musculo liso proliferaran y llegaran a la zona

rica en macrofagos lo que empeorara el proceso (Fig. 1).

Los gotas lipidicas (LD) son inclusiones citoplasmaticas que se producen
practicamente en todo tipo de células, estan formadas por una monocapa de
fosfolipidos compuesta de una variedad de proteinas y cuyo interior hidrofébico
contiene TAG (triacilglicerol) y CE (ésteres de colesterol)(2-5). Durante muchos afios
se considerd que estas gotas lipidicas eran organulos de almacenamiento de lipidos
neutros para su uso en caso de necesidades energéticas. Hoy en dia se sabe que
ademas de almacenar lipidos neutros, las LD tienen una amplia variedad de roles en la
fisiologia celular. Las LD pueden servir como plataformas de sefializacion para que
diferentes tipos de enzimas puedan interactuar, esto es particularmente cierto para las
enzimas de sefalizacion de lipidos; fosfolipasa citosdlica A,a (cPLAq),(6) la
ciclooxigenasa-2 o lipina-1, todas localizadas en este organulo. En segundo lugar, se
ha encontrado que las LD juegan un papel clave en el desarrollo y progresion de los
trastornos metabdlicos inflamatorios, de los cuales los mas comunes son las

enfermedades cardiovasculares.

Entre los muchos compuestos secretados por las células endoteliales que pueden
afectar a los monocitos hay uno con un amplio rango de actividad biologica, el acido
araquidoénico (AA). Las células endoteliales secretan grandes cantidades de este acido

graso.(7)
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Fig.1. Esquema representativo de la iniciacion de la lesidon aterosclerética. IEL, Lamina interna
elastica; SMC, células musculares lisas.

Se ha comprobado experimentalmente que en monocitos humanos expuestos a 10 uM
de AA, una concentracion fisiopatol6gicamente relevante, se induce la formacion de
gotas lipidicas.(8) Como se muestra en la Fig. 2, los monocitos expuestos a AA
producen una gran cantidad de gotas de lipidos, tefiidas en verde con el colorante
Bodipy. Con las mediciones de masa se confirmé que en las células tratadas con AA
efectivamente producen cantidades elevadas de ambos TAG y CE (Fig. 3). Este
efecto parece ser especifico, ya que otros 4cidos grasos como el palmitico (16:0) no
tienen efecto a estas concentraciones (Fig. 2). Estos datos sugieren que los monocitos
pueden comenzar a convertirse en células espumosas incluso antes de cruzar la capa

endotelial, e incluso antes de convertirse en un macréfago real.
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Fig.2. Formacion de las LD inducida por AA y &acido palmitico. Monocitos incubados durante dos horas
con 10pM de los dos é&cidos grasos anteriores. Tras la fijacién e incubacién fueron tefiidas con
BODIPY493/503(2pg/ml) para visualizar las LD y DAPI (1 ug/ml) para tefiir el ntucleo.
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Fig.3. Induccién de la formacion de TAG y CE en monocitos humanos tratados con AA. Células tratadas
durante 2 horas con 10 pM de AA. Analisis de estos compuestos con GC-MS tras la conversion de
glicerol de acidos grasos y esteres de colesterol en esteres metilicos de acidos grasos.



Después de que el AA haya sido liberado de los fosfolipidos en condiciones de
estimulacion celular, puede ser metabolizado a eicosanoides a través de cuatro vias
diferentes; a través de la ciclooxigenasa, lipoxigenasa, citocromo p450 y oxidaciones
no enziméticas (Fig. 4).(9)

Estas vias producen gran cantidad de compuestos, tales como prostaglandinas,
tromboxanos, isoprostanos, leucotrienos, lipoxinas y acidos epoxieicosatrienoicos,
todos los cuales pueden actuar de forma paracrina a través de receptores especificos
de membrana.(10)

La sintesis de PGH, via ciclooxigenasa es el primer paso para la biosintesis de
prostaglandinas y tromboxanos a partir del AA. La ciclooxigenasa incorpora oxigeno
molecular y forma PGG, que es posteriormente reducido para formar PGH, por la
accion del sitio activo de la peroxidasa. PGH, es el sustrato de diferentes sintasas de
postaglandinas y tromboxanos, la cuales son expresadas en tejidos y células de
manera selectiva y conducen a la formacion de PGE,, PGD,, PGl,, PGF,, y TXA,.(11)
Estos compuestos ejercen importantes funciones biolégicas, como son la modulacién
del tono del musculo liso, la permeabilidad vascular, fiebre y agregacion de

plaquetas.(12)

Los leucotrienes, eoxinas, lipoxinas y acidos hidroperoxieicosatetranoicos (HPETES)
se sintetizan a partir del AA por las enzimas lipoxigenasas (5-,12- y 15-lipoxigenasas)
gue afladen oxigeno molecular de forma estereoespecifica al AA. La 5-lipoxigenasa
forma &cido 5-hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE) que se metaboliza a LTA4 en
un segundo paso. LTA4 es inestable y rapidamente se puede convertir en LTB,4, un
potente quimioatrayente para los leucocitos polimorfonucleares. Ademas, LTA, se
puede convertir en LTC4 que es precursor de LTD, y LTE4 Estos leucotrienos
constituyen las sustancias de reaccion lenta de anafilaxia que actdan en la respuesta

alérgica.(13)

Las eosinas se producen de una manera similar a la formacioén de leucotrienes, pero
por la accién de 15-lipoxigenasa,(14) y son casi tan potentes como los leucotrienos

derivados de 5-lipoxigenasa.(15)

Las lipoxinas son generadas por biosintesis transcelular y tienen diferentes roles

antiinflamatorios.(16)

Otros metabolitos, incluyendo los acidos epoxieicosatrienoicos (EETS) y sus productos

de la hidrélisis del anillo epdxido, acidos dihidroxieicosatrienoicos (DHETS) son



derivados de las enzimas citocromo-P450(17). Las EETs se han asociado con
propiedades antiinflamatorias en enfermedades cardiovasculares.(18)

La cuarta via de produccion de eicosanoides es la oxidacion del acido araquidonico de
forma no enzimatica para producir un grupo de compuestos conocidos como
isoprostanos. Como las reacciones de radicales impulsados no son estereoselectivas,
se generan diferentes isbmeros con estructuras similares a las de las prostaglandinas.
Debido a su origen, los isoprostanos se han utilizado como marcadores de estrés
oxidativo. También se genera por esta via no enzimdtica, y por tanto no
estereoselectiva, un variado numero de derivados mono- dihidroxilados del AA
analogos a los producidos via de las lipoxigenasas pero con diferentes configuraciones

espaciales.(19)

OH OH
NI COOH PN COOH
— §-Cys—Gly — - §Cys
LTD, 4
/ LTE,

PN OCH
— — OOH — 5 ?ys—ew
=
= Glu
LTC
O = OOH 4
\ Y. 12.HETE PN 00H PR OOH
—_— S
= — OOH -
Y \ / LTA, LTB,
15-HETE \ - — OOH e OOH — OOH
\ %,OH 12-HPETE —~— _— — T
\ 5-HPETE 5-HETE 5-0x0ETE
v o oo @
OOH
Y OOH/ BoH
[;:(\ii\,t 15-HPETE @ —_— AA @
2 "Cox == COOH — OOH
OH Lipoxin Ay —
N —
Y 14,15-EET 14,15-DHET
1 X OOH OOH T—. Examples of epoxyeicosatrienoic and dihydroxysicosatrienoic acids
N l oxidation
HO' OH
Lipoxin By .&W\C Isoprostanes
HO 3¢ OOH PGHZ
mooﬂ/ ‘—/\/\COOH
o

&Y, \
PGD, Tx A

" 'S
Hg 8H O:\/\/\/ Hé 6H
-
PGE; H 6 5 PGF 0
H

PGI,

Fig.4. Las cuatro vias del metabolismo del AA en eicosanoides: ciclooxigenasa, lipoxygenasa,
citocromo P-450y las reacciones de oxidacioén no enzimatica(9).



Objetivos

A la vista de estos antecedentes descritos, el objetivo general de este trabajo es por
un lado analizar los grados de oxidacién espontanea que se producen en el acido
araquidonico a lo largo del tiempo, en diferentes condiciones, e identificar los
diferentes productos obtenidos de estas oxidaciones. Una vez identificados los
diferentes estados oxidados se analizara su posible actividad biolégica, examinando
su capacidad para promover la formacion de gotas lipidicas.



Materiales y métodos

Cuantificacion de la oxidacion del AA a lo largo del tiempo a diferentes

condiciones (BHT y N3)

Disolventes utilizados:

e Metanol
e Butil-hidroxi-tolueno o E-321 (0.01%) en metanol
e Cloroformo/etanol(2:1)

e Analisis de eicosanoides (AA): Cromatogréafia de liquidos de alta resolucién

acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS):
= Solvente A: hexano:isopropanol (30:40)
= Solvente B: hexano:isopropanol:acetato de amonio+H,O
(30:40:7)

Equipamiento utilizado:

El analisis de los derivados oxidados de AA se realiz6 mediante cromatografia de

liguidos de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS)(20).

El espectrémetro de masas es un artefacto que permite analizar con gran precision la
composicion de diferentes elementos quimicos, separando los nucleos atémicos en

funcién de su relacion masa/carga (m/mz).

Actualmente existen diferentes métodos para "filtrar" los iones respecto a su relacion
masa/carga. El que se utiliza en este proyecto es el denominado triple cuadrupolo, que
consta de 3 cuadrupolos seguidos. Cada uno de ellos compone de 4 barras alargadas
en formacion cuadrada, conectadas eléctricamente entre si en pares opuestos. A
dichos pares (polos) se les aplica una tension de radiofrecuencia variable que
sintoniza con un determinado i6n. Cuando existe sintonia entre el ion que esta
pasando por ellas y la frecuencia aplicada, dicho ion continlla su camino desviandose
todos los demas no sintonizados fuera del cuadrupolo y de esta manera no impactan

en el detector.

Exiten diferentes métodos de operacion para el analizador de masas de triple

cuadrupolo, en este proyecto se han utilizado los siguientes:

Barrido completo (full scan). En el equipo con triple cuadrupolo (QgQ), el primer
analizador MS1 (Q1) hace un barrido completo y registra espectros de masas de cada

uno de los analitos que emergen de la columna del HPLC, se ionizan y se fragmentan
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en iones moleculares y sus diferentes iones-producto. Este serad la base para la
identificacion presuntiva (cuando se usan bases de datos de espectros de masas) o
confirmatoria (cuando se usan compuestos-patrén certificados). Los cuadrupolos Q2
(9) y Q3 (analizador de masas MS2) operan solo en modo de transmision de iones.

Barrido de ion(es) seleccionado(s) (SIM, Selected lon Monitoring). En este caso,
el primer analizador, MS1 (Q1) solo deja pasar un ion o varios iones seleccionados,
tipicos o caracteristicos del analito-target, que se busca selectivamente en una mezcla

compleja.

Los otros dos cuadrupolos, Q2 y Q3 (MS2), sé6lo transmiten estos iones filtrados por el
MS1 (Q1).

Barrido de ion-fragmento (Product ion scan). Este modo de adquisicion consiste en
la seleccién de un ion precursor o un ion-padre en el primer analizador (MS1, Q1), que
opera en modo de monitorizacion de ion seleccionado. El i6n-padre escogido por el
MS1 (Q1) se dirige luego a la cAmara de colisiones activadas (o celda de colisiones),
cuyo rol lo cumple el segundo cuadrupolo, Q2 o “q”. El analizador Q2 (q) opera sélo
con la radiofrecuencia aplicada (RF-mode), que permite transmitir los iones desde Q1
al analizador MS2 (Q3). El gas de colision, les proporciona la energia adicional
(proceso de excitacion de iones) que con el potencial aplicado en el Q2 (q) permite
acelerar los iones y convertir parte de su energia cinética en la energia interna
adicional (rotacional, vibracional y electrénica). El incremento de la energia interna de
los iones conduce a su disociacién y a la formacién de diversos iones-fragmento
(iones-producto), que se dirigen luego al segundo analizador (MS2, Q3). En la Fig.5

aparece una representacion esquematica de este modo de operaciéon(21, 22).
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Fig.5. Triple cuadrupolo: modo de operacién de registro de iones-producto (Product ion scan). En
el primer analizador MS1 (Q1), que opera de modo SIMS, se filtran los iones de interés, que luego
se dirigen ala camara (celda) de colisiones activadas (Q2 o q) donde se “activan” y se fragmentan;
los iones-producto se analizan en el segundo analizador MS2 (Q3) que opera en modo full scan,
haciendo barrido de masas (m/z) menores que la del ion-precursor.

Condiciones del HPLC

El cromatégrafo liquido de alta resolucion es un Angilent 1260 esta equipado por un
sistema de bombas cuaternario Angilent G1311C, un inyector automatico Angilent
G1329B. Se realizd con una precolumna de C18 y una columna SUPELCOSIL LC-18.
Se hizo a un flujo total de la columna= 600 pl/min con una duracion total de 25min y

una inyeccion de 40ul de la disolucion de interés(20, 23).

El gradiente utilizado es el siguiente:

t(min) | %A | t(min) | %A
100 18 25
75 18.5 10
11 55 20 STOP
13 40 - -
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Condiciones del espectrometro de masas

El flujo proveniente del cromatégrafo se introduce en un electrospray de un
espectrometro de masas API2000 triple cuadrupolo. Los parametros de la fuente
fueron los siguientes: voltaje, -4500V; courtain gas, 25 libras por pulgada cuadrada;
gas nebulizador, 40 libras por pulgada cuadrada; gas de desolvatacion, 80 libras por
pulgada cuadrada; temperatura, 550°C.

El modo analizador se fijo para el seguimiento programado de reaccion mdltiple con
ionizacion negativa, definiendo cada analito m/z del i6n padre como masa Q1 y la
relacion m/z de su fragmento de iones hijo como masa Q3, y asociarlos al tiempo de
retencion cromatogréafica para mejorar el nimero de analitos recogidos en una sola
serie cromatografica. La ventana de tiempo de retencion se establece en 120s. Otros
parametros que fueron fijados para todos los analitos: Potencial de entrada, 10V;

potencial de enfoque, 350V y el potencial de colisién de salida, 10V(20).

Preparacion de las muestras

Se disuelve los 50mg de residuo seco de AA en 1ml de metanol obteniendo asi una

disolucién de 50mg/ml (solucion principal).

Muestras utilizadas en el dia O:

De la disolucién principal se traspasa 1 uL en un tubo epperdorf, se seca el disolvente
y se resuspende en 250 yL del eluyente A utilizado para el analisis de eicosanoides
con el HPLC-MS.

Se introducen 50 pL de esta disolucion en el vial utilizado para el HPLC-MS, en el que

se inyectaran 40 pL.

Muestras para la ver los valores de oxidacion del AA en BHT.

Se traspasa 1 UL de la disolucién principal a un bote ambar en el que se afaden
499uL de metanol y 5 yL de BHT al 0.01%(w/v). Posteriormente se introducird N, al

bote, se sella 'y se almacena a -20°C.
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Muestras para la ver los valores de oxidacion del AA en No.

Se traspasa 1 pL de la disolucién principal a un bote ambar en el que se afiaden
499uL de metanol. Posteriormente se introducird N, a bajo flujo durante
aproximadamente 30s, se sella con parafilm y se deja a -20°C.

Para analizar todas las muestras que se han oxidado a las diferentes condiciones se
secan el disolvente, se diluye en 250 ul del eluyente A y se introducen 50 L de esta
disolucion en el bote especial para el HPLC-MS, en el que se inyectaran 40 L.

Identificacion de los productos oxidados obtenidos del AA.

Para analizar los diferentes compuestos que se han obtenido procedentes de las
oxidaciones no enzimaticas del AA se utilizé el método de “Product ion scan” de forma
gue se selecciona las relaciones de m/z segun los que productos que se quiera
obtener. Se ha buscado los hidroxidos y epoxidos en la relacién m/z de 319, ya que su
m/z es el resultado de la suma del acido araquidénico mas la ganancia de un oxigeno,
los 6xidos en la relacion m/z de 317 ya que la m/z es el resultado de la ganancia de un
oxigeno mas la pérdida de dos unidades de hidrégeno y por ultimo hidroperdxidos en
la relacién m/z de 335 ya que se produce la adicién de dos unidades de oxigeno en el

compuesto.

Gracias a este método se va a poder obtener los fragmentos mayoritarios en MS3 de
cada relacion de m/z que se han puesto en MS1 (319, 317, 335 m/z) posibilitando asi

su identificacion con ayuda de la bibliografia(24, 25).

Para ello se introducen en el espectrometro de masas los siguientes parametros: Scan
type: Product lon (MS2) 319, 317, 335 m/z, rango m/z: 50-350, DP-18.

Incubacion de células THP-1 con AAy derivados oxidados de AA

THP-1 es una linea celular establecida a partir de la sangre de un paciente joven con
leucemia monocitica aguda. La linea presenta caracteristicas de monocito y también
puede ser diferenciada a macréfago con ésteres de forbol. Sin diferenciar no es

adherente y se cultiva en suspension.(26)
Proceso experimental

Se dispone de 3 frascos que contienen cada uno alrededor de 5 millones de células
THP-1 en 5 ml de medio incompleto. Se dejan reposar durante una hora.

Posteriormente se afiade la cantidad de estimulo necesario para que se tenga una
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concentracion de 50 uM en cada frasco. En uno no se afiade ningun estimulo (control),
el otro se afiade acido araquidénico y en el Ultimo se afiade acido araquiddnico que se
ha dejado 5 dias a temperatura ambiente.

Pasadas 6 horas de la estimulacion, se recogen el contenido de cada frasco, se
centrifuga durante 10 min a 1200 rpm, se decanta y se resuspende en 1 ml de PBS
pasando el contenido a un tubo eppendorf. Se vuelve a centrifugar durante 5 min a
2000 rpm y se decanta. Posteriormente se pegan las células afiadiendo al pellet 500 pl
de paraformaldehido 4% sacarosa 3% (a 37°C) dejandolas durante 15 min a
temperatura ambiente. Después se centrifugan 5min a 2000 rpm y se decanta el
sobrenadante (eliminando asi el paraformaldehido). Se lavan con PBS y se dejan con
1ml de PBS a 4°C hasta su tincion.

Para realizar la tincién se centrifuga 5 min a 2000 rpm y se resuspende en 1ml de
Bodipy 2 ug/ml disuelto en PBS, dejandolo asi 10 min, manteniéndolo en oscuridad y
agitando cada 2-5 min. Pasado el tiempo se realiza el mismo proceso pero tifiéndolo

con DAPI 1 pg/ml durante 10 min, realizando un lavado al final con PBS.

Pasado el tiempo correspondiente se montan las células con gelvatol dejando las

muestras en oscuridad durante 24-48 horas para su analisis por microscopia.
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Resultados

Analisis de la oxidacion del AA a lo largo del tiempo en diferentes

condiciones (BHT y N3)

En este experimento se trata de analizar el grado de oxidacion no enziméatica que tiene

el acido araquidénico durante su almacenamiento.

Las condiciones que mas se utilizan para evitar su oxidacion son: el almacenaje con el
antioxidante BHT (butil-hidroxi-tolueno o E-321) y la administracion de una atmdosfera
inerte (Ny).

Por ello, en este apartado se analiza la cantidad de producto que se oxida a lo largo
del tiempo, y por otro lado, las posibles diferencias en cuanto a la cantidad de producto

oxidado en los diferentes medios.

El BHT (butil-hidroxi-tolueno) es un producto que se suele afadir a diferentes
sustancias para evitar su oxidacion. Este compuesto reacciona con moléculas de
radicales peréxido, convirtiéndolas en sustancias mucho menos activas, evitando asi

la propagacioén de la oxidacion.(27)

OH o) o
Rig' Hﬂ-
RO Me
Me Me
BHT + ROOH

La administracion de una atmoésfera inerte (N,) es una forma de evitar lo maximo
posible la presencia del O, favoreciendo asi la estabilidad de los compuestos

impidiendo la formacion de radicales peréxido y la posterior fase de propagacion.

Estas dos formas de almacenar los 4cidos grasos son las mas comunes a nivel de
laboratorio, por lo que se ha evaluado los diferentes grados de oxidacién en el acido

araquidénico almacenado con N, y con un 0.01%(w/v) de BHT en metanol.

En la siguiente grafica se han analizados de forma comparativa la cantidad de &cido

araquidénico que tenemos a lo largo del tiempo de almacenaje en las dos condiciones
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citadas anteriormente. Para este analisis se realizé un “full scan” en el espectrometro

de los productos que provienen del HPLC.
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Fig.6. Representacion de la cantidad de AA analizado por el HPLC-MS a lo largo del tiempo. El area
del pico de cada dia se divide entre el area del pico en el dia 0

En este primer grafico se puede observar que la cantidad de acido araquidénico va
disminuyendo a lo largo del tiempo de almacenaje debido a la autoxidacién y a la

degradacién del compuesto.

Por otra parte también se puede observar que en los dias dia 3 y 6 existe una menor
pérdida del compuesto en los que se encuentran tratados con BHT al 0.01% en

metanol que los que se encuentran en atmoésfera de No.

Posteriormente lo que se quiere ver es la cantidad de estos compuestos que se han
ido formando por la oxidacion. Para ello se hizo una busqueda de relaciones m/z
donde se pudieran observar los compuestos oxidados de acido araquidénico. Se

analizaron las relaciones de 319 y 335 m/z.

e 317m/z es la relacién donde se encuentran los hidroxidos y epéxidos del acido
araquidonico (303.3 m/z (AA) + 16 m/z (oxigeno) = 319m/z total).
e 335m/z es la relacion donde se encuentran los hidroperoxidos del acido

araquidonico (303.3 m/z (AA) + 2x16m/z (oxigenos) = 335m/z total).
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En la Fig.7 y la Fig.8 se puede comprobar que la cantidad de productos oxidados de
acido araquidonico, en las dos condiciones, aumentan mas del doble a partir del
segundo dia y que posteriormente se observa que esta cantidad se mantiene
constante a medida que pasa el tiempo.
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Fig.7. Representacion de la cantidad de AA+0(319m/z) analizado por el HPLC-MS a
lo largo del tiempo. El area del pico de cada dia se divide entre el area del pico en el

dia 0.
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Fig.8. Representacion de la cantidad de AA+20 (335m/z) analizado por el HPLC-MS a
lo largo del tiempo. El area del pico de cada dia se divide entre el area del pico en el
dia 0.
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En la Fig. 9 se observa el porcentaje que se tiene del &cido araquiddnico oxidado:
AAox (AA+O(319m/z) y AA+2° (335m/z)) en las muestras respecto a la cantidad total
de acido araquidoénico (oxidado y sin oxidar). Se contabiliz6 por una parte la suma del
area de de los productos oxidados que se han analizado (AA+O (319m/z) y AA+2°
(335m/z)) y se hizo el cociente entre la suma total los productos oxidados mas el &cido
araquiddnico que permanece inalterado.
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Fig.9. Andlisis del porcentaje del area del acido araquidonico (AA+O (m/z319) y
AA+20 (m/z335)) respecto a la suma de las areas del acido araquidonico oxidado y
sin oxidar alo largo del tiempo.

En este caso se puede observar que en la muestra directamente obtenida de la casa
comercial contiene mas de un 15% de derivados oxidados de acido araquiddnico y que
ya en el segunda dia en ambas condiciones existe mas del 30% del compuesto
oxidado. Por otra parte se puede observar que la cantidad de compuesto oxidado a

partir del dia 3 se mantiene constante alrededor del 40%.

En conclusion se puede deducir que el acido araquidénico obtenido directamente de la
casa comercial ya contiene alrededor de un 15% de oxidacién y que ya al segundo dia
de almacenaje esta cantidad se dobla, manteniéndose mAas o0 menos constante a
partir del dia 3. En el apartado de la conservacion del compuesto se puede observar
gue el almacenado en atmosfera inerte (Np) resiste menos la oxidacion y la

degradacion en los primeros dias con respecto al almacenado en BHT al 0.01%.
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Identificacion de los productos oxidados del AA obtenidos

En este apartado lo que se ha tratado es de identificar los compuestos que se han
obtenido en el almacenaje del acido araquidénico comparandolos con la bibliografia.

Para ello, primero se realizé un barrido completo (“full scan”) del acido araquidénico
(almacenado varios dias) con una concentracion 5 veces superior a la utilizada en los
experimentos anteriores, con el objetivo de poder observar mejor los analitos
obtenidos en el periodo de oxidacion no enzimatica (Fig.10). Los compuestos mas
polares van a aparecer a tiempos de retencién més bajos, debido a las condiciones de
la instrumentacién, por lo que se deduce que los derivados oxidados del &cido
araquidénico se encontrardn a tiempos de retencibn menor que el propio acido
araquidonico.
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Fig.11. Cromatograma obtenido en el HPLC-MS utilizando el método de “full scan” en una muestra
almacenada durante 20 dias en BHT al 0.01%.

Para llevar a cabo la identificacibn de estos compuestos, se tiene que saber qué
relaciones de m/z hay que buscar.
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e Los hidréxidos y epdxidos del &cido araquidénico se encuentran en la relacion
m/z de 319, ya que es el resultado de la suma de la relacion m/z del acido
araquidodnico (303m/z) mas la ganancia de un oxigeno (16m/z).

e Los 6xidos del 4cido araquiddnico se encuentran en la relacion 317 m/z ya que
es la suma de la relacién m/z del acido araquidénico (303m/z) més la ganancia
de un oxigeno (16m/z) y la pérdida de dos unidades de hidrégeno (1m/z).

e Los hidroperéxidos del acido araquidonico se encuentran en la relacion m/z de
335 ya que ya que es la suma de la relacion m/z del &cido araquidénico
(303m/z) mas la ganancia de dos unidades de oxigeno (16m/z).

Una vez que se sabe en qué relaciones m/z hay que buscar, en el propio
cromatograma anterior se pueden filtrar estas relaciones m/z, y poder ver los picos

correspondientes a estas relaciones citas y ver sus tiempos de retencion (Fig.11).

m/z=319 m/z=335 m/z=317

15.78
13.75 14.30

13.92 15.15 16.28
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g , , , , : S
14 16 18 18 14 15
tiempo(min) tiempo(min) tiempo(min)

Fig.11. Espectros de las diferentes m/z seleccionadas a partir de la fig.10.

Posteriormente para llevar a cabo la identificacion de los diferentes picos que se han
obtenido de este filtrado, hay que utilizar el método de “product ion scan” que nos
proporciona el espectrémetro, ya permite hacer una fragmentacion de forma

especifica de una determinada relacién m/z.

Sabiendo cuales son estos fragmentos de cada una de las relaciones m/z que se va a
buscar, es posible la identificacién de cada uno de ellos comparandolos con los de la
bibliografia ya que cada compuesto se fragmenta de diferente forma dependiendo de

la posicion de los dobles enlaces y de los grupos funcionales presentes.
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Fig.12. Cromatograma obtenido del HPLC-MS del acido araquidonico almacenado durante 20 dias

seleccionando la relacion m/z=317. Productos identificados con el método de “product ion scan” y
la bibliografia.

En la Fig.12 se analiza en el cromatograma la relacion m/z=317 a través del método
“product ion scan” y se logran identificar, comparandolos con la bibliografia, los
diferentes o6xidos del acido araquidonico. Se observa en la propia figura los

compuestos identificados y sus fragmentos mayoritarios obtenidos.
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Fig.13. Cromatograma obtenido del HPLC-MS del acido araquidénico almacenado durante 20 dias

seleccionando la relacion m/z=319. Productos identificados con el método de “product ion scan” y
la bibliografia.
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En la Fig.13 se analiza en el cromatograma la relacion m/z=319 a través del método

“product ion scan” y se logran identificar, comparandolos con la bibliografia, los

diferentes hidroxidos y epéxidos del acido araquidonico. Se representan los diferentes

compuestos identificados en las Fig.14 y Fig.15 con sus respectivos fragmentos

mayoritarios.
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Fig.14. Hidréxidos identificados de la relacion m/z=319
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Fig.15. Epo6xidos identificados de la relacién m/z=319
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En la Fig.16 se analiza en el cromatograma la relacion m/z=335 a través del método
“product ion scan” y se logran identificar, comparandolos con la bibliografia, los

diferentes hidroperéxidos del &cido araquidonico.
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Fig.16. Espectro obtenido del HPLC-MS del AA almacenado durante 20 dias seleccionando la
relacion m/z=335

Se representan los diferentes compuestos identificados en las Fig.17.
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Fig.17. Hidroperéxidos identificados de larelacion m/z=319

Gracias a este método se ha podido identificar casi 17 compuesto derivados de la
oxidacion no enzimatica del 4cido araquidonico. Se puede inferir de estos datos en la
mayoria de los experimentos en los que se utiliza AA como estimulo, también se van
a afadir grandes cantidades de compuestos oxidados que podrian poseer actividad

bioldgica per se.
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Incubacion de células THP-1 con AAy derivados oxidados de AA

En este experimento se ha tratado de investigar las posibles diferencias en la
formacion de lipid droplets al tratar las células THP-1 con AA'y con AAoX.

Se ha comprobado experimentalmente que en monocitos humanos se produce la
formacion de estas gotas lipidicas al incubar células con acido araquidénico(8), por lo
gue aqui se trata de comprobar esa formacion de LD con AA y ver qué ocurre cuando
las incubamos con un compuesto de acido araquidénico que ha sido dejado durante

varios dias a temperatura ambiente para que se produjera la oxidacion.

Para ello se ha seguido el protocolo anteriormente citado y se han tratado de ver esa
formacion de LD con la microscopia utilizando dos tinciones. El DAPI es un marcador
fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en
secuencias de ADN, por lo que con esta tincion permite diferenciar los nucleos e
indicarnos si se encuentra la célula viva (cromatina difusa), muerta o en proceso de
apoptosis (cromatina condensada). Por otra parte se ha utilizado el BODIPY 493/503,
se trata de otro marcador fluorescente que se une a lipidos neutros presentes en
grandes cantidades, lo que lo hace perfecto para comprobar la formacién de las gotas

lipidicas en las células.

Una vez montadas las células en los portas se llevan al microscopio de fluorescencia

donde se realizan diversas fotos en diferentes condiciones.

En las fotos mostradas en la Fig. 19 se puede comprobar que en las células control
gue no han recibido ningun tratamiento, no se produce la formacién de gotas lipidicas.
En el caso de las células que han sido tratadas con &cido araquidénico se puede
comprobar que si se han formado las LD de forma abundante. Por otra parte si se
observa la foto de las células que han sido tratadas con productos oxidados de &cido
araquidonico, se puede llegar a observar que se han producido un mayor nimero de
gotas lipidicas, a la vez que se puede ver que la intensidad de la fluorescencia de las

gotas es mayor que en las tratadas con sdlo acido araquiddnico.
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Fig.18. Imagenes de formacion de LD en células THP-1 a través microscopia de fluorescencia (20x).
Incubacién de células THP-1 con 50uM de cada compuesto durante 6h. Columna de la izquierda
teflida con DAPI (1ug/ml) para observar los nucleos y la de la derecha con Bodipy 493/503 (2pg/ml)
para observar las LD.

Por estas observaciones se puede concluir que se ven claras diferencias entre las
células tratadas con AA y con AA mas oxidado, siendo estas Ultimas las que mas

formacion de LD se generan.
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Discusion

Se sabe que en lesiones ateroscleréticas las células endoteliales secretan grandes
cantidades de diferentes compuestos que pueden afectar a los monocitos, uno de ellos
es el &acido araquidonico. Pero lo que no se sabe es si este es el compuesto
responsable de su activacion y posterior infiltracion en la pared del vaso o es algun
derivado del &cido araquidoénico el responsable.(28)

En este trabajo lo que se ha tratado es de primero comprobar el grado de oxidacion
gue contienen ya los compuestos de acido araquidonico obtenidos directamente del

proveedor, y ver qué grado de oxidacion va adquiriendo con el tiempo de almacenaje.

Tras la vista de los resultados se ha comprobado que estos compuestos obtenidos
directamente del proveedor ya contienen un alto grado de oxidacion a tener en cuenta
y que a medida que va pasando el tiempo, incluso tratandolos con tratamientos
antioxidantes como son el uso de BHT y de atmésfera inerte, su oxidacién va
aumentando considerablemente, obteniéndose en el tercer dia del almacenaje

alrededor de un 40% del compuesto oxidado.

En este mismo experimento se comprobd que hay una diferencia bastante importante
respecto al uso del BHT con respecto a la atmosfera inerte, ya que con el antioxidante
se consigue que se produzca menor proporcion de derivados oxidados del 4cido graso

en los primeros dias.

Estos aspectos a considerar pueden ser clave a la hora de realizar un experimento en
el que se utilicen acidos grasos con un alto grado de insaturacién, ya que si no se

tienen en cuenta se puede llegar a resultados erréneos.

Por otra parte es interesante saber cuéles son esos productos que se forman en la
oxidacion no enzimatica, ya que de esta forma se sabe los diferentes compuestos que
se van a utilizar en el experimento que se desee, evitando asi la posibilidad de obtener

datos no representativos.

Una vez identificados y cuantificados estos derivados oxidados del 4cido araquidénico,
lo que interesa es saber si alguno de estos compuestos puede ser el responsable de la
activacion de los monocitos en la lesiones aterosclerdticas. Para saber si se produce la
activacion de los monocitos se evalué la formacion de gotas lipidicas, ya que se trata

de un proceso que ocurre cuando se activan este tipo de células.

En el dltimo experimento se comprueba que se produce una mayor activacion de los

monocitos en aquellos que han sido tratados con una mayor concentracion de
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derivados oxidados de acido araquidonico, que en aquellos que fueron tratados con
una concentracion baja de estos. Estos resultados son dignos a considerar, ya que se
pensaba que esta activacion se producia por este acido graso, pero no por ninguno de
los metabolitos procedentes de su oxidacion.

A la vista de estos datos obtenidos se podrian completar la informacién obtenida con
ayuda de diferentes experimentos. Por una parte para observar bien la diferencia entre
la incubacién de monocitos con acido araquiddnico y sus derivados oxidados, se
podria separar el &cido araquidonico de sus derivados oxidados gracias a la
cromatografia liquida de alta resolucion. Es posible la separacién de estos compuestos
ya que tienen tiempos de retencién bastante diferentes y a partir de ahi se puede
llegar a incubar los monocitos sélo con los derivados oxidados y por otra parte sélo
con el acido araquidonico.

Por otra parte se podria cuantificar esta diferencia que existe en la formacién de las

gotas lipidicas y por lo tanto en su activacion a través de la citometria.
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Conclusiones

A patrtir de los resultados obtenidos en este trabajo se pueden deducir las siguientes

conclusiones:

Al analizar el &cido araquidonico obtenido directamente obtenido de la casa
comercial se observa que ya contiene mas de un 15% de oxidacion, y esta
cantidad de oxidacion se duplica al segundo dia de almacenaje tanto con BHT
como en atmosfera de nitrégeno.

A partir del dia 3 la oxidacion del compuesto en estas condiciones se mantiene
MAs 0 menos constante con un porcentaje de oxidacién de mas del 35%.
Durante los primeros dias de almacenamiento se comprueba que el compuesto
almacenado en atmosfera de nitrdgeno resiste menos a la oxidacion y
degradacion que este mismo compuesto con BHT al 0.01% en metanol, ya que
posteriormente estos valores se van igualando.

Debido a la capacidad del HPLC-MS de fragmentar los compuestos de una
determinada relacion m/z, se han podido identificar unos 17 productos de
oxidacion del AA formados Unicamente por la autoxidacién durante el
almacenamiento de este compuesto en BHT y en N,. Gracias a esta gran
cantidad de producto formados, al alto porcentaje de oxidacion que se produce
y a su rapida formacién de estos compuestos, se deberian tener muy en cuenta
a la hora de realizar cualquier experimento con el acido araquidénico.

Gracias al analisis de la formacién de las gotas lipidicas en células THP-1 por
microscopia, se puede observar que tras incubarlas con AA y derivados
oxidados de AA, se han observado importantes diferencias tanto en nimero
como en tamano, siendo estas Ultimas las que mayor nimero y tamafio tienen
de LD.
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