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RESUMEN

Las células dendriticas (CDs) desarrollan funciones fundamentales para la defensa del
individuo y la homeostasis tisular por su capacidad para responder a las modificaciones
del microentorno, pero pueden producir respuestas nocivas si no se controlan
adecuadamente. Sus funciones efectoras estan intimamente ligadas a cambios en el
metabolismo celular. Las primeras investigaciones en lo que se denomina
inmunometabolismo, desvelaron una reprogramacion metabdlica inducida por patrones
moleculares asociados a patdogenos (PAMPS) y patrones de dafio intracelular (DAMPS)
similar a la observada en células tumorales, donde se produce glucoélisis anaerdbica
incluso en presencia de oxigeno. Este fendbmeno se conoce como metabolismo
Warburg. Sin embargo, los estudios mas recientes han mostrado que los PAMPs
producen cambios metabdlicos mucho mas complejos, que dependen del tipo de
estimulo y del tiempo. Las CDs estimuladas con el patrén fungico denominado zymosan,
aumentan la glucdlisis y la fosforilacion oxidativa (OXPHQOS), en un proceso dependiente
de glucosa y glutamina. En consonancia con estos cambios, la modulacion
farmacoldgica de la lanzadera mitocondrial malato-aspartato, que regenera el poder
reductor del sistema NAD*/NADH nucleocitosélico, mantiene ambas vias energéticas e
influye sobre el patrén transcripcional de las citoquinas IL-23 e IL-10. El mantenimiento
de la OXPHOS através de los flujos de los intermediarios metabélicos del ciclo de Krebs,
regula la expresion de citoquinas inducida por los PAMPs. El flujo de piruvato a la
mitocondria y su descarboxilacion por el complejo de la piruvato deshidrogenasa (PDC)
es necesario para la transcripcién de las citoquinas IL-23 e IL-10, al permitir la
acetilacion de histonas en los promotores de los genes que codifican estas citoquinas.
Este proceso depende del transporte de citrato desde la mitocondria al compartimento
nucleocitosélico, lo que produce una discontinuidad en el ciclo de Krebs. Asimismo, la
estimulacion con zymosan reduce la actividad de la succinato deshidrogenasa (SDH) y
junto a la anaplerosis de glutamina eleva los niveles de succinato y modifica la razén a-
cetoglutarato (a-KG)/succinato. Tomados en conjunto, los resultados permiten asociar
la regulacion transcripcional de la expresién de citoquinas en respuesta al zymosan con
los flujos de intermediarios metabdlicos de la glucdlisis, el ciclo de los TCA y la
OXPHOS.
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INTRODUCCION

1. SISTEMA INMUNITARIO

El sistema inmunitario esta constituido por células y elementos humorales cuya funcion
es la deteccion y eliminacion de los microorganismos patégenos que amenazan la
supervivencia de los organismos pluricelulares. Esta capacidad del sistema inmunitario
cristalizé en los afios 60 del pasado siglo en el concepto de reconocimiento de lo propio
frente a lo extrafio, self non-self model en la terminologia inglesa. Mas recientemente,
Charles Janeway modificé esta idea afiadiendo que la propiedad caracteristica de las
células inmunes es su capacidad para distinguir “Lo propio no infeccioso de lo infeccioso
no propio”, lo que condujo a identificar los patrones moleculares como elementos

fundamentales en el reconocimiento de microorganismos patégenos.

En los organismos superiores se distinguen la respuesta inmune innata y la respuesta
inmune adaptativa, aunque ambas estan intimamente relacionadas. Estas persiguen la
deteccién y eliminacién del patdégeno y utilizan una estrategia comun que consiste en
identificar al patégeno, activar la célula o molécula adecuada y desplegar la funcion

efectora asociada a esa célula o sistema de activacion.

2. LAS RESPUESTAS INMUNE INNATA Y ADAPTATIVA

La respuesta inmune innata es inespecifica e inmediata y se organiza alrededor de una
serie de elementos celulares como son las células presentadoras de antigenos, entre
las que se incluyen CDs y macro6fagos. Ambas son capaces de identificar moléculas
comunes a grandes grupos de patdgenos, lo que constituye la primera linea de defensa
del huésped (1). Ademas, se incluyen otro tipo de elementos celulares como células
natural killer, neutréfilos y monocitos, asi como sistemas de activacion humorales como

los sistemas del complemento, la coagulacion y la fibrindlisis.

La respuesta inmune adaptativa es especifica y adquirida, y se organiza alrededor de
dos clases de células especializadas, los linfocitos T y los linfocitos B, que expresan
receptores altamente especificos: TCR (receptor de linfocitos T) y BCR (receptor de
linfocitos B). Ambos son capaces de diferenciar moléculas muy similares caracterizadas
por contener estructuras concretas a las que se denomina antigenos. Esto permite
eliminar el patdégeno de forma selectiva a través de elementos humorales como los
anticuerpos y generar memoria inmunolégica que protege frente a futuras reinfecciones.
Ambas respuestas se conectan por las células presentadoras de antigenos, que

reconocen, procesan y presentan los antigenos a los linfocitos T (2).
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INTRODUCCION

3. LAS CELULAS DENDRITICAS

Las CDs reciben este nombre por su morfologia caracteristica que incluye pseuddépodos
de gran envergadura. Esta caracteristica permitié a Steinman y Cohn distinguirlas de los
macroéfagos y clasificarlas como células profesionales presentadoras de antigenos (3).

Las CDs se encuentran en organos linfoides secundarios y 6rganos no linfoides como
la piel, musculos, pulmones y rifiones, y en la mayoria de los tejidos. Todas las células
nucleadas del organismo expresan complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de
clase | en su membrana y son, por lo tanto, susceptibles de presentar péptidos a los
linfocitos T. Sin embargo, solo unos pocos tipos celulares con funciones inmunolégicas
expresan moléculas MHC de clase Il en su superficie. Estas células privilegiadas seran
las Unicas capaces de presentar péptidos a los linfocitos T helper, por lo que se
reconocen con el nombre de células presentadoras de antigenos “profesionales”.
Ademas, proporcionan sefiales co-estimuladoras a través de moléculas de membranay
citoquinas que polarizan la respuesta inmunitaria (4). Existen tres subclases principales
de CDs en humanos: Células dendriticas convencionales, células dendriticas
plasmacitoides y células de Langerhans.

Sus precursores en la médula 6sea se movilizan al torrente sanguineo en el curso de
infecciones y migran a los tejidos, donde sufren procesos de diferenciacion en el foco
inflamatorio, para convertirse en macréfagos y CDs maduras (5). El proceso de
diferenciacion de monocitos a CDs se controla por citoquinas que actian como factores
de crecimiento y diferenciacion. En presencia del factor estimulador de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) e interleuquina-4 (IL-4), se pueden generar CDs
in vitro. Estas células poseen la capacidad de capturar y procesar los antigenos vy
presentan en su superficie altos niveles de MHC, CD1, FcyRIl, CD40, complejo B7
(CD80/CD86), CD44, ICAM-1y CD11c. A diferencia de los monocitos, expresan niveles
escasos de CD14 (6).

El proceso de maduraciéon que ocurre en CDs al entrar en contacto con un patdégeno,
implica la disminucion de la capacidad fagocitica, la translocacion a la membrana
externa de MHC de clase I, la migracion a los ganglios linfaticos y la liberaciéon de

citoquinas (7).

Para iniciar la respuesta inmune, las células presentadoras de antigenos poseen en la
superficie una serie de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que
interaccionan con moléculas comunes de los patégenos, denominados PAMPs (8) y con

sefiales enddgenas asociadas con dafio tisular denominadas DAMPs (9). Estas
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moléculas activan distintas vias intracelulares de sefalizacién que inducen la liberacién
de citoquinas, quemoquinas y otros mediadores que promueven la activacion y
polarizacién de la respuesta inmune adaptativa, permitiendo la diferenciacion de
linfocitos T y la expansion clonal para dar lugar a una respuesta inmune a gran escala
(10).

Los linfocitos T virgenes o naive se diferencian a linfocitos T colaboradores o helper tras
el reconocimiento de los antigenos asociados al complejo MHC de clase Il de las CDs
de forma dependiente al patron de citoquinas liberado por las CDs. De esta forma, la
respuesta inmune adaptativa puede polarizarse a los tipos Thl (5), Th1l7 (11), Th2 (12)
o Treg (Figura 1).

Célula presentadora
de antigenos

) PAMPs

)P‘
PRR

MHC Il

B%\ \\\TCR )/,

Citoquinas < v
CDZ\ Senall — \ cpaoL cp4o ‘\

Senaf 2 =—ees—== ‘

Célula plasmatica

——< productora de

] (
O)*Seﬂal 3 f‘ - anticuerpos
y
4 TCR MHC I\ S
CD4 : = Expansion
t A clonal
Célula T Celula B
activada
! Linfocito B de
CcD8 memoria

Figura 1. La conexion entre la inmunidad innata y la adaptativa.

Las células presentadoras de antigenos reconocen patrones moleculares a través de los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Los antigenos captados se transforman en
péptidos capaces de unirse a moléculas MHC de clase Il. Los linfocitos T se activan tras el
reconocimiento de los péptidos presentados en MHC de clase Il por el TCR. De esta forma se
inicia la respuesta inmune adaptativa con sus dos componentes: La diferenciacion de los
linfocitos T y la activacion de los linfocitos B por el receptor BCR. El tipo de respuesta dependera
del patron de citoquinas liberadas por las células presentadoras de antigenos.

3.1. RECONOCIMIENTO DE PAMPS A TRAVES DE LOS PRRS

Las células del sistema inmune innato poseen un conjunto de receptores codificados
por la linea germinal que son esenciales para el desarrollo de una respuesta inmune

efectiva en respuesta a los patdgenos. Dichos receptores se expresan por el huésped
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como proteinas transmembrana o citoplasmaticas y reconocen estructuras altamente
conservadas presentes en los patégenos (13). Los PAMPs poseen distinta composicion
quimica: Lipidos, hidratos de carbono, proteinas o &cidos nucleicos, que se comparten
por grupos de microorganismos. No se encuentran en los mamiferos, por lo que
representan una diana ideal para el reconocimiento de lo “infeccioso no propio”. Son
estructuras altamente conservadas a lo largo de la evolucion porque intervienen en
mecanismos indispensables para la supervivencia del microorganismo. Ejemplo de ellos
son el lipopolisacarido bacteriano (LPS), que se encuentra en la membrana exterior de
la mayoria de las bacterias Gram negativas y estd formado principalmente por
polisacéridos y cadenas de &cidos grasos; y el zymosan, que es una preparacion
particulada de la pared celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Se compone
principalmente de polisacéaridos B(1-3) y B(1-6) glucanos y a-mananos, ademas de
quitinas, proteinas y lipidos. Se utiliza desde hace mas de 50 afios como modelo de

estimulo fagocitico e inflamatorio.

En general, los PRRs comprenden cualquier receptor de PAMP capaz de generar una
respuesta inmune efectora como por ejemplo la fagocitosis. Sin embargo, solo algunos
receptores pueden generar cascadas de sefalizacién intracelular que regulan la
expresion de genes implicados en la respuesta inmune innata, incluyendo los que
codifican para moléculas co-estimuladoras, citoquinas y quemoquinas (14). Entre los
PRRs capaces de regular la expresion génica se encuentran los receptores tipo Toll
(TLRs) (15) y dectin-1, que forma parte de la familia de receptores tipo lectina-C (CLRS).
Sin embargo, en células mieloides es particularmente importante la fagocitosis no

opsonica dependiente de receptores de tipo lectina-C (14).

» RECEPTORES TIPO TOLL (TLRS)

Los TLRs se consideran los principales receptores de deteccion del sistema inmune
innato y estan implicados en la defensa frente a bacterias, virus y hongos. Son los
receptores mejor caracterizados y han sido ampliamente estudiados. Hasta la fecha se
han caracterizado 13 miembros de TLRs, de los cuales el conjunto TLR1-9 esta

presentes en las células humanas (13).

Cada TLR tiene la capacidad de reconocer un nimero discreto de ligandos, entre los
que se encuentran componentes de la pared celular de bacterias, como el LPS presente
en las bacterias gram negativas, que es reconocido por el TLR4 (16), el peptidoglycano
presente en las bacterias Gram positivas y negativas (13) y las manosas de la pared
externa de los hongos (17). En ambos casos, el TLR2 es el receptor implicado en su

reconocimiento (13).
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Los TLR son receptores transmembrana de tipo | que poseen un dominio extracelular
rico en repeticiones de leucina que reconocen el ligando y una cola citoplasmatica con
similitud estructural con el receptor de IL-1 denominado dominio Toll/IL-1R (TIR), que
media la sefializacion intracelular a través de la unién con adaptadores que contienen
dominios TIR como Myd88 (13), lo que activa diversos factores de transcripcién como
NF- kB, dando lugar a numerosas respuestas celulares entre las que se incluyen la
produccién de citoquinas y quemoquinas.

» RECEPTORES TIPO LECTINA-C (CLRS): DECTIN-1

Los receptores tipo lectina-C estan divididos en 17 grupos. Uno de ellos es el cluster
dectin-1, que forma parte del grupo V de receptores de tipo lectina-C que comprende un
subgrupo de 7 receptores entre los que se incluye el receptor dectin-1. Son esenciales
para la supervivencia y desarrollan funciones que incluyen desde el desarrollo
embrionario hasta la regulacion de la inflamacion (18). Dectin-1 se encuentra
principalmente en células mieloides, incluyendo monocitos, macréfagos, CDs y
neutrofilos (19,20). Reconoce hidratos de carbono como los B-glucanos, presentes en
levaduras y en particulas derivadas de levaduras como zymosan (21,22). Asimismo,
reconoce ligandos endégenos como son N-glucanos, inmunoglobulinas galactosiladas

y galectinas (23,24).

Dectin-1 es un receptor transmembrana tipo Il que posee un reducido nimero de
residuos de aminoacidos implicados en la unién de ligandos dependiente de iones
calcio. Estructuralmente contiene en su extremo C-terminal extracelular un dnico
dominio que le permite reconocer hidratos de carbono y se denomina CTLD, acrénimo
derivado del inglés C-type lectin-like domain, y un dominio transmembrana unido al
extremo N-terminal intracelular o dominio hemITAM (inmunoreceptor tyrosine-based
activation motif). Tras la union del ligando, el motivo ITAM se fosforila en tirosina por
kinasas de la familia Src, lo que permite el reclutamiento de la tirosina kinasa de bazo
(SYK), que se une a Src e inicia una cascada de sefalizacion. Syk activa enzimas
GTPasas de la familia Rho, lo que desencadena la polimerizacion de la actina y la
extension de pseuddpodos alrededor de la particula. La habilidad de los CLRs para
mediar la endocitosis del ligando implica no sélo el aclaramiento del patégeno, sino
también la degradacion de los antigenos en fragmentos peptidicos para la presentacién
a los linfocitos T (14). Asimismo, la kinasa Syk recluta el adaptador CARD9 (caspasa
recruitmen domain 9), que se une al complejo BC110-Maltl, y activa el factor de
transcripcion NF-kB, que regula la expresion de numerosos genes implicados en la

respuesta inmune innata frente a hongos (19) (Figura 2).
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Figura 2. Reconocimiento de patégenos por células presentadoras de antigenos.
Las celulas dendriticas reconocen patrones moleculares asociados a patogenos a fravés de
receptores de membrana. Tras el reconocimiento del patdégeno se produce una cascada de
sefializacion que conduce a la liberacion de citoquinas y mediadores inflamatorios. La activacion
a traveés de receptores tipo lectina-C: dectin-1 y 2 y receptores tipo Toll: TLR2 con el patréon
fungico zymosan, una preparacion particulada de la pared de la levadura Saccharomyces
cerevisiae promueve la liberacion de las citoquinas IL23p19, asociada a respuestas de tipo Th17
y de IL-10, que se asocia con las respuestas de tipo Th2 y Treg.

En células mieloides, dectin-1 es el principal receptor implicado en el reconocimiento de
B-glucanos. Sin embargo, aunque los B-glucanos no son reconocidos directamente por
los TLRs, estos hidratos de carbono pueden promover respuestas de TLRs. En
particular, TLR2 forma pares funcionales con TLR6, lo que induce la produccion de
citoguinas y quemoquinas en respuesta a zymosan (25). De hecho, un estudio reciente
ha demostrado que la sefializacion dectin-1/Syk y TLR/MyD88 aumenta la translocacion

al nucleo del factor de transcripciéon NF- kB en respuesta a zymosan (26).

> EFECTOS DE LA ACTIVACION DE DECTIN-1

Por su papel central en el reconocimiento de B-glucanos, dectin-1 desempefia un papel
fundamental en el reconocimiento de hongos como Candida albicans, Aspergillus (27) y
Pneumocystis jirovecci (anteriormente carinii), por lo que la perdida de funcién de este
receptor se ha relacionado con el riesgo de sufrir micosis invasivas. Asimismo, la
activacion con DAMPs como son los N-glucanos altamente expresados en células
tumorales se ha relacionado con la inmunidad antitumoral mediada por macréfagos y
CDs al promover la respuesta antitumoral de linfocitos NK (28). Aunque éste es un tema
controvertido, ya que otros estudios relacionan dectin-1 con tumorogénesis a través de
la galectina-9 derivada de carcinomas pancreaticos, puesto que induce macréfagos

tolerogénicos y supresion de la respuesta inmune adaptativa (23). Es conocido que la
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activacion de dectin-1 promueve los fenotipos Thl y Th1l7 y que la hiperactividad del
fenotipo Thl7 se relaciona con enfermedades autoinmunes e inflamatorias, lo que
puede ser especialmente relevante en el intestino por la posibilidad de reconocimiento
de B-glucanos procedentes de la microbiota o derivados de la dieta (29,30). En modelos
murinos de enfermedad inflamatoria intestinal, la inactivacion de la expresion de dectin-
1 parece relacionarse con la remision de la enfermedad (31). Otros estudios han
mostrado su participacion en modelos murinos de artritis reumatoide, en los que la
inactivacion de dectin-1 evita el desarrollo de la enfermedad (32). Sin embargo,
recientemente se ha mostrado que la inactivacién de dectin-1 produce formas graves de
encefalomielitis autoinmune en modelos murinos, mientras la expresién de dectin-1

limita la extensién de la enfermedad (33).

Independientemente de la relacion que tengan las citoquinas liberadas tras la activacion
de dectin-1 con cada una de las patologias, la regulacion de su expresion parece ser
importante para el control de la enfermedad tanto por defecto como por exceso de
citoquinas. La aplicacion de anticuerpos monoclonales dirigidos a disminuir la liberacion
de citoquinas o antagonizar sus efectos, aunque han demostrado su eficacia en algunas
enfermedades producidas por exceso de citoquinas son mucho mas costosas que las
terapias habituales. Por otro lado, la aplicacion de terapias basadas en la administracion
de citoquinas no ha llegado a satisfacer las expectativas por las elevadas dosis
requeridas para producir efectos terapéuticos significativos, como ocurre en el caso de
colitis asociada al déficit de la IL-10 en el intestino (34). Esto explica recientes iniciativas,
como son las estrategias dirigidas a aumentar la concentracion de la IL-10 end6gena en

el intestino (35).

4. CITOQUINAS IMPLICADAS EN LA POLARIZACION DE LA RESPUESTA
INMUNE

Las citoguinas son proteinas de bajo peso molecular, a menudo glicosiladas vy
generalmente monoméricas, sintetizadas por las células del sistema inmunitario en
respuesta a los patdgenos, a sus productos o a otras sefiales relacionadas. Para ejercer
su funcidn necesitan unirse a receptores de membrana en las células diana, que suelen
ser glicoproteinas compuestas por varias subunidades, cuya funcion es transmitir las
sefiales de activacion al interior de la célula para iniciar cambios en la expresién génica
y funciones complementarias que determinan las caracteristicas de la respuesta inmune
(36).
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Se ha descrito que la estimulacién del TLR2 y de los receptores tipo lectina-C por el
zymosan induce una elevada produccion de las citoquinas IL-23 e IL-10 (37,38) e
induccién de la IL-1p (39).

La liberacion de citoquinas por las células inmunes innatas y adaptativas esta
estrechamente regulada para evitar la aparicion el dafio tisular por exceso o por defecto.
La regulacion se realiza a través de mecanismos moleculares que incluyen la activacion
de vias de sefalizacion especificas, la activacion de factores de transcripcion y
crecimiento, asi como modificaciones postraduccionales. Sin embargo, la evidencia
reciente muestra que las células inmunes también regulan la produccién de citoquinas
en respuesta a PAMPs y DAMPs a través de cambios metabodlicos que incluyen la
regulacién al alza de la glucdlisis y la acumulacion de intermediarios metabdlicos como

succinato y citrato (40).

4.1. LAINTERLEUQUINA 10

La IL-10 se produce por numerosos tipos celulares, entre los que destacan las CDs, los
macroéfagos y los linfocitos T y B. Es una citoquina tipicamente anti-inflamatoria, ya que
limita la activacion y diferenciacion de los linfocitos en los ganglios linfaticos al disminuir
la capacidad presentadora de antigenos de las CDs e inhibir la liberacion de citoquinas
por los linfocitos T y NK (41), por lo que bloquea la respuesta Thl y favorece las
respuestas Th2 o Treg (42). En células mieloides, la expresion de la IL-10 acompafia a
la liberacion de las citoquinas pro-inflamatorias (35), lo que reduce el dafio tisular
causado por la inflamacion. La regulacion de su expresion es fundamental para controlar
la respuesta inmune, ya que puede facilitar la evasion del sistema inmunitario si se
produce en exceso, o el dafio tisular tras la infeccion, si se reduce su presencia en los
tejidos. La estimulacién de TLR4 por LPS (43) o TLR2 con polisacaridos derivados de
Helycobacter hepaticus (44) aumenta la expresion de la IL-10 a través de los factores
de transcripcién CREB y ATF1. En CDs estimuladas con zymosan la union de CREB al
sitio CRE del promotor de la IL-10 permite el reclutamiento de los co-activadores CBP y
CRTC/TORC2, dando lugar al complejo nuclear P-CREB/TORC2/CBP necesario para

la trans-activacion del gen IL10 (45).

Alteraciones en las vias metabdlicas y la acumulacién de metabolitos inducida por
distintos estimulos regulan la produccion de IL-10. El LPS aumenta la expresion de la
isoforma M2 de la piruvato kinasa. Esta enzima posee la propiedad de comportarse
como un regulador metabdlico y puede inhibir la actividad glucolitica y la produccién de

IL-1pB, frente a la produccién de IL-10 (46). Asimismo, la activacion de mTOR, un
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regulador fundamental del metabolismo celular, aumenta la expresién de IL-10 en CDs
(47). Dado que la IL-10 es un modulador negativo de la respuesta inmune, la regulacion
de su transcripcion es importante para controlar la respuesta inmune y evitar el dafio
tisular. La administracién de IL-10 en modelos murinos de enfermedad inflamatoria
intestinal alivia el curso de la enfermedad (48). Ademas, existen ensayos pre-clinicos y
clinicos con resultados prometedores en el tratamiento de otras enfermedades
inflamatorias como psoriasis y artritis reumatoide (49), a pesar de que una elevacion
descontrolada de los niveles de IL-10 puede favorecer la evasion de los patogenos y el
desarrollo tumoral al bloquear la actividad del sistema inmunitario (50).

4.2. LAINTERLEUQUINA 23

La IL-23 pertenece a la familia de la IL-12 y se secreta en forma de heterodimero. Las
citoquinas de esta familia estan formadas por dos cadenas, una de ellas comun a IL-12
e IL-23 es la subunidad p40 (codificada por el gen IL12B). La otra subunidad es
especifica de cada citoquina: La subunidad p19 para la IL-23 (gen IL23A) y la p35 para
la IL-12 (gen IL12A). Estas se producen por macrifagos y CDs tras la estimulacion de
los TLRs y dectin-1 (38).

A pesar de sus similitudes estructurales, la IL-12 y la IL-23 impulsan diferentes procesos
inmunoldgicos. La IL12 favorece la polarizacién a Thl mientras que la IL-23 facilita el
desarrollo de células con fenotipo Th17. El hecho de que cada una posea una subunidad
especifica hace que la regulacion transcripcional de esas cadenas sea el principal
mecanismo de regulacién del balance IL-12 p70/IL-23p19 y, en consecuencia, el que

determina la polarizacion de la respuesta inmune hacia los tipos Thly Th17.

El estudio de los factores de transcripcion que promueven la regulacion transcripcional
de la expresion de la IL-23 p19 ha demostrado que la sefializacion de los TLRs a través
de la proteina adaptadora MyD88 y la activacion de TRIF, activan factores de
transcripcion de la familia NF-xB que se unen al menos a dos sitios distintos del
promotor. Paralelamente, se activan las vias clasicas de las MAP kinasas, que
promueven la union del dimero ATF2/c-Jun al sitio AP-1 del promotor de IL23A. La
sefializacién por SYK promovida por dectin-1 y dectin-2 activa el sistema NF-kB, en
particular la proteina c-Rel, que se une al promotor de IL23A y permite la transcripcion
(51). Ademés de la implicacion de c-Rel, la activacion de la transcripcion de IL23A por
el zymosan requiere la participacion del factor ATF2, que se regula mediante dos

fosforilaciones complementarias que dependen inicialmente de las proteinas quinasas
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C vy A, y de la cascada Ras/Raf/MEK/ERK, que fosforila la treonina 71, y de la MAPK
p38 que fosforila la treonina 69 (52).

Existen pocos estudios que muestren la regulacién de la expresion de IL-23p19 por
factores metabdlicos. Sin embargo, algunos laboratorios han destacado la importancia
de los acidos grasos de cadena corta como butirato y propionato, los cuales suprimen
la produccién de IL-12p40 en CDs estimuladas con LPS (53), lo que se explica por la
capacidad del butirato para inhibir las histonas desacetilasas (54). De esa forma se
facilitaria el fenotipo Tregs frente al fenotipo Thl (55). Por otro lado, se ha demostrado
que la disponibilidad de acetil-CoA (acCoA) en el compartimento nucleocitosélico regula
la expresion de IL-12p40 a través de cambios transcripcionales asociados a la
acetilacion de histonas, mientras que antagoniza la expresion de IL-10, lo que indica la
existencia de un mecanismo de regulacién selectivo de la expresion de citoquinas

dependiente de la reprogramacién metabdlica (56).

La hiperactivacién de los linfocitos con fenotipo Thl7 se ha relacionado con el
crecimiento tumoral por el aumento de la expresion de IL-23 que fomenta la respuesta
pro-inflamatoria local en el microentorno tumoral (57) y la disminucion de la IL-12 que
promueve la infiltracion de linfocitos citotéxicos y la inmunovigilancia (58), aunque es un
tema controvertido puesto que otros autores relacionan el fenotipo Thl7 con una
respuesta antitumoral (59) y en determinados procesos cancerosos, la estimulacién de
la produccién de la IL-23 puede ser de relevancia clinica (60). Estos hechos son también
relevantes en la patogenia de enfermedades inflamatorias (61), como psoriasis (62),

artritis reumatoide (63) y enfermedad inflamatoria intestinal.

La inhibicion de la expresion de las citoquinas con farmacos biolégicos como
anticuerpos humanizados se ha convertido en una buena terapia para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes y céancer, lo que explica el creciente desarrollo de
anticuerpos humanizados frente a la IL-12 p40 (64) y que se estén llevando a cabo

numerosos ensayos clinicos con anticuerpos frente a la cadena p19.

4.3. EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

El factor de necrosis tumoral (TNFa) es una citoquina pro-inflamatoria producida
mayoritariamente por macréfagos, CDs y monocitos, ademas de por linfocitos T, células
endoteliales y adipocitos. Se reconoce por los receptores TNFR1y TNFR2, ampliamente
distribuidos en los tejidos, lo que facilita la liberacion de otras citoquinas pro-
inflamatorias (65) y la activacién de factores de transcripcion de la familia NF-xB (66).

Un estudio reciente ha mostrado que los macrofagos residentes del microentorno
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tumoral pueden activarse por el proteoglicano versican a través del receptor TLR2 y
liberar TNFa, lo que puede producir apoptosis en células cancerosas (67). El sistema
NF-kB es el mayor regulador de la transcripcion del gen TNF (68), principalmente por la
unién de los heterodimeros p50/p65 al sitio kB3 y c-Jun al promotor del TNF (69). En
consecuencia, el TNFa es un mediador implicado en la patogenia de enfermedades
autoinmunes como artritis reumatoide y artritis psoriasica, y ello ha conducido al
desarrollo de antagonistas como son infliximab, adalimumab y etanercep. También se

esta estudiando el empleo de anticuerpos anti-TNFa en inmunoterapia antitumoral (70).

El aumento del flujo glucolitico favorece la regulacion postraduccional de TNFa. como
consecuencia del aporte de carbonos glucoliticos a la sintesis de novo de acidos grasos,
necesaria para la expansion del Golgi y el reticulo endoplasmico que aumenta la
secrecion de proteinas tras la estimulacion (71). Los niveles de NAD* también regulan
la secrecién de TNFa por un mecanismo desconocido que parece ser transcripcional
(72). La utilizacién del piruvato en las mitocondrias también se ha descrito como un

factor necesario para la produccion de TNFa (73).

4.4. INTERLEUQUINA 1B

La IL-1pB es una citoquina pro-inflamatoria producida predominantemente por monocitos
y macréfagos que juega un papel central como mediador inflamatorio en la respuesta
Th1 (74), aunque también se ha relacionado con la respuesta Th17 en el microentorno
tumoral (75). Numerosas enfermedades inflamatorias estédn relacionadas con la
liberacion de IL-1B, por lo que se han desarrollado anticuerpos bloqueantes de su
actividad como el canakinumab (anti-pro-IL-1p). Su acumulacién se ha relacionado con
la inflamacién crénicay el riesgo de desarrollar cancer (76), al promover la angiogénesis
e invasion tumoral en el microentorno tumoral (77). El bloqueo de sus efectos es el

objetivo de numerosos ensayos clinicos (78).

La produccién de IL-1B requiere dos sefiales independientes. Inicialmente, la activacion
de los PRRs induce la transcripcion del precursor inactivo (pro-IL-1B), que, a su vez,
debe sufrir un procesamiento enzimatico, generalmente, a través de la proteina
intracelular caspasa 1, que genera la proteina bioactiva. Diferentes formas de proteinas
multiméricas denominadas inflamasomas, las cuales se ensamblan en respuesta a
sefiales de dafio, son las responsables de la auto-activacion de la caspasa-1. La via

SYK/CARD?9 iniciada por dectin-1 favorece la reprogramacion glucolitica lo que activa el
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inflamasoma, sobre todo el NLRP3 y, en consecuencia, induce la produccion de IL-1p
(79).

La estimulacion de macréfagos por LPS produce la acumulacion de succinato, que a su
vez, puede abandonar la mitocondria y modificar el curso de las reacciones catalizadas
por prolil hidroxilasas. Estas enzimas evitan la estabilizacion del factor inducible de
respuesta a hipoxia (HIF1a), fomentando su degradacion en el proteasoma, por lo que
su inhibicién estabiliza la proteina. Dado que existe un dominio de union de HIFla al
promotor de IL1B, el aumento de succinato en el compartimento nucleocitosélico
conduce a la secrecion de la proteina IL-1p inducida por el LPS (80). También se ha
referido que las especies reactivas de O, (ROS) estabilizan HIF1la y aumentan la
liberacién de la proteina IL-1p (81). Asimismo, los ROS generados en el complejo Il de
la cadena de transporte de electrones (ETC) en la primera hora post-estimulacion
pueden dafiar el DNA 'y consumir el NAD*, lo que implicaria la necesidad de su replecién
mediante la via de sintesis salvage para mantener el flujo glucolitico a nivel de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la traduccion de la IL-1B (72).
Existe evidencia de mecanismos metabdlicos adicionales implicados en la produccion
de IL-1B dependientes de la utilizacion del piruvato en la mitocondria (73) y de la
disponibilidad de niveles adecuados de acCoA nucleocitosélicos (82) (Figura 3).
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Figura 3. Regulacion metabdlica y produccion de citoquinas.

A, en respuesta al LPS, el refuerzo de la glucdlisis y la interrupcién del ciclo de los TCA
producen, respectivamente, la acumulacion de lactato y succinato. Esto permite la estabilizaciéon
de HIF1a y la expresion de la IL-1B (lineas rosas). La inhibicion de este cambio metabdlico
mediante la funcién reguladora de la isoforma M2 de la piruvato kinasa (PKM2) favorece la
expresion de IL-10 frente a IL-1pB. El flujo de piruvato a la mitocondria facilita la expresion de las
citoquinas IL-12p40 y TNFa (lineas amarillas). El TNFa también se regula postraduccionalmente
a partir de cambios en la glucdlisis (verde) y en presencia de NAD* (morado).

B, Otros PAMPs, ademas de aumentar la glucdlisis, estimulan la utilizacion del piruvato en la
mitocondria, lo que aumenta la expresion de IL1-B al favorecer la acetilacién de histonas
asociada al transporte de citrato al compartimento nucleocitosélico (rosa). Reguladores
metabdlicos como mTOR (amarillo) o intermediarios metabdlicos como lactato (verde)
favorecen la expresion de la IL-10.

5. INMUNOMETABOLISMO

Las funciones del sistema inmunitario son energéticamente costosas y dependen de la
actividad de las vias metabdlicas. Tradicionalmente, se ha considerado el metabolismo
como un conjunto de reacciones quimicas necesarias para procesar los nutrientes para
obtener energia y las macromoléculas necesarias para una correcta homeostasis.
Sorprendentemente, a principios del siglo pasado Otto Warburg observd una
caracteristica particular de las células tumorales, que consistia en el aumento del flujo
glucolitico y la produccion de lactato incluso en presencia de oxigeno. Fenémeno que
se denominé metabolismo Warburg (83). Estas observaciones propiciaron el interés por
el metabolismo en la fisiologia celular y sentaron las bases de estudios posteriores,
puesto que afios mas tarde varios laboratorios demostraron que las células inmunes
aumentaban el flujo glucolitico de forma analoga a lo que ocurria en células tumorales
y que ello tenia una repercusion directa en la respuesta pro-inflamatoria de los

macrofagos (84,85). La evidencia mas reciente indica que la activacion de los PRRs
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implica una reprogramacién metabdlica necesaria para llevar a cabo funciones inmunes,

como la produccién de citoquinas y la polarizacién de la respuesta de los linfocitos T.

La aplicacion de tratamientos con citoquinas se ha desarrollado durante méas de 30 afios,
pero su aplicacion es muy costosa y puede generar efectos adversos. Sin embargo, el
inmunometabolismo es un concepto muy reciente que ya ha permitido desarrollar
medicamentos utilizados en la clinica (86). El dimetilfumarato es un antimetabolito usado
en el tratamiento de esclerosis multiple y psoriasis, cuyo mecanismo de accidn se asocia
con la activacion del factor nuclear eritroide 2 (NRF2), el principal factor de transcripcion
de genes implicados en la respuesta antioxidante y el control del dafio oxidativo
ocasionado por los ROS (87). Un farmaco utilizado en el tratamiento de diabetes tipo 2
es la metformina, cuya actividad como inhibidor del complejo | de la ETC se asocia con
efectos anti-inflamatorios (88). El metotrexato es un analogo de nucleétidos que regula
Su sintesis y se usa como tratamiento anticancerigeno. Sin embargo, a bajas dosis se
usa como tratamiento de artritis reumatoide, enfermedad de Crohn’s y psoriasis (89). La
aplicacion de antimetabolitos como terapia inmune es también una opcién favorable, ya
gque se administran a dosis bajas que obvian los efectos nocivos y reducen el tiempo de

intervencion (90).

6. RUTAS IMPLICADAS EN EL METABOLISMO ENERGETICO

6.1. GLUCOLISIS

La utilizacion de la glucosa en la glucdlisis tiene lugar en el citoplasma tras la captacion
de la glucosa por el transportador de glucosa tipo 1. En la glucélisis se metaboliza la
glucosa a piruvato, lo que implica la transformacion de una molécula de seis carbonos
en dos de tres. El destino del piruvato puede ser su entrada en la mitocondria para su
oxidacion por el PDC o su reduccién a lactato. Lo que depende, en principio, de la
cantidad de oxigeno disponible, de forma que la presencia de O, permite la entrada del
piruvato en la mitocondria y su oxidacion total a CO; y H,O en el ciclo de los TCA Yy la
ETC, mientras que la ausencia de oxigeno forzara la reduccion de piruvato a lactato por
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). En la glucdlisis, el gliceraldehido 3-fosfato es
oxidado hasta 1,3-bisfosfoglicerato por la enzima GAPDH. Esta transformacion esta
acoplada con la reduccién de NAD* citosolico hasta NADH citosoélico, por lo que la
regeneracion del NAD* citosoélico es necesaria para mantener la actividad de la GAPDH
y continuar la glucdlisis. Existen tres mecanismos distintos para oxidar el NADH en el
citosol y regenerar el NAD* necesario para la reaccién catalizada por la GAPDH. Los

dos primeros mecanismos dependen de las enzimas citosolicas malato deshidrogenasa
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1y glicerol 3-fosfato deshidrogenasa 1 que son componentes de las lanzaderas malato-
aspartato y glicerol-3-fosfato, respectivamente. El tercer mecanismo para oxidar el
NADH es reducir el piruvato hasta lactato por la LDH, sin embargo, esto supone para la
célula la pérdida de los carbonos derivados de la glucosa, puesto que el lactato es
generalmente secretado fuera de la célula.

La glucdlisis es una via poco eficaz desde el punto de vista energético, ya que solo
genera dos moléculas de ATP por cada molécula de glucosa, sin embargo, permite la
obtencién de intermediarios metabdlicos importantes: ribosa-5-fosfato para la sintesis
de nucledtidos, serina para la sintesis de purinas y otros amino&cidos, piruvato para la
sintesis de é&cidos grasos a través del citrato formado en el ciclo de los TCA y
equivalentes de reduccién en forma de NADH. El mantenimiento de la actividad
glucolitica durante la activacion de células fagocitarias (91) y en linfocitos B para la
produccién de anticuerpos (92) parece ser una constante conocida desde hace décadas.
También se utiliza en presencia de oxigeno en otras células, por lo que el metabolismo

Warburg esta mas extendido de lo que a primera vista pudiera pensarse (46).

6.2. CICLO DE KREBS

Cuando el oxigeno esta disponible, el piruvato generado en la glucélisis atraviesa los
poros de la membrana mitocondrial externa por difusién y se transporta por el
transportador de piruvato mitocondrial (MPC) a través de la membrana mitocondrial
interna. En la matriz mitocondrial es oxidado hasta acCoA'y CO;por el PDC. La reaccion
global catalizada por el PDC es una descarboxilacion oxidativa, un proceso de oxidacion
irreversible en el que el grupo carboxilo se elimina del piruvato en forma de CO.y los
dos carbonos restantes se convierten en el grupo acetilo del acCoA. El NADH formado
en esta reaccion cede un i6n hidruro al complejo | de la ETC, que transporta los
electrones hasta el oxigeno. La oxidacién de acCoA es una transformacion quimica que
se lleva a cabo en el ciclo de Krebs, también llamado ciclo de los acidos tricarboxilicos.
4 de las 8 reacciones quimicas que conforman el ciclo de los TCA son oxidaciones, en
las que la energia de oxidacién se conserva eficazmente en forma de coenzimas
reducidos, NADH y FADH,. Para comenzar un ciclo, el acCoA dona su grupo acetilo al
compuesto de 4 carbonos, oxaloacetato (OAA), para que la citrato sintasa ensamble los
6 carbonos del citrato. El citrato mitocondrial resultante puede salir de la mitocondria a
través del transportador SLC25A1, que intercambia citrato mitocondrial por malato
citosolico o bien continuar en el ciclo de los TCA a través de su conversion a isocitrato
por la aconitasa. El ciclo de los TCA esté conectado con la ETC y una de las enzimas

del ciclo, la succinato deshidrogenasa, que forma fumarato a partir de la oxidacién de
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succinato, tiene la propiedad Unica de formar parte del ciclo y ser a la vez el complejo Il
de la ETC.

6.3. CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES Y FOSFORILACION OXIDATIVA

Todos los pasos oxidativos que tienen lugar durante la degradacién de hidratos de
carbono, grasas y aminoacidos convergen en una etapa final de respiracion en la que
la energia de oxidacion impulsa la sintesis de ATP. La OXPHOS comienza con la
entrada de electrones en la ETC. La ETC esté formada por una serie de transportadores
de electrones, cuatro de ellos son proteinas integrales (complejos) con grupos
prostéticos capaces de aceptar y donar uno o dos electrones. La mayoria de estos
electrones surgen de la accién de las deshidrogenasas que recogen los electrones de
las vias catabdlicas y los incorporan a aceptores universales de electrones: Nucle6tidos
de nicotinamida (NAD* o NADP™") y nucleétidos de flavina (FMN o FAD). Ademas, existen
otras moléculas transportadoras de electrones como son la ubiquinona (También
llamada coenzima Q o simplemente Q) y los citocromos. Los complejos | y Il catalizan
la transferencia de electrones a la ubiquinona a partir de dos donantes distintos, NADH
para el complejo | y succinato para el complejo Il. EI complejo Il o succinato
deshidrogenasa acopla la oxidacion de succinato con la reduccion de la ubiquinona.
Esto se explica por la estructura de la enzima, que contiene cuatro subunidades: Las
subunidades A y B constituyen el sitio de unién para el sustrato, el succinato. Las
subunidades C y D son proteinas integrales de membrana que contienen el sitio de
unién para la ubiquinona, el aceptor final de electrones en la reaccion catalizada por el
complejo II. EI complejo Il transporta los electrones desde la ubiquinona hasta el
citocromo C y el complejo IV completa la secuencia transfiriendo los electrones desde
el citocromo C hasta el aceptor final de electrones, el O.. El flujo de electrones a través
de la ETC esta acoplado a la sintesis de ATP, es decir, ninguno de los dos procesos
puede llevarse a cabo sin el otro. La transferencia de electrones desde el NADH y otros
sustratos oxidables a través de la ETC va acompafiada del movimiento de protones
desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana, generando un gradiente
guimico y un gradiente eléctrico, que en combinacion crean una fuerza proton-motriz,
gue conduce de nuevo los protones a la matriz mitocondrial a través del complejo V o
ATP sintasa, lo que aporta la energia necesaria para la sintesis de ATP a partir de ADP

y fosfato inorganico.

La Figura 4 muestra una representacion esquematica de los tres procesos descritos en

los que se produce la transformacién completa de la glucosa en CO; y H>0.
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Figura 4: Representacion esquematica de la degradacion completa de una
molécula de glucosa hasta CO, y H,0.

La glucosa se capta del medio extracelular por el transportador de glucosa tipo 1 y se metaboliza
en la glucdlisis hasta piruvato. El piruvato puede entrar en la mitocondria a través del MPC si
existe disponibilidad de O,, o bien metabolizarse por la LDH a lactato. La glucdlisis genera
coenzima reducido en forma de NADH y dos moléculas de ATP y permite la actividad de otras
rutas anabdlicas. En el interior de las mitocondrias el piruvato se descarboxila por el PDC para
producir acCoA, que cede su grupo carbenilo al OAA para formar citrato e iniciar la actividad del
ciclo de los TCA. Una serie de reacciones oxidantes generan coenzimas reducidos en forma de
NADH y FADH, que seran usados por los complejos | y Il de la ETC, respectivamente. Los
electrones vehiculados en la ETC reaccionan con el O, para producir H,O. Por ultimo, el ADP se
fosforila generando ATP en el complejo V en un proceso denominado OXPHOS.

6.4. LAS LANZADERAS MITOCONDRIALES

Los equivalentes de reduccién generados en el ciclo de los TCA entran en la ETC a
través del complejo | y Il de la cadena, sin embargo, la membrana mitocondrial interna
es poco permeable y los NADH generados durante la glucdlisis pueden precisar
sistemas lanzadera para regenerar el NADH en el interior de la mitocondria. La
lanzadera malato-aspartato transfiere los equivalentes de reduccion del NADH citosolico
al OAA citosolico para generar malato por la malato deshidrogenasa citosélica. El malato
generado se transporta a través de la membrana mitocondrial interna por la lanzadera
malato-aspartato. En el interior mitocondrial el malato se transforma en OAA por la
malato deshidrogenasa mitocondrial formando NADH, que cede los electrones

directamente al complejo | de la ETC.
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Otra lanzadera mitocondrial, es la lanzadera glicerol-3-fosfato. Esta difiere de la anterior
en que los equivalentes de reduccion en forma de NADH se transfieren a la
dihidroxiacetona por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa citosolica formando glicerol-3-
fosfato y posteriormente los electrones pasan desde el glicerol-3-fosfato hasta la
ubiquinona, que incorpora directamente los electrones al complejo 11l en lugar de hacerlo
al complejo I. Como se ha dicho anteriormente, estas lanzaderas también regeneran el
NAD* citosélico necesario para mantener la GAPDH, y son energéticamente mas
eficientes en comparacion con la reaccién catalizada por la LDH, ya que permiten que
el piruvato derivado de la glucdlisis se oxide en las mitocondrias y mantienen la
produccion de ATP via OXPHOS (Figura 5).

GLUCOLISIS Citosol

[ Glucosa ]—[ Gliceraldehido 3P |—>| 1.3-Bisfosfoglicerato ]

NAD? NADH
Lanzadera glicerol 3-P |ieiegeeeps | anzadera malato-aspartato SN
o-zIiieesTT DHAP [oma ] TTeelIinnss
Espacio NADH MDH1
intermembrana < >
NAD* o
Malato

NAD* NAD T~

Matriz
mitocondrial

Figura 5: Representacion esquematica de las lanzaderas mitocondriales.

El NADH generado en la glucodlisis precisa sistemas lanzadera para atravesar la barrera
mitocondrial interna. La lanzadera malato-aspartato transfiere los electrones del NADH al OAA
para generar malato en la reaccion catalizada por la malato deshidrogenasa citosolica (MDH1).
El malato atraviesa la membrana mitocondrial interna y en el interior de la mitocondria se oxida
por la malato deshidrogenasa mitocondrial (MDH2) y regenera NADH que cede los electrones al
complejo | de la ETC. La lanzadera glicerol-3-fosfato, mediante la conversion de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en glicerol 3-fosfato (G3P) por la enzima glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (G3PDH), transfiere los electrones del NADH hasta la ubiquinona (Q) y
alimenta el complejo 1l de la ETC.
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7. VIAS ALTERNATIVAS A LAS RUTAS CANONICAS DEL METABOLISMO
ENERGETICO

7.1. ALTERNATIVAS AL CICLO DE LOS TCA

Como se ha mencionado, el citrato mitocondrial puede continuar en el ciclo de los TCA
o salir de la mitocondria a través del transportador SLC25A1. Una vez en el citosol, el
citrato puede utilizarse por la ATP citrato-liasa (ACLY) para formar acCoA y OAA.
Ninguno de ellos puede volver a entrar en la mitocondria. Por un lado, el OAA se
convierte en malato por la malato deshidrogenasa citosélica, generando NAD*. El malato
resultante puede volver a entrar en la mitocondria por el transportador SLC25A1 o bien
procesarse hasta piruvato por la enzima malica, generando NADPH. EIl piruvato
resultante puede transportarse a la mitocondria por el MPC o bien procesarse hasta
lactato por la LDH, en una reaccién que genera NAD*. Este proceso se conoce como
lanzadera citrato-piruvato. Por otro lado, el acCoA resultante puede seguir los caminos

alternativos que se desglosan a continuacion.

> REACCIONES DE ACETILACION EN EL COMPARTIMENTO NUCLEOCITOSOLICO

La cromatina esta formada por filamentos que contienen proteinas y DNA. El DNA de la
cromatina estd estrechamente asociado a las histonas que empaquetan y ordenan el
DNA en unidades estructurales denominadas nucleosomas. La accesibilidad del DNA 'y
la estructura de la cromatina se regula, principalmente, por modificaciones dinamicas de
las histonas. Estas modificaciones incluyen numerosos grupos reactivos que permiten
metilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y sumoilaciones (93). Durante la
transcripcion, las histona acetiltransfersas incorporan un grupo acetilo al extremo amino
terminal de las histonas lo que reduce la carga eléctrica positiva y debilita la unién
histona-DNA relajando la estructura de la cromatina. Esto facilita la interaccion con
factores de transcripcion y, en general, con proteinas implicadas en la transcripcion. Es
una modificacion reversible, lo que la hace muy adecuada para la regulacion de la
actividad de las proteinas en respuesta a cambios metabdlicos (94). Cuando la
transcripcion de un gen ya no es necesaria, las enzimas histonas desacetilasas
(sirtuinas dependientes de NAD*), desacetilan los residuos de lisina de las histonas (95).
El efecto de la remodelacion de la cromatina en el contexto de la transcripcion es hacer
que un segmento del cromosoma sea mas accesible y “etiquetarlo” (modificarlo
guimicamente) para facilitar la unién y la actividad de los factores de transcripcion que

regulan la expresion de genes.
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Tradicionalmente se pensaba que la acetilacion de las histonas se determinaba por el
simple equilibrio entre las histonas acetiltransferasas y las histonas desacetilasas. Sin
embargo, dada la dependencia de estas reacciones de sus sustratos, las
interpretaciones mas recientes relacionan también la acetilacion de histonas y la
transcripcion génica con la disponibilidad de nutrientes y los niveles de acCoA (96), lo
que desvela la importancia del mantenimiento de los niveles de acCoA en el
compartimento nucleocitosélico durante la respuesta inmune (82). Un estudio reciente
ha mostrado que cuando los niveles de acCoA se limitan por la baja disponibilidad de
oxigeno, la enzima Acil-CoA sintetasa miembro 2 (ACSS2) nuclear mantiene la
acetilacion de histonas gracias a la captacién del acetato liberado por las histonas
desacetilasas, su conversion en acCoA y su utlizacion por las histonas
acetiltransferasas (97). En vista de la importancia de esta via para la regulacion
transcripcional de la expresion de genes, un estudio muy reciente plantea la posibilidad

de referirse a ella con nombre propio (98).

» SINTESIS DE LIPIDOS

El acCoA citosolico es el sustrato para la sintesis de lipidos en un proceso que se inicia
por su conversién en malonil-CoA por la enzima acCoA carboxilasa. EI malonil-CoA
puede procesarse por el complejo &cido graso sintasa en una serie de reacciones
repetitivas que progresivamente aumentan en dos el nimero de atomos de carbono en
cada paso, hasta llegar a sintetizar palmitato (C16:0) en un proceso que requiere
NADPH (Figura 6).
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Figura 6. Metabolismo del piruvato.

El piruvato se descarboxila en el interior de las mitocondrias para formar acCoA por el PDC. La
condensacion con el OAA genera citrato. El citrato puede intercambiarse por malato en el
transportador SLC25A1 y en el citosol metabolizarse por la ACLY para producir OAA y acCoA. El
primero de los productos puede generar malato por la malato deshidrogenasa citosélica (MDH1)
y transportarse a las mitocondrias por el transportador SLC25A1 o bien convertirse por la enzima
malica en piruvato, en una reaccion que produce NADPH, y que forma parte de la denominada
lanzadera citrato-piruvato. El acCoA puede usarse en reacciones de acetilacion en el
compartimento nucleocitosolico y para sintetizar lipidos.

7.2. VIAS ALTERNATIVAS A LA GLUCOLISIS

» RUTA DE LAS PENTOSAS FOSFATO

El primer paso de la glucdlisis transforma la glucosa en glucosa 6-fosfato por la actividad
de la hexoquinasa, que fosforila la glucosa en el carbono 6 en una reaccion irreversible
dependiente de ATP. En la mayoria de los tejidos animales, el principal destino
catabdlico de la glucosa 6-fosfato es la descomposicién glucolitica en piruvato, gran
parte del cual se oxida a través del ciclo de los TCA, lo que conduce finalmente a la
formacion de ATP. Sin embargo, la glucosa 6-fosfato tiene otros destinos como es su
incorporacioén a la ruta de las pentosas fosfato. La ruta se divide en dos etapas: Una
etapa inicial oxidativa en la cual la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa cede los electrones
al NADP* y genera NADPH, necesario para la sintesis de lipidos (71), para las NADPH
oxidasas implicadas en la eliminacion de patdgenos (99) y para la generacion de

glutation reducido para controlar los niveles de ROS.
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El otro producto de la etapa oxidativa es la ribosa 5-fosfato, que sirve como precursor
de nucleétidos, coenzimas como ATP, NADH y FADH y coenzima A. En las células que
no se requiere ribosa 5-fosfato, la etapa final no oxidativa a través de interconversiones
de azucares recicla la ribosa 5-fosfato en glucosa 6-fosfato, lo que permite continuar la
produccién de NADPH.

> SINTESIS DE AMINOACIDOS NO ESENCIALES

El 3-fosfoglicerato generado durante la glucélisis puede desviarse hasta la sintesis de
aminoacidos no esenciales como serinay glicina. El 3-fosfoglicerato sufre una oxidacion
seguida de una transaminacién con glutamato como donante del grupo amino y produce
serina tras la hidrélisis del grupo fosfato. A partir de la serina se sintetiza glicina por la
transferencia del carbono S de la serina al tetrahidrofolato. En células en fase de
proliferacién, como son las células tumorales, la inhibiciébn de la transferencia de
carbonos al tetrahidrofolato se utiliza como tratamiento de la leucemia linfoblastica
aguda, lo que bloquea la sintesis de nucle6tidos purinicos y permite la remision de la
enfermedad (100). Sin embargo, los leucocitos precisan la incorporacion de carbonos al
tetrahidrofolato para la sintesis de nucle6tidos purinicos, lo que es esencial para
mantener la proliferacién (101). La Figura 7 muestra una representacion esquematica

de los posibles destinos de la glucosa.
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Figura 7. Metabolismo de la glucosa 6-fosfato y 3-fosfoglicerato.

La primera reaccion de la glucolisis es la fosforilacion de la glucosa en el carbono 6 por la
hexoquinasa para producir glucosa 6-fosfato, que puede derivarse de la glucdlisis a la via de las
pentosas fosfato. La via de las pentosas fosfato genera NADPH a través de la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), que sirve de sustrato a las NAPDH oxidasas citosolicas para generar
ROS. Se produce tambien ribosa 5-fosfato que se utiliza en la sintesis de nucledtidos y en la
sintesis de coenzimas. Por otro lado, si la glucosa 6-fosfato sigue la via glucolitica hasta la
produccion de 3-fosfoglicerato, éste puede derivarse a la sintesis de aminoacidos no esenciales
como serina. La serina puede transformarse en glicina y tetrahidrofolato que se emplean para la
sintesis del anillo de adenina de nucleodtidos purinicos.

7.3. SINTESIS DE NUCLEOTIDOS

La ribosa 5-fosfato, la glicina y el tetrahidrofolato son precursores metabdlicos para la
sintesis de nucleétidos. Estos tienen una serie de funciones importantes en todas las
células del organismo. Son precursores del DNA y el RNA, son portadores esenciales
de energia quimica, una funcibn que desempefia principalmente el ATP. Son
componentes de cofactores como el NAD y el FAD y del coenzima A. La sintesis de
novo de los nucledtidos comienza con sus precursores metabdlicos: i) Aminoacidos
(Como glicina, glutamina y aspartato), ii) Ribosa 5-fosfato, iii) CO. y iv) NHs. El precursor
comun de ribonucleétidos purinicos y pirimidinicos es el fosfo-ribosil-1-pirofosfato
(PRPP), generado a partir de la ribosa 5-fosfato. EI PRPP conserva los cinco carbonos
de la ribosa 5-fosfato procedentes de la glucosa. A partir de PRPP se genera la base
nitrogenada purinica (adenina y/o guanina) gracias al aporte de carbonos de la glicina 'y

el tetrahidrofolato, y grupos amino, de la glutamina y el aspartato. Por el contrario,
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durante la sintesis de la base nitrogenada pirimidinica (citosina y/o uracilo) no se precisa
glicina ni tetrahidrofolato. Entre los ribonucleétidos puricos mas comunes se encuentran,
la adenosina 5’-monofosfato (AMP) con base nitrogenada de adenina y la guanosina 5’-
monofosfato (GMP) con base nitrogenada de guanina. Entre los ribonucle6tidos
pirimidinicos mas comunes se encuentran 5’-monofosfato de citidina (CMP) con base
nitrogenada de citosina y el 5’-monofosfato de uridina (UMP) con base nitrogenada de

uracilo.

> SINTESIS DE COENZIMAS

Los nucleétidos son componentes de coenzimas redox, como NAD* y NADH. La sintesis
de estos coenzimas precisa el precursor PRPP, ademas de nicotinamida o &cido
nicotinico dependiendo de la via de sintesis utilizada, via salvage o Preiss-Handler,
respectivamente. Lo cual genera dos intermediarios mononucle6tidos que tras la
incorporaciéon de wun ribonucledtido de adenina se transforman en NAD*.
Tradicionalmente, los coenzimas NAD* y NADH se han estudiado en reacciones de
oxido-reduccion y como cofactores de enzimas clave en las reacciones metabdlicas. El
NAD* es necesario para la actividad de la GAPDH glucolitica, mientras que el NADH se
precisa en el complejo | de la ETC para impulsar el transporte de electrones y la sintesis
de ATP. Los metabolitos de las vias del NAD* tienen importantes funciones no oxidativas
en vias de sefalizacién, modificaciones postraduccionales y cambios epigenéticos
(102). Por ejemplo, el NAD* es un cofactor de las poli(ADP)ribosa polimerasa 1 y de
desacetilasas dependientes de NAD"* (sirtuinas o histonas desacetilasas de clase lll),
implicadas en la reparacion de dafio del DNA y el silenciamiento transcripcional,

respectivamente.

La sintesis de CoA también precisa el ribonucleétido de adenina, ademas de vitamina
B5 y el grupo tiol reactivo (103). La Figura 8 muestra una representacion esquematica

de la sintesis de nucle6tidos y coenzimas.
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Figura 8: Rutas de sintesis de nucleétidos y coenzimas. La sintesis de nucleétidos y
coenzimas precisa un precursor comun derivado de la ribosa 5-fosfato, el PRPP. En la sintesis
de NAD* se precisan también los precursores nicotinamida y acido nicotinico que pueden
obtenerse de la dieta y convertirse en NAD* por dos vias principales. En la via de salvage, la
nicotinamida se convierte en NAD* mediante la produccién de nicotinamida mononucleotido
(NMN) por la nicotinamida fosforribosil transferasa. En la via de Preiss-Handler, el acido
nicotinico se convierte en acido nicotinico mononucleétido (NAMN) por la acido nicotinico
fosforribosil transferasa. Ambos precursores son finalmente transformados en NAD* por la
incorporacién de un ribonucleétido de adenina. El anillo de adenina y guanina de las purinas se
genera a partir de glicina y formil-tetrahidrofolato derivado del 3-fosfoglicerato glucolitico, para
formar los nucleotidos adenina 5 'monofosfato (AMP) y guanina 5° monofosfato (GMP). En la
sintesis de pirimidinas, el PRPP genera 5’monofosfato de uridina (UMP) y 5'monofosfato de
citidina (CMP). El coenzima A se obtiene de un ribonucleétido trifosfato de adenina, vitamina B5
y el grupo tiol reactivo (SH). El coenzima A se precisa en la sintesis de acCoA por el PDC.

8. METABOLISMO ENERGETICO DURANTE LA RESPUESTA A PATOGENOS

En los ultimos afios, el papel de la reprogramacién metabdlica en la funcion de las
células inmunes ha permitido considerar el inmunometabolismo como un campo
emergente de investigacion, susceptible de aplicacién para la busqueda de dianas
terapéuticas (104,105).

La activacion por los PAMPs aumenta la demanda de nutrientes necesarios para iniciar
una respuesta efectiva. Estos son proporcionados por rutas metabolicas que desarrollan
tres funciones principales: i) Obtencion de energia, ii) produccion de “bloques de
construccion” necesarios para el mantenimiento y la proliferacion celular vy iii)

modulacion de la respuesta celular. Ademds, algunos metabolitos funcionan como
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moléculas de sefializacion durante la estimulacion celular (106) y otros son necesarios
para llevar a cabo modificaciones epigenéticas que regulan la expresion de genes de

interés para la respuesta inmune (107).

Sin embargo, esta reprogramacioén metabdlica no es igual en todas las situaciones y
puede influirse por la disponibilidad de nutrientes del medio, por el tipo de estimulo, el
tiempo de estimulacion y los requisitos funcionales de cada tipo celular, lo que en Ultima

instancia producira una reprogramacion metabdlica caracteristica (108).

Las investigaciones iniciales mostraron que la estimulacion de las CDs por el sistema
TLRA4/LPS en presencia de oxigeno mimetiza el efecto de la hipoxia con aumento del
flujo glucolitico y produccion de lactato, junto a la caida concomitante de la OXPHOS.
Este mecanismo conduce a la estabilizacién de HIF1a (109) y, en el caso de las células
murinas, a la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible que produce 6xido nitrico,
un inhibidor del complejo V de la ETC y por tanto del consumo de oxigeno (110,111).
Sin embargo, investigaciones posteriores mostraron que el efecto Warburg en células
inmunes es un efecto especifico del LPS a través de la sefalizacion de TLR4 en
macrofagos y que ligandos de otros TLRs producen cambios metabdlicos mucho mas
complejos (112) como ocurre en el caso de la estimulacién de monocitos humanos con
hifas y conidias de Candida albicans. Mientras que las hifas aumentan el flujo glucolitico
y promueven un metabolismo Warburg propiamente dicho, la estimulaciéon con conidias
favorece la actividad glucolitica y la OXPHOS, lo que se debe, en parte a la distincién
en los patrones moleculares asociados a cada uno de los patdégenos, que activan
receptores distintos (113) por lo que la caida de la OXPHOS paralela al aumento
glucolitico tras la estimulacion, no es una respuesta universal a todos los estimulos
patégenos y depende del tipo celular, del tiempo y del tipo de estimulo (71). De hecho,
la nocién de que el aumento glucolitico se asocia con la supresion de la OXPHOS, ha
sido cuestionada también en un estudio reciente, en el que se ha demostrado que las
células en proliferacién que muestran aumento del consumo de glucosa y liberacién de
lactato, también aumentan el consumo de oxigeno y la eficiencia del acoplamiento
mitocondrial (114). La evidencia mas reciente sugiere que la actividad mitocondrial
sustenta la induccion de genes tardios de la respuesta inmune (56,73), de tal forma que
el flujo de piruvato al interior mitocondrial es necesario para la actividad pro-inflamatoria
de los macréfagos, puesto que cuando éste se inhibe, se produce una disminucion de
la expresion de TNFa (73). No solo la entrada de piruvato en la mitocondria ha mostrado
ser esencial para la respuesta inmune. Un estudio reciente mostré que el intercambiador

SLC25A1 aumenta su expresion tras la estimulacion (115), lo que es determinante para
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aumentar la disponibilidad de acCoA nucleocitosdlico y activar la expresién de genes
pro-inflamatorios tras cuatro horas de estimulacion (82). Este mecanismo evita la
conversion de citrato en isocitrato en la mitocondria, lo que dificulta la progresion del

ciclo de los TCA en ausencia de otras fuentes anapleréticas (116).

El ciclo de los TCA no solo tiene una solucién de continuidad a nivel del citrato, sino que
tras la estimulacion de los macréfagos, el ciclo de los TCA se interrumpe a nivel de la
SDH y se produce la acumulacién de succinato (116,117). El succinato es el
responsable de la estabilizacion de HIF1a al inhibir la prolil hidroxilasa. El importante
papel de HIF1a en la regulacion de la expresion de las enzimas de la glucdlisis explica
el aumento del flujo glucolitico y la produccion de IL-1B (80). Dado que el ciclo de los
TCA tiene una discontinuidad a nivel de citrato, el succinato se produce por anaplerosis
de glutamina, que en el proceso de glutaminolisis genera a-KG y mantiene los pasos
finales del ciclo de los TCA (80,110). Esto explica que tras la glucosa, la glutamina sea

la fuente mas importante de carbono en el ciclo de los TCA.

Mantener activas la glucdlisis y la OXPHOS requiere la presencia de NAD* y NADH,
respectivamente, por lo que la compartimentalizacibn de las coenzimas es
indispensable para mantener el balance energético. De hecho, el desequilibrio del
balance redox NAD*/NADH favorece la proliferacion celular in vitro y la tumorigénesis in
vivo (118-120).

Las coenzimas se regeneran gracias a dos sistemas lanzadera que comparten
actividades enzimaticas en el citosol y la mitocondria. Estudios recientes han mostrado
la importancia de ambas lanzaderas en el control de la respuesta inmune innata y
adaptativa. La activacion temprana de los linfocitos T requiere proliferacion y
remodelacién epigenética dependientes de la actividad de la lanzadera malato-aspartato
(121). Asimismo, un estudio reciente ha mostrado su importancia en la regulacion del
balance entre Th17 y Treg en modelos experimentales de encefalomielitis autoinmune

y su posible utilizacibn como estrategia terapéutica (122).

La lanzadera del glicerol 3-fosfato regula la reprogramacion metabdlica en macroéfagos
estimulados con LPS desde un estado pro-inflamatorio a un estado de tolerancia
dependiente de la oxidacion de la glucosa y de la produccion de acCoA nucleocitosalico,
la acetilacion de histonas y la expresion de genes pro-inflamatorios como IL6 e IL1B
(82). En células NK, el aumento de la demanda glucolitica tras la estimulacion se
acompafia del incremento del consumo de oxigeno y de la salida del citrato mitocondrial
al citosol, que a través de la lanzadera citrato-piruvato impulsa la OXPHOS a través del

piruvato generado por la enzima malica (123).
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El aumento del flujo glucolitico se acompafia de un aumento de la actividad de la ruta
de las pentosas fosfato (80) lo que tiene dos consecuencias: La produccion de ribosa 5-
fosfato para la generacién de nucleétidos y coenzimas, y la generacion de NADPH.
Estudios recientes han mostrado en macréfagos estimulados con LPS el aumento de la
expresion de la enzima limitante de la ruta de sintesis salvage del NAD (124-127). La
caida de la concentraciéon de NAD* se relaciona con un consumo excesivo por las
poli(ADP)ribosa polimerasa que reparan el dafo en el DNA ocasionado por los ROS,
por lo que la via de salvage tendria un papel fundamental en la reparacion del dafio
producido en la célula huésped durante la respuesta a los patégenos (72). Estudios
previos han demostrado que los niveles de NAD* en el ndcleo aumentan tras la
estimulacion con zymosan en CDs, lo que se acompafia de la regulacién de la actividad
de la proteina sirtuina 1, que precisa NAD* como cofactor, desmetila la histona 3 y regula
el balance IL-12/IL-23 (128). La Figura 9 muestra una representacién esquematica de la

reprogramacioén metabdlica mencionada anteriormente.

Matriz mitocondrial

A
\ Gliceraldehido | @ T oo T oo oo
% 3fosfato B
NA?‘ NADH
1

LDH

X
(Glutamina | s> [ Glutamato | 15

Figura 9. La reprogramacion metabdlica iniciada por los PAMPs.

El aumento de la glucdlisis tras la estimulacién de las células inmunes refuerza la produccion de
lactato por la LDH, incluso en presencia de oxigeno, y reduce la OXPHOS. La Figura representa
esta reprogramacion metabodlica como situacion (A). Algunos ligandos de receptores de CLRs y
TLRs producen cambios metabdlicos mucho mas complejos y el aumento del flujo glucolitico no
se acompana de la caida de la OXPHOS, siendo la entrada de piruvato en la mitocondria
imprescindible para una adecuada respuesta inmune. El ciclo de los TCA tiene discontinuidades
a nivel del citrato y del succinato. La acumulaciéon de succinato en el ciclo de los TCA es
consecuencia de la anaplerosis de glutamina, que mediante la glutaminasa (GLS) produce
glutamato y en ultima instancia a-KG. Este aporte permite el mantenimiento de los pasos finales
del ciclo de los TCA. La Figura representa esta reprogramaciéon como situacion (B).
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OBJETIVOS

El objetivo general ha sido caracterizar el comportamiento metabdlico de las CDs
estimuladas por el patrén fungico zymosan y determinar los efectos que la modulacion
de este metabolismo ejerce sobre la regulacion transcripcional de la produccién de
citoquinas. Se ha pretendido analizar el comportamiento de la glucdlisis, la OXPHOS,
los intermediarios del ciclo de los TCA y la ETC. Con este propdsito se fijaron los
siguientes objetivos especificos.

1. Caracterizar la reprogramacién metabdlica de las CDs estimuladas con el
patrén fungico zymosan:

1.1 Perfil metabdlico inducido por la estimulacion y andlisis de los niveles intracelulares

de los intermediarios metabdlicos.
1.2 Estudiar las fuentes energéticas necesarias para la reprogramacion metabdlica.

1.3 Estudiar el efecto de las lanzaderas mitocondriales durante la estimulacién, su
relacién con el mantenimiento de la reprogramacion metabdlica y con la produccién de

citoquinas.

2. Analizar los efectos de la modulacién de los intermediarios metabdlicos

sobre la expresién de citoquinas:

2.1 Definir el papel del metabolismo mitocondrial del piruvato sobre la transcripcion de
las citoquinas IL-23, IL-10, IL-1B y TNFa.

2.2 Estudiar la dependencia del piruvato de la acetilacién de histonas en los promotores

de las citoquinas IL-23 e IL-10.

2.3 Determinar el efecto de la suplementacibn con citrato sobre la regulacion

transcripcional de las citoquinas.
2.4 Determinar el efecto del succinato extracelular y el receptor GPR91.

2.5 Estudiar el efecto de analogos permeables del succinato sobre los niveles de

intermediarios metabdlicos y la expresion de citoquinas.

2.6 Analizar los efectos de la modulacion farmacolégica de la actividad de la succinato
deshidrogenasa sobre el fenotipo metabdlico, los niveles de intermediarios y la

expresion de citoquinas.

3. Estudiar la incorporacion de carbonos de la glucosa y la glutamina en la

glucolisis, el ciclo de los TCA y nucleétidos.
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1. REACTIVOS

Agilent technologies: XF RPMI pH 7.4 sin rojo fenol, etomoxir
Bio-rad: Poliacrilamida

Biotium: GelRed nucleic acid stain

Cambridge Isotope Laboratories: U-*Cg(Glucosa), U-*Cs(L-Glutamina)
Fluca: Nonidet-P-40

GE Healthcare: Ficoll-Paque

Gibco: Suero bobino fetal (FBS)

Hyclone™: RPMI 1650 con 2mM L-glutamina

Ibiantech: Zymosan deplecionado

Invitrogen: TRIzol®, transcriptasa inversa, oligos N6, MitoSOX™
Lonza: L-glutamina, penicilina/estreptomicina

Merck: Tris-HCL, KCL, Tris, KH2PQO4, MgCl,

Miltenyi Biotec: Factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF),
IL-4

Promega: RNAsin
Santa Cruz: Reactivos para los estudios de inmunoprecipitacion de la cromatina
Scharlab: Cloroformo, isopropanol, metanol, etanol, acetonitrilo, glicina, NaCl, Na;HPO.,

Sigma-Aldrich: Albamina de suero bovino (BSA), SyBr Green | Master Mix, zymosan de
Saccharomyces cerevisiae, formaldehido, 2-Desoxi-D-glucosa (2-DG), dicloroacetato,
EDTA, EGTA, dodecilsulfato sddico (SDS), ortovanadato, Tween-20, HEPES, poli-L-
lisina, Triton, ditiotreitol (DTT), citrato sodico, acetato sédico, B-glicerofosfato, L-acido
aspartico, dimetilmalonato (DMM), BMS-303141, 4,4,4-trifluoro-1-(2-tienil)-1,3-
butanodiona (TTFA), acido 3-nitropropionico (3-NPA), sal disddica del acido succinico,
UK-5099, &cido aminooxiacético (AOA), dimetilsuccinato, BPTES, carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), oligomicina, rotenona, antimicina, diacetato de

2’'7’-diclorofluoresceina (DCF).
Stemcell: OptiPrep

Thermo Scientific: ECL, dNTPs, marcadores de peso molecular.
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2. CULTIVOS CELULARES

2.1. OBTENCION DE MONOCITOS Y DIFERENCIACION A CELULAS DENDRITICAS

Las células sanguineas se obtuvieron de la capa leuco-plaquetaria que aparece entre el
plasma y los globulos rojos tras la centrifugacion de sangre anticoagulada. Esta fraccion
de células sanguineas se conoce habitualmente con el término inglés buffy coat. Los
buffy coats obtenidos de donantes sanos con grupo sanguineo 0 se proporcionaron por
el BioBanco del Centro Regional de Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y Leon.

Los buffy coats se diluyeron 1:1 (v:v) con solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
(136 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na;HPO,, 1.5 mM KH.PO,). Unos 30 ml de esta
mezcla se afiadieron cuidadosamente sobre Ficoll-Paque en proporcién 1:3
(muestra:Ficoll-Paque). Las muestras se centrifugaron a 20°C y 700 x g durante 30
minutos, sin freno, lo que permite la correcta separacion de las diferentes fases. En la
region superior se encuentra la fase liquida que contiene el plasma diluido y debajo de
ésta se encuentran sucesivamente, un anillo de células mononucleares, el Ficoll-Paque
y, finalmente, los polimorfonucleares mezclados con los eritrocitos en el fondo del tubo.
Las células mononucleares se recogieron por aspiracidbn con pipeta Pasteur y se
afiadieron a un tubo con PBS para su lavado por centrifugacion a 440 x g, durante 10
minutos. La fraccién celular se resuspendi6é en 3 ml de OptiPrep (lodixanol 60%), sobre
el que se afiadieron 7 ml de Ficoll-Paque de densidad 1.072 g/ml para crear un gradiente
discontinuo por la adiciébn de una solucién de OptiPrep de densidad 1.068 g/ml,
suplementada con 0,5% de albumina sérica bovina (BSA) y una solucién tamponada
con HEPES y EDTA 1 mM. La mezcla se centrifugbé a 700 x g, durante 25 minutos a
20°C.

Este tratamiento permite una separacion en varias fases en funcion de la densidad. La
fase superior se compone de un anillo de monocitos que se encuentra sobre la solucién
de OptiPrep de densidad 1.068 g/ml, seguida de otro anillo de linfocitos y del Ficoll-
Paque. El anillo de monocitos se lava con PBS y el proceso de separacion usando
soluciones de OptiPrep y Ficoll-Paque se repite para conseguir la eliminacién completa

de los linfocitos.

Tras la dltima fase de separacion, se hace el recuento microscopico de los monocitos
en una camara de Malassez. Los monocitos se resuspenden en medio RPMI
suplementado con 10% FBS, 1% L-glutamina y 1% penicilina/estreptomicina, se
distribuyen en placas de cultivo de 100 mm y se cultivan a 37°C. Al cabo de dos horas,

los monocitos adheridos se seleccionan tras eliminarse por aspiracion del medio con los
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linfocitos que permanecen en suspension. Posteriormente, se inicia el proceso de

diferenciacion a células dendriticas inmaduras en presencia de medio RPMI

suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado (FBSi), 1% L-glutamina, 1%
penicilina/estreptomicina, 500 U/ml de IL-4 y 800 U/ml de GM-CSF. La diferenciacion se

mantiene durante 5 dias a 37°C en atmoésfera con 5% de CO.. El FBSi se mantuvo al

10 % durante el proceso de diferenciacion y se redujo al 2% antes del comienzo de los

experimentos (Figura 10).

Dilucién

Separacion
por densidad '

. GM-CSF _
Monocitos -4 iCD
NS5,
Diferenciacién L *
5 dias

Monocitos

—

Linfocitos Cultivo

Figura 10. Esquema del proceso
de obtencion de células
dendriticas inmaduras derivadas
de monocitos humanos
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3. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

3.1. EXTRACCION DEL ACIDO RIBONUCLEOTIDO (RNA) TOTAL

La extraccién del RNA se realizé siguiendo el protocolo descrito por Chomezynski y
Sacchi utilizando TRIzol®. Este método se basa en la diferente solubilidad de los acidos
nucleicos y el resto de los componentes de la muestra en dos fases no miscibles. El
TRIzol® se compone de una mezcla de fenol, en la que los acidos nucleicos son
insolubles, y tiocianato de guanidina, que actia como agente desnaturalizante de
proteinas e inhibidor de las proteasas a pH 4.5. De esta forma, se mantiene el RNA
integro durante el proceso de extraccion. Se afiadié 1 ml de TRIzol® para cada 10x10°
de CDs a las placas de 100 mm de diametro en las que se sedimentaron las CDs por
centrifugacion a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C. Tras conseguir una solucion
homogénea, se afiadieron 200 nul de cloroformo, se agité vigorosamente y se mantuvo
la mezcla durante 3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugé a
12000 x g durante 15 minutos a 4°C, para obtener dos fases: la superior acuosa, que
contiene el RNA, la inferior roja con la mezcla fenol y cloroformo y una interfase organica
gue contiene el DNA y las proteinas. Se recogio la fase acuosa, y se afiadieron 250 pl
de isopropanol y 250 ul de solucion salina (0,8 M citrato sédico y 1,2 M cloruro sédico)
si las muestras contienen alto contenido en polisacéaridos, o bien, 500 ul de isopropanol
para muestras normales. La muestra se centrifugd de nuevo a 12000 x g durante 10
minutos a 4°C, lo que permite la precipitacion del RNA. Se lavé el precipitado con 1 ml
de etanol al 75% con H.O DEPC (H.O desionizada (Milli-Q), 0,01% dietilpirocarbonato)
dos veces y se dejo secar al aire. Finalmente, se resuspendi6é en 15 ul de H.O DEPCy
se almacen6 a -80°C hasta su uso. La cantidad de RNA presente en la muestra se

determiné en un NanoDrop™ utilizando la razén de absorbancias Azsosso.

3.2. SINTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO

Se partié de muestras de 3 ug de RNA para obtener DNA complementario mediante la
enzima transcriptasa inversa. Los 3 ug de muestra RNA se diluyeron en 11,1 ul de H,O
DEPC y se calentaron a 68°C durante 10 minutos, lo que permite la completa disociacion
del RNA. Posteriormente, se afiadido al RNA diluido la mezcla de retrotranscripcion:
tampon 5x, 10 mM DTT, 0,5 mM dNTP, 4 uM de N6 (mezcla de hexanucleétidos), 1 U/ul
RNAsin, 10 U/ul de RT del virus de la leucemia murina y H,O DEPC hasta completar el
volumen de 20 pl. Las muestras se incubaron a 37°C durante una hora. El cDNA se

almacené a -20°C.
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3.3. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

Las secuencias especificas de cDNA correspondientes a los genes de interés se
amplificaron mediante reacciones en cadena de la polimerasa. Los cebadores se
disefiaron segun las secuencias humanas obtenidas en GeneBank (Tabla 1) y se

eligieron en distintos exones con el fin de descartar la contaminacion genoémica.

Secuencias (5°-3°)
Nombre
Sentido Antisentido

IL23A CATGGGCCTTCATGCTATTT TTTGCATTGTCAGGTTTCCA
IL10 GAGAACAGCTGCACCCACTT GGCCTTGCTCTTGTTTTCAC
TNF GTTGTAGCAAACCCTCAAGC TTGAAGAGGACCTGGGAGTA
IL1B ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA GTCGGAGATTCGTAGCTGGA
GAPDH GTCAGTGGTGGACCTGACCT AGGGGAGATTCAGTGTGGTG
NADPH oxidasa 2 TGTTCAGCTATGAGGTGGTGA TCAGATTGGTGGCGTTATTG
NADPH oxidasa 5 ACTATCTGGCTGCACATTCG ACACTCCTCGACAGCCTCTT
SDHA CAGCATGTGTTACCAAGCT GGTGTCGTAGAAATGCCAC
SLC13A2 TTCGAGCTCCAGGAACCAAG GGGTGAGGTGGAGATGCTT
SLC13A3 CAAAGGCTGTGAGGAATCGG AGTGAAGAAGGCGATGACCA
SLC13A5 TTCCTGACAGCAAGGACCTC TACTCCTCCTGCAGCACCTT
SUCNR1 CTGGCAGAGTTCCTGTCAAG CAGCATGTCGTAGTTGTTCA

Tabla 1. Cebadores utilizados para la deteccion de transcritos humanos.

Para realizar la PCR se emplearon 12,5 ul de SyBr Green | Master (Roche), que posee
la propiedad de aumentar su fluorescencia tras la union al DNA, 1,5 ul del cDNA y 10
uM de cada cebador. La mezcla se completé hasta un volumen final de 25 ul con H,O
Milli-Q. Se utiliz6 un equipo de PCR LightCycler 480 (Roche). Las condiciones
estandares usadas se resumen en la tabla 2, si bien el programa se modificé en funcion

del fragmento amplificado y de los oligonucle6tidos usados.

Condicion Temperatura Tiempo Ciclos
(°C)

Desnaturalizacion inicial (Hot start) 95 5 1x
Desnaturalizacion 95 15”

Hibridacion 60 20” 45x
Elongacién 72 5”

Melting 55a 95 5” 1x
Cooling 40 10’ 1x

Tabla 2. Condiciones estandares usadas en PCR.

La curva de fusion se obtuvo midiendo la emision de fluorescencia de SyBr Green
durante el cambio progresivo de temperatura entre 60°C y 95°C, a razén de 0,2°C/seg.
Para verificar la eficiencia del proceso, se amplific6 como gen de expresion constitutiva
GAPDH. Esto permite valorar la abundancia relativa de los diferentes mRNAs usando el

método comparativo del 244, Los resultados se expresaron como la media del ciclo de
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umbral (Ct) del gen que se analiza con respecto a los Ct de la GAPDH (ACt condicién x
= Ct gen diana — Ct GAPDH) y a este valor se le resta el ACt del control ( AACt = ACt
condicién x - ACt control). La Figura 11 muestra una representacion esquematica del

abordaje experimental del analisis de la expresidén génica.

1. Extraccion de RNA total

. * y *; P » | — ——— T
Homogenizar Separacién = ¥  Precipitacion. ¥ Cuantificacién
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2. Sintesis DNA complementario
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3. Andlisis mediante PCR en tiempo real
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Desnaturalizacié ibridacio L] T
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Figura 11. Esquema del proceso de analisis de expresion génica por qPCR
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4. ANALISIS DE PROTEINAS

4.1. OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES PARA LA INMUNODETECCION DE
PROTEINAS

En general, se partié de 5x10° células por condicién. Las células se lavaron con PBS
por centrifugacion a 440 x g durante 5 minutos y se lisaron tras la adicion de 50 ul de un
medio compuesto por 20 mM HEPES, 2 mM ortovanadato, 2,5 mM MgCl,, 10 mM EGTA,
40 mM B-glicerofosfato,1 mM DTT y 1% Nonidet P-40, suplementado con inhibidores de
proteasas y fosfatasas (1 mg/ml leupeptina, 5 mg/ml aprotinina, 0,1 M PMSF, 1 M NaF,
0,1 M pNPP, 0,1 M DTT y 200 mM ortovanadato). Tras una incubacién en hielo de 30
minutos, se centrifug6 el lisado a 12000 x g durante 10 minutos para obtener los
sobrenadantes con los extractos proteicos. El método colorimétrico descrito por Bradfort
(129), permite la cuantificacion de las proteinas por el desplazamiento del maximo de
absorcion (entre 465-595 nm) del colorante azul de Coomassie G-250 unido a las
proteinas. La concentracion de proteinas se midié valorando la absorbancia a 595 nm
en un espectrofotdbmetro, utilizando como referencia una curva patron construida con
BSA.

4.2. INMUNODETECCION (WESTERN BLOT)

Para la separacion de las proteinas, se cargaron 50-100 pug de muestra 'y se sometieron
a electroforesis en condiciones de desnaturalizacion y reduccion segun el protocolo de
Laemmli (130). De esa forma se separan las proteinas en funcién de su tamafio por
migracién hacia el polo positivo. Se usaron geles de poliacrilamida al 8,10 6 12% en
funcién del peso molecular de la proteina de interés en tampdén de electroforesis (25 mM
Tris, 0,2 M glicina, 1 g/l SDS). Junto con las muestras, se desarrollaron estdndares
pretefiidos de tamafios moleculares conocidos para poder localizar la proteina problema
por su relacién con un tamafio molecular conocido del estandar. La electroforesis se

desarroll6 en 110 minutos a 25 mA en tampén de electroforesis.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en condiciones de
humedad y frio en una cubeta de electroforesis Bio-Rad, usando un tampon de
transferencia (25 mM Tris, 0,2 M glicina, 20% metanol (v/v), 1 g/l SDS) a 100 V durante
90 minutos. La membrana de nitrocelulosa se lavé con TTBS (0,05 M Tris-HCI, 0,15 M
NaCl, 0,05% Tween-20, pH 7,6) y se bloqueo por incubacién en una solucion rica en
proteinas compuesta por TTBS y 5% (p/v) de BSA o leche desnatada en funcién de las
especificaciones del anticuerpo primario. La incubacion se realizé en agitacion suave a

temperatura ambiente durante una hora.
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Para la inmunodeteccion de las proteinas, las membranas se incubaron en agitacion
lenta con el anticuerpo primario diluido en la solucién de bloqueo durante toda la noche
en camara fria a 4°C. Tras lo cual, se procedio6 a lavar la membrana con TTBS tres veces
durante 10 minutos para eliminar el anticuerpo primario no adherido especificamente a
la membrana. Posteriormente, se incubd la membrana con el anticuerpo secundario
diluido en la solucién de bloqueo durante una hora en agitacién lenta a temperatura
ambiente. Tras esta incubacion, se procedi6 a lavar la membrana de nuevo con TTBS
para eliminar el anticuerpo secundario no adherido especificamente a la membrana. Las
membranas se incubaron con el reactivo comercial ECL, en agitacion durante 1 minuto,
lo que permite la deteccién de anticuerpos conjugados especificamente con peroxidasa,
y se expusieron a peliculas auto-radiograficas que se revelaron con un equipo Curix-60
de AGFA. La relacion de anticuerpos utilizados para Western Blot se resumen en la
Tabla 3. La Figura 12 muestra una representacion esquematica del abordaje

experimental del analisis de proteinas.

Caracteristicas

Anticuerpo

Casa comercial Dilucion
B-actina Sigma-Aldrich 1:5000
HIF1la Novus Biologicals 1:500
Histona H3 Abcam 1:1000
Pro-IL1B Cell signaling 1:1000
B-Tubulina Sigma-Aldrich 1:20000
Acetil-K14-histona H3 Millipore 1:1000
Acetil-K9-histona H3 Millipore 1:500
P-S10-histona H3 Millipore 1:1000
PDC-El-a Abcam 1:1000
P-S293-PDC- El-a Abcam 1:1000
SLC13A2 Thermo Fisher Scientific 1:250
SLC13A5 Thermo Fisher Scientific 1:250

Tabla 3. Anticuerpos, casas comerciales y concentraciones usadas.
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Figura 12. Esquema del proceso de analisis de proteinas por Western Blot

4.3. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CONFOCAL DE BARRIDO LASER

La suspension de células a la concentracion de 4x10° células/ml se aplicé sobre cristales
de 12 mm de diametro cubiertos con poli-L-lisina para lograr su adherencia durante al
menos 12 horas. Tras la estimulacion, se lavaron con una solucién de BSA al 0,2% en
PBS y se afiadi6é formaldehido al 10% en PBS durante 30 minutos, para su fijacién. Los
cristales se volvieron a lavar 2 veces y se afiadid Tritdn al 0,3% para obtener la
permeabilizacion. Tras una incubacion de 10 minutos, la preparacién se bloqueé con
FBS durante 20 minutos. Los cristales se lavaron durante 5 minutos con PBS/BSA y se
incubaron con el anticuerpo anti-SUCNR1/GPR91 (Novus Biologicals, dilucion 1:50 en
PBS suplementado con el BSA al 1%) durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, los
cristales se lavaron 3 veces durante 5 minutos y se afiadieron el anticuerpo secundario
(IgG anti-conejo generado en cabra marcado con Alexa-Fluor® 480, dilucion 1:100) y el
DAPI (Dilucion 1:1000) para tefiir los ndcleos. Las preparaciones se lavaron por Ultima
vez y se montaron sobre una gota de Gelvatol en un portaobjetos de tamafio 26 x 76
mm y se sellaron con esmalte. Los cristales se observaron en un microscopio Leica TCS
SP5 con un laser de luz blanca y un objetivo de aceite de inmersion Leica 63PL APO
NA 1.40. El andlisis de las imagenes y los fluorogramas de co-localizacion subcelular se
realizaron utilizando el software LAS AF Lite del confocal Leica y el software Adobe
Photoshop CS5.1
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5. INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA

Con el fin de analizar modificaciones especificas en las histonas de los nucleosomas
localizados en las regiones de los promotores de los genes a estudiar, se realizaron
ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP). Los reactivos utilizados fueron
de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA) siguiendo el protocolo Chip Lysis
Buffer High SALT: ¢s-45001, con anticuerpo frente a anti-lisina 9-histona 3. Los primers

utilizados para PCR de ChIP fueron los siguientes:

Secuencias (5- 3")
Promotor
Sentido Antisentido
IL23A sitio kB CTGGGTTTCCGATTTTCTCA CCCATGTGACGAAATGACTG
IL10 sitio CRE GGCAATTTGTCCACGTCACT TGATTTCCTGGGGAGAACAG

5.1. FRAGMENTACION DE LA CROMATINA

Se cultivaron 2 x 107 CDs por condiciéon en placas de 100 mm de diametro. Tras la
estimulacion, se afiadié formaldehido al 1% al medio de cultivo durante 15 minutos para
fijar las uniones entre las proteinas y el DNA. Para detener el entrecruzamiento proteina-
DNA, se afiadio glicina 0.125 M durante 5 minutos. Las células se lavaron con PBS frio,
se recogieron en tubos y se dejaron 30 minutos a 4°C con el tampén de lisis. Se
centrifugd a 400 x g durante 5 minutos y se lavé el precipitado con PBS frio. El
precipitado celular se congeld en nitrégeno liquido y se mantuvo a -80°C durante toda
la noche. Para la fragmentacién de la cromatina, se utilizé un sonicador tipo Bioruptor™
(Diagenode). La frecuencia de ultrasonidos producida por el Bioruptor™ equivale a 20
kHz. Las muestras se descongelaron y se resuspendieron en 300 uL de tampédn de lisis
de alta salinidad. Se sonicaron durante 5 minutos en 4 tandas en presencia de hielo
para obtener fragmentos de DNA de tamafio comprendido entre 100 y 1000 pares de
bases. Tras la sonicacion, las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 9300 x g
a 4°C. Finalmente, se recuper6 el sobrenadante que contiene la cromatina y parte de
éste se utiliz6 como control (input). Las muestras de cromatina se incubaron en un
agitador orbital a 4°C durante una hora en presencia de 50 uL de proteina A/G Plus
agarosa para disminuir las uniones inespecificas. Las muestras se centrifugaron durante
5 minutos a maxima velocidad y se afiadieron 10 pg del anticuerpo correspondiente. La
incubacién se mantuvo durante la noche en rotacién a 4°C. Posteriormente se afiadieron
50 uL de la solucién de proteina A/G Plus agarosa durante 2 horas a 4°C y la mezcla se
centrifugd a 13400 x g. Se elimind el sobrenadante y se lavaron las bolas de A/G Plus
Agarosa dos veces con un tampoén de alta salinidad y cuatro lavados con un tamp6n de

lavado comercial. Para deshacer los entrecruzamientos proteina-DNA y liberar el DNA,
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se afadio medio de elucion. Se tomaron 50 pL de la solucion de cromatina fragmentada
sin incubacién con el anticuerpo y se afiadieron 300 pL de H,O Milli-Q y 16 uL de NaCl
al 5%, para el control de la fragmentacién de la cromatina. La muestra se mantuvo
durante 4 horas a 68°C para revertir el entrecruzamiento proteina-DNA. Se dejaron
atemperar las muestras y se afiadieron 400 uL de la solucion fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico, se mezcld y se centrifugd 3 minutos a 14000 x g a temperatura ambiente. Se
obtuvo una fase acuosa a la que se le afiadieron 40 uL de acetato sédico 3 My 1 ml de
etanol al 100% y se mantuvo a -20°C durante toda la noche para precipitar el DNA, tras
lo cual las muestras se centrifugaron durante 25 minutos a 14000 x g a 4°C. El

precipitado resultante se resuspendié en 100 uL de H,0 estéril.

5.2. VISUALIZACION DE LA CROMATINA

Para llevar a cabo la visualizacion, se tomaron 15 uL de solucién de cromatina y se
cargaron en un gel de agarosa al 1% con marcadores de DNA. Su visualizaciéon se
realizé6 mediante tincién con GelRed para confirmar que la fragmentacion se habia
realizado correctamente. Tras la purificacion de DNA, se realizaron las amplificaciones
por gqPCR en 25 uL de mezcla de reaccion empleando los primers especificados
anteriormente. La Figura 13 muestra una representacion esquematica del abordaje

experimental de la inmunoprecipitacion de la cromatina.
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Figura 13. Esquema del proceso de experimentacion de la técnica
inmunoprecipitacion de la cromatina
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6. ANALISIS METABOLOMICO

Se aplic6 este abordaje para determinar la concentracion intracelular de los
intermediarios metabdlicos producidos en la glucdlisis, el ciclo de los TCA, la ruta de las
pentosas fosfato y la sintesis de nucleétidos y coenzimas. Con este proposito se
utilizaron 2 x 107 células por condicién y se analizaron mediante cromatografia liquida
de ultra-rendimiento de fase reversa acoplada a espectrometria de masas (UPLC-MS).
El proceso implica tres fases igualmente importantes: i) Preparacion de las muestras, ii)

separacion cromatogréfica y analisis metabolémico, iii) andlisis de datos.

Las células se lavaron mediante centrifugacion en PBS frio y se resuspendieron en la
mezcla acetonitrilo:metanol:agua (2:2:1, v/v/v) que permite la desnaturalizacion de las
enzimas y la desproteinizacion. Posteriormente se agitd la mezcla en vértex durante 30
segundos y se congel6 en nitrégeno liquido a -192°C durante un minuto para detener el
metabolismo. Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se sonicaron
durante 15 minutos. Proceso que se repitié dos veces. Finalmente, se incubaron durante
1 hora a -20°C y se centrifugaron a 16000 x g durante 15 minutos para la
desproteinizacién. Todo el proceso se realiza en frio para evitar la degradacion de los
intermediarios metabdlicos. El contenido del pellet proteico se cuantificé usando el
método de Bradford y el sobrenadante se evaporé a sequedad en un evaporador tipo
SpeedVac. El residuo solido se resuspendi6 en la mezcla acetonitrilo:agua (1:1, v/v). Se
sonico durante 10 minutos a 4°C y se centrifugé a 16000 x g durante 15 minutos para
eliminar el material insoluble. Previamente al analisis por UPLC-MS, las muestras se

volvieron a evaporar a sequedad y se resuspendieron en H.O Milli-Q.

La separacion cromatogréfica se llevé a cabo usando una columna Acquity CORTECS
UPLC® C18, 100 x 2.1 mm, con particulas de 1.6 um (Waters), conectada a una fuente
de ionizacion por electrospray asociada a un espectrémetro de masas Q-TOF SYNAPT
HDMS G2 (Waters). El gradiente de elucién incluye como fases liquidas: (A)
H.O:metanol:acido férmico (95:5:0.1, v/viv) con 5 mM de formiato de amonio, y (B)
acetonitrilo 100% con acido férmico 0.1% y 5 mM de formiato de amonio. El analisis
metabolémico se llevé a cabo segun el modo de ion negativo usando el método MSE
gue permite la deteccion simultanea de analitos en alta (escaneo completo) y baja
energia (energia de colision) con fragmentacion parcial del ion. Todos los metabolitos

se detectaron como (M+H) excepto el OAA, que se detecté como ion (M+H,O+H).

La separacion cromatogréfica del coenzima A y el acCoA se llevé a cabo usando una
columna Luna® Omega Polar C18, 50 x 2,1mm, con particulas de 1,6 um

(Phenomenex). El eluyente para la separacién se compone de las fases: (A) H.0 Milli-
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Q con 15 mM de acetato de amonio y (B) metanol:acetonitrilo (2:8, v/v) con 8.3 mM de

acetato de amonio. Los analitos se detectaron en el modo de ion positivo.

6.1. ESTUDIOS FLUXOMICOS

El andlisis de incorporacion de carbonos derivados de la glucosa y la glutamina se
realiz6 mediante UPLC/MS. Dado que la cromatografia separa los analitos en funcién
de la raz6n masa/carga, los carbonos M=13 se distinguen de los carbonos M=12 por la
diferencia de masa.

Los experimentos se realizaron con 2 x 107 CDs preincubadas con [**Cs-glucosa] 10
mM durante una hora y se afiadieron controles con [*?Cs-glucosa] en las mismas
condiciones experimentales, tras lo cual se estimularon con 1 mg/ml de zymosan
durante 30 minutos. El mismo esquema se utilizé en los experimentos con [°Cs-
glutamina] 4 mM. La preparacion de las muestras, la separacién cromatografica y
andlisis metabolémico se realiza como se ha descrito en el caso de los analisis
metabolémicos. La Figura 14 muestra una representacion esquematica del abordaje

experimental del andlisis
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Figura 14. Esquema del analisis de intermediarios metabdlicos mediante estu-
dios metabolémicos.
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7. ESTUDIOS BIOENERGETICOS EN TIEMPO REAL

El analisis bioenergético se realiz6 con el analizador de flujo extracelular Seahorse XF
HS mini de 8 pocillos, para la mayoria de los experimentos y en otros casos con un
Seahorse XFp24 de 24 pocillos cuando se trat6 de definir los parametros energéticos
con mayor detalle. En ambos casos se pre-trataron las placas de cultivo tipo Seahorse
con poli-L-lisina durante 30 minutos y se lavaron cinco veces durante un minuto con
H20 Milli-Q, para permitir la adhesion de las células a las placas. Tras este tratamiento,
se aplicaron en cada pocillo 3 x 10° células en el analizador XFp24 y 1 x 10° en el
analizador XF HS mini, en un volumen de 100 pl. Se centrifugaron a 200 x g durante 1
minuto y se completd el medio de cultivo hasta alcanzar el volumen final de 300 ul en
el caso de XF HS miniy 500 ul en el caso de XFp24. Los farmacos utilizados para
analizar los mecanismos bioguimicos se incubaron a 37°C sin CO, durante una hora.
El medio de cultivo en ambos casos fue RPMI de Agilent sin rojo fenol, suplementado
con 10 mM de glucosa, 2 mM de L-glutamina y 1 mM de piruvato. En el caso de los
experimentos con etomoxir, el medio de cultivo no contenia estas adiciones. Una vez
preparadas las placas del andlisis con las células adheridas, se cargaron los cartuchos
con los farmacos controles segun cada protocolo y el zymosan a la concentracion de

0.4 mg/ml.

7.1.

RATIOS DE CONSUMO DE OXIGENO Y ACTIVIDAD GLUCOLITICA EN TIEMPO REAL

La OCR se considera un indicador fidedigno de la OXPHOS, mientras que la ECAR
refleja la actividad glucolitica. Los valores de OCR y ECAR se midieron siguiendo el
protocolo XF Cell Mito Stress Test Acute Injection que determina variaciones en el pH
y presion de O; bajo condiciones basales y en respuesta a los compuestos que se van
adicionando secuencialmente desde los cartuchos cargados previamente con:
oligomicina 1 uM, que inhibe el complejo V de la ETC o ATP sintasa, FCCP 2 uM, que
desacopla la mitocondria y permite el paso de protones a través de la membrana y la
mezcla rotenona/antimicina (Rot/AA) 0,5 uM, las cuales inhiben los complejo | y Il de
la ETC, respectivamente. La inyeccién aguda en todos los casos se realizé utilizando
como estimulo 0.4 mg/ml zymosan. La Figura 15 muestra una representacion
esquemaética del orden de inyeccion del estimulo y de los distintos compuestos y los

efectos derivados de los mismos en OCR y ECAR.
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Figura 15. Esquema del estudio bioenergético mediante la tecnologia Seahorse:
La OCRy la ECAR.

7.2. PRODUCCION DE ATP MITOCONDRIAL Y GLUCOLITICO EN TIEMPO REAL

Los niveles de ATP mitocondrial y glucolitico se midieron siguiendo el protocolo XF
ATP Production Rate Acute Injection, que discrimina el ATP producido durante la
glucdlisis del obtenido tras la respiracion mitocondrial gracias a la adicién en serie de
oligomicina 1,5 uM y la mezcla Rot/AA 0,5 uM. La adicion de oligomicina permite el
célculo de la ratio de consumo de oxigeno acoplado a la produccion de ATP durante la
OXPHOS (OCRatpr) segun la ecuacion;

OCRAatP= OCRT0ta-OCROoiigo, €l OCRAatp Se transforma posteriormente en mitoATP.
Asimismo, el ATP glucolitico se determina gracias a la relacion estequiométrica que

existe tras la conversion de una molécula de glucosa hasta lactato segun la ecuacion;
1 Glucosa + 2 ADP+ 2 P; = 2 lactato + 2 ATP + 2 H* + 2 H,O

De tal manera que el glycoATP es igual a la ratio de flujo de protones glucoliticos,
glycoPER.

Asi, el ATP production rate (pmol ATP/min) = mitoATP production rate (pmol ATP/min)
+ glycoATP production rate (pmol ATP/min)
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7.3. FLUJO DE PROTONES GLUCOLITICOS (GLYCOLYTIC PROTON EFFLUX RATE: “GRA”)

La actividad glucolitica en CDs se midié usando el protocolo XF Glycolityc Protton
Efflux Rate Induced Assay (GRA) que discrimina el flujo de protones glucoliticos del
producido en la mitocondria. La conversién de una molécula de glucosa hasta CO; y

H20O puede liberar H* al medio extracelular a partir de:

A. La oxidacion de piruvato hasta lactato en el citosol:
Glucosa + 2 ADP+ 2 P; = 2 lactato + 2 ATP + 2 H* + 2 H,O

B. La liberacién de CO. desde la mitocondria que puede acidificar parcialmente el
medio extracelular: CO2+H20 = HCO3™ + H*

A partir de la medida de la cantidad de O, consumido, se puede determinar la cantidad
de CO: liberado al medio extracelular, discriminando la acidificacién por lactato
(glycoPER) de la mitocondrial (mitoPER). Esto es importante en los casos donde el
estimulo produce una gran actividad mitocondrial y pueden de esta forma falsear los
datos atribuidos a la glucdlisis.

La adicion de la mezcla Rot/AA 0,5 uM suprime la liberacion de protones derivados de
la mitocondria y permite determinar la acidificacion que proviene del lactato segin la
ecuacion: GlycoPER = PERta -PERRroTaa. La inyeccién posterior de 2-DG 50 mM, un
analogo de la glucosa que inhibe la glucdlisis al unirse de forma competitiva a la

hexokinasa, evita la acidificacion glucolitica.

La Figura 16 muestra una representacion esquematica del orden de inyeccién del
estimulo y de los distintos compuestos, y los efectos derivados de los mismos en la
OCRYy la ECAR.
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Figura 16. Esquema del analisis bioenergético: GRA y ATP.

8. ANALISIS DE ROS

Las CDs se preincubaron con los inhibidores de la SDH durante 30 minutos.
Transcurrido ese tiempo, se estimularon con zymosan sonicado (5 particulas/célula)
durante 30 minutos. Para el ensayo de los ROS citoplasmaticos, las CDs se recogieron
en frio a la concentracion de 10° células/ml y se marcaron con 10 uM de DCF en la
oscuridad a 37°C durante 30 minutos. Trascurrido este periodo, las células se lavaron
dos veces con PBS. Para el ensayo de los ROS mitocondriales, 10° CDs/ml se
preincubaron en la oscuridad con 2.5 uM de MitoSOX™ durante 10 minutos a 37°C, tras
lo cual, las células se lavaron dos veces con medio HBSS suplementado con Ca?*y
Mg?* para optimizar la incorporacion. La formacién de DCF por la oxidacién de DCFH y
la formacion de hidroetidina por la oxidacion de MitoSOX™ se analizaron en un citbmetro
de flujo Galios usando el laser azul de 488-nm para DCF (hex 502 nm/Aem 523 nm) y para
MitoSOX™ (Aex 510 nm/Aem 580 nm). El andlisis cuantitativo de los datos se llevo a cabo

usando el software Kaluza 1.1(Beckman Coulter).
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron con el programa estadistico Prisma 9.0 (GraphPad
Software, Inc.) y se representan como la media + error estdndar de la media (SEM). Se
realizaron analisis ANOVA de una y dos vias. Cuando los datos no seguian una
distribucion normal ni tenian varianzas iguales, se aplicé una transformacion logaritmica
antes del andlisis. La comparacion entre dos grupos experimentales se llevd a cabo
usando datos pareados y no pareados mediante el test Student t-test de dos colas,
Wilcoxon signed-rank test y Mann-Whitney test. Las diferencias se consideran

significativas para un valor de p<0.05.
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RESULTADOS

1. EFECTOS DE LA ESTIMULACION CON ZYMOSAN SOBRE LAS CDS

1.1. REPROGRAMACION METABOLICA EN RESPUESTA AL ZYMOSAN

El zymosan contiene la estructura de la pared externa de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, lo que lo hace extremadamente Util para reproducir el efecto de los patrones
moleculares fangicos por su capacidad de unirse a los receptores dectin-1, dectin-2 y
TLR2. La estimulacion de las CDs con zymosan durante cuatro horas induce la
expresion del mMRNA que codifica las citoquinas IL23A, IL10, TNF e IL1B (Figura 17A).
Cuando se utilizé zymosan en el que se habia eliminado el componente de a-mananos
(zymosan deplecionado), implicado en la induccion de la respuesta dependiente del
receptor TLR2 y de dectin-2 (131), no se observé un aumento apreciable de la expresion
de las citoquinas.

Con el fin de caracterizar la reprogramacioén metabdlica, se analizaron los niveles de los
intermediarios del ciclo de los TCA. Como se muestra en la Figura 17B, la estimulacion
con zymosan durante 30 minutos disminuyo los niveles intracelulares de citrato, piruvato
y a-KG y aumento los niveles de lactato, OAA y succinato. Los niveles de malato,
fumarato y acCoA no se madificaron. El zymosan deplecionado no redujo los niveles

de citrato y piruvato, ni la razén a-KG/succinato.
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Figura 17. Reprogramacion metabdlica en respuesta al zymosan.

(A) Las CDs se incubaron en presencia y ausencia de 1 mg/ml de zymosan o de zymosan
deplecionado durante 4 horas. Al final de este periodo, se procedid a la extraccion del RNAy a
la cuantificacion del mMRNA que codifica las citoquinas mediante qPCR. Los datos se representan
como la media + SEM.

(B) Las CDs se incubaron en presencia de zymosan o zymosan deplecionado durante 30
minutos. Al final de este proceso, se extrajeron los metabolitos para su medida por UPLC/MS.
Los datos se representan como la media + SEM.

1.2. CAMBIOS DEL FENOTIPO METABOLICO TRAS LA ESTIMULACION

Con el propésito de determinar si los cambios en los niveles de los intermediarios del
ciclo de los TCA se correlacionan con cambios en el metabolismo energético, se hicieron
estudios en tiempo real con la tecnologia Seahorse. El zymosan aument6 la OCR y la
ECAR a los 30 minutos (Figura 18A), asi como la produccién de ATP acoplado a la
respiracion y el consumo de oxigeno no mitocondrial. Sin embargo, no modificé la
capacidad respiratoria méxima de las CDs (Figura 18B). En vista de la elevada

produccion de ATP mitocondrial inducida por el zymosan, se estudio el efecto de la
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inhibicién del complejo V sobre la expresidon de citoquinas. La adicién de oligomicina
redujo la expresion de los mRNAs de las citoquinas IL23A e IL10 de forma dependiente

de la concentracion (Figura 18C).

800+
A mEcControl [ Zymosan B C
= 600 o
o £ & 0Ol 150+
Zym Oli FCCP Rot/AA 28 100 °
o ULl : T -
200 ﬁ ‘§ 1004
600 <z
5 o s
5 E £ & °
3400 2501 S
Ot © E= o
=
] T 2004 o
200~ —‘—\b § z 0
-— g £1s0q , 100+
] T T 1 € g
0 50 100 150 e 2100+ o5 80+ e
. . - .2 —_—
. Tiempo (minutos) o s =3 s [
<2 o
o ZE 404
g5 “
— 15004 o
x g : ES )
5= 3 .
=} E<E . . L 0-
we c £ 1000 Oligomicina(uM) 015015
SE Zymosan - - -4+ ++
s
= 5004
0 T T 1 %
V] 50 100 150 xr
Tiempo (minutos) o

Figura 18. Fenotipo metabdlico y efecto de la inhibicion del complejo V sobre la
expresion de citoquinas.

(A y B) Las CDs se transfirieron a placas de cultivo Seahorse para los experimentos en tiempo
real en presencia de 0,4 mg/ml de zymosan, oligomicina (Oli) 1 yM, FCCP 2 uM y la mezcla
Rot/AA 0,5 uM. Las graficas muestran los resultados obtenidos utilizando el protocolo Seahorse
XF Cell Mito Stress Test Acute Injection.

C. Las CDs se incubaron en presencia y ausencia de oligomicina durante una hora a las
concentraciones indicadas. Posteriormente se estimularon con 1 mg/ml de zymosan. Tras cuatro
horas de estimulacion, se extrajo el RNA para la cuantificacion del mRNA que codifica las
citoquinas /IL23A e IL10 mediante qPCR. Los datos se representan como la media + SEM.
*p<0.05. Datos pareados, Student’s t-test de dos colas.

Estos datos indican un cambio del fenotipo metabdlico que afecta a la glucdlisis, al ciclo
de los TCAy a la OXPHOS, por lo que se estudio la dependencia de estos cambios de
distintas fuentes de energia utilizando inhibidores de las rutas metabdlicas: UK5099
como inhibidor del transportador mitocondrial de piruvato, BPTES como inhibidor de la
glutaminolisis y etomoxir como inhibidor irreversible del sitio activo de la carnitina-
palmitoiltransferasa 1 y, en consecuencia, de la oxidacién de acidos grasos (Figura
19A). Las CDs se incubaron con los inhibidores durante 30 minutos antes de ser
transferidas a las placas de Seahorse. Como se muestra en la Figura 19B, la adicion de
UK5099 disminuy6 la OCR y la ECAR, de forma similar a lo que se observa al inhibir la
anaplerosis de glutamina, a juzgar por el resultado obtenido con el inhibidor de la
glutaminolisis BPTES. Dado que el UK5099 redujo la OCR y que esto podria dificultar
la medida de la ECAR debido a la reduccion de los protones del medio extracelular

derivados de la OXPHOS se analiz6 la fraccion de protones glucoliticos liberados al
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medio. Los resultados mostraron un aumento del porcentaje de protones glucoliticos
(Figura 19C), lo que se puede explicar como un intento de mantener los niveles de poder

reductor tras la caida de la OCR.
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B. Efecto de la inhibiciéon de las distintas fuentes de energia sobre OCR y ECAR tras la
estimulacion con zymosan. Las CDs se preincubaron durante 30 minutos con los distintos
inhibidores a las concentraciones indicadas y se transfirieron a placas de cultivo Seahorse para
el estudio en tiempo real. Posteriormente, se adicionaron 0,4 mg/ml de zymosan, la mezcla
Rot/AA 0,5 uM y 2-DG 50 mM. Se muestran los resultados obtenidos usando el protocolo
Seahorse XF glycolityc rate induced assay.
C. Efecto de la inhibicion de la entrada de piruvato en la mitocondria sobre la glucdlisis
basal y la inducida. El disefio experimental se corresponde con lo mostrado en (B). Los
resultados se obtuvieron de acuerdo con el protocolo Seahorse XF glycolytic rate induced assay.
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La inhibicién de la B-oxidacién de acidos grasos con etomoxir no indujo efecto alguno
cuando el medio contenia glucosa y L-glutamina (Figura 19B). Sin embargo, en ausencia
de glucosa y L-glutamina disminuyeron la OCR y la ECAR, tanto en células en reposo

como tras la estimulacion (Figura 20).
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Estos resultados indican que la reprogramacion metabdlica producida por el zymosan
afecta a la utilizacién de glucosa y L-glutamina, mientras que el recurso a la utilizacion

de acidos grasos solo se produce en ausencia de otros sustratos.

1.3. EFECTOS DE LA ESTIMULACION SOBRE LA LIBERACION DE ROS

La activacion de las CDs por TLR2 y dectin-1 se asocia con la produccién de ROS, lo
que permite la destruccién de los microorganismos fagocitados y el procesamiento de
los antigenos para su presentacién y el inicio de la respuesta inmune adaptativa (132).
En concordancia con este criterio, la estimulacién con zymosan produjo un aumento
dosis-dependiente de la produccién de ROS citosélicos por las NADPH oxidasas, a
juzgar por el aumento de la fluorescencia derivada del DCF (Figura 21A). La liberacion
de ROS citosdlicos alcanzé su maximo a los 30 minutos y disminuy6 rapidamente hasta
alcanzar los niveles de reposo, mientras que los ROS mitocondriales medidos con
mitoSOX™ fueron mas elevados tras cuatro horas de estimulacién y no descendieron
hasta transcurridas 48 horas (Figura 21B). La liberacién de ROS citosélicos a los 30
minutos concuerda con los resultados obtenidos en el Seahorse, puesto que en este
sistema se puede discriminar el consumo de oxigeno no mitocondrial (Figura 18B). Este
efecto depende principalmente de la actividad de la NADPH oxidasa 2, mas que de la
NADPH oxidasa 5, a pesar de la relevancia atribuida a ésta en CDs (133), puesto que
los niveles del mMRNA de la NADPH oxidasa 2 fueron mucho més elevados que los de
la NADPH oxidasa 5 (Figura 21C).
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B. Cinética de produccion de ROS por la estimulacion con zymosan 1 mg/ml. Las CDs se

marcaron con DCF y MitoSOX™ para el estudio de la produccion de ROS derivados de las
NADPH oxidasas y de la actividad mitocondrial, respectivamente. Los datos se representan
como la media £SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. Datos pareados, Student’s t-test de dos
colas.

C. Expresién del mRNA que codifica NADPH oxidasa 2 y 5 (NOX2) y (NOX5) en CDs en
reposo y tras la estimulacion con zymosan durante 4 horas. Los datos se representan como la
media +SEM. *p<0.05. Datos pareados, Student's t-test de dos colas.

Tomados en conjunto, estos datos indican que el zymosan produce una reprogramacion
metabdlica que incluye el aumento de la glucdlisis y la OXPHOS, asociados con la
utilizacion de glucosa y L-glutamina, e independiente de la -oxidacion de acidos grasos.
El fenotipo metabdlico incluye un cambio en la concentracién de los intermediarios del
ciclo de los TCA, caracterizado por el elevado consumo de los intermediarios iniciales
del ciclo, mientras que los metabolitos finales se mantienen o incluso se incrementan.
Estos resultados muestran la asociacion del fenotipo metabdlico con el patréon de

expresion de citoquinas inducido por los patrones flngicos (Figura 17A).

2. IMPORTANCIA DE LA LANZADERA MALATO-ASPARTATO EN LA
RESPUESTA INMUNE

2.1. EFECTO DE LA LANZADERA MALATO-ASPARTATO SOBRE LA EXPRESION DE
CITOQUINAS

La actividad mitocondrial se mantiene en parte por la lanzadera malato-aspartato. El

malato se intercambia por aspartato y aporta poder reductor a la matriz mitocondrial.
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Asimismo, la lanzadera mantiene la glucélisis aportando NAD* al citosol. Una
representacion esquematica del mecanismo de accién de la lanzadera se muestra en la
Figura 22A.

Estudios recientes han demostrado que cambios metabdlicos en la lanzadera malato-
aspartato provocan modificaciones epigenéticas determinantes para el balance de los
linfocitos Th17 y Treg, lo que puede contribuir, en algunos casos al desarrollo de
autoinmunidad (122).

Dada la dependencia de la expresion de citoquinas de la actividad de la ETC (Figura
18C), se estudio el efecto de la lanzadera mitocondrial malato-aspartato. La aspartato-
aminotransferasa se inhibi6é utilizando AOA y se fomenté su actividad afiadiendo el
sustrato de la enzima, aspartato. El AOA redujo la expresion del mMRNA de los genes
que codifican las citoquinas IL23A e IL10, sin modificar la expresion de TNF e IL1B.
Contrariamente, la adicion de aspartato aumento la expresion de las citoquinas y revirtié
el efecto del AOA (Figura 22B).
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Figura 22. La lanzadera malato-aspartato y la expresion de citoquinas inducida
por el zymosan.

A. Esquema del mecanismo de aporte de NADH al interior de la mitocondria. Las lineas
rojas representan los componentes de la lanzadera. SLC25A11, intercambiador malato/a-KG.
SLC1A3, transportador glutamato/aspartato. MDH, malato deshidrogenasa. AAT, aspartato
aminotransferasa.

B. Efecto de la adicion de aspartato exégeno sobre la expresion del mMRNA que codifica las
citoquinas y reversién del efecto inhibitorio de la enzima aspartato aminotransferasa por el acido
aminooxiacético (AOA). Aspartato y AOA se afadieron una hora antes de la estimulacion con 1
mg/ml de zymosan. Tras un periodo de incubacion de 4 horas, se procedio a la extraccion del
RNAy a la cuantificacion del mRNA de las citoquinas. Los datos se muestran como porcentaje
de la respuesta observada y se presentan como la media £SEM. *p<0.05, ***p<0.001. Student’s
t-test de dos colas.
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2.2. EFECTO DE LA LANZADERA MALATO-ASPARTATO SOBRE EL METABOLISMO
ENERGETICO

Mediante la tecnologia Seahorse se observo que el AOA disminuy6 la OCR y la ECAR
inducidos por el zymosan. La adiciébn de aspartato no mostré ningun efecto sobre la
OCR Yy la ECAR, mientras que cuando se administré tras el AOA, contrarresto el efecto
inhibitorio del AOA sobre la ECAR (Figura 23A).

Experimentos en los que el registro de los pardmetros energéticos se mantuvo durante
seis horas mostraron resultados similares. Ademas, la adicién de aspartato exégeno
contrarrestré el efecto inhibitorio del AOA sobre la OCR (Figura 23B).
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Figura 23. Efectos de la inhibicién con AOA de la lanzadera malato-aspartato y

del aspartato exdégeno sobre el metabolismo energético.

Las CDs se trataron con AOA, aspartato y 0,4 mg/ml de zymosan a los tiempos indicados. Las
graficas mostradas en el panel derecho de (A) se han construido a partir de los registros con
intervalos de tiempo entre 80 y 140 minutos mostrados en los paneles izquierdos. Las graficas
mostradas en el panel derecho de (B) se construyeron partir de los registros obtenidos entre 80
y 360 minutos (panel izquierdo de B). Los datos representan la media +SEM. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.005. Student’s t-test de dos colas.

Dado que una parte del efecto sobre la OCR producido por el AOA puede deberse a la
disminucion del aporte de poder reductor a la ETC, se estudi6 la caida de la produccién
de ATP en tiempo real utilizando un procedimiento que permite discriminar el ATP
producido en la mitocondria del derivado de la glucdlisis mediante la adicion en serie de
oligomicina y la mezcla Rot/AA. La estimulacién con zymosan durante 30 minutos
aumento el ATP mitocondrial y el ATP glucolitico. La inhibicion de la lanzadera con AOA
disminuy6 el ATP producido en ambas rutas, mientras que la suplementacion con

aspartato revirtié el efecto inhibitorio del AOA sobre la produccion de ATP glucolitico

(Figura 24A).
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La lanzadera malato-aspartato contribuye a mantener la glucélisis mediante el aporte de
NAD?, por lo que se estudi6 el papel del AOA y del aspartato en el mantenimiento de la
glucolisis midiendo el flujo de protones glucoliticos mediante la adicion en serie de la
mezcla Rot/AA y de 2-DG. Como se muestra en la Figura 24B, la adicion de AOA
disminuyo el flujo de protones glucoliticos tanto en condiciones basales como durante
la estimulacion, mientras que la suplementacibn con aspartato revirti6 el efecto
inhibitorio del AOA.
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B. Efectos del AOA y el aspartato sobre el glycoPER (flujo de protones de la glucolisis
liberados al medio extracelular) en condiciones basales y en presencia de zymosan.

Estos resultados muestran que la expresion de las citoquinas IL23A e IL10 inducida por
el zymosan depende de la compartimentalizacién del sistema redox NAD(H) y de su

regulacién por la lanzadera malato-aspartato.

3. TRANSPORTE DE PIRUVATO A LA MITOCONDRIA

3.1. EFECTO DEL PIRUVATO MITOCONDRIAL SOBRE LA REPROGRAMACION
METABOLICA

La activacion de las células de la linea monocito-macrofagica con estimulos como LPS,
inteferones de tipo | y el ligando de TLR3 poly(I:C) produce un cambio del fenotipo
metabdlico en el que destaca el aumento de la glucdlisis sin que se incremente de forma
paralela la OXPHQOS, lo que remeda el efecto Warburg observado en células tumorales
(110,134). Sin embargo, la estimulacidon con zymosan aumenta concomitantemente la
glucdlisis y la OXPHOS, lo que concuerda con estudios recientes que muestran la

importancia del flujo de piruvato a la mitocondria en el mantenimiento de la activacion
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de los macrofagos (73). Por este motivo, la produccion de una cierta cantidad de ATP
mitocondrial generado por la oxidacion del piruvato seria un requisito indispensable para

la produccion de citoquinas.

Puesto que el piruvato es el ultimo producto de la glucdlisis y alimenta el ciclo de los
TCA, se inhibié su transporte a la mitocondria mediante la incubacién durante 30 min
con UK5099. La inhibicion produjo el aumento de los niveles de lactato en las células
estimuladas, sin que se produjeran cambios significativos de los niveles de acCoA,
aunque se redujeron los niveles de citrato y piruvato. En los pasos siguientes del ciclo
de los TCA, sélo se observaron cambios significativos del succinato y el fumarato (Figura
25A). EI UK5099 aumentd la expresion de la subunidad A de la SDH, lo que se interpreta
como un mecanismo compensatorio dirigido a mantener la continuidad del ciclo de los

TCA al favorecer el paso de succinato a fumarato (Figura 25B).
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CDs  CDs estimuladas Figura 25. Efecto de la inhibicion del transporte
"Bl Control ' mml Zymosan' de piruvato a la mitocondria sobre los niveles
UK-5099 EEUK5099 intracelulares de intermediarios metabdlicos.
s A. Las CDs se trataron con UK5099 50 pyM durante
30 minutos y se estimularon con zymosan durante 30
T o, A minutos. Al final de este periodo se recogieron los lisados
% % celulares para la medida de los distintos intermediarios por
&3, UPLC/MS. Los resultados representan la media + SEM.
% g ala *p<0.05. Datos pareados y no pareados, Student’s t-test
a E 4 de dos colas.
@ B. Expresion del mRNA de la subunidad A de la SDH
0 en CDs en ausencia y presencia de zymosan. El mRNA se
Zymosan - - + + extrajo tras cuatro horas de estimulacion para el analisis

del mRNA que codifica la SDH A.
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3.2. EFECTO DEL PIRUVATO SOBRE LA EXPRESION DE CITOQUINAS

Puesto que los niveles intracelulares de citrato se mantienen por la entrada de piruvato
y su procesamiento hasta acCoA por el PDC, se estudid la funcion del PDC. La actividad
del PDC se regula negativamente por fosforilaciones dependientes de la piruvato
deshidrogenasa kinasa | en la serina-293 de la subunidad E1-a del PDC. La estimulacién
con zymosan Yy la inhibicion de la piruvato deshidrogenasa kinasa 1 con dicloroacetato
disminuyeron esta fosforilacion, lo que favorece la oxidacion de piruvato hasta acCoA.
Por el contrario, el citrato aument6 la fosforilacion de la subunidad El-a, lo que
concuerda con su capacidad para inhibir la actividad del PDC (135) (Figura 26A). El
dicloroacetato aumento la expresion del mMRNA de las citoquinas IL23A e IL10 siendo el
efecto mas acusado a concentraciones méas bajas (Figura 26B), lo que indica que la
activacion del PDC es necesaria para la expresion de las citoquinas I1L-23 y la IL-10.
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Figura 26. Papel del PDC sobre la expresion de citoquinas.

A. Fosforilacion de la serina-293 (S293) de la subunidad E1-a del PDC en CDs tratadas con
citrato 5 mM, UK5099 50 pM y 5 mM dicloroacetato (DCA) durante una hora y estimuladas con
zymosan durante 30 minutos. La membrana se incub6 con anticuerpo anti-P-S293-PDC E1-a 'y
se sometid a stripping y reblotting con anticuerpos anti-PDC E1-a y anti-B-tubulina. Los analisis
densiométricos representan dos experimentos independientes.

B. Efecto de la inhibicion de la piruvato deshidrogenasa kinasa | con dicloroacetato (DCA)
sobre la expresion de citoquinas. *p<0.05, Student’s t-test de dos colas.

Para determinar si la disminucion del flujo de piruvato a la mitocondria mimetiza el efecto
de la inhibicién de la actividad del PDC sobre la expresiéon de citoquinas, las CDs se

incubaron con UK5099 durante 30 minutos y se estimularon con zymosan durante 4
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horas. La inhibicién produjo una disminucion de la expresion del mMRNA de las citoquinas
IL23A, IL10, IL1B y TNF, mientras que la suplementacion con acetato, que permite a la
formacion de acCoA nucleocitosdlico por la actividad de la ACSS2, aument6 de manera
significativa el mMRNA de la IL23 e IL10 y revirtio el efecto del UK5099 (Figura 27).

CDs CDs estimuladas
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UK5099 50uM Il UK5099 50uM Figura 27. Efecto de la inhibicion
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Estos datos muestran que el transporte de piruvato y su procesamiento a acCoA son
indispensables para la expresion de IL-23 e IL-10. La actividad de la ACSS2 y el acetato

citosélico constituyen un mecanismo alternativo de produccion de acCoA.

3.3. ACCOA EN EL COMPARTIMENTO NUCLEOCITOSOLICO Y ACETILACION DE
HISTONAS

La dependencia de la expresion de citoquinas de la entrada de piruvato en la mitocondria
y de la actividad del PDC puede deberse a dos mecanismos: i) La generacién de
esqueletos de carbono para la formacion de citrato, que sale de la mitocondria a través
del SLC25A1 y genera acCoA a través de la ACLY, vy ii) el aporte de NADH al complejo
| de la ETC. Puesto que el acCoA es el sustrato para las reacciones de acetilacion de
histonas, se estudio la acetilacion de los sitios kB del promotor proximal del gen IL23A
y del sitio CRE del promotor de la IL10 mediante la inmunoprecipitacion de la cromatina
con anticuerpo anti-acetil-lisina-9-histona-3. La eleccion de la acetilacion de la lisina 9
se justifica porque esta modificacion esta implicada en el control de la expresion de
genes glucoliticos, entre los que incluye HIF1a (93). Las CDs se incubaron en presencia
de UK5099 y acetato durante media hora y se estimularon con zymosan durante cuatro
horas. El zymosan incrementé significativamente la unién del anticuerpo anti-acetil-

lisina-9-histona-3 en los promotores de los genes IL23A e IL10, mientras que el UK5099
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redujo la unién del anticuerpo. La incubacién con acetato indujo un ligero aumento de la
acetilacion en el promotor de IL23A y no produjo cambios significativos en el promotor
de IL10 (Figura 28A, Panel izquierdo). El dicloroacetato aumento la acetilacion de las
histonas (Figura 28A, panel derecho). Estos resultados permiten asociar el flujo de
piruvato a la mitocondria y la formacién de acCoA nucleocitosélico con la transcripcion
de las citoquinas IL23A e IL10.

Con el proposito de determinar si la acetilacién de histonas tenia un caracter global, se
estudiaron lisados celulares (Figura 28B). Asimismo, se estudio la fosforilacion en la
serina 10 de la histona 3, modificacion que suele preceder y facilitar la acetilacion. Esta
acetilacion se observé en condiciones basales y aumenté ligeramente cuando las
células se estimularon con zymosan, pero no se apreciaron cambios tras la adicion de
UK5099 o acetato. Dado que los cambios observados son mas notables a nivel de los
promotores, los resultados sugieren que las acetilaciones no se deben a un proceso que
afecte globalmente a las histonas, sino que ocurre de forma selectiva en los promotores

de algunas citoquinas.

A,_QDs_| ,_QDs_esthuLadasj lic.cﬁw‘,_%m_esﬂmubda%
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Figura 28. Efecto de la estimulaciéon y de
compuestos activos sobre el metabolismo

B Control  Zymosan energético en la acetilacion de la lisina 9 de la
- histona 3.
-S10- T S B P hibiid
P-S10-H3 . A. Efecto de la inhibicién del UK5099, de Ia

suplementacién con acetato y del dicloroacetato (DCA)
AC-K9-H3 = o oo wememew®®  sobre |a acetilacion de la lisina 9 (K9) de la histona 3
(H3) en los promotores de la IL23A e IL10.

H3 wesepenatiasien B. Efecto del UK5099 y del acetato exdgeno
UKS095 - % - + - £ . & sobre la acetilacion global de la lisina 9 (K9) de la
Acetato - - + + - - + + histona 3 (H3) en lisados celulares y sobre la

fosforilacién de la serina 10 (S10) de la histona 3 (H3).
Los datos se presentan como la media + SEM (n=3).
*p<0.05. Student’s t-test de dos colas.
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4. CITRATO, ACLY Y EXPRESION DE CITOQUINAS

4.1. EFECTO DE LA ADICION DE CITRATO SOBRE EL FENOTIPO METABOLICO

El zymosan produce una caida en los niveles de citrato, lo que sugiere un elevado
consumo, por lo que se dirigieron los experimentos a estudiar la implicacion de la ACLY,
gue transforma el citrato nucleocitosolico en acCoA y OAA. El inhibidor de la actividad
de la ACLY, BMS-303141 no mostro efecto sobre la expresion de citoquinas, lo que
puede explicarse por la deplecion de los niveles de citrato inducida por el zymosan (136).
Este resultado sugirié la necesidad de analizar el efecto de la replecién del citrato con
suplementos de citrato.

La entrada de citrato al interior celular se realiza a través de los transportadores de
membrana di y tri-carboxilicos SLC13A2, SLC13A3y SLC13A5, por lo que se analizé la
expresion de su mRNA utilizando como control positivo la linea celular hepatica HEPG2.
Como se muestra en la Figura 29A, no se observo expresion del mRNA de los
transportadores en CDs y si en células HEPG2. Sin embargo, los estudios de

inmunodeteccidén mostraron la presencia de la proteina (Figura 29B).

A
g CDs - HEPG2 Figura 29. Expresion de los
2 % z o® transportadores de citrato.
E °  Eoom A. Expresion del mRNA de los
£ 7" £ ot transportadores SLC13A2,
s £ o SLC13A3 y SLC13A5 en CDs
g oo £ u (Panel izquierdo) y en la linea
g = celular hepatica, HEPG2 (Panel
2 0.000- - ‘5 ” 2 oo T o derecho).
\/@v o 0\5‘” &«'5 \'5“\9\'” B. Expresion de las proteinas
e ¥ T SLC13A2 y SLC13A5 en la linea
HEPG2 y CDs en reposo y
B [ Control B Zymosan estimuladas con zymosan durante 4
horas.
A2 A5
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Como se muestra en la Figura 30, el citrato exdgeno aumento significativamente los
niveles intracelulares de citrato y piruvato en las células en reposo y tras la estimulacion
con zymosan, mientras que el itaconato solo aument6 en las células estimuladas. El
BMS-303141 no modificé los niveles de los metabolitos. Los niveles de acCoA y OAA

no mostraron cambios significativos ni con la adicién de citrato exdgeno ni tras la

80



RESULTADOS

inhibicién de la ACLY, lo que posiblemente se explica por el rapido recambio de estos

metabolitos.
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Figura 30. Medida de los intermediarios del ciclo de los TCA en CDs estimuladas
con zymosan en presencia de citrato exégeno y BMS-303141.

Las CDs se incubaron en presencia y ausencia de citrato y BMS-303141 durante una hora,
previamente a la estimulacién con 1 mg/ml de zymosan. Tras 30 minutos de estimulacion, las
CDs se lavaron para retirar el citrato no incorporado y se extrajeron los metabolitos
intracelulares para su medida por UPLC/MS. Los datos se representan como la media +SEM
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001. Datos pareados, Student’s t-test de dos colas. ,
#,Ratio pareado t-test.

Tomados en conjunto, estos resultados podrian explicarse por el efecto inhibitorio del
citrato sobre el PDC (135) y la conversién de OAA en malato y piruvato por la malato
deshidrogenasa citosélica y la enzima malica. EI aumento de itaconato tras la
estimulaciéon con zymosan concuerda con estudios recientes que asocian su aumento
con la induccién de la enzima cis-aconitato descarboxilasa (137), que cataliza la

descarboxilacion de cis-aconitato para formar itaconato.

4.2. EFECTO DE LA ADICION DE CITRATO SOBRE LA EXPRESION DE CITOQUINAS

Para determinar si los niveles de citrato influyen en la expresion de citoquinas, se
analizaron sus mRNAs. La suplementacion con citrato aumento significativamente el
MRNA de IL23A, IL1B e IL10 y tendi6 a aumentar el mMRNA de TNF. Como se ha
mencionado anteriormente, la inhibicidén de la ACLY no mostré efecto sobre la expresion

de las citoquinas probablemente debido a la falta de sustrato. La sumplementacion de
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citrato exdgeno seguida de la inhibiciébn de la ACLY disminuyé significativamente la
expresion de los mMRNAs de IL23A, IL10 e IL1B y mostr6é una tendencia a disminuir la
expresion de TNF (Figura 31A).

Ni la adicién de citrato ni la inhibicién de la ACLY modificaron la acetilacion global de la
lisina-14 de la histona 3 tras una hora de estimulacion, mientras que a las cuatro horas
se observo un aumento de la acetilacion en CDs estimuladas con zymosan. Este efecto
fue parcialmente sensible a la suplementacion con citrato, mientras que la inhibicién de

la ACLY no mostro efectos significativos (Figura 31B).
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Citrato 5 mM Citrato+BMS-303141 [ Citrato 5mM I Citrato+BMS-303141
mRNA /L23A mRNA IL10 mRNA /LB mRNA TNF
fold induction fold induction fold induction fold induction
225+ N 250+ * 2000~
2004
[+]
175 * 200 o 1500
150 °
1000
1004 ©
&l | & 5o ° 500
a 0 . 0- 0-
Zymosan - - - - + + + + - - - -+ 4 o+ 4+
B 1 Hora
Control Zymosan 150

ACti-K14-H3  malh e it n e e 0

Histona H3 M

4 Horas
Control Zymosan

Ac-K14-H3
(% del control)

400:
350
300
250
200

ACEtil-KT4-H3 = e s - e

Histona H3 w
0

} O 0 40 DS 0 W2
000\‘0%\“0\\"3‘0&\200\‘0%@d‘:‘é‘oﬁ,\!‘ Zymosan - - - - + + + +
g ﬂ

o o

Ac-K14-H3
(% del control)

Figura 31. Efecto del citrato exégeno y del BMS-303141 sobre la expresiéon del
mRNA de las citoquinas y en la acetilacion global de histonas

A. Las CDs se incubaron en presencia y ausencia de citrato y BMS-303141 durante una
hora antes de la estimulacion con 1 mg/ml de zymosan. Tras 4 horas de estimulacion se
procedio a la extraccion de RNA y a la cuantificacidon del mRNA de las citoquinas mediante
gPCR. Los datos se representan como la media + SEM. *p<0.05. Datos pareados, Student's
t-test de dos colas.

B. Efecto del citrato y BMS-303141 sobre la acetilacion de la lisina 14 (K14) de la histona
3 (H3). Las CDs se incubaron en presencia y ausencia de citrato y BMS-303141 durante una
hora previa a la estimulacion con 1mg/ml de zymosan durante los tiempos indicados.
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Estos resultados muestran que una parte del efecto del citrato sobre la expresion de
citoquinas se ejerce a nivel de la ACLY y depende de su contribucién a la formacion de
acCoA en el compartimento nucleocitosélico y de los productos derivados del OAA. El
itaconato puede modular la produccion de acCoA vy la actividad del ciclo de los TCA
atrapando coenzima A para la produccion de itaconil-CoA (138). Asimismo, el citrato
puede influir en este proceso por interferir en los procesos metabdlicos mediante
inhibicion por producto y mecanismos alostéricos sobre enzimas como el PDC vy la

fosfofructoquinasa (139).

5. SUCCINATO

El succinato se ha asociado recientemente con la respuesta inmune tras describirse su

capacidad para estabilizar HIF1la en macréfagos activados con LPS (80).

5.1. EFECTO DEL SUCCINATO EXOGENO

El succinato extracelular sefializa a través del receptor SUCN1/GPR91. Este se
identificé inicialmente en el rifién, pero estudios recientes han destacado su presencia
en células dendriticas y su participacién en la respuesta inmune (140). Como se
muestra en la Figura 32A, aproximadamente, el 10% de las CDs mostraron expresion
de SUCNRL1 por citometria de flujo. Estos resultados se confirmaron por microscopia
confocal, puesto que solo una fraccion de las CDs mostro tincion positiva (Figura 32B).
El tratamiento con zymosan durante cuatro horas produjo una caida de la expresion del
MRNA del receptor SUCNR1 (Figura 32C). Curiosamente, la adicion de succinato
exogeno no modifico la expresion del mRNA que codifica los genes IL23A e IL10 (Figura
32D).

83



RESULTADOS
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GPR91
C D
[ Control [ | Zymosan
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- 120 . ..
L 0 oo 124 Figura 32. Expresion del receptor
8529 $ 40 SUCNR1/GPR91 y efecto de la sal
§§ 1.54 < gao disédica del acido succinico
gﬁ 1.0- ﬂégm sobre la expresion de citoquinas.
SE ) g, A. Inmunofluorescencia mediante
o= * 0 citometria de flujo del receptor
0.0- 0 SUCNR1/GPR91 en CDs en reposo.
B. Imagen de microscopia de fluorescencia confocal del receptor SUCNR1 en CDs
estimuladas con 1 mg/ml de zymosan durante 30 minutos
C. Expresion del mRNA que codifica al receptor SUCNR1 en CDs estimuladas con

zymosan durante 4 horas. Los resultados representan la media + SEM. *p<0.05. Student’s t-test
de dos colas.

D. Las CDs se preincubaron con sal disddica del acido succinico (Succinato) 0.5 mM
durante 30 minutos y se estimularon con zymosan durante 4 horas. Al finalizar este periodo se
extrajo el RNA para la medida del mRNA que codifica las citoquinas IL23A e IL10. Los resultados
representan la media + SEM.

5.2. EFECTO DEL SUCCINATO INTRACELULAR

Puesto que el zymosan aumenta los niveles intracelulares de succinato y que la
suplementacion del medio con succinato no muestra efectos significativos sobre la
expresion de citoquinas, se postul6 que su efecto podria explicarse a través de sensores
intracelulares. Para confirmar esa hip6tesis se utilizé dimetilsuccinato, un compuesto
permeable a la membrana celular. La adicion de dimetilsuccinato incremento los niveles
intracelulares de citrato, succinato, malato y OAA en las CDs en reposo, mientras que
el acCoA y el lactato no sufrieron cambios (Figura 33A). Estos resultados indican que el
succinato mantiene la actividad del ciclo de los TCA y permite la formacion de citrato
mediante la reversion del flujo o por el aumento de OAA. Sin embargo, la adicion de
dimetilsuccinato no modifica el efecto del zymosan, lo que puede explicarse de forma
plausible porque el aumento del succinato inhibe rutas anapleréticas como son la
glutaminolisis, el shunt del GABA y la oxidacion de valina. Asimismo, la caida de
coenzima A producida por el zymosan puede limitar la formacién de succinil-CoA por el

complejo de la aKG-deshidrogenasa (Figura 33B).
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A pesar de gue el dimetilsuccinato modificé los niveles de los intermediarios del ciclo de

los TCA en células control, no estimulé la expresién de citoquinas (Figura 33C).
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B. Medida de los niveles de acCoA y coenzima A en CDs incubadas en presencia y

ausencia de zymosan. Tras 30 minutos, las CDs se lavaron y se extrajeron los metabolitos para
su medida por UPLC/MS. Los datos se representan como la media £ SEM. *p<0.05, ***p<0.001.
Datos pareados, Student’s t-test de dos colas.

C. Las CDs se preincubaron con dimetilsuccinato 5 mM durante una hora y se estimularon
con 1 mg/ml de zymosan durante 4 horas. Al final de este periodo se extrajo el RNA para la
medida del mMRNA de las citoquinas. Los datos se representan como la media + SEM.

5.3. EFECTO DE LA INHIBICION FARMACOLOGICA DE LA ACTIVIDAD DE LA SDH

Puesto que el dimetilsuccinato no aumentd los niveles intracelulares de succinato
inducidos por el zymosan y que recientemente se ha atribuido la elevacion del succinato
intracelular a la inhibicién de la actividad de la SDH (116), se traté de mimetizar el efecto
del zymosan mediante la inhibicién selectiva de las subunidades de la SDH. Con este
proposito, se utilizaron DMM y 3-NPA, que inhiben la subunidad A de la SDH, y TTFA,
gue bloquea la unién de la ubiquinona a las subunidades C y D. El esquema de la Figura

34A muestra el mecanismo de accién de estos compuestos.

85



RESULTADOS

> INHIBICION DE LA SDH Y REPROGRAMACION METABOLICA

El pretratamiento con DMM y 3-NPA aumentd los niveles de succinato y disminuyé los
niveles de fumarato, siendo mas prominente el efecto del 3-NPA. Por el contrario, el
TTFA aumentd los niveles de fumarato y mostré una tendencia a aumentar los niveles
de succinato, lo que sugiere que la inhibicion de la actividad de la succinato:UbQ
oxidoreductasa no afecta a la continuidad del ciclo mas alla del succinato.
Alternativamente, la actividad del shunt aspartato-argininosuccinato podria alimentar el

ciclo con fumarato y malato (Figura 34B) (80,141).
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Figura 34. Efecto de los inhibidores de la succinato deshidrogenasa.
A. Representacion esquematica del mecanismo de accién de los inhibidores de la SDH. La

SDH, que es también el complejo Il de la ETC, se compone de 4 subunidades: Ay B que
catalizan el paso de succinato a fumarato (actividad succinato deshidrogenasa sensu stricto) y
C y D que transportan los electrones desde el succinato hasta la ubiquinona (actividad
succinato:coenzima Q reductasa). Se representa a la derecha la conexién entre el ciclo
argininosuccinato y el ciclo de los TCA.

B. Las CDs se incubaron con DMM 5 mM, 3-NPA 1 mM y TTFA 50 uM durante una hora 'y
posteriormente se estimularon con zymosan a la concentracion de 1 mg/ml durante 30 minutos.
Tras la incubacion se realizd la extraccion de los metabolitos del lisado celular en la mezcla
acetonitrilo/metanol/agua para el anadlisis por UPLC/MS. Los datos se representan como la
mediatSEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. Datos pareados, Student’s t-test de dos colas.

Inesperadamente, el 3-NPA produjo una fuerte disminucién de los niveles intracelulares
de malato y citrato, lo que podria explicarse por su capacidad para inhibir
competitivamente fumarasa y aspartasa (142), mientras que el OAA no mostré cambios
significativos. EI TTFA aumentd los niveles de malato y disminuyé los niveles de lactato

en células estimuladas, lo que sugiere inhibicion de la glucdlisis (Figura 35).
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Figura 35. Efecto de los
inhibidores de la SDH sobre
los intermediarios del ciclo de
los TCA.

Las CDs se incubaron con DMM 5
mM, 3-NPA 1 mM y TTFA 50 uM
durante una hora y posteriormente
se estimularon con zymosan durante
30 minutos. Tras la incubacién, se
realizé la extraccion de los
metabolitos del lisado celular en la
mezcla  acetonitrilo/metanol/agua
para el analisis por UPLC/MS. Los
datos se representan como la media
+ SEM. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.005. Datos pareados,
Student’s t-test de dos colas.

> EFECTOS DE LA INHIBICION DE LA SDH SOBRE EL FENOTIPO METABOLICO

Para profundizar en el analisis de los mecanismos implicados en estos hallazgos, se

realizaron experimentos en tiempo real con la tecnologia Seahorse. El pretratamiento

con DMM produjo un fuerte aumento de la ECAR y disminuyé el incremento de la OCR

inducido por el zymosan. El TTFA produjo una caida de la ECAR, que concuerda con la

reduccién de los niveles de lactato intracelular observada, y una intensa disminucion de

la OCR. Contrariamente al efecto del TTFA, el DMM aumenté la ECAR, sin que esta

aumentara tras la estimulacion, lo que podria explicarse por la malonizaciéon de la

GAPDH, que induce su disociacién del mRNA que codifica TNF y aumenta su actividad

enzimética (143) (Figura 36A).

La Figura 36B muestra el efecto inducido por el TTFA y el DMM sobre las glucdlisis

inducida y compensatoria.
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Figura 36. Efecto de la inhibiciéon de la SDH con DMM y TTFA sobre la OCR y la
ECAR.

El disefio experimental incluye el analisis de las siguientes condiciones: basal, tras estimulacion
con zymosan y hasta la adicion de Rot/AA (ensayo inducido), y glucdlisis compensada tras la
inhibicion de la actividad mitocondrial. Las CDs se preincubaron con DMM y TTFA a las
concentraciones indicadas durante 30 minutos y se transfirieron posteriormente a placas de
cultivo Seahorse para su ensayo en tiempo real. Posteriormente, se adicionaron 0.4 mg/ml de
zymosan, la mezcla Rot/AA 0.5 pM y 2-DG 50 mM. Los resultados obtenidos utilizando el
protocolo Seahorse XF glycolytic rate assay report se representan como la media + SD.
***p<0.005, ****p<0.001. Datos no pareados, Student’s t-test de dos colas.

> MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SDH Y EXPRESION DE CITOQUINAS

A la vista de los efectos producidos por los inhibidores de la SDH sobre los niveles de
intermediarios metabdlicos, se planted el estudio de la modulacion de la actividad de la
SDH y su posible relacién con la expresion de citoquinas. La Figura 37A muestra que la
incubacién con DMM y 3-NPA durante 30 minutos, previamente a la estimulacion,
aumento la expresion del mRNA de IL23A e IL10 mientras que no modificé el mRNA de
IL1B. Por el contrario, el TTFA redujo significativamente la expresion de los mMRNAs de
IL23A, IL10 e IL1B. Estos resultados indican que las subunidades de SDH ejercen

distintos efectos sobre la expresion de citoquinas.

Puesto que el succinato estabiliza la proteina HIF1a y de esa forma modula la expresion
de la pro-IL18 (144), se estudi6 su efecto sobre la estabilizacién de HIF1a y la traduccion
de la pro-IL1B. La estimulacién con zymosan aumento la expresion de las proteinas
HIF1la y pro-IL1B. La inhibicion de la subunidad A con DMM no mostré6 cambios
significativos de la expresion de estas proteinas. ElI 3-NPA aumento ligeramente la
expresion de HIF1la y pro-IL1B, mientras que el TTFA disminuyo la expresién de ambas
proteinas (Figura 37B). La disminucion del mRNA de IL1B con TTFA, y la ausencia de
expresion de HIF1la y pro-IL1B concuerdan con los bajos niveles de lactato detectados
en presencia de TTFA, puesto que este intermediario juega un papel central en la

expresion de ambas proteinas (80,145). Para determinar el efecto que tenian los
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distintos inhibidores sobre los niveles de ROS mitocondriales se utilizd MitoSOX™
(Figura 37C). EI DMM redujo los niveles de ROS inducidos por el zymosan, mientras
gue el 3-NPA no mostro efectos significativos y el TTFA solo elevd los niveles de ROS
en ausencia de estimulacion.
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Figura 37. Efecto de la inhibicién de la SDH sobre la expresién de citoquinas y los
niveles de ROS mitocondriales.
A. Las CDs se incubaron durante 1 hora con con DMM 5 mM, 3-NPA 1 mM y TTFA 50 pM.
Posteriormente se estimularon con zymosan durante 4 horas y tras este periodo se procedi6 a
la extraccion del mMRNA y a la medida de la inducciéon de citoquinas por gPCR. Los datos se
representan como porcentaje de la respuesta observada y se representan como la media *

SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. Datos pareados y no pareados, Student’s t-test de dos
colas. £, Mann-Whitney test.

B. Expresion de las proteinas HIF1a e IL-13 en CDs estimuladas con zymosan durante 7
horas en presencia de los inhibidores de la SDH. Tras finalizar el periodo de incubacion, las
proteinas se extrajeron para el analisis por Western Blot.

C. Efectos de los inhibidores de la SDH sobre la produccion de ROS mitocondriales. Los
resultados representan la media + SEM. *p<0.05, **p<0.01. Datos pareados, Student’s t-test de
dos colas.

Estos resultados muestran el distinto efecto que las subunidades de la SDH ejercen
sobre la expresién de citoquinas y el papel que los niveles intracelulares de succinato y
el transporte de electrones del complejo Il al complejo Il de la ETC desempefan en este

proceso.
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6. ESTUDIOS FLUXOMICOS

6.1. RASTREO DE LOS 13C DERIVADOS DE LA GLUCOSA

Se realizé el andlisis fluxdmico de la glucosa marcada uniformemente con *C ([U-
13Ce]glucosa), lo que permite el seguimiento de la incorporacion de los carbonos a los
intermediarios metabdlicos. La Figura 38 muestra una representacion esquematica de
la incorporacién de los carbonos derivados de la glucosa al ciclo de los TCA.

2 CO2
Piruvato Piruvato AcCoA

“““13 — OO0 —0CO Citats
U-"C,(Glucosa) l 12 vuelta
22 vuelta Isocitrato
0.0
Lactato .
Ciclo de
> ©co,
Malato KG
© ¢
. 13C \’®C02

Fumarato Succinato

Figura 38. Representacion esquematica de los intermediarios metabdlicos en la
primera vuelta del ciclo de los TCA marcados con "*C derivado de la glucosa.
Los "*C se representan en color rojo y los '?C en color blanco.

Las células se marcaron durante una hora, junto con controles con glucosa *?C para
determinar la abundancia natural de *C en los metabolitos. La incorporacion de glucosa
se muestra en paralelo con la abundancia de cada intermediario metabélico (altura del
pico cromatografico/mg de proteina) y el porcentaje de isotopdlogos M=0 frente a M+2
(Figura 39). Se observé incorporacion de **C procedente de la glucosa en citrato, acCoA
y lactato (Figura 39A). El piruvato mostré6 un menor grado de marcaje, lo que puede
explicarse por su intensa conversién en lactato y acCoA tras la estimulacion (datos no
mostrados). En los pasos siguientes a la formacion de citrato, no se observaron
marcajes significativos (Figura 39B), lo que indicaria que los carbonos procedentes de
la glucosa se metabolizan hasta lactato y piruvato, y tras la formacién de citrato en la
mitocondria el transporte al citosol produce acCoA y OAA. Una explicacion plausible de
por qué no se encontraron carbonos marcados en el OAA se debe a que cuando la
ACLY escinde los '3C del citrato, estos pasan al acCoA citosoélico y no al OAA (146).
Alternativamente, los carbonos del OAA podrian incorporarse al piruvato por la malato

deshidrogenasa citosélica y la enzima malica de la lanzadera citrato-piruvato.
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Figura 39. Distribucion de isotopdlogos en los intermediarios metabdlicos del
ciclo de los TCA.

Las DCs se incubaron durante 1 hora en medio RPMI suplementado con 10 mM de
[U-"*C,]glucosa y se estimularon con zymosan durante 30 minutos. Se realizaron en paralelo
controles con 10 mM de [U-"2C ]glucosa para corregir la abundancia natural de "C en los
metabolitos. Los resultados muestran Gnicamente las condiciones con "*C corregidos con la
abundancia natural. (A) Distribucién de isotopélogos en los intermediarios iniciales del ciclo de
los TCA. El panel izquierdo representa la altura del pico cromatografico/mg de proteina. El panel
derecho representa el porcentaje de incorporacion de M+2 frente a M=0. (B) Distribucion de
isotopdlogos en los intermediarios finales del ciclo de los TCA. El panel izquierdo representa la
altura del pico cromatografico/mg de proteina. El panel derecho representa el porcentaje de
incorporacion de M+2 frente a M=0. Los resultados son representativos de dos experimentos
independientes.

De forma llamativa, en las CDs en reposo el acCoA mostré el marcaje, no solo en
isotopologos M+2, sino también en isotopdlogos M+3, M+4, M+5 y M+6 (Figura 40B).
Esto se explica porque la sintesis de acCoA implica, ademas de la incorporacion del
grupo acetilo derivado de los acidos carboxilicos, el uso de coenzima A, cuya sintesis
precisa ribosa 5-fosfato y un anillo de adenina (Figura 40A), y se realiza en varios pasos
gue incluyen: i) sintesis de ribosa 5-fosfato en la fase oxidativa de la ruta de las pentosas
fosfato y ii) sintesis del anillo de adenina a partir de serina y glicina, que se producen a

partir del 3-fosfoglicerato generado en la glucdlisis (103).
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Figura 40. Sintesis de coenzima A e incorporacion de carbonos derivados de la
glucosa.

A. Esquema de la sintesis de coenzima A y acCoA a partir de la glucosa. La sintesis de
coenzima A se realiza en varios pasos: i) Fase oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato en la
que se produce ribosa 5-fosfato. ii) Sintesis de serina, a partir de la cual se producen glicina y
tetrahidrofolato (THF). iii) Sintesis del anillo de adenina de los ribonucleétidos purinicos. iiii)
Incorporacion de acido pantoténico (vitamina B5) y B-mercaptoetilamina (cisteamina). La
produccion de acCoA precisa ademas del coenzima A, el grupo acetilo derivado del piruvato.

B. Distribucion de isotopologos en el acCoA a lo largo del tiempo. Las DCs se incubaron
durante los tiempos indicados en medio RPMI suplementado con 10 mM de [U-"°C_]glucosa y se
trataron en paralelo controles con [U-"?C ]glucosa 10 mM para corregir la abundancia natural de
3C en los metabolitos. Los resultados muestran Unicamente las condiciones con C y
representan el porcentaje de incorporacion de M+2, M+3, M+4, M+5 y M+6 frente a M=0.

Tras observar gue la glucosa contribuye a la formacién de nucleétidos constituyentes de
cofactores enzimaticos, se extendi6 el estudio a la formacion de NAD*y nucleétidos. Los
resultados muestran incorporacion de isotop6logos M+5 derivados de la glucosa en
nucleétidos purinicos y pirimidinicos, ademas de en NAD y FAD, sobre todo a tiempos
mas largos en CDs en reposo (Figura 41B). Puesto que en la sintesis del anillo de
pirimidina no intervienen la serina y la glicina, la formacion de isotop6logos se explica

exclusivamente por la presencia de ribosa 5-fosfato (M+5) (Figura 41A).
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Figura 41. Incorporaciéon de *C derivados de la 2 I
glucosa en nucleétidos y coenzimas. ) =)
A. Ruta de sintesis de nucleétidos purinicos con anillo Tiempo (h) 0.5 2 4 24 05 3 4 24

de adenina (ADP/ATP) y con anillo de guanina (GTP) y

nucleotidos pirimidinicos (UDP/UTP/CTP) a partir del PRPP

derivado de la ribosa-5P.

B. Distribucion de isotopodlogos en los nucleétidos y coenzimas a lo largo del tiempo. Las
DCs se incubaron durante los tiempos indicados en medio RPMI suplementado con 10 mM de
[U-C,]glucosa y se realizaron en paralelo controles con 10 mM de ([U-"2C ]glucosa) para
corregir la abundancia natural de *C en los metabolitos. Los resultados muestran Unicamente las
condiciones con *C y representan el porcentaje de incorporacion de M+2, M+3, M+4, M+5 y M+6

frente a M=0.
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6.2. RASTREO DE LOS 13C DERIVADOS DE LA GLUTAMINA

Puesto que en los pasos del ciclo de los TCA posteriores a la formacién de citrato no se
observaron marcajes significativos, se hicieron estudios fluxbmicos con glutamina
marcada uniformemente con *C [U-¥Cs]glutamina. La Figura 42 muestra una
representacion esquematica de la anaplerosis de la glutamina al ciclo de los TCA y el

seguimiento de sus carbonos en los intermediarios del ciclo.

AcCoA

@ 120G

Citrato @ 18C

12 vuelta

Glutamato U-*C,(Glutamina)

Fumarato Succinato

Figura 42. Representacion esquematica de los intermediarios metabdlicos del

ciclo de los TCA.
Los *C derivados de la glutamina se representan en color azul y los '>C en color blanco.

Las células se incubaron con [U-*Cs]glutamina junto a controles con glutamina *>C para
determinar la abundancia natural de *C en los metabolitos. Se observé incorporacion
de 13C procedente de la glutamina en CDs sin estimular en succinato, fumarato y malato.
Sin embargo, el OAA no mostré marcaje significativo. Tras la estimulacion, el marcaje
en *C aumento en succinato, y se redujo en fumarato y malato, sin mostrar cambios en
el OAA (Figura 43A). Los metabolitos iniciales del ciclo de los TCA no mostraron
incorporacion de *C procedente de la glutamina ni en células control, ni en las

estimuladas (Figura 43B).
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Figura 43. Distribucidon de isotopdélogos en los intermediarios metabdlicos del

ciclo de los TCA.

Las CDs se incubaron en medio RPMI suplementado con [U-"°C ]glutamina 4 mM y se
estimularon con zymosan durante 30 minutos. Se realizaron en paralelo controles con 4 mM de
[U-'2C,]glutamina para corregir la abundancia natural de *C en los metabolitos. Los resultados
muestran unicamente las condiciones con "C, corregidos con la abundancia natural. (A)
Distribucion de isotopdlogos en los intermediarios finales del ciclo de los TCA. El panel superior
representa la altura del pico cromatografico/mg de proteina. El panel inferior representa el
porcentaje de incorporacion de M+2 frente a M=0. (B) Distribucién de isotopologos en los
intermediarios iniciales del ciclo de los TCA. Los resultados representan el porcentaje de
incorporacion de M+2 frente a M=0. Los resultados son representativos de dos experimentos
independientes.

Los resultados muestran que la estimulacion de las CDs aumenta la utilizacion de la
glucosa para generar metabolitos que contribuyen al desarrollo de la respuesta inmune.
El piruvato puede oxidarse a lactato y, alternativamente, transportarse a las mitocondrias
para generar acCoA Yy citrato, que a su vez puede movilizarse al citosol para generar
acCoA nucleocitosélico y para mantener las lanzaderas mitocondriales malato-aspartato
y citrato-piruvato, mientras que la anaplerosis de la glutamina alimenta las partes finales
del ciclo de los TCA.

Asimismo, las CDs usan glucosa para la produccion de ribosa 5-fosfato en la fase
oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato y el 3-fosfoglicerato para sintetizar glicina y

tetrahidrofolato, que a su vez puede utilizarse en la sintesis de purinas y la produccién
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de los nucleétidos necesarios para la formacion de cofactores implicados en el
metabolismo energético y en la produccién de los acidos nucleicos necesarios para la

proliferacion celular y la formacién de mRNAs.
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1. REPROGRAMACION METABOLICA EN CELULAS DENDRITICAS

Las células inmunes reprograman su metabolismo durante la respuesta inflamatoria.
Los resultados obtenidos muestran que el zymosan induce un cambio del fenotipo
metabdlico, observable a los 30 minutos del contacto con el estimulo, que se caracteriza
por el aumento de la ECAR y un refuerzo concomitante de la OCR, que explica el robusto
incremento de la produccién de ATP mitocondrial. Esta reprogramacion metabdlica es
indispensable para la funcién celular, puesto que la inhibicion de la ATP sintasa redujo
la expresién de las citoquinas pro-inflamatorias liberadas tras la estimulacion. El
aumento de la glucdlisis y de la OXPHOS se ha observado en modelos que utilizan
microorganismos enteros (112,113,147), frente a la respuesta inducida por ligandos
solubles como el LPS (81,148), lo que indicaria la complejidad de los factores implicados

en la reprogramacion metabdlica inducida por distintos PRRs.

No existe una razén inequivoca que permita explicar las distintas caracteristicas de la
reprogramacion inducida por el zymosan y el LPS. Sin embargo, el examen detallado
de los receptores implicados en la reprogramacion glucolitica mostro el papel exclusivo
de dectin-1 y la sefalizacién a través de la tirosina kinasa SYK (79), ademas la
adherencia rigida de los sustratos a las CDs impulsa sefiales mecanosensoriales que
aumentan la glucdlisis y los intermediarios del ciclo de los TCA (149). La existencia de
estos mecanismos durante la uniéon de los B-glucanos al receptor dectin-1 es una
hipétesis plausible, ya que la union de Candida albicans produce el aumento de la fuerza
mecanica y un area de contracciéon dependiente de kinasas de la familia SRC que

forman una red de actomiosina (150).

Los estudios con espectrometria de masas mostraron cambios en la actividad del ciclo
de los TCA y de la ETC en respuesta al zymosan. La caida de los niveles de piruvato
puede explicarse por un consumo elevado en el ciclo de los TCA y su transformacion en
otros metabolitos como lactato, alanina (151) y acetato. En este sentido, se ha descrito
que el piruvato puede generar acetato, el cual mantiene el pool de acCoA
nucleocitosélico en los mamiferos durante los periodos de metabolismo hiperactivo de
la glucosa, a través de distintos mecanismos entre los que se incluye el efecto de los
ROS (152). Esta seria una explicacion muy plausible para la caida del piruvato dado
que el zymosan genera, a los treinta minutos, un aumento significativo de los ROS
citoplasméticos ademéas de un aumento del consumo de oxigeno no mitocondrial a
través de la NADPH oxidasa 2. Aunque la NADPH oxidasa 5 se ha descrito en CDs
(133), los resultados presentados en esta memoria muestran presencia

significativamente mayor de la NADPH oxidasa 2 que de la NADPH oxidasa 5 en CDs.
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El descenso de los niveles de citrato puede deberse a una formacion deficiente por
disminucién de la actividad del PDC, como ocurre durante la hipoxia (153) o0 a un
consumo elevado tras su transporte al citosol, como se ha descrito en las células
tumorales (154). En este sentido, la ACLY cataliza la conversion del citrato en acCoA 'y
OAA en el compartimento nucleocitosélico y regula el flujo de carbonos de la glucosa al
acCoA nucleocitosolico en células cancerosas (155). El acCoA mantendria la acetilacion
de proteinas (156), la lipogénesis y la colesterogénesis (155), necesarias para el

mantenimiento de la reserva lipidica y la reconstruccion de las membranas.

De forma similar a la descripcion de la elevacion de los niveles intracelulares de
succinato descrita en macrofagos estimulados con LPS (117), el zymosan aumenta los
niveles de succinato por anaplerosis de glutamina. Otras posibles explicaciones de este
incremento pueden ser la derivacion del GABA (80) y una menor actividad de la actividad
de la subunidad A de la SDH dependiente de su desacetilacion por la sirtuina 3 (157).
Este mecanismo podria existir en nuestro sistema dado que estudios previos mostraron
un consumo excesivo del substrato de las sirtuinas, el NAD", tras la estimulacion con

zymosan (128).

2. LANZADERAS MITOCONDRIALES

La glucdlisis depende del nivel de NAD* citosélico y es bien conocido que la
fermentacion de piruvato hasta lactato recicla el NADH a NAD* para mantener la
actividad de la GAPDH. Asimismo, el sentido de la reaccion de la LDH puede invertirse
en presencia de altos niveles de lactato, lo que reduce los niveles de NAD*. Esto
compromete la funcién celular al agotar los intermediarios glucoliticos y la produccion
de serina derivada de la glucosa (103). Una consecuencia de este hecho es la necesidad
de recurrir a las lanzaderas mitocondriales para mantener el NAD* citosélico en
presencia de altas concentraciones de lactato. Los experimentos mostraron una
disminucion del flujo de protones glucoliticos tras la inhibicién de la lanzadera malato-
aspartato con AOA y la reversion del efecto tras la adicion de aspartato. La lanzadera
malato-aspartato mantiene la OXPHOS al reciclar el NAD* a NADH, puesto que la
membrana mitocondrial interna es impermeable al NADH. Este hecho se ha
comprobado en nuestro sistema, ya que la reduccion inducida por el AOA en la sintesis
de ATP se revierte por el aporte de aspartato. Debe destacarse que la inhibicion de la
lanzadera malato-aspartato con AOA redujo la expresion del mRNA de IL23A e IL10,
mientras que no ejercid ningun efecto sobre los MRNAs de TNFA e IL1B. Estos
resultados muestran que la lanzadera malato-aspartato mantiene la

compartimentalizacion del NAD*/NADH y favorece el estado pro-inflamatorio de las CDs,
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como se ha demostrado recientemente en respuesta al LPS (82,121,122). La Figura 44
muestra una representacion esquematica de la reprogramacion metabdélica inducida por

el zymosan en CDs derivadas de monocitos humanos.
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Figura 44. Esquema de la reprogramacion metabdlica generada por el zymosan en
CDs y su efecto en la expresion de citoquinas.

La estimulacion produce un aumento de la glucdlisis y liberacién de lactato al medio extracelular,
ademas de un aumento concomitante de la OXPHOS y el transporte de electrones a través de la
ETC. Paralelamente, aumenta la liberacion de ROS mitocondriales y citosolicos. La
reprogramacion metabdlica implica la utilizacién de glucosa y glutamina, y el recurso a la
lanzadera malato-aspartato para regenerar y distribuir el poder reductor NAD*/NADH. De esa
forma se mantiene la expresion de los mRNAs de las citoquinas /IL23A e IL10.

3. EL PAPEL DEL PIRUVATO

El zymosan aumenta el consumo de oxigeno y disminuye los niveles de piruvato. Estos
resultados difieren de lo referido inicialmente en macréfagos activados con LPS. Para
definir el papel de la OXPHOS y la caida de piruvato en la respuesta a patrones fangicos,
se inhibié la entrada de piruvato en la mitocondria con UK5099. Esto redujo la expresion
del mMRNA de las citoquinas IL23A, IL10, TNFA e IL1B, lo que indicaria que la expresién
de estas citoquinas precisa la entrada de piruvato en la mitocondria y el aumento de la
actividad del PDC.

El efecto del piruvato en la mitocondria y su relacién con la expresion de citoquinas
puede deberse a su capacidad para mantener el estado redox y la OXPHOS, a la vista
de la reduccion de la OCR producida por la inhibicion del transporte de piruvato o,
alternativamente, depender de su capacidad para generar acCoA nucleocitosolico a
través del procesamiento del citrato por la ACLY (158). EI UK5099 aumenté el lactato
intracelular y redujo los niveles de piruvato, lo que indicaria que la activacion de la LDH

mantiene el balance NAD*/NADH necesario para la progresion de la glucdlisis. Sin
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embargo, se observé una ligera reduccion de la ECAR en respuesta al UK5099. Dado
que la reduccién de la OXPHOS puede disminuir los protones liberados al medio
extracelular, se hicieron experimentos dirigidos a discriminar los protones producidos
por la OXPHOS de los derivados del lactato. De esta forma se pudo demostrar el
mantenimiento de la actividad glucolitica en presencia de UK5099. Asimismo, se
observo la reduccion de los niveles de citrato, lo que indicaria que el citrato intracelular
se mantiene gracias al flujo de piruvato a la mitocondria y no se produce en forma
significativa por la carboxilacion reductora del a-KG procedente de la glutaminolisis
(73,159). Sin embargo, mas all4 del citrato no se observaron cambios en la
concentracion de los intermediarios del ciclo de los TCA, a excepcién de un aumento de
fumarato y una caida de succinato. Estos resultados estan en concordancia con el
aumento de la incorporacion de glutamina tras la inhibicion de la entrada de piruvato en
la mitocondria (160) y con el hecho de que esta incorporacién afecta Unicamente a los
metabolitos finales del ciclo hasta OAA (161). Ademas, la expresion del mRNA de la
subunidad A de la SDH aumentdé en presencia de UK5099, lo que sugiere su
participacién en un mecanismo dirigido a mantener la actividad del ciclo de los TCA al
favorecer el flujo de succinato a fumarato. Los niveles de acCoA no se modificaron tras
la inhibicion con UK5099, lo que esta de acuerdo con la idea de que en ausencia de
acCoA citosdlico derivado de la ACLY, la ACSS2 mantiene el pool de acCoA
nucleocitosolico (136,162).

La adicion de acetato exdgeno a concentraciones similares a las detectadas en el suero
durante infecciones bacterianas (163) revirtio el efecto inhibitorio del UK5099 en la
expresion de los mRNAs de las citoquinas IL23A e IL10. Los experimentos de acetilacion
global de histonas no mostraron cambios significativos, sin embargo, la inhibiciéon con
UK5099 redujo la acetilacion en el sitio kB del promotor del gen de la IL23A y en el sitio
CRE del gen de la IL10.

Puesto que la inhibicién de la entrada de piruvato a la mitocondria redujo la OCR y la
disponibilidad de citrato intracelular, los resultados obtenidos sugieren que la entrada de
piruvato a la mitocondria mantiene la actividad del PDC y la disponibilidad de poder
reductor en forma de NADH para alimentar el complejo | de la ETC, la sintesis de citrato
y su posterior salida al citosol para mantener el acCoA citosolico. De esta forma se
pueden producir la acetilacion de histonas en los promotores de los genes de las
citoquinas IL-23 e IL-10. El acCoA generado por la ACSS2 puede complementar el

aporte procedente del citrato.
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4. CITRATO Y ACLY

El metabolismo del citrato citosolico por la ACLY se ha relacionado con la acetilacion de
proteinas (156) y con la produccion de mediadores pro-inflamatorios como PGE. y ROS,
en macrofagos humanos (115,164,165). Asimismo, el citrato es necesario para la
produccién de itaconato, un metabolito antiinflamatorio que promueve la formacién de
células tolerogénicas. Estos hechos justifican que la sintesis y la degradacion del citrato
sean procesos finamente regulados. ElI zymosan redujo los niveles de citrato, lo que
sugiere un elevado consumo. Este consumo se puede producir en el ciclo de los TCA o
en el compartimento nucleocitosélico. El hecho de que el ciclo de los TCA tenga una
solucién de continuidad a nivel de citrato justifica los experimentos con citrato exégeno
y con el inhibidor de la ACLY. La medida del citrato intracelular mostré un aumento
significativo tras la adicion de citrato exdgeno, que se asocié con un aumento
significativo de la expresion de los mMRNAs de las citoquinas IL23A, IL1B e IL10, mientras
que no se observaron cambios del mMRNA de TNF. Aunque la adicion de BMS-303141
no produjo cambios significativos de la expresion de citoquinas, probablemente como
consecuencia de la caida del citrato observada tras la estimulacion, la adicion de citrato
exogeno previamente a la inhibicion de la ACLY inhibi6 el aumento de la expresion de
citoquinas producido por la suplementacion con citrato. Estos resultados muestran la
importancia de los cambios producidos en los flujos de citrato generados durante la

reprogramacion metabdlica y el papel de la ACLY.

En concordancia con la observaciéon que la suplementacion con citrato no modifica los
niveles de acCoA, un estudio reciente ha demostrado que el citrato exégeno disminuye
la contribucion de los carbonos de la glucosa al acCoA citosélico (166). Experimentos
dirigidos a analizar la acetilacién de histonas mostraron escasos efectos del citrato
exdégeno sobre la acetilacién de histonas tras una hora de estimulacién. Sin embargo, a
las 4 horas, la estimulacion aumenté la acetilacion global de la histona 3, y el citrato
exégeno aumentd el efecto de la estimulacién. La inhibicion de la ACLY con BMS-
303141 en ausencia y en presencia de citrato exdégeno produjo un escaso efecto en la
acetilacion global de la histona 3, lo que podria reflejar una actividad residual de la
ACLY, una regulacion compensatoria de las histonas desacetilasas a la inhibicién o un
aumento de la actividad de la ACSS2 (156), como ocurre en condiciones de hipoxia en
células que expresan ACSS2 (167). Este parece ser el mecanismo mas probable en
nuestro sistema, ya que se pudo demostrar que, en condiciones de hipoxia, las CDs
incrementan la expresion de ACSS2 tras la estimulacién con zymosan, lo que sugiere el

recurso a la utilizacion de acetato como fuente alternativa para la formacion de acCoA,
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cuando la hipoxia impide la formacién de citrato a partir del piruvato (Datos no

mostrados).

Los niveles de OAA no se modificaron por la adicién de citrato, lo que sugiere una rapida
conversion en malato por la malato deshidrogenasa citosoélica y a piruvato por la enzima
mélica, que a su vez produce NAPDH. Esta interpretacion es razonable, a la vista del
gran aumento de los niveles de piruvato y ROS citoplasmaticos, que concuerda con un
estudio reciente que ha demostrado que la lanzadera citrato-piruvato contribuye a la
eliminacion fagosomal de los hongos via produccion de ROS dependiente de NADPH
oxidasa 2 y del NADPH generado por la enzima malica (168).

Tomados en conjunto, los resultados muestran un flujo elevado de citrato al
compartimento nucleocitosolico. El acCoA generado a partir de la ACLY se utiliza en la
acetilacion de histonas y favorece la transcripciéon de los genes que codifican las
citoquinas implicadas en la respuesta inmune. Las regulaciones epigenéticas se
producen de forma coordinada entre el acCoA generado a partir de citrato y el generado
a partir de acetato, lo que desvela el importante papel desempefiado por la ACLY y la

ACSS2 en la respuesta inflamatoria.

5. SUCCINATO

El zymosan eleva los niveles intracelulares de succinato, el cual desempefia un papel
regulador en las reacciones inflamatorias. Este efecto puede realizarse a través del
receptor de membrana GPR91, que induce una cascada de sefalizacion mediada por
proteinas kinasas activadas por mitégenos (MAPK) y permite la transcripcién de una
serie de genes caracteristicos de cada tipo celular (169). En células mieloides se ha
descrito que la sefializacion a través del GPR91 favorece la respuesta inflamatoria. Sin
embargo, nuestros resultados muestran que el succinato exégeno no produce cambios
significativos en la expresion de las citoquinas proinflamatorias y que la expresion del
receptor desaparece a las cuatro horas de la estimulacion. Este resultado estaria de
acuerdo con los estudios que han descrito la pérdida de la expresion del GPR91 en CDs
inmaduras tras la activacion de TLRs (140). Teniendo en cuenta estas premisas, el

efecto del succinato debe explicarse mediante la interaccién con dianas intracelulares.

Los analisis mostraron elevacion de los niveles intracelulares de succinato en las CDs
en reposo tras la adicion de dimetilsuccinato. Curiosamente, el dimetilsuccinato no
produjo una elevacion del succinato superior a la que produce la estimulacién con
zymosan, lo que puede explicarse por la inhibicion por producto procedente de otras

vias como son la anaplerosis de glutamina, el shunt del GABA o la oxidacion de valina.
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Asimismo, la caida de los niveles de coenzima A producida por el zymosan reduce la
formacion de succinil-CoA, con el consiguiente efecto sobre la concentracion del
substrato de la succinil-CoA sintetasa y la produccion de succinato en el ciclo de los
TCA. Puesto que el dimetilsuccinato no modificé los niveles de succinato intracelular
tras la estimulacién, ni produjo efecto alguno en la expresion de las citoquinas pro-
inflamatorias, se plantearon experimentos dirigidos a modificar los niveles de succinato

actuando sobre las distintas subunidades de la SDH.

La regulacion de la expresion de la proteina HIF1a por los niveles intracelulares de
succinato modula la produccién de citoquinas (80). Esta accién depende de su efecto
sobre las prolil hidroxilasas y el balance a-KG/succinato. Los resultados presentados
indican que mientras que el DMM no estabiliza HIF1a, el 3-NPA es muy activo. Este
efecto sobre la prolil hidroxilasa es compartido por el fumarato, con valores de K;
alrededor de 50-80 uM, frente a 350-460 uM en el caso del succinato (170). Una
explicacion plausible del distinto efecto de DMM y 3-NPA es su capacidad para elevar

los niveles intracelulares de succinato, mucho mas elevada en el caso del 3-NPA.

Un estudio reciente ha mostrado que, a diferencia del succinato, el DMM no estabiliza
HIF1a, lo que sugeriria la participacion de otros mecanismos (81), como podria ser la
produccion de ROS mitocondriales, que pueden inhibir las prolil hidroxilasas y estabilizar
HIF1a (171). El hecho de que el DMM reduzca la produccion de ROS mitocondriales,
mientras que el 3-NPA muestra escaso efecto, podria ser otro mecanismo por el que
DMM modificaria la estabilizacién de HIF1a. DMM y 3-NPA aumentaron la expresion de
los mMRNAs de IL23A e IL10 y no modificaron los mRNAs de IL1B ni la traduccion de
pro-IL1p. A diferencia de lo que ocurre en los macrofagos, HIF1a podria no desempefiar
un papel relevante en la liberacion de citoquinas por CDs activadas con LPS (172).
Aungue el 3-NPA indujo la estabilizacion de HIFla, la traduccion de la pro-IL1p no se
modificé significativamente, lo que concuerda con resultados recientes en linfocitos T,
en los que el efecto sobre la expresién de citoquinas inducido por la inhibicién de la
subunidad B de la SDH, es mas dependiente de la ratio a-KG/succinato que de la
estabilizacion de HIF1a (173).

La elevacion de los niveles de succinato puede promover reacciones de succinilacion,
una modificacién postraduccional recientemente descrita que incluye la incorporacion
del succinato del succinil-CoA en residuos de lisina en proteinas especialmente
relacionadas con el metabolismo (174). Un estudio reciente demostrd sitios de
succinilacion en el PDC (175), lo que favorecia la OXPHOS. Otra modificacién

postraduccional recientemente descrita es la malonizacion. ElI malonil-CoA puede
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incorporarse en residuos de lisina y modificar la conformacién de las proteinas. En
macrofagos pro-inflamatorios, la malonizacion de la GAPDH aumenta su actividad, lo
que se ha propuesto como un mecanismo importante en el control de la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias (143). Esto puede explicar el elevado aumento de la ECAR
producido por el DMM, ya que el malonato se metaboliza en la célula a través de la
enzima mitocondrial acil-CoA sintetasa miembro 3 en malonil-CoA (176). La caida de la
OCR observada tras la inhibicion con DMM puede ser consecuencia de la malonizacion
de otras proteinas mitocondriales y producir como respuesta compensatoria el aumento
de la glucdlisis para mantener los niveles de ATP. Aunque los niveles intracelulares de
lactato no aumentaron significativamente tras la inhibicion con DMM, un estudio reciente
ha demostrado que el uso de estas aproximaciones analiticas, aunque se
complementan, pueden no generar resultados idénticos debido a que el Seahorse
examina cambios acumulativos del lactato extracelular durante la estimulacién, mas que

niveles puntuales como es el caso de los estudios metabolicos (177).

Ademas de las modificaciones postraduccionales inducidas por el succinato que
favorecen el estado pro-inflamatorio, la caida del o-KG se ha relacionado con la
disminucién de la actividad de la jumonji desmetilasa 3 (jmjd3), una enzima que
desmetila la histona 3 en residuos de la lisina-27 trimetilados (H3K27me3). La
desmetilacion de la H3K27me3 favorece el fenotipo antiinflamatorio en macréfagos
estimulados con LPS. Ademés, el a-KG promueve la hidroxilacion de proteinas tales
como prolil hidroxilasa o IKK, lo que evita la estabilizacion de HIF1a y la translocacion
al nucleo de NF-KB, y el estado pro-inflamatorio en macrofagos activados con LPS (107).
Mientras la elevacion de los niveles de succinato favorece la expresion de citoquinas, la
inhibicién del transporte de electrones del complejo Il al Il por el TTFA muestra un efecto
opuesto, lo que se puede explicar por el efecto limitado sobre los niveles de succinato,

frente a su efecto principal sobre el transporte de electrones ejercido por el TTFA.

Los efectos producidos tras la reprogramacién metabdlica y su relacion con la expresion

de citoquinas se muestran en la Figura 45.
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Figura 45. Representacion esquematica del procesamiento en el interior de las
mitocondrias de los intermediarios metabdlicos durante la estimulacion con

a-KG/Succinato

zymosan.
A. El procesamiento del piruvato en la mitocondria por el PDC permite el paso de los
electrones al complejo | de la ETC por el NADH y la produccién de citrato mitocondrial.

B. El citrato transportado desde las mitocondrias al compartimento nucleocitosolico permite
la acetilacion de histonas.

C. El succinato mitocondrial contribuye a la transcripcion de los genes de citoquinas y

transporta los electrones desde el complejo Il al complejo Ill, lo que facilita la expresién de
citoquinas.

6. ESTUDIOS FLUXOMICOS

Los estudios fluxémicos ofrecen una vision mas precisa del metabolismo energético que
la metabolémica clasica, que mide la concentracion intracelular de los intermediarios,
pero que no proporciona informaciéon precisa sobre los flujos metabdlicos. En este
sentido, el aumento de los niveles de un metabolito pueden deberse a una produccién
mas rapida o a un consumo mas lento. Por el contrario, la caida en los niveles de un
metabolito también puede depender de una menor producciéon o de un consumo mas
intenso (178). Los experimentos fluxdmicos mostraron la misma proporcion de
incorporacién de carbonos de la glucosa en el citrato en CDs control y en estimuladas,

lo que sugiere un aumento del consumo inducido por la estimulacion que conduce a la
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derivacion de los 13C a otros metabolitos. Lo mismo ocurre en el caso del acCoA. Por el
contrario, el aumento de lactato tras la estimulacion es consecuencia de un aumento de
su produccion a partir de la glucosa puesto que se observo el aumento de isotopologos
M+3. El resto de los intermediarios metabdlicos del ciclo de los TCA no mostré marcajes
significativos, lo que podria ser consecuencia de la salida de citrato al citosol. Para
aclarar esta posibilidad se utilizé [U**Cs]glutamina, lo que permitié observar una elevada
incorporacién de carbonos derivados de la glutamina (M+4) frente a los derivados de la
glucosa (M=0) en DCs en reposo en los intermediarios finales del ciclo de los TCA. Sin
embargo, la estimulacion solo mostré marcaje del succinato procedente de la glutamina,
lo que indicaria el bloqueo de la actividad de la SDH o, alternativamente, la limitacion de
la técnica, que no permite diferenciar la distribucion de isotopologos entre el citoplasma
(M=0) y la mitocondria (M+4). La interpretacién mas plausible es que el aumento de
succinato generado tras la estimulacién sea la consecuencia de una combinacién entre
el aumento de su produccién derivado de la anaplerosis de la glutamina y la disminucion

de su procesamiento por la SDH.

La presencia de purinas con isotopdgo M=5 observada en presencia de [U**Cg]glucosa
son una clara prueba de su utilizacién en la ruta de las pentosas fosfato e indican la
utilizacion de la glucosa para la formacién de nucleétidos y coenzimas como NAD* y
acCoA durante la estimulacién, con el fin de mantener el estado redox y facilitar la

transcripcion.
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CONCLUSIONES

Las células dendriticas experimentan un aumento rapido de la glucolisis y de la
actividad mitocondrial cuando se estimulan con zymosan. El cambio de fenotipo
metabdlico depende de la glucdlisis y la glutaminolisis, y conduce al incremento

de la produccién de ATP y de ROS mitocondriales y citosélicos.

El mantenimiento de estas rutas energéticas depende de la lanzadera malato-
aspartato que regenera el NADH mitocondrial y el NAD* nucleocitosélico y
modula el patron transcripcional de las citoquinas IL-23 e IL-10.

El flujo de piruvato a la mitocondria y el aumento de la actividad del PDC es
necesario para la transcripcion de IL10 e IL23A en células dendriticas
estimuladas con zymosan, en un proceso que conduce a la generacion de acCoA
nucleocitosélico y que permite las reacciones de acetilacion de lisinas en los

promotores proximales de estas citoquinas.

La estimulacion con zymosan produce un consumo elevado de citrato, que
regula el patron transcripcional de citoquinas a través de la actividad de la ACLY
y de reacciones de acetilacion de histonas.

El succinato se acumula tras la estimulacion con zymosan, lo que se debe a la
combinacién de la reduccion de la actividad de la SDH y al aumento de su
produccion por anaplerosis de la glutamina. En consecuencia, la ratio o-

KG/succinato disminuye y favorece la expresion de las citoquinas IL-23 e IL-10.

El efecto del zymosan sobre el metabolismo de glucosa tiene dos consecuencias
sobre el ciclo de los TCA: Mantenimiento de la ETC a través de la oxidacion del
piruvato en el PDC y aporte de acCoA y OAA al compartimento nucleocitosdélico.
Esto permite las reacciones de acetilacién y la actividad de las lanzaderas

mitocondriales.

La glutaminolisis y la reduccion de la actividad de la SDH inducidas por el por el
zymosan soportan los pasos finales del ciclo de los TCA y disminuyen la raz6n
a-KG/succinato que dirige el sentido de las reacciones de las hidroxilasas

dependientes de o-KG.

La glucosa se utiliza por las CDs para mantener la actividad de la ruta de las
pentosas fosfato y la sintesis de serina necesarias para la produccion de

nucleotidos y cofactores enzimaticos.
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