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A.1 Sistema inmune como barrera de defensa

ante invasiones patogenas

El sistema inmune innato desempefia un papel clave en el reconocimiento de
microorganismos, constituyendo de esta manera la primera linea de defensa ante el
ataque de agentes patdgenos externos [1]. Hasta finales de los afios 80 del siglo
anterior eran muchos los estudios realizados en los que se describia la forma por la
cual la célula reconoce antigenos, desde los receptores que forman parte del proceso
hasta la comunicacion intercelular que se lleva a cabo [2]. Sin embargo, poco se sabia
de cdmo el sistema inmunitario es capaz de distinguir lo propio no infeccioso de lo
infeccioso no propio. Esto fue descrito por Janeway en su teoria de re conocimiento de

patrones [3].

Ademds, se propuso la idea de que el sistema inmune es capaz de detectar una
infeccion a través de receptores que reconocen PAMP (patrones moleculares
asociados a patdgenos) [4][5]. Pocos afios mas tarde limer et al. [6] descubrieron que
un receptor denominado Toll presente en Drosophila responde ante infecciones
fungicas. Posteriormente se descubrié un homdlogo de este receptor en humanos, el
cual produce la induccidn de citoquinas proinflamatorias, generando una respuesta
inmune innata[7]. Estos receptores tipo Toll reconocen mananos, lipopolisacaridos,
acidos nucleicos de virus [8] y bacterias y flagelinas, desencadenando una respuesta

gue conlleva la produccién de mediadores proinflamatorios.

La activaciéon del sistema inmune innato es necesaria para desarrollar una inmunidad
adquirida en defensa contra antigenos. La inmunidad adquirida se caracteriza por la
especificidad ante los antigenos y ademds posee memoria. Las células Ty B son las
encargadas de presentar el antigeno, generando ciertos anticuerpos que confieren una
memoria inmunitaria contra futuras invasiones patogénicas [9,10]. Por ello, una buena
interaccion entre el sistema inmune innato y el adquirido es esencial para una correcta

defensainmunitaria del huésped [11].
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El sistema inmune se encuentra formado por diferentes tipos celulares (figura 1) que
se encuentran distribuidos para proporcionar una mayor defensa ante posibles
infecciones patogénicas. Los macréfagos, células dendriticas y mastocitos se
encuentran distribuidos en los tejidos. Los eosindfilos, baséfilos y neutrdfilos, que se
encuentran en el torrente sanguineo, son capaces de extravasarse en respuesta a una
sefal inflamatoria. Los linfocitos T y células B también se encuentran recirculando

entre los tejidos y la sangre [12].

y ‘

Dendritica I

Macréf ‘ .

o\° Mastocito ol :

. ( CélulaT
TEJIDOS \ CélulaB : NK ‘
Eosindfilo
Neutrofilo
SANGRE
MEDULA

OSEA /’—\

Figura 1. Distribucion de los componentes celulares del sistemainmune en tejidos, sangrey médula

Osea.

Los macrdfagos tienen varios origenes. Asi, los macrdéfagos de la microglia y del higado
tienen su origen en precursores procedentes del saco vitelino que se desplazaron por
los tejidos en la etapa embrionaria y maduraron a macréfagos tisulares [13]. Otros,
como los macréfagos presentes en el intestino y en la dermis proceden de los
monocitos de la médula ésea, los cuales se transportan a la sangre y de ahi a los

tejidos donde finalmente se diferencian a macréfagos [14-17]. Finalmente, los
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macréfagos alveolares, los macréfagos de la pulpa roja del bazo y los peritoneales
derivan de células madre hematopoyéticas del higado fetal [18]. En algunos drganos
como el corazoén, la dermis o el higado, pueden coexistir diferentes poblaciones de

macroéfagos [19,20].

Los macréfagos peritoneales son la poblacion de macréfagos mdés estudiada,
habiéndose utilizado para el analisis ex vivo durante décadas [21]. Este tipo celular
tiene un origen prenatal y ha sido clasificado en dos poblaciones discretas en funcién
de su morfologia; macréfagos peritoneales grandes (LPM) y macréfagos peritoneales
pequenios (SPM) [18,22-24], los cuales parecen mantenerse de diferentes maneras.
Mientras que los LPM se mantienen por autorrenovacion y son independientes de la
hematopoyesis [18,25] y representan en torno al 90% de los macrofagos peritoneales,
los SPM se originan a partir de monocitos circulantes [25,26] y representan Unicamente

el 10% de la poblacién macrofagica total (figura 2).

Cavidad LEM
Peritoneal ff\ [

Auto-renovam‘ g

local
Saco vitelino

. L. I g . S . S —

Vasos \ '
sanguineos ‘ /
Monocitos

inflamatorios Sirigis
inflamatorios

Y Y N ' y Y

Células madre
hematopoyéticas

Figura 2. Origen de los macrofagos peritoneales. En la cavidad peritoneal se distinguendos poblaciones
en funcién de su morfologia, los LPM (macrdfagos grandes) y los SPM (mac réfagos pequefios) ambos de
origen prenatal. Los LPM son independientes de la hematopoyesis, mientras que los SPM derivan de

monocitos circulantes.
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En estados de inflamacion, los LPM migran al epiplén [27] o a tejidos dafiados y son
capaces de fagocitar células apoptéticas [28], mientras que esta desaparicidon de dichos
macréfagos peritoneales viene acompafiada por un aumento de SPM y monocitos
inflamatorios [23,29]. En condiciones de estado estacionario, LPM y SPM no producen
niveles significativos de citoquinas pro o antiinflamatorias, aunque este tipo celular
parece desarrollar un fenotipo proinflamatorio bajo condiciones de inflamacién [30].
De esta manera, se ha descrito que los SPM producen altos niveles de TNF-a y MIP-1a
en respuesta a LPS, mientras que los LPM generan G-CSF, GM-CSF en respuesta al

mismo estimulo [25].

Los macrofagos, al igual que otras células fagociticas como las células dendriticas, son
capaces de fagocitar antigenos gracias a una gran variedad de receptores (figura 3) y
cascadas de sefializacidon que tienen lugar durante este proceso [31,32]. Los patdgenos
internalizados en compartimentos vesiculares intracelulares son destruidos y
posteriormente expuestos a las moléculas de histocompatibilidad de clase Il [33]. Estas
células macrofdagicas también participan en la reparacién de tejidos y homeostasis,

remodelacion vascular y reparaciéon estructural de tejidos como musculo o hueso.

Por ejemplo, cuentan con receptores de dectina-1 [34] y de manosa, que se unen
especificamente a diversas estructuras de la membrana externa de ciertas levaduras.
Otros receptores que destacar son los receptores FcyR, los cuales reconocen el
fragmento Fc de las inmunoglobulinas y los receptores para componentes del sistema
del complemento, como C3b y iC3b, que favorecen la fagocitosis de agentes patégenos

recubiertos con estas moléculas solubles [35,36]
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Receptores
Dectina-1

Receptores Fc
(I, Ny RI)
Receptores
de integrinas

Receptores
Receptores del Scavengers
complemento
7™ Receptores
TLRs de manosa
Receptores
IFNyy IL4

Figura 3. Receptores de los macréfagos. Los macrdéfagos expresan multiples receptores en su superficie,

los cuales son capaces de reconocer antigenose internalizarlospara posteriormente ser destruidos y
presentados alas moléculas de histocompatibilidad de clase Il.
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A.2 Respuesta a una senal patogénica e
inflamacion.

A.2.1 El AA en la lesion inflamatoria

Los acidos grasos esenciales son aquellos acidos grasos que el organismo no puede
sintetizar, por lo que tienen que ser obtenidos a través de la dieta. Se distinguen dos
grandes familias: omega 3 (n-3) y omega 6 (n-6) denominados PUFAs ya que tienen
varias insaturaciones en su cadena hidrocarbonada. La mayoria provienen de plantasy
pescados. Ambas familias poseen tanto propiedades pro y antiinflamatorias y por

ende, participan en el inicio y resolucién de la inflamacién.

El AA es un acido graso de veinte atomos de carbono y cuatro insaturaciones en las
posiciones 5,8,11 y 14 (figura 4). Pertenece por tanto a la serie n-6. Es uno de los

acidos grasos poliinsaturados mayoritarios en las células del sistema inmune.

Figura4. Estructuradel AA (20:4n-6)

Una de las principales fuentes de AA es el acido linoleico (18:2n-6) (figura 5), un acido
graso obtenido a través de la dieta [37]. En este proceso participan una elongasay dos
desaturasas, la A5y A6, las cuales se expresan en numerosos tejidos, aunque el higado
es el principal érgano productor de AA a partir de linoleico. Una vez formado, el AA
sera liberado con posterioridad al torrente sanguineo, distribuyéndose de esta manera

en los diferentes tejidos. El AA se transporta en la sangre preferentemente en VLDL,
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mayoritariamente unido a fosfolipidos y, en menor medida, a CE y TAG [38]. Este

transporte es esencial para suministrar AA a fosfolipidos presentes en el tejido,

incluyendo aquellos a los cuales las lipoproteinas tienen bajo acceso.

Otra fuente de 4acido araquiddnico es la suplementacidn directa a través de la dieta,

por la cual se ha observado una ingesta de 0,2-0,3 g por dia. Esta es una ruta

secundaria ya que la ingesta de acido linoleico esde 10-20 g por dia [39].

Acidos grasos n-6

Acido linoleico

Acidos grasos n-3

Acido a-linolénico

18_:2 Desaturasa A6 (FADS2) 18:3
v H
Acido y-linolénico Acido esteariddnico
. 18:4
18:'3 Elongasa (ELOVS) .
v ) " v
Acido dihomo y-linolénico Acido eicosatetraenoico
. 20:4
29'3 Desaturasa A5(FADS1) .
; | > ;
Acido araquidénico Acido eicosapentaenoico
20:4 Elongasa (ELOV2,5) 20:5
v "y
Acido adrénico Acido docosapentaenoico
22_:4 Elongasa ( ELOV2) 2?:5
] V ) V
Acido tetracosatetraenoico Acido tetracosapentaenoico
24:4 Desaturasa A6 (FADS2)

<

24:5

»>

‘ v .
Acido tetracosapentaenoico

B v
Acido tetracosahexaenoico

24::5 B oxidacion peroxisomal 24;:6
v v
Acido docosapentaenoico Acido docosahexaenoico
22:5 22:6

Figura 5. Esquema de sintesis de los acidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6. En este proceso

intervienenciertas desaturasas y elongasas.
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Aunque el AA libre es esencial para la resolucién de procesos inflamatorios, niveles
elevados en el interior celular pueden ser téxicos [40,41]. Por ello la mayor parte del
acido araquidonico celular se localiza esterificado en los fosfolipidos de la membrana
celular. Solo después de la activacion celular se liberard una parte, pudiendo ser
posteriormente metabolizado a eicosanoides, mediadores de un gran numero de

procesos, incluyendo la inflamacién [42,43].

A.2.2 Papel del zimosdn en la activacién celular.

Las células del sistema inmune innato poseen receptores tanto extracelulares como
intracelulares que participan en el reconocimiento de una gran diversidad de
patdégenos. Esta interaccidn patégeno-receptor conlleva el inicio de una cascada de
sefalizacion que desemboca frecuentemente en la movilizacion de AA desde los

fosfolipidos de membrana [36].

El zimosan es un homogeneizado de la pared de la levadura Saccharomyces cerevisiae
[44] y ha sido usado durante los ultimos 50 afios como modelo para generar una
respuesta inmune a infecciones fungicas y produccidon y liberacidn de citoquinas
proinflamatorias [45-47]. Asimismo, el zimosdn es uno de los estimulos fisiopatolégicos
mas empleados para estudiar los mecanismos de movilizacion de AA de las células
fagociticas [48,49]. Interacciona con diversos receptores no opsénicos, entre los cuales
se incluyen receptores tipo Toll como TLR2 o TLR6, lectinas de tipo C como dectina-1,
receptores de manosa o receptores “scavenger”, produciendo asi una sefal
inflamatoria [47,50]. Estudios realizados en ratones deficientes en dectina-1 han
demostrado que este receptor es el responsable de activar la fosfolipasa A2 que
cataliza la movilizacién de AA en macréfagos expuestos a zimosan [34,51]. Ello ocurre a
través de aumentos en la concentracidn intracelular de calcio y de la estimulacién de la

cascada de fosforilacion mediada por MAP quinasas [52,53].
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Por otra parte, el zimosdn opsonizado (esto es, recubierto de opsoninas,
inmunoglobulinas y factores del complemento) también es un estimulo muy potente
para la liberacion de AA y produccidn de eicosanoides [36,54]. A diferencia del zimosan,
en este caso el proceso esta mediado principalmente a través de receptores de
opsoninas, que reconocen el fragmento Fc de las inmunoglobulinas (1gG) y fracciones

del complemento (C3b, C4b) [36,55,56].

Asi, dependiendo de la naturaleza del estimulo, ya sea zimosan o zimosan opsonizado,
entran en juego receptores diferentes (figura 6), los cuales comparten ciertas etapas
del mecanismo de activacion celulary transduccién de sefiales, aunque también tienen
diferencias bastante acusadas. Por ejemplo, mientras que en la fagocitosis mediada
por el receptor Fc hay una gran activacion de syk, en la fagocitosis a través del receptor

dectina-1, syk no tiene dicha relevancia [57,58].

TLR2/6 Zimosan Zimosan opsonizado
I
| .
| CD45
I
/ \'f' '
]
I
IT I
I
I
I
_ | L
Dectin-1 ’ Receptor

Fc
CD148

-Activacion de PLA; y movilizacion
de AA

Figura 6. Esquema de fagocitosis de zimosan y ZOp. En este proceso intervienen diferentes receptores,

provocando como respuesta final la activacionde PLA; y movilizacidndel AA.

A.2.3 Movilizacion del acido araquidonico

El AA en condiciones de reposo se halla fundamentalmente esterificado en la posicion
sn-2 de los PLs de membrana, particularmente en glicerofosfolipidos de colina (PC),

etanolamina (PE) e inositol (PI).
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La regulacién de los niveles de AA libre viene determinada por dos reacciones que
forman parte de lo que se denomina ciclo de Lands; una desacilacion del AA de los PL
llevada a cabo por fosfolipasas Az, y un proceso de reacilacidn de este acido graso,

llevado a cabo por acil-CoA sintetasa (ACS), y aciltransferasas [59].

Estas dos reacciones se encuentran reguladas en funcion del estado celular. En células
en reposo, el AA se encuentra en su mayoria esterificado, mientras que cuando las
células se encuentran bajo condiciones de estimulacion, la hidrélisis de dicho acido
graso prevalece, lo cual genera una elevada concentracién de AA libre, que serd
metabolizado para la sintesis de eicosanoides [60-62]. Sin embargo, aunque en
condiciones de activacidon prevalezca la desacilacién del AA, una gran parte de este
sigue siendo reacilado a fosfolipidos, lo que explica por qué solo una pequeiia cantidad

de este acido graso esempleado para la sintesis de eicosanoides [59].

La ruta principal de incorporacién de AA en PL celulares, cuando la célula opera con
bajas concentraciones de AA, es a través del ciclo de Lands que es, por tanto, una ruta
de alta afinidad, pero de baja capacidad (figura 7) [63,64]. Para incorporarse en PL, el
AA libre se convierte en araquidonoil-CoA (AA-CoA) a través de la accion de la ACS, que
es posteriormente utilizado por aciltransferasas dependientes de CoA [65,66]. Para esta
reacilacién los lisofosfolipidos tienen un papel trascendental, ya que son los aceptores
de las moléculas de AA. Por ello, su disponibilidad constituye un factor limitante de

estaruta [67,68].

Cuando la célula se ve expuesta a niveles elevados de AA libre, entra en juego una
segunda ruta, la ruta de biosintesis de novo de PL. En dicha ruta, el AA-CoA se
esterifica en la molécula de glicerol-3-fosfato en cualquiera de las dos posiciones libres
gracias a las enzimas glicerol-3-fosfato-aciltransferasa (GPAT) vy acido lisofosfatidico
aciltransferasa (LPAAT), generando finalmente PA. A partir de esta molécula de PA se
pueden generar diversos fosfolipidos[69]. Esta ruta de novo es operativa cuando la

entrada de AA mediante el ciclo de Lands se ha saturado [70-72].
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/.- graso '\.‘

Acil-CoA

Ciclo de Lands
GP/DHAP

!

PLA;
PA —» pI | —*| lisoPs
l PS | | lisoPI
T LPLAT lisoPC
DAG * pc/PE lisoPE

Figura 7. Rutas de incorporacion de acidos grasos libres en fosfolipidos. A laderechael ciclode Lands,
unarutade alta afinidad/baja capacidad cuandola célula estd expuestaabajas concentraciones del
acido. A laizquierda, rutade novo, de baja afinidad/alta capacidad cuandola céula esta expuesta a altas

concentracionesde este.

A.2.4 Papel de las fosfolipasas en la liberacion del AA

de fosfolipidos

Las fosfolipasas A2 son enzimas con gran relevancia en el metabolismo lipidico y
sefializacion celular. Purificadas inicialmente a partir del veneno de serpientes y otros
reptiles, se sabe actualmente que estan presentes en todos los tejidos y en todas las
especies. Atendiendo a criterios de secuencia, estas enzimas han sido clasificadas en

16 grupos (tabla 1).
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His/Asp
His/Asp
His/Asp
His/Asp
His/Asp
His/Asp
Ser/Asp
Ser/Asp
Ser/Asp
Ser/Asp
Ser/Asp
Ser/Asp
His/Asp
Ser/Asp
Ser/Asp
Ser/His/Asp
Ser/His/Asp
Ser/His/Asp
Ser/His/Asp
His/Asp

His/Asp
His/Asp
His/Asp
His/Asp
His/Asp
His/Asp
Ser/His/Asp
His/Cis

Tabla 1. Clasificacion de las fosfolipasas A,

Secretada
Secretada
Secretada
Secretada
Secretada
Secretada
Citosolica
Citosdlica
Citosolica
Citosdlica
Citosdlica
Citosdlica
Secretada
Citosolica
Membrana
Secretada
Citosolica
Citosolica
Citosdlica

Secretada

Secretada
Secretada
Secretada
Secretada
Secretada
Secretada
Lisosomal

Membrana

Infroduccidn

13-15 kDa
13-15 kDa
13-15 kDa
13-15 kDa
13-15 kDa
16-18 kDa
85 kDa
100 kDa
65 kDa
90 kDa
85 kDa
85 kDa
14 kDa
80-85 kDa
88 kDa
45 kDa
40 kDa
26 kDa
26 kDa
14 kDa

14 kDa
12 kDa
13 kDa
19 kDa
<10 kDa
13-19 kDa
45 kDa
18 kDa

mM
mM
mM
mM
mM
mM
uM
UM
No
UM
uM
uM
mM

No
No
No
No
No

mM
mM
mM
mM
mM
mM
No
No
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Una clasificacion generalmente mas atil, que atiende a caracteristicas funcionales y
propiedades bioquimicas, agrupa estas enzimas en 6 grandes familias: las enzimas
citosdlicas dependientes de calcio (cPLA>), las intracelulares independientes de calcio
(iPLAz), las secretadas dependientes de calcio (sPLA?), las acetil hidrolasas del factor
activador de plaquetas (PAF-AH), la enzima del tejido adiposo (adPLA?) y la lisosomal
(LPLA?) (figura 8) [73].

v
pM Ca2§ VI

Ser/Asp No Ca**
Ser/Asp

(Citosdlica)

LAL LV IX,

X, XI-XIV VII, VIl
' SPLA, '
mM Ca? No Ca*
(Secretada) Ser/His/Asp
His/Asp

(adipocito)
XV
.XVI No Ca*
His/Cys Ser/His/Asp

Figura 8. Clasificacion de las fosfolipasas A, atendiendo criterios bioquimicos y funcionales. Las 6

(Lisosomal)

grandes familias con sus consiguientesgrupos indicados en nimeros romanos tienen como factores

distintivos el tamafiio, la dependencia o no de Ca?*y los aminoacidos cataliticos.

A continuacién, se describen con detalle las caracteristicas bioquimicas y funcionales
de tres de estas familias, cPLA; (grupo 1V), iPLA2 (grupo V1) y sPLA; (grupos lIA, Vy X),
ya que se trata de las enzimas que se ha demostrado que participan activamente en
los procesos de liberacidn de AA [74]. Las tres familias de enzimas participan
frecuentemente en conjunto durante la activacion celular a través de receptores

inmunes innatos
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e CPLA:

La familia cPLA, consta de varias isoformas; cPLA,a [75], cPLA2B, cPLAyy, cPLAS vy
cPLA>C [76]. La primera cPLA; purificada y secuenciada fue la fosfolipasa A2 de grupo
IVA (cPLA2a), la cual es dependiente de Ca?*. Esta enzima se expresa de manera
constitutiva en la mayoria de los tejidos aumentando su expresién en presencia de
ciertos estimulos [77]. Ademas, contiene un dominio C2 en el N-terminal donde se
produce la unién del CaZ*, lo cual promueve la translocacién de la proteina a la
membrana fosfolipidica [78,79]. Este dominio C2 esta presente en todos los miembros

de la familia con excepcion de la forma y (grupo IVC).

Diversos estudios han observado la translocacién de cPLAa en presencia de Ca%t aun
gran numero de estructuras celulares de membrana, tales como la envoltura nuclear,
el reticulo endoplasmico, las gotas lipidicas e incluso la membrana plasmatica [80,81].
Estudios recientes han sugerido que la fosforilacion de esta enzima en Ser3% es
necesaria para su correcta translocacién a la membrana [82]. Ademas, también se ha
observado que la fosforilacion de dicha enzima transloca a la misma a membranas
enriquecidas en fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato [82]. La cPLA,a también puede
fosforilarse en otros residuos tales como Ser>15 y Ser’?7, aunque el papel biolégico de

dichas fosforilaciones se desconoce [82].

La cPLA2a es una de las enzimas mads importantes en situaciones inflamatorias ya que
es la enzima principal en la liberacién de AA de la posicion sn-2 de los
glicerofosfolipidos de forma selectiva cuando la célula se encuentra en un ambiente
proinflamatorio [83]. La liberacidon de este acido graso n-6 es fundamental, ya que sera
metabolizado con posterioridad a través de diferentes vias enzimaticas como COX, LOX
y CYP450 en eicosanoides, los cuales participan en la iniciacién y resolucidon de la

inflamacion [84].

La selectividad de esta enzima por AA puede deberse a que el sitio activo de la cPLAa
se encuentra enriquecido con residuos aromaticos que interaccionan con los cuatro
dobles enlaces del AA a través de interaccién m-mt [73]. Sin embargo, su selectividad

disminuye frente a otros acidos grasos como el DHA que contienen otras posiciones de
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dobles enlaces [74,85]. Ademas de esta actividad, la cPLA2a también muestra actividad

lisofosfolipasa y trasacilasa [86].

Gracias al empleo de ratones KO de cPLAa se ha podido comprobar que esta enzima
tiene gran importancia en una serie de situaciones fisiopatoldgicas como fibrosis
pulmonar, artritis y estres respiratorio agudo entre otras [87]. Ademds, se ha
observado que la eliminacion de esta enzima conduce a la desregulacién de la
sefalizacion del factor de crecimiento similar a la insulina-1 (insulin-like growth factor-
1) y promueve el crecimiento del musculo esquelético estriado [88]. Asimismo, en
animales deficientes de cPLAa que fueron sometidos a una dieta rica en grasas, se ha
observado una reducida capacidad de aumentar el peso corporal, destacando el papel

de dicha enzima en la regulacién del agrandamiento del tejido adiposo [89].

e iPLA:

Las iPLA2 pertenecen al grupo VI y se caracterizan por no requerir Ca?* para su
actividad. Una de las enzimas mejor caracterizadas de este grupo es la enzima iPLA »-

VIA, también conocida como iPLAp.

Mientras que cPLA,a se dirige a los fosfolipidos que contienen AA, iPLA2B no tiene esa
especificidad ante dicho acido graso, siendo una enzima mas versatil [74,90]. Ademas,
aunqgue la actividad de la cPLA;a es ligeramente superior sobre fosfolipidos que
contienen acido estedrico en posicion sn-1, la actividad de la iPLA;B aumenta en

presencia de acido palmitico en dicha posicién [91].

La iPLA2B muestra actividad lisofosfolipido transacilasa y transacilasa, pero no tiene
actividad acil-CoA aciltransferasa. Ademas, esta enzima es capaz de hidrolizar cadenas
hidrocarbonadas en fosfolipidos independientemente de su longitud y cuenta con

actividad PAF acetilhidrolasa [92].

La iPLA2B ha sido implicada en muchas funciones fisioldgicas entre las que destacan la

secrecidn de insulina y la hidrélisis de fosfolipidos en muerte celular apoptética [68].
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Una de las ultimas funciones descubiertas de esta enzima es su capacidad de liberar
las cadenas oxidadas de las cardiolipinas, lo cual protege a las células de dafio
oxidativo [93]. Ademas, una de sus primeras y principales funciones descritas es la
capacidad para mantener los niveles celulares de lisofosfolipidos que servirdn como

aceptores para la reacilacion de AA dentro del ciclo de Lands [92].

En estudios recientes, se ha confirmado que la iPLA2f tiene un papel transcendental en
la detoxificacion de las células, ya que esta enzima es capaz de romper el enlace éster
gue une el esqueleto de glicerol al acido graso oxidado, eliminando de esta manera el
dano celular [94]. Estos estudios le confieren gran transcendencia a esta enzima, ya
gue su inhibicién o sobreexpresion podrian ser una gran estrategia terapéutica ante
ciertas patologias que impliquen la presencia de estos fosfolipidos oxidados. Hallazgos
recientes demuestran que la proteina supresora de tumores, p53 media la activacion
de esta enzima disminuyendo los niveles de fosfolipidos oxidados bajo condiciones de
alto estrés celular [95]. Hallazgos similares han sido reportados también en otro
estudio en el cual muestran el papel protector de iPLA2B en la defensa al dafio
placentario producido por la muerte de los trofoblastos en presencia de estos lipidos

oxidados [96].

e sSPLA:

La familia sPLA2 contiene 10 isoformas cataliticamente activas y una que en mamiferos
se encuentra inactiva. Las principales funciones de las sPLA, implican propiedades
antibacterianas y antivirales, regulacién de la composicién de LDL y HDL ademads de
tener gran relevancia en enfermedades inflamatorias como es el caso de la

aterosclerosis [97].

Al igual que iPLA2B, las sPLA; contienen sitios activos mas flexibles que la cPLA2a, lo
gue les permite hidrolizar fosfolipidos con una gran variedad de acidos grasos en
posicion sn-2. Su selectividad ante el sustrato en términos de cabeza polar es muy
variable dependiendo de cada isoforma al igual que su preferencia por diferentes

acidos grasos. Mientras que ciertas isoformas no discriminan entre cadenas
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hidrocarbonadas, otras lo hacen acorde al nimero de dobles enlaces. Asi, la sSPLA2-V
tiene preferencia a un menor nimero de dobles enlaces mientras que la sPLA X tiene

preferencia por los PUFA[98].

Por otra parte, se conoce que estas enzimas, en especial la sPLA2-V, amplifican la
accion de la cPLAa a través de diferentes mecanismos. Estos implican efectos sobre
los mecanismos de activacion de la cPLA2a en particular sobre su fosforilacion [99-103].
En la figura 9 se observa la interaccién entre la cPLA, y la sPLA; cuando la célula se

encuentra en presencia de un estimulo inflamatorio.

Estudios recientes han dado a conocer que, dependiendo de la especie, el

comportamiento de estas enzimas difiere [74].

Un caso muy interesante es el de la sPLA>-V, que en macrdfagos de ratén transloca al
fagosoma durante la fagocitosis, cosa que no ocurre en macréfagos humanos
[104,105]. Sin embargo, a pesar de esta notable diferencia, la sPLA;-V favorece la
fagocitosis en ambos casos y por lo tanto actua favoreciendo el proceso resolutorio de
la inflamacion [104]. Se ha observado igualmente que los ratones deficientes en sPLA>-
V muestran una notable disminucidn de su capacidad de movilizar AA durante la

fagocitosis [106].
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Agonista
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MAPK: i CITP450
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Figura 9. Relacion entre las enzimas PLA; durante la activacion celular via receptores inmunes innatos.
En presencia de un estimulo inflamatorio, la cPLA; es fosforilada via MAPK enpresencia de Ca%". Por su

parte, lasPLA; amplificalaaccidn de la cPLA; atravésde diferentes mecanismos.

A.2.5 Reacciones de transacilacién independientes
de CoA

El movimiento de AA celular entre los diferentes reservorios celulares no solo se
encuentra controlado por el proceso de acilacién y desacilacién de dicho acido graso
en los PL de membrana. También interviene un proceso de transacilacién entre las
diferentes clases de PL, en el cual el AA se distribuye entre diferentes PL,
especialmente los plasmaldgenos de PE, donde la cantidad de AA esterificado es muy

elevada [107-109].

Estos procesos de transacilacion se llevan a cabo a partir de una enzima denominada
transacilasa independiente de CoA (CoA-IT), presente en células de los mamiferos y

cuyo papel es transferir acidos grasos de 20y 22 carbonos de especies de PC, con un
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enlace éster en posicidon sn-1 a fosfolipidos de etanolamina que contienen un enlace
éster o vinil éter en la posicion sn-1 (figura 10) [59]. Estudios recientes han
comprobado que la tasa de remodelacion en células normales y células deficientes en
plasmalégeno de etanolamina no varia sustancialmente. Esto es debido a que las
variantes deficientes en dichos plasmalégenos pueden compensar su deficiencia

dirigiendo el AA a diacilfosfolipidos de PE [59,110].

Este proceso de remodelacién de AA en PL es importante para la sintesis de
eicosanoides en células activadas. Esta remodelacién es la causa por la que, en
condiciones de activacion celular en presencia de zimosdn, no se observen
practicamente variaciones en el contenido de AA en PE, ya que la perdida de dicho
acido graso por hidrolisis en condiciones de estimulacién es revertida por la accion de

la transacilasa, incorporando AA en PE desde las especiesde PC [111,112].
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Figura 10. Esquema de Incorporacion y remodelacion de AA mediada por la enzima CoA-IT en
fosfolipidos. Esquema representativo de 1-acil, 1-alquil y 1-alquenil glicerofosfolipidos. Los

glicerofosfolipidos 1-alqueniloson llamados plasmalégenos.

La secuencia del gen de la CoA-IT hoy en dia es aun desconocida, por lo cual la enzima
solo se ha podido caracterizar en células mediante ensayos de actividad enzimatica
[113]. Ademas, se han podido identificar inhibidores farmacolégicos de dicha enzima
[114,115]. Se ha observado que el bloqueo por inhibicidn de dicho proceso puede

provocar apoptosis celular [116,117].

La CoA-IT no se puede considerar como una PLA; en sentido estricto, ya que, a
diferencia de estas, no genera acidos grasos libres, sino que los transfiere
directamente a otros aceptores fosfolipidicos. Estudios recientes han mostrado que, al
estimular macréfagos peritoneales con LPS, existe un aumento de la hidrolisis de AA en
plasmalégenos de etanolamina, lo cual puede dar lugar a una menor actividad de
remodelacion de estos plasmalégenos con el AA liberado por las especies de PC vy, por
consiguiente, una actividad reducida de CoA-IT [118]. Esta transferencia mads lenta de
AA hacia plasmalégenos de etanolamina, conlleva que el AA permanezca en mayor
medida en PC, por lo que puede ser hidrolizado en mayor cantidad a AA libre desde

ese fosfolipido para generar eicosanoides especificos [107,113, 118,119]

La CoA-IT es una enzima integral de membrana e independiente de CaZ*. Yamashita et
al. [120] fueron los primeros en sugerir que dichas reacciones de transacilacion
independientes de CoA son catalizadas por una o varias enzimas de la familia PLA,,
especulando con el posible papel de la fosfolipasa A citosdlica de grupo IVC, o cPLAy

como un posible candidato [121,122]. La actividad CoA-IT era mayor cuando el donante
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de AA es lisoPC en vez de diacil-PC, lo que es consistente con el hecho de que la cPLA2y
tiene mayor actividad lisofosfolipasa que fosfolipasa [123]. Estudios previos del
laboratorio donde se ha llevado a cabo esta tesis demostraron que las células
deficientes en cPLAy transfieren AA de PC a PE de una manera menos eficiente que las
células control [124]. Este dato apoya la implicacién de la cPLA,y en reacciones de
remodelacion de fosfolipidos, aunque muy probablemente no es la Unica, pues su

ausencia no elimina, sino que ralentiza este proceso [124].

Por otra parte, la remodelacion de fosfolipidos es mucho mas rdpida en lineas
celulares que en células primarias [125]. Esta diferencia parece deberse a los bajos
niveles de AA esterificado en las lineas células en comparacidn con células primarias.
Asi la incubacidn de lineas celulares con AA aumenta el contenido celular de dicho
acido graso y disminuye la tasa de remodelacién de este acido graso, consecuencia de
una reduccion en la actividad de la transacilasa independiente de CoA [126]. Estos
hallazgos confirman como los niveles celulares de AA son los que determinan la
actividad de la trasacilasa independiente de CoA y como consecuencia la remodelacién

celular.

Ademis, existen diferentes factores que pueden condicionar la actividad de la enzima
CoA-IT, entre la cual caben destacar situaciones de activacion celular, en las cuales la

velocidad de remodelacién aumenta apreciablemente [127,128]

También se puede observar una gran diferencia entre células que proliferan y células
gue no, ya que en las primeras el proceso de remodelacién conlleva unos minutos,

mientras que en las segundas puede llevar horas [83,129].

A.2.6 Fosfolipidos oxidados y su papel en los procesos

inflamatorios

La movilizacion celular del dacido araquidénico y la produccién de eicosanoides

derivados de este y de otros acidos grasos poliinsaturados son caracteristicas de la
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inflamacién, y el aumento de eicosanoides se produce tanto en alteraciones
fisiopatolégicas como en procesos celulares que provocan una lesién inflamatoria
[130]. Los eicosanoides son lipidos bioactivos que participan en la regulacidon inmune al
influir en la activacidn de las células fagociticas inmunes innatas, tanto en la capacidad
fagocitica, produccidn de citoquinas, diferenciacidon y migracion [131,132]. Ademads, son
capaces de regular la homeostasis en ciertas enfermedades, ya que su inhibicion es

una herramienta terapéutica estratégica [133].

Estos eicosanoides son sintetizados a partir del AA libre gracias a la ciclooxigenasa,
lipoxigenasa y citocromo P-450 que generan las formas oxidadas de estos acidos
(figura 11). Al igual que el AA, el el acido adrénico (AdA) también puede ser
metabolizado por las mismas vias para generar eicosanoides derivados de este acido
graso [134]. Ademas, el AdA reduce el metabolismo del acido araquidénico por la

ciclooxigenasa [135].

' . . . . . . . . . . . . . . . fosfolipidos de membrana

con AA esterificado

FOSFOLIPASA A2 -Prostaglandinas
— ' -Prostaciclina
coX -Tromboxano

AA

LOX
Acidos Citocromo
epoxieicosatrienoicos P450
(EET)

Figura 11. Rutas de sintesis de eicosanoides a partir de AA liberado de fosfolipidos de membrana
gracias a la accion de la fosfolipasa. Para ello, diferentesvias enzimaticas como COX, LOX o Citocromo

P450 toman parte enel proceso.
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Hasta hace unos afios, se creia que estos eicosanoides eran derivados de &cidos
carboxilicos libres, generados por la hidrdlisis de &acidos grasos poliinsaturados,
especialmente AA y metabolizados por diferentes vias enzimaticas. Estos lipidos
oxidados difundian fuera de la célula y se unian a receptores acoplados a proteina G
para desencadenar la correspondiente sefializacion[136]. Posteriormente, se demostrd
gue varias de estas especies de eicosanoides, destacando las especies hidroxiladas,
eran capaces de reesterificarse en diferentes fosfolipidos, no solo eicosanoides
derivados de AA si no también otros acidos grasos oxidados derivados de 22:4n-6,
como son 22:5n-3 y 22:6n-3 [137], cuyos metabolitos oxidados, denominados
mediadores proresolutivos (Maresinas, protectinas y resolvinas), poseen propiedades

antiinflamatorias.

Los macréfagos peritoneales de ratdon expresan una enzima en condiciones basales
gue es capaz de oxidar directamente los acidos grasos esterificados en fosfolipidos, sin
necesidad de una hidrdlisis y posterior reesterificaciéon [137]. Esta enzima, denominada
12/15 LOX, tiene su homdlogo en monocitos periféricos humanos la cual toma el
nombre de 15 LOX [138,139], siendo ambas capaces de oxidar directamente
membranas purificadas. Ademas, tanto 15-LOX como sus productos oxidados regulan

la activacion de MAPK/ERK [140].

En los ultimos afios son numerosos los estudios llevados a cabo sobre el papel de
PEBP1, una proteina que inhibe la cascada de las quinasas [141]. Esta proteina es capaz
de generar complejos con las dos isoformas de 15-LOX, 15L01 y 15L02 y cambiar su
competencia al sustrato para generar hidroxi-PE, teniendo gran relevancia en
numerosas enfermedades relacionadas con la formacidon de esta especie oxidadas,

como son el asma [142], fallo renal [143] o traumatismo cerebral entre otros [144].

El primer producto de oxidacion de AA via LOX es el A&cido
hidroperoxieicosatetraenoico  (HPETE), el cual se reduce al acido
hidroxieicosatetraenoico (HETE) a partir de glutatién peroxidasa, GPX4 [145,146]. Por
otra parte, el HETE puede ser enzimaticamente oxidado a acido cetoeicosatetraenoico
(oxoETE) (figura 12). Ademads, la posicion de los grupos hidroxilo depende de la

expresion especifica de LOX en las células. Mientras que los neutréfilos humanos
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expresan 5 LOX y generan 5-HETE-PE, el producto mayoritario formado en plaquetas es

12-HETE-PE y el isémero formado en monocitos y eosinofilos es 15-HETE-PE [147].

Sin embargo, los macréfagos peritoneales de raton expresan 12/15 LOX en condiciones
basales, generando como producto principal 12-HETE [137]. Estudios previos muestran
la presencia dual de dos lipoxigenasas encargadas de metabolizar el AA en sus formas
oxidadas, la 12/15-LOX y la 5-LOX. Mientras que la primera se encuentra activada en
condiciones basales generando como metabolitos mayoritarios el 12-HETE y 15 HETE,
la 5-LOX Unicamente se activa en condiciones de estimulacién celular generando 5-

HETE y LTA4, precursor del LTB4 [148].

En estudios de incorporacién de 5-HETE, 12-HETE y 15-HETE deuterado, se observd
como el isomero 5-HETE es el acido graso oxidado incorporado por los macréfagos
peritoneales en condiciones de activacion. Ademas, los aceptores principales de esta
molécula son los fosfolipidos, aunque una pequeifa parte son anclados en lipidos

neutros o se mantienen como acidos grasos libres [149].

QOH

15-HPETE
(Hidroperoxieicosatetraenaico)

GPX4

. — . COOH ~ o~ . COOH
;’;_H \_V_,— S~ ~— /_\‘x/’/ N
\ S o "\ SN o
\ Rl & T TN N o~ - ~ —~—
. T\
\1DH Oxidacién 0
enzimatica
15-HETE 15-0x0ETE

(Hidroxieicosatetraenoico) (Oxoeicosatetraenoico)

Figura 12. Ruta de reduccidn a través de la GPX4 y oxidacion enzimatica del fosfolipido oxidado

mayoritario presente en monocitos, eosindéfilos y macréfagos.
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Los HETE-PE promueven en neutréfilos actividades antibacterianas, mientras que, en
macréfagos, oxoETE-PE son agonistas de baja actividad ante PPARy [150,151].
Asimismo, no solamente las especies oxidadas de PE tienen grandes aplicaciones
biolégicas, destacando asi el papel de HETE-PC como potentes procoagulantes como
resultado de mejorar la unién de los factores de coagulaciéon a las especies de

fosfatidilserina [152].

Los fosfolipidos oxidados tienen gran relevancia en la inmunidad innata y en la
inflamacién [153]. Estos pueden servir como marcadores de induccién de apoptosis e
interacciones mas complejas como la regulacién de ciertas respuestas inmunes [154].
Es sabido que un amplio niumero de receptores de la inmunidad innata reconocen
estas especies oxidadas como antigenos, aunque también pueden servir como ligandos
para los receptores scavenger, los cuales pueden reconocer tanto oxPL libre presente
en oxLDL asi como oxPL unido covalentemente a la apoB100. Ademas, oxPL también se
acopla a la PCR (proteina C reactiva), la cual indica riesgo de enfermedad

cardiovascular a niveles altos [155].

También es reconocido su papel en la activacidn de la agregacién plaquetaria y en la
adhesién de monocitos, al igual que la produccidn de citoquinas teniendo de esta
manera un rol muy importante en base a su papel pro y antiinflamatorio en las etapas

tempranas de la aterogénesis [156,157].

A.3 Polarizacion de macrofagos v su papel en

enfermedades inflamatorias:

Los macrofagos son una poblacién celular heterogénea que exhibe una amplia gama
de fenotipos funcionales. Se sabe que estas células se infiltran en la pared vascular

durante la aterosclerosis y en el tejido adiposo durante la obesidad [158,159]. En estos
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tejidos se han encontrado dos subpoblaciones distintas, con funciones marcadamente
diferentes, a saber, los macréfagos activados clasicamente (M1) y alternativamente
(M2) (figura 13). Los macrofagos M1, producidos por la exposicidn a interferén-y y LPS,
exhiben potentes propiedades microbicidas [160,161]. El fenotipo alternativo M2,
promovido por la exposicion a las interleucinas -4 y -13, es funcionalmente

antiinflamatorio y pro-resolutivo, protegiendo a los tejidos de un dafio excesivo [162].
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Figura 13. Roles positivos y negativos de los macrofagos debido a su plasticidad para adquirir

diferentes fenotipos.

Los marcadores descritos para los estados M1y M2 se han encontrado expresados en
diferentes situaciones fisiopatoldgicas. La activacion macrofagica se considera como un
continuo de estados funcionales sin limites bien definidos, donde M1y M2 supone los
extremos. La plasticidad de los macréofagos hace que la asignacion de marcadores

bioquimicos a cada poblacién sea una tarea dificil. Ademads, se ha observado como, los
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estados de activacién del macréfago varian en funciéon de la temporalidad de la

inflamacion o de la enfermedad [163,164].

Por una parte, los macréfagos M1 liberan éxido nitrico producidos por iNOs y una serie
de citoquinas proinflamatorias [165] como TNFa [166], IL-12, IL 1B o IL23, las cuales son
capaces de eliminar organismos infecciosos como virus y bacterias y también células
tumorales [167]. Las células muertas son fagocitadas y enviadas a lisosomas donde se
degradan por accion de las enzimas hidroliticas contenidas en los mismos. Por este
motivo entre otros, se cree que los macréfagos M1 mantienen la homeostasis en

defensacontra infecciones.

Sin embargo, los macréfagos polarizados a M2 producen TGF, IL10 e IL4 con el fin de
reducir o terminar con la respuesta inflamatoria [165]. Ademds, estos macréfagos
actuan como células fagociticas, eliminando las sustancias de desecho y participan de

manera activa enla reparacion de los tejidosy la tolerancia del sistema inmune [168].

El estado de polarizacion de los macréfagos viene definido por una serie de
marcadores. Asi, el estado proinflamatorio M1 es reconocido por una alta expresidn de
CCR7, CD11c, IL-6, IL12p40, TNFa y de NOS2 [169], mientras que por otra parte el
fenotipo antiinflamatorio M2 expresa Arg-1, el receptor de manosa CD206, Mrc2, Ym-1

y Fizz-1 [170].

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que los macréfagos con polarizacion
M1 secuestran el hierro libre mientras que los que tienen el fenotipo M2 reciclan el
hierro liberandolo al exterior, lo cual puede servir también como marcador biolégico.
El hierro es un factor esencial para el crecimiento y la supervivencia de bacterias, por
ello su homeostasis es un factor clave para favorecer la defensa del huésped vy
combatir infecciones [171]. La polarizacién afecta a la expresiéon tanto de ferritina
(acumulacion de hierro) como de la ferroportina (exportacion de hierro) los cuales
recaen directamente en los niveles intracelulares de hierro. Los macréfagos M1 tienen
una relacion ferritina/ferroportina alta, lo cual desemboca en una elevada
acumulacién de hierro en la célula, mientras que el fenotipo M2 tiene una relacién
mas baja dando lugar a una mayor liberacidon del hierro al medio extracelular [172].

Esta acumulacion o liberacién respectiva del hierro conlleva una serie de
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consecuencias para ambos fenotipos macrofagicos como se explica en la figura 14.
Ademas, los macréfagos antiinflamatorios cuentan con niveles elevados de receptores
scavenger en comparacion con las células proinflamatorias, los cuales tienen un papel

transcendental en la liberacién de los grupos hemo.
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Figura 14. Metabolismo del hierroen macréfagos polarizados. La alta relacion ferritina/ferroportina en
los macréfagos M1 producen una elevada acumulacion de hierro intracelular. Sin embargo, en los
macroéfagos M2 larelaciénes muchomas baja, experimentando unamayor liberacién de hierrolo cual

conlleva consecuencias metabdlicas.

Los macréfagos polarizados a M2 regulan al alza la expresién de ciertos receptores
scavenger como CD206, CD163 y el receptor de macréfagos con estructura de
coldgeno, los cuales se encuentran estrechamente relacionados con la funcidn
fagocitica y la eliminacién de desechos celulares [173-175]. Ademas, se ha observado
ratones que carecen de macréfagos M2, la fagocitosis disminuye

qgue, en

notablemente en condiciones de infeccion [176].
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Estas células se encuentran implicadas en numerosas enfermedades como la
aterosclerosis, en la cual participan ambos fenotipos de manera heterogénea [177]. Ha
sido demostrado que los macréfagos con fenotipo proinflamatorio se encuentran en
mayor proporcidon en pacientes con sintomas de ataque isquémico, mientras que los
pacientes asintomaticos tienen una mayor poblacion de macréofagos M2 [178]. Ademas
de estos dos fenotipos, también se han encontrado diferentes fenotipos en la placa de

ateroma[179].

Los macréfagos polarizados también participan en enfermedades metabdlicas
asociadas a la obesidad como la diabetes tipo 2 [181,182]. Estudios realizados muestran
gue el macréfago con fenotipo proinflamatorio secreta IL-1B y responden a un
aumento de la inflamacién, resistencia a la insulina y obesidad, mientras que los M2
favorecen a una actuacion totalmente contraria reduciendo de esta manera la
obesidad y la resistencia a la insulina [183]. La transicion de los macréfagos de un
fenotipo M2 a un fenotipo M1 genera cierta resistencia a la insulina, siendo
transcendental el equilibrio entre las dos poblaciones macrofagicas en situaciones

inflamatorias [184].

Por otra parte, los macréfagos se pueden infiltrar en microambientes tumorales
reclutados por varios factores de crecimiento y quimiocinas liberadas por las células
tumorales, empeorando de esta manera la enfermedad ya que favorecen la
proliferacién y la metdstasis de las células tumorales. Se sabe que estos macréfagos
infiltrados tienen tanto actividades pro como antiinflamatorias llevadas a cabo por dos
subpoblaciones de diferente fenotipo [185]. En un estudio llevado a cabo por Halama
et al. se observd que, en un modelo de metdstasis de cédncer colorrectal, una
repolarizacion desde M2 a M1 llevado a cabo a través de STAT3 indujo un ambiente

antitumoral, lo cual podria ser una posible diana terapéutica [186].

Los macrofagos polarizados también tienen un papel trascendental en los estados de
infeccidn virica. Asi, los macrdéfagos polarizados a un fenotipo proinflamatorio M1 son
capaces de generar una represion transcripcional y un retraso en la integracién del
DNA proviral generando cierta resistencia a la infeccién por VIH-1 [187]. La gran

flexibilidad de los macrofagos en adaptar dicho fenotipo les confiere una mejora en el
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proceso de presentacion de antigenos, mejorando la respuesta inmune adaptativa a

dicha infeccion [188].

NOMENCLATURA UTILIZADA EN ESTA TESIS

Los acidos grasos se designan de acuerdo con las recomendaciones de la IUPAC del
siguiente modo: nimero de atomos de carbono vy, después de dos puntos, nimero de
enlaces dobles. Para diferenciar los isdmeros se utiliza la nomenclatura n-x (n menos
x), donde n es el numero de carbonos del acido graso y x es un nidmero entero que,
restado de n, da la posicién del ultimo doble enlace de la molécula. Ejemplo: 20:4n-6
indica un acido graso de 20 carbonos y cuatro insaturaciones, la ultima de ellas en el

carbono 14; se trata del acido araquidénico.

La nomenclatura utilizada para abreviar las especies individuales de fosfolipidos sigue
las recomendaciones realizadas por el consorcio LIPID MAPS. Se indica en primer lugar
la clase (PC, PE, PI. PS) seguida por un paréntesis en donde se indican los acidos grasos
en su forma abreviada. En primer lugar, se indica el acido graso que se halla en
posicién sn-1 y después el que se halla en posicidn sn-2, ambos separados por una
barra inclinada. Ejemplo: PC(18:0/20:4) indica la especie 1-estearoil-2-araquidonoil-sn-
glicero-3-fosfocolina. Cuando en posicion sn-1 no hay un enlace éster, esto se hace
notar afiadiendo al comienzo del paréntesis O- (si se trata de un éter) o P- (si se trata
de un vinil éter). Ejemplos: PC(0-18:0/20:4) indica la especie 1-O-octadecil-2-
araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina; PC(P-18:0/20:4) indica la especie 1-O-1-

octadecil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina.
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Objetivos

Debido a la gran importancia del papel del AA en procesos inflamatorios, tanto en la
iniciacion y en la resolucién de la inflamacién, el principal objetivo es conocer el
metabolismo de este acido graso en fosfolipidos en condiciones de activacién celular

en macréfagos peritoneales de raton. De forma mas especifica:

e Examinar la movilizacion del AA de diferentes clases de fosfolipidos en
presencia de un estimulo inflamatorio y formacién de eicosanoides

e Describir la implicaciédn de diferentes fosfolipasas en hidrdlisis y liberaciéon de

AA

Ademas, es de gran relevancia el estudio de la movilizaciéon del AA entre diferentes
reservorios celulares y observar diferencias dependiendo del estado celular, por lo cual

se plantea:
e Estudiar la remodelacidn del AA enfosfolipidos bajo condiciones de activacién.

Por otro lado, teniendo en cuenta el gran impacto de fosfolipidos que contienen AAox
tanto a nivel de muerte celular como relacionados con enfermedades metabdlicas y
neurodegenerativas observado a lo largo de los ultimos anos, también se ha propuesto
el estudio metabdlico del AAox producido en macrdofagos peritoneales de raton. De
forma mas especifica los objetivos perseguidos en este punto del trabajo son los

siguientes:

e Estudiar la formacion de AAox-PLen presencia de un estimulo inflamatorio

e Explorar el papel de diferentes fosfolipasas en la formaciéon de AAox-PL vy
movilizacién de dicho acido graso.

e Analizar la posicion de oxidacién del AAox esterificado en fosfolipidos en

condiciones de activacion

Otro punto objeto de estudio es el metabolismo y regulacién del AdA que tiene como
precursor el AA, dada la gran importancia de los acidos grasos n-6 en los procesos
inflamatorios. En detalle, los objetivos propuestos en este punto de la tesis son los

siguientes:

e Estudiar la distribucidon del AdA entre las diferentes clases de fosfolipidos y su

movilizacidn en presencia de un estimulo inflamatorio.



Objetivos

e Explorar la participacidon de diferentes fosfolipasas en la movilizacion del AdA
e FElucidar si, el AdA tiene un mecanismo de incorporacion a fosfolipidos
competitivo con AA y, por ende, a los niveles de AA movilizable en condiciones

de estimulacion.

Finalmente, debido a la importancia del estudio y comprension de como afecta un
proceso inflamatorio a las diferentes polarizaciones clasicas descritas en

macréfagos peritoneales polarizados se han propuesto los siguientes objetivos:

e Estudio del perfil de fosfolipidos con acidos grasos n-6 (AA y AdA) y n-3 (EPA,
DPA y DHA) en ambas condiciones de polarizacion bajo condiciones de

activacion.
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C.1. MATERIALES

C.1.1 Cultivo celular

Medio DMEM (Lonza)

Medio RPMI 1640 (Gibco)

Suero humano (Centro de Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y Ledn)
Suero fetal bovino (FBS) (Gibco)

Penicilina (Gibco)

Estreptomicina (Gibco)

Placas y frascos para cultivo celular (BD biosciences)

Raspadores de células (BD biosciences)

C.1.2 Disolventes y reactivos liquidos

C.1.2.1 Extraccidn, separacién y andlisis de lipidos

Agua mili-Q, ultrapura (Milipore)

Cloroformo, calidad HPLC (Thermo Fisher)

Metanol, calidad HPLC (Thermo Fisher)

n-hexano, calidad HPLC (Sigma- Aldrich)

Hexanos, mezcla de isémeros, calidad HPLC (Sigma- Aldrich)

2-propanol o isopropanol, calidad HPLC (Thermo Fisher)
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Dietil éter (Scharlab)
Acido acético glacial (Scharlab)

Acetonitrilo calidad HPLC (Sigma- Aldrich)

C.1.2.2 Otros usos

Etanol, absoluto (Scharlab)

Dimetil sulféxido (DMSO), extrapuro (Scharlab)
Acido sulfurico, extrapuro (Scharlab)

Metanol 99,8% anhidro (Sigma- Aldrich)

Acido clorhidrico 35% (Scharlab)

Reactivo Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate) (Bio-Rad)

C.1.3 Reactivos y productos solidos

Albumina de suero bovino (BSA) (Sigma- Aldrich)
Acetato de amonio (CH3COONHjs) (Sigma- Aldrich)
Hidroxido de potasio (KOH) (Scharlab)

Hidréxido de sodio (NaOH) (Scharlab)

Yodo (Scharlab)

Acido bérico (Scharlab)

Cloruro sédico (Scharlab)

Tris-HCI (Scharlab)

Cubetas para espectrofotémetro

Cartuchos de ssilice de extraccién en fase sélida (C18) (Sigma- Aldrich)
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C.1.4 Gases

Nitrégeno, extrapuro (Air liquide)
Dioxido de carbono, extrapuro (Air liquide)
Argdn, extrapuro (Air liquide)

Helio, extrapuro (Air liquide)

C.1.5 Estimulos

LPS de Escherichia coli (Sigma- Aldrich)

PMA (Forbol 12-Miristato-13-Acetato) (Sigma- Aldrich)
A23187 (londforo de calcio) (Sigma- Aldrich)

Zimosan (Sigma- Aldrich)

Manano-Laminarina (Sigma- Aldrich)

IFNy (InmunoTools)

IL13 (InmunoTools)

IL4 (InmunoTools)

[3H]AA (Sigma- Aldrich)

C.1.6 inhibidores

Inhibidor de cPLAa (pirrofenona) (Calbiochem)

Inhibidor de iPLA>a (FKGK18) (Sintetizado y proporcionado por el Dr. G. Kokotos;
Departamento de Quimica, Universidad Nacional y Kapodistria de

Atenas)

Inhibidor de iPLAa (BEL) (Cayman)
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Inhibidor de iPLA2a (GK436) (Sintetizado y proporcionado por el Dr. G. Kokotos;
Departamento de Quimica, Universidad Nacional y Kapodistria de

Atenas)

Inhibidor de sPLAa (GK241) (Sintetizado y proporcionado por el Dr. G. Kokotos;
Departamento de Quimica, Universidad Nacional y Kapodistria de

Atenas)

Inhibidor de transacilasa independiente de CoA (SKF98625) (Sintetizado vy
proporcionado por el Dr. Alfonso Pérez; Departamento de Quimica

Organica, Universidad de Valladolid)

C.1.7 lipidos

C.1.7.1 Tratamientos celulares

Acido adrénico (AdA, 22:4 n-6) (Sigma- Aldrich)

C.1.7.2 Estandares internos para espectrometria de
masas

1,2 — dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC(15:0/15:0)) (Sigma- Aldrich)

1,2 — diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC(17:0/17:0)) (Larodan)

1,2 — dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PE (14:0/14:0)) (Sigma- Aldrich)

1,2 — dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoinositol, sal de amonio (Pl (16:0/16:0)) (Cayman)

1,2 — dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoserina, sal de sodio (PS (14:0/14:0)) (Avanti)

1,2 — dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol, sal de sodio (PG (14:0/14:0)) (Cayman)

1,2 — dimiristoil-sn-glicero-3-fosfato, sal de sodio (PA (14:0/14:0)) (Sigma- Aldrich)

1,2 — diheptadecanoil-sn-glicerol (1,2 DAG (17:0/17:0)) (Sigma- Aldrich)
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Acido heptadecanoico (17:0) (Sigma- Aldrich)
1,2,3 triheptadecanoil-sn-glicerol (TAG (17:0/17:0/17:0)) (Sigma- Aldrich)

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

C.1.7.3 Patrones para la separacion por cromatografia
en capa fina

Colesteril oleato (CE (18:1n-9)) (Sigma-Aldrich)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PE (16:0/18:1)) (Avanti)
1,3-palmitoil-2-oleoilglicerol (TAG (16:0/18:1n-9/16:0)) (Sigma-Aldrich)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoserina (PS (16:0/18:1)) (Avanti)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC (16:0/18:1)) (Avanti)

Fosfatidilinositol higado, bovino (PI) (Avanti)

1,2-dioleil-sn-glicerol (1,2-DAG (18:1n-9/18:1n-9)) (Sigma-Aldrich)

C.1.8 Microscopia de fluorescencia

4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentametil-4-Bora-3a,4a-Diazo-s-Indaceno(BODIPY®493/503)
(Thermo Fisher)

4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich)
Paraformaldehido (EMS)

Cubres y portas (Thermo Fisher)
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C.1.9 Extraccion de RNA, sintesis de cDNA vy
aPCR

TRIzol® (Thermo Fisher)

2-propanol o isopropanol calidad biologia molecular (Scharlab)
Etanol, calidad biologia molecular (Scharlab)

Cloroformo, calidad biologia molecular (Scharlab)

Agua dietilpirocarbonato (DEPC), libre de RNAsa (Thermo Fisher)
Kit Verso CDNA (Thermo Fisher)

Brilliant Il Ultra-Fast SYBR ® Green qPCR Master Mix (Agilent)

C.1.10 Tampones

NOMBRE COMPOSICION  USO

Tampan fosfato salino NaCl 136 mM Lavado de células
(PBS) KCl 2.7 mM

Na;HPOs 8mM
KHPOs 1.5 mM

C.1.11 Material bioldogico

Los experimentos con macréfagos peritoneales se realizaron con la cepa Swiss
Webster que fueron criados en el animalario de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valladolid. Se emplearon Swiss machos de entre 2y 3 meses de edad
los cuales se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (21°C-24°C), con
etapas de luz y de oscuridad cada 12 horas. Fueron alimentadas con ab libitum con

dieta especial para animales de laboratorio y agua.
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Los protocolos del estudio fueron aprobados por el comité de ética de investigacion
animal de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid, y todos los
experimentos se llevaron a cabo siguiendo la normativa 86/609/ECC de la Comunidad
Europea vy la legislacion espafiola que regula la investigacion animal (RD 1201/2005,
BOE 252/34667-91, 2005), vigente para el uso y cuidado de animales de

experimentacion.
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C.2. EQUIPAMIENTO

C.2.1 Cromatografia de liquidos de alia

resolucion acoplada a especirometria

de

masas de triple cuadrupolo

C.2.1.1 Equipos

Ultimate HPG-3400SD standard (bomba binaria) (Thermo Scientific)
Ultimate ACC-3000 (inyector automatico) (Thermo Scientific)

QTRAP 4500 (espectrometro de masas de triple cuadrupolo) (AB sciex)
Turbo V (fuente de ionizacién) (AB sciex)

TurbolonSpray probe (ionizacién por electrospray) (AB sciex)

C.2.1.2 Columnas

FORTIS HILIC (150 x 3mm, 3 uM tamano de particula) (Fortis)
SUPELCOSIL LC-Si (Sigma-Aldrich)

C.2.1.3 Precolumnas

Supelguard LC-Si guard cartridge (Sigma-Aldrich)

C.2.1.4 Software de control y andlisis de datos

Analystv.1.5.2 (ABSciex)
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C.2.2 Cromatografia de gases acoplada a
especirometria de masas (GC-MS)

C.2.2.1 Equipos

Agilent 7890A (cromatdgrafo de gases) (Agilent)

Agilent 5975C (espectrometro de masas de cuadrupolo) (Agilent)

C.2.2.2 Columnas

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

de pelicula) (Agilent)

C.2.2.3 Software de control y andlisis de datos

Software del andlisis y control: Agilent G1701EA MSD Productivity Chemstation

C.2.3 PCR cuantitativa (qPCR)

ABI7500 (Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA)

Analysis software: 7500 Software v.2.3

C.2.4 Microscopia confocal de fluorescencia

Microscopio confocal Leica TCS SP5X
Software Image J (NIH)

Software analisis de translocacién Cell profiler (Broad Institute of Harvard y MIT)
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C.2.5 Otros equipos

C.2.5.1 Sonicador de punta

Vibracell 75115 (Bioblock Scientific)

C.2.5.2 Reacciones a temperatura controlada

Termobloque (Grant)

Bafio con agitacion (Julabo)

C.2.5.3 Evaporacion de disolventes

Concentrator 5301(Eppendorf)

C.2.5.4 Cuantificacion de RNA

Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher)

C.2.5.5 Espectrofotdmetro

BioPhotometer Plus (Eppendorf)

C.2.5.6 Balanza de precision

Explorer Pro (Ohaus)
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C.2.6 Base de datos

C.2.6.1 Espectrometria de masas

-Biblioteca del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST 98 Mass Spectral

Library)

-Base de datos de LIPID MAPS (http://www.lipidmaps.org)

-Calculador de masas y estructuras de lipidos del Dr. Robert C. Murphy, de la

Universidad de Colorado (http://pharmacology.ucdenver.edu/lipidcalc)

-The Lipid Library, proporcionada por la American Oil Chemists' Society (AOCS)

(http://lipidlibrary.aocs.org)



http://www.lipidmaps.org/
http://pharmacology.ucdenver.edu/lipidcalc
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C.3. METODOS

C.3.1 Aislamiento celular

C.3.1.1 Extraccién de macréfagos peritoneales

murinos

Los ratones se sacrificaron por inhalacion de CO,. Se retird la piel del abdomen vy se
inyectan 5 ml de PBS frio (por ratén) en la cavidad peritoneal. Se masajed el abdomen,
y se extrajo de nuevo el PBS. Posteriormente se centrifugan a 300 xg durante 10
minutos. Los macréfagos peritoneales se resuspendieron en medio RPMI 1640
suplementado con 10% de FBS, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina
y se dejaron adherir a 37°C en una atmdsfera con un 5% de CO,. Pasadas 3 horas de su
extraccion, las células no adherentes se eliminaron realizando un lavado con PBS (1X) y
se anadié medio nuevo con el fin de eliminar células muertas e impurezas. Los
macréfagos adheridos se utilizaron para realizar la parte experimental [189]. Este

protocolo se realizd bajo condiciones de esterilidad.

C.3.2 Otras metodologias

C.3.2.1 Estimulos e inhibidores

Se cultivaron los macréfagos peritoneales de ratén con medio con suero previo contaje
de estas empleando la cdmara de Neubauer. La densidad celular empleada fue de 1

millén de células por ml de medio.

Una hora antes de realizar la estimulacién, el medio con suero se sustituyé a medio sin

suero.
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En el caso de anadir inhibidores, estos se anaden media hora antes del estimulo

correspondiente.

Cuando se tratan las células con acidos grasos disueltos en etanol o DMSO nunca se
supera la proporcidn 1:1000 respecto al volumen en el cual estan las células en cultivo,

afnadiendo el mismo volumen a las células control sin estos estimulos o inhibidores.

C.3.2.2 Tratamiento AdA

Cuando el enriquecimiento de AdA fue necesario, las células fueron preincubadas

durante 30 minutos con 1 uM de este acido graso, con anterioridad al estimulo.

C.3.2.3 Medida de proteina

Las células fueron recogidas y sonicadas en MeOH/H>0 de 400 pL con una amplitud de
23% en 3 periodos de 15 segundos cada uno. Este proceso fue llevado a cabo para

obteneruna muestra mas homogéneaposible.

Posteriormente, se procedié a medir la proteina por el método Bradford[190]
utilizando un kit comercial (BioRad Protein Assay). Este es un método colorimétrico
gue permite medir por absorbancia (a 590 nm) la cantidad de proteina presente en

una muestra con elevada sensibilidad.

Para su posterior cuantificacion se realizé con anterioridad a la medida de las muestras
una linea de calibrado en presencia de BSA (albumina de suero bovina) con el fin de
extrapolar las absorbancias obtenidas en las diferentes muestras y calcular la proteina

total.
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C.3.2.4 Preparacion de zimosdan y zimosdan opsonizado

Las particulas de zimosan se resuspendieron en PBS y se hirvieron a 100°C durante una
hora y posteriormente se centrifugaron durante 30 minutos a 3220 x g y se lavaron tres
veces. El pellet se resuspendié en PBS para alcanzar una concentracion de 20 mg/ml y se
congelo. Para su posterior uso, este zimosan se lavd con PBS 3 veces, se sonico tres veces
durante 15 segundos y se resuspendid en medio libre de suero para finalmente afadirlo a

las células [191].

Para la preparacion de zimosdn opsonizado, el zimosan congelado se lavd con PBS 2 veces
y se resuspendid en suero humano sin inactivar en una relacién 10 mg de zimosan por
cada ml de suero. Se calenté a 37°C durante 20 minutos agitando cada 5 minutos y
finalmente se lavd con PBS sonicandose 3 veces durante 15 segundos para ser adicionado

a las células en ultima instancia [112].

C.3.3 Anadlisis de lipidos

C.3.3.1 Extraccién de lipidos de células

Para la extraccion de lipidos de células se empled un protocolo establecido por Bligh &
Dyer [192]. Las células se resuspendieron en 400 pl de MeOH/H,0 vy se afiadieron los

patrones correspondientes para ser medidos posteriormente.

Primeramente, se afiadieron 3,75 volumenes de cloroformo/metanol 1:2 (v/v), se agito
la mezcla y se anadieron 1,25 volumenes de cloroformo y 1,25 volumenes de agua mili-
Q. Las muestras se agitaron durante 1 minuto aproximadamente y se centrifugaron a
9300 xg 15°C y 5 minutos. Finalmente, los lipidos se extrajeron de la fase orgénica.
Posteriormente se realizd una segunda extraccidn afadiendo 2 volumenes de
cloroformo, se agité durante 1 minuto y se volvié a centrifugar en las condiciones
anteriormente expuestas. Se recogié de nuevo la fase organica (juntandola con la fase
anterior) y se evaporo toda la fase organica obtenida por centrifugaciéon a vacio para su

posterior medida por el protocolo deseado.
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C.3.3.2 Andlisis de fosfolipidos por cromatografia de
liquidos de alta resolucién acoplada a espectrometria

de masas de triple cuadrupolo

Se empled esta técnica para identificar especies de fosfolipidos de PC, PE, PI, PS, PA y
PG. Para ello, se tomdé una muestra correspondiente a 50 pg/100ul, obtenida
anteriormente por el método de Bligh & Dyer recientemente explicado. Esta muestra
debia contener 20 pmol de cada patrén correspondiente. Las muestras se redisolvieron
en 100 pl de isémeros de hexano/isopropanol/ + 20 mM AcONHas en H,O (30:40:7,
v/v/v), y se inyectaron 10 ul en un cromatégrafo liquido de alto rendimiento de con un
inyector automatico Ultimate ACC-3000 (Thermo Fisher) equipado con una bomba

binaria Ultimate HPG-3400SD (Thermo Fisher).

El protocolo empleado para la medida de fosfolipidos fue obtenido de Axelsen &
Murphy [193] en el cual empleaban fase normal para el analisis de estas especies. La
columna empleada fue FORTIS HILIC (150 mm x 3 mm, 3 mm tamafio de particula) y la
fase movil empleada fue un gradiente de fase movil A (Hexanos/ Isopropanol 30:40
v/v) y como fase mévil B (Hexanos/isopropanol/ 20mM de acetato amodnico en agua

30:40:7 v/v).

El flujo empleado en la carrera cromatografica fue de 400 pl/min. Los parametros
propios del espectrémetro de masas para este protocolo fueron: CUR (gas cortina) =
20 psi, GS1 (Gas de nebulizacién) =35 psi, GS2 (Gas de desolvatacién) =65 psi, IS
(Voltaje de spray) = -4500V/+5500V, TEM (temperatura de desolvatacion) = 4002C

La adquisicion de las diferentes especies de fosfolipidos fue realizada en modo
ionizacién negativa [M-H]- mientras que la especie de PC se registré como un aducto
de acetato [M+CH3COO-];, empleando el método MRM (Multiple Reaction Monitoring)
en el cual se asigna la masa ionizada inicial (ion padre) en Q1 y la masa del ion hijo en

Q3.
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El gradiente de disolventes empleados en la carrera cromatografica se muestras en la

siguiente tabla:

Tiempo de carrera Eluyente A(%) Eluyente B(%)
0 75 25
5 75 25
15 40 60
20 5 95
40 5 95
41 75 25
50 75 25

Ademas, cada clase de fosfolipido tiene diferente PD (potencial de desagrupacién) y EC

(Energia de colisién) dependiendo de su cabeza polar.

PD(V) CE (V)
PC -100 -75
PE -60 -60
PI -100 -90
PS -60 -90
PA -60 -90
PG -75 -70

La caracterizacion de las diferentes especies de fosfolipidos se llevé a cabo
comparando los tiempos de retencion de los patrones con las diferentes especies a
analizar, ademas de estudiando el espectro de fragmentaciéon de cada especie a
analizar. La cuantificacion posterior se llevé a cabo integrando el drea bajo la curvay
comparandolo con el drea del patrén interno afiadido que corresponde a cada clase de

fosfolipido [112,194].
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C.3.3.3 Extraccion en fase solida de eicosanoides en

sobrenadantes

Para la extraccion de eicosanoides de sobrenadantes de macréfagos peritoneales de

ratén, se empled el protocolo del fabricante de Agilent.

A los sobrenadantes recogidos (4 ml) se les afiadio los patrones correspondientes para
su posterior medida por cromatografia de liquidos masas (200 pmol de ds-PGE; y ds-
LTB4). Posteriormente, se afadié a cada muestra 10% (v/v) de MeOH sobre el volumen

final total y 50 pl de Ac. Acético al 10% en H20 por ml de fase acuosa inicial.

Para comenzar, los cartuchos de silica con los cuales se va a purificar la muestra deben
de acondicionarse, empleando 3 mlde MeOHy 3 mlde H,0. Una vez homogeneizados,
se cargo la muestra y se lavd la columna con 3 ml de 10% MeOH en H,0 para, de esta
manera, eliminar posibles impurezas presentes en la misma. Finalmente, se eluyeron
los eicosanoides con 1,5 ml de MeOH y se evaporaron hasta sequedad, eliminando las

ultimas trazas de disolvente con Na.

C.3.3.4 Andlisis de eicosanoides por cromatografia de
liquidos de alta resolucion acoplada a espectrometria

de masas de triple cuadrupolo

Se empled esta técnica para identificar cualquier tipo de eicosanoide generado por la
célula y liberado al medio extracelular. Para ello, se tomé una muestra obtenida
anteriormente por el método de extraccién en fase sélida recientemente explicado.

Esta muestra debia contener 20 pmol de cada patrdon correspondiente.

El protocolo empleado para la medida de eicosanoides empled fase reversa para el
andlisis de estas especies. La columna empleada fue SUPELCOSIL LC-18 (250 x 2.1 mm,
5 @m tamafio de particula) y la fase movil empleada fue un gradiente de fase mévil A
(agua/ acetonitrilo/acido acético 70:30:0.02 v/v) y como fase moévil B

(acetonitrilo/isopropanol 50:50 v/v).
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El flujo empleado en la carrera cromatografica fue de 600 pl/min. Los pardmetros
propios del espectrémetro de masas para este protocolo fueron: CUR (gas cortina) =
20 psi, GS1 (Gas de nebulizacidon) =45 psi, GS2 (Gas de desolvatacion) =70 psi, IS
(Voltaje de spray) = -4500V, TEM (temperatura de desolvatacion) = 525°C

La adquisicion de las diferentes especies de eicosanoides fue realizada en modo
ionizacién negativa [M-H]-, empleando el método MRM (Multiple Reaction Monitoring)

en el cual se asigna la masa ionizada inicial (ion padre) en Q1 y la masa del ion hijo en

Q3.

El gradiente de disolventes empleados en la carrera cromatografica se muestras en la

siguiente tabla:

Tiempo de carrera Eluyente A(%) Eluyente B(%)

0 100 0
3 75 25
11 55 45
13 40 60
18 25 75

18.5 10 90
20 10 90
21 100 0
30 100 0

La caracterizacion de los distintos eicosanoides se llevd a cabo comparando los
tiempos de retencion de los patrones con las diferentes especies a analizar, ademas de
estudiando el espectro de fragmentacién de cada especie a analizar. La cuantificacion
posterior se llevd a cabo integrando el area bajo la curva y comparandolo con el drea

del patrén interno anadido-[104,113].

74



Materialesy métodos

C.3.3.5 Separacién lipidica por cromatografia en

capa fina

La separacion de las diferentes clases de lipidos a partir de un extracto lipidico global
se llevé a cabo por cromatografia en capa fina usando placas con silice como fase
estacionaria. Las placas se activan primeramente secdndolas a 70°C durante
aproximadamente 1 hora. Las muestras fueron resuspendidas en un volumen pequefio
de unos 20 ul de cloroformo/metanol (1:1) y posteriormente inyectadas en la placa, al
mismo tiempo que los patrones, los cuales se cargaron a ambos lados de la placa con

el fin de poder seguir la trayectoria de cada especie lipidica en la fase estacionaria.

Esta metodologia ofrece muchas posibilidades dependiendo de las clases lipidicas que

se quieran separar.

Fase Fase movil Eluciones Pretratado

estacionaria

n-hexano/dietil éter/acido 1

Lipidos Silice acético 70:30:1 (v/v)

neutros
[194]

75

cloroformo/metanol/28% 2 Acido bérico

Fosfolipidos Silice

[195] hidroxido de amonio

60:37.5:4 (v/v)

Una vez que la fase estacionaria de la placa se eluyd con la fase mévil correspondiente,
se raspd cada parte de la placa que contiene las diferentes clases de lipidos
(Observando el Rf del patrén). Finalmente, los lipidos de cada una de estas zonas se
extrayeron con 1 ml de cloroformo/metanol 1:1 (v/v) y 1 ml de cloroformo/metanol

2:1 (v/v).
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C.3.3.6. Formacién de ésteres metilicos a partir de la

derivatizacion de los correspondientes dcidos grasos

Inicialmente la muestra se resuspendié en 100 pl de cloroformo/metanol (2:1)
traspasandose a tubos de vidrio de tapdn roscado. Posteriormente se afiadié 0,5 ml de
KOH en MeOH anhidro con el fin de generar la reaccién de esterificacion, para la cual
se necesita simultaneamente a la agitacion, un calentamiento de la reaccién a 37°C.
Transcurrido 1 hora se neutralizé la reacciéon con 1 ml de HCI 0,5 M, extrayendo los
productos de la reaccién, en este caso los esteres metilicos con 2 ml de n-hexano.
Finalmente se centrifugd a 800 g durante 5 minutos a 16°Cy se extrajo la fase organica

[125,194].

La reaccidon de derivatizacidon es imprescindible para la medida de acidos grasos no
volatiles por CG-MS. De esta forma, los acidos grasos se desprenden del esqueleto del
glicerol esterificandose a los correspondientes ésteres metilicos, los cuales son
compuestos mucho mas volatiles aptos para poder ser analizados por esta técnica

cromatografica.

C.3.3.7. Andlisis de ésteres metilicos por cromatografia

de gases acoplada a espectrometria de masas

El analisis de esteres metilicos se llevé a cabo por CG-MS usando un equipo Agilent
7890 que tiene acoplado un detector de masas Agilent 5975C que trabaja en modo

impacto electrénico (El, 70 eV). Este equipo consta de un inyector automatico 7693.

La columna empleada para la separacidon de esteres metilicos fue una Agilent DB23
(60m longitud x 0,250 mm didmetro interno y 0,15 mm de espesor) cuya fase
estacionaria es 50%-cianopropil-metilpolisiloxano. La temperatura de entrada es de
250°C y la del horno es de 509C durante 1 minuto, y después se aumentd a 1752C en
intervalos de 25°C por minuto, y a 230°C a intervalos de 2,75°C por minuto. La

temperatura final se mantuvo durante 5 minutos y el tiempo de ejecucién es de 33
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minutos. El cuadrupolo por su parte se mantuvo a 150°Cy la fuente del espectrometro

de masas a 230°C.

El gas portador empleado para esta técnica fue He a una presidn constante de 180 kPa.
La toma de datos se llevd a cabo en modo barrido como monitorizacién de iones
seleccionados (SIM). El modo de barrido permitié identificar los compuestos,
compararlos con los estdndares de ésteres metilicos y con los espectros de la
biblioteca de NIST (Instituto nacional de Estdndares y Tecnologia). Para la

cuantificacién se emplearon los siguientes fragmentos:

0 74, 87
1 83

2 67, 81
>3 79, 91

Para las curvas de calibraciéon se empled una mezcla de 37 componentes. El andlisis de
datos se llevd a cabo con el software Agilent G1701EA MSD productivity Chemstation

[125,194].
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C.3.4 Espectrometria de masas para la medida
de fosfolipidos:

El método de andlisis de triple cuadrupolo que se ha empleado en esta tesis es MRM
(Multiple Reaction Monitoring), donde se filtran tanto en el primer como en el dltimo
cuadrupolo los iones que cumplan una determinada m/z [41]. La relacion m/z
corresponde a la masa del ion entre la carga de este. Este método permite sabersiuna
especie en concreto se encuentra en la muestra, por ejemplo, PE (16:0/20:4) cuya
relacion m/z es 738,500 puede ser filtrado en el primer cuadrupolo, mientras que en el
ultimo se puede filtrar la m/z resultante de la fragmentacion por ejemplo del acido

araquiddnico, cuya m/z es de 303,200.

MS1 cID M52
o |® >
MULTIPLE REACTION o000 ® 200

L]
MONITORING o
® ./ w o | / m/z

Figura 15. Multiple Reaction Monitoring (MRM). Primer cuadrupolo (MS1), celda de colisién

(CID)y segundo cuadrupolo (MS2)

C.3.5 Medida de fagocitosis por microscopia

confocal

Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos, las cuales contenian los cristales de
microscopia, y tratadas con los correspondientes estimulos e inhibidores.
Posteriormente se retiré el medio de cultivo, se lavé con PBS y se fijaron las células con
paraformaldehido al 4% (v/v) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras ese
tiempo se elimind el paraformaldehido y se lavé con PBS hasta eliminar todos los

restos. Los nucleos de las células se tifieron con DAPI durante 10 minutos a
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temperatura ambiente y se lavd varias veces con PBS. Finalmente se montaron los

cristales en los portas de microscopia empleando Gelvatol.

El indice fagocitico se examind con un microscopio confocal Leica TCS SP5X (Wetzlar,

Alemania) y se describe como:

Fagosoma x Células fagosémicas

indice fagocitico= :
Células?

C.3.6 Andlisis de la expresion de genes por RT-
gPCR

C.3.6.1 Extraccidon de RNA

La extraccion del RNA de la célula se llevé a cabo empleando el reactivo TRIzol™

(Ambion, Thermo Fischer Scientific) segin muestra el fabricante.

Para comenzar, se anadié cloroformo y se mezcla, incubando a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Posteriormente se realizd una centrifugaciéon de 12000 g a 4°C y
durante 15 minutos, observandose de esta manera una separacion de la fase orgdnica
en la parte inferior y de la fase acuosa en la parte superior. A continuacion, se afiadid a
la fase acuosa isopropanol durante 10 minutos a temperatura ambiente con el fin de
precipitar el RNA de la muestra, centrifugandose a 12000 g a 4°C durante 10 minutos.
Se elimind el sobrenadante acuoso y el RNA se lavé con etanol al 70% (v/v) en agua
libre de nucleasas. Se dejo secar el pellet de RNA al aire y se resuspendié en agua libre
de nucleasas. Finalmente se midié la concentracion de RNA empleando el Nanodrop

ND-1000 (Thermo Fischer Scientific) a 260 nm con una maquina espectrofotométrica.

La pureza del pellet de RNA se pudo determinar teniendo en cuenta los valores de

absorbancias de 260/280 y 260/230.
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C.3.6.2 Sintesis de DNAc

Para este paso se empled un kit de sintesis verso DNAc (Thermo Fischer Scientific) taly

como indica el fabricante. Se prepara una mezcla de los siguientes componentes:

1) Mezcla de dNTP

2) Cebadoresoligo dT anclados

3) Mecla de enzimas Verso
- Transcriptasa inversa Verso
- Inhibidor RNAasa

4) Agua libre de nucleasas

5) Potenciador

6) Tampon de sintesis

7) RNA(1pg)

Los cebadores oligo dT anclados son necesarios para transcribir con especificidad las
cadenas de RNA mensajero mientras que el potenciador elimina el DNAc contaminante
de la muestra. Esta mezcla se incubd a 42°C durante 1 hora deteniendo la reaccién con
un aumento de temperatura a 95°C durante 2 minutos. Este DNAc sintetizado se

mantiene a -20°C.

C.3.6.3 Reaccidon en cadena de la polimerasa

cuantitativa a tiempo real (qPCR)

Se procedidé a amplificar el RNA mensajero utilizando cebadores especificos con las

secuencias de interés.

Con el fin de cuantificar el DNAc, se midid el niUmero de ciclos en los cuales la
fluorescencia llega a un valor determinado. Este valor es aquel en el cual la sefial se
distingue de manera significativa del valor de referencia para que el valor de la sefial se

pueda distinguir del fondo en si.
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Para medir la expresion génica se empled el método 2-AACt [197]. Dicho método
consiste en restar al gen de interés los ciclos del gen de referencia (housekeeping),
obteniendo el valor de ACt. El gen de referencia utilizado fue Cyclo B de ratdn. Finalmente,
los valores de los ciclos normalizados al gen de referencia, ACt se normalizaron de acuerdo
con las células no tratadas, células control. Los datos se muestran como expresién relativa

de RNA mensajero.

La gPCR se realizé6 a partir de 20 ng de DNAc utilizando el Brilliant Il Ultra-Fast SYBR®
Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante.
La PCR se realizé en un sistema de PCR en tiempo real 7500 (Applied Biosystems)

siguiendo la siguiente metodologia [198]:

1) Desnaturalizar a 95°C durante 3 minutos
2) Amplificacion:
- 12s a 95°C para la desnaturalizacién
- 16sa 60°C
- 28sa 72°C para la recogida de datos
3) Extension final a 72°C durante 1 minuto

4) Curva de disociacion

- 15sa 95°C

- 60sa 60°C

- 30sa 95°C

- 15sa 60°C

Cebador directo (5°-3°) Cebador reverso (3°-57)

I1L12p40 TGGTTTGCCATCG GCTG ACAGGTGAGGTTCACTGTTTCT
IL6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
Tnfa ACGGCATGGATCTCAAAGAC AGATAGCAAATCGGCTGACG
Arg-1 TGGCTTGCGAGACGTAGAC GCTCAGGTGAATCGGCC
Mrc2 ATCCAGGGAAACTCACACGGA GCGCTCATCTTTGCCGTAGT
Cyclo B TGGAAGAGCCAAGACAGACA TGCCGGAGTCGACAATGAT
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C.3.7 Medida de la remodelacion de AA en

fosfolipidos porradiactividad.

La medida de la remodelacidn de AA entre fosfolipidos en macréfagos peritoneales de
ratén se llevd a cabo marcando las células con pulsos de [3H]JAA 1 nM (0,25 uCi/mL)
durante 15 min a 37°C [67]. A continuacion, las células se lavaron cuatro veces con
medio que contiene 0,5 mg/mL de albimina de suero bovino para eliminar el exceso
de AA marcado. Posteriormente se cambié el medio de las células a medio sin sueroy
se incubaron a 37°C en ausencia o presencia de estimulos. Una vez finalizado el tiempo
de estimulacion, se retiraron los sobrenadantes y se realizd una extraccién lipidica
segun el método Bligh y Dyer [192]. Posteriormente, los lipidos totales se separaron
por cromatografia en capa fina con n-hexano/éter dietilico/acido acético (70:30:1,
v/v/v) [195]. Para las clases de fosfolipidos, los extractos lipidicos se separaron dos
veces con cloroformo/metanol/28 % (p/p) de hidroxido de amonio (60:37,5:4, v/v/v)
como fase mdvil, utilizando placas impregnadas con acido bérico [67]. Los puntos
correspondientes a cada clase de fosfolipidos se cortaron y se ensay®¢ la radiactividad

mediante recuento de centelleo liquido.

C.3.8 Andlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron al menos 3 veces con los diferentes tratamientos
por triplicado. Los valores mostrados se presentan como la media + error estandar de
la media (SEM). Cuando se realiz6 comparaciéon estadistica de datos, se usé el test t de
Student para muestras desapareadas, considerando estadisticamente significativas las
diferencias entre grupos de datos que presentan una confianza estadistica mayor del

95 % (* p<0.005).
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D.1 Liberacion de AA en células activadas.

D.1.1 Diferencias en la movilizacién de AA y sintesis de
eicosanoides en presencia de zimosdn opsonizado y
sin opsonizar

El zimosan es un estimulo derivado de la pared de la levadura Saccharomices cerevisiae
y es uno de los mas empleados para el estudio de infecciones fungicas y la respuesta
inmune provocada en el huésped. El zimosan sin opsonizar interacciona con multiples
receptores, entre los cuales destaca el receptor denominado dectina-1 por su papel
central en la activacion de rutas de sefializacion mediadas por lipidos [199]. Cuando es
opsonizado, el zimosan (ZOp) pasa a ser reconocido por los receptores de opsoninas
sobre la superficie del macréfago, que reconocen factores del complemento (CR) y el
fragmento Fc de las inmunoglobulinas (FcR), facilitando de esta manera la fagocitosis

del estimulo.

Para los primeros estudios se utilizaron células marcadas con [3H]AA. Inicialmente, se
observd que la liberacién de [3H]AA es mayor en ZOp que en zimosan sin opsonizar,
pudiéndose observar un maximo de movilizacion a la concentracién de 1 mg/mL para

ambos (figura 16).
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Figura 16. Analisis comparativo de la liberacion de acido [3H]araquidonico ([*H]JAA) en macréfagos
peritoneales de raton en respuesta a zimosan o zimosan opsonizado. Las células, marcadascon [3H]AA,
se dejaron sin tratar (simbolos blancos) o se trataron conzimosan (azul oscuro) o zimosan opsonizado
(azul claro). (A) Efecto del tiemposobrela liberacion de [3HJAA. Ambos estimulos se afiadieronaa 1
mg/mL). (B) Efecto de la concentracion de estimulo (1h deincubacion). Después de las estimulaciones,
la cantidad de radiactividad enlos sobrenadantes se cuantificd mediante contaje de centelleo liquido.
Los datos estan expresados comola media £ S.E.M (n=6). *p<0.05 estadisticamente significativo paralas

células estimuladas con zimosany zimosan opsonizado frente a las células control.

Con el fin de identificar la fosfolipasa A, implicada en la liberaciéon del AA en los
macréfagos peritoneales de ratdn activados, se emplearon inhibidores selectivos tanto
de la cPLA2a (fosfolipasa A citosdlica dependiente de Ca?* de grupo IVA), la iPLA2
(fosfolipasa A; citosdlica independiente de CaZ* de grupo IVA) y la sPLA; (fosfolipasa Az

secretada). Estos fueron pirrofenona, FKGK18y LY311727 respectivamente.

En presencia de pirrofenona, la liberacién de AA fue completamente inhibida cuando
los macréfagos se estimularon con zimosdn y ZOp. Por otra parte, FKGK18 y LY311727
no tuvieron efecto, tal y como muestra la figura 17. Estos resultados indican que
cPLAza es la enzima responsable de la movilizacién de AA en macréfagos expuestos a

estos estimulos fagociticos.
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Figural7. Efecto de los inhibidores de PLA;. Las células marcadas con [*H]AAfueron tratadas con1 pM
de pirrofenona (Pirr), 10 uM FKGK18, and 25 uM LY311727 durante 30 min. Las célulasse dejaronsin
tratar (Control; barras blancas) o se trataron con1 mg/mL de zimosan (barras azul oscuro)o 1 mg/mL de
zimosan opsonizado (barras azul claro)durante 1h. Con posterioridad, el medio extracelular se retirdy
se analizé su contenidoen radioactividad. Los datos se expresan comolamedia = S.E.M (n=6). ***p <
0,001, **p< 0,01 estadisticamente significativo paralas células estimuladas conzimosan y zimosan
opsonizado frente alas células control. Entre las diferentes condiciones basales no hay diferencias

significativas.

Para comprobar si el zimosan y ZOp activan cPLAa por la misma ruta, los dos
agonistas se afadieron simultdaneamente a los macréfagos peritoneales de ratén. Se
comparoé la respuesta cuando se afiaden los dos estimulos juntos [Z+ ZOp], o cuando se
afiaden de forma separada [Z]+[ZO0p], y se midio el cociente [Z+ ZOp]/[Z]+[Z0p]. Si el
cociente da un valor cercano a 1, ello querria decir que los agonistas actlan por vias
independientes. Si los dos agonistas utilizan la misma via, el cociente seria inferior a 1.
Finalmente, si ambos estimulos combinados generan mas liberacion de AA que la suma
de las respuestas individuales, el cociente seria>1, indicando una activacion sinérgica.

[200]

Los resultados muestran que el cociente es cercano a 1 (figura 18), lo cual indica
efectos aditivos de los dos agonistas. Tomando como control positivo células
pretratadas con LPS y posteriormente estimuladas con ambos estimulos, se observé un
ratio de activacion >1, lo que es consistente con estudios previos que mostraron que el
pretratamiento celular con lipopolisacarido aumenta 1,5 veces la movilizacion del AA

producida en respuestaa zimosan (LPS priming) [118].
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Figura 18. Comparacion de la liberacion de AA entre zimosan y zimosan opsonizado. (A) Los
macroéfagos peritoneales de raton fueron estimulados con zimosan (0,5 mg/mL), OpZ (0,5 mg/mL) o
ambos durante 1h, 0 con 100 ng/mLde lipopolisacarido (LPS) durante 1h seguido de zimoséan, ZOp, o
ninguno de ellosdurante 1h. Después elmedioextracelular fue extraido y se analizé el contenidode 3H
por radioactividad. Los datos son expresados como la media % error estandar de la media de tres

medidasindividuales. (B) Ratio de activacion de cada estimulo, calculado segun lo descrito en el texto.

A pesar de la gran sensibilidad que muestra la radioactividad, esta técnica no permite
discernir entre las diferentes especies individuales de fosfolipidos. Por ello, a
continuacion, se utilizé cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas

(LC-MS), la cual permite realizar un estudio lipiddomico mas preciso.

En primer lugar, se estudid la distribuciéon del AA en los diferentes fosfolipidos y los
efectos que el zimosan y ZOp tienen sobre la liberacion de dicho acido graso. Como se
puede observar en la figura 19, las especies mayoritarias encontradas son los
plasmaldégenos de etanolamina, seguidos de ciertas especies de glicerofosfocolina y
una Unica especie de fosfatidilinositol, P1(18:0/20:4). Ademas, el tratamiento con
ambos estimulos disminuyd los niveles de las especiesde PCy de Pl mientras que no se
observan cambios aparentes en los niveles de especies de PE. Sin embargo, se
observaron bajadas en los niveles de plasmalégenos de PE cuando las células son

activadas con ZOp.
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Figura 19. Especies de fosfolipidos que contienen AA en macrdéfagos peritoneales de ratony efectode
la estimulacién celular. Células control (barras blancas) o estimuladas con 1 mg/mL de zimosan(barras
coloreadas) o 1 mg/mL de zimosan opsonizado (barrasrayadas). Despuésde 1 h, el contenido celularde
los glicerofosfolipidos de colina (PC) que contienen AA (A) fosfatidilinositol (P1) (B) y glicerofosfolipidos
de etanolamina (PE) (C) fue determinado por LC-MS. Los datos son expresadoscomo la media de los
valores £ S.E.M. (n=6). *p<0.05, estadisticamente significativo de las correspondientes especies con las

células no estimuladas.

Con el fin de estudiar qué papel desempeiian tanto cPLA2 como iPLA; en la liberacién
de AA de las diferentes especies de fosfolipidos, se realizd un analisis de especies
mayoritarias de PC, PE y Pl que contienen AA en macréfagos peritoneales de ratén en
presencia de pirrofenona y de FKGK18 en condiciones de estimulacidn en presencia de

zimosan.
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En la figura 20 se observa que, en presencia de zimosan, Unicamente se produce
liberaciéon de AA y la consiguiente bajada en los niveles de fosfolipidos de PCy PI, no
observandose variaciones en las especies de PE. Ademads, en presencia tanto de
zimosan como de pirrofenona, se observd una inhibicidon de la pérdida de los niveles

de PCy PI, lo que es consistente con los datos mostrados en la figura 17.
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Figura 20. Efecto de la estimulacion e inhibicion de cPLA,a sobre los niveles de las especies
mayoritarias de PC, Pl y PE que contienen AA en macrdéfagos peritoneales de ratdn. Las células se
mantuvieron 1 horaen medio sin suero, se afiadio pirrofenona (inhibidor de cPLAa) durante 30 min y
finalmente se afadié zimosan 1h. Los niveles de las diversas especies fueron medidos por LC-MS.
Representaciénen u.a (unidades arbitrarias). Zimosan (500 pg/ml), Pirrofenona (2 uM). ***p < 0,001

estadisticamente significativo para las células estimuladas conzimosan frente a las células control.



Sin embargo, mientras que en presencia de pirrofenona se ve una inhibicién en la
movilizacidn de AA, se puede observar que la exposicion de dichas células a FKGK18 en

presencia de zimosan no tiene consecuencias (figura 21).

Especies de PC-AA (Area de pico relativa)

Figura 21. Efecto de la estimulacion e inhibicion de iPLA,B sobre los niveles de las especies
mayoritarias de PC, Pl y PE que contienen AA en macrofagos peritoneales de raton. Las células se
mantuvieron 1 hora en medio sin suero y posteriormente se afiadiéo FKGK18 (inhibidor de iPLA ;B)
durante 30 miny despuészimosan durante 1h. Los niveles de las diversas especies fueronmedidos por
LC-MS. Representacionen u.a (unidadesarbitrarias). Zimosan (500 ug/ml), FKGK18 (10 uM). ***p <
0,001, **p< 0,01 estadisticamente significativo paralas células estimuladas conzimosan y las células

tratadas con FKGK18+zimosanfrente alas células control;sin embargo,no se observan diferencias
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El andlisis de eicosanoides liberados al medio extracelular en macréfagos peritoneales
de ratén bajo condiciones de estimulacidn con zimosdn y ZOp fue realizado por LC-MS.
Como se puede observar en la figura 22, el perfil de eicosanoides es similar a nivel
cualitativo cuando la estimulacidon se produce con ambos estimulos, aunque los niveles
absolutos producidos por el ZOp son mas altos. El metabolito mayoritario en ambas
ocasiones es la PGE>.
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Figura22. Produccion de eicosanoides por macréfagos peritoneales. Las células se dejaron sin tratar
(barras blancas) o se estimularon con zimosan (azul oscuro) o zimosan opsonizado (azul claro) durante
8h. El medio extracelularfue extraido y se analizaronlos niveles de eicosanoides por espectrometria de
masas. Los datos estan expresados como lamedia = S.E.M (n=6). PGE2, prostaglandina E2 ; 6k-PGF1a, 6-
cetoprostaglandina Fla; TXB2, tromboxano B2 ; dhkPGE2, 13,14 -dihidro-15-cetoprostaglandinaE2 ; 11-
HETE, acido 11-hidroxi-eicosatetraenoico; 12-HHT, acido 12- hidroxiheptadecatrienoico; LTB4,
leucotrienoB4 ; LTE4, leucotrienoE4 ; 5-HETE,acido 5-hidroxieicosatetraenoico; 12-HETE,acido 12-
hidroxieicosatetraenoico; 15-HETE,acido 15-hidroxieicosatetraenoic; tnr-12-HETE, acido tetranor-12-
hidroxieicosatetraenoico ; 5,15-diHETE, acido 5,15-dihidroxieicosatetraenoico ; 11,12-DHET, acido

11,12-dihidroxieicosatrienoico.

Todos estos resultados dejan constancia de que la cPLAa estd implicada en la
liberacién de AA de los fosfolipidos mientras que la iPLA2B no parece participar

activamente en el proceso.

Con el fin de respaldar los datos obtenidos por LC-MS mostrados con anterioridad, se
empled la técnica GC-MS, la cual, aunque es menos sensible que la anterior, permite
obtener informacién de manera cuantitativa, proporcionando asi informacion con

mayor sentido fisiopatoldgico.
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Midiendo la masa total de AA por GC-MS se observé que tanto la disminucién en los
niveles de PCy de Pl fueron muy similares al emplear zimosan y ZOp, mientras que los
niveles de PE Unicamente experimentan una disminucidn significativa con el empleo de
ZOp (figura 23). La movilizacidn diferencial de AA por parte de ambos estimulos puede
deberse a que cada estimulo actua via diferentes receptores, y por lo tanto tiene

diferentes mecanismos de accién para regular la disponibilidad de AAlibre.
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Figura 23. Efecto de la estimulacidn celularen los niveles de AA en diferentes clases de fosfolipidos.
Las células fueron no tratadas (barras sin colorear) o tratadas con 1 mg/mL de zimosan (barras azul
oscuro) o 1 mg/mL de zimosan opsonizado (barrasazul claro)durante 1 h. El contenidode AAde varias
clases de fosfolipidos fue determinado por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GC-MS). Los datos fueronexpresados como la media £ S.E.M (n=6). ***p < 0,001 estadisticamente

significativo de las correspondientes especies en célulasno estimuladas.
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D.2 Remodelacion de AA entre glicero-
fosfolipidos en macroéfagos peritoneales de
raton activados

La remodelacién de AA entre fosfolipidos es un paso clave para la célula, ya que
distribuye dicho acido graso en las especias apropiados para su posterior movilizacién
por las fosfolipasas A2 en condiciones de activacién celular e inflamacién. Este es un
paso clave en la produccién de eicosanoides ya que su producciéon depende del
fosfolipido del cual se hidroliza el AA y de la capacidad de la fosfolipasa para alcanzar

dicho fosfolipido e hidrolizar el acido graso [133].

Para estudiar dicha remodelacién se empled [3H]AA, estudiando a diferentes tiempos
la distribucion de ese AA marcado en los diferentes fosfolipidos. Como se puede
observar en la figura 24, la mayor incorporacién de AA se da inicialmente en PC, y
gradualmente, de manera dependiente del tiempo, estos niveles van disminuyendo a
la vez que se observa un aumento en los niveles de PE. Por otra parte, no hay
variaciones dependientes de tiempo en la clase de Pl. Se puede definir el tiempo de
remodelacion en este experimento (tiempo en el cual la cantidad de PC se iguala a la

cantidad de PE) [124,125]en 16 h en células sin estimular.

Sin embargo, en células estimuladas con ZOp, el tiempo de remodelacién disminuye a
11,3h mientras que en células estimuladas con zimosan se registré el menor tiempo,
produciéndose a las 10,6 h. Con estos datos se puede concluir que las células activadas
con zimosan tienen una transferencia algo mas rapida de AA que las estimuladas con
ZOp. Las células sin activar tienen un tiempo de remodelacién mas elevado, reflejando

una transferencia lenta de AA entre los fosfolipidos [59,120].
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Figura 24. Remodelacion de AA en fosfolipidos en macréfagos peritoneales y el efecto de la
estimulacidn celular. Las células fueron marcadas con [3H]AA, lavadas e incubadas durante los periodos
de tiempo indicados. Células no estimuladas (A), en presencia de 1 mg/mL de zimosan (B) 0 1 mg/mL de
zimosan opsonizado (C). Las clases de fosfolipidos fueronseparadas por cromatografiaencapafina. La
radioactividadincorporada en cada fosfolipido fue determinada porcontaje de centelleoy se da un
porcentaje de laradioactividad presente en fosfolipidos. Los resultados se muestrancomo la media #

S.E.M (n=6)

Sobre la base de estos datos, y debido a que liso-PE es el aceptor principal en las
reacciones de remodelacién de AA [59,120], podria esperarse que los niveles de liso-PE
en células activadas con ZOp estuvieran elevados en comparacién con células
estimuladas con zimosan sin opsonizar. Esto podria deberse a una accién mas lenta de
CoA-IT en las células estimuladas con ZOp. La figura 25 muestra que, aunque los
niveles de liso-PC y liso-Pl son similares en ambas condiciones de estimulacion, los

niveles de varias especiesde liso-PE son mas altos en células tratadas con ZOp.
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Figura 25. Especies moleculares de lisofosfolipidos generados por macréfagos y el efecto de la
estimulacidn celular. Las células fueron no estimuladas (barras no coloreadas) o estimuladas con 1
mg/mL de zimosan (barras azul oscuro) o 1 mg/mL de zimosan opsonizado (Barras azul claro). Después
de 1h, el contenido celular de especiesmoleculares lisoPC(A), lisoPE (B) y lisoPI(C) fue determinado por
cromatografia de liquidos acopladoa espectrometria de masas (LC-MS). Los datos fueron expresados
como la media £ S.E.M (n=6). ***p < 0,001 y **p < 0,01 estadisticamente significativo para células

estimuladas con zimosan opsonizado conrespectoa células control. Unidades arbitrarias u.a

A continuacién, se procedid a determinar si la inhibicion de la enzima que cataliza la
remodelacion de AA entre fosfolipidos, la transacilasa independiente de CoA (CoA-IT),
en macréfagos peritoneales afectaba a las funciones de la célula. Para ello, se empled

un inhibidor selectivo de CoA-IT denominado SKF98625 [115,201].

Estudios preliminares realizados en el laboratorio donde se realizé la presente tesis

han demostrado que dicho inhibidor bloquea de manera cuantitativa la transferencia
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de AA de PC a PE en macréfagos peritoneales estimuladas con zimosan [113]. Como se
muestra en la figura 26, el tratamiento de macréfagos peritoneales con el inhibidor
SKF98625 reduce los niveles de AA liberado en aproximadamente un 50% cuando las
células son tratadas con zimosan, mientras que, si se emplea ZOp, la disminucién de la
liberacién de dicho 4cido graso es mucho menor, llegando a inhibirse en
aproximadamente un 20%. Ello indica que, cuando los macréfagos peritoneales de
ratdn son activados con ZOp, la dependencia hacia CoA-IT es mucho menor que con el

mismo estimulo proinflamatorio sin opsonizar.
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Figura 26. Efecto de SKF98625 en la liberacion de AA de los macréfagos. Células control (barras
blancas) o pretratadas (barras rayadas) con 10 uM SKF98625 durante 30 min. Después, las células
fueron estimuladas con 1 mg/mL de zimosan o 1 mg/mL de zimosan opsonizado. Después de 1h, el
medio extracelular fue extraido y se analizé el contenido de 3H por radioactividad. Los datos son
expresados como la media + S.E.M (n=6). ***p < 0,001 estadisticamente significativo para células

estimuladas con zimosan y zimosan opsonizado conrespectoa células control.

Sobre la base de todos estos resultados, se puede concluir que, dependiendo del
receptor al cual se acople el estimulo, la participacién de CoA-IT varia, observandose
gue se genera una remodelacién de AA mas rapida cuando las células se activan con
zimosan y que dicha remodelacién es necesaria para la movilizacion éptima de AA. Por
otra parte, el ZOp promueve una remodelacion de AA mas lenta y la movilizacion de
AA en respuesta a este estimulo es mds amplia y menos dependiente de su

movimiento entre fosfolipidos.
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D.4 Contribucion de cPLA:a y iPLA2p a la
movilizacién del dcido adrénico en macréfagos
peritoneales de raton.

D.4.1. La movilizacion del AA y del AdA estd mediada
por diferentes mecanismos

El acido adrénico (AdA) es el producto de elongacidon de 2 carbonos del AA y se
encuentra en cantidades significativas en los fosfolipidos de membrana de los
macrofagos peritoneales de raton. A pesar de ser un acido graso semejante a su
precursor de 20 carbonos (AA), se sabe muy poco de su regulacidn en las células del

sistema inmune innato.

Las distribuciones relativas de AdA y AA fueron estudiadas por la técnica GC-MS,
encontrandose Unicamente en fosfolipidos. Se observé un perfil cualitativamente muy
similar para ambos, a pesar de la clara diferencia en cuanto a masa en cada clase de
fosfolipido, como se observa en la figura 30. Se observd que la mayoria de ambos
acidos grasos se localizaban en glicerofosfolipidos de etanolamina (PE), seguido de
glicerofosfolipidos de colina (PC) y menores cantidades en fosfatidilinositol (Pl) y

fosfatidilserina (PS).
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Figura30. Distribucion del AdA y AA entrelas diferentes clases de fosfolipidos. Las diferentes clases de
fosfolipidos fueron separadas por cromatografia en capafina. Ladistribucion de AdA (A) y de AA (B)
entre glicerofosfolipidos de colina (PC), glicerofosfolipidosde etanolamina (PE), fosfatidilinositol (P1) y
fosfatidilserina (PS) fueron determinadas por cromatografia de gasesacoplada a espectrometria de
masas (GC-MS) después de convertirlos dcidosgrasos enlazados a los fosfolipidos en éstere smetilicos.

Los resultados se muestrancomolamedia * error estandar de la media (n=3).

Se analizdé la distribucidon de AdA y AA en especies moleculares de fosfolipidos
mediante LC-MS, detectdndose una gran cantidad de especies que contienen dichos
acidos grasos. Como se puede observar en la figura 31, las especies mas abundantes

son PE(P-16:0/22:4), PE(P-18:0/22:4), PE (18:0/22:4), y PC (16:0/22:4) y PC (18:0/22:4).

El perfil de especies de fosfolipidos que contienen AA es similar, destacando de nuevo
la acumulacién de dicho acido graso en ciertas especies de glicerofosfolipidos de
etanolamina, como son PE(P-16:0/20:4), PE(P-18:0/20:4) y PE(18:0/20:4) y en especies
de colina como PC(16:0/20:4) y PC(18:0/20:4). En este caso, cabe destacar que la
especie PI(18:0/20:4) es mas abundante que su homdlogo PI(18:0/22:4). Esta
diferencia sugiere que la acil-CoA- aciltranferasa, que emplea lisoPI como aceptor

pudiera tener mas afinidad por AA que por AdA.

104

104



105

Resultados

™

o

(¥:22/0:8T)Sd
(¥:22/0:9T)Sd
(v:ze2iv:02)id
(V:ze/t:81id
(¥:22/0:8T)Id
(¥:22/0:9T)Id
(¥:22/0:02-d)3d
(v:z2/z:8T-d)3d
(#:22/1:81-d)3ad
(¥:22/0:8T-d)3d
(¥:22/0:9T-d)3d
(:2z/z:81)ad
(v:2z/1:81)ad
(¥:22/0:8T)3d
(¥:22/0:9T)3d
(:22/T:8T-0)0d
(¥:22/0:8T-0)0d
(#:22/1:9T-0)0d
(¥:22/0:9T-0)0d
(v:zeivza)od
(v:221v:02)0d
(¥:2e/z:81)0d
(¥:22/1:81)0d
(¥:22/0:8T)0d
(¥:22/0:9T)0d
(#:22/0:%1)0d

| e |

© I N O

(('n"e)eanejas oo1d ap ealy) VYpPV-1d p soloads]

—

-l

—

-

0 © < N O

(¥:02/0:8T)Sd
(¥:02/0:9T)Sd
(7:02/7:02)Id
(¥:02/T:8T)Id
(¥:02/0:8T)Id
(¥:02/0:9T)Id
(¥:02/0:02-d)3d
(7:02/2:8T-d)3d
(7:02/17:8T-d)3ad
(¥:02/0:8T-d)3d
(#:02/0:9T-d)3d
(¥:02/2:81)3d
(r:02/1:81)3d
(¥:02/0:81T)3d
(¥:02/0:9T)3d
(#:02/1:8T-0)0d
(¥:02/0:8T-0)0d
(#:02/T:9T-0)0d
(#:02/0:9T-0)0d
(¥:02/0:9T-d)0d
(7:02/¥:02)0d
(¥:02/2:81)0d
(7:02/1:81)0d
(¥:02/0:81)0d
(7:02/T:91)0d
(#:02/0:9T)0d

((‘'n"e)eanelas 0o1d ap ealy) VYY-1d op seloadsy

Figura31. Especies moleculares de fosfolipidos que contienen AdA y AA en macréfagos peritoneales.

Los perfilesde AdA(A)y de AA (B) que contienenlas especies de PC (rojo), PE (verde), Pl (amarillo) y PS

dosacoplada a espectrometria de masas (LC-MS).

iqui

Los resultados se muestrancomovalores medios * error estandar de la media.

,

(rosa) fuerondeterminados por cromatografia de |
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Tras activacion por zimosan, el AdA se libera de los fosfolipidos aparentemente solo de
PC, sin efectos significativos en PE o PI (figura 32). En experimentos control realizados
simultdneamente, la estimulacién de los macréfagos peritoneales de ratéon con
zimosan disminuye los niveles de PCy Pl conteniendo AA y no en PE, en consonancia
con datos mostrados anteriormente. Por tanto, la participacién de Pl en la liberacién

de AA pero no de AdA supone una diferencia notable entre ambos tipos de acidos

grasos.
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Figura32. movilizacion del AAy del AdA en macréfagos estimulas con zimosan. Células control (barras
coloreadas) o estimuladas(barras blancas) con 1 mg/mL de zimosandurante 1h. El contenido total de
AdA (A) o de AA (B) en varias clases de fosfolipidos fueron medidas por GC-MS. Para permitir una
comparaciondirectaentre AdAy AA, el contenido total de acidos grasosen las clases de fosfolipidos en
células no estimuladas se dispone como un 100%. Los valores actualesde masas fueron obtenidosde |a
figura 1. Los resultados se muestran comovaloresmedios+ errorestandar dela media. * **p < 0,001,

**p < 0,01, *p < 0,05 estadisticamente significativo encélulas estimuladas conzimosan conrespecto a

células control.

Para estudiar los posibles mecanismos implicados en la liberacidn de AdA y de AA, se
utilizaron inhibidores de las dos enzimas que participan activamente en la liberacién
de acidos grasos en macréfagos peritoneales activados, la cPLA2a, que se inhibe
selectivamente por pirrofenona y la iPLA2B, para la cual se emplearon tres inhibidores

especificos, FKGK18, ya utilizado con anterioridad, y GK436 y BEL.

Los resultados de la movilizacion del AA en presencia de diferentes inhibidores ya han

sido reportados en el apartado Al de esta seccion, siendo empleado en este caso
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como control para observar diferencias con respecto a la movilizacién del AdA. En
consonancia con las figuras 18 y 19, la pirrofenona inhibe por completo la liberacion
de AA de los macrdéfagos peritoneales activados con zimosan, mientras que los
inhibidores de iPLA2B no inhiben dicha liberacién como se puede observar en la figura
33-B. En cuanto a la movilizacién del AdA, la liberacion esta parcialmente inhibida
tanto en presencia del inhibidor de cPLA2a como de los inhibidores de iPLA23, mientras
qgue la movilizacidn es eliminada en un 90% en presencia de ambos inhibidores tal y

como se puede observar en la figura 33-A.
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Figura33. Liberacionde AdA y AA en macréfagos peritoneales estimulados. Las células control (barras
blancas) y estimuladas (barras coloreadas) se trataron o no con 1 mg/mL dezimosan durante 1 hora
(barras coloreadas), en ausencia (no inhib.) o presencia de los siguientes inhibidores: 2 uM pirrofenona
(Pirr), 10 uM FKGK18,5 uM GK436, 10 uM BEL 0 2 uM de pirrofenonamas 10 uM de FKGK18. Después,
el contenidototal de AdA (A) o de AA(B) fue medido por CG-MS. Laliberacién de acidos grasos fue
calculadarestando la cantidadde AdA o de AAunidos a fosfolipidos en célulasestimuladasde la de las
células no estimuladas. Los resultados se muestran como valores medios + errorestandar de la media
(n=3).***p < 0,001, **p< 0,01 estadisticamente significativoen célulasestimuladas con zimosadn en

presenciade inhibidores con respecto a células estimuladas control.
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Sobre la base de estos resultados se puede afirmar que mientras que la cPLA2a se
encuentra implicada en la liberacién tanto de AA como de AdA, la iPLA2B Unicamente

se encuentraimplicada enla liberaciéon de AdA.

Debido a las similitudes estructurales entre el AAy el AdA, este ultimo podria competir
con AA por su incorporacién en fosfolipidos, lo que podria resultar en una reduccién
en las cantidades de AA que se puede movilizar y, por ende, en los niveles de
eicosanoides formados. Para estudiar esta posibilidad se incubaron los macréfagos con

AdA exdégeno.

En primer lugar, se analizé el contenido de AdA en células enriquecidas con dicho acido
graso por GC-MS. Lasuplementacidon de las células con AdA supuso un desplazamiento
de otros acidos grasos como el acido oleico (18:1n-9), linoleico (18:2n-6) y dihomo-y-
linolénico (20:3n-6), pero, inesperadamente, no de AA, como se puede observar en el

perfil mostrado en la figura 34.
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Figura34. Composicionde acidos grasos de macrofagos peritoneales de ratén. Las células fueron no
tratadas (barras naranjas) o tratadas con AdA exdgeno durante 20 horas (barras grises). Después, el
perfil de acidos grasos totales en células fue determinado por GC-MS después de convertir los esteres

de glicerol delos 4cidos grasos en ésteres metilicos de acidosgrasos. Los datos estan expresados como

108

108



Resultados | 109

valores medios t error estandar de la media de tres réplicas individuales. **p < 0,01, *p < 0,05

estadisticamente significativo en célulastratadas con AdA en comparacion concélulas control.

El andlisis de la movilizacion de AA estimulada por zimosdan no presentd grandes
diferencias cuando se utilizaron células enriquecidas con AdA, mientras que la

movilizacidn del AdA aumenté como era de esperar segin se muestra en la figura 35.
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No tratadas Tratadas AdA

Figura35. Movilizacion de AA y de AdA en macréfagos estimulados con zimosan. Las células fueronno
tratadas o tratadas con AdA exdgeno durante 20 horas. Después las células fueron no estimuladas
(barras coloreadas) o estimuladas (barras sin colorear) con 1 mg/mL de zimosan durante 1h vy el
contenidocelularde AA(A) o AdA(B) fue determinado por CG/MS. Los datos fueron expresados como
valores medios t errorestandarde la media de lamedia (n=3). **p < 0,01, *p < 0,05 estadisticamente

significativo en célulasestimuladas con zimosanconrespecto a células control.

En cuanto a los metabolitos derivados del AA producidos en macrdofagos peritoneales
de ratén estimulados con zimosan y enriquecidos con AdA, en la figura 36 se observa
un perfil practicamente idéntico al obtenido en células no enriquecidas en dicho acido
graso, aungue se observa un aumento del Unico metabolito detectado derivado del

AdA, dihomoprostaglandina E..
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Figura36. Produccion de eicosanoides enmacrdéfagos peritoneales estimulados. Células no tratadas
(barras naranjas) o tratadas con AdA exdgeno durante 20 h (barras grises). Despuéslascélulas fueron
estimuladas con 1 mg/mL de zimosandurante 1hy el contenidode eicosanoides en los sobrenadantes
fue analizado por LC-MS. Los datos fueron expresados como valores medios + error estandar de la
mediade tresréplicas individuales. PGE2, prostaglandina E2; TXB2, tromboxano B2; 6k-PGFla, 6-
ceto prostaglandina Fla (el producto estable de la prostaglandina 12); 11-HETE, acido 11-
hidroxieicosatetraenoico; 5-HETE, acido 5-hidroxieicosatetraenoico; 15-HETE, acido 15-
hidroxieicosatetraenoico; 15k-PGF2a, 15-cetoprostaglandina F2a; 12-HHT, acido 12-
hidroxiheptadecatrienoico; 5,15-diHETE, acido 5,15-dihidroxieicosatetraenoico; 11,12-DHET,
acido 11,12-dihidroxieicosatrienoico; dh-PGE2, dihomoprostaglandina E2. *p<0,05
significativamente diferente delasincubaciones en ausenciade AdA. ***p< 0,001 estadisticamente

significativo para células tratadas con AdA con respectoa células control.

Todos estos datos apoyan la idea de que, en macréfagos activados con zimosan, el AdA
no influye en el metabolismo de AA ni en la produccién de eicosanoides derivados del
mismo. Por tanto, el proceso que permite la movilizacidon y el metabolismo de ambos

acidos grasos parece estar independientemente regulado.
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E.1 El zimosan provoca la movilizacion diferencial de AA
en macrofagos peritoneales de raton

Los macrofagos han sido estudiados a lo largo de los aflos como una de las principales
fuentes de AA libre y de eicosanoides. Estas células contienen niveles elevados de AA
esterificado en fosfolipidos de membrana los cuales pueden ser hidrolizados vy
liberados por a una amplia variedad de estimulos para posteriormente poder ser

metabolizado a sus derivados oxigenados con diferentes funciones bioldgicas[204,205].

En este estudio se hainvestigado la respuesta de los macréfagos peritoneales de ratén
a zimosan y su homologo opsonizado. En los resultados propuestos en este trabajo se
ha podido observar por liberacion de [3H]JAA como ambos estimulos liberan AA
dependiente de tiempo y de concentracion, registrando diferencias entre ambos tipos
de estimulos. Asi, se ha podido observar que la liberacion de AA fue mas elevada en
presencia de ZOp. Aunque ambos estimulos tienen diferentes vias de sefalizacién,
estudios previos ya habian descrito como ambos tienen un efector comun, la cPLAza la
cual se activa y tiene un papel transcendental en la hidrdlisis y liberacion del AA. Sin
embargo, se ha podido demostrar cémo ni la iPLA2B ni la sPLA; participan en la

movilizacidn del AA de las especiesde PL.

A lo largo de los ultimos afios son numerosos los estudios que han analizado cémo la
activacion celular participa en la liberacion de AA en diferentes tipos celulares.
Balgoma et al. describieron que, en presencia de este estimulo, los monocitos
humanos liberan AA de las especies de PCy de PI, con leves cambios en las especies de
PE[111] . Esta liberacién también fue observada en macréfagos peritoneales de ratén
por Rouzer et al[206]. en el que la liberacién de AA Unicamente venia producida en las

especiesde PC, de nuevo con ligeras disminuciones en PE.

Estudios realizados por LC-MS y GC-MS muestran la presencia mayoritaria de AA en las
especies de PE, sobretodo en los plasmaldgenos, aunque una gran cantidad también se
localiza en PC y en Pl. En condiciones de estimulaciéon con zimosan, los macréfagos

experimentan disminuciones en los niveles de PCy de PI, no registrando variaciones en
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los niveles de PE. Sin embargo, en presencia de ZOp, se observan, ademas, ligeras
disminuciones en el contenido de las principales especies de PE que contienen AA. La
movilizacidon diferencial de AA por parte de ambos estimulos puede deberse a que
cada estimulo actua via diferentes receptores, y por lo tanto tiene diferentes

mecanismos de accién para regular la disponibilidad de AA libre.

También se estudidé qué enzimas se encontraban implicadas en la liberacién de AA de
los fosfolipidos de membrana con ayuda de inhibidores selectivos de las diferentes
fosfolipasas. El uso de inhibidores permeables a las células tiene grandes ventajas; la
inhibicion se logra de manera muy rapida a los pocos minutos de la adicidn y esto evita
efectos en la transcripcidn, traduccion u otras alteraciones de expresién génica a largo
plazo que normalmente ocurren con estrategias genéticas. Otro principal problema de
las estrategias genéticas que es evitado con el uso de inhibidores es la existencia de
mecanismos compensatorios debido a la expresion de diferentes isoformas de PLA,en
una célula o tejido. Otra ventaja del uso de inhibidores deriva del descubrimiento de
qgue ciertas fosfolipasas ejercen funciones no cataliticas dentro de las células. Estas
funciones se mantienen activas en presencia de inhibidores, no resultando asi si la
inhibicion se realizase por enfoques genéticos[113]. Estudios previos llevados a cabo
por Gil de Gémez et al[113]. muestran cédmo, mientras que la cPLAa toma un papel
relevante en la liberacidon de este acido graso, la iPLA;B parece no tomar parte en

dicho proceso, datos que son corroborados en este estudio.

El analisis de eicosanoides producidos a partir de AA por diferentes vias enzimaticas
demuestra como, los niveles de estos son mas elevados en presencia de zimosan
opsonizado, debido a que, como se ha comentado anteriormente, este estimulo
permite movilizar mayores cantidades de AA que seran empleados en la célula parala

sintesis de estos metabolitos oxidados.

Ademas, PGE. constituye el metabolito mayoritario bajo ambas condiciones de
estimulacion. La falta de recuperacidn de la especie de PE que contiene AA durante la
estimulacion con ZOp puede explicar que las cantidades de AA y PGE; libres producidos
en macrofagos estimulados con ZOp son mas altos que en células estimuladas con

zimosan. Esto se debe al uso reducido de AA para la remodelacién de fosfolipidos.
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E.2 El AA contenido en los fosfolipidos experimenta una
remodelacion durante la fagocitosis en macrofagos
peritoneales de raton

Estudios previos en monocitos humanos demostraron la falta de variacién en los
niveles de PE-AA en condiciones de estimulacion celular[111], al igual que se ha
demostrado en este trabajo en macréfagos peritoneales de ratén. Mientras que el AA
se incorpora a varias especies de PCy de Pl mediante aciltransferasas dependientes de
CoA[207,208], una ruta muy importante para la incorporacion de AA a PE estda mediada
por la enzima CoA-IT, la cual media la transferencia de AA desde un fosfolipido
donador a un lisofosfolipido aceptor en ausencia de CoA[59,74,120]. Tanto alquenil-
acilo PE como diacil-PE son los principales aceptores de esta reaccion mientras que

diacil-PC que contiene AA esun donador importante[59,74,120].

Estudios previos en células estimuladas con zimosan mostraron que el AA liberado de
las especies de PE por hidrolisis de cPLA»a es reabastecido por la continua accién de
CoA-IT[111,113,118,124]. Por lo tanto, el hallazgo de que la hidrolisis fue detectable en
PE en presencia de ZOp pero no en presencia de zimosan nativo llevé a investigar las

reacciones de remodelacion de AA por CoA-IT.

El marcaje con [3H]AA ha permitido comprobar que el principal aceptor de AA en los
fosfolipidos de membrana es PC y que, gradualmente, estos niveles de PC-AA van
disminuyendo a medida que aumentan los niveles de PE-AA. Sin embargo, esta

remodelacion llevada a cabo entre PC-PE no se produce enlas especies de PI.

También se ha demostrado cdmo la transferencia de AA de PC a PE es mds rapida
cuando se emplea zimosan, mientras que los tiempos con ZOp se alargan levemente.
Sin embargo, las células sin activar tienen un tiempo de remodelacidn mas elevado,
reflejando una transferencia lenta de AA entre los fosfolipidos, lo cual indica que este
proceso estd regulado por el estado de activacidon celular. Esto esta de acuerdo con
estudios previos realizados en mastocitos, donde se muestra una remodelacién mayor

cuando las células fueron tratadas con diferentes estimulos[127].
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En concordancia con estos resultados, también se ha observado que los niveles de
lisoPE en células estimuladas con ZOp son mas altos que los estimulados con zimosan
nativo, lo cual indica una mayor tasa de remodelacién en células activadas con zimosan

sin opsonizar.

El empleo del inhibidor de CoA-IT SKF98625 provoca un bloqueo de la respuesta de
zimosan, teniendo efectos menores en respuesta a ZOp. Por lo tanto, la remodelacién

de AA mediada por CoA-IT depende delestimulo.

De esta manera, dependiendo del estimulo y del receptor implicado, ya sea zimosany
dectina-1 o ZOp y FcR existe una participacion distinta de CoA-IT en la reaccidon de
transacilacién dando un abanico de posibilidades diferentes. Segun el receptor
implicado, la cPLA2a puede acceder a diferentes reservas de acidos grasos y por ello, el
PE que contiene AA puede representar una hidrélisis directa por cPLA2a, pero no por
CoA-IT cuando la estimulacién se produce a partir de los receptores Fc. Sin embargo, si
el receptor que entra en juego es dectina-1, las especies de PE que contienen AA sera
empleado por CoA-IT para abstraer AA de PC y de este modo limitar la produccién de
eicosanoides que deriven de especies de PC que contienen AA[110,113,118,195]. Por lo
tanto, debido a que PC constituye una fuente primordial de AA libre durante la
activacion celular PC[119,206], la inhibicion de la remodelacién del AA desde las
especies de PC hacia las especies de PE provoca por lo tanto una mayor concentracion

de AAliberado de PCy una mayor sintesis de eicosanoides.

Ademsds, la falta de recuperacién de los niveles de PE-AA cuando se produce la
estimulacion con ZOp podria explicar las mayores cantidades de AA y de PGE:
producidos cuando se estimulan las células con ZOp a diferencia de niveles mas bajos

con zimosan nativo.
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E.4 cPLA,a y iPLA,B participan en la movilizacion del acido
adrénico en macrofagos peritoneales de raton.

El AdA es un producto derivado de la elongacion del AA en dos carbonos vy, al igual que
este, el AdA puede ser movilizado de los fosfolipidos de membrana para la sintesis de
metabolitos oxigenados que participen en funciones celulares[134,135, 216,217]. Se ha
podido comprobar que el AdA se encuentra en cantidades significativas en los
fosfolipidos de membrana en los macréfagos peritoneales murinos, aunque la cantidad
de dicho 4cido graso corresponda a una cuarta parte de la cantidad de AA en las
mismas células. Sin embargo, la distribucion de dicho acido graso entre los diferentes
fosfolipidos es muy similar a la de AA, encontrdndose mayoritariamente en PE seguido

de PCy finalmente Ply PS.

En condiciones de activacion celular llevadas a cabo en presencia de zimosdn, el AdA
se hidroliza y se libera, siendo posteriormente metabolizado a dihomoprostaglandina

E2 como se ha podido observar por técnicas de espectrometria de masas.

En este estudio se ha podido analizar cdmo, en presencia de AdA exdgeno, los
macréfagos tienden a utilizar el AA de la misma manera que cuando estos no son
enriguecidos con AdA, por lo tanto, dicho acidos grasos no compiten entre si en
condiciones de inflamacion. Es decir, la liberacidn y el metabolismo de AA en células
enriquecidas con AdA exdgeno es el mismo que en células con niveles normales de
AdA. También se ha podido comprobar que la adicion de AdA exdgeno no altera los

niveles de AA celular.

Hasta la actualidad son muchos los estudios que prueban el papel de la cPLAa en la
hidrélisis y movilizacion del AA en condiciones de estimulacién celular[99,218], sin
embargo, poco se sabia de la enzima implicada en la movilizacién de AdA. Aunque
estructuralmente tanto el AA como el AdA son muy semejantes, estudios realizados
por Mouchlis et al [91]. muestran como, por simulaciones de dinamica molecular,
cPLAa tiene preferencia por AA. Esto se debe a que dicha enzima tiene un sitio activo

rigido, donde se acopla el fosfolipido con AA en posicidon sn-2 confiriéndole una
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especificidad distintiva ante dicho sustrato. Por otra parte, el sitio activo de iPLA>f es

mas versatil pudiéndose asi acoplar fosfolipidos con muchos tipos de acidos grasos.

En este trabajo se demuestra como la versatilidad del sitio activo de la iPLA2B permite
gue esta enzima participe a la vez que la cPLA2a en la liberacidn del AdA, a diferencia
del AA, en cuya liberacidon Unicamente se encuentra implicada la cPLA»a[99,218,219].
Este es un hallazgo muy innovador, ya que son escasas las publicaciones implicando a

la iPLA2B enla produccidn de eicosanoides en estados inflamatorios[80,90,113,220].

En este estudio también se ha podido observar como la pirrofenona inhibe la cPLAza y
esto impide la liberacion de AA y en cierta medida la de AdA. Sin embargo, la inhibicion
de iPLA2B en presencia de FKGK18 no impide la liberacidn de AA, pero sien gran parte
la de AdA. Con estos datos se puede concluir que la cPLA,a participa en la liberacién
tanto de AA como de AdA mientras que la iPLA2B Unicamente participa en la

movilizacion de AdA.

En analisis por espectrometria de masas de fosfolipidos muestra un perfil similar entre
las principales especies que contienen AA y AdA. Sin embargo, en condiciones de
estimulacion celular, se ha observado como, el AA libre proviene de la hidrolisis de
especies de PC y de PI, quizas también de PE, mientras que en el caso del AdA, este

parece derivar exclusivamente de las especies de PC.

Como ya se ha discutido en la seccién D.2 de la discusion de esta tesis, la aparente falta
de hidrolisis y liberacién de PE[113,118,206]en presencia de un estimulo como es el
zimosan puede deberse a la participacidon de transacilasas independientes de CoA, las
cuales movilizan el AA liberado de las especies de PC en las especies de PE, lo cual
también podria estar sucediendo en el caso de AdA. Sin embargo, no se ha
demostrado que esto suceda en las especies de PI[59,120]. Esto pudiera deberse auna
imposibilidad de las fosfolipasas implicadas de alcanzar el sustrato Pl que contiene
AdA. Esta diferencia en la movilizacion de ambos acidos grasos puede conllevar

diferentes mecanismos que regulan la disponibilidad de ambos.
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Todos los datos de esta seccidon nos demuestran diferencias en el mecanismo de
movilizacidon del AA y del AdA y de las enzimas implicadas en dicho proceso, ademas de

las clases de fosfolipidos empleados como sustratos.
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Con lo que respecta al primer objetivo, el estudio del metabolismo del AA en
condiciones de activacion celular relacionado intrinsecamente con estados
inflamatorios, los resultados obtenidos permitieron llegar a las siguientes

conclusiones:

e El 4cido araquiddnico se libera de fosfolipidos de colina y de inositol en
condiciones de activacion celular. Ademas, la liberacion de AA aumenta cuando
el estimulo inflamatorio actua via FcR, siendo su accidon mas leve cuando actua

via Dectin-1.

e La cPLAza es la responsable de escindir el enlace de unién del AA al esqueleto
de glicerol de los fosfolipidos. Sin embargo, los estudios demuestran que la

iPLA2B no participa en dicho proceso.

En cuanto al segundo objetivo, el cual se centra en el estudio de la remodelacion del

AA entre diferentes fosfolipidos y estados celulares, se concluyé lo siguiente:

e En condiciones de activacidn celular, el AA experimenta un proceso de
remodelacidon en el cual se transfiere de las especies de glicerofosfatidilcolina
reesterificandose en las especies de glicerofosfatidiletanolamina. Sin embargo,
las especies de fosfatidilinositol no experimentan este proceso. Ademas,
dependiendo al receptor al que se acople el estimulo, los tiempos de

remodelacion varian, siendo mas rapida cuando el estimulo actta via dectina-1.

En cuanto al tercer objetivo, el cual se centra en la movilizacion del AAox de las
especies de fosfolipidos, las evidencias experimentales generaron los siguientes

resultados:

e Bajo un estimulo proinflamatorio, los niveles de AAox-PL aumentan
considerablemente en las especies de PCy de PI, mientras que los niveles de

glicerofosfatidiletanolamina no experimentan grandes variaciones.

e A diferencia de las fosfolipasas implicadas en la liberacién del AA, tanto iPLA2B

como cPLA2a participan en los niveles celulares de AAox-PL.
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e El 5-HETE es el metabolito mayoritario producido por oxidaciéon del AA via LOX
bajo accion de un estimulo inflamatorio. Por otra parte, la accién de otras

lipoxigenasas u oxidacién espontaneano parecen tenerrelevancia.

Con respecto al estudio del cuarto objetivo, estudio centrado en la participacion y
regulacion del AdA a nivel metabdlico en las situaciones inflamatorias, las conclusiones

especificas de este apartado fueron las siguientes:

e La distribucion del AdA y de su precursor, el AA, es la misma a nivel cualitativo,
destacando los niveles de ambos 4cidos grasos n-6 en las especies de PE,

seguido de PC como fuentes principales.

o A diferencia del AA el cual experimenta hidrolisis y liberacion de las especies de

PC y de PI, el AdA se moviliza en presencia de un estimulo inflamatorio

Unicamente de las especiesde PC.

e El AdA no influye en el metabolismo de AA nien la produccidn de eicosanoides
derivados de dicho acido graso. El proceso que permite la movilizacion y el
metabolismo de ambos d4cidos grasos parece estar independientemente

regulado.

Finalmente, como quinto objetivo, analisis del perfil lipidico de diferentes &acidos
grasos n-3y n-6 presentes en fosfolipidos en macréfagos activados de forma cldsica o
de forma alternativa, las conclusiones derivadas del estudio experimental fueron las

siguientes:

e Mientras que los niveles de AA disminuyen tanto en el fenotipo proinflamatorio
M1 como en el antiinflamatorio M2 en condiciones de activacidn celular, no
sucede asi con los niveles de AdA, DHA, DPA y EPA los cuales solo experimentan
una reduccién en la polarizacion M2, no siendo liberados en los macréfagos

polarizados a M1.
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