=—<2ZSPUVa

Escuela de Doctorado Universidad de Valladolid

Universidad deValladolid

PROGRAMA DE DOCTORADO EN INVESTIGACION
BIOMEDICA

TESIS DOCTORAL:

Regulacion de la respuesta inflamatoria
de las células fagociticas por lipidos:
Papel del acido araquidonico y de los

isomeros del acido palmitoleico

Presentada por Miguel Angel BermUdez Arias
para optar al grado de
Doctor por la Universidad de Valladolid

Dirigida por:
Dr. Jesus Balsinde Rodriguez
Dra. Maria Angeles Balboa Garcia



1. Indice de contenidos

A MIS PADRES

Pagina | 2



Capitulo I.-. Introduccion




1. Indice de contenidos

Esta tesis doctoral ha sido realizada gracias a la concesion de una beca de

Formacién de Personal Investigador (FPI) en la convocatoria del afo 2017 del

Ministerio de Economia, Industria y Competitividad (Ref. de la ayuda BES-2017-

079872) y financiada por los siguientes proyectos de investigacion.

Mecanismos moleculares de accidon y actividad biologica in vivo de un
nuevo 4cido graso anti-inflamatorio, cis-7-hexadecenoico (16:1n-9).

Ministerio de Economia, Industria y Competitividad (SAF2016-80883-R).

“Isdmeros posicionales v derivados oxigenados del acido palmitoleico:
y
nuevos mediadores lipidicos de la inflamacion”. Junta de Castilla y Ledn,

Consejeria de Educacion (CSI073U16).

"Nuevos mediadores lipidicos de la inflamacion: el dcido palmitoleico, sus
isdbmeros y derivados". Ministerio de Economia, Industria vy

Competitividad (SAF2015-73000-EXP).

El trabajo realizado durante la tesis doctoral, ha dado lugar a las siguientes

publicaciones cientificas:

Astudillo, A.M., Meana, C., Bermudez, M.A., Pérez-Encabo, A., Balboa,
M.A. & Balsinde, J. (2020) Release of anti-inflammatory palmitoleic acid
and its positional isomers by mouse peritoneal macrophages.
Biomedicines 8: 480.

Guijas, C., Bermudez, M.A., Meana, C., Astudillo, A.M., Pereira, L.,
Fernandez-Caballero, L., Balboa, M.A. & Balsinde J. (2019) Neutral lipids
are not a source of arachidonic acid for lipid mediator signaling in human

foamy monocytes. Cells 8: 941.

Los resultados obtenidos han sido presentados en los siguientes congresos

como comunicacion oral y como poster.

Comunicacion oral:

Pagina | 4



Capitulo I.-. Introduccion

e 16:1-containing  phosphatidylcholine  reduces  responses  of
macrophages to an inflammatory process. Miguel A. Bermtdez, Marfa

Balboa and Jesuis Balsinde. Reunién anual CIBERDEM (3-5 de

noviembre de 2020), on-line.
Poster:

e cis-7-Hexadecenoate-containing phosphatidylcholine reduces
inflammatory = responses  of = macrophages to  bacterial
lipopolysaccharide. Miguel A. Bermtdez, Maria Balboa and Jestis
Balsinde. 42 congreso de la Sociedad Espanola de Bioquimica y Biologia

Molecular (16-19 julio de 2019) Madrid, Espana.



1. Indice de contenidos

1. iNDICE DE CONTENIDOS

1. Indice de CONtENIAOS .......oovuererierrienrieeiieieieseeeiiee s 6

1. AbTeviaturas ... 11
Capitulo I.- IntroducCion ...........ccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiice 17
1. Gotas IPIdicas.....cccoeieieiiiiiiiiiiiiiciiicce e 19
1.1. Biogénesis de gotas lipidicas..........cccecuevuiririiiiiiininiiiiiiniiicccieens 20

1.2. Diversidad funcional de las gotas lipidicas ........c.cccceeveviininirinncnnens 24

2. ALeroSCleTOSIS. ....couiiiiiiiiiiiiii 26
2.1.  Macrofagos espumosos y aterosclerosis...........ccoccoviiiiiuiniiiiiinnns 28

2.2, Monocitos espumosos circulantes ............cccocveviiiiiiiiiiiiiiinn, 31

23. Acido araquidonico, compuesto liberado en lesiones

ALETOSCIETOTICAS ..o e e e e e e e e e e e e e e e e eae s 34

2.4. La hidrdlisis de glicerofosfolipidos como via principal de

liberacion de AA para la produccion de mediadores lipidicos.................... 38
2.5.  PLA:y el metabolismo delas LD.........ccccccooeiviiniiinininiiiine, 42

2.6.  Gotas lipidicas como fuente de acido araquidonico..................... 46

3. Acido palmitoleico € ISOMETOS ..........vvemrevrreereirrieeeessisseseeisee s 49
3.1.  Isémeros de 16:1 y desdrdenes metabdlicos.............ccccceevuiieninnens 50

3.2.  Isomeros de 16:1 e inflamacion ............ccccevvveiviiiiiiiniiinicice, 53
Capitulo I1.- ObJetiVOs.....cccuiuiiiiiiiiiccccc s 55
1. ODbJOtiVOS...eiiiiiiiciiciictcc 57
Capitulo III.- Materiales y métodos ..........ccoovvuiiiiiiiiiiiiiiiiciccce 59
1. Materiales ..o 61
1.1. Cultivo celular........cocoiiiiiiiiiiii 61

Pagina | 6



Capitulo I.-. Introduccion

1.2. Disolventes y reactivos liquidos ..........cccceiviiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiicic, 61
1.3. Reactivos y productos sOlidos..........cccccceviiiiiiiiiniiniiiiiiiiiiiieiens 62
1.4, GASES et 63
1.5, ESHMUIOS ...cvoiiiiiiiiiiiiiccc 63
1.6. Inhibidores..........cccoviiiiiiiiiiiii, 63
1.7, LIPIAOS et 64
1.8. Extraccién de ARN, sintesis de ADNcy qPCR ........cccccveviniiinienns 65
1.9. Microscopia de fluorescencia..........ccecuevuevuiriiieiiniininiiienicsecccienens 66
1.10. EQUIPAmMeNtO ......ooviiiiiiiiiiiiiiccc 66
1.11. Material biolOZICO .....cceviriiiiiiiiiiiiiciiicceccee 68
2. MELOAOS ...t 69
2.1. Aislamiento y cultivo de células............ccccoviiiiiiiiniiiiiiiiiiiis 69
2.2. Tratamientos celulares.............ccccocoiiiiiiiiiiiiiiii 70
2.3. Analisis de lipidos........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiii 71
2.4. Analisis de LD por microscopia confocal...........cccoeviviiiiiiniiininnnnne. 78

2.5. Estudios de inhibicion de iPLA2-VIA con oligonucleotidos antisentido

............................................................................................................................ 79
2.6. Translocacion de NF-kB..........ccccooiiiiniiiics 80
2.7. Anadlisis de expresion de genes por RT-qPCR ..., 81
2.8. Medicidn de proteina..........ccccevveiiiiiiiiiiiiiiiiiicce 84
2.9. Analisis estadistiCo.........ccoivuiriviiiiiiiiiiic 84

3. Sintesis de los compuestos quimicos de interés............ccococvviiiiiinninnnnne. 85

3.1. Sintesis de 10S iSOMETOS A€ 16:1 ..neneieeeeeeeee e 85



1. Indice de contenidos

3.2. Sintesis de los isdmeros 1-palmitoil-2-hexadecenoil-sn-glicero-3-

fosfatidilcolina PC(16:0/16:1n-X) (X=7, 9, 10)..ccccueeruiiriiiniienienieeeieesieeeeene 102
Capitulo IV.- Resultados..........ccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiciciccccee, 105

1. Los lipidos neutros no son una fuente de acido araquidonico libre en

MONOCItos humanos eSPUMOSOS .........ccceuiviiiiiiiiiiiiicicc e 107

1.1. El 4cido araquidonico exdgeno activa la sintesis de novo de acidos

grasos €N MONOCITOS ......iiiiiiiiiiiiiiii i 107

1.2. El acido araquiddnico de por si, no sus derivados oxigenados, es

responsable de que las células adquieran un fenotipo espumoso. ............ 109

1.3. El AA se libera de fosfolipidos, no de triacilglicerol, durante la

activacion de los monocitos via receptor..........c.cccevviiiiiiiiiiiiiiincnicice, 113

2. Los macrofagos peritoneales de ratén liberan  &cidos grasos

antiinflamatorios como el acido palmitoleico y sus isomeros........................ 119

2.1. Distribucién endogena en macrofagos de raton de los acidos grasos

16:1 en fosfolipidos........coiviiiiiiiiiiiiiiiii 119

2.2. Disminucién de los niveles de las especies de fosfolipidos que

contienen 16:1 en macrofagos estimulados.........coeeeveiciiiiiiiiiiiiiiics 121
2.3. Liberacion de los isdomeros 16:1 en la respuesta celular................... 124
2.4. Participacion de PLA:z en la liberacion de los 16:1.............cccoeueueee. 125
2.5. Estudios con acidos grasos deuterados............cccccoveevvreiniiinncnnnne. 128
2.6. Sintesis de FAHFA conteniendo 16:1 ..........cccccooiviiiiiiiicnncnnnne, 131

3. La molécula de fosfatidilcolina que contiene isomeros de 16:1 reduce la

respuesta inflamatoria en macrofagos de raton ..o, 133

3.1. El LPS aumenta la remodelacion de 16:1n-9 de PC a otras clases de

Pagina | 8



Capitulo I.-. Introduccion

3.2. El 16:1 contenido en PC reduce la respuesta inflamatoria en los

macrofagos RAW264.7 ... 138

3.3. PC(16:0/16:1n-9) reduce la translocacion inducida por LPS de la

subunidad p65 de NF-kB al nticleo...........cccooiviiiiiiiiininiiiiiiiiiicics 141
4. Sintesis quimica de los derivados de 16:1........cccccceeviniiiiiiininiinicnenne. 144
4.1. Sintesis del acido graso (Z)-7-hexadecenoico (16:1n-9).................... 146
4.2. Sintesis del acido graso (Z)-6-hexadecenoico (16:1n-10).................. 149
4.3. Sintesis del acido graso (Z)-9-hexadecenoico (16:1n-7).................... 149
4.4. Sintesis del acido graso 16:1n-9 deuterado ..........ccceceeveiiniriencnnens 152

4.5. Sintesis de los fosfolipidos: PC(16:0/16:1n-9), PC(16:0/16:1n-7) y
PC(16:0/16:TN-10). c.eeenienieeiiieieeieeeeeee ettt s 156

Capitulo V.- DiSCUSION .......couiriiiiiiiiiiiiiicicicieeee e 158

1. Los lipidos neutros no son una fuente de acido araquidonico en monocitos

humanos eSPUMOSOS..........ccciviiiiiiiiiii 159

2. Los macrofagos peritoneales de ratén liberan los 4acidos grasos

antiinflamatorios, acido palmitoleico y sus isomeros posicionales ............... 163

3. La molécula de fosfatidilcolina que contiene isomeros de 16:1 reduce la

respuesta inflamatoria en macrofagos de raton ..o, 167
Capitulo VI.- Conclusiones...........cccocvvveiiiiiiiiiiiiiicicccccccc 171
1. CONCIUSIONES ....oveniiiiiiiicieetc s 173
Capitulo VII.- Referencias bibliograficas............ccccocovvviiiiiiiininniiicnne, 175
1. Referencias bibliograficas ..........cccoceveviriiiiniiiniiiiiiiiiicccc 177
Capitulo VIIL- Anexos (RMN y ESI-QTOEF). ..o, 197

1. Sintesis de los acidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)199

L1 T6: I e 199



1. Indice de contenidos

1.2, T0:T1T0 ettt e eeneeeeeenaae 202
1.3 L0 T00m7 ettt eeeneeaeaeaaa 205
T1.4. 16: 1N A@ULCTATO . oo eeeeeeeeeenee 211

2. Sintesis de los isdémeros 1-Palmitoil-2-cis-hexadecenoil-sn-glycero-3-

fospfocolina PC(16:0/16:1n-x). (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9).......ccccueruirirunnnnne 222

Pagina | 10



Capitulo I.-. Introduccion

1. ABREVIATURAS

13-HODE - 13-hidroxioctadecadienoico
AA - Acido araquidénico
ACAT - Acil-CoA:colesterol aciltransferasas

ADREP - Proteina relacionada con la diferenciacién adiposa (del inglés, adipose

differentiation-related protein)
apoB-LPs -Lipoproteinas que contienen la apolipoproteina B
ApoE - Apolipoproteina E
ATGL - Triacilglicerol lipasa adiposa (del inglés, adipose triacylglycerol lipase)
BEL - Bromoenol lactona
BSA — Albuiimina de suero bovino (del inglés, bovine serum albumin).
CD - Cluster de diferenciacion
CE - Esteres de colesterol (del inglés, cholesteryl ester)
CoA - Coenzima A
COX - Ciclooxigenasa
cPLA: - Fosfolipasas A: citosolicas dependientes de Ca*
cPLA:« - Fosfolipasa Az citosdlica dependiente de Ca?* grupo IVA
CVD - Enfermedades cardiovasculares (en inglés, cardiovascular disease)
DAG - Diacilglicerol
DAPI - 4',6-diamino-2-fenilindol

DCC - Diciclohexilcarbodiimida



1. Abreviaturas

DCM - Diclorometano
DMAP - 4,4-dimetilaminopiridina
DMDS - Dimetildisulfuro

DMEM - Medio Eagle modificado de Gibco Dulbecco (del inglés, Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium)

DNA - Acido desoxirribonucleico

EDTA - Acido etilendiaminotetraacético

EET - Acido epoxieicosatrienoico

FADS - Desaturasa de acidos grasos (del inglés, fatty acid desaturase)

FAHFA - Acidos grasos esterificados a acidos grasos hidroxilados (del inglés

fatty acid esters of hydroxy fatty acids)
FAME - Esteres metilicos de acidos grasos (del inglés, fatty acid methyl esters)

GC/MS - Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (del

inglés, gas chromatography/mass spectrometry)
HEPES - Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico
HETE - Acido hidroxieicosatetraenoico
HPETE - Acido hidroperoxieicosatetraenoico

HRMS - Espectrometria de masas de alta resolucion (del inglés, High

resolution mass spectrometry)

ICAM - Molécula de adhesion intercelular (del inglés, Intercellular Adhesion

Molecule 1)
IL - Interleuquina

iPLA: - Fosfolipasas Az intracelulares independientes de Ca?*
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JNK - Quinasa del dominio N-terminal de c-Jun (del inglés, c-Jun N-terminal

kinase)
LAL - Lipasa acida lisosomal

LC/MS - Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (del

inglés, liquid chromatography/mass spectrometry)
LD - Gotas lipidicas (en inglés, lipid droplet)
LDL - Lipoproteinas de baja densidad

LFA - Antigeno asociado a la funcién de los linfocitos (del inglés lymphocyte

function-associated antigen 1)
Liso-PL - Lisofosfolipidos
LOX - Lipooxigenasa
LPCAT - Lisofosfatidilcolina: acil-CoA acil transferasa
LPS - Lipopolisacarido
MAGL - Monoacilglicerol lipasa

MCP - Proteina quimioatrayente de monocitos (del inglés, monocyte chemotactic

protein)

M-CSF - Factor estimulante de colonias de macrofagos (del inglés, macrophage

colony-stimulating factor)
MPO - Mieloperoxidasa

NF-kB - Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células

B activadas (del inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
NGS - Suero normal de cabra (del inglés, normal goat serum)

0ox0oETE - Acido oxoeicosatetraenoico



1. Abreviaturas

PA - Acido fosfatidico (del inglés, phosphatidic acid)

PBS - Tampon fosfato salino (del inglés, phosphate buffered saline)

PC - Fosfatidilcolina

PE - Fosfatidiletanolamina

PI - Fosfatidilinosiltol

PL - Fosfolipidos

PLA:- Fosfolipasas A:

PLD - Fosfolipasa D

PLIN - Perilipinas

PMA - Acetato de forbol miristato (del inglés, phorbol 12-myristate 13-acetate)

PPAR - Receptor activador de la proliferacion de los peroxisomas (del inglés,

peroxisome proliferator-activated receptor)
PS - Fosfatidilserina
PUFA - Acidos grasos poliinsaturados (del inglés, polyunsaturated fatty acid)
qPCR - PCR cuantitativa a tiempo real
RE - Reticulo Endoplasmatico
RMN - Resonancia magnética nuclear
RNA - Acido ribonucleico
RPMI - Medio Roswell Park Memorial Institute
SM - Esfingomielina
sPLA: - Fosfolipasas Az secretadas

SR - Receptores carrofieros (en inglés, scavenger receptors)
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TAG - Triacilglicerol

TEA - Trietilamina

THEF - Tetrahidrofurano

TLC - Cromatografia en capa fina (en inglés, thin layer chromatography)
TNFa - Factor de necrosis tumoral alfa (del inglés, tumor necrosis factor alpha)

VCAM - Molécula de adhesiéon celular vascular (del inglés, vascular cell

adhesion molecule 1)
VLA - Antigeno muy tardio (del inglés, very late antigen)

VLDL - Lipoproteinas de muy baja densidad (del inglés, very low-density

lipoprotein)
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1. GOTAS LIPIDICAS

Las células de los mamiferos almacenan el exceso de lipidos neutros en
organulos citoplasmaticos llamados gotas lipidicas (LD). Estas estan presentes en
practicamente todo tipo de células, aunque su nimero y tamano pueden variar
considerablemente de unas células a otras. Las LD son particulas esféricas que
estan cubiertas por una monocapa de fosfolipidos (PL) que contienen una serie
de proteinas asociadas y que encierra en el interior diferentes lipidos neutros,

principalmente triacilgliceroles (TAG) y ésteres de colesterol (CE) (1)(Fig. I.1.1).

Cientos de especies de fosfolipidos han sido identificados en la monocapa de
las LD; la clase mas abundante, con un 60% de la cantidad total presente, es la
fosfatidilcolina (PC); seguido por la fosfatidiletanolamina (PE), que contiene un
24%; y el fosfatidilinosiltol (PI), con un 4% (2). Por otro lado, se ha identificado la
presencia de otros PLs como el 4acido fosfatidico, la fosfatidilserina, la

esfingomielina y los lisofosfolipidos (3).

Las distintas proteinas asociadas a estas LD tienen diferentes funciones tanto
en la movilizacion de sus lipidos, como en su biosintesis y su degradacion. Cabe
destacar la familia de las PAT que incluyen la perilipina-1, adipofilina (ADPR -
PLIN2) y TIP47 (Tail-Interacting protein de 47 KDa — PLIN3). (4)

La perilipina es una proteina que ayuda a estabilizar las LD y estd implicada
en procesos de proteccidn de los lipidos neutros frente a las lipasas (5). Por otro
lado, la proteina ADRP est4 relacionada con la diferenciacion de los adipocitos y
con la estabilizacién de las LD. Por ultimo, no se conocen mucho las funciones de
TIP47, pero parece estar involucrada en la regulacidn de la lipolisis en células del
musculo esquelético (6). También se ha identificado la presencia de otras
proteinas de la familia PAT, S3-12 (PLIN4) y OXPAT/MLDP (PLIN5) aunque

estan menos descritas (7, 8).
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Aparte de la familia de las PAT, han sido descritas numerosas enzimas
relacionadas con el metabolismo lipidico en la superficie de las LD, como son la
triacilglicerol lipasa (ATGL) (9), la lipasa sensible a hormonas (HSL) (10), la
citidina trifosfato:fosfocolina citidiltransferasa (CCT) (11), la lisofosfatidilcolina
aciltransferasas (LPCAT) (12), la acil-CoA sintetasa de cadena larga 3 (ACSL3)
(13), lipina-1 (14, 15) o la fosfolipasa A: citosdlica de grupo IVA (cPLA:xx) (16)

entre otras.

TRIACILGLICEROL

MONOCAPA
FOSFOLIPIDICA

PROTEINAS
ASOCIADAS

ESTERES DE COLESTEROL

Fig. L1.1. Estructura y composicién de una gota lipidica. Las LD son acumulaciones
citoplasmaticas de lipidos neutros (TAG, CE), rodeadas por una monocapa de fosfolipidos que

contiene una gran variedad de proteinas asociadas. Adaptado de Walther y Farese (17).

1.1. Biogénesis de gotas lipidicas

A pesar de los importantes avances producidos en los ultimos afios, el
mecanismo de generacion de esas LD no ha sido aun completamente establecido.

La formacion de las LD involucra gran cantidad de pasos y ocurre en el reticulo
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endoplasmatico (RE), donde se producira la formacion de la monocapa anfipatica

delas LD (18) (Fig.1.1.2).

El primer paso de la biogénesis de las LD es la sintesis de lipidos, como son los
TAG y CE. En cada caso, para su sintesis estan involucradas diferentes enzimas
terminales localizadas en el RE, como son las enzimas diacilglicerol
aciltransferasas (DGAT-1 y 2) y las acil-CoA:colesterol aciltransferasas (ACAT),
que pueden ser activadas por distintos estimulos como son el exceso de acidos

grasos libres presentes en el medio, la activacion celular o el estrés de RE (19, 20).

Los acidos grasos que forman estos lipidos neutros pueden provenir de varios
origenes, bien de forma exdgena a través de diferentes lipoproteinas del plasma
sanguineo, bien de otros compartimentos celulares o por la estimulacién de la

ruta biosintética de novo de los acidos grasos (21, 22).

La hipdtesis mds aceptada, aunque no la tnica, indica que inicialmente los
lipidos neutros formados son acomodados en el espacio hidrofdbico situado
entre las dos monocapas del RE. Diferentes estudios biofisicos demuestran que
se puede acomodar hasta un 3 mol% de TAG y un 5 mol% de CE antes del
desprendimiento de la LD al citosol, aunque otros estudios han encontrado
acamulos de 5-10 mol% de TAG (23). Pequenias cantidades de PLs son necesarias
para la formacion de la monocapa que rodea a estas LD. Sin embargo, una alta
regulacion de la proporciéon entre estos PLs y los lipidos neutros de la LD es
esencial para mantener la forma redonda y las propiedades biofisicas de este

organulo naciente (24).

Las LD nacientes necesitan una curvatura de membrana local positiva en la
membrana del RE para poder crecer (Fig. 1.1.2). Esta membrana estd compuesta
principalmente por PC, que presenta una forma espacial cilindrica que genera
una curvatura neutra, y en menor medida PE, que genera una ligera curva

negativa (3, 25). Determinaciones biofisicas han revelado que la acumulacion de
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1. Gotas lipidicas

liso-PLs que tienen conformacion en forma de cufia como el liso-PC, el liso-PE y,
especialmente el liso-PA que genera una curvatura local positiva de la
membrana, es beneficiosa en términos del brote de la gota lipidica naciente (3, 18,
24, 26). Debido a que estos lisofosfolipidos son generados por la accion de las
fosfolipasas Az (PLAz), parece que algunas de estas enzimas, como la cPLAzq,
puede estar implicada en la formacién de las primeras etapas de las LD (21, 26-

28).

Una vez generada la curva positiva en la base de las LD, las células son capaces
de almacenar mas TAG y CE dentro de la monocapa fosfolipidica. Debido a la
mayor acumulacién de estos lipidos neutros, es necesario un incremento a la vez
de la cantidad de PLs, para mantener las propiedades biofisicas de la monocapa
de la futura gota lipidica. Para ello se necesita una coordinacién de diferentes
enzimas implicadas en la biosintesis de fosfolipidos y en la reacilacion de los
lisoPLs previamente formados. Una vez que la LD brota de la superficie de la
membrana del RE, es necesario establecer una curvatura neutra para favorecer la
estabilizacion de las LD nacientes y la proteccion del ntcleo hidrofdbico de la

lipolisis. (11, 24)

Finalmente, una curvatura negativa es imprescindible en la base que conecta
con el RE para la completa formacion, separacion y liberacion al citosol de las LD
nacientes. Este efecto se atribuye a la presencia de PA, que produce una fuerte
curvatura negativa (3, 29), pudiendo ser originado por la accién de enzimas
presentes en las LD como la PLD (30, 31) y eliminado, segtin se necesite, por la

lipina-1 (14, 15).

A la par de este proceso de remodelacion de los lipidos neutros y los
fosfolipidos que componen estas nacientes LD, se va a producir el reclutamiento
de diferentes proteinas accesorias como las de la familia PAT. Aunque no se sabe

cudl es la implicacion de estas proteinas en la generacion de las LD, algunas de
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sus funciones van desde la estabilizacion de su estructura, el control de lipolisis

y el reclutamiento de otras proteinas y lipidos (17, 24, 32).

Aunque durante la tltima década el estudio de la biologia de las LD ha dado
lugar a intensas investigaciones, muchas cuestiones importantes como las
relativas a los lugares de formacion y el crecimiento de estas LD siguen teniendo
controversia (3, 17, 18, 23, 24). Por ejemplo, no esta claro donde se localizan los
sitios donde se produce la sintesis de TAG dentro del RE y coémo se correlacionan
dichos sitios con la formacion de LD. El modelo en el que se forman los TAG es
bastante atractivo, pero gran parte no esta probado. No se conoce si la mayoria
de las proteinas son necesarias para el nacimiento de las LD, ni como o por qué

solo algunas de las LD nacientes son seleccionadas para su posterior expansion.
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Fig. 1.1.2. Sintesis de LD de la cara citosdlica de las membranas del RE liso. El papel esencial de
cPLA2a en la induccién de una curvatura positiva de la membrana se indica en el paso 3. Los
lisofosfolipidos estan resaltados en rosa, y el acido fosfatidico en verde. Todos los demas
fosfolipidos se muestran en azul. Para mas detalles ver el texto. DGAT, diacilglicerol: acil-CoA
acil transferasa; ACAT, acil-CoA: colesterol acil transferasa; ER, reticulo endoplasmico; PLD,
fosfolipasa D; LPCAT, lisofosfatidilcolina: acil-CoA acil transferasa. Tomada de Guijas et al
(33).
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1.2. Diversidad funcional de las gotas lipidicas

El alto nimero de estudios y articulos de revision recientes que tratan sobre
las LD ilustra el cambio en la forma de pensar acerca de estos organulos. De ser
considerados como meros depositos de almacenamiento de acidos grasos para la
-oxidacién y la biosintesis de membranas, las LD son ahora reconocidas como
actores clave en la regulacion celular de la homeostasis de los lipidos, la
sefializacidn, el trafico extra e intracelular y la regulacion transcripcional génica
(3, 24, 34). Ademas, la formacion de LD puede también constituir un signo de
estrés y de muerte celular (35). Por otra parte, las LD también son importantes en
la batalla contra las infecciones actuando como una defensa intracelular de
primera linea en la inmunidad innata, respondiendo a las sefiales de peligro
mediante la reprogramacion del metabolismo celular y la activacion de

mecanismos antimicrobianos (36).

No es sorprendente que las LD de diferentes tipos de células, u obtenidas bajo
diferentes estimulos o estados metabolicos, pueden diferir enormemente en sus
proteinas y/o composicion lipidica (37-39). De hecho se ha observado que una
misma célula puede tener diferentes poblaciones de LD en adipocitos; por
ejemplo, las LD nacientes presentan mayormente PLIN3 (TIP47) y PLIN4 (S3-12),
mientras que en las LD ya formadas PLIN1 (perilipina) y PLIN2 (ADRP) son las
proteinas predominantes (40, 41). Estas conclusiones sugieren que las LD pueden

someterse a un proceso de maduracion.

La heterogeneidad de las LD también es evidente en cuanto a su composicion
lipidica. El uso de microscopia de dispersion Raman ha permitido constatar que
diferentes LD dentro de una misma célula presentan distinta composicion

lipidica (42).

Los estudios protedmicos estan permitiendo encontrar cada vez mas proteinas

asociadas a los LD (38). La caracterizacion de cémo estas proteinas afectan a la
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biologia de estos organulos, permitird en un futuro préximo conocer mejor el
porqué de la heterogeneidad de éstos, y ayudar a aclarar las interacciones de la
LD con el RE, las mitocondrias, los peroxisomas, los endosomas, los lisosomas, y

la membrana plasmatica (24, 43-45).

El desequilibrio de la funcion de las LD ha sido implicado en varias patologias
humanas. Las LD sobreabundantes y agrandadas son el sello de la obesidad, la
diabetes mellitus de tipo 2, la esteatosis hepatica, la aterosclerosis, la esteatosis

cardiaca y la cardiomiopatia ().
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2. ATEROSCLEROSIS

Aunque en los tltimos 20 anos se han hecho grandes avances para caracterizar
las LD y su relacion con la biologia de la adiposidad y el higado, menos
investigaciones se han centrado en las LD y las enfermedades cardiovasculares
(CVD). A pesar de ello, hoy en dia sabemos que las LD pueden tener funciones
protectoras y nocivas en salud cardiovascular. En algunas situaciones, el
almacenamiento de lipidos dentro de las LD es un marcador de sobrecarga de
lipidos y de reduccion de la funcidn cardiaca (46). En otras circunstancias, las LD
pueden prevenir la toxicidad de los lipidos mediante secuestro de especies de
lipidos toxicos como el colesterol, las ceramidas y los 1,2-diacilgliceroles (DAGs)
(47). Un ejemplo destacado en este contexto es la acumulacion de ésteres de
colesterol en las LD de macrofagos (células espumosas) en la intima de las
arterias, un paso importante en el desarrollo de la aterosclerosis. Sin embargo, se
sabe poco sobre la composicion de las LD en las células espumosas y como la
formacién y movilizacién de las LD son reguladas en el contexto de la

aterosclerosis.

La aterosclerosis es la responsable de la gran mayoria de las enfermedades
cardiovasculares y también es la principal causa de muerte en los paises
industrializados (48). La aterosclerosis implica primero la expansion de la intima
arterial, un area normalmente pequena entre el endotelio y las células del
musculo liso, debido a la acumulacion de lipidos, células y matriz extracelular.
Gracias a la preservacion del lumen arterial, este proceso inicial raramente
conduce a sintomas. Sin embargo, con el tiempo, algunas de estas lesiones
pueden evolucionar y sufrir una descomposicion necrotica, lo que precipita a la
trombosis aguda y oclusién de las arterias, llegandose a obtener diferentes
consecuencias: infarto de miocardio, angina inestable, muerte cardiaca repentina

o accidente cerebrovascular. La aterosclerosis es un proceso de enfermedad focal
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que ocurre predominantemente en los sitios de flujo laminar perturbado, en

particular, en los puntos de la rama arterial y las bifurcaciones (49).

Estudios de las etapas mds tempranas de la aterogénesis en los seres humanos
y en modelos animales, indican que el paso inicial clave es la acumulacion
subendotelial de lipoproteinas que contienen la apolipoproteina B (apoB-LPs).
Las ApoB-LPs son fabricadas por células del higado e intestino y consisten en un
nucleo de lipidos neutros, en particular los CE y los TAG, rodeadas por una
monocapa de fosfolipidos y proteinas, parecida a la de los LD. Los apoB-LP
hepaticos son secretados como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), que
se convierten en circulacion en lipoproteinas de baja densidad (LDL), y los apoB-
LPs intestinales son secretados como quilomicrones, que son convertidos por la

lipolisis en particulas llamadas lipoproteinas remanentes (50).

Ante esta acumulacién de LDL en el espacio endotelial, se produce una
respuesta inflamatoria mediada por las propias células endoteliales, que puede
ser aumentada por la existencia de modificaciones oxidativas de esas LDL. Las
células endoteliales activadas secretan quimiotrayentes o quimioquinas como
MCP-1, que interactian con los receptores de quimioquinas afines en los
monocitos, promoviendo la migracion y la liberacion de citoquinas inflamatorias,

eicosanoides y AA (51-56).

Tras la quimioquinesis, los monocitos se anclan y ruedan sobre las células
endoteliales que cubren las apoB-LP retenidas, en particular mediante la
interaccion del ligando de la glicoproteina P-selectina-1 del monocito (PSGL-1)
con las selectinas de las células endoteliales (57). El analisis inmunohistoquimico
de las lesiones humanas sugiere que las integrinas de los monocitos VLA-4
(antigeno-4 muy tardio) y LFA-1 (antigeno 1 asociado a la funcién de los
linfocitos) y sus respectivos ligandos celulares endoteliales, VCAM-1 (molécula
de adhesion celular vascular) e ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular-1),

pueden ser especialmente importantes en el establecimiento de aterogénesis.
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Ademas, las plaquetas reclutadas hacia el endotelio en las lesiones
ateroscleroticas promueven las adhesiones de los monocitos circulantes con las
células endoteliales, a través de la liberacion de quimioquinas derivadas de
plaquetas en el endotelio activado. Estas quimioquinas activan la sefializacion
via NF-kB y la expresion de moléculas de adhesion en los monocitos (57, 58). Por
altimo, la adhesion de los monocitos es seguida por su entrada al espacio

subendotelial (59).

Impulsados por el factor estimulante de colonias de macrdfagos (M-CSF) y
probablemente por otros factores de diferenciacion, la mayoria de los monocitos
de las primeras lesiones aterosclerdticas se convierten en células con
caracteristicas de macréfagos y/o células dendriticas (60, 61). El interés suscitado
en relacion a la heterogeneidad de los macrofagos en las lesiones ateroscleroticas,
y, en particular, en lo que respecta a los macréfagos que participan en los
procesos proinflamatorios (M1) frente a los que participan en la resolucion y
reparacion (M2), ha promovido el estudio de estos eventos sin llegar a
conclusiones claras (60). Una gran fuente de informacion en relacion a este tema
se ha obtenido gracias a estudios in vitro que ha explorado los patrones de
expresion génica, proteica, y la funcionalidad de los monocitos o macréfagos
sometidos a diversos tratamientos, incluidos factores de crecimiento o
diferenciacion; citoquinas derivadas de las células Thl y Th2; activadores o
inhibidores de factores de transcripcion, en particular los PPAR; e incluso con las
propias lipoproteinas y lipidos aterogénicos (60, 62). Sin embargo, la situacion en
el subendotelio ateroesclerotico es tan complejo, que hay una brecha significativa

entre las observaciones in vitro e in vivo.

2.1. Macrofagos espumosos y aterosclerosis

Un sello distintivo del desarrollo de las placas ateroscleréticas es la

acumulaciéon en la intima arterial de lipoproteinas sujetas a modificaciones
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quimicas (por ejemplo: oxidadas o acetiladas). Esto estd asociado con la
inflamacion local en la pared del vaso y el posterior reclutamiento de monocitos
de la circulacion. Al interiorizar LDL modificadas, los monocitos se convierten
en macrofagos cargados de grasa o células espumosas, que residen en la pared
del vaso y fomentan la respuesta inflamatoria local. Los mecanismos subyacentes
a esta generacion de células espumosas han sido el foco de atencién de una

intensa investigacion durante muchos afios (63-66).

Los macrofagos estan normalmente protegidos de la acumulacion de
colesterol téxico por multiples mecanismos, en particular la disminucién de la
expresion del receptor LDL en la superficie celular (64). Sin embargo, las LDL
oxidadas o con otro tipo de modificaciones quimicas, puede ser reconocidas y
captadas por receptores alternativos "scavenger" (SR) (63, 65, 66), evadiendo asi
los mecanismos de control. Los receptores scavenger comprenden varias clases
de receptores transmembrana, cuya caracteristica comun es la afinidad por
macromoléculas cargadas negativamente o particulas como, por ejemplo, LDL

modificadas.

Una de las primeras evidencias de que los receptores scavenger son
importantes en la aterogénesis surgio de la experimentacion realizada en
animales doblemente deficientes en el receptor SR-A y la ApoE (principal
componente de las apoproteinas en los quilomicrones). Estos animales tenian una
reduccion de un 60% en el desarrollo de lesiones aterosclerdticas, en comparacion
con el tipo salvaje (67). Sin embargo, estudios mas recientes han sido menos
categoricos en cuanto al papel proaterogénico del SR-A (68, 69). En estos estudios
la doble deficiencia en SR-A y el receptor LDL caus6 sélo un 20% de reduccion
en la aterosclerosis (68), mientras que la deficiencia de SR-A en ratones
transgénicos que expresan una ApoE disfuncional no produjo ninguna
disminucion en aterosclerosis. Finalmente, parece que la accién proaterogénica

del SR-A dependeria de la expresiéon de ApoE. Esta controversia ha sido
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interpretada como una indicacidon de que la ApoE tiene un complejo papel de la
aterosclerosis, y esta relacionada con el hecho de que la ApoE no sdlo acttia en el
metabolismo de la lipoproteina plasmatica, sino que también tiene una influencia
estimuladora del eflujo de colesterol en los macréfagos (70, 71). Uno anticiparia
que este ultimo efecto sirviera como un mecanismo de proteccion que

contrarresta la formacién de células espumosas.

Recientemente, un apoyo mas solido para un papel central de los SR, en
especial el SR-B o CD36, fue proporcionado por un estudio en ratones con
deficiencia en ApoE y CD36 simultdneamente, los cuales presentaban una
reduccidon de un 76% del area de lesion aterosclerdtica en comparacion con los
ratones deficientes en ApoE, después de 12 semanas en una dieta occidental (72).
CD36 ha sido identificado como el receptor que facilita la entrada de las LDL
modificadas por las mieloperoxidasas (MPO). Las LDL modificadas por MPO
tienen una probada capacidad de inducir la formacion de células espumosas in
vitro. La deficiencia de CD36 en ratones reduce la captacion de LDL modificada

por MPO en casi un 90% y la formacion de células espumosas en un 50% (73) .

El papel destacado de las LDL modificadas en la aterogénesis sugiere que
intervenir en la accion de los productos relacionados con las LDL podria tener un
considerable potencial profilactico o incluso curativo. En este particular, la
proteccion frente a la oxidacion de las LDL por antioxidantes que pudieran actuar
directamente sobre las LDL, o indirectamente en la maquinaria oxidativa celular;
e incluso la conversion de las LDL oxidadas en particulas no proaterogénicas por
accion de distintas enzimas, son intervenciones que podrian ayudar en la

atenuacion de la aterosclerosis (74) (Fig. 1.2.1).
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Fig. 1.2.1. Papel de los monocitos y macréfagos en el inicio de formacion de placas
ateroscleroticas. Diferentes factores que producen dafio endotelial favorecen una mayor
permeabilidad a las LDL, un aumento de la expresion de moléculas de adhesion y una mayor
secrecion de quimioquinas, citoquinas, eicosanoides y AA. En estas condiciones se facilita la
entrada de los monocitos al espacio subendotelial, donde se diferencian a macréfagos. Estos
aumentan la expresion de receptores scavenger, que son los encargados de endocitar las LDL que
se han oxidado, acumulandolas en LD y convirtiéndose en macréfagos espumosos, que seran los
principales causantes del desarrollo de las placas aterogénicas.

2.2. Monocitos espumosos circulantes

El hecho de que los monocitos circulantes sean atraidos por zonas del
endotelio dafiadas y una vez en el interior de la intima se conviertan en
macréfagos espumosos, es un concepto ya establecido desde hace décadas (52,
75). Sin embargo, existe un modelo emergente en el que los monocitos que
interactuan con los productos liberados por las células endoteliales, pueden
adquirir un fenotipo espumoso mucho antes de cruzar la barrera endotelial

arterial y diferenciarse a macrdéfagos espumosos en la intima (76-79).
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En este sentido, en las primeras investigaciones relacionadas con este tema, se
encontro que los leucocitos de pacientes con aterosclerosis en las arterias
coronarias acumulaban TAG y CE (80), y que los leucocitos circulantes de
pacientes con hipercolesterolemia presentaban altos niveles de LDs (81).
Ademds, se ha descrito que los monocitos humanos de sangre periférica
incrementan su contenido en LD después de una ingesta alta en grasa, en
comparacién con los niveles encontrados en monocitos de individuos en ayuno,
cuyos niveles de LD es muy bajo (82, 83). Se piensa que la formacion de estas LD
es debida a la captacion de los acidos grasos libres generados tras su liberacion
de los TAG y de las VLDL por las lipasas de la superficie de las células
endoteliales (83-86).

De forma andloga, las lineas de ratéon propensas a desarrollar placas
aterosclerdticas de manera espontdnea, como son la apoE” y la LDb (Ldlr-/-
Apobecl-/-) caracterizadas por una circulacion alta de LDL, presentan un
abundante contenido de LD en sus monocitos tras una semana con dieta alta en
grasa. Estos monocitos se denominan monocitos espumosos o en inglés foamy
monocytes (79). De hecho, los monocitos de los ratones apoE’ llegan a acumular

mas LD que los correspondientes ratones control en una dieta normal.

La confirmacion de que existe una relacion entre la carga de LD de los
monocitos y el desarrollo temprano de las lesiones aterosclerdticas, se ha
encontrado en modelos in vivo donde se eliminaron los monocitos espumosos
circulantes (CD11c+) mediante tratamiento con clodronato (79). Este tratamiento
no influia en los niveles de monocitos sin LD (CD11c-), ni en los macrofagos
residentes en las arterias. Ademads, el clodronato redujo las lesiones

aterosclerdticas en ratones tratados, respecto a los ratones sin tratar (79).

Ademas se ha descrito que la sintesis de las LD de los monocitos espumosos
circulantes va acompafiada de aumentos en la expresion de los niveles de

integrinas como VLA-4, CD11b, CD11c, CD18 y CD29 (76, 79, 87), y también de
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receptores de quimioquinas como CCR2 y CX3CR1 (77, 87). También se ha
demostrado en experimentos in vitro, que el aumento de expresidén de estos
compuestos facilita la adhesion a las células endoteliales, mientras que in vivo se
ha observado un aumento de estos monocitos infiltrados en las placas
ateroscleroticas (79, 87). Por otra parte, la formacion de LD en monocitos
circulantes también va acompafada de una activacion inflamatoria, aumentando
los niveles de expresion de diferentes genes que codifican para diversas

citoquinas, tales como IL-6, TNF-a, IL-8, IL-13 e IFN-y (79, 8§7).

Todo ello hace pensar que la acumulacion de LD en los monocitos va
acompanada de mayor expresion de receptores de adhesion, quimioquinas y
marcadores proinflamatorios en general, lo que da lugar a un mayor riesgo de
enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto, las LD en los monocitos circulantes
se estan considerando no s6lo como una posible diana terapéutica sino también

como un marcador de riesgo en aterosclerosis (76-79)(Fig. 1.2.2.).
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Fig. 1.2.2. Formaciéon de monocitos espumosos circulantes en etapas tempranas de la

aterosclerosis. En un estado de dislipidemia, los monocitos circulantes pueden formar LD antes
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de migrar al espacio subendotelial. Este proceso puede ser producido por la captacion del exceso
de LDL, o por la absorcién de los lipidos provenientes de la hidrélisis de las VLDL por las
lipoproteinlipasas presentes en la superficie de las células endoteliales. La formacion de
monocitos espumosos va acompanada de una activacion inflamatoria de las células,
produciéndose un aumento de la expresion de integrinas y receptores de quimioquinas, a la vez
que una gran liberacion de numerosas citoquinas inflamatorias. Esto hace que los monocitos
cargados con LD sean mas propensos a la migracion subendotelial y, por lo tanto, los hace mas

aterogénicos.

2.3. Acido araquidonico, compuesto liberado
en lesiones ateroscleroticas

El 4cido araquidonico (5,8,11,14-acido eicosatetraenoico, AA) es un acido
graso de la familia n-6 que se obtiene directamente de la dieta, o se sintetiza a
partir del acido linoleico (18:2n-6) mediante las acciones sucesivas de las A6-
desaturasa, elongasa y A5-desaturasa. Se produce principalmente en el higado,

pero también en otros tejidos (88, 89).

El AA es el precursor comun de los eicosanoides, una familia de mediadores
lipidicos con funciones clave en fisiologia y, especialmente en situaciones
fisiopatoldgicas que implican reacciones inflamatorias (90, 91). Ademas, cuando
esta presente en concentraciones elevadas, el AA puede dar lugar a cantidades
significativas de su producto de elongacion de 2 carbonos, el acido adrénico
(22:4n-6). El 4cido adrénico es el precursor de las prostaglandinas de 22 carbonos
(dihomoprostaglandinas) (92-94). La potente actividad biologica de los
eicosanoides obliga a las células a controlar estrictamente los niveles de AA libre,
de tal manera que la disponibilidad de dicho acido graso libre es frecuentemente

un paso limitante en la generacion de eicosanoides (95, 96)(Fig. 1.2.3).
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Fig. 1.2.3. Vias del metabolismo de AA para la formaciéon de eicosanoides. Ciclooxigenasa
(COX), lipoxygenasa (LOX), citocromo P-450 (CYP450) y las reacciones de oxidacion no

enzimatica. Tomada de Astudillo et al (97).

Estudios del estado inflamatorio en las placas aterosclerdticas tempranas,
indican que el &cido araquidoénico es liberado en cantidades apreciables al
torrente sanguineo por las células endoteliales (98). Este hecho podria contribuir
de manera destacada a la formacién de LD en los monocitos circulantes,
transformandolos en monocitos espumosos y por consiguiente, pro-aterogénicos
(77, 79). La mayor fuente de AA libre es producida por las células endoteliales
activadas en presencia de LDL oxidadas (53-56, 99). Ademas, la acciéon de ciertas
fosfolipasas A: secretadas sobre los PL de las LDL producen la liberacion de
importantes cantidades de AA al torrente sanguineo (100-102), asociando la

funcion de estas enzimas a focos de aterosclerosis (103, 104). Por ultimo, las

OOH
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plaquetas reclutadas hacia el endotelio activado constituyen otra fuente de

produccion de AA libre en los focos de aterosclerosis (98).

En estudios previos del laboratorio se ha descrito que el AA es un potente
inductor de la sintesis de lipidos neutros en monocitos circulantes humanos vy,
por lo tanto, de su conversion en células espumosas. Las vias de activacion de
cPLA2a por p38 y JNK, y la activacidon de la sintesis de acidos grasos de novo
parecen ser las rutas intracelulares que conducen a la formacién de LD (26).
También se ha observado que los efectos bioldgicos del AA no se ven afectados
por la presencia de inhibidores de la ciclooxigenasa o la lipoxigenasa, lo que
sugiere que son debidas al propio acido graso y no a un metabolito oxigenado

producido por las células después de estar en contacto con el AA (26).

En este sentido, el andlisis molecular de la composicion de los acidos grasos
de los lipidos neutros de monocitos espumosos ha demostrado que estos
monocitos presentan un enriquecimiento de un acido graso cuya concentracion
celular es normalmente baja, el acido cis-7-hexadecenoico (16:1n-9), un isémero
posicional del acido palmitoleico (105). Ademas, se descubrié que el 16:1n-9
posee actividad antiinflamatoria tanto in vitro como in vivo, comparable a la de
los acidos grasos de la serie n-3, y claramente distinguible de los efectos del acido
palmitoleico (106). La acumulacion selectiva en los lipidos neutros de las células
fagocitarias de un dcido graso poco comun revela un cambio fenotipico temprano
que puede proporcionar un biomarcador de proaterogenicidad, y una diana
potencial de intervencion farmacoldgica en las primeras etapas de la enfermedad

cardiovascular (105).

Pagina | 36



Capitulo L.-. Introduccion

J' Monccite @ o Lo t Monocito espumoso

* Plagueta @ wiLm * sPLAZ Células endoteliales

Ac. Araquidonico
\ I;PH\.--"'M_J:'[:'OH ) ‘

[
®» N ~—

e
S

LA
L ERTENE TR |
&
“ ° =
“ 99

Fig. 1.2.4. Biologia del acido araquidodnico libre en focos de aterosclerosis. La accion de las
fosfolipasas Az secretadas asociadas a focos de aterosclerosis sobre los PL de las LDL circulantes,
actian como fuente de AA. La activacion de las células endoteliales en presencia de LDL oxidadas
hace que se generen cantidades importantes de AA libre al torrente sanguineo. Ademas, las
plaquetas reclutadas en el endotelio activado pueden contribuir a la liberacion de este acido

graso.

En las células inflamatorias, el AA se encuentra generalmente esterificado en
la posicion sn-2 de los glicerofosfolipidos, en particular de los glicerofosfolipidos
de colina (PC), de etanolamina (PE) y de inositol (PI) (96). Los niveles de AA libre
de las células son controlados por dos reacciones que compiten entre si, por un
lado, la accion de la fosfolipasa A2 (PLAz), que hidroliza la posicion sn-2 de los
fosfolipidos para producir el acido graso libre y, por otro, las reacciones de las
aciltransferasas dependientes de CoA, que reincorporan el acido graso libre en
los fosfolipidos. Es importante destacar que la mayor parte de los acidos grasos

dentro de las células se encuentran activados con CoA (107, 108). En este paso de
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reacilacion de AA libre cabe destacar las sintetasas de cadena larga de acil-CoA
(ACSL3, 4y 6) (109, 110) y las acil transferasas lisoPC:acil-CoA aciltransferasa 2
(111), lisoPC:acil-CoA aciltransferasa 3 (112-114), lisoPI:acil-CoA aciltransferasa
y acido lisofosfatidico:acil-CoA aciltransferasa 3 (113, 115) que muestran

selectividad por el AA.

En las células en reposo, las reacciones de reacilacién dominan sobre el paso
de desacilacion mediado por la PLA:, por lo que el AA libre se mantiene en
niveles bajos. La estimulacion de las células por agonistas de los receptores
inflamatorios provoca la activacion de las PLA: intracelulares (116-119). En estas
condiciones, la tasa de la liberacion del AA excede claramente a la de
reincorporacion en los fosfolipidos y, por lo tanto, se produce una acumulacion
neta de AA libre que es seguida por su conversion a diversos eicosanoides. No
obstante, las reacciones de reacilaciéon de AA siguen siendo muy plurales en
condiciones de estimulacion, como se manifiesta en el hecho de que sdlo una

pequena fraccion del AA liberado por las PLA: se convierte en eicosanoides (108).

2.4. Lahidrolisis de glicerofosfolipidos como
via principal de liberacion de AA para la
produccion de mediadores lipidicos

La produccion de mediadores lipidicos esta intrinsecamente vinculada con la
disponibilidad de precursores de 4acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
necesarios para su sintesis. Esta produccion depende de las actividades de
numerosas enzimas y proteinas que regulan la captacion, el transporte, la
hidrdlisis, el almacenamiento, la remodelacion y el trafico de PUFA entre las
diferentes reservas lipidicas celulares y extracelulares (lipoproteinas) (108, 120).
Tradicionalmente, la produccion de eicosanoides se ha asociado con la actividad
de las enzimas fosfolipasa Az (PLAz), que tienen acceso a uno de los principales

reservorios de PUFA facilmente movilizables: la posicion sn-2 de los
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glicerofosfolipidos. En particular, la fosfolipasa A: citosolica dependiente de
calcio de grupo IVA (cPLA:a) ha sido ampliamente reconocida como la principal
responsable de liberar AA para la produccion de eicosanoides (Fig. 1.2.5.) (121).
Otros miembros de la superfamilia de las PLA2 también pueden estar implicados
en el suministro de AA y otros PUFA para la produccion de mediadores lipidicos,
aunque su contribucion es menor. Estudios recientes han revelado otras fuentes
fisioldgicamente relevantes de AA para la produccion de eicosanoides, como son
las hidrolisis de endocannabinoides por la monoacilglicerol lipasa (MAGL) (122-
124), de lipidos lisosomales por la lipasa acida de lisosomas (LAL) (125) y de
lipidos neutros por la lipasa del tejido adiposo (ATGL) (126, 127) (Fig. 1.2.5.).

La superfamilia PLA> consta de mas de 30 enzimas que muestran una
selectividad y especificidad diferentes sobre los fosfolipidos de membrana (128-
130). Todas ellas liberan FAs y lisofosfolipidos de la posicion sn-2 del esqueleto
de glicerol de los glicerofosfolipidos y se han dividido cldsicamente en al menos
tres grandes familias, las fosfolipasas A2 secretadas (sPLA:), las intracelulares

independientes de Ca?* (iPLA2) y las citosolicas Az dependientes de Ca* (cPLA2).

Aunque, como se ha hecho constar anteriormente, muchos miembros de la
superfamilia PLA2 pueden potencialmente producir AA libre para la sintesis de
eicosanoides, la cPLA:x es la tinica que muestra una especificidad significativa
para hidrolizar fosfolipidos de membrana que contienen AA (129, 130). Al
activarse la célula por diversos estimulos inflamatorios, la enzima se transloca de
manera dependiente de Ca? desde el citosol a las membranas del aparato de
Golgi, RE, la envoltura nuclear o las LD, un evento que es esencial para el inicio
de la produccion de eicosanoides. Esto permite su posicionamiento en la
proximidad inmediata de la maquinaria enzimatica COX/LOX, optimizando asi
la provisiéon de acido araquiddnico para una rdpida produccién de eicosanoides.
Las enzimas COX se localizan principalmente en el RE, pero también en el

aparato de Golgi, mientras que la sintesis de leucotrienos se produce muy
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probablemente en la envoltura nuclear (129, 131). Sin embargo, la localizacion
perinuclear de cPLAz2a no es imprescindible para su acoplamiento funcional con
las enzimas COX/LOX (132). Es importante sefialar que los estudios realizados
en ratones deficientes en cPLA2a han confirmado que la enzima es esencial para
la produccién de eicosanoides inducida por estimulos en la mayoria de células y
tejidos (129, 131, 133, 134). En consecuencia, numerosos estudios han sugerido su
participacion en enfermedades con un componente inflamatorio, como el asma,
las ulceras gastricas, la fibrosis quistica, la enfermedad de Alzheimer, la artritis
reumatoide, las lesiones neuronales, las enfermedades metabdlicas y el cancer

(129, 131, 135).

Otra enzima de la familia de las PLA: con gran interés fisiopatoldgico es la
fosfolipasa Az independiente de calcio de grupo VIA (iPLA2-VIA). Se trata de una
enzima con multiples funciones en fisiologia celular y fisiopatologia, siendo de
especial relevancia en la regulacién de la formacién osea, la apoptosis, la
secrecion de insulina, y la maduracion de esperma (136, 137). A diferencia de
cPLA2q, 1la iPLA2-VIA no manifiesta especificidad con respecto al acido graso
liberado en los ensayos in vitro (128, 138). Estudios realizados en macrofagos de
raton han demostrado que la cPLA:xa y la iPLA2-VIA acttan sobre diferentes
fosfolipidos celulares. Mientras que la primera regula la liberacion de acido
araquiddnico y la produccion de eicosanoides, la segunda parece actuar sobre

fosfolipidos que no contienen AA (139, 140).

Ademas de las enzimas intracelulares, hay otro grupo importante de PLA: que
participa en la produccion de mediadores lipidicos, la familia de las enzimas
secretadas (sPLA:) (141, 142). Las sPLA: son secretadas por un variado niimero
de células y actuan principalmente sobre sustratos extracelulares, como las
lipoproteinas, las microparticulas, las bacterias y los virus, y la parte externa de
la membrana plasmatica de las células de mamiferos. En particular, los grupos

IID, IIF, Il y X (codificados por PLA2G2D, PLA2G2F, PLA2G3 y PLA2GI10,

Pagina | 40



Capitulo I.-. Introduccion

respectivamente) muestran una cierta preferencia por la liberacion de PUFAs,
incluidos el acido araquidonico y n-3 PUFAs (Fig. 1.2.5.), al actuar sobre sus
respectivas membranas diana en contextos fisiologicamente relevantes (143). La
PLA: de grupo IID se expresa en las células dendriticas linfoides y muestra un
papel antiinflamatorio al liberar n-3 PUFAs y promover la produccion de
resolvina D1 (144, 145). La sPLA2 de grupo X es la mas potente en hidrolizar
membranas ricas en PC conteniendo PUFA (141, 143),liberando una mezcla de
FAs insaturados, incluyendo n-3 PUFAs, de diferentes células in vitro y tejidos
(146) murinos in vivo, y protegiendo contra la inflamacion, la aterosclerosis y la

obesidad (147, 148).

Ademas de las PLA>, el AA esterificado en fosfolipidos es también objeto de
sucesivas reacciones de transacilacion destinadas a asegurar la correcta
distribucion del acido graso dentro de las diversas localizaciones celulares (107,
108, 149, 150). Esto parece ser importante no sélo para la homeostasis de la
membrana sino también para la ejecucién de respuestas celulares apropiadas
durante la activacion fisiologica y fisiopatologica (151-154). Estas reacciones de
transacilacion son catalizadas por la transacilasa independiente de CoA (CoA-
IT), una enzima que transfiere preferentemente AA de las especies de diacil PC a
diacil PEy plasmalogenos de PE (107, 108). La secuencia proteica de una posible
CoA-IT estd aun por describir, por lo que actualmente la tinica manera de
estudiar la regulacion celular de CoA-IT es a través de su actividad enzimatica
(155, 156). Basandose en los puntos comunes bioquimicos y mecanisticos,
Yamashita y sus colaboradores (157, 158) sugieren que las reacciones de
transacilacion independientes de CoA son catalizadas por una o varias enzimas
de la familia de las PLA2y han especulado que la cPLA2del grupo IVC (también
llamada fosfolipasa citosolica Azy, cPLA2Y) es una posible candidata. Ademas, un
estudio reciente demuestra que esa transferencia de AA de PC a PE en células

activadas se ve ralentizada en células deficientes en esta enzima, sugiriendo que
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la cPLA2y puede actuar de forma andloga a la CoA-IT en lo que se refiere a la
homeostasis del AA en PL (159). Sin embargo, no se puede confirmar sila cPLA2y
participa en la reaccion de transacilacion independiente de la CoA
proporcionando los lisofosfolipidos aceptores que inician la reaccidn, catalizando

directamente la transacilacion de los acidos grasos o actuando a ambos niveles.

En resumen, ademas de cPLA:xx, otras enzimas intracelulares, asi como
miembros de la familia de la sPLA: de accién principalmente extracelular,
contribuyen a la produccion de mediadores lipidicos en diversos entornos. Es
evidente que atin estamos lejos de comprender la complejidad de la regulacion y
la variedad de fuentes de disponibilidad de precursores de PUFA para la
produccion de mediadores lipidicos por parte de diferentes PLA2. Dado que
todavia se desconocen las funciones bioldgicas de muchas PLA: y, como se
explica en la siguiente seccion, varias PLA2 se han asociado recientemente con el
metabolismo de las LD, no sera sorprendente descubrir que muchas de las vias
de produccion de mediadores de lipidos mediadas por PLA2 también incluyen el
reciclaje de los lipidos de las LDs y el trafico de acidos grasos entre los

fosfolipidos y los TAG.

2.5. PLA:2y el metabolismo de las LD

Numerosas PLA: también han sido implicadas en la regulacion del
metabolismo de las LD (33). Aparte del papel de las LD como plataformas de
regulacion de la movilizacién de AA vy la sintesis de eicosanoides, varias formas
de PLA: también han sido sugeridas como reguladores criticos de la biogénesis
de las LD. Las PLA:z pueden actuar a varios niveles: i) como proveedores de
acidos grasos de fosfolipidos de membrana para la sintesis de TAG (22, 146, 160),
ii) como modificadores de las particulas, como las lipoproteinas, que contienen

fosfolipidos para facilitar su absorcion e internalizacion por las células (100, 161),
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iii) como generadores de metabolitos que pueden controlar la formacion de LD

(162), y iv) como reguladores directos de la formacion de las LD (26-28).

Como se ha mencionado anteriormente, una vez que los macréfagos
reconocen e incorporan las LDLs (modificadas o no) desacilan los CE de las
particulas que llegan por la via endocitica hasta los lisosomas. El colesterol libre
es redistribuido por la célula y utilizado por ésta. Cuando la cantidad de
colesterol libre es excesiva, es de nuevo reacilado por la ACAT y almacenado en
LD citoplasmaticas, que en ultima instancia conducird a la formacién de células
espumosas (75, 163). Los CE que contienen las células espumosas estan
compuestos principalmente de dcido oleico, mientras que el acido graso que
predominan en las LDL es el 4cido linolénico. Este hecho hace suponer que una
parte significativa de acidos grasos que se reacilan en colesterol libre para su

almacenamiento en la LD, debe provenir de fuentes enddgenas (146).

Estudios dirigidos a identificar las fuentes intracelulares de los acidos grasos
esterificados en CE presentes en macrofagos tratados con LDL oxidadas, han
mostrado que un inhibidor dual de las cPLA: e iPLA2, pero no la bromoenol
lactona, inhibidor de laiPLA:2 (152, 154, 164), bloquea la sintesis de CE, sefialando
asi la participacion de alguna forma de la cPLA2, muy probablemente la cPLA2x
en la generacion de estos CE (146). Estudios independientes han demostrado que
el tratamiento de macrofagos con oxLDL induce la activacion de la cPLA2a y la
posterior liberacion de eicosanoides (165). Se han propuesto dos mecanismos
para la regulacion de la formacién de CE mediada por la cPLA2y la consiguiente
formacion de LD en macrdfagos tratados con LDL oxidadas. El primero es la
activacion de la via de la sintesis de novo de ceramidas por las LDL oxidadas. Se
sabe que los elevados niveles intracelulares de ceramidas y su producto
fosforilado, ceramida 1-fosfato, inducen la activacién de la cPLA2x (166-168). La
segunda via seria la disponibilidad del 4acido graso oxidado 13-

hidroxioctadecadienoico (13-HODE), formado por la oxidacion del &cido
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linoleico, el principal acido graso de las LDL. El 13-HODE puede liberarse de las
LDL oxidadas en lesiones aterosclerdticas a través de la PLA: asociada a las
lipoproteinas (PLA2 grupo VIIA) (169). Se ha demostrado que el 13-HODE activa
la cPLA:2a favoreciendo la translocaciéon de la enzima a la membrana donde
reside su sustrato (146, 170). Este efecto puede estar mediado por el caracter
anionico del 13-HODE, que facilita la interaccion de cPLA2a con las membranas,
como se ha descrito con otros lipidos anidnicos (108, 171, 172). Otros
componentes importantes del LDL oxidadas, como el 7-cetocolesterol o el 25-

hidroxicolesterol, no reproducen los efectos del 13-HODE (170).

La iPLA2-VIA ha sido propuesta como una enzima clave en la sintesis de TAG
antes de la formacion de LD inducida por el estrés. Esta enzima proporciona
acidos grasos libres derivados de fosfolipidos para la esterificacion en lipidos
neutros (21). Puesto que tanto la actividad de la cPLA2ax como la liberacion de
AA en estas circunstancias parecen depender de la iPLA>-VIA, se ha propuesto
que ésta ultima actia con anterioridad a la cPLA:a en la formacion de las LD.
(21). Estos datos estarian de acuerdo con los hallazgos que muestran que la
sintesis de TAG, mediada por iPLA:-VIA, se produce antes de la propia
formacion de LD y, a su vez, sugieren una funcion reguladora de iPLA>-VIA mas
alla de la de simplemente proporcionar acidos grasos libres para la sintesis de

TAG (21).

El otro miembro ampliamente estudiado de la familia iPLA: es la enzima de
grupo VIB, iPLAzy. Sulocalizacién en el peroxisoma y la membrana mitocondrial
sugiere que esta enzima puede estar involucrada en la integracion del
metabolismo de los lipidos y la obtencion de energia (129). Se ha descrito que una
breve restriccion caldrica induce la liberacion de acidos grasos de fosfolipidos y
la acumulacion de TAG en células de miocardio murido, como mecanismo de
suministro de energia a las células (173). La sobreexpresion de la iPLA2y en estas

células aumenta tanto la liberacion de los 4cidos grasos de los fosfolipidos como
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la acumulacion de TAG después de una restriccion calorica. Esto se produce por
un funcionamiento incompleto de la B-oxidacion de los acidos grasos debido a
fallos funcionales de las mitocondrias en estas células, lo que lleva a su

almacenamiento en LD citoplasmaticas para evitar la lipotoxicidad (174).

Se ha encontrado la presencia de sPLA: en lesiones ateroscleroticas,
probablemente procedentes de monocitos/macrdfagos, y se ha propuesto un
papel para estas enzimas en la aparicion y progresion de la enfermedad (103,
104). Desde un punto de vista general, las sPLA: pueden modificar las
lipoproteinas nativas en circulacion mediante la hidrdlisis de sus fosfolipidos,
generando asi acidos grasos libres y lisofosfolipidos que cambian el tamafio, la
carga eléctrica, la susceptibilidad a la oxidacion y/o el estado de agregacion de
las particulas de lipoproteinas nativas. Estos cambios facilitan su internalizacion
por los macréfagos, lo que da lugar a la acumulacion de LD y a la formacion de
células espumosas. Los estudios in vitro han demostrado que entre todas las
sPLA: supuestamente implicadas en la progresion de la aterosclerosis, la enzima
del grupo X es la enzima hidrolitica mas potente, seguida de los grupos V y IIL

Los grupos IIA, IIE y IIF exhiben bajas tasas de hidrdlisis de particulas LDL (103).

La sPLA2de grupo IIA constituye un caso especial entre las sPLA: porque solo
hidroliza una pequefa cantidad de fosfolipidos dentro de las LDL debido a su
preferencia por los fosfolipidos que contienen grupos de cabeza anidnicos (128,
129). A pesar de este potencial reducido para hidrolizar LDLs, comparado con
otros sPLAzs (175), esta enzima también se ha relacionado fuertemente con la
aparicion y la progresion de la aterosclerosis (176), ya que facilita la migracion de

las particulas de LDL al subendotelio (101, 175).

Por lo tanto, las PLA: contribuyen al metabolismo de las LD de numerosas
maneras y desempenan importantes funciones como moderadores de los flujos

metabolicos y de la sefializacién de los mediadores de lipidos.
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2.6. Gotas lipidicas como fuente de acido
araquidonico

Varios estudios basados en la inhibicién y localizacién de la cPLA2a, han
indicado que la cPLAza es probablemente la responsable de la liberacion de acido
araquidonico de los fosfolipidos de las LD (Fig. 1.2.5.). Sin embargo, aun no se ha
podido demostrar que la cPLA:2a pueda hidrolizar las moléculas de fosfolipidos
en la superficie de las LD. En este escenario, los TAG podrian servir simplemente
como depositos de reserva de AA que no se ha incorporado en fosfolipidos (177).
De modo similar, el enriquecimiento de TAG con AA en las células inmunes
también ha sido sugerido como sumidero para limitar el nivel del acido graso en
fosfolipidos, con el fin de reducir la respuesta inflamatoria (178, 179). Sin
embargo, las vias enzimaticas y los mecanismos reguladores que rigen la

remodelacion de los niveles de acido graso en PL y TAG no se han identificado.

Una serie de estudios han demostrado que la activacion de cPLA:xx es
necesaria para biogénesis de LD en células sometidas a estrés, por lo que lo mas
probable es que participe en la remodelacién de la membrana fosfolipidica del
RE para facilitar la expansion de las LD (26, 27, 33, 159). También es posible que
la translocacion de la cPLAxa a la superficie de las LD y su participacién en las
reacciones de desacilacion/reacilacion de los fosfolipidos permitan su
colaboracion tanto en la biogénesis de las LD como en la liberacion de AA como

mediador lipidico (33).

Por otro lado, seria de gran interés estudiar si el AA, que se acumula en los
lipidos neutros dentro de las LD, también puede movilizarse durante la
inflamacion. Esto constituiria una segunda via, no caracterizada hasta ahora,
para la movilizacion de AA, alternativa a la movilizacion "clasica" de AA
impulsada por la fosfolipasa Az de los fosfolipidos. Algunos estudios sopesan la
idea de que la ATGL pueda estar implicada en la liberacion de AA y la posterior

formacién de eicosanoides (126). Sin embargo, otros estudios sugieren que esta
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liberacion de AA tras la activacion inflamatoria sélo proviene de la fraccion

fosfolipidica (179) (Fig. 1.2.5.).
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Fig. 1.2.5. Fuentes celulares de AA para la produccion de mediadores lipidicos. (A) La hidrolisis
de los fosfolipidos de membrana por la cPLA:2 se considera la principal fuente de AA (rutal). La
cPLA: encontrada en las LD sugiere que puede liberar AA de la monocapa fosfolipidica (ruta II).
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Los PUFAs podrian ser liberados por la ATGL y la HSL de las LD (ruta IV), o bien ser reacilados
en fosfolipidos y luego liberados por la cPLA: (ruta III). (B) Las sPLA: liberan PUFAs de las
lipoproteinas (ruta V). (C) La endocitosis de las lipoproteinas y su degradacion lisosémica por la
LAL es una fuente de PUFAs para eicosanoides (ruta VI). (D) La MAGL es una fuente de AA
mediante la hidroélisis del 2-araquidonilglicerol (2-AG) (ruta VII). Adaptada de Jarc y Petan et al
(121).
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3. ACIDO PALMITOLEICO E ISOMEROS

El 4cido palmitoleico (16:1n-7) es el isémero mas abundante y, posiblemente
por ello, el mas estudiado de los acidos grasos formados por 16 carbonos y una
insaturacion encontrados en mamiferos. Debido a que en la mayoria de los
alimentos este acido graso es poco abundante, se ha aceptado que en mamiferos
proviene, en gran parte, de la accion de la estearoil-CoA desaturasa (SCD) sobre
el acido palmitico (16:0), gracias a su actividad A9 desaturasa (180). En los seres
humanos, la biosintesis del palmitoleico se produce principalmente en el higado,
y secundariamente en las células del tejido adiposo, donde mads tarde se

incorpora a los PLs, TAGs, y CEs (181, 182).

Otro de los isomeros posicionales del 16:1 es el 16:1n-10 o acido sapiénico, que
fue detectado por primera vez en muestras de cabello y ufias humanos, de ahi su
nombre (183). También se ha descrito posteriormente que este acido graso es un
componente menor de los fosfolipidos de la membrana de los gldbulos rojos
humanos y de los ésteres de colesterol del plasma (184). Se ha propuesto que la
mayoria de este dcido graso proviene de la accion dela FADS2, una A6 desaturasa
que acttia sobre el acido palmitico, ya que tampoco se conocen alimentos con

altos niveles de este acido graso (185).

Otro de los isomeros recientemente detectados es el 16:1n-9 o acido hipogeico,
que se forma por la 3-oxidacion parcial del cido oleico (18:1n-9). Ha sido descrito
en monocitos y macréfagos espumosos humanos como un posible biomarcador
en la deteccion prematura de enfermedades cardiovasculares como la

aterosclerosis (105).

Aparte de los isdmeros ya mencionados, en suero humano se ha encontrado el
acido trans palmitoleico (16:1n-7t), que se cree que puede ser adquirido por la

ingesta de algunos productos lacteos y productos vegetales (186).
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Fig. 1.3.1. Biosintesis de los isdmeros de 16:1 a partir del acido palmitico. La formacion de
una insaturacion en el acido palmitico por accién de las A-9 y A-6 desaturasas proporciona los
isdmeros 16:1n-7 y 16:1n-10 respectivamente. La formacion del 16:1n-9 se produce por la {3-
oxidacion parcial del acido oleico, que se forma a partir de la elongacion y la accién de la A-9

desaturasa del acido palmitico.

3.1. Isomeros de 16:1 y desOrdenes
metabolicos

Desde el punto de vista biofisico, los acidos grasos monoinsaturados son
"buenos" para las membranas biologicas porque, al ser liquidos a temperatura
corporal y no oxidarse facilmente, ayudan a mantener la fluidez de la membrana
dentro de los limites apropiados. La proporcion de acidos grasos saturados y no
saturados constituye una importante propiedad en la composicion de los
fosfolipidos de las membranas biologicas. La reduccién del nimero de acidos
grasos insaturados en las membranas puede contribuir al desarrollo de una serie
de estados fisiopatoldgicos, tales como enfermedades cardiovasculares, diabetes

y cancer (187).

En este contexto, un estudio reciente ha demostrado que el enriquecimiento

de células Caco-2 (un modelo celular de cancer de colon humano) con acido
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sapiénico favorece la biosintesis de su producto de elongacion, el 18:1n-10 (8cis-
18:1), y de un 4acido graso poliinsaturado, el acido sabaleico (5cis,8cis-18:2),
formado a través de la accion consecutiva de la A5 desaturasa tras su elongacion.
Estos hechos hacen que aumente los niveles de dcidos grasos insaturados en el
lipidoma celular, contribuyendo a una mayor fluidez de las membranas y

mejorando la supervivencia celular (188).

Por su parte, el isémero 16:1n-7 ademads de presentar los efectos biofisicos
comentados, presenta acciones bioldgicas unicas como coordinador de
respuestas metabolicas, que han llevado a considerarlo como una hormona
lipidica o “lipoquina” (189, 190). Estos estudios revelan que, en modelos
animales de enfermedad metabolica, el tejido adiposo libera dcido palmitoleico
(16:1n-7), que suprime la esteatosis hepatica y mejora la sensibilidad a la insulina
en todo el organismo. Por lo tanto, este acido graso podria ayudar a mejorar los

trastornos metabolicos (189, 190).

Los trabajos en modelos de ratéon generalmente apoyan el papel del 16:1n-7
como un mediador antinflamatorio con propiedades antidiabéticas (191). En
células de origen murino, el 16:1n-7 circulante aumenta la absorcion de glucosa
y activa la sefalizacion de la insulina, mejorando la funcién celular y el control
glucémico, y aumentando el transporte de glucosa al musculo esquelético.
Ademas, el 16:1n-7 previene la apoptosis y el estrés de RE inducido por el

palmitato (189-194) (Fig. 1.3.2).
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Fig. 1.3.2. Funciones biolégicas del acido palmitoleico (16:1n-7) en diferentes sistemas celulares
muridos. Diferentes propiedades descritas del acido graso 16:1n-7 en adipocitos, pancreas,

higado, células del musculo esquelético, fibroblastos y macréfagos.

Los estudios en humanos, sin embargo, han mostrado diferentes resultados
(181, 195). Se ha descrito que los niveles circulantes de 16:1n-7 en humanos
correlacionan positivamente con el grado de la esteatosis hepatica, asi como con
la deposicion de grasa en los hepatocitos (182, 196, 197). Un estudio reciente ha
encontrado una correlacion positiva entre los niveles de circulacion de 16:1n-7 y
marcadores de inflamacion en jovenes canadienses sanos (198). Hasta el
momento no se ha logrado proponer una hipdtesis mecanicista que pueda ayudar
a comprender la variedad de efectos bioldgicos exhibidos por el 16:1n-7. Sin
embargo, el reciente hallazgo de un isémero del 16:1n-7, el cis-7-acido
hexadecenoico (16:1n-9) con una potente actividad antiinflamatoria en células
inmunes innatas, ha planteado la posibilidad de que la multiplicidad de accion
del 16:1n-7 puedan ser debidas, al menos en parte, ala presencia y accion de otros

isdmeros (como el 16:1n-9) (105, 106).
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3.2. Isomeros de 16:1 e inflamacion

Cuando se afade exogenamente, el 16:1n-9 exhibe potentes acciones
antiinflamatorias in vitro e in vivo, que se distinguen de las del 16:1n-7 y son
comparables en magnitud a las ejercidas por los dcidos grasos de la serie n-3 (105,
106). Monocitos y macrofagos también contienen cantidades significativas del
isdbmero 16:1n-10, que muestra actividad antiinflamatoria, aunque generalmente
son necesarias concentraciones mas altas que las observadas para 16:1n-7 o 16:1n-

9 (106).

En los monocitos se ha estudiado la formacion de los isdmeros 16:1 con
diferentes estimulos, observando que las células expuestas a acido araquiddnico
muestran un aumento en los niveles de 16:1n-9 y 16:1n-7 dependiente del tiempo.
Por el contrario, los niveles celulares de 16:1n-10 no cambiaron Estos efectos no
se observaron con estimulos proinflamatorios como el lipopolisacarido (LPS),
zimosan (Zym) o ionoforo de calcio A23187 (106). A pesar de la importancia de
estos isomeros como posibles reguladores de las respuestas inflamatorias, se sabe
muy poco sobre la regulacion de sus niveles, la distribucion y movilizacién entre

las diferentes reservas de lipidos dentro de la célula.

Con respecto al mecanismo por el cual los isomeros del 16:1n-7 tienen efectos
en inflamacion, se plantea la posibilidad de que estos efectos dependan de su
almacenamiento y distribucion en diferentes lipidos celulares. En este contexto,
estudios realizados en macrofagos tratados con los distintos isomeros del 16:1,
mostraron una incorporacién casi exclusiva en los fosfolipidos (PL) entre varios
lipidos celulares, siendo la mayor incorporacion en la fosfatidilcolina (PC).
Ademas, el 90% del total de 16:1 incorporado se encuentra en PC y casi el 80%
estd presente en la molécula PC(16:0/16:1), lo que sugiere un papel bioldgico
especifico para estos PL (106). Por otro lado, es importante destacar que ya se ha
demostrado que los PC poliinsaturados son moléculas antiinflamatorias y

antioxidantes tanto en modelos animales como en humanos. Ademas, se ha
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descubierto que algunas especies de PC con una composicion definida de acidos
grasos ejercen una actividad bioldgica por si mismas (199, 200), pero no se conoce

suficientemente el trasfondo molecular que subyace a esos efectos.

Por ultimo, recientemente se ha descubierto una nueva familia de lipidos
bioactivos, los dcidos grasos esterificados a acidos grasos hidroxilados (FAHFA)
en tejido adiposo, plasma e higado de ratones y humanos, conteniendo varios de
ellos acido palmitoleico (201). Su sintesis estd regulada por la ingesta y sus altos
niveles estdn relacionados con una reduccion de obesidad y de resistencia a
insulina. Ademads, concentraciones muy bajas de estos compuestos (en el rango
micromolar) son capaces de ejercer potentes efectos antiinflamatorios tanto in
vitro como in vivo (reduccion de 111b, 1112a y Tnf), un hecho que sus componentes
por separado no son capaces de reproducir, ni siquiera a mayor concentracion

(201).
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1. OBJETIVOS

Dado el gran interés generado por los recientes avances cientificos acerca de
la relacion existente entre la acumulacion de LD de monocitos circulantes y la
aterosclerosis, y dada la posible implicacion del dcido araquiddnico como uno de
los factores clave en la formacion de estos monocitos humanos espumosos, el
objetivo principal de esta tesis es el estudio del contenido del acido araquidénico
en monocitos humanos espumosos y el metabolismo de éste en condiciones de

activacion celular. De forma mas especifica:

e Describir la distribucion de AA en diferentes clases de lipidos en
monocitos humanos espumosos.

e Elucidar si la actividad bioldgica descrita del AA es verdaderamente
producida por dicha molécula o en cambio, lo es por los derivados
oxidados de éste generados espontaneamente.

e Examinar la movilizacion y liberacion de AA de las diferentes clases de
lipidos en monocitos humanos espumosos en respuesta a un estimulo

inflamatorio.

Por otro lado, teniendo en cuenta la cantidad y diversidad de los efectos
biologicos atribuidos al dcido palmitoleico, y la descripcién de nuevas funciones
biologicas de sus isomeros de doble enlace en células fagociticas, se ha propuesto
el estudio metabolico y funcional de los isdémeros 16:1 en respuesta a diferentes
estimulos inflamatorios. De forma mas especifica los objetivos perseguidos en

este punto del trabajo son:

e Analizar la distribucién de los isdmeros de 16:1 en PLs, evaluar si existe
una movilizacion de éstos en respuesta a estimulos inflamatorios y en

caso afirmativo, estudiar las rutas metabolicas implicadas.
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e Estudio del metabolismo y la actividad biologica de los isémeros del

16:1 contenidos en PC en la respuesta inflamatoria.
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1. Materiales

1.1. Cultivo celular

Medio RPMI 1640 (Gibco)

Medio DMEM (Lonza)

Suero Humano (Centro de Hemoterapia y Hemodonacion de Castilla y Ledn).
Suero fetal bovino (FBS) (Gibco)

Penicilina + estreptomicina (Gibco)

Gentamicina (Lonza)

Ficoll-Paque (GE Healthcare)

Placas y frascos para cultivo celular (BD Biosciences)

Raspadores de células (BD Biosciences)

1.2. Disolventes y reactivos liquidos
i. Extraccion, separacion y andlisis de lipidos
Agua milli-Q, ultrapura (Millipore)
Cloroformo, grado HPLC (Thermo Fisher)
Metanol, grado HPLC (Thermo Fisher)
n-hexano, grado HPLC (Sigma-Aldrich)
Hexanos, mezcla de isomeros, grado HPLC (Sigma-Aldrich)
2-propanol o isopropanol, grado HPLC (Thermo Fisher)

Dietil éter (Scharlab)
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Acido acético, glacial (Scharlab)

Acetonitrilo grado HPLC (Sigma-Aldrich)

11, Otros usos

Metanol 99.8 %, anhidro (Sigma-Aldrich)

Acido clorhidrico 35 % (Scharlab)

Etanol, absoluto (Scharlab)

Dimetil sulféxido (DMSQO), extrapuro (Sharlab)

Acido sulftrico, extrapuro (Scharlab)

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

Triton X-100 (Scharlab)

1.3. Reactivos y productos solidos

Albtimina de suero bovino (BSA), libre de acidos grasos y endotoxinas (Sigma-

Aldrich)
Acetato de amonio (Sigma-Aldrich)
Hidréxido de potasio (Scharlab)
Yodo (Scharlab)
Dimetil disulfuro (Scharlab)
Tiosulfato de sodio (II) (Sigma-Aldrich)
Acido bérico (Scharlab)
Cloruro sédico (Scharlab)

Tris-HCI (Scharlab)
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Columnas de silice de extraccion en fase sdlida (Supelco Discovery DSC-Si,

Sigma-Aldrich)

1.4. Gases
Nitrogeno, extrapuro (Air Liquide)
Helio, extrapuro (Air Liquide)
Argon, extrapuro (Air Liquide)

Didxido de carbono, extrapuro (Air Liquide)

1.5. Estimulos
Zimosan (Sigma-Aldrich)
Manano y laminarina (Sigma-Aldrich)
LPS de Escherichia coli O111:B4 (Sigma-Aldrich)
PMA, forbol 12-miristato 13-acetato (Sigma-Aldrich)

Ionoforo A23187 (Sigma-Aldrich)

1.6. Inhibidores

Inhibidor de cPLA2a (Pirrofenona) (Calbiochem)
Inhibidor de iPLA2 y ATGL (Bromoenol lactona, BEL) (Cayman)

Inhibidor de iPLA2 (FKGK18) (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 y
proporcionado por el Dr. Alfonso Pérez; Departamento de Quimica Orgénica,

Universidad de Valladolid)
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1.7. Lipidos
i. Tratamientos celulares
Acido araquidénico (AA, 20:4n-6) (Sigma-Aldrich)

Isdbmeros 1-palmitoil-2-hexadecenoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
(PC(16:0/16:1n-7), PC(16:0/16:1n-9), PC(16:0/16:1n-10)) (Sintetizados en el

laboratorio)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (PC(16:0/18:1)) (Avanti)
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (PC(16:0/16:0)) (Avanti)

ii. Estandares internos para la espectrometria de masas
1,2-diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC(17:0/17:0)) (Larodan)
1,2-dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC(15:0/15:0)) (Sigma-Aldrich)
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PE(14:0/14:0)) (Sigma-Aldrich)

1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoinositol, sal de amonio (PI(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)
Acido heptadecanoico (17:0) (Sigma-Aldrich)
1,2,3-triheptadecanoil-sn-glicerol (TAG(17:0/17:0/17:0)) (Sigma-Aldrich)

Colesteril erucato (CE(22:1n-9)) (Sigma-Aldrich)
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iii. Patrones para la separacion por cromatografia en capa
fina

Mezcla de especies de PC, procedente de soja (Sigma-Aldrich)
1,2-dioleil-sn-glicerol (1,2-DAG(18:11-9/18:1n-9)) (Sigma-Aldrich)
1,3-palmitoil-2-oleoilglicerol (TAG(16:0/18:11-9/16:0)) (Sigma-Aldrich)
Colesteril oleato (CE(18:11-9)) (Sigma-Aldrich)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (PC(16:0/18:1)) (Avanti)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina (PE(16:0/18:1)) (Avanti)
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoserina (PS (16:0/18:1)) (Avanti)

Fostfatidilinositol higado, bovino (PI) (Avanti)

iv. Lipidos marcados isotopicamente

Acido palmitoleico deuterado (16:11-7) (Cayman)
Acido cis-7-hexadecenoico (16:1n-9) deuterado (Sintetizado en el laboratorio)

1-palmitoil-2-[3H]palmitoil-glicero-3-fosfocolina, actividad especifica 60 Ci x

mmol-1) (American Radiolabeled Chemicals)

1.8. Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y
qPCR

TRIzol® (Thermo Fisher)
Cloroformo, grado biologia molecular (Scharlab)
2-propanol o isopropanol, grado biologia molecular (Scharlab)

Etanol, grado biologia molecular (Scharlab)

Agua dietilpirocarbonato (DEPC), libre de RN Asa (Thermo Fisher)
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Kit Verso cDNA (Thermo Fisher)

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

1.9. Microscopia de fluorescencia
4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich)

4 4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentametil-4-Bora-3a,4a-Diazo-s-Indaceno

(BODIPY®493/503) (Thermo Fisher)
Anticuerpo monoclonal XP p65 de conejo (D14E12) (Cell Signalling)
Anticuerpo secundario policlonal anti-conejo Fab Alexa 594 (Cell Signalling)
Cubres y portas (Thermo Fisher)

Paraformaldehido (EMS)

1.10. Equipamento

i. Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GC/MS)

Agilent 7890A (cromatografo de gases) (Agilent)
Agilent 5975C (espectrometro de masas de cuadrupolo) (Agilent)

Columna Agilent DB23 (60 m longitud x 250 mm didmetro interno, 0.15 mm

de espesor de pelicula) (Agilent)

Software del andlisis y control: Agilent G1701EA MSD Productivity

Chemstation

ii. Cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de
masas (LC/MS)

Inyector automatico Ultimate ACC-3000 (Thermo Fisher)
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Bomba binaria Ultimate HPG-3400SD (Thermo Fisher)
Espectrometro de masas de triple cuadrupolo (QTRAP4500) (AB Sciex)
Fuente de iones Turbo V (AB Sciex)
Sonda TurbolonSpray (AB Sciex)
Columna Fortis HILIC (Fortis)
Columna SUPELCOSIL LC-18 (Sigma-Aldrich)
Software Analyst v.1.5.2 (AB Sciex)
iti. PCR cuantitativa (qPCR)
ABI7500 (Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA)

Analysis software: 7500 Software v.2.3

iv. Microscopia confocal fluorescencia

Microscopio confocal Leica TCS SP5X
Software Image J (NIH)

Software analisis de translocacion Cell profiler (Broad Institute of Harvard y

MIT)

v. Otros
Sonicador: VibracellTM 75115 (Bioblock Scientific)
Espectrofotometro: BioPhotometer Plus (Eppendorf)
Cuantificacion de RNA: Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher)
Evaporacion de los disolventes: Concentrator 5301 (Eppendorf)

Balanza de precision: Explorer Pro (Ohaus)
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Placas de cromatografia en capa fina: Fungicrom Separating Chambers

(Fungilab)
Termobloque: Thermoblock (Grant)
Bano de agitacion: SW22 (Julabo)

Medida de radiactividad por contaje de centelleo: LS 6500 (Beckman Coulter)

1.11. Material biologico

Los experimentos con macréfagos peritoneales residentes de ratones se
realizaron con la cepa Swiss Webster, criados en el estabulario de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Valladolid. Se utilizaron ratones machos y
hembras con edades comprendidas entre las 10-12 semanas por igual, sin mezclar
los sexos en el mismo experimento. Los ratones se mantuvieron en condiciones
de temperatura constante (21-24 °C), con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y
fueron alimentados ad libitum con una dieta especial para animales de laboratorio
y con libre acceso a agua estéril. Todos los procedimientos experimentales fueron
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la
Universidad de Valladolid y de acuerdo con la legislacion espafola y europea

sobre investigacion animal.

Los experimentos realizados con monocitos humanos extraidos de sangre
periférica de las células sanguineas se purificaron de la mezcla de 5 capas

leucocitarias (buffy coats) de donantes sanos del grupo sanguineo O, proporcionadas

por el Centro de Hemoterapia y Hemodonacion de Castilla y Ledn.

Las células de macréfagos RAW264.7 fueron proporcionadas por American

Type Culture Collection.
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2. Métodos

2.1. Aislamiento y cultivo de células

i. Extraccion de monocitos humanos de sangre periférica

La sangre se diluyo con PBS en una proporcion 1:1 (v/v) y se traspaso
suavemente sobre una fase de Ficoll-Paque en una proporcion 2:1 (v/v). Se
centrifugd a 750 x g durante 30 minutos sin freno para separar las células
mononucleares del plasma y los globulos rojos. Se recogid el anillo de células
correspondientes a las células mononucleares y se lavd 3 veces con PBS
centrifugando a 450 x g durante 10 minutos ya con freno. Posteriormente, las
células se resuspendieron en medio RPMI 1640 suplementado con gentamicina a
una concentracion de 40 pg/ml y se plaquearon en placas de cultivo primario, a
razon de 40 millones de células por placa. Las células se mantuvieron en un
incubador a 37 °C con una atmosfera hiimeda con una proporcion de CO:/aire de
1:19 durante al menos 2 h para permitir que se adhieran las células. Las células
no adheridas se eliminaron lavando las células con PBS y los monocitos

adheridos restantes se utilizaron al dia siguiente (14).

ii. Extraccion de macréfagos peritoneales de raton

Los macrdfagos peritoneales residentes de los ratones se obtuvieron mediante
un lavado peritoneal utilizando 5 ml de PBS estéril frio. Para ello, los ratones
fueron sacrificados tras inhalacién de COz, se les retird la piel abdominal y se les
realizo la inyeccién de la solucion salina con un breve masaje. Posteriormente, se
extrajo el PBS que contiene los macroéfagos de la cavidad del peritoneo y se
lavaron las células 2 veces con PBS mediante centrifugacion a 300 x g durante 10

minutos (202).

Las células se sembraron a 2 x 10° por pocillo (placas de 6 pocillos) en 2 ml de

medio RPMI 1640 suplementado con 10 % (v/v) de suero bovino fetal inactivado
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por calor, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, y se dejaron
adherir durante 20 h en una atmdsfera humidificada de 5 % de CO:z a 37 °C. Los
pocillos se lavaron ampliamente para eliminar las células no adherentes. Los

macrofagos adheridos se utilizaron para la experimentacion.

iii. Cultivo de la linea celular RAW264.7

El cultivo de estas células adherentes fue llevado a cabo mediante el uso del
medio de cultivo DMEM enriquecido con un 10 % (v/v) de suero fetal bovino
inactivado, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Las células son
mantenidas en un incubador en una atmdsfera humidificada de 5% de CO: a 37
©C manteniendo una concentracion minima de 0,05 millones de células por cm?
y una maxima de 0,26 millones de células por cada cm?. Esto se produce cada 48-

72 h (203).

2.2. Tratamientos celulares

i. Estimulos e inhibidores

En los casos de macrofagos peritoneales de raton se encuentran en cultivo con
un medio con suero, éste se sustituyd por medio sin suero durante 1 hora antes

de la adicién del tratamiento.

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

sin suero al menos 30 minutos antes del ensayo.

En las células RAW264.7 se sustituyd el medio con suero 1 h antes de los
diferentes tratamientos por un medio enriquecido con 0,5% (v/v) de suero. Para
favorecer la incorporacion de los fosfolipidos indicados en estas células se ahadio
al medio de cultivo una cantidad de albtimina, libre de acidos grasos, con una

concentracion final de 0,2% (v/v) del medio utilizado.
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En los experimentos donde se usaron inhibidores quimicos, éstos se afiadieron

30 minutos antes de los estimulos indicados.

Cuando se trataron las células con acidos grasos disueltos en etanol y/o con
inhibidores disueltos en dimetil sulféxido nunca se superaron las proporciones
1:1000, respecto al volumen total de medio en el que se encontraban las células.
De igual manera se afnadieron los mismos volimenes de ambos disolventes a las

células control en cada caso.

ii. Preparacion de zimosdn y zimosdn opsonizado

Para la preparacion del zimosan, las particulas se resuspendieron en PBS y se
hirvieron durante 60 minutos a 100 °C, tras lo cual se centrifugaron durante 30
minutos a 3220 x g y se lavaron tres veces. El pellet se resuspendio a 20 mg/ml en
PBS y se congel6 hasta su uso. El zimosan se sonico tres veces durante 15 s y se

diluy6 en medio libre de suero antes de afiadirlo a las células (204).

Para la preparacion del zimosan opsonizado, el zimosan resuspendido en PBS
se hizo precipitar y fue resuspendido en suero humano sin inactivar en una
proporcion de 10 mg por ml de suero. Se mantuvo durante 20 min a 37 °C
agitando cada 5 minutos. Posteriormente, se lavd con PBS y se sonico tres veces

durante 15 s en el medio utilizado para sus tratamientos (205).

2.3. Analisis de lipidos

i. Extraccion de lipidos:

Los lipidos totales se extrajeron segun Bligh y Dyer (206). Las células se
rasparon con H.O/MeOH 1:1 (v/v), y se anadieron estandares internos. A
continuacion, se anadieron 3,75 volumenes de cloroformo/metanol 1:2 (v/v), en
relacion con el volumen de la fase acuosa inicial. Tras agitar enérgicamente, se

incorporaron 1,25 volimenes de H20 y 1,25 volimenes de cloroformo.
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Las muestras se agitaron y se centrifugaron durante 5 minutos a 9300 x g a 15
OC para separar las fases. Los lipidos que quedaban en la fase organica inferior
se recogieron y se realizd una segunda extraccion anadiendo 2 volumenes de
cloroformo a la fase acuosa. Tras repetir el proceso, la fase organica se combind
con la anterior y se evapord por centrifugacion al vacio obteniendo el extracto

lipidico total de las células.

ii. Separacion de extractos lipidicos por cromatografia en capa
fina:

La separacion de los diferentes extractos lipidicos en las diferentes clases de
lipidos fue llevada a cabo por cromatografia en capa fina (TLC) usando placas de
silice como fase estacionaria. Las placas son secadas por calor a 70 °C durante al
menos 1 hora. Para cargar las muestras en las placas cromatograficas, los
extractos lipidicos se resuspenden en 20 pl de cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y se

cargan los patrones correspondientes.

e En el caso de separacién de lipidos neutros se empled una fase movil
con una mezcla de n-hexano/dietil éter/acido acético 70:30:1 (v/v) (207).
e Enel caso dela separacion de diferentes clases de fosfolipidos se utilizo
una fase movil de cloroformo/metanol/28% hidréxido de amonio
60:37.5:4 (v/v) la cual se pasa dos veces por la TLC, pretratada con acido

borico, con un periodo de secado intermedio (208).

Las zonas donde se encuentran las clases de lipidos separadas de cada muestra
se rasparon de la placa. La extraccion de los lipidos adsorbidos se realiza

utilizando 1 ml de cloroformo/metanol 1:1 (v/v) y 1 ml de cloroformo/metanol 2:1
(v/v).
iti. Derivatizacion de dcidos grasos a ésteres metilicos:

Los acidos grasos no pueden ser analizados de forma directa por GC/MS al no

ser lo suficientemente volatiles para ser transportados por la fase gaseosa a lo
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largo de la columna. Para ello, se requiere de un paso de derivatizacién quimica
anterior al andlisis por GC/MS que permite, por una parte, separar los acidos
grasos del esqueleto de glicerol o colesterol en el que se encuentran esterificados,
y por otra parte, convertirlos en compuestos mas estables y volatiles para su

mejor separacion en columna e ionizacion.

Los extractos lipidicos se disuelven en 100 pl de cloroformo/metanol 2:1 (v/v)
y se pasan a tubos de cristal. Seguidamente se afiaden 1 ml de 0.5 M KOH en
metanol anhidro y se dejo reaccionar en bafo con agitacion a 37 °C durante 1
hora. La reaccion se neutraliza con 1 ml de 0.5 M HCl en solucién acuosa y los
ésteres metilicos de 4cidos grasos se extraen con 2 ml de n-hexano que tras
centrifugar a 800 x g durante 5 minutos a 16 °C se obtiene la fase organica donde

se encuentras los FAMEs (14, 156).

iv. Derivatizacion de los ésteres metilicos de los dcidos grasos a
dimetildisulfuros para el andlisis de los diferentes isomeros de
16:1 por GC-MS

Los aductos de dimetilsulfuros se llevaron a cabo bajo el procedimiento
descrito por Sansone et al. (209) con pequefias modificaciones (130). Los ésteres
metilicos de los acidos grasos disueltos en hexano se traspasan a un vial de teflon,
a los cuales se afaden 50 ul de una disolucion al 6% de yodo en éter (v/v) y 100
ul de dimetildisulfuro. Los viales se purgan con nitrogeno y se dejan en agitacion
a 40 °C toda la noche. Al dia siguiente se procede a la extraccion afiadiendo 1 ml
de hexano y 1 ml de tiosulfato de sodio al 5% (v/v). Tras una fuerte agitacion, la
muestra es centrifugada y es recogida la fase orgdnica donde se encuentran los
derivados de DMDS. Posteriormente se seca la fase organica con sulfato de
magnesio anhidro, concentrado y analizado por un andlisis de GC/MS utilizando
practicamente el mismo protocolo de andlisis utilizado para los ésteres metilicos.

En este caso la rampa de temperatura es de 10 °C/min hasta los 250 °C, y esta

Pagina | 73



2. Métodos

temperatura se mantiene durante 20 min para poder separar los derivados de

DMDS de los 16:1, identificados por los diferentes espectros de fragmentacion.

v. Andlisis de ésteres metilicos por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas:

El andlisis de los ésteres metilicos se lleva a cabo por GC/MS usando un equipo
de cromatografia de gases Agilent 7890A acoplado a un detector de masas
Agilent 5975C que opera en modo de impacto electronico (EI, 70 eV) con
inyeccion automatica Agilent 7693. La columna usada para la separacion de
FAME es un modelo Agilent DB23 (60 m longitud x 0.250 mm didmetro interno,
0.15 mm de espesor de pelicula) cuya fase estacionaria es de (50 %-cianopropil)-
metilpolisiloxano. Se inyect6 1 pl de muestra en modo splitless. La temperatura
de entrada se mantuvo a 250 °C. La temperatura del horno se mantuvo a 50 °C
durante 1 min, luego se aumento a 175 °C a 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 ejecucion fue de 33 minutos. La linea de
transferencia de la espectrometria de masas se mantuvo a 250 °C'y el cuadrupolo
y la fuente del espectrometro de masas a 150 °C y 230 °C. Se utiliz6 helio como
como gas portador a una presion constante de 180 kPa. La adquisicion de datos
se llevé a cabo tanto en modo de barrido como de monitorizacién de iones
seleccionados (SIM). El modo de barrido se utilizé para la identificacion de los
compuestos, comparandolos con los estdndares auténticos de FAME y con los
espectros de la biblioteca del NIST (Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia). El modo SIM se utilizo para la cuantificacion, utilizando los
fragmentos 74 y 87 para los saturados, 83 para los monoinsaturados, 67 y 81 para
los diinsaturados y 79 y 91 para los ésteres metilicos de &cidos grasos
poliinsaturados. Para las curvas de calibracion se utilizd6 una mezcla de 37
componentes de Supelco. El andlisis de los datos se realizd con el software

Agilent G1701EA MSD Productivity Chemstation (14, 156).
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vi. Andlisis de especies de fosfolipidos por cromatografia de
liqguidos de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas
de triple cuadrupolo

Esta técnica se usa para determinar todas las especies moleculares de PC, PE,
PI, PS, PA y PG. A los extractos de lipidos correspondientes a 10 x 10° células se
anadieron los estdndares internos antes mencionados. Las muestras se
redisolvieron en 50 ul de hexanos/2-propanol/agua (42:56:2, v/v/v), y se
inyectaron 40 ul en un cromatdgrafo liquido de alto rendimiento de Thermo
Fisher Scientific Dionex Ultimate 3000 con un inyector automatico Ultimate ACC-
3000 (Thermo Fisher) equipado con una bomba binaria Ultimate HPG-3400SD
(Thermo Fisher). La columna era una FORTIS HILIC (150 x 3 mm, tamafno de
particula de 3 um) (Fortis Technologies), protegida con un cartucho Supelguard
LC-Si (20 mm x 2,1 mm) (Sigma-Aldrich). La fase mévil fue un gradiente de
disolvente A (hexanos/2-propanol, 30:40, v/v) y disolvente B (hexanos/2-
propanol/20 mM de acetato de amonio en agua, 30:40:7, v/v/v). El gradiente
comenzo en el 75% A desde cero hasta 5 min, luego disminuy6 del 75% A al 40%
A alos 15 min, del 40% A al 5% A a los 20 min, manteniéndose en el 5% hasta los
40 min, y aumentando al 75% a los 41 min. A continuacion, la columna se
reequilibré al 75% A durante 14 minutos mas antes de la siguiente inyeccion de
la muestra. El flujo a través de la columna se £ijé en 0,4 ml/min y se inyectaron 40
ul del extracto lipidico. Este flujo entré en la interfaz de ionizacion por
electrospray de un espectrometro de masas hibrido de triple cuadrupolo Sciex
QTRAP 4500 operado en modo de iones negativos (AB Sciex). Los pardmetros de
la fuente fueron los siguientes: tension de pulverizacion de iones, -4500 V; gas de
cortina, 20 psi; gas de nebulizacién, 50 psi; gas de desolvatacion, 60 psi;
temperatura, 425 °C. Los pardmetros de los compuestos se fijaron como sigue:
potencial de declusion; -45 V (glicerofosfolipidos de colina), -60 V
(glicerofosfolipidos de etanolamina) -30 V (fosfatidilinositol), -50 V
(fosfatidilserina), -60 V (acido fosfatidico), -50 V (fosfatidilglicerol); energia de
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colision -50 V (glicerofosfolipidos de colina), -40 V (glicerofosfolipidos de
etanolamina), -60 V (fosfatidilinositol), -50 V (fosfatidilserina), -45 V (acido
fosfatidico), -45 V (fosfatidilglicerol); potencial de entrada, -10 V; y potencial de
salida de la célula de colision, -8 V. La caracterizacion de las especies de
fosfolipidos se llevo a cabo mediante la comparacion de sus tiempos de retencion
con los que producen estdndares analiticos homologos, asi como mediante
experimentos de fragmentacion por disociacion inducida por colision (CID,
Collision-Induced Dissociation) en ionizacidén negativa con un método de MRM,
detectando en Q3 los m/z de 253,4 y 303,4 correspondientes a 16:1 y AA,
respectivamente, como [M-H]-. Todos los glicerofosfolipidos se detectaron como
iones [M-H]- excepto para los iones de fosfatilcolina que fueron detectados como
el aducto [M + CH3COO-]. La cuantificacion se realizé integrando los picos
cromatograficos de cada especie y comparandolos con el area del pico del patréon

interno que corresponde a cada clase de fosfolipido (14, 139, 205, 210-212).

vii. Andlisis de especies oxidadas de dcido araquidénico por
cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas de triple cuadrupolo

Se inyectd un volumen de 90 ul de la muestra diluida en el eluyente A en un
cromatdgrafo liquido de alta resolucion Thermo Fisher Scientific Dionex
Ultimate 3000 con un inyector automatico Ultimate ACC-3000 (Thermo Fisher)
equipado con una bomba binaria Ultimate HPG-3400SD (Thermo Fisher). La
columna era una LC-18 (SUPELCOSIL) (250 x 2,1 mm, tamafio de particula de 5
uM) protegida con un cartucho protector Supelguard LC-18 (20 x 2,1 mm)
(Sigma-Aldrich). Las fracciones oxidadas se separaron segtin el procedimiento
descrito por Dumlao et al. (213), con pequenas modificaciones. La fase mdvil
consisti6 en un gradiente de disolvente A (agua/acetonitrilo/acido acético,
70:30:0,02, en volumen) y disolvente B (acetonitrilo/isopropanol, 50:50, en
volumen). El gradiente se inicié con el 100% del disolvente A, que se redujo

linealmente al 75% a los 3 min, al 55% a los 11 min, al 40% a los 13 min, al 25% a
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los 18 min y al 10% a los 18,5 min. La ultima mezcla de disolventes se mantuvo
durante 1,5 minutos mas; finalmente, la columna se reequilibr6 con el 100% de
disolvente A durante 10 minutos antes de la siguiente inyeccion de muestra. El
flujo a través de la columna se fijo en 0,6 ml/min, y este flujo entro en la interfaz
de ionizacidn por electrospray de un espectrometro de masas hibrido de triple
cuadrupolo Sciex QTRAP 4500 operado en modo de iones negativos (AB Sciex).
Los parametros de la fuente se ajustaron como sigue: tension de pulverizacion
de iones, -4500 V; gas de cortina, 30 psi; gas de nebulizacién, 50 psi; gas de
desolvatacidn, 60 psi; temperatura, 550 °C. Las moléculas oxidadas y no oxidadas
se analizaron como iones [M-H]-. La identificacion de las especies de oxidadas
de &cido araquidonico se llevo a cabo mediante la comparacion de sus tiempos
de retencidn con los datos bibliograficos, asi como mediante su comparacion de
los experimentos de fragmentacion de las muestras en ionizacién negativa con
un método de fragmentacion especifica de los m/z correspondientes a las especies
oxidadas de AA (m/z =317, 319, 335). La cuantificacién se realizd integrando los
picos cromatograficos de cada especie en modo de escaneo completo y se

compararon con sus correspondientes lineas de calibrado.

viii. Andlisis de FAHFA por LC/MS

La determinacién de FAHFA por LC/MS se llevo a cabo segin Zhang et al.
(214), modificado por Rodriguez et al. (215). Los extractos de lipidos totales se
redisolvieron en 500 ul de cloroformo y se cargaron en columnas de silice de
extraccion en fase solida (Supelco Discovery DSC-Si, Sigma-Aldrich) que habian
sido previamente acondicionadas haciendo pasar 15 ml de n-hexano. Los lipidos
neutros se eluyeron con 5 ml de n-hexano/acetato de etilo (95:5, v/v). Los FAHFA
se eluyeron con 4 ml de acetato de etilo y se evaporaron bajo una corriente de
nitrogeno. El aislamiento cuantitativo de los FAHFA por este método se confirmo
utilizando un estandar de 9-PAHSA. La fraccién de FAHFA se redisolvié en 50

ul de metanol y se inyectaron 40 ul al LC/MS. Los andlisis se realizaron utilizando
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un cromatdgrafo liquido de alto rendimiento Thermo Fisher Scientific Dionex
Ultimate 3000 equipado con una bomba binaria estandar Ultimate HPG-3400SD
y un automuestreador Ultimate ACC-3000 (Thermo Fisher Scientific) acoplado a
un espectrometro de masas Sciex QTRAP 4500 operado en modo de iones
negativos (AB Sciex). El flujo total a través de la columna fue de 400 pL/min, con
93:7 MeOH:H:0 con 5 mM de acetato de amonio y 0,01% de hidréxido de amonio
como disolvente. El tiempo total de funcionamiento fue de 60 minutos. Los
parametros de la fuente fueron los siguientes: tension de pulverizacion de iones,
-4500 V; gas de cortina, 30 psi; gas de nebulizacion, 50 psi; gas de desolvatacidn,
60 psi; temperatura, 500 °C. Para la medicién cuantitativa de las especies de
FAHFA derivadas de 16:1, el instrumento se ajusté al modo de monitorizacion

de reacciones multiples (MRM), seleccionando tres transiciones para cada

FAHFA: ion padre — 4cido graso hidroxido, ion padre — acido graso hidroxido
menos la pérdida de agua e ion padre — m/z del acido graso esterificado como

ion carboxilato.

2.4. Analisis de LD por microscopia confocal

Una vez plaqueadas y tratadas las células en los cristales para microscopia en
placas de 6 pocillos, se retir6 el medio de cultivo, se lavdo con PBS y
posteriormente se fijaron las células con paraformaldehido al 4 % (v/v) en PBS
con sacarosa al 3 % (v/v) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras la
eliminacion del medio de la fijacion, se realizaron repetidos lavados con PBS, las
células fueron tefiidas con DAPI (1 pg/ml en PBS) y los lipidos neutros con
BODIPY 498/503 (2 pg/ml en PBS). Por ultimo se montaron los cristales en los
portas de microscopia con Gelvatol. El contenido de LD se examind con un
microscopio confocal Leica TCS SP5X (Wetzlar, Alemania), utilizando un
objetivo HCX PL APO CS de inmersién en aceite, 63%, 1,4 NA. La fluorescencia

de BODIPY 498/503 se monitorizd con un laser de luz blanca que excitaba a 490

Pagina | 78



Capitulo II1.-. Materiales y métodos

nm, y la emisién de fluorescencia se recogié entre 502 nm y 555 nm. La
fluorescencia de DAPI se excitd con un laser de diodo azul a 405 nm y la emision
se recogio entre 439 nm y 4787 nm. La cuantificacion de la fluorescencia de no
menos de 150 células por condicidon se analizd utilizando el software Image]

(version 1.52a).

2.5. Estudios de inhibicion de iPLA2-VIA con
oligonucleotidos antisentido

El oligonucledtido antisentido iPLA2-VIA utilizado en este trabajo ha sido
descrito en estudios anteriores (216-221). La secuencia antisentido de iPLA2-VIA
(CTC CTT CAC CCG GAA TGG GT) corresponde a los nucledtidos 59-78 de la
secuencia murina de iPLA2-VIA. Como control, se utilizd el complemento en
sentido (ACC CAT TCC GGG TGA AGG AG). Tanto los oligonucleétidos en
sentido como en antisentido contenian enlaces de fosforotioato para limitar la
degradacién. Los oligonucledtidos se mezclaron con Lipofectamine RNAIMAX
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
tratamiento con oligonucledtidos y las condiciones de cultivo no fueron toxicos
para las células, segin se evalué mediante el ensayo de exclusion del colorante

azul tripan y la cuantificacion de la proteina celular adherida.

Para la actividad PLA: independiente del Ca*, los homogeneizados de células
RAW264.7 fueron despojados de sus nucleos por precipitacion por
centrifugacion y posteriormente incubados durante 2 h a 37 °C en 100 mM de
HEPES (pH 7,5) que contenian 5 mM de EDTA y 100 uM de sustrato fosfolipidico
marcado radiactivamente (1-palmitoil-2-[*H] palmitoil-glicero-3-fosfocolina,
actividad especifica 60 Ci x mmol"); (American Radiolabeled Chemicals) en un
volumen final de 150 pL. Antes del ensayo las membranas sustrato fueron
calentadas a 57 °C durante 5 min para inactivar la transacilasa independiente de

CoA (155). El sustrato fosfolipidico se utilizo en forma de vesiculas sonicadas en
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tampdén. Las reacciones se pararon anadiendo 3,75 volumenes de
cloroformo/metanol (1:2). Tras la extraccion de los lipidos, se separo el acido
[*H]palmitico libre por TLC utilizando n-hexano / éter etilico’ acido acético
(70:30:1) como fase moévil y se midid la presencia de acido [*H]palmitico por

contaje de centelleo (218).

2.6. Translocacion de NF-kB

Las células fueron sembradas y tratadas en cristales en placas de 12 pocillos.
Para la tincion inmunofluorescente, las células de los portaobjetos se lavaron tres
veces con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 4 % (v/v) a temperatura
ambiente durante 15 minutos y se permeabilizaron con PBS que contenia 0,3%
(v/v) de TritonX-100 durante 3 minutos a temperatura ambiente. Después, las
muestras se lavaron dos veces con PBS, seguido de un bloqueo con PBS que
contenia 10% de suero normal de cabra durante 1h a temperatura ambiente. A
continuacion, las células se incubaron durante la noche a 4 °C con un anticuerpo
monoclonal de conejo contra la subunidad p65 de NF-«kB (Cell Signaling #8242) a
dilucion 1:200 en 1% (v/v) de NGS, se lavaron dos veces con PBS y se incubaron
con un anticuerpo secundario policlonal anti-conejo (Fab Alexa Fluor 594) a
dilucion 1:2000 en PBS durante 1h. A continuacidn, se incubaron las células con
4', 6-diamidino-2-fenilina-dole (DAPIL, 1 mg/ml) durante 5min a temperatura
ambiente. Tras varios lavados, se montaron sobre los portaobjetos para utilizarlos
en la microscopia. La localizacion subcelular de p65 y DAPI se visualizo
utilizando un microscopio confocal (TCS SP5X; Leica) y el indice de translocacion
se calculd por la ratio de la cantidad de pixeles de la zona marcada con p-65 con
la cantidad de pixeles de la zona marcada con ntcleo-DAPI con el software
CellProfiler. Se tomaron tres fotografias por condicion, en las que hay entre 80 y
100 células y estan distribuidas en los cristales de forma similar en todas las

condiciones.
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2.7. Analisis de expresion de genes por RT-qPCR

i. Extraccion de ARN

El ARN de las células se extrajo utilizando el reactivo TRIzol™ (Ambion,
Thermo Fisher Scientific) que es una mezcla de fenol e isotiocianato de guanidina,

siguiendo las instrucciones del fabricante.

En resumen, para una extraccion del ARN se afiadio cloroformo, se mezcld
enérgicamente y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. A
continuacidn, las muestras se centrifugaron a 12.000 x g durante 15 minutos a 4
°C para separar una capa acuosa superior clara (que contiene ARN), una interfase
y una capa organica inferior. A continuacion, se precipitdo el ARN de la capa
acuosa anadiendo isopropanol incubando la mezcla 10 minutos a temperatura
ambiente y centrifugandola a 12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se descarto y el pellet de ARN se lavo con etanol al 70 % (v/v)
preparado en agua libre de nucleasas. El pellet se seco al aire y se resuspendio en
agua libre de nucleasas. La concentracion de ARN se midi6 por
espectrofotometria a 260 nm en un Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific). Las relaciones 260/280 y 260/230 se utilizaron como indicadores de la

pureza del ARN.

ii. Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

La PCR de transcripcion inversa se utiliza para obtener una cadena de ADN a
partir de una cadena de ARN utilizando una enzima de transcripcion inversa. En
este trabajo se utilizd el kit de sintesis Verso cDNA (Thermo Fisher Scientific)
siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, se mezcl6 el ARN (1 ug)
con tampodn de sintesis, una mezcla de dNTP, cebadores oligo dT anclados (para
transcribir especificamente las cadenas de ARN mensajero o ARNm), un
potenciador (que elimina el ADN contaminante), la mezcla de enzimas Verso

(que contiene la transcriptasa inversa Verso y un inhibidor de la ARNasa) y agua

Pdgina | 81



2. Métodos

libre de nucleasas. La mezcla se incub6 durante 1 hora a 42 °C y la reaccion se
detuvo calentando a 95 °C 2 minutos. El ADN complementario se conservo a -20

°C hasta su utilizacion.

iii. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a
tiempo real (qPCR)
En este trabajo, la deteccidon de los productos de la PCR, al final de cada ciclo

de amplificacidn, se llevd a cabo mediante un tinte fluorescente que se intercala

con el ADN de doble cadena, el verde SYBR.

La amplificacion del ARN mensajero de interés se logré utilizando cebadores
especificos listados en la tabla 1. Para la cuantificacion del ADN mediante esta
metodologia, se obtiene el nimero de ciclos en los que la fluorescencia supera un
umbral seleccionado (Ct, cycle threshold). El umbral es el nivel de sefial que
refleja un aumento estadisticamente significativo respecto a la senal de
referencia, para que la sefial de amplificacion pueda distinguirse del fondo. Para
el analisis de la expresion génica se utilizé el método 2-AACt (222). En é€l, los
valores Ct de un gen de referencia se restan a los Ct del gen de interés, con el fin
de normalizar la variacion en la cantidad de ADN entre las muestras. El gen de
referencia utilizado en este trabajo fue Gapdh de raton. Los valores de ACt
obtenidos se normalizan entonces a una de las condiciones, que en este trabajo
fue la condicion no tratada de las células de control. Los datos se representan

como expresion relativa de ARNm.

La qPCR se realizd a partir de 20 ng de ADNCc utilizando el Brilliant III Ultra-
Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La PCR se realiz6 en un sistema de PCR en tiempo

real 7500 (Applied Biosystems) siguiendo el siguiente protocolo (223):
1. 95 °C 3 min para la desnaturalizacién inicial

2. 40 ciclos de amplificacion:
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2.1. 95 °C 12 s para la desnaturalizacion

2.2.60 °C 16 s para la hibridacion

2.3.72 °C 28 s para la extension y recogida de datos
3.72°C 1 min para la extension final
4. Curva de disociacion:

41.95°C15s

4.2.60°C60s

4.3.95°C30s

44.60°C15s

5.4° C o

Tabla III.2.7.1.- Relacion de oligonucledtidos cebadores directos e inversos

usados para la amplificacion de ADNc por PCR.

Gen de raton Cebador Directo (5’-3") Cebador Reverso (5’-3)

Interleuquina 6

TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
I16)

Factor de
necrosis

ACGGCATGGATCTCAAAGAC AGATAGCAAATCGGCTGACG
tumoral alfa

(Tnp)

Gliceraldehido-
3-fosfato

. GGTCGGTGTGAACGGATITG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

deshidrogenasa

(Gapdh)
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2.8. Medicion de proteina

Para el analisis lipidémico, los homogeneizados celulares se sonicaron tres
veces al 23% durante 15 segundos. La proteina se cuantificé mediante el método
Bradford (224) utilizando un kit comercial (BioRad Protein Assay). Se trata de un
meétodo colorimétrico basado en el cambio maximo de absorbancia de 465 a 595
nm que experimenta el Azul de Coomasie G- 250 cuando interacttia con las
proteinas de forma no covalente. La absorbancia se mide a 595 nm para
cuantificar la concentracion de proteinas por la ley de Lambert-Beer. Para
calcular la cantidad de proteina de la muestra, se realizé una curva estandar

utilizando diferentes cantidades de BSA, cubriendo un rango de 1 a 15 ug/ml.

2.9. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron al menos 3 veces con los diferentes
tratamientos por duplicado o triplicado. Los valores mostrados se presentan
como la media + error estandar de la media (SEM). Cuando se realizo
comparacion estadistica de datos, se usd 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<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.005).
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3. SINTESIS DE LOS COMPUESTOS QUIMICOS DE INTERES

Los reactivos utilizados durante esta sintesis fueron adquiridos en Acros
Organics y Sigma-Aldrich, mientras que los disolventes fueron de Thermo
Fisher. Los disolventes anhidros se secaron utilizando tamices moleculares
introduciéndolos en el disolvente y generando una atmosfera inerte en el mismo
con Na. Los andlisis de TLC se llevaron a cabo en placas de gel de silice 5 cm x 20
cm con indicador fluorescente 254 nm. Los espectros de RMN se adquirieron en
un instrumento Agilent Technologies MR 400 con consola Agilent MR 400 y una
sonda de RMN (1H, 400,123 MHz; 13C, 100,611 MHz). Los desplazamientos
quimicos se expresan en partes por millén utilizando tetrametilsilano como
patrén interno. Estos espectros se obtuvieron en el Laboratorio de Técnicas
Experimentales de la Universidad de Valladolid. Los valores de J estan en Hz.
Los espectros de masas de alta resolucion se obtuvieron en el espectrometro de
masas de tiempo de vuelo Agilent 5973 (ESI-QTOF), en el Laboratorio de
Técnicas Experimentales de la Universidad de Valladolid. Fuente de ionizacion:

electrospray (ESI).

3.1. Sintesis de los is6meros de 16:1

i. Sintesis del dacido cis-7-hexadecenoico (16:1n-9).

e Sintesis del bromuro de (7-etoxi-7-oxoheptil) trifenil fosfonio:

Br OFEt PhsP OFEt

Pdgina | 85



3. Sintesis de los compuestos quimicos de interés

En primer lugar, para asegurar que la trifenilfosfina (PPhs) estuviera seca, se
puso en la bomba de vacio una hora antes de realizar la reaccion. Se prepard una
solucion de 7-bromoheptanoato de etilo 1 (5 ml, 22,28 mmol) en CH3CN anhidro
(90ml) y se aftadi6 PPhs (14,61 g, 55,7 mmol), y K2COs (10% en peso, 20,7g). La
solucion se dejé a reflujo durante 24 horas. La reaccidon se monitorizé por TLC
utilizando CH:Cl:/MeOH (20:1) como eluyente y un Rf= 0,10. Una vez
completada la reaccidn, la solucién se concentré para eliminar el disolvente,
resultando una pasta pegajosa de color marrén. Para eliminar el exceso de PPhs,
la masa de reaccion se disolvié en MeOH, precipitando el PPhs como un polvo
blanco y filtrante. La cromatografia se realizd en una columna con gel de silice
utilizando una mezcla CH>Cl./MeOH como eluyente (20:1). La fraccion de interés
se concentrd, dando como resultado una grasa marrén 2 (8.34 g, 16.71 mmol, 7

5%).

'H NMR (400MHz, CDCl): ® (ppm), 7.7-7.51 (m, 15H), 3.93 (dd, J=6.81, 21.49
Hz, 2H), 3.56 (m, 2H), 2.28 (s, 1H), 2.11 (m, 2H), 1.51 (m, 4H), 1.4 (m, 2H), 1.19 (m,
2H), 1.07 (t, ]=7.79 Hz, 1H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & (ppm), 173.8, 173.3,
135.0, 133.5, 133.4, 130.5, 130.3, 118.5, 117.5, 77.6, 77.2, 77.0, 60.1, 51.4, 51.3, 33.9,
33.5,29.8,29.7,28.36,24.2,22.8,22.1, 14.1. HRMS m/z calc. Para C27Hs0:P([M+H-
Br]"): 417.2134 encontrado a 417.2142.

e Sintesis de cis-7-hexadecanoato de etilo:
0 Br 0 0

e N)k
e
®
* OEt
H* PhgP OEt ; 5

La sal de Wittig 2 (2 g, 4 mmol) se disolvié en CH2Clz (50 ml), y se afiadid el
aldehido (nonanal 1) (0,69 ml, 4 mmol). La solucién resultante se llevo a una
atmosfera inerte de N2 y se afladié CsCO:s (5,21 g, 16 mmol). Se dejo en agitacion

a 60°C durante 24 horas. Se sigui6é en TLC usando como eluyente una mezcla de
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AcOEt/Heptano (1:10) dando un Rf=0,23. Se aniadio Celite® (1 g) y se dejo en
agitacion durante 15 minutos. Se dejo enfriar la solucién y se filtré lavando con
CH:Clz. Una vez concentrado, el solido se cromatografio en una columna con gel
de silice utilizando una mezcla de AcOEt/heptano como eluyente (1:25). La
fraccion de interés se concentrd, resultando un liquido viscoso incoloro 3. (0,781

g, 2,77 mmol, 78%).

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 5.28 (m, 2H, J=5.3), 4.10-3.87 (m, 2H),
2.30-2.20 (m, 2H), 1.96 (m, 4H), 1.57 (m, 3H), 1.21 (m, 18H), 0.82 (t, ]= 6.85Hz, 3H).
3C NMR (101 MHz, CDCls) d (ppm), 173.1, 130.7, 130.7, 61.3, 33.9, 33.7, 33,7, 31.9,
30.0, 29.8, 29.8, 29.7, 294, 29.2, 252, 228, 14.1, 14.1. HRMS m/z calc.
paraCisHs«O:2Na ([M+H+Na]*): 305.2456 encontrado a 305.2452.

e Sintesis del acido cis-7-hexadecenoico (16:1n-9)
o} o}

OEt OH

Se prepar6 una solucion del éster 3 (2,476 g, 8,77 mmol) en 80 ml de MeOH.
Ademas, se prepard una solucion de hidroxido de litio (3,46 g, 0,144 mol) en agua
destilada (90 ml). Ambas diluciones se combinaron en el mismo matraz y se
dejaron durante 24 horas a temperatura ambiente mientras se agitaba.
Transcurrido este tiempo, la fase organica se elimind en el rotavapor. La fase
acuosa se sometio a una extraccion liquido-liquido realizada con (3x75 ml) de
éter. Posteriormente, se afnadié HCl a la fase acuosa hasta un pH de alrededor de
1y se extrajo de nuevo con (3x75 ml) de éter. La fase orgdnica se sec6 con una
solucion de NaCl saturado y con MgSOs y se concentré dejando como resultado

un liquido viscoso totalmente incoloro 4 (2,106 g, 8,28 mmol, 94,5%).

"H NMR (400MHz, CDCL3): d (ppm), 5.33 (m, 2H, J=5.3), 2.33 (t, J= 7.5Hz, 2H),
2.00 (m, 4H), 1.62 (m, 2H), 1.39-1.20 (m, 18H), 0.87 (t, ]=7.7Hz, 3H). 3C NMR (101
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MHz, CDCls): d (ppm), 180.8, 130.3, 129.3, 77.0, 34.0, 31.9, 29.7, 29.5, 29.2, 28.6,
27.2, 26.9, 24.5, 22.6, 14.0. HRMS m/z calc. para CisH»O:Na ([M+H+Na]*):

277.2143 encontrado 277.2145

ii. Sintesis del acido cis-6-hexadecenoico (16:1n-10).

e Sintesis del bromuro de (6-etoxi-6-oxoheptil) trifenil fosfonio

(@] Br O
©

®
Br OFEt PhsP OEt

Se prepar6 una solucion de 5-bromohexanoato de etilo 5 (5 ml, 28,1 mmol) en
CHsCN anhidro (90 ml) y se afiadié la PPhs seca (14,61 g, 55,7 mmol), y K2CO:s
(10% en peso, 20,7 g). La solucién se dejo a reflujo durante 24 horas. La reaccion
se monitorizo por TLC utilizando CH2Cl2/MeOH (20:1) como eluyente y Rf=0,10.
Una vez completada la reaccion, la solucién se concentrd para eliminar el
disolvente, resultando una pasta pegajosa de color marrén. Para eliminar el
exceso de PPhs, la masa de reaccion se disolvié en MeOH, precipitando el PPhs
como un polvo blanco y filtrante. La cromatografia se realizo en una columna con
gel de silice utilizando una mezcla CH2Cl2/MeOH como eluyente (20:1). La
fraccién de interés se concentrd, resultando una grasa marrén 6 (7,78 g, 15,59

mmol, 70%).

'H NMR (400MHz, CDCl): & (ppm), 7.7-7.51 (m, 15H), 3.65 (dd, J= 6.81, 21.49
Hz, 2H), 3.47 (m, 3H), 2.15 (t, 2H), 1.51 (m, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCL): &
(ppm), 173.8, 173.3, 135.0, 133.5, 133.4, 130.5, 130.3, 118.5, 117.5, 77.6, 77.2, 77.0,
60.1, 51.4, 51.3, 33.9, 33.5, 29.8, 29.7, 28.3, 24.2, 22.8, 22.1, 14.1. HRMS m/z calc.
para CasHz0O:2P([M+H-Br]*): 406.4884, encontrado a 406.4197.
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e Sintesis de cis-6-hexadecenoato de etilo
o) Br o ©

) /WJK
_—
®
+ OEt
H PhsP OEt 8 4

8 4
6 7

La sal de Wittig 6 (2 g, 4,12 mmol) se resolvio en CH2Clz (50 ml), y se afiadio
aldehido (decanal) (0,78ml, 4,12mmol). La solucién resultante se llevd a una
atmosfera inerte de N2 y se afiadié CsCO:s (5,21 g, 16 mmol). Se dejo en agitacion
a 60 °C durante 24 horas. Se siguié en TLC usando como eluyente una mezcla de
AcOEt/Heptano (1:10) dando un Rf=0,23. Se anadié Celite® (1 g) y se dejo en
agitacion durante 15 minutos. Se dejo enfriar la solucion y se filtré lavando con
CH2Clz. Una vez concentrado, el sélido se cromatografié en una columna con gel
de silice utilizando una mezcla de AcOEt/heptano como eluyente (1:25). La
fraccion de interés se concentro, resultando un liquido viscoso incoloro 7. (0,750

g, 2,77 mmol, 78%).

'H NMR (400MHz, CDCls): 6 (ppm), 5.28 (m, 2H, J=5.3), 3.65 (s, 3H), 2.25 (m,
2H), 1.96 (m, 4H), 1.57 (m, 3H), 1.21 (m, 18H), 0.82 (t, J= 6.85Hz, 3H). C NMR
(101 MHz, CDCl3) & (ppm) 173.1, 130.7, 130.7, 61.3, 33.9, 33.7, 33,7, 32.1, 30.0,
29.8,29.8,29.7,29.4,29.2,25.2,22.8,14.1, 14.1., HRMS m/z calc. para CisHsO:Na
([M+H+Na]*): 305.2456 encontrado a 305.2445.

e Sintesis del acido cis-6-hexadecenoico (16:1n-10)
(@] (@]

OEt OH

Se prepard una solucion del éster 7 (2,476 g, 8,77 mmol) en 80 ml de MeOH.
Ademas, se prepar6 una solucion de hidroxido de litio (3,46 g, 0,144 mol) en agua
destilada (90 ml). Ambas diluciones se combinaron en el mismo matraz y se

dejaron durante 24 horas a temperatura ambiente mientras se agitaba.
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Transcurrido este tiempo, la fase organica se elimind en el rotavapor. La fase
acuosa se sometié a una extracciéon liquido-liquido realizada con (3x75 ml) de
éter. Posteriormente, se anadidé HCl a la fase acuosa hasta un pH de alrededor de
1 y se extrajo de nuevo con (3x75 ml) éter. La fase organica se seco con una
solucion acuosa de NaCl saturado y con MgSO4 y se concentrd dejando como

resultado un liquido viscoso totalmente incoloro 8 (2,106 g, 8,28 mmol, 94,5 %).

'H NMR (400MHz, CDCl): 6 (ppm), 5.33 (m, 2H, ]J=5.3), 2.33 (t, J=7.5Hz, 2H),
2.00 (m, 4H), 1.62 (m, 2H), 1.39-1.20 (m, 18H), 0.87 (t, J=7.7Hz, 3H). 3C NMR (101
MHz, CDCls): d (ppm), 180.8, 130.3, 129.3, 77.0, 34.0, 31.9, 29.7, 29.5, 29.2, 28.6,
27.2, 269, 24.5, 22.6, 14.0. HRMS m/z calc. para CisHxO:Na ([M+H+Na]*):
277.2143 encontrado a 277.2138.

iii. Sintesis del acido cis-9-hexadecenoico (16:1n-7)

e Sintesis del 9-bromononanol

HO/\M/\OH > HO/\M/\ Br

7 7
9 10

El 1,9-nonanediol 9 (25 g, 156 mmol) se resolvio en 150 ml de HBr al 47% (1.3
mol). Se adapto el separador Dean-Stark y se llend el matraz de reaccién con
tolueno. Se colocaron 200 ml de tolueno en el matraz de recogida. El matraz de
reaccion se ajustoé a 75°C y el matraz de recogida a 250°C para asegurar una
evaporacion vigorosa y continua del tolueno. Al cabo de 24 horas, se retiro el
matraz de recogida y se sustituyd por un matraz de tolueno limpio, dejandolo en
las mismas condiciones durante otras 24 horas. Los matraces de recogida se
concentraron, dando lugar a un liquido marrén que acaba solidificindose a

temperatura ambiente 10. (26,16 g, 118,56 mmol, 76,4%).

1H NMR (400MHz, CDCLs): d (ppm), 3.6 (t, 2H), 3.4 (t, 2H), 2.15 (s, 1H), 1.5 (q,
2H), 1.36 (q, 2H), 1.25 (m, 8H). *C NMR (101 MHz, CDCl3): d (ppm), 63, 34, 32.5,
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29.5, 28.5, 28, 25.9. HRMS m/z calc. para CoHivOBrNa([M+H+Na]*): 246.0525,

encontrado a 246.0578.

e Sintesis del acido 9-bromo-nonanoico

>
HO Br HO Br

7 7
10 11

El bromoalcohol 10 (8,16, 36,57 mmol) se disolvio en 100 ml de acetona a 0°C.
El reactivo Jones se afiadié gota a gota a la misma temperatura hasta que la
soluciéon paso de verde a naranja-marrén. La mezcla de reaccion se puso a
temperatura ambiente y se agitdo durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo,
se ahadieron 100 ml de agua y se extrajo con éter (100x3 ml). La fase organica se
tratd y se extrajo con NaOH 10 % (100 ml) y agua (2x100 ml), observandose
decoloracion en la fase organica. La nueva fase acuosa se llevo a pH acido (1~2)
con HCl y se extrajo con éter (3x100 ml). La nueva fase organica se seco con
MgSO: y se concentrd, resultando un liquido verde que solidifica a temperatura

ambiente. (7,5 g, 30,7 mmol, 84 %).

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 3.4 (t, 2H), 2.35 (t, 2H), 1.85 (g, 2H), 1.65
(9, 2H), 1.42 (g, 2H), 1.35 (m, 8H). *C NMR (101 MHz, CDCL): & (ppm), 180, 34,
32.5, 29.5, 285, 28, 25.9. HRMS m/z calc. para CoHirO:BrNa([M+H+Na]*):
260,1239, encontrado a 260.1578.

e Sintesis del 9-bromo-nonanoato de metilo
O o)

HO Br > H,CO Br
! 7
11 12
Se preparo gota a gota una solucién de cloruro de acetilo (2 ml) a 0°C en 50 ml

de MeOH. EI compuesto 11 (2,5 g, 10,5 mmol) se disolvié en 10 ml de MeOH y se
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anadio gota a gota a la predisolucion a la misma temperatura y mientras se
agitaba. Una vez hecho esto, la reaccion se puso a reflujo durante 2 h. Al final de
este tiempo, se elimind el disolvente y la masa se disolvio en éter, mientras que
el acido sobrenadante se neutralizo con NaHCO:s saturado. Al concentrar la fase

organica se obtuvo un liquido viscoso e incoloro 12. (2,35 g, 9,38 mmol, 90%).

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 3.55 (s, 3H), 3.27 (t, 2H), 2.18 (t, 2H), 1.72
(g, 2H), 1.5 (g, 2H), 1.31 (m, 2H), 1.2 (m, 6H) ®C NMR (101 MHz, CDCls): &
(ppm), 174, 52, 34, 33, 295 285, 28, 259. HRMS m/z para
CioH190:BrNa([M+H+Na]*): 274.0466, encontrado a 274.0477.

e Sintesis del bromuro de (9-etoxi-9-oxononanil) trifenil fosfonio

O Br @]
S)

)
Br OMe PhsP OMe
7 7

12 13

Se secd la trifenilfosfina (PPhs) antes de realizar la reaccion. Se prepar6 una
solucion de 9-bromoheptanoato de metilo 12 (2,35 g, 9,38 mmol) en CHsCN
anhidro (90 ml) y se afiadio PPhs (5 g, 18,76 mmol), y K2COs (10% en peso, 3,15
g). La solucion se dejo a reflujo durante 24 horas. La reaccion se monitorizé por
TLC usando CH2Cl>/MeOH (20:1) como eluyente y Rf=0,10. Una vez completada
la reaccion, la solucidn se concentrd para eliminar el disolvente, resultando una
pasta pegajosa de color marrén. Para eliminar el exceso de PPhs, la masa de
reaccion se disolvid en MeOH, precipitando el PPhs. La cromatografia se realizo
en una columna con gel de silice utilizando una mezcla CH2Cl2/MeOH como
eluyente (20:1). La fraccién de interés se concentrd, dando como resultado una

grasa amarilla 12 (3,8 g, 7,54 mmol, 80,4 %).

1H NMR (400MHz, CDCl:): d (ppm), 7.7-7.51 (m, 15H), 3.65 (s, 3H), 2.15 (m,
2H), 1.51 (m, 12H). C NMR (101 MHz, CDCL):  (ppm), 173.8, 173.3, 135.0,
133.5, 133.4, 130.5, 130.3, 118.5, 117.5, 77.6, 77.2, 77.0, 51.4, 51.3, 33.9, 33.5, 29.8,
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29.7, 28.3, 24.2, 22.8, 22.1, 14.1. HRMS m/z calc. paraCxH:uO:P([M+H-Br]*):
433.2291, encontrado a 433,5416.

e Sintesis de cis-9-hexadecenoato de etilo
o) Br o) o)

©
—
® —— >
H 't PhpP OMe 5 ; OMe

13 14

La sal de Wittig 13 (2 g, 3,82 mmol) se resolvié en CH:2Clz (50 ml), y se afiadio
aldehido (heptanal) (0,53 ml, 3,82 mmol). La solucidn resultante se llevo a una
atmosfera inerte de N2 y se afiadié CsCO:s (5,21 g, 16 mmol). Se dejo en agitacion
a 60°C para24 horas. Se siguié en TLC usando como eluyente una mezcla de
AcOEt/Heptano (1:10) dando un Rf=0,23. Se afadi6 Celite® (1 g) y se dejo en
agitacion durante 15 minutos. Se dejo enfriar la solucion y se filtré lavando con
CH-2Cl2. Una vez concentrado, el sélido se cromatografié en una columna con gel
de silice utilizando una mezcla de AcOEt/heptano como eluyente (1:25). La
fraccién de interés se concentrd, dando como resultado un liquido viscoso

amarillento 14 (0,706 g, 2,64 mmol, 69 %).

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 5.28 (m, 2H, J=5.3), 4.10-3.87 (m, 2H),
2.30-2.20 (m, 2H), 1.96 (m, 4H), 1.57 (m, 3H), 1.21 (m, 18H), 0.82 (t, J]=6.85Hz, 3H).
3C NMR (101 MHz, CDCl): & (ppm) 173.1, 130.7, 130.7, 51.9, 33.9, 33.7, 33,7, 32.1,
30.0, 29.8, 29.8, 29.7, 29.4, 29.2, 25.1, 22.8, 14.1, HRMS m/z calc. para CiyHs20:Na
([IM+H+Na]*): 292.2341, encontrado a 292.4235.

e Sintesis del acido cis-9-hexadecenoico (16:1n-7)
O 0

OMe

14 15
Se preparo6 una solucion del éster 14 (2,476 g, 8,77 mmol) en 80 ml de MeOH.

Ademas, se prepard una solucion de hidroxido de litio (3,46 g, 0,144 mol) en agua

OH
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3. Sintesis de los compuestos quimicos de interés

destilada (90 ml). Ambas diluciones se combinaron en el mismo matraz y se
dejaron durante 24 horas a temperatura ambiente mientras se agitaba.
Transcurrido este tiempo, la fase organica se elimind en el rotavapor. La fase
acuosa se sometié a una extracciéon liquido-liquido realizada con (3x75 ml) de
éter. Posteriormente, se anadidé HCl a la fase acuosa hasta un pH de alrededor de
1y se extrajo de nuevo con (3x75 ml) de éter. La fase organica se seco con una
solucion de NaCl saturado y con MgSOs y se concentré dejando como resultado

un liquido viscoso totalmente incoloro 15 (2.106 g, 8.28 mmol, 94.5 %).

'H NMR (400MHz, CDCl): 6 (ppm), 5.33 (m, 2H, ]J=5.3), 2.33 (t, J=7.5Hz, 2H),
2.00 (m, 4H), 1.62 (m, 2H), 1.39-1.20 (m, 18H), 0.87 (t, J=7.7Hz, 3H). 3C NMR (101
MHz, CDCl) & (ppm), 180.8, 130.3, 129.3, 37.2, 34.0, 31.9, 30.5, 29.7, 29.5, 29.2,
28.6, 27.2, 26.9, 24.5, 22.6, 14.0. HRMS m/z calc. para CisH30O: ([M+H+Na]*):
278.2145, encontrado a 278.3984.

iv. Sintesis del dacido cis-7-hexadecenoico deuterado ([D27]

16:1n-9)
e Deuteracion del acido pimélico
0 0 0
— i
5 D,
15 16

A una mezcla de acido pimélico 15 (7 g, 43,7 mmol) en D20 (70 ml) se anadio
una solucion de NaOD (40%, 8 g, 195,7 mmol) y Pd(C) 10% (0,54 g). La mezcla se
calent6 a 260 °C (27 bar) con fuerte agitacion durante 6 dias. A continuacion, el
reactor se enfrié a temperatura ambiente y la mezcla obtenida se filtr6 para
separar el catalizador y selavé con agua (4x25 ml). La solucion acuosa se acidificd
con HCI concentrado hasta pH 2 y se llevo a un embudo de separacion. El
compuesto se extrajo con acetato de éter (5x100 ml). La fase orgdnica se lavo con

una solucién saturada de NaCl (30 ml), se secé con MgSOs anhidro y se elimino
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el disolvente al vacio, obteniéndose 5,32 g (31,38 mmol) de acido [D10]pimélico

con una deuteracién media del 94%D (solido blanco), y un rendimiento del 72%.

'H NMR (400MHz, (CDs).CO) d 1,36 (residual CH2), 1,60 (residual 2xCH>),
2,31 (residual 2xCH:).*C NMR (101 MHz, CDCls) d ppm, 179,85 (s, CO:H).

e Sintesis del [D10] anhidrido de oxocano-2,8-diona
0

o o o
)L D2 D2 )L
C C s DC cD
HO c/ \c/ ¢ OH ’ \ / ’
B, B, B,

DoC~ . —CD;
D,

17

O

16

Una disolucion de acido [D10]pimélico 16 (8,16 g, 48 mmol) en anhidrido
acético (100 ml) se calento a reflujo (140°C) durante 4 horas. La mezcla de reaccion
se dejo enfriar a temperatura ambiente y el anhidrido acético se evapord a presion
reducida. Se afiadid xileno (50 ml) a la mezcla resultante, que se elimind de nuevo

a presion reducida. Se obtuvo un so6lido amarillo 17 (7,04 g, 41 mmol, 85 %).

'H NMR (400MHz, CDCls): o (ppm1,40 (residual CHz), 1,65 (residual 2xCH>),
2,42 (residual 2xCH2).*C NMR (101 MHz, CDCls) d ppm: 168,68 (s, CO).

¢ Sintesis del [D10] acido 7-(metoxicarbonilo) heptanoico
o O

0 (@] (@]
D, D,
— PN
D,C CD; HO C C C OMe
/ D, D, D,

\

DoC—_ . —CD2
G 18
2

17

Una disolucion del anhidrido [D10] oxocano-2,8-diona 17 (11,25 g, 74,01
mmol) disuelta en metanol (110 ml) se calentd a reflujo durante 3 horas. Después,
se dejo enfriar a temperatura ambiente y el disolvente se evapord a presion

reducida. Se obtuvo 13,29 g (72,22 mmol, 98%).
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3. Sintesis de los compuestos quimicos de interés

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 1,27 (residual CH>), 1,54 (residual 2xCH>),
2,21 (residual 2xCH:-COOH), 3,58 (3 H, s, CHs-O), 11,41 (1 H, s, COOH). BC
NMR (101 MHz, CDCls) d ppm: 51,29 (s, CHs-O), 174,21 (s, CO ester), 179,54 (s,
COOH).

e Sintesis del [D10] 7-hidroxiheptanoato de metilo
0 0 H H Q
D, D,
- = OO
Da/ ¢ D2 D, D,
18

19

Se prepar6 una solucién de acido [D10]7-(metoxicarbonilo) heptanoico 18
(12,15 g, 66,03 mmol) en THF anhidro (82 ml) a 0°C y en atmosfera inerte se
anadio una solucion de complejo BHs-SMe: (40,94 ml, 2M, 81,88 mmol). La
solucion se mantuvo a 0 °C durante 2 h y luego se dejo reposar gradualmente
hasta la temperatura ambiente durante un dia. Se afiadi6 gota a gota MeOH (9,8
ml) y la mezcla se agitd continuamente durante 2 h. Se afiadieron otros 10 ml de
MeOH para asegurar la destruccion del borano. El residuo obtenido se disolvio
en agua (200 ml) y éter dietilico (200 ml), y se realizé una primera extraccion. Las
extracciones se realizaron con éter dietilico (2x50 ml). Las fases orgdnicas se
unieron y se lavaron secuencialmente con NaHCOs, NaCl y H20. Después se seco
con MgSOs anhidro, se filtré y se elimind el disolvente al vacio. Se obtiene un

liquido incoloro (7,86 g, 46 mmol, 70 %).

H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 1,24 (residual 2xCH2), 1,50 (residual
2xCH>), 2,18 (residual CH.-COOH), 2,40 (1H, s, OH), 3,49 (2 H, s, CH2-OH)), 3,56
(4H, s, CHs-O). ®C NMR (101 MHz, CDCls) & ppm: 51,29 (s, CH3-O), 62,33 (s, CH>-
OH), 174,21 (s, CO ester).
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e Sintesis del [D10] 7-bromoheptanoato de metilo
H H o

o)
H H D, D,
/C\ /C\
Br C C C OMe
HO C OEt —> D, D, D,
D,
19

5
20

Se anadio CBrs (563 g 17 mmol) a una solucién de [D10] metil 7-
hidroxiheptanoato 19 (7,86 g, 46,24 mmol) en DCM (75 ml). Se agito la mezcla a
0°C y se afnadi¢ trifenilfosfina (13,6 g, 51,79) disuelta en DCM (20 ml). Se agito6
durante la noche. Una vez completada la reaccion (TLC, AcoEt/heptano 1/20
como eluyente, Rf=0,25), se elimind el disolvente a presion reducida y se volvio a
disolver en heptano para eliminar el 6xido de trifenilfosfina formado durante la
reaccion. Se filtr6 con Celite y se lavd con mas heptano (50 ml). El disolvente se
elimino a presion reducida y se purifico por cromatografia en columna con el
eluyente utilizado anteriormente. Se obtuvo un liquido incoloro (9,75 g, 42 mmol,

91 %).

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 1.29 (residual CHz2), 1.42 (residual CH-),
1.59 (residual CH>), 1.81 (residual CH>), 2.26 (residual CH>-COO-), 3.37 (2 H, s,
CH»-Br), 3.65 (4 H, s, OCHs). ¥C NMR (101 MHz, CDCls) d ppm: 33,58 (s, CH>-
Br), 51,29 (s, CHs-0), 174,21 (s, CO ester).

e Sintesis del bromuro de [D10] (7-metoxi-7-oxoheptanilo) trifenil

fosfonio
o)

H H Q
— X
A GNP
2

21
Se secd la trifenilfosfina (PPhs) antes de realizar la reaccidon. Se prepar6 una

solucion de [D10] metil 7-bromoheptanoato 20 (9,75 g, 41,83) en CH3sCN anhidro
(170 ml) y se anadio PPhs (27,43 g, 104,56 mmol), y K2COs (10% en peso, 3,15 g).

La solucion se dejo a reflujo durante 24 horas. La reaccion se monitoriz6 por TLC
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utilizando CH2Cl/MeOH (20:1) como eluyente y Rf= 0,10. Una vez completada
la reaccion, la solucion se concentro para eliminar el disolvente, resultando una
pasta pegajosa de color marron. Para eliminar el exceso de PPhs, la masa de
reacciéon se disolvio en MeOH, precipitando el PPhs como un polvo blanco y
filtrante. La cromatografia se realizé en una columna con gel de silice utilizando
una mezcla CH:Cl:/MeOH como eluyente (20:1). La fraccion de interés se

concentro, dando como resultado una grasa amarilla 21 (14,5g, 33mmol, 80,4%).

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppml1,27 (residual 2xCHz), 1,58 (residual
2xCH>), 2,21 (residual CH>-COO-), 3,61 (3 H, s, CHs-O), 3,79 (2 H, d, JH-P=13 Hz,
CH-P), 7,59-7,92 (15 H, m, PPhs). ®*C NMR (101 MHz, CDCls) d ppm: 22.5 (CH2-
P), 51.6 (CH3-0), 118.3 (C-Ar), 130.4 (C-Ar), 133.6 (C-Ar), 134.9 (C-Ar), 174.2 (CO

ester).

e Deuteracion del acido nonanoico

(@]
)k D, D, D,
— C C C CDs
o C/ \C/ \C/ \C/
7 D, D, D, D,
22 23

HO

Se prepard una mezcla de acido nonanoico 22 (10,3 g, 65,09 mmol) en D20 (100
ml), NaOD (40%, 10,3 g, 252 mmol) y Pd(C) 10% (0,54 g) y Pt/C 5% (0,54 g). La
mezcla se calentd a 265 °C (27 bar.) con fuerte agitacion durante 6 dias. El reactor
se enfrid a temperatura ambiente, la mezcla obtenida se filtré para separar el
catalizador y se lavo con agua (4x25 ml). A continuacidn, la solucién acuosa se
acidifico con HCI concentrado hasta pH 2 y se llevé a un embudo de separacion.
El compuesto se extrajo con acetato de etilo (5x100 ml). La fase organica se lavd
con una solucién saturada de NaCl (30 ml), se secé con MgSOs anhidro y se

elimind el disolvente al vacio, obteniéndose 9,5 g (54 mmol) de acido

Pagina | 98



Capitulo II1.-. Materiales y métodos

[D17]nonanoico con una deuteracion media del 85%D (so6lido blanco) y un

rendimiento del 83%.

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 0,81 (residual CHs), 1,22 (residual 5xCH>),
1,57 (residual CHz), 2,29 (residual CH>-COOH), 11,69 (1,00 H, s, COOH) *C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 ppm: 175,5 (COOH).

e Sintesis del [D17] 1-nonanol

0) H H
>< D, D, D,
C C C CD
CDs g SN
HO C C C C
HO C/)/ D, D, D, D,
u/

Se preparo una solucién de hidruro de aluminio y litio (12,3 g, 324,8 mmol) en
THF anhidro (350 ml) a 0°C y en atmosfera inerte, donde se afiadi6 [D17] acido
nonanoico 23 (28,46 g, 162,4 mmol) disuelto en THF anhidro (260 ml). Tras la
adicion, se calentd a reflujo durante la noche con agitacion vigorosa. La reaccion
se enfrio a 0°C en un bafo de hielo y se hidrolizé mediante la adicion sucesiva de
agua (12,5 ml), NaOH 2M (12,5 ml) y agua (37 ml). El sélido blanco resultante se
filtré y se lavo con THF (100 ml). El disolvente se elimind a presion reducida y se

obtuvo un liquido incoloro 24 (23,8 g, 292 mmol, 90%).

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 0,82 (residual CH3), 1,22 (residual
6xCH?2), 1,48 (residual CH2), 2,06 (1 H, s, OH), 3,58 (2 H, s, CH2-OH). 3C NMR
(101 MHz, CDCls) d ppm: 62,73 (CH2-OH).

e Sintesis del [D17] nonanal
H H

HO C

(@]
)k D, D, D,
CDs c c c CDs
D, D, D, D, D,

7
24 25
Se prepard una mezcla de clorocromato de piridinio (10,03 g, 46,6 mmol) y gel

de silice (10 ml) en DCM (65 ml) y se aftadio una solucién de [D17] nonan-1-ol 24
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(5 g, 31 mmol) en DCM (65 ml) a 0°C. Tras la adicidn, se dejo agitando durante 2
horas. Tras la reaccidn, se afiadid éter dietilico (300 ml) y se dejé reposar durante
10 minutos. El solido resultante se elimind por filtracion, la solucion filtrada se
recogio en un matraz y el disolvente se elimind a presion reducida. El aldehido
se purificd por destilacion (110 °C y 15,5 torr) para obtener un liquido incoloro 25

(2,4g, 15 mmol, 48%).

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 0,80 (residual CHs), 1,21 (residual 5xCH>),
1,53 (residual CH>), 2,32 (residual CH2-CHO), 9,69 (1 H, s, CHO). C NMR (101
MHz, CDCls) d ppm: 202,73 (CHO).

e Sintesis del [D27] cis-7-hexadecenoato de metilo

0 o) o)
s H H H H
©
o . cD; DsC —
PhgP c OMe H c’)/ —> ¢ c OMe
D, D2 47 5
5 7
21 25 26

Se prepar6 una mezcla de bromuro de trifenil fosfonio (7-metoxi-7-oxonilo)
[D10] 21 (2,66 g, 537 mmol) en CH2Cl> anhidro (60 ml), y el aldehido [D17]
nonanal 25 (1,03 g, 6,4 mmol, 1,2 eq) en CH2Cl> anhidro (60 ml). La soluciéon
resultante se puso en atmosfera inerte de Argén y se afiadio Cs2CO:s (7 g, 21,48
mmol). Se dejé en agitacion a 60°C durante 24 h. Se siguié en TLC usando como
eluyente una mezcla de AcOEt/Heptano (1:10) dando un Rf=0,23. Se afiadi6 Celite
(0,5 g) y se dej6 agitar durante 15 minutos. La solucion se dejo enfriar y se filtrd
lavando con CH:Cl.. Una vez concentrado, el sdlido se cromatografié en una
columna con gel de silice utilizando una mezcla de AcOEt/heptano como
eluyente (1:25). La fraccion de interés se concentrd, dando como resultado un

liquido viscoso amarillento 26. (1,55 g, 5,1 mmol, 98%).

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 0,84 (residual CHs), 1,16-1,36 (residual
8xCH>2), 1,60 (residual CH2), 1,96 (residual 2xCH2-C=C), 2,27 (residual CH2-COQ),
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3,64 (3H, s, CH5-O), 5,30 (1H, d, ] = 10 Hz, HC=), 5,35 (1H, d, ] = 10 Hz, HC=).13C
NMR (101 MHz, CDCls) & ppm: 51,29 (CHs-O), 129,08 (=CH), 130,26 (=CH), 174,05
(CO ester).

e Sintesis del acido graso [D27] cis-7-hexadecenoico

0
H T H H
DsC — ))k . DsC /)>:<(
C C OH
C C OMe
\(\Dz ; Dy 5 TDz 7 D7 5

Se prepard una solucién de [D27] cis-7-hexadecenoato de metilo 26 (1 g, 3,4
mmol) en 35 ml de MeOH. Ademas, se prepard una solucion de hidroxido de litio
(8 ml, 4M). Ambas soluciones se combinaron en el mismo matraz y se dejaron
durante 24 horas a temperatura ambiente mientras se agita. Después, la fase
organica se eliminoé en el rotavapor. La fase acuosa se sometié a una extraccion
liquido-liquido realizada con (3x35 ml) de éter. Posteriormente, se anadié HCI a
la fase acuosa hasta un pH de alrededor de 1 y se extrajo de nuevo con (3x35 ml)
de éter. La fase organica se seco con una solucion de NaCl saturado y con MgSOs.
Se filtrd y se concentré dando como resultado un liquido viscoso amarillento

27(0,703 g, 2,8 mmol, 74%, 84%D).

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 0,84 (residual CHs), 1,11-1,43 (residual
8xCH2), 1,62 (residual CH»), 1,98 (residual 2xCH>-C=), 2,30 (residual CH2-
COOH), 5,30 (1H, d, ] =11 Hz, HC=), 5,35 (1H, d, ] =11 Hz, HC=), 10,79 (1 H, s,
COQOH). BC NMR (101 MHz, CDCls) 6 ppm: 129,12 (CH=), 130,18 (CH=), 180,28
(CO:H).
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3.2. Sintesis de los isOmeros 1-palmitoil-2-
hexadecenoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
PC(16:0/16:1n-x) (x=7, 9, 10)

e Sintesis del cloruro de acido palmitico

OH Cl

14 14

0] @)
28 29

Se afadieron 20 g de acido palmitico 28 sobre 11,4 ml de cloruro de tionilo. La
reaccion se dejo a reflujo sin disolvente durante 2 horas. Transcurrido este
tiempo, el crudo se sometio a presion reducida para eliminar el exceso de SOCl-.
El cloruro de &cido se purificd destilandolo a presion reducida (80 °C, 0,2 torr) en

un horno de bolas.

'H NMR (400MHz, CDCls): d (ppm), 2.85 (t, 2H), 1.98 (g, 2H), 1.25 (m, 24H),
0.85 (t, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl5)d (ppm), 174, 47, 32, 30, 29.5, 29, 28, 25,
23, 4. HRMS m/z calc. paraCisHs1CLO2 ([M+H]*): 274.2063 encontrado a 274.8697.

e Sintesis del 1-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolinas.

W

A
O/ -
A

La glicerofosfolina 29 se disolvié en 40 ml de isopropanol (1g, 3,9mmol) y se
anadio el dibutiltinestafio (DBTO) (1,1 g, 3,9 mmol), y se puso a reflujo durante
1h. Transcurrido el tiempo, se dejé que la reaccién alcanzara la temperatura
ambiente, entonces se anadio la trietilamina (65 ml, 4,7 mmol) y el cloruro de
acido palmitico (1,28 g, 4,7 mmol), y se dejo agitar durante 30 min. La reaccion se
monitorizd por TLC utilizando CHCls/MeOH/H:0 65/25/4 (Rf=0,3) como

eluyente. Después, se afiadieron 40 ml de agua a la reaccién y se extrajo con
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heptano (3x40 ml). La fase acuosa se concentr6 y se realizd la separacion
cromatografica por columna con el mismo eluyente. La fraccion de interés se

concentro y se obtuvo un precipitado blanco 30 (1,26 g, 2,54 mmol, 60 %).

'H NMR (400MHz, CDsOD): d (ppm), 4.3 (m, 2H), 4.15 (m, 2H), 3.95 (m, 1H),
3.9 (m, 2H), 3.6 (m, 2H), 3.2 (s, 9H), 2.35 (t, J=7.5Hz 2H), 1.6 (m, 2H), 1.3 (m, 22H)),
0.9 (t, ]=6.8Hz 3H). *C NMR (101 MHz, CDsOD): 6 (ppm), 173.8, 38.5, 67, 66, 65,
59.5, 54, 34, 32, 29.3, 25, 22.5, 14. m/z calc. para C2sH5:0NO7PNa([M+Na]*): 518.3217,
encontrado a 518.3223

e Sintesis de los isOmeros 1-palmitoil-2-hexadecenoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina PC(16:0/16:1n-x), (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9)

OH " Q
OR/O ||=|' +
: I NN -
14 _O/ o N * ; s “OH
© 30 4
o)
7 5 o o
14 : N N
o 4 N\
31

Se prepar6 una disolucién del compuesto 30 (0,25 g, 0,49 mmol), los isomeros
de los acidos grasos 16:1 correspondientes (4, 8, 15) (0,5 g, 1,96 mmol), y DMAP
(0,12 g, 0,98 mmol) en 14 ml de CH:Cl> anhidro en un matraz topacio. E1 DCC
(0,404 g, 1,96 mmol) se resolvid en 2 ml de CH2Cl: anhidro. Las soluciones se
mezclaron en atmdsfera inerte y la reaccion se puso en un bafio de ultrasonico a
reflujo durante 6-8 h (importante asegurarse de que estan todos los reactivos
disueltos, se necesitd calor para su disolucion). Después se anadieron 20 ml de
CH2Clz, se lavé con (2x20 ml) de KHSOs saturado y 20 ml de NaHCO:s saturado.

La fase orgdnica se seco con MgSO: y se separé por columna en
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CHCls/MeOH/H:0 65/25/4 (rf=0,6) como eluyente, obteniendo los fosfolipidos
PC(16:0/16:1) con un rendimiento semejante con todos los isomeros de 16:1

sintetizados (100 mg, 0,13 mmol, 13,6%).

1H NMR (400MHz, CDCLs): d (ppm), 5.3 (q, 2H), 5.2 (m, 1H), 4.4 (dd, 1H), 4.25
(m, 2H), 4.15 (¢, 1H), 3.95 (t, 2H), 3.6 (m, 2H), 3.2 (s, 9H), 2.35 (m, 4H), 2 (m, 4H),
1.6 (m, 4H), 1.3 (m, 42H), 0.9 (t, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCls) d (ppm), 174,
173.8,129.5, 129, 38.5, 67, 66, 65, 59.5, 54, 34, 32, 29.3, 25, 22.5, 14.

HRMS m/z PC(16:0/16:1n-9) calc. para CiwoH7»NOsPNa ([M+Na]*): 754,5357
encontrado a 754,5379. PC(16:0/16:1n-7) a 754,5362 y PC(16:0/16:1n-10) a
754,5369.
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Capitulo 1V.-. Resultados

1. LOS LIPIDOS NEUTROS NO SON UNA FUENTE DE ACIDO
ARAQUIDONICO LIBRE EN MONOCITOS HUMANOS
ESPUMOSOS

1.1. El acido araquiddnico exdgeno activa la
sintesis de novo de acidos grasos en monocitos

Estudios previos del laboratorio donde se ha desarrollado esta tesis han
demostrado que la incubacion de monocitos humanos con bajas concentraciones
de AA da lugar a que las células adquieran un fenotipo espumoso, como
consecuencia de la acumulacion de LD citoplasmaticas (26, 105). En este estudio,
se han utilizado enfoques lipidomicos basados en espectrometria de masas para
caracterizar la composicién lipidica de estos monocitos espumosos por lo que
respecta a la distribucion de AA en las diferentes clases de lipidos. Se ha
observado que, en los monocitos en reposo o no tratados, el AA enddgeno esta
presente casi exclusivamente en la fraccion fosfolipidica, siendo el contenido de
AA de las fracciones lipidicas neutras (monoacilglicerol, MAG; diacilglicerol,
DAG; triacilglicerol, TAG; ésteres de colesterol, CE) practicamente insignificante
(Fig. IV.1.1 A). Cuando las células se expusieron a 10 uM de AA durante 2 h, la
fraccion de TAG fue la tinica clase de lipidos celulares donde se incorporaron
cantidades significativas de este acido graso (Fig. IV.1.1 A). En el conjunto de
fosfolipidos (PL) sdlo se incorporaron pequenas cantidades de AA, sugiriendo
que esta fraccion lipidica estd casi repleta en monocitos en reposo y no puede

acomodar mas AA (107, 108).

La distribucion de los acidos grasos estudiada por la técnica de GC/MS
confirmd pequefios cambios, no significativos, de AA en la fraccion de PLs.
Ademads, también se observ una pequena disminucion de otros dcidos grasos en

esta misma fraccion, como son el acido linoleico (18:2n-6) y los poliinsaturados
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de la serie n-3 (22:5n-3 y 22:6n-3) cuando se suplementaron con AA las células.
Esto puede sugerir que estos acidos grasos presentes en PLs sean desplazados
por la entrada de esa pequefia porcion de AA. Es importante también destacar
que el unico acido graso que aumenta en esta fraccion fosfolipidica en estas
condiciones sea el cido palmitoleico (16:1) aunque su cantidad presente en esta
fraccion es relativamente baja. Sin embargo, ninguna de estas diferencias alcanzo

significacion estadistica (Fig. IV.1.1 B).
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Fig. IV.1.1. Incorporacion de AA en diferentes clases de lipidos en monocitos humanos. Los
monocitos no fueron tratados (barras blancas) o fueron tratados con 10 uM AA durante 2 h
(barras granate). Posteriormente, se aislaron las diversas clases de lipidos y se midié su
contenido de AA mediante GC/MS después de convertir los acidos grasos de los diferentes
lipidos en ésteres metilicos. (A). También se muestra el perfil completo de los acidos grasos de
los fosfolipidos (B) y TAG (C). Los acidos grasos se designan por su niimero de atomos de
carbono y, después de los dos puntos, por su niimero de enlaces dobles. Para diferenciar los
isdmeros se utiliza la nomenclatura n-x (n menos x), donde n es el nimero de carbonos de un
determinado 4cido graso y x es un nimero entero que, restado de n, da la posicion del altimo
doble enlace de la molécula. Los resultados se muestran como media + S.E.M. (n=3). *p < 0,05,
significativamente diferente de las células sin tratar de AA..

Cuando se analizaron los acidos grasos presentes en TAG por GC/MS, se
observaron no solo los aumentos esperados de AA y su producto de elongacion,
el 4cido adrénico (22:4n-6), sino también de &acido palmitico (16:0), acido
palmitoleico (16:1), acido estearico (18:0) y acido oleico (18:1n-9), sugiriendo que
el AA exdgeno también activa la sintesis de novo de acidos grasos en monocitos

(26).

1.2. El acido araquidonico de por si, no sus
derivados oxigenados, es responsable de que las
células adquieran un fenotipo espumoso.

En trabajos anteriores del laboratorio donde se ha realizado esta tesis se
observd que los efectos bioldgicos del AA en monocitos no se veian afectados por
la presencia de inhibidores de la ciclooxigenasa o la lipoxigenasa (26), lo que
sugeria que se debian al propio acido graso y no a un metabolito oxigenado
producido por las células tras estar en contacto con el AA. Sin embargo, las
muestras comerciales de AA suelen contener cantidades apreciables de sus
productos oxidados, lo que suscita la preocupacion de que estos compuestos
puedan poseer una actividad biologica por si mismos que enmascare la del acido
graso libre puro. Para estudiar esta posibilidad, se analizd6 por LC/MS Ila
composicion de las muestras comerciales de AA adquiridas a tres proveedores
diferentes. Segtin el proveedor y las condiciones de envio (puro o disuelto en

disolventes organicos; presencia o no de un antioxidante), se encontré que entre
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el 5y el 35% del producto, abierto inmediatamente después de su llegada al
laboratorio, estaba presente en forma de compuestos oxidados que contenian

grupos hidroxi, hidroperoxi u oxo (Fig. IV.1.2).

La identificacion de la mayoria de los compuestos oxidados se llevd a cabo
gracias al uso de LC/MS/MS en modo de escaneo de iones producto que, tras
fragmentar los diferentes derivados oxidados del AA se obtienen diferentes iones
especificos para cada compuesto. Comparando los tiempos de retencion y las
relaciones m/z de los fragmentos obtenidos de cada especie con los datos
bibliograficos (225, 226), se pudo llevar a cabo la asignacion de casi la totalidad

de los compuestos (Tabla IV.1.1).
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Fig. IV.1.2. Analisis por LC/MS de AA comercial. A) Cromatograma de barrido completo de
una muestra de AA comercial, que muestra un pico principal a 19,72 min, que representa AA
puro no oxidado, y grupos de picos entre 13,93 y 16,53 min, que representan multiples
derivados de AA oxidados. B,C,D, Analisis de los derivados oxidados de AA comercial. En el
panel B, se seleccion6 m/z 319 para detectar hidréxidos y epoxidos de AA (m/z de AA mas un
atomo de oxigeno). En el panel C, se seleccion6 m/z 335 para detectar hidroper6xidos de AA
(m/z de AA mas dos atomos de oxigeno). En el panel D, se selecciond m/z 317 para detectar
derivados del AA que contienen un grupo oxo (m/z de AA mas un dtomo de oxigeno menos
dos dtomos de hidrogeno).
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Tabla IV.1.1 - Productos de la oxidacion del acido araquidénico detectados en muestras
comerciales

Eicosanoides LC Tiempo de retencion (min)  [M-H] (in/z)- Ion producto(m/z)®
15-0xoETE 14.30 317 219
12-0xoETE 14.91 317 153
5-0xoETE 15.78 317 203

15-HETE 13.92 319 175, 219
11-HETE 14.56 319 167
12-HETE 14.93 319 179, 208
8-HETE 15.01 319 155, 163
9-HETE 15.15 319 151
5-HETE 15.71 319 115
14,15-EET 15.75 319 219
11,12-EET 16.28 319 167,179
8,9-EET 16.31 319 155, 167
5,6-EET 16.49 319 191
15-HPETE 14.30 335 113
12-HPETE 15.35 335 153
5-HPETE 16.53 335 155

a Aniones carboxilato producidos por la ionizacién de electrospray de iones negativos.

b Se indican los iones producto especificos para los experimentos que utilizan la espectrometria de masas
en tandem en el modo de escaneo de iones producto.

HETE, acido hidroxieicosatetraenoico; EET, acido epoxieicosatrienoico; HPETE, acido hidroperdxico-
eicosatetraenoico; oxoETE, acido oxoeicosatetraenoico

El AA no oxidado se separ6 de sus derivados oxidados mediante
cromatografia en capa fina, utilizando un sistema que consiste en n-hexano/éter
etilico/acido acético (70:30:1) (Rf de AA puro, 0,66; Rf de productos oxidados,
0,27-0,46). Asi pues, se aisld el AA purono oxidado y se volvid a analizar su efecto
en la formacién de LD en los monocitos humanos. También se analiz¢ el efecto
de las fracciones de AA oxidado. Los resultados se muestran en la Fig. IV.1.3, e
indican claramente que es efectivamente el AA puro el responsable de que las
células adquieran un fenotipo espumoso. Las fracciones de AA oxidado tuvieron

poco o ningun efecto en la respuesta.
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Fig. IV.1.3. Formacidn de LD inducida por AA en monocitos humanos. Los monocitos no
fueron tratados (Ctl) o fueron tratados con AA comercial (coAA), AA oxidado (0xAA) o AA
puro (pAA) durante 2 h. En todos los casos, el acido graso se afiadié a una concentracion de 10
uM. Después de la fijacion y permeabilizacion, las células se tifieron con BODIPY493/503 (2
ug/ml) para visualizar las LD (verde) y el DAPI (1 pg/ml) para marcar los nticleos (azul). Las
células fueron entonces analizadas por microscopia confocal (aumento original 630x). La figura
inferior muestra la distribucion de los datos de intensidad de fluorescencia de BODIPY493/503
junto con la mediana, el minimo, el maximo y los cuartiles dedos experimentos independientes.
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1.3. E1 AA se libera de fosfolipidos, no de
triacilglicerol, durante la activacion de los
monocitos via receptor

Debido a que los monocitos espumosos estdn presentes en los sitios de
inflamacion, la acumulacion de AA en TAG en monocitos espumosos podria ser
importante desde un punto de vista fisiopatologico. Por lo tanto, se investigo si
el AA presente en el TAG puede ser movilizado al activarse las células. Para
abordar esta cuestion, se analiz6 la movilizacién del AA mediante espectrometria

de masas en monocitos humanos activados.

En la primera serie de experimentos, se analiz6 la movilizacion de AA de los
monocitos espumosos en respuesta a un estimulo proinflamatorio bien definido,
el zimosan opsonizado (227). En la Fig. IV.1.4.A se muestra como el zimosan
opsonizado estimula la movilizacion de AA en monocitos espumosos. Sin
embargo, los analisis por GC/MS del contenido de AA de las fracciones de PL y
TAG indicaron claramente que el origen del acido graso liberado era
principalmente, si no exclusivamente, de la fraccion fosfolipidica. Para
corroborar estos hallazgos, se llevaron a cabo experimentos con los inhibidores
de las enzimas supuestamente implicadas en la liberacion de AA en fosfolipidos,
la fosfolipasa Az citosdlica de grupo IVA (cPLA:a), o0 en TAG, la lipasa de TAG
(ATGL). Para inhibir cPLA2ax se utilizé la pirrofenona (164, 171, 203), y para
bloquear la ATGL se usd bromoenol lactona (BEL), un inhibidor general de
fosfolipasas que se ha demostrado que inhibe eficazmente la hidrdlisis de TAG
inducida por ATGL (228-230). Las figuras IV.1.4.B y 4.C muestran que mientras
la pirrofenona redujo casi completamente la pérdida de AA de los monocitos
estimulados, el inhibidor BEL no tuvo ninguin efecto apreciable. Se puede
observar que en las Figs. IV.1.4.B y 4.C el BEL no afecta a la movilizacién de AA
en los fosfolipidos, y que la pirrofenona no afecta a los niveles de AA en el TAG,

lo que refleja la especificidad de la acciéon de ambos compuestos.
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Fig. IV.1.4. Movilizacion de AA en monocitos humanos estimulados con zimosan. A) Las
células fueron estimuladas con 1 mg/ml de zimosan opsonizado durante los tiempos indicados.
Después se analiz el contenido de AA en fosfolipidos (circulos negros) o TAG (circulos
abiertos) por medio de GC/MS. B,C) Las células fueron preincubadas con 1 uM de pirrofenona
(pyrr), 10 uM de BEL o ninguna (none) durante 30 min, como se indica. Después, las células
fueron o bien no tratadas (barras abiertas) o tratadas con 1 mg/ml de zimosan opsonizado
durante 2 h. El contenido de AA en los fosfolipidos (B) o TAG (C) fue analizado por el GC/MS.
Los datos se expresan como media + SEM de tres determinaciones independientes.

En los experimentos mostrados en la Fig. IV.1.4. se observa que, a pesar del

fenotipo espumoso de los monocitos, la cantidad de AA en fosfolipidos aun
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excede claramente a la de este acido graso en TAG. Esto llevo a preguntarse si la
movilizacion de AA seria diferente en las células en las que el TAG, y no el
fosfolipido, constituyera el principal reservorio celular de AA. Para abordar esta
cuestion, se incubaron los monocitos con concentraciones crecientes de AA (hasta
200 uM) durante 24 h, de modo que la incorporacion solo estaria limitada por la
capacidad intrinseca de las células de expandir sus reservas de lipidos para
acomodar el acido graso (107, 108). Debido a que las concentraciones de AA > 50
UM son citotoxicas para la mayoria de los tipos de células (231-234), para estos
experimentos el acido graso fue complejado con albumina de suero bovino
(proporciéon 2:1) antes de anadirlo a las células. Ademas de proporcionar un
entorno mas fisioldgico para que las células incorporen el acido graso, este
procedimiento preservd la viabilidad celular por encima del 98% durante las

incubaciones.

A bajas concentraciones, no tdxicas, la incorporacion de AA en los lipidos
celulares es la misma independientemente de que el acido graso esté o no
complejado con la albimina. La Fig. IV.1.5.A muestra que la cantidad de AA en
fosfolipidos cambia poco incluso después de incubar las células con 200 uM del
acido graso, lo que indica de nuevo que los monocitos circulantes ya contienen
practicamente todo el AA que pueden acomodar en fosfolipidos, por lo tanto, la
fraccion de fosfolipidos no se expande mas. Por el contrario, la incubacion de las
células con > 50 uM AA durante 24 h dio como resultado que la fraccion de TAG
incorporara AA a niveles muy superiores a los encontrados en los fosfolipidos
(Fig. IV.1.5.B). Asi pues, al ampliar su reserva de TAG, los monocitos tienen la
capacidad de aumentar el contenido de AA celular entre 2 y 2,5 veces en
comparacion con el que se encuentra en las células circulantes. La estimulaciéon
con zimosan opsonizado de los monocitos enriquecidos con AA dio lugar a las
esperadas disminuciones bruscas del contenido de AA celular (Figs. IV.1.5.C y

5.D). E1 AA movilizado en respuesta al estimulo inflamatorio fue de magnitud
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similar a la experimentada por las células no enriquecidas con AA,
contribuyendo a ello solo la fraccion fosfolipidica y no la almacenada en TAG
(Fig. IV.1.5.C y 5.D). Asi pues, incluso en las células que contienen mas AA en
TAG que en PLs, la movilizaciéon de AA estimulada por receptor se debe a la

hidrolisis de los fosfolipidos y no del TAG.
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Fig. IV.1.5. Contenido de AA en monocitos humanos incubados en medios ricos en AA (A,B).
Las células se incubaron con la concentracion indicada de AA durante 24 h. El 4cido graso se
afladio al medio complejado con albimina de suero bovino en una proporcion de 2:1. Después
de las incubaciones, el contenido de AA de los fosfolipidos celulares (A) o TAG (B) fue
analizado por el GC/MS. Comparacion de las respuestas de movilizacion de AA entre las
células de circulacion normal y las células enriquecidas con AA (C, D). Las células fueron o
bien no tratadas (barras abiertas) o bien tratadas con 1 mg/ml de zimosan opsonizado durante
2 h (barras grises). El contenido de AA en los fosfolipidos (C) o TAG (D) fue analizado por
GC/MS. Los datos se expresan como media + SEM de tres determinaciones independientes. *p
< 0,05, significativamente diferente de las células no estimuladas.

La Fig. IV.1.6.A muestra la distribucion del AA entre las diferentes especies de

fosfolipidos, analizado por LC/MS/MS. Se detectaron multiples compuestos que

contienen AA entre las principales clases de fosfolipidos, siendo las especies que
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contienen mayores cantidades de este acido graso los plasmalogenos de
etanolamina y la especie de inositol PI(18:0/20:4). A nivel de clase, se encontrd
que PCy PE contiene cantidades similares de AA, mientras que PI y PS contiene
niveles mds bajos (Fig. IV.1.6.B). La estimulacion de las células con zimosan
opsonizado dio lugar a importantes disminuciones de AA en PC, PE y PL Es
importante mencionar que, durante la activacion celular, la enzima transacilasa
independiente de CoA repone el AA, procedente de las especies de PC (1-acilo),
en PE (especies 1-acilo y 1-alquenilo) (139, 158, 159, 235, 236). Por lo tanto, la
contribucion real del PE a la liberacion de AA total es probablemente mayor que

la reflejada en la Fig. IV.1.6.B.
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Fig. IV.1.6. Especies de fosfolipidos que contienen AA en monocitos humanos. A) El perfil
de distribucidon de AA entre las especies de fosfolipidos que contienen colina (PC, barras rojas),
fosfolipidos que contienen etanolamina (PE, barras verdes), fosfatidilinositol (PI, barras
amarillas) y fosfatidilserina (PS, barras rosas) se determiné mediante LC/MS/MS. B), el
contenido de AA en fosfolipidos segiin se muestra por clase y el efecto de la estimulacion
celular. Las células no fueron estimuladas (barras de color) o fueron estimuladas por 1 mg/ml
de zimosan opsonizado durante 2 h (barras abiertas). Posteriormente, las diferentes clases de
fosfolipidos se separaron mediante cromatografia en capa fina y su contenido de AA se
determiné mediante GC/MS después de convertir los ésteres de glicerol de acidos grasos en
ésteres metilicos de acidos grasos. Los datos se expresan como media + SEM de tres
determinaciones independientes. *p < 0,05, significativamente diferente de las células no
estimuladas.

Pagina | 118



Capitulo 1V.-. Resultados

2. LOS MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON LIBERAN
ACIDOS GRASOS ANTIINFLAMATORIOS COMO EL ACIDO
PALMITOLEICO Y SUS ISOMEROS

2.1. Distribucion endogena en macrofagos de
raton de los acidos grasos 16:1 en fosfolipidos

En estudios previos del laboratorio en el que se ha realizado esta tesis, se
observd que cuando se tratan los monocitos humanos con AA se produce la
sintesis de novo de diferentes acidos grasos, que se almacenan en LD y promueven
un fenotipo espumoso (26). Se observo también una destacada acumulacion de
un dacido graso habitualmente minoritario, el acido palmitoleico (26). Sin
embargo, al perfeccionar el protocolo de deteccion, se observo que el acido graso
que se acumula en los lipidos neutros no era el acido palmitoleico, sino un
isomero, el 16:1n-9, que poseia ademas propiedades antiinflamatorias como el
acido palmitoleico (105). Dadas las funciones biologicas observadas de estos
isomeros, se analizo la presencia de otros posibles isomeros de 16:1 en células
fagociticas, encontrando un tercer isémero, el dcido sapiénico (16:1n-10), también

con cierto caracter antiinflamatorio. (106)

Debido a que las respuestas de los macrofagos son destacadamente mas altas
que los monocitos, y que se tiene una mayor disponibilidad en el laboratorio, se
decidio utilizar como modelos macroéfagos peritoneales de raton para el estudio
de estos acidos grasos durante los procesos de activacion celular. El analisis
cuantitativo de la distribucion de los 4cidos grasos 16:1 dentro de las clases de
fosfolipidos se realizo mediante cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (GC/MS). Mas del 90% del total de los acidos grasos 16:1
celulares se encontraron en los glicerofosfolipidos que contienen colina (PC).

Otras clases importantes de fosfolipidos como los fosfolipidos que contienen
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etanolamina (PE), el fosfatidilinositol (PI) o la fosfatidilserina (PS) contuvieron

sOlo cantidades bajas de este acido graso (Fig. IV.2.1).

A continuacion, se procedié a determinar el perfil de distribucién de las
especies moleculares que contienen 16:1 mediante el uso de cromatografia
liquida de alta resolucién acoplada a un triple cuadrupolo QTRAP 4500 en modo
de reacciéon multiple. Se identificaron inequivocamente las especies que
contienen 16:1 al detectar la produccién de un fragmento m/z de 253,2, que
corresponde al i6n del acido graso 16:1 [M-H]. Se detectd un total de 14 especies
principales, que comprende ~90% de la cantidad total celular del acido graso 16:1
(Fig. IV.2.1.B). Se observo que el ~75% del total de 16:1 en PC se hallaba en una
sola especie de fosfolipido, PC(16:0/16:1).
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Fig. IV.2.1. Contenido de 16:1 en especies de fosfolipidos en macréfagos peritoneales
residentes de raton. (A) Contenido de 16:1 en diferentes clases de fosfolipidos (B) Perfil de
distribucién de las especies que contienen 16:1 en PC (rojo), PE (verde), PI (amarillo), y PS
(rosa) en macrofagos, determinado por LC/MS. Los resultados se muestran como media + SEM
(n=6).
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2.2. Disminucion de los niveles de las especies
de fosfolipidos que contienen 16:1 en
macrofagos estimulados

La presencia de cantidades elevadas de 16:1 dentro de una sola especie es un
hallazgo inesperado que hace razonable especular con un papel para esta especie
durante los procesos de activacion celular. De acuerdo con ello, trabajos
lipidémicos previos del laboratorio caracterizaron los cambios moleculares de
fosfolipidos en macroéfagos en reposo frente a los activados, identificando que los
niveles de la especie PC(32:1) disminuyen después de la activacion celular (139).
Mediante experimentos de fragmentacion utilizando como analizador un
espectrometro de masas de trampa de iones, se demostré que esta especie
contiene el 16:1 en la posicidn sn-2 del fosfolipido. Para ampliar estos hallazgos
iniciales, se propuso medir los cambios en los niveles de todas las especies de PC
que contienen 16:1 después de la activacion celular. Para estos experimentos se
utilizé zimosan como estimulo de los macrofagos. La estimulacion celular redujo
significativamente los niveles de todas las principales especies de PC con 16:1 de
manera dependiente del tiempo, siendo el PC(16:0/16:1) la molécula que
experimentd las disminuciones mas pronunciadas (Fig. IV.2.2.A y 2.B). En cuanto
al resto de las especies de fosfolipidos que contienen 16:1 y no son de la clase PC,
aparte de estar presentes en niveles muy bajos en comparacion con las especies
PC (Fig. IV.2.1), no se apreciaron cambios significativos en la estimulacion con

zimosan.

Debe sefialarse que los preparados de zimosan son homogeneizados de la
pared celular de la levadura S. cerevisiae, por lo que podrian contener cantidades
significativas de acidos grasos 16:1. Para excluir que el componente lipidico del
zimosan pudiera estar influyendo en las respuestas analizadas, se ensayd una
combinacion de los dos principales polisacaridos presentes en el zimosan, el

manano (a-[1-6]-manosa) y la laminarina ((-[1-3]-glucano), que son los
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responsables de activar las vias de hidrdlisis de fosfolipidos en los macrofagos a
través de una variedad de receptores de lectinas de tipo C (237, 238). Los
resultados se muestran en las Figs. IV.2.2.C y 2.D e indican que la combinacion
de manano y laminarina produjo resultados casi idénticos a los obtenidos con el
zimosan, descartando asi un efecto de los lipidos enddgenos del zimosan sobre
la movilizacién de los acidos grasos 16:1 en macrdfagos. A continuacion, dado
que los macréfagos responden a una amplia variedad de estimulos, se investigo
si otros estimulos de la respuesta inmunoldgica innata podian inducir la
hidrolisis de los fosfolipidos conteniendo 16:1. La figura IV.2.2.E muestra que la
estimulacion de los macréfagos con el lipopolisacarido bacteriano, un agonista
de TLR4, si indujo la hidrolisis de PC en una medida comparable a la encontrada
para el zimosan o el manano mas la laminarina. Estos datos sugieren que la
reduccién de los niveles de PC de 16:1 puede constituir un sello distintivo de la

activacion de los macréfagos por estimulos inflamatorios innatos.

Pagina | 122



Capitulo 1V.-. Resultados

.3 15 T T T T T T T T T T T T T
m
= - r 1
i =
4= 12 b
g_ h
m 3 .
wo 2 [ = 9
et - -
£ m
£ =] ‘
o]
c o 61 f\}\{ ;]
— = PC(18:0/16:1
=1L s | i (  §
e o i\i\i Cc(18:1/16:1
c —-= 3 v PCc8:l/1el) x|
w m — X
-ﬁ o 3 PC(0-16:0/16:1) 1
o .- ./.* — L J
— 0 O . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . [
°© \% 0 20 40 60 80 100 120
s & Tiempo (min)
O = P
S
3 16 3
® C — = D o
= : L . c
a T ] ; T 3
g_ Kk hr_r;lz B 1:1* - dé
=1
o 2 [ i e E o 21
£ m 1 E
l""' [l "‘_-.,
5] 1 = gl 41 © r
E =] E
£ e | « | £
i 1F E 1k
[l Tl,l *%* E
c o 4r T c
- =t r 1 =
¥e] T, =]
5 S g 9 3 5
5 7 2 2 2 2 5§ -
(@) c o o — o @]
= 4 ¢ 2 dZ
O Q, O O
a 5 a a
a

Fig. IV.2.2. Efecto de la activacion de los macréfagos en los niveles celulares del 16:1 en PC.
(A) Las células no fueron tratadas (control) o fueron estimuladas con 1 mg/ml de zimosan
durante 1 h. Después se determind el contenido de 4cido graso 16:1 en PC. Estos resultados se
muestran como media + SEM (n=6). ***p < 0,001, significativo estadisticamente para las células
estimuladas con zimosan frente a las células de control (B) Tiempo del efecto del zimosan en
los niveles de 16:1 que contienen especies PC. Los resultados se muestran como media + SEM
(n=6). ***p < 0,001 o *p < 0,05, significativo estadisticamente para las células estimuladas con
zimosan en los tiempos indicados frente a las condiciones no estimuladas (tiempo cero). (C)
Las células no fueron tratadas (control) o fueron estimuladas con 0,5 mg/ml de manano (Man)
mas 0,5 mg/ml de laminarina (Lam) durante 1 h. Después se determiné el contenido de acido
graso 16:1 en PC. Los resultados se muestran como media + SEM (n=6). **p < 0,01 significativo
estadisticamente para las células estimuladas por el Hombre+tLam frente a las células de
control. (D) Las diferentes especies de PC que contienen 16:1 se midieron en células no
estimuladas (barras abiertas) o en células estimuladas con 0,5 manano mas 0,5 mg/ml de
laminarina (barras rojas) durante 1 h. Los resultados se muestran como media + SEM (n=6). **p
< 0,01 o *p < 0,05, significado de las células estimuladas con Man+Lam frente a las células de
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control dentro de cada especie. (E) Las células no fueron tratadas (control) o fueron estimuladas
con 200 ng/ml de lipopolisacarido bacteriano (LPS) durante 6 h. Después se determiné el
contenido de acido graso 16:1 en PC. Los resultados se muestran como media + SEM (n=6). *p
< 0.05, significativo estadisticamente para las células estimuladas por LPS frente a las células
de control.

2.3. Liberacion de los isOmeros 16:1 en la
respuesta celular

En trabajos anteriores del laboratorio en que se ha desarrollado esta tesis, se
demostrd que al menos tres isomeros posicionales del acido graso 16:1 coexisten
a niveles significativos en macrofagos y otras células de la inmunidad innata:
16:1n-7 (4cido 9-cis-hexadecenoico; acido palmitoleico), 16:1 n-9 (acido 7-cis-
hexadecenoico; acido hipogeico), y 16:1n-10 (acido 6-cis-hexadecenoico; acido
sapiénico), y que ademas los tres exhiben actividad antiinflamatoria (105, 106).
Por consiguiente, se consider6 importante evaluar si los tres isdmeros se
movilizan y si esto ocurre de modo diferente al activar las células con zimosan.
La figura IV.2.3.A muestra que los macrofagos estimulados muestran una
disminucion en las cantidades de los tres isomeros, lo que sugiere que cualquiera
que sea la via de movilizacion del 16:1, no distingue la posicion del doble enlace.
Por analogia con fosfolipidos que contienen &cido araquidodnico, cuyas
disminuciones después de la estimulacion celular dan como resultado una mayor
liberacién de acido araquidonico libre (211, 239), se hipotetizé que la disminucion
de los fosfolipidos celulares que contienen 16:1 se debia a la liberacion de este
acido graso durante la activacion de las células. Como se muestra en la Fig.
IV.2.3.B, se encontréd que este era el caso, y se pudo detectar un aumento
dependiente del tiempo en la formacion de 4cidos grasos libres 16:1 después de
la activacion de los macrofagos. A 1 h, la liberaciéon de 16:1 habia aumentado 2
veces mas que los niveles no estimulados, lo que representa el 10-15% del total

de estos acidos grasos inicialmente presente en las células.
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Fig. IV.2.3. Liberacion de acidos grasos 16:1 en macrofagos activados. (A) Los isémeros de
acidos grasos 16:1 fueron analizados por GC/MS después de la transmetilacion y la
transformacién en derivados de DMDS. El contenido de cada isémero se analizé en células
control no estimuladas (barras abiertas) o células estimuladas (barras cerradas)con manano
mas laminarina (0,5 mg/ml cada una) durante 1 h. (B) Tiempo de liberacién de los acidos grasos
16:1 en los macrofagos estimulados con manano mas laminarina, segtin se evalué por GC/MS
después de derivar los acidos grasos libres a ésteres metilicos. Los resultados se muestran como
media + error estandar (n=6). *p < 0,05, significativamente diferente de las células no
estimuladas.

2.4. Participacion de PLA: en la liberacion de los
16:1

Dado que los estudios lipiddémicos previos del laboratorio indicaron que los
acidos grasos 16:1 se encuentran principalmente en la posicién sn-2 de los
fosfolipidos en los macrofagos peritoneales residentes de raton (139), seria logico
esperar que una PLA2 mediara la movilizacion de los acidos grasos 16:1 en células
activadas. Para verificar este punto, se prob6 en primer lugar el efecto de los
inhibidores selectivos de las dos principales PLA: intracelulares potencialmente
responsables de la liberacion de 4cidos grasos en los macréfagos activados, es
decir, cPLA2a e iPLA-VIA (139, 140). Para inhibir cPLAx se utilizd la
pirrofenona. Para inhibir la iPLA2-VIA se usé la fluorocetona FKGKI18 y
bromoenol lactona (BEL). Estos inhibidores son los compuestos mas potentes y
selectivos actualmente disponibles para bloquear la cPLA:a y la iPLA2-VIA en
células (128, 240). Ademas, se ensayo también el efecto del SKF9625, un inhibidor
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de la transacilasa independiente de coenzima A, que actiia en conjunto con
cPLA:a para remodelar los fosfolipidos con acidos grasos poliinsaturados (158).
La figura IV.2.4.A muestra que la liberacién de los acidos grasos 16:1 fue casi
completamente inhibida por los dos inhibidores de la iPLA>-VIA, mientras que
la pirrofenona y el SKF98625 no tuvieron efecto. En las condiciones utilizadas,
ninguno de los inhibidores ejercié ningin efecto detectable sobre la viabilidad

celular.

A continuacion, para confirmar los resultados obtenidos con los inhibidores,
se examino el efecto de un oligonucleétido antisentido para la iPLA2-VIA, que ya
ha sido utilizado anteriormente en laboratorio para reducir la expresion de esta
enzima en diferentes tipos celulares (216-221). Dado que no se pudo disponer de
anticuerpos contra la iPLA2-VIA de ratéon que dieran respuestas consistentes, se
analizo la eficacia de la inhibiciéon por oligos antisentido determinando los
niveles de mRNA de esta fosfolipasa mediante qPCR, y también ensayando la
actividad iPLA: sensible a BEL en homogeneizados celulares después de los
diferentes tratamientos. Utilizando estas técnicas, se observo una disminucion
del mRNA del 50-60% (Fig. IV.2.4.B), y una disminucion de la actividad
enzimatica del 60-70% (Fig. IV.2.4.C). Es importante destacar que incluso con esta
inhibicion incompleta, la movilizacion de los acidos grasos 16:1 de los
macrofagos se suprimio casi totalmente (Fig. IV.2.4.D). En conjunto, estos datos
muestran que la iPLA2-VIA es la enzima clave que regula la movilizacion de

acidos grasos 16:1 en macrofagos activados.
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Fig. IV.2.4. Liberacion de acidos grasos 16:1 por macréfagos estimulados. (A) Las células no
fueron estimuladas o fueron estimuladas por el manano mas laminarina (0.5 mg/ml cada uno)
durante 1 h (barras de color) en ausencia (sin inhibiciéon) o presencia de los siguientes
inhibidores: 10 uM de FKGK18, 5 uM de bromoenol lactona (BEL), 2 uM de pirrofenona (pyrr),
0 10 uM de SKF98625. Después, el contenido total de acidos grasos 16:1 fue medido por el
GC/MS. La liberacion de acidos grasos se calculd restando la cantidad de fosfolipidos ligados
16:1 en las células estimuladas de la cantidad en las células no estimuladas. Los resultados se
muestran como valores medios + error estandar de la media. (n = 4). *p < 0,01,
significativamente diferente de las células estimuladas en ausencia de inhibidores. (B) Las
células fueron tratadas durante 36 h con oligonucledtido en sentido (sense) o antisentido
(antisense), o vehiculo (Control), y la expresion del ARNm de iPLA2-VIA fue analizada por
qPCR. (C) Actividad iPLA2 en homogeneizados de células tratadas con el vehiculo (control),
sentido o antisentido se determind por ensayo in vitro. (D) Después de los tratamientos con
oligonucledtidos, las células fueron estimuladas y se determind la liberacién de 16:1. Los
resultados se muestran como valores medios + SEM. (n = 4). **p < 0,01, significativamente
diferente de las células de control.
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2.5. Estudios con acidos grasos deuterados

Una pregunta importante que surge de los resultados que muestran que los
macrofagos activados liberan 16:1 es si, después de ser liberado, el acido graso
permanece en forma de 4cido graso libre o se utiliza para la formacion de nuevos
lipidos que contengan 16:1 y que puedan tener también actividad biologica. Se
ha demostrado que los macrdfagos activados liberan algunos acidos grasos,
como son el AA y otros poliinsaturados, que se transfieren también entre diversas
especies de fosfolipidos mediante reacciones de remodelacion, siendo estas
necesarias para mantener el funcionamiento y la actividad de los macréfagos
(158). Por analogia, se propuso analizar primero si el 16:1 liberado de PC se utiliza
en las reacciones de remodelacion de los acidos grasos en fosfolipidos, lo que
daria lugar al enriquecimiento de determinadas especies de fosfolipidos que no
son de la clase PC. Para analizar el destino metabdlico de cada isomero 16:1 por
separado y también para mejorar la deteccién por LC/MS, se utilizaron acidos

grasos deuterados para estos experimentos.

La figura IV.2.5. muestra el perfil caracteristico del 16:1 natural, 16:1n-7
deuterado (16:1n-7d) y 16:1n-9 deuterado (16:1n-9d). El 16:1n-10 deuterado no
estaba disponible en el momento de realizar estos experimentos. Se obtuvo el
16:1n-7d de fuentes comerciales y contenia 14 atomos de deuterio; por lo tanto,
produjo un conjunto de picos en forma de campana debido a la presencia de
varios isotopdmeros con un maximo a m/z 267, correspondiente al m/z de la
molécula nativa mas 14 deuterios. El 4cido graso 16:1n-9d fue sintetizado en el
laboratorio y contenia 27 atomos de deuterio (en todos los atomos de hidrogeno
ligados a carbonos saturados); por lo tanto, produjo un conjunto de picos en
forma de campana con un maximo a m/z 277, es decir, la m/z de la molécula
nativa de 16:1 mas 27. La sefial producida por el 16:1 nativo fue muy diferente,
mostrando un maximo en m/z 253, permitiendo asi una clara diferenciacion entre

las diferentes especies.
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Fig. IV.2.,5. Deteccion de isomeros 16:1 por espectrometria de masas. Se inyectaron
directamente en el espectrometro de masas el 16:1n-7 deuterado (A), el 16:1n-9 deuterado (B)
y el 16:1 natural (C) y se determinaron sus espectros m/z. Los m/z de los iones mas abundantes
estan resaltados en rojo.

Se incubaron las células con 16:1n-7d o 16:1n-9d durante 1 h antes de ser
estimuladas durante 1 h. Los dcidos grasos deuterados exdgenos se incorporaron
y distribuyeron en los fosfolipidos de una manera muy parecida a la de los acidos
grasos endogenos (Fig. IV.2.6.). Tanto para 16:1n-7d como para 16:1n-9d, se
observd que la estimulacion celular promovia la pérdida de 16:1 de PC,
perdiéndose cantidades similares de ambos acidos grasos. Esto es andlogo a lo
encontrado previamente para el 16:1 endogeno, confirmando asi la validez de
este enfoque metabolipiddmico y, a su vez, proporcionando mas prueba de que
la liberacion estimulada de 16:1 no es especifica de los isémeros. Es importante
sefialar que se pudo detectar un aumento pequeto, pero claramente significativo,
en los niveles de la especie PI(18:0/16:1), que contiene 16:1n-7 o 16:1n-9 (Fig.
IV.2.6.). Estos resultados demuestran que parte del 16:1 liberado del PC se

transfiere a PI durante la activacion por receptor en los macréfagos.

Pdgina | 129



2. Los macrofagos peritoneales de raton liberan dcidos grasos antiinflamatorios como el dcido
palmitoleico y sus isomeros

100 14 * ]
80 L * A 12 B‘_
L - 10 | —
60 | 1 st E
401 % 1 o X 3
“f Wi 3 0 il
: i 2p 0 il
0 ﬂi ﬁ; ni 0 L i HI 1
=) =) =) =) =l = = =) = =)
- ~ & 'T ~ @ B S @ <
c c c c c [ c c c ey
— & & & & ¢ & & kb & &
M © © N b e S o N b e
1 S =t S 3 S S et 3 3 3
- o 0o o O O o 0 S O O
m o o
- 20 2,5
E 15'_ C_ 2,0 - D_
— o 15 - -
L 10} 1 ot 1
e L ] 10 -
S i I 7ooof ﬂl ‘
o 0 nii [l 0,0
= <) <) =l <) =) =) = =) =) =
ST Y % % $ % 3 3 9
W = = S = S S = S S =
o ) o ) ) © %) © ) %)
=
— — — — — — — — — —
S S N = S S S N = S
hat - ) ) N’ ) - ) ha) ha)
E L [a L L L L o L 1] L
\-:I o o
25 61 _
20 b 5r F
15 g? ]
o} :f -:
5t 1 ]
0 0

k=]

-~

~

PI(18:0/16:1n-7d) —
m

P R BT R

PI(18:0/16:1n-0d) e

PI(16:0/16:1n-7d) %

—~
~
c
—
©
-
-
[o0]
—
o

PI(20:4/16:1n-7d) E};
PI(18:1/16: 1n-9d) ——"

PI(20:4/16:1n-9d) %

Fig. IV.2.6. Analisis de las especies de fosfolipidos que contienen acidos grasos deuterados
16:1. Las células fueron incubadas con 16:1n-7 deuterado (columna izquierda, paneles A, Cy
E) o 16:1n-9 deuterado (columna derecha, paneles B, D y F) (10 uM, 1 h). Después de lavar
extensamente las células para eliminar los acidos grasos no incorporados, las células fueron o
bien no tratadas (barras abiertas) o tratadas con manano mas laminarina (0,5 mg/ml cada una,
1h). Las diversas especies deuteradas se determinaron por LC/MS. Los resultados se muestran
como media * error estandar (n=6). * p < 0,05, significativamente diferente de las células no
tratadas.
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2.6. Sintesis de FAHFA conteniendo 16:1

En trabajos recientes se ha descrito en células de mamiferos la existencia de
una nueva familia de lipidos que consiste en un 4cido graso esterificado al grupo
hidroxilo de un acido graso hidroxilado (FAHFA, del inglés fatty acid esters of
hidroxy fatty acids), con propiedades antidiabéticas y antiinflamatorias (201).
Dado que se ha demostrado que el 16:1 es uno de los dcidos grasos constituyentes
de los FAHFAs, se busco la posible presencia de FAHFAs que contengan el 16:1
en los macréfagos activados. Se detectaron tres especies de este tipo en las células
en reposo: los ésteres del acido hexadecenoico con acido hidroxihexadecenoico
(16:1/OH-16:1), hidroxipalmitico, (16:1/OH-16:0) e hidroxiestedrico (16:1/OH-
18:0) (Fig. IV.2.7.). Es importante sefialar que este ultimo aumentod claramente al
activarse los macrofagos, lo que indica que parte del 16:1 liberado durante el
proceso de activacion se utiliza para formar compuestos de los que se sabe que

poseen actividad antiinflamatoria.

3,00 T T T T T T T
*
*
2,75 F — 9
S 16:1/0H-16:1
3 250F —@— 16:1/0H-16:0
< —¥— 16:1/0OH-18:0
T
< %[
w [ ]
1,00 | ‘_’4/. .
0,50 F i
[ 1 1 1 1 1 1 1 |
0 2 4 6
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Fig. IV.2.7. Identificacién de las FAHFA derivados del 16:1. Las células fueron estimuladas
con manano mas laminarina (0,5 mg/ml cada una) durante los tiempos indicados. Los FAHFAs
con contenido de 16:1 fueron determinados por LC/MS. Se detectaron tres especies: 16:1/OH-
16:1 (cian), 16:1/OH-16:0 (azul) y 16:1/OH-18:0 (azul oscuro). Se muestra un experimento
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2. Los macrofagos peritoneales de raton liberan dcidos grasos antiinflamatorios como el dcido
palmitoleico y sus isomeros

representativo, y los datos se expresan como valores medios + de tres réplicas individuales. *
p < 0,05, significativamente diferente de las células no estimuladas.
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3. LA MOLECULA DE FOSFATIDILCOLINA QUE CONTIENE
ISOMEROS DE 16:1 REDUCE LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN
MACROFAGOS DE RATON

3.1. El LPS aumenta la remodelacion de 16:1n-9
de PC a otras clases de lipidos

Los resultados anteriores, junto con otros resultados del laboratorio, describen
que el grueso de los acidos grasos hexadecenoicos, con un perfil similar en
macrofagos peritoneales de raton (Fig. IV.2.1.) y en la linea celular macrofagica
murina RAW264.7 (106), esta esterificado en una tnica especie de PC, que
contiene acido palmitico en la posicion sn-1, y acido hexadecenoico en la posicion
sn-2 (PC(16:0/16:1)). Como se ha observado en el apartado anterior, esta especie
disminuye notablemente cuando los macréfagos se activan con estimulos

inflamatorios, a la vez que aumenta la movilizacion de acido hexadecenoico libre.

Para comprender mejor la influencia del contenido de 16:1 en PC en su efecto
biologico, se desarrollo la sintesis en escala de gramos de PC(16:0/16:1) sustituido
por los isdmeros de 16:1 (16:In-7, 16:In-9, 16:1n-10). Esta ruta sintética
proporciond la cantidad necesaria de estos acidos grasos monoinsaturados
enantioméricamente puros (cis> 95%), para la sintesis de los tres isdmeros
contenidos en la posicidn sn-2 de la molécula PC(16:0/16.1). Se ofrece mas detalle

del procedimiento en el Capitulo IV 4.

Ya que enla Fig. IV.2.2.E se muestra que el LPS también produce una hidrolisis
de los PC que contienen 16:1, se quiso analizar como afecta este estimulo
bacteriano a la distribucion de 16:1 en diferentes fracciones celulares en
macrofagos incubados o no con PC(16:0/16:1n-9). Se utiliz6 la cromatografia de
gases acoplada a un espectrémetro de masas para analizar los diferentes acidos
grasos que componen los diferentes extractos lipidicos. Debido a que tiene un

perfil de &cidos grasos 16:1 similar al encontrado en los macréfagos peritoneales
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de ratdn y se puede disponer de altas cantidades de células de forma rapida para
la realizacion de los experimentos de espectrometria de masas, en estos

experimentos se utilizo la linea celular macrofagica de raton RAW264.7.

En la Fig. IV.3.1. se muestran los dcidos grasos que componen el extracto
lipidico total de las células con estos tratamientos, observandose que se produce
una incorporacion efectiva de los acidos grasos que forman la fosfatidilcolina
utilizada, tanto del 16:0 (ac. palmitico) como de 16:1n-9 (ac. hipogeico). Dado que
la tecnologia de GC/MS permite un analisis cuantitativo de estos lipidos, se ha
calculado que se produce una incorporacion efectiva de entre un 5-10% de la
cantidad del lipido que se incuba con las células. Por otra parte, no se observa
practicamente ningtin desplazamiento significativo de los demads acidos grasos
que contienen estas células tras la incorporacion de esta molécula, ni tampoco

tras la activacion celular con LPS.
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Fig. IV.3.1. Perfil de acidos grasos del extracto celular en respuesta a LPS. Las células
RAW264.7 fueron incubadas con o sin PC(16:0/16:1n-9) 100 uM complejado con BSA (3:1)
durante 24h y estimuladas con y sin LPS (200 ng/ml-6h). Control (blanco), PC(16:0/16:1n-9)
(rojo), LPS (negro), LPS + PC(16:0/16:1n-9) (granate). El extracto lipidico total fue analizado por
GC/MS tras la transmetilacion de los acidos grasos y la derivatizacion a derivados de sulfuro
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para distinguir los isomeros de 16:1. Los datos se muestran como media y las barras de error
representan el SEM (n = 3).

Para analizar la incorporacion de PC(16:0/16:1n-9) y la distribucion de 16:1n-9
en las diferentes clases de lipidos (PLs, TAG, DAG y CE) en respuesta a LPS, se
aislaron las fracciones de lipidos por cromatografia en capa fina y se analizo el
contenido del isémero 16:1n-9 por medio de GC/MS. Como se ha comentado
anteriormente, esta técnica nos permite realizar un andlisis de la distribucion del
acido graso 16:1n-9 de forma cuantitativa. Para analizar mejor la incorporacion
y la remodelacion de 16:1n-9 en respuesta a LPS, se analizo la distribucion (%)

del 16:1n-9 incorporado en las diferentes clases de lipidos.

La figura IV.3.2 muestra que las células acumulan este acido graso
preferentemente en los PLs (en torno al 95%), lo que tiene sentido, ya que el
PC(16:0/16:1n-9) se esta incorporando a las células como tal. Ademas, se
encontraron pequefios aumentos de este acido graso en lipidos neutros, aunque
se trata de cantidades muy bajas (DAG, TAG y CE). Cuando estas células son
tratadas con LPS se produce una pequena disminucién de la cantidad de 16:1
incorporado en PLs, viéndose aumentado en las demas clases de lipidos. Los

cambios sin embargo son muy modestos.
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Fig. IV.3.2. Remodelacién de 16:1n-9 en diferentes lipidos celulares en respuesta a LPS. Las
células RAW264.7 fueron incubadas o no con PC(16:0/16:1n-9) 100 uM complejadas con BSA
(3:1) durante 24h y estimuladas con LPS (200 ng/ml-6h) o ninguna. Se extrajeron las clases de
lipidos, separadas por cromatografia de capa fina (TLC). Los acidos grasos de diferentes
fracciones se transmetilan y derivatizan con dimetil disulfuro (DMDS). Estos aductos de 16:1n-
9 se midieron mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS).
% de aumento en cada clase de lipido respecto al total incorporado en cada condicién. 100% =
50 nmol aprox. Los datos se muestran como media y las barras de error representan el SEM (n
=3).

Dado que practicamente todo el PC(16:0/16:1n-9) se incorpora en la fraccion
de PLs, parecid interesante analizar el contenido de 16:1n-9 en las diferentes
clases de fosfolipidos. PI y PA no pudieron separarse con el método utilizado,
por lo que se muestran juntos. Como era de esperar, se observa una incorporacion
preferente en PC (aprox. 75%) entre estas clases de PL. Sin embargo, la cantidad
de 16:1n-9 también aumenta, aunque en mucha menor medida, en PE, PS, PI/PA
(Fig. IV.3.3). Este resultado indica que el acido graso 16:1n-9 podria ser
movilizado desde PC a otras clases de PL. En cuanto al efecto del LPS sobre la
distribucion de 16:1n-9 entre los PL, es interesante que la cantidad de este acido
graso contenido en el PI/PA aumenta muy significativamente cuando las células

enriquecidas con 16:1n-9-PC son estimuladas con LPS. Al mismo tiempo, hay una
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disminucion en la cantidad relativa de este acido graso en PC, lo que sugiere una

remodelacion del 16:1 de PC a PI/PA en respuesta al LPS.

mmm PC(16:0/16:1n-9)
mmmm | PS+PC(16:0/16:1n-9) |

75 ¢

% del total incorporado

PC PE PS PI-PA

Fig. IV.3.3. Remodelacion de 16:1n-9 en diferentes lipidos celulares en respuesta a LPS. Las
células RAW264.7 fueron incubadas o no con PC(16:0/16:1n-9) 100 uM complejadas con BSA
(3:1) durante 24 h y estimuladas o no con LPS (200 ng/ml-6 h). Se extrajeron las clases de
fosfolipidos, separados por cromatografia de capa fina (TLC). Los acidos grasos de diferentes
fracciones se transmetilan y derivatizan con dimetil disulfuro (DMDS). Estos aductos de 16:1n-
9 se midieron mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC/MS). Aumento
de la cantidad total de 16:1 respecto al control o LPS = 100% (25 nmol aprox.). Los datos se
muestran como media y las barras de error representan el SEM (n = 3. * = p<0.05, ,
significativamente diferente de las células no estimuladas.

Para distinguir si el aumento mediado por LPS en 16:1n-9 ocurre en PI o PA o
en ambos, las especies que contienen 16:1 en diferentes clases de PLs se
analizaron los fosfolipidos por LC/MS utilizando el modo de reaccion multiple
para su identificacion. En consonancia con los datos de GC/MS, se encontré un
aumento en las especies de PC que contienen estos isdomeros cuando los
macréfagos RAW264.7 fueron incubados con PC(16:0/16:1n-9) (80% aprox.),

encontrando también niveles mds bajos en las otras clases de PLs.

Como se muestra en la figura IV.3.4,, el LPS redujo la cantidad 16:1-PC
mientras que aumento los niveles de 16:1 en el PI, lo que sugiere que se esta

produciendo una remodelacién de 16:1 principalmente hacia PI. Otras clases de
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fosfolipidos, incluyendo PS y PA aumentan también con la activacion de las
células por LPS aunque dicho aumento es muy modesto. Estos resultados
demuestran que el LPS, al igual que ocurre con el zimosan, aumenta la
remodelacion de 16:1 de PC fundamentalmente a PI, sugiriendo un posible papel

para el 16:1-PI en el proceso inflamatorio.
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Fig. IV.3.4. E1LPS promueve la remodelacion de 16:1 de PC a PI. Las células RAW264.7 fueron
incubadas o no con PC (16:0/16:1n-9) 100 uM complejado con BSA (3:1) durante 24 h y
estimuladas con LPS (200 ng/ml-6 h) o ninguna. Distribuciéon de la incorporacién de las
especies de 16:1 en las diferentes clases de fosfolipidos (PC, PI, PE, PS y PA) detectados LC-
MS. 16:1 aumentado total frente a control o LPS = 100%. Los datos se muestran como media y
las barras de error representan el SEM (n = 3). * = p<0.05, significativamente diferente de las
células no estimuladas.

3.2. El 16:1 contenido en PC reduce la respuesta
inflamatoria en los macrofagos RAW264.7

El objetivo de este parte del estudio es determinar si las especies de PC que
contienen 16:1n-7, 16:1n-9, o0 16:1n-10 como uno de los sustitutos de los acilos en
la posicion sn-2, son también moléculas bioldgicamente activas que dan cuenta

del efecto antiinflamatorio del acido graso.
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Para comprobar si las especies de PC que contienen los isomeros de 16:1:
(PC(16:0/16:1n-7), PC(16:0/16:1n-9) y PC(16:0/16:1n-10)), y otros compuestos con
composicion quimica similar (PC(16:0/18:1n-9) y PC(16:0/16:0)), tienen actividad
bioldgica por si mismas, se analizo la expresion de los genes proinflamatorios (116
y Tnfa) en células RAW264.7 enriquecidas con estos lipidos y estimuladas con

LPS.

Estos datos revelaron que los niveles de expresion de 116 y Tnfa después de la
exposicion de LPS estan significativamente disminuidos en las células
previamente incubadas con los isomeros de PC(16:0/16:1), en comparacion con

PC(16:0/18:1n-9) y PC(16:0/16:0), que no ejercen ningun efecto (Fig. IV.3.5).
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Fig. IV.3.5. PC(16:0/16:1) reduce la expresion de las citoquinas inflamatorias. Las células
RAW264.7 fueron incubadas o no con 100pM durante 24h con los diferentes PCs complejados
con BSA(3:1) y estimulados con 200ng/ml de LPS durante 6h. La expresion de I1-6 (A) y Tnf-a
(B) fue analizada por RT-qPCR. Los datos se muestran como media + barras de error
representan el SEM (n = 3). * = p<0,05; ** =p<0,01; ** =p<0,005, significativamente diferente de
las células no tratadas con los PC.

Tratando de caracterizar este efecto antiinflamatorio observado de

PC(16:0/16.1n-9), se evalud la expresion de 1l6 modificando la dosis y el tiempo
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de incubacion con este lipido (Fig. IV.3.6). Se puede observar que la disminucion
de la expresion de esta citoquina alcanza un maximo a una concentracion de 100
UM reduciendo la expresion hasta un 70%. Por otro lado, entre 12-24 horas de
preincubacion fueron suficientes para reducirlo en un 60% aproximadamente de

forma estable.
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Fig. IV.3.6. Evaluacion del PC(16:0/16:1) en respuesta a LPS. A) Induccion de II6 en respuesta
a 6 h de LPS en células previamente incubadas con las concentraciones indicadas de
PC(16:0/16:1n-9) durante 24 h. Los datos se muestran como % de induccidn respecto a la
condicion sin preincubacion. B) Tiempo de incubacion con PC(16:0/16:1n-9) antes de la
estimulaciéon con LPS durante 6h. La expresion de [l6 fue analizada por RT-qPCR
(100%=tratamiento con LPS). Los datos se muestran como media y las barras de error
representan el SEM (n = 3).

Para comparar si el efecto antiinflamatorio también se produce con otros
estimulos, tanto dependientes de receptor (zimosan opsonizado y LPS) como no
dependientes (PMA e ionoforo A23187), se examinaron los niveles de II6 en
células tratadas con los tres isomeros de PC(16:0/16:1) y expuestas a estimulos
inflamatorios ampliamente utilizados. Los niveles de mRNA de las citoquinas
disminuyen notablemente en las células tratadas con los fosfolipidos que
contienen los isémeros para todos los estimulos examinados (Fig. IV.3.7). En
conjunto, estos datos demuestran que la respuesta inflamatoria de los
macréfagos RAW264.7 estd disminuida debido al tratamiento previo con las
fosfatidilcolinas que contienen los isomeros de 16:1 en la posiciéon sn-2 y es

independiente del estimulo inflamatorio utilizado, acttie o no via receptor.
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Fig. IV.3.7. Los isomeros de PC(16:0/16:1) poseen propiedades antiinflamatorias ante
diferentes estimulos relacionados con la inflamacién. Las células fueron tratadas con
PC(16:0/16.1) 100uM durante 24h y expuestas durante 6h a estimulos inflamatorios (PMA (100
ng/ml) + iondforo A23187 (1 umol/ml), zimosan ops (500 pg/ml) y LPS (200 ng/ml). La
expresion del IL-6 fue analizada por RT-qPCR. Los datos se muestran como media y las barras
de error representan el SEM (n = 3). Los valores de p por la prueba t de Student son los
indicados. *** =p<0,005, significativamente diferente de las células no tratadas con PC.

3.3. PC(16:0/16:1n-9) reduce 1la translocacion
inducida por LPS de la subunidad p65 de NF-xB
al nucleo

Los genes proinflamatorios analizados anteriormente estan bajo la regulacion
transcripcional de NF-«B. Por lo tanto, se examin6 si PC(16:0/16:1n-9) inhibe la
activacion por el LPS a través de la via NF-«B. Para ello se utilizé una tincion de
la subunidad p65 (color rojo) y los ntcleos (color azul) donde el indice de
translocacion se calcula como resultado de la cantidad de pixeles p65 que

colocalizan con el color azul del ntucleo. Los resultados muestran que la
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incubacién con PC reduce de manera importante la translocacién de p65
inducida por el LPS al ntcleo (Fig. IV.3.8.) Curiosamente, este efecto también se
observa incluso en ausencia del estimulo. Estos resultados demuestran que

PC(16:0/16:1n-9) ejerce el efecto antiinflamatorio al disminuir la activacion de NF-

kB.
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-
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Fig. IV.3.8. PC(16:0/16.1n-9) inhibe la translocacion nuclear inducida por LPS de NF-kB. A)
Las células RAW264.7 fueron pretratadas o no con 100 uM durante 24 h con PC(16:0/16:1n-9)
complejado con BSA(3:1) y estimuladas o no con 200 ng/ml LPS durante 6h. Las células se
incubaron con un anticuerpo anti-p65, seguidos de un anticuerpo secundario policlonal anti-
conejo (rojo) y una tincion de nticleo con DAPI (azul). La localizacion subcelular de la p65 y la
DAPI se visualizd por microscopia confocal y su colocalizacién esta representada en color
blanco. Las imagenes son representativas de tres experimentos a 1h de estimulacién. B) El
curso temporal de la translocacion nuclear de p65 se determino por microscopia confocal (100%
= translocacioén nuclear en las células no preincubadas (control)). Control (gris), LPS (negro),
PC(16:0/16:1n-9) (rojo) y LPS+ PC(16:0/16:1n-9) (granate). Los datos se muestran como media y
las barras de error representan el SEM (n =3). * = p<0,05; ** =p<0,01, significativamente diferente
de las células no pretratadas con el PC.
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4. SINTESIS QUIMICA DE LOS DERIVADOS DE 16:1

Debido a que los isomeros de los fosfolipidos PC(16:0/16:1) y los acidos grasos
marcados isotopicamente no se encuentran disponibles comercialmente, se
procedio a elaborar una ruta sintética efectiva y sencilla para realizar los estudios

biologicos correspondientes que se detallaron en los capitulos precedentes.

Para poder elaborar la sintesis quimica de los PCs se parti6 de los componentes
que lo forman, como son los dos acidos grasos y la glicerofosfocolina. Debido a
que no se encuentran disponible los isomeros 16:1 en escala de gramos para
poder llevar a cabo la sintesis de los PC, primero se llevo a cabo la sintesis de
estos tres isomeros de los acidos grasos 16:1 (16:1n-7, 16:1n-9 y 16:1n-10) y del

16:1n-9 deuterado.
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Fig. IV.4.1. Esquema sintesis de los isomeros PC(16:0/16:1)

Los isdmeros 16:1 no comerciales se prepararon utilizando una estrategia
sintética que utiliza la reaccion de Wittig (241), a partir de un oxo-fragmento y
una sal de bromuro de trifenilfosfonio (sal de Wittig), para formar un doble
enlace con estereoquimica cis (~95%) y una posterior saponificacion para obtener
los compuestos deseados. La reaccion de Wittig proporciona la flexibilidad para

preparar estos dacidos grasos con diferentes posiciones del doble enlace,
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modificando simplemente la longitud de la cadena de carbono en cada fragmento

utilizado (241).
o Br 0
= o
+ BhE E.LO, N
Br OEt —_— o & -
3 CH.CH |, r=flun. i 3 T o
= 16109 It
C=.L0; LiOH HC1
OFt - — - OH
CH.CL , 80°C on. : MEOHH.O '

9% CI8
Esquema IV.4.2. Sintesis de los acidos grasos 16:1
Para poder obtener los isomeros PC(16:0/16:1) en los que los acidos grasos 16:1

se encuentran en la posicion sn-2, fue necesario comenzar con la
glicerofosfatidilcolina, en el que el 4acido palmitico se introdujo
regioselectivamente en la posicion sn-1 mediante el uso de catalizador
organoestannico (242). Para mejorar el rendimiento de la reaccion, el acido
palmitico se modificé previamente a un haluro de acido para aumentar su
reactividad. Una vez obtenida el lisoPC(16:0), la esterificacion de los isémeros
16:1 en la posicion disponible se llevo a cabo de manera similar a la descrita aqui
(243), pero aumentando la productividad y reduciendo el tiempo de las
reacciones mediante el uso de un bafio de ultrasonidos durante el desarrollo de

la reaccion (244).

N T .
DN S S g H ~ ”
LA VS g VPN G G

o Ultrasounds,6h

Esquema IV.4.3. Sintesis de los PC(16:0/16:1)
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4.1. Sintesis del acido graso (Z)-7-hexadecenoico
(16:1n-9):

La sintesis de los isdmeros de 16:1 utilizados en los experimentos anteriores se
ha abordado a través de la unién de dos fragmentos de la cadena carbonada que
componen el acido graso, el resultado de esta union produce la formacion del
doble enlace. Para ello se ha utilizado la denominada reaccion de Wittig entre un
iluro de fésforo y un grupo carbonilo del otro fragmento que formara la

estructura carbonada del acido graso (241).

El primer paso se trata de la formacion del iluro de fésforo a partir del 7-

bromoheptanoato de etilo que se encuentra comercialmente disponible.

O O

+ PPhs /V\A)J\ —
Br/\/\A)J\O/\ *PhgP o ™

Esquema IV.4.4. Formacion de la sal de Wittig

Un paso clave fue la utilizacion de trifenilfosfina anhidra, ya que en presencia
de humedad la reaccién no ocurre de manera exitosa, por lo cual, debe ser
sometida a un proceso de deshidratacion a través de una bomba de vacio antes

de ser utilizada.

Se trata de una reaccion concertada que ocurre a través de un ataque
nucleofilico del &tomo de fosforo de la trifenilfosfina sobre el &tomo de carbono
enlazado al bromo, produciendo la sustitucién y, por tanto, la formacion del

bromuro de fosfonio correspondiente.

Q@/\Er/wio/\ ] NN NN

PhsP
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Esquema IV.4.5. Ataque nucleofilico de la fosfina al atomo de carbono bromado.

Debido a que en la reaccion se anade trifenilfosfina en exceso, lo que ha
quedado sin reaccionar ha de ser eliminado. El proceso mas efectivo para llevarlo
a cabo es disolver la masa de reaccion en MeOH. La sal se disuelve, mientras que
la mayor parte de la trifenilfosfina precipita, por lo que puede separarse por

filtracién.

En los espectros de esta reaccidon se ha observado la presencia de una mezcla
de los ésteres etilico y metilico. Esto se produce debido a una transesterificacion
durante la cromatografia utilizada para la purificacion del compuesto, en la cual,
se utiliza silica-gel como fase estacionaria y el metanol en la fase movil. La
formacién del bromuro de fosfonio mediante este método alcanza altos

rendimientos, proximos al 94%.

La sal de fosfonio obtenida se trata in situ con una base para deprotonar el
atomo de carbono que se encuentra unido a la trifenilfosfina, formandose asi el

iluro de fésforo correspondiente.

El iluro de fésforo se hizo reaccionar con un aldehido de la longitud deseada,
en este caso, con nonanal para obtener el doble enlace. Esta reaccion transcurre
a través de un ataque nucleofilico del &tomo de carbono negativo del iluro sobre
el atomo de carbono carbonilico del aldehido. Como resultado, se forma un
intermedio en el cual, el &tomo de oxigeno ataca al atomo de fdsforo de la
trifenilfosfina, dando lugar a un intermedio ciclico derivado del oxafosfetano.
Por ultimo y a través de una B-eliminacion, se libera dxido de trifenilfosfina y se

forma el doble enlace deseado.

Pagina | 147



4. Sintesis quimica de los derivados de 16:1

(O
WY
_/—\-'-
0 O  PPhg O

+/_\/\/\)J\
ph3p O/\ > WO/\

OPPh3 + WO/\

Esquema IV.4.6. Representacidon del mecanismo de la reaccion de Wittig.

Para este paso se ha observado que la calefaccion de ambos fragmentos en
presencia de carbonato de cesio conduce al (Z)-alqueno con un rendimiento
superior al 80%. El uso de carbonato de cesio como base permite simplificar la
reaccion, ya que evita el empleo de amiduros de litio o bases mas fuertes junto
con un medio anhidro. El doble enlace formado se encuentra en configuracion Z
(cis) debido a que el iluro de fosforo del que se parte no se encuentra estabilizado
por resonancia electronica. En este paso, se sigue teniendo mezcla del éster etilico
y metilico, pero esto no es un problema, ya que en la saponificacion posterior se

formara el acido carboxilico.

Para la separacion del acido graso formado en la saponificacion, se procede a
una extraccion liquido-liquido donde se logra aislar mediante la acidificacion del
medio, quedando el compuesto deseado en la fase organica y todas las sales

formadas durante el proceso en la fase acuosa.
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1.LIOH o
_2Hd
W -
I\/IeOH/H 0 HO
5 7

Esquema IV.4.7. Saponificacion del éster metilico.

4.2. Sintesis del acido graso (Z)-6-hexadecenoico
(16:1n-10)

La sintesis del acido graso (Z)-6-hexadecenoico fue abordada de forma
andloga a la sintesis del 4cido (Z)-7-hexadecenoico, empleando 6-
bromohexanoato de etilo y decanal como reactivos de partida, que se encuentran

disponibles comercialmente.

1.PPh,
2KCO

I
/\ /\@ PPh, n,

ﬁ CH
1. H/\(\/)Ss
l 2.C,C0,
CH,Cl,
o Mot
| cH, 2 N N /\@/—\@
HO

4 8
Esquema IV.4.8. Ruta de sintesis del acido 16:1n-10.

4.3. Sintesis del acido graso (Z)-9-hexadecenoico
(16:1n-7)

Dada la falta del halogenuro de éster comercial para la formacién del 4cido

(Z)-9-hexadecenoico (16:1 n-7), se tuvo que considerar una ruta de sintesis mayor
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partiendo desde reactivos mds simples para poder formar los compuestos de

partida analogos a los anteriores, en este caso del 1,9-nonanodiol (245).

Para ello, el primer paso de la sintesis del halogenuro de ester es la
monohalogenacion del dialcohol. Debido a que se empled un sistema de
extraccion por el método Dean-Stark, que permite la separacion de la fase donde
se encuentra el monohalogenado del sistema de reaccion, no se lleg6 a formar el
producto dihalogenado, permitiendo asi que el rendimiento de la reaccion

pudiese alcanzar el 97%.

ANNANANANAAN HBI'
toluene

Esquema IV.4.9. Halogenacioén del 1,9-nonanodiol .

Una vez obtenido el alcohol, se procedio a la oxidacién de este grupo funcional
a un grupo acido, que serd el que se convierta posteriormente en el ester de
bromuro, que es el analogo a los empleados para la sintesis de los 4dcidos 16:1n-9
y 16:In-10. La oxidacion mas efectiva empleada para esta reaccion fue la
oxidacion cromica tipo Jones, que, seguida de un proceso de extraccion acido-

base, dio lugar a rendimientos de hasta un 92%.

CrO3,H2S04 O
HO/\/\/\/\/\Br - HO”\/\/\/\/\BI-
acetone

Esquema IV.4.10. Oxidacién del 9-bromo-1-nonanol.

Para esterificar el dcido se emplea metanol con cloruro de acetilo como
catalizador. Se ha escogid el uso de metanol con el fin de obtener ésteres metilicos,

y asi evitar formar mezclas de productos en reacciones posteriores. La reaccion

Pdgina | 150



Capitulo IV.-. Resultados

transcurrio de forma rdpida y sin la formacion de subproductos, con

rendimientos de hasta el 94.5%.

JO]\/\/\/\/\ H3—>C/lk0| H,;C T
'u\/\/\/\/\
HO Br >0 Br
MeOH

Esquema IV.4.11. Metilacion del acido 9-bromononanoico.

El resto de la ruta sintética transcurrié de forma andloga a las sintesis de los
otros dos isdmeros, mediante la formacion de la sal de fosfonio seguida por la
reaccion de Wittig y, finalmente, la saponificacion del éster para obtener el acido

graso 16:1n-7.

1.PPh,
2.K,CO,

H5C ﬁ Br — > ﬁ
3 \O/\é% CH.CN HsC g /\@PP% ar

8

Esquema IV.4.12. Sintesis la sal de fosfonio.

1. A@y

2.c,co, ©

i iy ﬁ
HaC /\Qpphs Br HaC CH

Esquema IV.4.13. Reaccién de Wittig.
1.LiIOH

0
2. HCI
/\W—\Q/ — CH
I\/IeOH/H (0] HO
8 4

Esquema IV.4.14. Sintesis del (Z)-9-hexadecenoico.
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4.4. Sintesis del acido graso 16:1n-9 deuterado

Dado que los &cidos grasos marcados isotopicamente permiten el seguimiento
de la molécula de forma inequivoca en los diferentes extractos celulares con

técnicas como el HPLC/MS y GC/MS.

Para sintetizar de este dcido graso marcado con deuterio se sigue una ruta
sintética muy parecida a la del 4cido graso, pero los productos iniciales que se
utilizaron en este caso fueron tratados en un proceso de deuteracion (Esquema
IV.4.14). Para ello se trataron los compuestos iniciales en un reactor a altas
presiones y temperaturas con agua deuterada, permitiendo asi el intercambio de
los Hidrogenos de las cadenas hidrocarbonadas con los deuterios del agua en

presencia de un catalizador Pd(C) (246).

i 9 H o H
\MHKH* W@ — \/\/\/\ \/\)k
- MeO' PPh,
=]
Br

Esquema IV.4.15. Esquema de sintesis del acido graso 16:1 deuterado.

Los primeros ensayos se realizaron con dcido pimélico (acido heptanodioico),
que se trata de un compuesto dicarboxilico que permite una mayor deuteracion
debido a la acidez provocada por la presencia de estos grupos funcionales, y una
mezcla NaOD/D:0Oy Pd(C) 10%. La temperatura de trabajo se fijo en 220 ‘Cy una
presion de 20 bares. Después de tres dias de reaccidn se obtuvo un porcentaje de
deuteracion diferente segtiin el dtomo de carbono considerado. Dado que los
carbonos en a respecto al grupo carboxilo tienen una mayor acidez, se produce
un mayor intercambio por deuterio superando el 80%, mientras que en el resto

de atomos de carbono el intercambio fue inferior al 10%. El siguiente paso fue
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aumentar la temperatura hasta 260 °C y con ello la presion (27 bar). En estas
condiciones y después de tres dias se obtuvieron porcentajes de intercambio
superiores al 70%, por lo que fue necesario repetir el proceso con el producto
parcialmente deuterado obteniéndose finalmente el dcido [Di]pimélico con un

porcentaje de intercambio H/D superior al 90%.

1. NaOD / Pd(C) 10% /
0 0 0 D, D,

O
D>0 / 260°C

2. HCI, 3M D, D, D,

Esquema IV.4.16. Deuteracion del acido pimélico.

Para lograr la transformacion de este diacido en la sal de fosfonio fue necesario
diferenciar ambos grupos carboxilicos, para ello se formé su anhidrido
correspondiente mediante el uso de calefaccion en anhidrido acético.
Posteriormente se realizo la apertura de este anhidrido con el uso de metanol a

reflujo obteniéndose el monoester.

)Ol\ 82 gz i 1. Ac)O. A )Oj\ 82 82 )Oj\

AN AN —_— AN AN

HO™ ~E” " 7 ~e” “OH S omomar HO™ ~gro~g~Y~g~ otk
D, D, D, s D, D, D,

Esquema IV.4.17. Formacion del monoester de acido.

El monoester fue convertido en [Dio]7-hidroxiheptanoato de metilo por
reduccion con borano dimetilsulfuro en THF anhidro con objetivo de formar
posteriormente su halogenuro correspondiente. Debido al elevado coste del
derivado de borano deuterado y dado que los ensayos que se pretenden realizar
con el acido graso final son también alcanzables con un grado menor de

intercambio H/D, se optd por realizar esta reaccion utilizando este reactivo sin
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deuterar, obteniéndose que los hidégenos que se unen al carbono reducido a
alcohol.
) D D )
2 2 1. (CH3)2S-BH3
/u\ /C\ /C /u\ ( 3)2 : )k

~ P HO
D, 82 82 OCH, 2. HCl IM D, D, D,

Esquema IV.4.18. Reduccion del grupo acido.

El compuesto obtenido se transformo en el [Di0]7-bromoheptanoato de metilo
debido a la bromacion producida tras hacerlo reaccionar con CBrs/PPhs (247).
Este proceso permitio aislar el compuesto mediante destilacién con excelentes

rendimientos (91%).

HH D D, o CBry / PPhs HH D, D, O
~C~-Cx )k R )K ~CunrCu )’l\

C C C OCHj Br C C C OCHj

D, D, 2 DCM D, D, D

¥

HO

Esquema IV.4.19. Bromacion del alcohol.

Una vez obtenido el halogenuro de éster, que se trata del compuesto inicial
para los otros acidos grasos sintetizados, se procedidé de forma andloga para
obtener la sal de wittig. Obteniéndose en este punto de uno de los dos fragmentos

necesarios para la obtencién del acido [D2r](Z)-7-hexadecenoico.

HH b, b, © 1.PPh3/K2CO3/CHsSCN  _HH b, D, ©

r C C
BVXC/C\C/C\C)J\OCHs 2. Cromatografia ~ Phs 8/ TR

D, D, D, 5,0 2 D D
r

Esquema IV.4.20. Sintesis de la sal de fosfonio.

El otro fragmento se prepard a partir de dcido nonanoico. La reaccion de
intercambio H/D transcurrio con excelentes rendimientos, tanto quimico como

en el intercambio H/D. La aplicacion de las condiciones empleadas en el caso del
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acido pimélico, también son satisfactorias para el caso del acido nonanoico. Al
igual que en el caso del acido pimélico fue necesario un tiempo de reaccion de 6

dias para obtener un grado de intercambio H/D superior al 80%.

o 1. NaOD / Pd(C) 10% / &
D;0/260°C D B B
HO/U\/\/\/\/ - i » HO)I\C/C\C/C\C/C\C/CDS
2. HCL 3M D, D, D, D,

Esquema IV.4.21. Deuteracion del acido nonanoico.

El &cido carboxilico de este compuesto fue facilmente reducido al alcohol por
reaccion con LiAlH4, con un rendimiento del 90%. Como se hizo en el caso de la
reducciéon anterior (Esquema 1V.4.17), se optd por el uso de un reductor no

deuterado para obtencion del alcohol (248, 249).

O Dz Dz D2 1. LIAIH.;/ TPIF» H H D2 DZ D2
HC)/U\C’C\C/C\C’C\C’CD3 2. NaOH / H>O HO*C’C\C’C\C’C\C’CD:
Do D, D; D D, D, D D

Esquema IV.4.22. Reduccién del acido nonanoico[D17].

Por ultimo, la oxidacion del alcohol a [Di7]nonanal, fue posible por tratamiento

del alcohol con PCC, obteniendo el aldehido con un rendimiento del 48%.

HH D D, D PCC / Silica gel o D, D; D;
HO*C/C\C/C\C/C\C/CDS - HJI\C/C\C/C\C/C\C/CD:!
B2 B B B CHCly. 0°C b, D, D, D,

Esquema IV.4.23. Formacion del nonanal [D17].

Como se ha comentado anteriormente la preparacion del acido (Z)-7-
hexadecenoico es posible por reacciéon entre nonanal y el bromuro de (7-metoxi-
7-oxoheptil)trifenilfosfonio en medio basico. Una vez completada la reaccién, la

eliminacién de las fracciones insolubles por filtracién permite aislar el éster
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monoinsaturado, que tras el proceso de saponificacion correspondiente se

obtuvo el 4cido graso 16:1n-9 marcado isotopicamente con deuterio.

5 )Le /) F’F’ha )Le />C03 Dcf;Cc(; 3CN = )Lf j)_% /)003

Refluio

o)
H H 1. LIOH/H:0/MeOH__
S, — CD, CD,
0 c c 2 HCI IM
Dz/ Da/7 D2

Esquema IV.4.24. Sintesis del acido graso 16:1n-9 deuterado.

4.5. Sintesis de los fosfolipidos: PC(16:0/16:1n-9),
PC(16:0/16:1n-7) y PC(16:0/16:1n-10).

Para poder realizar la sintesis de los fosfolipidos de interés diferentemente
sustituidos, se parte del fosfolipido sin sustituir que estd disponible
comercialmente. Para permitir la reaccion selectiva en la posicion sn-1 se hace
reaccionar con el dxido de estano, que permite formar un complejo que fomente

la incorporacion del dcido graso que se quiera introducir en esta posicion (250).

Previa a la reaccion de formacion del organoestannano, se necesita sintetizar
el cloruro de 4cido palmitico para formar el fosfolipido intermedio. La formacion
del cloruro de acido tiene lugar de forma rapida al calentar 4cido palmitico en
presencia de cloruro de tionilo sin la necesidad de emplear disolvente. El

producto se purifica destilandolo a presion reducida.

El organoestannano se obtiene por calefaccion de la glicerofosfocolina con
oxido de dibutil estafio (DBTO) en isopropanol, y, sin aislarlo retirarlo del medio

de reaccidn, se produce la adicion del cloruro de acido en presencia de
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trietilamina (TEA), logrando asi la incorporacion del acido palmitico de forma

regioselectiva en la posicion sn-1 (242).

9] Q
soCl;
—_— + 0, + HCl
RO 14 cl 14

2’-, Bu MeOH, raflux / .-"» 0
: 0 4 _ : g 0
R/ Jf\o/\/N\ . >Sni0 —_ - Z |
_0

DCM, reflux

Esquema IV.4.25. Sintesis de 1-palmitoil-2-liso-glicerofosfocolina.

Una vez que se ha obtenido el fosfolipido intermedio, se procedié a introducir
los distintos acidos grasos sintetizados en la posicion sn-2. La reaccion entre la
monoacilcolina y el 4cido graso se realizO en presencia de N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 44-dimetilaminopiridina (DMAP) en
condiciones de atmosfera inerte y ausencia de luz, seguido de extracciones con
KHSO: saturado, finalizando con una cromatografia en columna. Posteriormente
la reaccidn se optimizd utilizando un bafio de ultrasonidos como medio de la
reaccion en las mismas condiciones, lo cual aumenta mucho el rendimiento de la

propia reaccién y en mucho menos tiempo (de 72 h a 6 h de reaccion) (244).

o o
o oH ﬁ 7 5 “OH ’ 5N ﬁ
H o, H
: o—FP + H
~N NN ———————— : o—+p
W R/ o/ © AN DCC, DMAP w R/ /\o/\/‘N<
© - Ultrasonidos,6h IS _0

Esquema IV.4.26. Sintesis del fosfolipido final PC(16:0/16:1)
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Capitulo V.- Discusion
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1. LOS LIPIDOS NEUTROS NO SON UNA FUENTE DE ACIDO
ARAQUIDONICO EN MONOCITOS HUMANOS ESPUMOSOS

Las células de la inmunidad innata, como los monocitos circulantes de la
sangre, contienen grandes cantidades de AA que puede movilizarse en diversas
condiciones fisiopatologicas (51). Este acido graso puede metabolizarse en un
numero relativamente alto de metabolitos oxigenados, llamados colectivamente
eicosanoides, por cuatro vias principales: la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, el
citocromo-P450 y las reacciones desencadenadas por especies reactivas de
oxigeno (251). Si bien muchos productos de estas enzimas y de la oxidacion no
enzimatica de AA provocan diversas respuestas celulares que acttian a través de
receptores especificos, el AA no metabolizado por si mismo también posee
actividad biologica. Debido a sus caracteristicas estructurales, con cuatro dobles
enlaces cis interrumpidos por metilenos, el AA influye en la fluidez de la
membrana celular, regulando asi la funcion de las principales proteinas de
membrana que participan en la sefializacion intracelular (233, 234). En el presente
estudio se ampliaron las contribuciones realizadas anteriores en el laboratorio
sobre el papel del AA en la induccion del fenotipo espumoso en monocitos
humanos, y se proporcionaron mas pruebas de que se trata de un efecto mediado

por el propio 4cido graso y no por un metabolito oxigenado.

Este trabajo también pone de relieve una diferencia entre los monocitos en
condiciones normales y los cargados de lipidos, es decir, la presencia de elevadas
cantidades de AA en la fracciéon de TAG de los monocitos espumosos, lo que no
ocurre en los monocitos circulantes normales. En estas ultimas células, el AA sélo
estd presente en fosfolipidos de membrana. Asi pues, se plantea la cuestion clave
de si el AA que se acumula en los lipidos neutros puede movilizarse durante la
activacion inflamatoria de los monocitos y utilizarse posteriormente para generar

mediadores lipidicos bioactivos. Esto es particularmente pertinente ya que los
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monocitos cargados de AA pueden migrar a los sitios de inflamacion, donde
podrian descargar sus depdsitos de AA en respuesta a estimulos
proinflamatorios locales, agravando asi el dafio. Ademas, la existencia de vias
alternativas para la liberacion de AA dentro de la misma célula que dependen
del uso del sustrato (es decir, fosfolipidos frente a TAG), también conferiria al
sistema una mayor versatilidad en cuanto a la regulacion celular de la respuesta
inflamatoria mediada por lipidos (es decir, la regulacién de la fosfolipasa A:

frente a la regulacion de la ATGL).

Para abordar las cuestiones mencionadas, en este estudio se han realizado
analisis lipidomicos basados en espectrometria de masas, combinados con
estrategias para obtener monocitos con contenido celular variable de AA. Se
encontro una relacion entre la exposicion de las células a cantidades variables de
AA y la aparicion del 4cido graso en TAG, pero no en fosfolipidos de membrana.
Esto es coherente con la nocién de que el TAG puede constituir un acamulo
expandible para acomodar el exceso de AA que no puede entrar en los
fosfolipidos, que tienen una mayor afinidad y una menor capacidad (107, 108,
252). Sin embargo, no se ha apreciado relacion entre la cantidad de AA en TAG
y la capacidad de las células para aumentar su respuesta de movilizacion de AA,
que sigue siendo esencialmente la misma, independientemente de la cantidad de
AA presente en el TAG. Incluso en condiciones en las que el TAG constituye el
principal almacén celular de AA, no se detecté una hidrdlisis significativa del
TAG, y la respuesta de liberacion de AA era totalmente atribuible a la hidrdlisis
de fosfolipidos. El andlisis de las clases de fosfolipidos involucrados en el proceso
demuestra que las tres principales clases de fosfolipidos implicados que
contienen AA son PC, PE y PI, lo cual concuerda en general con datos previos

(211).

Se ha sugerido ampliamente que las LD actiian como sitio intracelular para la

biosintesis de eicosanoides, y algunas de las principales enzimas de la ruta del
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AA, como la cPLA2a y la ciclooxigenasa-2, se asocian a este organulo (33, 253). Si
bien atin no se ha demostrado directamente que cPLA2a use como sustrato los
fosfolipidos de la monocapa de la superficie de la LD para liberar AA (126), se
sabe que esta enzima es esencial para mantener la estructura de la LD, en un
proceso que puede estar relacionado con la formacion de lisofosfolipidos (33).
Dado que la movilizacion de AA en las células de la inmunidad innata implican
la interaccion entre cPLA:xx y ciertas fosfolipasas Az secretadas (116), y se sabe
que estas tultimas enzimas también actiian intracelularmente (254-257), es posible
que no sélo la cPLAza sino que también una fosfolipasa A: secretada acttie para
hidrolizar los fosfolipidos de la monocapa de la LD, como ocurre con las
lipoproteinas del suero, que son estructuralmente similares a la LD (258). Una
vez que se produce la hidrolisis de fosfolipidos en la superficie de la LD, el
conjunto de acidos grasos debe ser preservado para mantener la integridad de la
LD. Por lo tanto, el reciclaje de los acidos grasos entre los fosfolipidos de la
superficie de la LD y los lipidos neutros del nticleo interno podria ocurrir para
mantener la homeostasis (259). En la actualidad se desconoce si este reciclaje de
los acidos grasos implica al AA en condiciones de activacion, pero las células de
la inmunidad innata poseen toda la maquinaria enzimatica necesaria para
transferir AA desde el TAG a los fosfolipidos mediante reacciones dependientes
de CoA (260). En este aspecto, podria argumentarse que también podria ser
posible un conjunto de reacciones opuestas, es decir, la transferencia de AA de
los fosfolipidos al TAG para reponer el AA que podria perderse de esta fraccion
por liberacion directa. Esto daria lugar a una liberacién neta de AA del TAG en
ausencia de cambios aparentes en los niveles de masa del TAG que contiene AA.
Esta situacion recuerda un poco a lo que se ha observado cuando se estimulan
los macrofagos peritoneales de ratéon con zimosan opsonizado para que liberen
AA (139, 235, 261). En este sistema, los niveles de PE cambian poco después de la
estimulacion celular, porque casi todo el AA liberado por la cPLA2a se repone

con la transacilasa independiente de CoA, que transfiere AA del diacil-PC al
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diacil-PE y alquenil-PE. Sin embargo, aparte del problema biofisico de cémo las
lipasas de lipidos neutros acceden a su sustrato dentro de la LD (259), el escenario
anterior parece improbable porque los experimentos utilizando bromoenol
lactona, un potente inhibidor de fosfolipasas similares a la patatina como la
ATGL (228-230, 262), no tuvieron ningtn efecto en la movilizacion de AA a partir

de monocitos espumosos activados.

En conclusion, estos resultados demuestran que los fosfolipidos de membrana
son las principales, si no las inicas, fuentes de movilizacion de AA a partir de los
monocitos humanos estimulados, incluso en condiciones en las que los niveles
celulares del acido graso en el TAG superan a los de las membranas. Estos
resultados, en el contexto de la literatura existente, son totalmente consistentes
con el trabajo de Johnson et al. (179) en neutrdéfilos humanos, y difieren de los de
Dichlberger et al. (126) en mastocitos humanos. En este ultimo estudio, el
silenciamiento de ATGL en mastocitos redujo la sintesis de eicosanoides
generados por las vias de la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa en la misma medida
que la observada con el silenciamiento de cPLAxa (126). Es posible que las vias
responsables de la liberacion de AA difieran dependiendo del tipo de tejido y
célula (234). Quedan por dilucidar las posibles implicaciones fisiopatologicas y/o
razones bioldgicas de la presencia de AA en TAG en los monocitos, si las hubiera.
Dado que los altos niveles de AA libre son toxicos para las células (232-234, 263),
una posibilidad que hay que considerar es que la entrada de AA en TAG pueda
servir como un fondo de almacenamiento ampliable para proteger a las células
de la toxicidad del acido graso o para limitar la inflamacién mediante la
reduccion de la cantidad del acido graso libre disponible para la sintesis de

eicosanoides.
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2. LOS MACROFAGOS PERITONEALES DE RATON LIBERAN LOS
ACIDOS GRASOS ANTIINFLAMATORIOS, ACIDO
PALMITOLEICO Y SUS ISOMEROS POSICIONALES

En los ultimos anos, los acidos grasos 16:1 se han convertido en centro de
atencion de la investigacion en lipidos bioactivos, dado su potencial como
biomarcadores nutricionales y metabolicos (264). En este trabajo se ha
demostrado que la mayoria de los 16:1 presentes en los macréfagos se acumulan
en una sola especie molecular de fosfolipidos, el PC(16:0/16:1), de la que se libera
en condiciones de activacidn celular. Aunque no se centran especificamente en
los acidos grasos 16:1, estudios recientes que incluyen perfiles lipidomicos de
macréfagos también identificaron la especie PC(32:1), probablemente compuesta
de 16:0 y 16:1 (aunque también son posibles otras composiciones, por ejemplo,
14:0 y 18:1, 0 18:0 y 14:1). Montenegro-Burke et al. (265) analizaron la composicion
lipidica de los macréfagos humanos polarizados derivados de monocitos,
encontrando seis especies que diferian significativamente entre los distintos
estados; una de ellas era PC(32:1). En otro estudio en el que también se analiz¢ el
perfil de glicerofosfolipidos de los macréfagos humanos se observd una
disminucion de los fosfolipidos monoinsaturados como PC(32:1) durante la
activacion polarizada de las células a fenotipos M1 o M2 (266). En cambio, los
estudios con macréfagos de raton mostraron aumentos en los niveles de PC(32:1)
tras la polarizacion con el factor estimulante de colonias de

granulocitos/macrofagos y el lipopolisacarido bacteriano (261, 267).

El uso de inhibidores especificos junto con oligonucledtidos antisentido han
permitido desvelar la participacion de la iPLA2-VIA en la movilizacion de 16:1.
La otra gran PLA: intracelular presente en los macréfagos, la cPLAza, no parece
participar en el proceso, ya que el inhibidor especifico pirrofenona no tuvo un
efecto discernible. El bloqueo de la transacilasa independiente del CoA tampoco

tuvo efecto, lo que indica que el 16:1 no se transfiere directamente entre las
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especies de fosfolipidos por mecanismos similares a los de los acidos grasos n-6
(158). Estos resultados confirman y amplian trabajos anteriores sobre el papel de
la iPLA2-VIA en la mediacion de las respuestas de liberacion de acidos grasos de
fosfolipidos en macroéfagos que no implican al dcido araquidoénico (139, 140).
Ademads, el hallazgo de que el principal sustrato para la liberacion de 16:1
mediado por la iPLA2-VIA es la especie PC(16:0/16:1) también es relevante en
vista de los datos anteriores que muestran que, en las células activadas, la iPLA-
VIA manifiesta selectividad para las moléculas de PC que contienen acido
palmitico en la posicién sn-1, y que algunas de las principales especies
hidrolizadas por la enzima contienen 16:1 en la posicion sn-2 (139, 268). En
conjunto, estos resultados sugieren que la iPLA>-VIA es la enzima clave para la
movilizacion de 16:1, y que la selectividad de sustrato de la enzima en un
contexto celular puede ser mas estricta de lo que los ensayos in vitro han sugerido
(269), probablemente debido a compartimentacion celular. Debido al cardcter
antiinflamatorio de los acidos grasos 16:1, es concebible que la liberacion
regulada de esos acidos grasos constituya un paso importante para la mitigacion

o resolucién de una reaccion inflamatoria.

En este estudio también se aborda la participacion de parte de los 16:1
liberados de PC en las reacciones de remodelacion de los acidos grasos en
fosfolipidos. Este es un aspecto importante en la sefializacion de los lipidos, ya
que las reacciones de remodelacion de los acidos grasos pueden aumentar la
diversidad de fosfolipidos y generar nuevas especies que contienen 16:1 y que
podrian constituir marcadores de estados de activacion especificos de los
macrofagos. Ademas, la transferencia de dcidos grasos 16:1 entre los fosfolipidos
podria conducir a la generaciéon de nuevas especies que contengan 16:1 -0 a
aumentar los niveles de las preexistentes- que doten a la célula de funciones
nuevas o mejoradas. Para explorar estas posibilidades, se hizo uso de 4cidos

grasos deuterados. Esta estrategia mejora la sensibilidad y permite caracterizar
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los distintos isdmeros por separado. Es importante destacar que este enfoque
identifico un aumento significativo de los niveles de la especie PI(18:0/16:1). Esto
se observo con los dos 4cidos grasos deuterados analizados, lo que implica que
las enzimas implicadas en la transferencia no distinguen entre isémeros
posicionales. Obsérvese a este respecto que la iPLA2-VIA también hidroliza todos

los isobmeros 16:1 de PC.

Cabe senalar que la cantidad de 16:1 obtenida por la especie PI es bastante baja,
lo que sugiere que la remodelacion 16:1 entre los fosfolipidos utiliza sélo
pequenas cantidades del acido graso movilizado por la iPLA2-VIA. Teniendo en
cuenta las dreas de pico relativas de las muestras y los estdndares internos en los
experimentos de LC/MS, se estima que ~5-10% del 16:1 inicialmente presente en
PC se transfiere a PI, y el resto permanece como acido graso libre. A pesar de ello,
el hecho de que las células produzcan activamente PI conteniendo 16:1 sugiere
que este lipido puede tener alguna funcion de sefializacion. De hecho, el trabajo
de Koeberle et al. (270) establecié recientemente que el PI que contiene 16:1 posee
propiedades similares a las de factores de crecimiento cuando se afiade a cultivos
celulares de fibroblastos. Es evidente que sera necesario seguir trabajando para
explorar el papel de sefializacion y las posibles funciones celulares del PI que

contiene 16:1 en los macrofagos.

Los estudios aqui presentados también revelan un segundo destino
metabdlico para el 16:1 movilizado de fosfolipidos en macrofagos activados. Los
datos muestran que parte del 16:1 hidrolizado por la iPLA2-VIA se desvia a la
formacion de FAHFA, una familia de lipidos con propiedades antiinflamatorias
(201, 271). Es interesante que, de los tres FAHFA que contienen 16:1 identificados
en macrofagos en reposo, solo uno de ellos, 16:1/OH-18:0 aumenta claramente en
las células activadas. Esto sugiere alguin tipo de especificidad en la formacién de

tales especies, que seria compatible con que desempefie un papel bioldgico.

Similar a la situacion discutida anteriormente con respecto a la remodelacion
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del fosfolipido 16:1, la formacion de los FAHFA que contienen 16:1 también
parece utilizar pequefas cantidades del acido graso, que pueden estimarse en
~1% del total de 16:1 movilizado de los fosfolipidos. Sin embargo, las
comparaciones de las areas relativas de pico correspondientes a los FAHFA que
contienen 16:1 identificados en nuestros experimentos de LC/MS con los de un
estdndar similar (éster de acido palmitico del dcido hidroxiestearico) indican que
los niveles de FAHFA aumentan en las células activadas hasta aproximadamente
4 nM, un valor que esta en el rango del reportado para los niveles de FAHFA en
suero de ratones (0,4-2,5 nM), y también comparable al rango de lipidos
sefializadores como los eicosanoides y los endocannabinoides (201). Por lo tanto,
es posible que incluso en los niveles identificados en este estudio, los FAHFA

conteniendo 16:1 puedan ser de relevancia fisiopatoldgica.

Pdgina | 166



Capitulo V.-. Discusion

3. LA MOLECULA DE FOSFATIDILCOLINA QUE CONTIENE
ISOMEROS DE 16:1 REDUCE LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN
MACROFAGOS DE RATON

En este trabajo se demuestra que la mayoria de los 16:1 presentes en los
macrofagos se acumulan en una sola especie de fosfolipidos, el PC(16:0/16:1),
desde donde se libera en condiciones de activacién celular. Ya que se ha
mostrado que el LPS es uno de los estimulos que inducen la hidrdlisis de las
moléculas de PC que contienen 16:1, se procedio a caracterizar el efecto de este
estimulo bacteriano sobre la distribucion de 16:1 en diferentes fracciones
celulares de macrofagos enriquecidos con PC(16:0/16:1n-9). Analizando el
extracto lipidico total de las células después del tratamiento con el PC, se observo
una incorporacion efectiva de los dos 4cidos grasos que componen el PC, sin

producir ningtin desplazamiento de otros acidos grasos.

La mayor parte del contenido de 16:1n-9 anadido como PC esta incorporado
en los PL, siendo el mas abundante el propio PC. De forma andloga a lo
encontrado para las células estimuladas con zimosan, los datos muestran que el
LPS aumenta la transferencia significativa de 16:1 de PC a PI, sugiriendo un papel
para estos lipidos en el proceso inflamatorio. Estos datos concuerdan con los
resultados observados con la incubacion con 4dcidos grasos deuterados enlos que
también se observa una remodelacion a PI de los 16:1 contenidos en PC cuando
se estimulan las células con mannano + laminarina, los principales componentes

polisacaridicos del estimulo fingico zimosan.

Esta remodelacion de 16:1 desde la posicion sn-2 de PC podria ser producida
por tres vias i) la accion concertada de una fosfolipasa A, que rompe el acido
graso de la posicion sn-2 de PC, y de la acil-CoA sintetasa y las aciltransferasas
especificas, que incorporan el 4cido graso en otros lipidos, ii) por la accién de

transacilaciones independientes de CoA y iii) por la ruta de biosintesis de novo.
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Dado que en este trabajo se ha demostrado que se produce una liberaciéon de
los 16:1 contenidos en PC por la accion de la iPLA2-VIA y no de las transacilasas
independientes de CoA, en respuesta a una activacion proinflamatoria de los
macrofagos, esto hace posible pensar que esta remodelacion de los dcidos grasos
16:1 a los fosfolipidos de inositol observada se produzca via

desacilacion/reacilacion dependiente de CoA

Por supuesto, las demas posibilidades no pueden descartarse y de hecho,
Koberle et al. plantea la posibilidad de que el palmitoleico se remodele a 16:1-PI
a través de la via de biosintesis de novo (270). Sin embargo, en este estudio las
cantidades de 16:1 observadas en PA son muy bajas, lo que hace dificil plantear
la ruta de novo como un contribuyente principal a la sintesis de PI conteniendo

16:1.

Los resultados indican que las respuestas a LPS de los macrofagos incubados
con PC(16:0/16:1) son significativamente mas bajas comparadas con las células
sin tratar, observandose practicamente los mismos niveles de induccién de
citoquinas inflamatorias en los tres isomeros de 16:1-PC utilizados. También es
interesante el hecho de que no se produce ninguna variacion en los niveles de
expresion de estas moléculas proinflamatorias con respecto a las células
estimuladas solo con LPS cuando se utilizan dos PC que contienen en la posicion
sn-2 el acido oleico (18:1n-9) y el acido palmitico (16:0). Es llamativo sobre todo
en el caso del primero, ya que se trata de un acido graso monoinsaturado al igual
que los 16:1 pero con dos metilenos mas. Estos resultados sugieren una actividad
biologica especifica para los acidos grasos 16:1 contenido en la posicion sn-2 de

la PC.

La disminucion de la induccion de estas citoquinas proinflamatorias puede
explicarse debido a una menor activacién de NF-kB en estas condiciones. Se ha
descrito que los acidos grasos poliinsaturados contenido en la posicion sn-2 del

PC interfieren, en un modelo de colitis ulcerosa, en la activacion celular por LPS
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y Tnf-a, modificando la fosforilacion de las MAPK, atenuando la activacion de
NF-kB y reduciendo los niveles de expresion de las citoquinas proinflamatorias,
lo que da lugar a una senalizacion antiinflamatoria (272, 273). Ademas, es
importante destacar la existencia de varias especies de PC, que no contienen
acidos grasos poliinsaturados como sustituyentes acilo, que tienen funciones
bioldgicas por si mismas (199, 200). PC(12:0/12:0) ha sido identificado como
ligando del receptor nuclear del higado homdlogo-1 (LRH-1) asociado a la
regulacion de la homeostasis de los acidos biliares y colesterol. El tratamiento
con este PC también disminuye la esteatosis hepatica y mejora la homeostasis de
la glucosa en dos modelos de ratén de resistencia a la insulina (199). Por otro
lado, PC(16:0/18:1) ha sido reconocido como un ligando enddgeno del receptor
nuclear PPARa (200). Esta proteina ha sido implicada en la regulaciéon de los
procesos energéticos celulares, cuya activacion estd asociada con la regulacion
negativa de las respuestas inflamatorias. Diferentes investigaciones con ligandos
de PPARa han demostrado una reduccion de los sintomas de inflamacién y
enfermedad en varios modelos, incluyendo la enfermedad alérgica de las vias
respiratorias, la artritis y la enfermedad inflamatoria intestinal (274). Los
resultados obtenidos junto a estos datos bibliograficos, permitirian especular
sobre una posible funcion de la propia molécula PC(16:0/16:1), aunque mas

investigacion es necesaria en este aspecto.

Otra caracteristica destacada del trabajo actual es que el efecto antiinflamatorio
de los tres isdmeros se produce en los macrofagos expuestos a todos los estimulos
inflamatorios examinados, que son reconocidos por diferentes receptores de
membrana (LPS y zimosan opsonizado) o no (PMA e iondforo A23187). Este
resultado permite sugerir que el mecanismo de accion de este lipido se produce
en la cascada de senalizacion tras la unidon del agonista al receptor
correspondiente. De hecho, otros estudios demuestran que la incubacion de

PUFA-PC exogeno en una linea celular de cdncer de colon cambia la
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compartimentacion del receptor agonista Tnf-a/R a la balsa de lipidos sin
interferir con la union receptor/agonista, sugiriendo que el mecanismo regulador

debe implicar cambios en las cascadas de senalizacion posteriores (272).

En conjunto, se ha demostrado que el 16:1 contenido en PC ejerce un papel
protector en los macrofagos expuestos a varios estimulos proinflamatorios a
través de la disminucion de la activacion del factor de transcripcion NF-kB.
Ademads, el enriquecimiento de las células con PC(16:0/16:1) produce un
aumento selectivo del acido graso 16:1 en los fosfolipidos de inositol cuando se
activan las células con LPS y zimosan. También se ha demostrado que estos
acidos grasos son liberados de las moléculas del PC por la accion de la enzima

iPLA»-VIA, permitiendo asi su remodelacion a otras clases de lipidos (Fig. V.3.1.).
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Fig. V.3.1. Movilizacién del acido graso 16:1 durante la activacion de macréfagos murinos y su

16:1-FAHFA =~

posible implicacién en la respuesta de celular. Los isomeros de los acidos grasos 16:1 estan
acumulados mayoritariamente en la especie PC(16:0/16:1), tras un activacion celular se produce
una liberacion de este dcido graso del PC por la accion de la iPLA2-GVIA, observandose un
aumento de los lipidos PI y FAHFA que contienen 16:1. La adiciéon de PC(16:0/16:1) redujo la
translocacion de NF-kB al nticleo en células activadas y los niveles de expresion de ARNm de
genes proinflamatorios como IlI6 y Tnfa, sefialando al PC afadido y a los productos

biosintetizados que contienen 16:1 como los posibles contribuyentes de este efecto.
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1. CONCLUSIONES

Con lo que respecta al primer objetivo, el estudio de la acumulaciéon de LD en
los monocitos en respuesta a acido araquiddnico, en el contexto de aterosclerosis,
y la movilizacién de este acido graso frente a una activacion celular, los

resultados obtenidos permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

e El 4cido araquiddnico exdgeno, cuyo exceso se almacena en TAG pero no
en la fraccidn fosfolipidica, activa la sintesis de novo de acidos grasos,
provocando su acumulacién en las LD que formardn monocitos
€spumosos.

e Lainduccion del fenotipo espumoso por AA en monocitos humanos es un
efecto mediado por el propio acido graso y no por un metabolito
oxigenado derivado.

e Los fosfolipidos de membrana son las principales fuentes de movilizacion
de AA en monocitos humanos estimulados, incluso en condiciones en las
que los niveles celulares del acido graso en TAG superan a los de las

membranas.

En cuanto al segundo objetivo general, el estudio lipidomico y biologico de los
isomeros del acido palmitoleico en las células de la inmunidad innata durante la
activacion celular, las evidencias experimentales generaron los siguientes

resultados:

e El 90% de los isomeros de 16:1 acumulados en PL estd presente en la
clase de glicerofosfolipidos de colina (PC) en macréfagos de raton.
Ademas, el ~75% del total de 16:1 en PC se halla en una sola especie,

PC(16:0/16:1).
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Los niveles de los tres isdmeros de los acidos grasos 16:1 en PC se
reducen significativamente y de forma similar en los macréfagos
activados por estimulos innatos (zimosdn, LPS, manano y laminarina).
La reduccion del contenido de 16:1 en PC se corresponde con la
liberacion de este acido graso a través de la enzima iPLA2-VIA durante
la activacion de las células.

Parte del 16:1 liberado del PC por la activacion de los macréfagos frente
a manano y laminarina se transfiere a PI y otra parte es utilizado para
formar otros derivados lipidicos, como son los FAHFA, que poseen
actividad bioldgica.

La remodelacion de 16:1 de PC a PI también es observada en
macréfagos enriquecidos con PC(16:0/16:1) y tratados con LPS.

Las macrofagos enriquecidas con los isomeros de PC(16:0/16:1)
demuestran una respuesta inflamatoria reducida a LPS en comparacion
con las células incubadas con PC(16:0/18:1n-9) y PC(16:0/16:0), que no
ejercen ningun efecto.

Este efecto antiinflamatorio de los isomeros de PC(16:0/16:1) es
independiente del estimulo utilizado, acttie o no via receptor, y se
produce de forma similar entre los isémeros utilizados.

PC(16:0/16:1) ejerce el efecto antiinflamatorio al disminuir la activacion

de NF-kB.
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1. SINTESIS DE LOS ACIDOS GRASOS (16:1N-7, 16:1N-10,
16:1N-9, [D27] 16:1N-9)
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1. Sintesis de los dcidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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1. Sintesis de los dcidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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1. Sintesis de los dcidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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1. Sintesis de los dcidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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1. Sintesis de los dcidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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1. Sintesis de los dcidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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1. Sintesis de los dcidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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1. Sintesis de los dcidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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1. Sintesis de los dcidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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1. Sintesis de los dcidos grasos (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9, [D27] 16:1n-9)

o)
H H
D5C —
\CB c OMe
2 7 5

26

¢ £

175 =
.

3.001

i

6 5 3,.}% 1
o

“tuuy

3800

~3600

3400

13200

~3000

2800

2600

2400

2200

2000

1800

1600

1400

1200

1000

800

{600

400

200

200

7.5 7.0

6.5 6.0 55 5.0 4.5

26

7,8

4.0
f1 (ppm)

@)
H H
[
DsC —
\<\8 8 OMe
2/ 7 5

3.0

25

17

T T
230 220 210

AT T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120

- T
110 100
f1 (ppm)

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

-10

Pagina | 220



Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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2. Sintesis de los isomeros 1-Palmitoil-2-cis-hexadecenoil-sn-glycero-3-fospfocolina PC(16:0/16:1n-
x). (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9)

2. SINTESIS DE LOS ISOMEROS 1-PALMITOIL-2-CIS-
HEXADECENOIL-SN-GLYCERO-3-FOSPFOCOLINA
PC(16:0/16:1N-X). (16:1N-7, 16:1N-10, 16:1N-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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2. Sintesis de los isomeros 1-Palmitoil-2-cis-hexadecenoil-sn-glycero-3-fospfocolina PC(16:0/16:1n-
x). (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9)

i. PC(16:0/16:1n-7)

PROTON_01
450

MABA-162_2-COMPLE
m ’
400
o (o]
H / Faso
o—FP + f
R/ | o NN ..‘
— \ |/ /

250

200

I 150
100

| L

| L
“ﬂ"\u\_,w'\v' LJL__H,_r\.L,JA\m.nJIL_,JIIIL Mllthﬁ ) _JM“L:L_,J&\ /'I.L\_J‘J %M' S S
| —
8

bk e T as i
&
4

5261

4 28 @ 5 5
S = s &
3.

a0
1
]
687 I

T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 2 30 28 26 L

o |
/
A

T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 . Jr.].l) )100 %0 B8O F0 60 S50 40 30 20 10 0 -0
1 (ppm

Pagina | 224



Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
In;elnos6 +MS, 0.1-0.3min #7-17
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2. Sintesis de los isomeros 1-Palmitoil-2-cis-hexadecenoil-sn-glycero-3-fospfocolina PC(16:0/16:1n-
x). (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9)

ii. PC(16:0/16:1n-10)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
Intens. +MS, 0.1-0.3min #7-17
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2. Sintesis de los isomeros 1-Palmitoil-2-cis-hexadecenooil-sn-olucem-3-fnsnfocolina PC(16:0/16:1n-
x). (16:1n-7, 16:1n-10, 16:1n-9)
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Capitulo VIII.-. Anexos (RMN y ESI-QTOF)
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