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RESUMEN

Aunque varias enfermedades no transmisibles como el céancer, las
enfermedades cardiovasculares y la aterosclerosis estdn asociadas con
alteraciones en la metilacion del ADN (mADN), todavia existe poca informacion en
cuanto a como se producen estos cambios. De especial importancia para la
aterosclerosis es el impacto de los factores nutricionales especificos, como los
acidos grasos sobre la mADN.

Trabajos previos de nuestro grupo ha demostrado que el acido araquiddnico
(AA) induce la mADN (mADN-AA) mientras que el acido oleico (AO) tiene un
efecto opuesto en células THP-1. La mADN-AA es dependiente de SIRT1, una
histona deacetilasa y PPARa, un factor de transcripcion involucrado en el
metabolismo de los acidos grasos. Ligandos de PPARa incluyen al AA y N-
aciletanolamidas (NAESs) como palmitoiletanolamida (PEA) y
araquidonoiletanolamida (AEA). Los ligandos PEA y AEA también pueden activar
los receptores cannabinoides, CB1 y CB2, y la activacién del primero por la AEA
induce hipermetilacion en lineas celulares de queratinocitos. Ademas, se ha
mostrado que CB2 regula a PPARa a través de la activacion de la via de
SIRT1/PGC1a. Lo anterior sugiere que los receptores cannabinoides pueden
actuar rio arriba de PPARa en la mADN-AA.

En este trabajo se evalud la posible funcién de las NAEs y de los receptores
cannabinoides en la mMADN-AA en células THP-1. En células estimuladas con AA
mostramos que las NAEs no son detectables por GC/EIMS y que ni PEA ni AEA
pueden reproducir la mADN-AA. Sin embargo, ambos receptores participan en la
MADN-AA ya que la inhibicion de éstos abolid la respuesta. Ademas, la expresion
de ambos esta asociado con los cambios dinamicos en la mADN en células
estimuladas con el AA y AO. En particular, observamos que la expresion de CB1
esta regulado de manera inversa en células estimuladas con AO respecto a AA.
Tomados en conjunto los datos muestran que CB1 y CB2 estan implicados en la
MADN-AA y asi pudieran ser excelentes blancos terapéuticos para revertir la

hipermetilacion de ADN observada durante la progresion de la aterosclerosis.






ABSTRACT

Although several non-communicable diseases such as cancer,
cardiovascular diseases and atherosclerosis are associated with alterations in DNA
methylation (MDNA), there is still limited information as to how these changes
occur. Of specific relevance to atherosclerosis is the impact of nutritional factors
such as fatty acids on mDNA.

Previous work from our group has shown that arachidonic acid (AA) induces
MDNA (AA-mDNA) while oleic acid (OA) has the opposite effect in THP-1 cells.
AA-mDNA is dependent on SIRT1, a histone deacetylase, and PPARa, a ligand-
activated nuclear transcription factor involved in the fatty acid metabolism. PPARa
ligands include AA and N-acylethanolamides (NAEs) such as
palmitoylethanolamide (PEA) and arachidonoylethanolamide (AEA). The latter can
also activate cannabinoid receptors, CB1 and CB2, and activation of the former by
AEA induces hypermethylation in a keratinocyte cell line. Furthermore, CB2
regulates PPARa via activation of the SIRT1/PGC1la pathway in muscle myoblasts.
Collectively data suggest that cannabinoid receptors may act upstream of PPARa
in AA-mDNA.

In this work we evaluated the putative role of NAEs and cannabinoids
receptors in the AA-mDNA in THP-1 cells. The results show that NAEs are
undetectable by GC/EIMS in cells stimulated with AA, and that neither AEA nor
PEA are capable of reproducing the AA-mDNA. However, both CB1 and CB2 are
expressed during, and participate, in AA-mDNA and the expression of the former is
opposite in AA and OA-stimulated cells. Taken together, the data suggest that both
receptors are necessary for AA-mDNA and may represent excellent therapeutic
target for reversing the increase in methylation observed during atherosclerosis

progression.






1. INTRODUCCION

La metilacion del ADN (mADN) es la principal modificacién epigenética en el
genoma de los mamiferos y consiste en la transferencia de un grupo metilo (-CH3)
a una citosina. La mADN es fundamental para un desarrollo normal y representa
un mecanismo importante en la regulacion de la expresién génica (revisado por
Breiling y Lyko 2015). En humanos, diversas enfermedades no transmisibles,
como son el cancer y la aterosclerosis, estan asociadas con cambios en los
patrones de metilacion (Esteller 2011; Zaina et al. 2014, 2015). De manera
interesante, en la aterosclerosis, los cambios en la mADN ocurren antes de
presentarse el fenotipo asociado con la enfermedad y aumentan con la severidad
de esta (Lund et al. 2004; Valencia-Morales et al. 2015). Esto indica que la mADN
juega un papel clave en la aterosclerosis, y que la identificacion de factores que
inducen los cambios en la mMADN puede resultar en nuevas estrategias de

prevencion y tratamiento para esta enfermedad.

A nivel mundial, la aterosclerosis es la principal causa de mortalidad y
morbilidad por enfermedades cardiovasculares y resulta de un proceso
inflamatorio crénica en la pared de las arterias provocada por la acumulacion de
lipidos. Durante el proceso inflamatorio, las células del sistema inmune, como son
los monocitos, juegan un papel importante (Ghattas et al. 2013). Por eso, las
células THP-1, una linea derivada de monocitos, ha sido utilizada para estudiar la

aterosclerosis y otros procesos inflamatorios in vitro (revisado por Qin 2012).

Diversos estudios han relacionado el consumo excesivo de los acidos
grasos provenientes de la dieta con el desarrollo de la aterosclerosis (Jane-
George y Lyon 2010; Georgiadi y Kertsen 2012). Sin embargo aun se desconoce
el mecanismo regulatorio molecular por el cual los acidos grasos pudieran iniciar
esta patologia (Georgiadi y Kertsen 2012). Existe evidencia que los acidos grasos
pueden modular la expresion génica a través de mecanismos epigenéticos como

es la mADN (revisado por Burdge y Lillicrop 2014). En nuestro grupo de trabajo se



ha observado que lipoproteinas ricas en triglicéridos inducen el aumento en la
MADN en células THP-1 (Lund et al. 2004; Rangel-Salazar et al. 2011). De
manera similar, el &cido araquidonico (AA, &acido icosan-57,82,117,14Z-
tetraenoico), un &cido graso poliinsaturado, induce hipermetilacion del ADN
(mADN-AA) sobre todo en la parte codificante de un gran nimero de genes que se
asocia con un incremento en la expresion génica (Silva-Martinez et al. 2016). Por
otra parte, el &cido oleico (AO, &cido octadecenoico) induce hipometilacion del
ADN (dmADN-AOQ).

La mADN-AA en células THP-1 es dependiente del Receptor Activado por
Proliferadores de Peroxisomas (PPARa), Sirtuina 1 (SIRT1) y B-oxidaciéon (Silva-
Martinez et al. 2016). PPARa es un factor de transcripcion nuclear que regula
genes involucrados en el metabolismo de los acidos grasos y es activado por una
diversidad de ligandos como los acidos grasos y algunas amidas derivadas de
éstos como por ejemplo las N-aciletanolamidas (NAEs) (Schupp y Lazar 2010;
Grygiel-Gomiak 2014; O"Sullivan 2007). SIRT1 es una deacetilasa que regula de
manera positiva la actividad de PPARa actuando sobre PGC-1a, un co-factor
transcripcional de PPARa (Roth y Chen et al. 2010; Zheng et al. 2013).

El AA es un precursor de una gran variedad de moléculas de sefializacion
denominados eicosanoides, que incluyen a las prostaglandinas, leucotrienos,
lipoxinas y algunos endocannabinoides (Pertwee 2015). Los principales
endocannabinoides son la anandamida (AEA) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG).
Ambos son ligandos de los receptores cannabinoides, CB1 y CB2, que regulan
varios procesos inmunoregulatorios, apetito, dolor y procesos cognitivos. De
manera interesante, AEA induce hipermetilacion del ADN dependiente de la
activacion de CB1 que resulta en la represion de genes involucrados en la
diferenciacion de queratinocitos (Paradisi et al. 2008). Por otra parte, Zheng y
colaboradores (2013) confirmaron que la activacion del receptor CB2 promueve la
B-oxidacién a través de la via SIRT1/PCG-1q, la cual regula de manera positiva a
PPARAa.



Por la evidencia anterior, y el hecho que las células THP-1 expresan los
receptores CB1 y CB2 (Rajesh et al. 2008), es probable que la AEA, algunos de
sus congéneros (NAEs) u otros metabolitos derivados de éste participen en la
respuesta de mADN-AA en células THP-1, ya sea activando a los receptores
cannabinoides o PPARa. Asi, las principales preguntas de este trabajo son: 1) ¢La
AEA o alguno de sus congéneros pueden reproducir los efectos de mADN-AA? 2)
¢ Participan los receptores CB1 y CB2 en la mADN-AA?






2. ANTECEDENTES

2.1. LA EPIGENETICA

El término epigenética fue acufiado en 1942 por el BritAnico Conrad
Wadington y la definié como “la interaccion causal entre genes y sus productos
que permiten la expresion del fenotipo”. Histéricamente, la epigenética se define
como el estudio de los procesos y mecanismos que determinan cambios
heredables en la expresion génica que no son ocasionados por la alteracion en la
secuencia del ADN. Entre los principales mecanismos epigenéticos se encuentran
las modificaciones covalentes por la mMADN y las modificaciones
postranscripcionales de histonas; ambas estan intimamente ligadas a la
remodelacion de la cromatina, permitiendo controlar la expresion génica
(Kouzarides 2007; Cheng et al. 2011). Un tercer tipo de mecanismo esta mediado
por la expresién de moléculas de RNA no codificantes, que a menudo comparten
componentes de la via de RNA de interferencia y pueden influenciar aspectos
epigéneticos. Los mecanismos epigenéticos juegan papeles cruciales en la
expresion diferencial de los genes y en la regulacion de procesos celulares como
son diferenciacion celular y fenébmenos como la impronta génica, inactivacion del
cromosoma X y el efecto de posicion cromosomal entre otros. El conjunto global

de dichas modificaciones epigenéticas se le denomina la epigenoma (Feil 2006).

2.2. LA REGULACION DE LA METILACION DEL ADN (mADN)
2.2.1. La mADN

La mADN es el mecanismo epigenético mas estudiado y mejor
comprendido en mamiferos. Este consiste en la transferencia de grupos metilo (-
CHs) hacia la posicion 5 de la citosina, utilizando como donador S-
Adenosilmetionina (SAM) originando 5-metilcitosina (5meC) en el contexto de
dinucleédtidos 5°CpG 3" (Cheng y Roberts 2001; Goll y Bestor 2005). La reaccién
es catalizada por una familia de enzimas denominadas ADN metiltransferasas
(DNMTs). En base a la similitud en sus secuencias de aminoacidos se han
identificado cinco miembros en la familia DNMT: DNMT1, DNMT2, DNMT3a,
DNMT3b y DNMT3L (Kullis y Esteller 2010). Solo DNMT1, DNMT3a y DNMT3b



han mostrado actividad para la transferencia de grupos metilo a residuos de
citosina en el ADN. Po otro lado, la DNMT2 es una metiltransferasa de RNA (Goll
et al. 2006) y DMNT3L no posee actividad catalitica, pero es un importante
regulador de DNMT3a y DNMT3b (Cheng et al. 2011). En base a la susceptibilidad
a modificar citosinas en ADN de doble cadena (dsADN), hemimetiladas versus
desmetiladas in vitro, las metilaciones en la citosina se han clasificado en “de
mantenimiento” y “de novo”, respectivamente. DNMT3a y DNMT3b son
metiltransferasas de novo y establecen los patrones de metilacion en células
germinales y durante el periodo de pre-implantacion (Uysal et al. 2015). La
DNMT1 es una metiltransferasa de mantenimiento que conserva los patrones de
metilacion durante la division celular y la reparaciéon del ADN (Mohan y Chaillet
2013). Ademas, en interaccion con DNMT3a, DNMT1 posee actividad de novo
(Fatemi et al. 2002).

2.2.2. La desmetilacién del ADN

La 5meC puede sufrir una seria de oxidaciones, medias por las enzimas
TET (Ten-Eleven Traslocation) produciendo 5-hidroximetilcitosina (5hmeC), 5-
formilcitosina y carboxicitosina (Cheng et al. 2011; revisado por Hashimoto et al.
2015). La 5ShmeC que representa el 0.05-0.7% de las citosinas totales (Globish et
al. 2010; Bachman et al. 2014), mientras que los niveles de 5-formilcitosina y
carboxicitosina son 0.002% (Ito et al. 2009; Pfaffeneder et al. 2014). Como los
productos de la oxidacion no son substratos de las metiltransferasas de
mantenimiento, el ADN resulta hipometilado después de la replicacion celular.
Esto se conoce como la desmetilacion pasiva. Sin embargo, existe también
evidencia de una desmetilacion activa mediado por desaminasas, ADN
glicosilasas y la via de reparacion por escision de nucleétido (revisado por
Hashimoto et al. 2015).

2.2.3. Los blancos genémicos de la mADN
En células somaticas de mamiferos del 70 al 80% de los dinucledtidos CpG

estan metilados y representan aproximadamente del 3 al 6% de las citosinas del
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genoma (Lister et al. 2009; Berdasco y Esteller 2010). Asi mismo, en células
madre embrionarias se ha observado a muy baja frecuencia la mADN en regiones
no-CpG, especificamente en dinucleétidos CpT y CpA (Ramsahoye et al. 2000).
También es posible encontrar en células no diferenciadas metilaciéon de citosina en
nucleodtidos con secuencia CHG y CHH (H = A, T o C). No obstante, la tendencia
es a ser nula a medida que las células se diferencian, lo cual indica que podria
desempeniar un papel importante en el mantenimiento de la pluripotencia (Lister et
al. 2009).

2.2.4. Ubicacion de la mADN

El mayor porcentaje de mADN ocurre en regiones genomicas repetitivas,
incluyendo ADN satélite y elementos parasitos y es necesario para mantener la
integridad cromosomica (Esteller 2005; Robertson 2005). Ejemplos de estos
elementos son LINES (Long Interspersed Elements), SINES (Short Interspersed
Elements) y los retrovirus enddgenos. Por otro lado, secuencias con una alta
densidad de CpG (CpG/GC > 0.6 y con una longitud de 0.2 a 5 Kb), conocidas
como islas CpG (iCpG) se encuentran generalmente no metiladas. El 50% de
estas suelen agruparse en regiones promotoras, cerca de sitios de inicio de
transcripcion mientras el resto se encuentran en regiones intergénicas o dentro del
cuerpo de los genes —es decir, la regién codificante (lllingworth et al. 2010). Otras
regiones pequefias con baja densidad de CpG ubicadas cerca (~2 Kb rio arriba)
de las iCpG estan también sujetas a la mMADN y se denominan orillas de i-CpG
(Ilingworth et al. 2010; Portela y Esteller 2009).

2.2.5. Efecto de la mADN sobre la transcripcion

Como marcador transcripcional, por lo general la mADN de orillas y i-CpG
esta asociada al silenciamiento génico, mientras que ocurre lo contrario en genes
transcripcionalmente activos (Kullis y Esteller 2010; Esteller 2011). La represion
transcripcional por metilacion en i-CpG es atribuida a que la mADN inhibe de
manera directa la union de factores de transcripcion a su promotor o

indirectamente a través del reclutamiento de proteinas que reconocen citosinas
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metiladas (MBDs) (revisado por Klose y Bird 2006). Por el contrario, la mADN en
el cuerpo del gen esta frecuentemente correlacionada con la sobre expresion
génica y se ha especulado que podria participar en la regulacion del splicing
(revisado por Jones 2012).

2.3. METODOS PARA DETERMINAR LOS NIVELES GLOBALES DE mADN
Existe una gran variedad de técnicas para evaluar y cuantificar los niveles
de mADN que difieren respecto a su sensibilidad, precision, costo, requerimiento
de equipos y dificultad técnica. Estos pueden ser clasificados como técnicas
basadas en: a) la sensibilidad de enzimas de restriccién en reconocer y diferenciar
entre sitios metilados y no metilados, b) la conversion de citosina en uracilo por el
tratamiento del ADN con bisulfito, c) el reconocimiento de 5meC por anticuerpos
especificos y d) la cuantificacion de 5meC por HPLC acoplado a espectrometria

de masas (Hattori y Ushijima 2011).

2.3.1. Analisis COBRA-ALU

El analisis COBRA-ALU es un método que combina el uso de enzimas de
restriccion con el tratamiento de ADN con bisulfito para determinar el estado de
metilacion de los elementos ALU (Sirvanachsunton et al. 2008). Los elementos
ALU son secuencias repetidas de aproximadamente 300 nt que pertenecen a la
familia SINE. Los SINEs representan mas del 13.7% de la genoma humana y se
estima que el 7.1 millones de sitios CpG se encuentran en SINEs, de las cuales el
25% estan representados por los elementos ALU. Por este hecho, los elementos
ALU han sido explotados para determinar el estado de los niveles de mADN del
genoma (Lou et al. 2014).

En el analisis COBRA-ALU descrito por Sirvanachsunton y colaboradores
(2008) disefaron oligonucledtidos especificos que flanquean a sitios CpG en ALUs
que son reconocidos y cortados por la enzima Tagl (5-TCGA-3’). Para la
evaluacion del estado de metilacion en diferentes tumores, previamente trataron el
ADN gendmico con bisulfito seguido por PCR y resticcion con Taql. Si la citosina

del sitio 5’-TCGA-3 no estd metilada, después del tratamiento con bisufulto se
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convierte en uracilo. Por otro lado, el sitio de Tagl al estar metilado quedaria
intacto. Asi, la digestién de los productos de PCR de los ALU | con Taql (de ADN
tratado con bisulfito) genera fragmentos diferentes dependiendo del estado de
estos: 117 (Hipometilada), 75.5 (Hemimetilada) y 42.5 pb (Hipermetilada).

2.4. PATOLOGIA Y EPIGENETICA DE LA ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es un enfermedad caracterizada por el depdsito e
infiltracion de sustancias lipidicas, provocando la formaciéon conocido como una
placa de ateroma o ateromas (llhan y Kalkanl et al. 2014). Al ser infiltradas en la
capa intima arterial, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas inducen la
expresion de moléculas de adhesion en el endotelio que interactian con los
receptores de monocitos, estimulando su migracion y diferenciacién a macrofagos
y células dendriticas. Finalmente, los macrofagos se diferencian a células
espumosas, Y liberan quimiocinas y otras citocininas para volver a reclutar otros
monocitos y reiniciar el proceso (White et al. 2010). En estadios avanzadas la
rotura de una placa de ateroma puede provocar la formacién de un trombo que
puede ser mortal si el bloqueo tiene lugar en una arteria coronaria 0 en una arteria
cerebral.

Actualmente, el 10% de los casos de aterosclerosis es atribuido a factores
genéticos (Indolfi 2002). Ademas, existen diferentes factores de riesgo en el
desarrollo y progresion de la aterosclerosis, incluyendo el estilo de vida,
condiciones personales (Jane-George y Lyon 2010) y la dieta. Entre los factores
de riesgo mas correlacionado a la propension de la aterosclerosis se encuentra
una dieta rica en lipidos como son &cidos grasos, triglicéridos y colesterol (Tabas
2010).

El desarrollo y progreso de la aterosclerosis en humanos esta asociada con
cambios en la mADN, siendo una hipermetilacion gradual durante el progreso de
la enfermedad, mientras que en lesiones avanzadas asociadas con rotura de la

ateroma ocurre una hipometilacion (Zaina et al. 2014; Zaina et al., 2015)
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2.5. LA LINEA THP-1 MODELO DE ESTUDIO EN LA ATEROSCLEROSIS
2.5.1. Lalinea celular THP-1

Las células de la linea THP-1 monocitica proceden de sangre periférica de
un paciente de un afio de edad con leucemia. A pesar de tratarse de una linea
celular cancerigena, las células THP-1 se caracterizan por poseer un fondo
genético homogéneo, lo que hace que exista poca variabilidad fenotipica a través
de multiples divisiones mitéticas. Su cariotipo se encuentra caracterizado (Odero
et al. 2000) y con solo una diferencia genética debido a la translocacion (9;11
)(p22;923) (Drexler et al. 1995). La translocacion (9;11) resulta de la fusion del gen
MLL (Mixed Lineagen Leukemia) en el brazo largo del cromosoma 11 (11922) con
el gen AF9 en el brazo corto del cromosoma 9 (9p22). Esta translocacion es
caracteristica en leucemias (Nakamura et al. 1993).

Las células THP-1 pueden diferenciarse a macréfagos exponiéndolas a
forbol-12 miristato-13-acetato (PMA), 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) y
1,25-dihidroxi vitamina D3 (1,25 (OH)2 D3). De esta manera, esta linea celular ha
sido utilizada para estudiar el papel de los monocitos y macréfagos en diferentes
procesos inflamatorios como es la aterosclerosis (revisado por Qin 2012).
Entonces, existe el potencial para el estudio de nuevos mecanismos moleculares
tanto en monocitos y macréfagos y su relacion con la fisiologia y patofisiologia en
el sistema vascular.

Entre las caracteristicas técnicas del uso de células THP-1 se encuentran
su capacidad de dividirse cada 35 a 50 horas en medio RPMI suplementado con
suero fetal bovino. Ademas, pueden prepararse stock con células y ser
almacenadas por periodos de tiempo largos (Chanpout et al. 2013). Finalmente,
existen técnicas genéticas establecidas para el silenciamiento post-transcripcional
por RNA de interferencia, tal como la liberacion de dsRNAs por transfeccion por
lipofectamina 2000 (Qin 2012; Chanpout et al. 2013).

2.5.2. Efectos de acidos grasos especificos en células THP-1
En células THP-1 se han observado dos fendmenos importantes que

podrian estar involucrados en el desarrollo y progresion de la aterosclerosis y
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ambos son provocados por el AA: 1) hipermetilacion del ADN (Lund et al. 2004;
Silva-Martinez et al. 2016) y 2) la formacién de gotas de lipidos en el interior
celular (Guijas et al. 2012).

En células THP-1, el AA induce un incremento en los niveles de mADN
(mADN-AA) después de 3 horas de estimulacion, esta respuesta se mantiene
hasta las 24 horas (datos no publicados). La respuesta de hipermetilacion parece
especifico al AA, ya que el acido oleico (AO), otro &cido graso insaturado, muestra
un efecto opuesto (Silva-Martinez et al. 2016).

La mADN-AA depende del Receptor Activado por Proliferadores de
Peroxisomas a (PPARa), Sirtuina 1 (SIRT1) y la B-oxidacion (Silva-Martinez et al.
2016). PPARa es un factor de transcripcion que regula la transcripcion de genes
involucrados en el metabolismo de acidos grasos como por ejemplo la 3-oxidacion.
Este es activado por una diversidad de ligandos como son los &cidos grasos y
amidas derivadas de éstos tal como las N-aciletanolamidas (NAESs). La inhibicidon
especifica de PPARa en células THP-1 inhibe de la respuesta de la mADN-AA del
ADN (Silva-Martinez et al. 2016). De manera similar, el “knock-down” de SIRT1 en
células MEF (mouse embryonic fibroblasts por sus siglas en inglés) modifica
también la respuesta de mADN-AA, aun solo a un 50% (Silva-Martinez et al.
2016). SIRT1 es una deacetilasa y entre sus blancos se encuentra PGC-1q, un co-
factor de los PPARs. Una vez deacetilada, PGC-1a puede interactuar con y activar
a PPARa. Esta via se le denomina SIRT-1/PGC-1a.

Por otra parte, Guijas y colaboradores (2012) han mostrado que una
concentracion de 10 uM de &cido araquiddnico induce la formacion citoplasmética
de gotas de lipidos en células THP-1 y su formacién es dependiente de las
cinasas JNK-1 y p38. Las gotas de lipidos estan compuestas principalmente de
triglicéridos y ésteres de colesterol, y han sido consideradas como una fuente
pasiva de energia. Sin embargo, en la actualidad se ha hipotetizado que a partir
de los triglicéridos contenidos en éstas pudieran surgir un espectro de compuestos
bioactivos que pudieran desempefiar un papel como co-activadores de factores de
transcripcion y diversas enzimas y contribuir a la regulacién de diversos procesos

celulares (Papackova y Kahova 2014). Entre estos compuestos bioactivos esta el
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2-araquidonoilglicerol el cual podria ser sintetizado a partir de triglicéridos con AA
esterificado en la posicion sn-2 (Di-Marzo et al. 1999). Por lo anterior, seria
también interesante considerar la participacion de la via de sefalizacion

involucrada en la formacion de las gotas de lipidos en la mMADN-AA.

2.6. EL ACIDO ARAQUIDONICO (AA)

El AA (&cido icosa-57,8Z,117,14Z-tetraenoico) es un acido con 4
insaturaciones no conjugadas en posicidbn cis y comunmente, se encuentra
formando parte de los fosfolipidos de las membranas celulares regulado las
propiedades fisicas de estas. Debido a la posicion de un doble enlace en la
posicion 6 a partir del carbono w este es clasificado dentro de la familia de los
Omega 6. Fue aislado por primera vez del cacahuate Arachis hipogeae L., de
donde proviene su nombre (Schaefer 2014).

El AA ha sido categorizado como una molécula sefial que participa en
diferentes procesos en organismos gque van desde esponjas, moluscos, mamiferos
y plantas. Es importante para la sobrevivencia de células libres, la agregacion
celular, regulacion de la presion osmotica, dafio mecanico, supresion del sistema
inmune e inflamacion Sin embargo, el mecanismo por el cual pudieran estar
regulado dichos procesos es aun incierto y probablemente se encuentre
conservado en el transcurso de la evolucion en los organismos (Piomelli 1996).

En mamiferos, el AA mejora tanto la captacién celular de glutamato
potencializando a accién del transportador excitatorio de aminoacidos-2 (EAAT-2)
(Zerenge et al. 1995) y la activaciéon de los canales de potasio como son TREK-1y
TRAAK-2 (Fink et al. 1998). Ademas, el AA regula los niveles de calcio
citoplasmatico (Sergeeva et al. 2012) probablemente por medio de los canales
ERC (Shuttleworth 2010).

2.7. METABOLISMO DEL AA

El AA es liberado de la membrana plasmatica por la accion de la fosfolipasa

A2 (PLA-2). Una vez libre en la célula puede ser oxidado facilmente debido a la
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presencia de multiples dobles enlaces. A su vez es sustrato para una diversidad
de enzimas para producir una gran cantidad de eicosanoides.

Los principales eicosanoides son: 1) los prostanoides (prostaglandinas,
prostaciclinas y tromboxano A2) sintetizados por la via de la ciclooxigenasa
(COX); 2) los leucotrienos (LT A4, C4, D4, E4 y B4) sintetizados por la via de la 5-
lipooxygenasas (LOX); 3) las lipoxinas producto de la interaccion entre las 12-LOX
y 15-LOX con la 5-LOX; y 4) la oxidacion por el complejo Citocromo P450 (CYP)
que produce los acidos hidroxieicosatetrenoico (HETES) y epoxieicosatetraenoico
(EETs) (Yin et al. 2013; Capra et al. 2014).

Tanto los prostanoides y los leucotrienos interactian con receptores
acoplados a proteinas G. Los primeros participan en inflamacién, dolor, fiebre,
homeostasis vascular y en plaquetas, inmunidad y reproduccion, mientras que los
segundos participan en la inflamacién y regulacion del sistema inmune. De manera
interesante, el leucotrieno LTB4 es capaz de unirse y activar PPARa (Lazar y
Schupp 2010). Por otro lado, las lipoxinas acttan como moléculas anti-
inflamatorias (Capra et al. 2014).

Finalmente, el AA también es sustrato para la sintesis de un grupo de
compuestos con actividad biolégica denominados endocannabinoides (Cascio y
Marini 2015).

2.8. ENDOCANNABINOIDES DERIVADOS DEL AA

El AA es precursor de diversos endocannabinoides (Figura 1) que
funcionan como segundos mensajeros. La anandamida (AEA o
araquidonoiletanolmida) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG) son considerados los
dos principales endocannabinoides (Mechoulam et al. 2014). Similar al A9-
tetrahidrocannabinol (THC) el principal compuesto activo de la Cannabis sativa,
ellos pueden unirse y activar a los receptores cannabinoides, CB1 y CB2 (Devane
et al. 1988).

La AEA pertenece a un grupo de compuestos denominados N-
aciletanolamidas (NAES) y se caracteriza por el AA unido a etanolamina por medio

de un enlace amida. Se han descrito NAEs no derivadas del AA (Figura 2A) y el
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péptido homopresina que son agonistas de los receptores cannabinoides, y aun se
desconoce sus relevancias farmacolégicas y biolégicas (Pertwee 2015).

Existen otras NAEs que poseen otro tipo de cadena acilo en su estructura
como por ejemplo palmitico, esteérico, oleico, linoleico o linolénico, etc. (Figura
2B). Se les han denominado “compuestos similares a endocannabinoides”, ya que
no son capaces de activar a los receptores cannabinoides pero ejercen algunos
efectos fisiologicos independientes de éstos; incluso son capaces de potenciar el
efecto de la AEA al competir como sustrato para las enzimas involucradas en su
degradacion (Hansen et al. 2015). Sin embargo, la interaccion de
palmitoiletanolamida (PEA) con los receptores cannabinoides ha sido reportada

llevarse a cabo a altas concentraciones (Showalter et al. 1996).
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Figura 1. Principales endocannabinoides derivados del acido araquidénico

Por otra parte, el 2-AG es sintetizado por una ruta metabdlica independiente
a la de la AEA (Ueda et al. 2013). Este deriva de fosfolipidos que poseen
esterificados al AA en la posicion sn-2. Algunos autores se refieren al 2-AG como
el agonista completo de los receptores cannabinoides puesto que este se
encuentra a mayor concentracion y se une con mas afinidad a estos en

comparacion con la AEA (Sugiura & Waku 2000).
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Figura 2. Principales N-aciletanolamidas (NAEs) con actividades
biol6gicas en mamiferos. A) NAEs endocannabinoides no derivadas del acido

araquidénico y B) NAEs sin actividad de endocannabinoide.
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2.9. LOS RECEPTORES CANNABINOIDES

En humanos se han identificado y clonado dos genes CNR1 y CNR2
codificantes para los receptores cannabinoides CB1 y CB2 respectivamente
(Matsuda et al. 1990; Munro et al. 1993). Estos pertenecen a los receptores
acopladas a proteinas G (GPCR) del tipo inhibitorias (Gi) de aproximadamente
400 aminoacidos (Onavi et al. 2002). La activacion de estos puede inhibir a la
ciclasa de adenilato y los canales de calcio tipo Q y N, y estimular a los canales de
potasio GIRK (McAllister et al. 1999). Los receptores cannabinoides también
regulan, la actividad de enzimas intracelulares como cinasas de la via MAPK/ERK,
cJUN y AKT (Howlett 2005).

El receptor CB1 es expresado principalmente en tejidos del sistema
nerviosos central principalmente en el hipotalamo, hipocampo y ganglios basales
(Munro et al. 1993) y a muy bajos niveles en tejido adiposo, higado, corazén,
musculo liso, endotelio, rifidn, testiculos y células del sistema inmune (Gerard et
al. 1991; Herkenham et al. 1991). La activacion del receptor CB1 inhibe la
liberacién de neurotransmisores de tipo excitatorio e inhibitorio. Por otro lado, CB2
es expresado en tejidos periféricos como en células del sistema inmune. La
activacion del receptor CB2 esta involucrado en la regulacion del sistema inmune
(Munro et al. 1993). En las células THP-1 se sabe que ambos receptores estan
expresados (Rajesh et al. 2008). Lo anterior sugiere la participacion de
endocannabinoides  en la  regulacion de  diferentes = mecanismos
inmunomodulatorios (Berdyshev et al. 2000; Kaplan et al. 2013; Lombard et al.
2007).

2.10. EL METABOLISMO DE LA ANANDAMIDA (AEA) Y OTRAS
N-ACILETANOLAMIDAS (NAES)
2.10.1. Sintesis de AEA

Como se menciono en la seccidn anterior, la AEA se caracteriza por poseer
en su estructura al AA y a la etanolamina. EI AA proviene de la dieta o
directamente de la sintesis a partir de acido linoleico por medio de elongasas y

desaturasas (Wynn 2011), mientras que el grupo etanolamina también proviene de
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la dieta y de la degradacion de la esfingosina, —un fosfolipido de la membrana
(Nakamura y Murayama 2014).

El primer paso en la sintesis de AEA es la formacién de un fosfolipido
denominado NArPE (N-Araquidonoilfosfatidiletanolamida), el cual se forma por la
accion de una N-aciltransferasas encargada de condensar el grupo amino de la
fosfatidiletanolamina con el AA. Una vez formado el NArPE, este es utilizado como
sustrato por una enzima similar a fosfolipasa D (PLD) que libera AEA y produce
acido fosfatidico. Se ha especulado la existencia de rutas alternativas (no
discutidas en este manuscrito), para la formacion de AEA tal como se ha

demostrado con mutantes carentes de la enzima NAPE-PLD (Ueda et al. 2013).

2.10.2. Catabolismo de la AEA

Se han descrito dos sistemas de degradacion de la AEA los cuales
involucran a las enzimas &cido graso amido hidrolasa (FAAH) y a la N-acil
amidasa acida (NAAA). Como previamente se menciond, estas enzimas se
encargan de mantener los niveles de AEA y terminar la via de sefalizacion
inducida por éste en diferentes procesos (Ueda et al. 2013). Puesto que el AA es
utilizado para la sintesis de leucotrienos por lipooxigenasas y prostaglandinas por
ciclooxigenasas, AEA también sirve como sustrato para estas enzimas para
generar AEA hidroxilada y prostaglandin-etanolamidas respectivamente (Marnett
et al. 2015). Ademas, la AEA es sustrato de la alcohol deshidrogensa para generar
araquidonoilglicina la cual se cree tiene efectos independientes de los receptores
cannabinoides (Aneetha et al. 2009). En general, debido a la similitud estructural
entre la AEA y sus metabolitos derivados por diferentes rutas metabdlicas, no se
descarta posean alguna actividad sobre los receptores cannabinoides o tal vez

sean mecanismo de inactivacion de esta.

2.11. EFECTO DE AEA SOBRE LA mADN
Se ha observado que la AEA inhibe la diferenciacion de los queratinocitos
mediante un mecanismo dependiente del receptor CB1 y que esta asociada con

un incremento en la mMADN. Asi mismo, estan involucradas las vias dependientes
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de las MAPK p38 y p42/44 (Paradisi et al. 2008). Existe también evidencia que
CB2, al ser activado por trans-cariofileno regula la B-oxidacién a través de la via
SIRT1/PCG-1a (Zheng et al. 2013). Esto podria sugerir que AEA, un compuesto
enddgeno, participe en la mMADN-AA en células THP-1, ya sea activando a uno de

los receptores cannabinoides o interactuando directamente con PPARa.

2.12 SINTESIS ENZIMATICA DE NAEs

La mayoria de las enzimas son proteina que -catalizan reacciones
bioquimicas en las células. Diversas enzimas tienen interés biotecnolégico y han
sido utilizadas para la sintesis de compuestos de interés bioldgico y farmacolégico.
Un claro ejemplo de ello, es la utilizacion de las lipasas. Las lipasas (hidrolasas de
triglicéridos EC. 3.1.1.3) catalizan reacciones de hidrolisis, esterificacion, trans-
esterificacién, amidacién y epoxificacién utilizando las condiciones apropiadas
(Kidwai et al. 2009). De particular importancia ha sido el uso de la lipasa B de
Candida antarctica (CALB) NOVOZIM 435 con la cual ha sido posible la sintesis
de alcamidas (Ley et al. 2004). Entre las alcamidas de importancia biolégica se
encuentran las NAEs que han sido sintetizadas mediante la reaccion directa entre
un acido graso y etanolamina en solventes organicos (Plastina et al. 2009). En
este contexto, CALB es capaz de catalizar la reaccion de amidacién con respecto

a la esterificacion produciendo principalmente amidas (Kidwai et al. 2009).
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3. JUSTIFICACION

En diversas enfermedades no transmisibles como el cancer, las
enfermedades cardiovasculares y la aterosclerosis estdn asociadas con
alteraciones en la metilacion del ADN (mADN), todavia existe poca informacion en
cuanto a como se producen estos cambios. De especial importancia para la
aterosclerosis es el impacto de los factores nutricionales especificos, como los
acidos grasos, en la mADN. El &cido araquiddnico, un &cido graso poli-insaturado
induce metilacion del ADN en células THP-1. Las células THP-1 pertenecen a una
linea celular derivada de monocitos y son ampliamente utilizada para estudiar
procesos inflamatorios como la aterosclerosis. De esta manera, la comprension
del mecanismo que provoca la mADN resultaria en nuevas estrategias para el

tratamiento y prevencion de la enfermedad.
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4. HIPOTESIS
La activacion de los receptores endocannabinoides por N-aciletanolamidas juega

un papel en la metilacion del ADN inducida por el 4cido araquiddénico en células
THP-1.
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CPT1

| P-OXIDACION

MITOCONDRIA

Figura 3. Vias hipotéticas de accién del acido araquidénico. El acido
araquidonico (AA) se metaboliza a anandamida (AEA) o produce otras N-
aciletanolamidas (NAEs). La AEA activa receptores cannabinoides (CB)
provocando la mADN ya sea mediada por la via SIRT1/PGCla o por cinasas (No
mostradas). Independientemente, las NAEs pueden interactuar directamente con

PPARa induciendo la mADN.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de las N-aciletanolamidas (NAESs) en la metilacién del ADN

inducida por el acido araquidénico en células THP-1.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar y caracterizar NAEs especificas.

2. Determinar la concentracion de NAEs en células THP-1 estimuladas con AA.

2. Analizar si NAEs especificas pueden reproducir la metilacién del ADN inducida
por el AA en células THP-1.

3. Analizar si los receptores CB1 y CB2 estan involucrados en la metilacion del
ADN inducida por el AA en células THP-1.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. EQUIPO

Para el analisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC/EIMS) se utiliz6 un cromatografo de gases modelo 7890b con una
columna DB5-MSUI (20 x 0.18 x 0.36), acoplado a un espectrometro de masas
modelo 5795b con ionizacion por impacto electrénico y separacion de m/z por
cuadrupolo (EIMS), todos de la marca Agilent Technologies.

Para los cultivos celulares se utilizé una incubadora Blinder serie 1308173
modelo CB150UL acondicionada con COx.

6.2. MATERIAL BIOLOGICO

En nuestros experimentos se utilizo la linea celular de monocitos THP-1, la
cual ha sido cultivada y utilizada en nuestro laboratorio desde el 2004. Las células
THP-1 es una linea celular modelo para el estudio de la aterosclerosis y otros
procesos inflamatorios (Qin 2012). Como control positivo, se evaluaron los niveles
sanguineos de NAEs en 12 mL de sangre de un sujeto sano en ayuno. La muestra
fue almacenada a -60°C en un tubo que contenia EDTA.

6.3. MEDIO DE CULTIVO
6.3.1. Medio RPMI 1640 adicionado

Al medio RPMI 1640 (Gibco) se le adicion6 10% de suero fetal bovino, 4
mM de glutamina, penincilina y estreptomicina al 1% antes de ser utilizado en los

ensayos.

6.4. SOLUCIONES “STOCK?”
6.4.1. Preparacion de acido AA y oleico (AO)

Se prepard una solucién stock a 3 mM de cada uno de los acidos grasos,
AA (CAT506-32-1; Sigma Aldrich Cat: A9673-50MG) y AO (CAS 112-80-1; Sigma
Aldrich Cat: 01008-5G) en combinacion con albumina sérica bovina (BSA) en una
proporcion final 5:1. Para lo anterior, se utilizaron 30 uM del &cido correspondiente

y se disolvieron en 1 mL de agua destilada estéril. Las mezclas se incubaron a
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100°C por un minuto para su completa disoluciéon. Estas ultimas se aforaron a 5
mL con agua destilada y se le adicion6 un volumen igual de BSA a 0.5 mM a cada

una de ellas. Ambas mezclas se incubaron a 37°C por una hora.

6.4.2. Preparacion de los estandares de las NAEs

Se utilizaron 6 estandares de las NAEs, de las cuales 3 fueron comerciales
y adquiridas de la compafiia Sigma Aldrich mientras que 3 fueron sintéticas
enzimaticamente (Cuadro 1). Los estdndares comerciales fueron diluidos en
etanol 100% grado HPLC a una concentracion final de 2.5 mg/mL. Para las

pruebas y analisis por GC/EIMS se tomaron alicuotas de 1 mg/mL.

Cuadro 1. Estandares de las N-aciletanolamidas

ORIGEN NOMBRE ABREV. CATALOGO
Palmitoiletanolamida PEA P0359-10MG
COMERCIAL Oleoiletanolamida OEA 00383-10MG
Araquidonoiletanolamida AEA A0580-5MG
Estereoiletanolamida SEA |
SINTESIS EN EL
Linoleoiletanolamida LEA | = e
LABORATORIO
Linolenoiletanolamida LNEA | ——mee-

6.4.3. Preparacion de los inhibidores de los receptores cannabinoides

Se utilizaron los inhibidores especificos para los receptores cannabinoides.
Para el receptor CB1, se empled rimonabant {5-(4-chlorophenyl)-1-(2,4-
dichlorophenyl)-4-methyl-N-1-piperidinyl-1H-pyrazole-3-caboxamida; CAS 168273-
06-1 Cat: 9000484} también conocido como SR141716A, un antagonista
competitivo/agonista inverso con una constante de inhibicién (Ki) de 1.98 + 0.13
nM (Rinaldi-Carmona et al. 1994). Para el receptor CB2 se utilizo AM630 {6-iodo-
2-methyl-1-(4morpholinyl)ethyl]-1H-indol-3-yl](4methoxyphenyl)-methanone: CAS
164178-33-0 Cat: 164178-33-0}, un agonista inverso/antagonista (Ross et al.
1999; Bolognini et al, 2012). AM630 posee baja afinidad por CB1 (Reggio 2006).
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Ambos inhibidores fueron comprados a la empresa Cayman Chemicals. Tanto
rimonabant como AM630 fueron disueltos en dimetil sulféxido (DMSO; CAS 67-68-
5; Sigma Aldrich Cat: 34869-100ML) y llevados a una concentracion final de 6
mM. Se prepararon diluciones en DMSO de tal manera que, a todos los
tratamientos se les adicionaron 5 pL y obtener la concentracion deseada. Se uso
ese volumen de DMSO para obtener una concentracion final menor a 0.05% y

evitar toxicidad.

6.5. CULTIVO CELULAR Y TRATAMIENTOS

Se utilizé la linea celular THP-1, la cual procede de un paciente con
leucemia monocitica aguda. Estas fueron crecidas en medio RMPI 1640
adicionado e incubadas 37°C con 5% de CO.. Las células se cuantificaron cada 2
dias y se mantuvieron a una densidad de 0.5 a 0.8 millones de células/mL para

evitar el estrés producido por la alta densidad.

6.5.1. Estimulacién de células THP-1 con NAEs

Se estimularon células 10 millones de células THP-1 con las NAEs, PAEy
AEA a las concentraciones de 0.5, 1 y 2 uM por 24 horas. Se utilizé etanol como
vehiculo ya que los estdndares se encuentran diluidos en dicho solvente. Una vez
estimuladas se tomaron 5 millones de células se utilizaron para la extraccion de
ADN vy asi determinar los niveles de metilacién total mediante el andlisis COBRA.-
ALU. EIl resto de las células se almacend a -80°C para realizar otros andlisis

independientes.

6.5.2. Estimulacion con AAy AO

Para la estimulacion de células THP-1 se les adicion6 el volumen necesario
del Stock 3 mM para llegar a una concentracion final de 1 y 100 uM del acido
graso. Posteriormente, los cultivos fueron incubados por 0, 1, 3y 24 h. con las
condiciones ya mencionadas. Una vez transcurrido el tiempo de estimulacion, las
células se centrifugaron a 3500 rpm por 5 minutos, y lavadas con 2 mL de PBS

(solucion amortiguadora de fosfatos) 2 veces y se resuspendieron en 2 mL de PBS
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conteniendo 100 uM de floururo de metilsulfonilo (PMSF; CAS 329-98-6; Sigma
Aldrich Cat: P7626-5G) o solo en PBS. Las muestras almacenadas en PBS se
utilizaron para la extraccion de ADN y ARN, mientras que a las muestras que se le
adicion6 PMSF se utilizaron para la busqueda de NAEs. EI PMSF es un inhibidor
de la FAAH, la principal enzima que degrada N-aciletanolamidas (Lin et al. 1998).
Inmediatamente las células fueron almacenadas a -80 °C hasta su posterior uso.
En este trabajo no se evalud la presencia de NAEs ni metilacion total de células
estimuladas con AO.

6.5.3. Inhibicion de los receptores cannabinoides

Para determinar si los receptores cannabinoides estan involucrados en el
proceso de hipermetilacion inducida por el AA, se utilizaron los inhibidores
rimobanant y AM630 para CB1 y CB2, respectivamente. Se incubaron 10 millones
de células THP-1 por una hora en presencia de los inhibidores a 0, 0.5, 1y 2 uM
de manera independiente con su respectiva réplica bajo las condiciones
previamente mencionadas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion las
células fueron estimuladas con 100 uM del AA e incubadas bajo las mismas
condiciones por 24 horas. Después de la incubacion estas fueron centrifugadas a
3500 rpm y lavadas 2 veces con 2 mL del buffer PBS y resuspendidas en 2 mL del
mismo buffer. Las células fueron almacenadas a -80°C hasta su posterior uso en
la determinacion de la metilacion total mediante el andlisis COBRA-ALU.

6.5.4. Conteo y viabilidad celular

El conteo de células se llevd a cabo utilizando el método de conteo en
camara de Neubauer. Brevemente, las células se centrifugaron a 3,500 rpm
durante 5 minutos, y fueron resuspendidas en 1-3 mL de medio RPMI 1640. Se
tomaron 10 pL de la suspension celular y se colocaron en un tubo Eppendorf de
1.5 ml, donde se diluyeron en 980 uL de medio RPMI y 10 uL del colorante azul de
tripano y se agitdo suavemente. Finalmente se tomaron 20 pL y se colocaron en la
camara de Neubauer para el conteo de células en el microscopio Optico. De la

misma manera se realiz6 un conteo celular tanto de células vivas y muertas
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presentes bajo cada tratamiento realizado en cada ensayo y asi determinar la

viabilidad celular.

6.6. SINTESIS ENZIMATICA DE NAEs

Se sintetizaron enzimaticamente en el laboratorio las NAEs de los acidos
estedrico (SEA), linoléico (LEA) y linolénico (LNEA) segun Molina-Torres vy
colaboradores (2008). Para la sintesis se usO la enzima Lipasa B de Candida
antarctica (Novozim 435 de Sigma Aldrich), la cual se encuentra inmovilizada
sobre resinas de acrilico. Se utilizaron como sustratos el acido graso o su
respectivo metil éster (Cuadro 2) y etanolamina (Baker). La enzima es capaz de
utilizar ambos sustratos como sustrato (Kidwai et al. 2008). Los solventes
utiizados para las reacciones fueron tolueno y cloroformo grado HPLC.
Brevemente, en un reactivial de 3 mL se adicionaron 20 mg de la enzima
Novozym, 0.2 mM del acido graso o su metil éster, 0.4 mM de etanolamina (Baker)
en 2 mL de solvente. Adicionalmente, se agregaron 20 mg de sulfato de sodio
anhidro (Na2SOa; Baker). Finalmente, la mezcla fue incubada a 70°C en constante
agitacion. La sintesis de NAEs fue monitorizada tomando 50 pL de la solucién y
sometidas a derivacion con BISTFA (Ver mas adelante) e inyectadas y analizadas
por medio de GC-EIMS utilizando una columna DB1 y el método previamente

establecido para alcamidas.

Cuadro 2. Sustratos utilizados para la sintesis enzimatica de N-aciletanolamidas.

NAE SINTETIZADA EN
EL LABORATORIO

ABREVIATURA SUSTRATOS

Acido Estearico (Sigma Aldrich ) +

Esteroiletanolamida SEA )
etanolamina ()
; ) ; Metil éster del &cido linoleico (Sigma
Linoleoiletanolamida LEA ; ;
Aldrich) + etanolamina
) ] ] Metil éster del &cido linolénico (Sigma
Linolenoiletanolamida LNEA

Aldrich) + etanolamina
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6.7. METODOLOGIA PARA LA DETECCCION DE NAEs POR GC-EIMS
Previo a la evaluacién de las concentracion de las NAEs, se decidi6é evaluar
la presencia de PEA, OEA y AEA ya que estos estandares, al ser comerciales, se

tienen disponibles en mayor cantidad.

6.7.1 Caracterizacién de NAEs por GC/EIMS

Se disefié el método para la deteccion de NAEs en el GC/EIMS y se
denomin6 NAESDB5MUI20M. El programa del horno fue con una temperatura
inicial de 150°C por 3 minutos, un incremento de 4°C/min hasta alcanzar una
temperatura de 300°C mantenida durante 15 minutos. El tiempo de corrida de 55.5
minutos. La inyeccidbn de 1 pL es realizada de manera automatica por el
cromatdgrafo y con la opcién splitless, la cual nos permite inyectar completamente
la muestra sin realizar algun tipo de particion.

Para la caracterizacion por GC/EIMS, los estandares fueron sometidos a
derivacibn y asi se obtuvieron los tiempos de retencion y patrones de
fragmentacion en columna DB-5Ul. De esta manera obtenemos derivados
trimetilsililil de las NAEs (NAEs-TMS). Para la derivacion se tomaron 10 pL (10 ug)
de cada uno de los estandares y se colocaron en reacti-viales de vidrio y fueron
secados mediante una corriente de nitrdgeno. Se le adicionaron 80 pL del
derivatizante BISTFA (N,O-Bis (trimetilsilil) triflouroacetamida, CAS 25561-30-2;
Sigma Aldrich Cat: 33027) y 20 pL de piridina (CAS 110-86-1; Sigma Aldrich Cat:
270970-100ML) y se incub6 a 80°C por 30 minutos. Después de la incubacion se
dej6é enfriar a temperatura ambiente (20-25°C) y se adicion6 100 pL de isooctano
(2,2,4 trimetil pentano, CAS 540-84-1; Sigma Aldrich Cat: 34862). La mezcla fue
colocada en insertos de vidrio contenidos en viales para ser analizados por GC-
EIMS con el método NAESDB5MUI20M.

6.7.2. Disefio del método SIM (Selected lon Monitoring) para NAEs
Una vez obtenidos los patrones de fragmentacion de las NAEs - TMS, estos
fueron utilizados para disefiar el método SIM (Selected lon Monitoring) y evaluar la

concentracion de las estas. Los criterios empleados para este fue la busqueda de
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iones abundantes y caracteristicos de cada NAE —TMS en su respectivo tiempo de
retencion (Rrt). Este método nos permite monitorear iones caracteristicos que
corresponden a una parte especifica de la molécula tomando en cuenta 1) el Rty
2) la proporcion de los iones en el espectro de masas.

6.7.3. Curvas de calibracion paralas NAEs
Se realizaron curvas de calibracion para las NAEs —-TMS de PEA, OEA y
AEA, con cantidades de 20, 40, 60, 80 y 100 pg utilizando el método SIM

establecido. Se utilizé un volumen de derivacion final de 50 L.

6.7.4. Determinacion de NAEs en células THP-1

Se estimularon 10, 30 y 50 millones de células THP-1 con 100 pM de AA
por 0, 1, 3, y 24 horas. Cada una con dos repeticiones a excepcién de las
estimuladas durante el tiempo 0. Una vez transcurrido el tiempo de estimulacion,
las células fueron centrifugadas a 3,500 rpm por 5 minutos y resuspendidas en 2
mL PBS conteniendo 100 uM de PMSF (para evitar la degradacion de las NAES).
Estas fueron almacenadas a — 80°C para su posterior uso en la extraccion y
purificacion de NAEs.

Para la extraccion de NAEs se utilizo el protocolo propuesto por Balvers y
colaboradres (2013) con algunas modificaciones. Este método se basa en la
extraccion de compuestos lipidicos totales con isopropanol, y una posterior
purificacion utilizando un cartucho de purificacion C8 eluido con acetonitrilo al
80%. Sin embargo, acorde a las especificaciones del cartucho, el acetato de etilo
es un mejor eluyente por lo cual se eligié este para trabajar. Brevemente, las
muestras fueron descongeladas y traspasadas a tubos de vidrio. Las células
fueron lisadas por sonicacion durante 30 minutos y secadas a evaporacion con
vacio utilizando el multievaporador. Una vez seca la muestra, se le adicioné 400
uL de isopropanol conteniendo 100 uM de PMSF y se agit6 ligeramente. En este
paso se adicionaron 30 pg del estandar interno, dodecanoiletanolamida (NAE
C12:0). Como control de la extraccion en un tubo independiente, se le mezclaron

en isopropanol 10 pg de cada una de las NAEs, y 30 pg del estandar interno NAE
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C12:0 y se continuo segun el protocolo. Se centrifug6 a 13,000 rpm por 10 minutos
y se tomod el sobrenadante. Para desesterificar NAEs, se le adiciondé 200 pyL de
NaOH 0.5 N disuelto en metanol, y se incubaron a 60°C por 40 minutos. Se le
adicionaron 4 mL de agua mili-Q conteniendo 0.13% de &cido triflouroacético
(TFA; CAS Sigma Aldrich Cat: 91700). La muestra (4.5 mL) se hizo pasar por una
columna C8. Una vez pasada la muestra, se lavd con acetonitrilo al 20%
conteniendo 0.1% de TFA y finalmente eluida con 3 mL de acetato de etilo. El
cartucho C8 antes de pasar la muestra fue activado con 1 mL de metanol y lavado
con 1 mL de agua mili-Q.

Las muestras (3 mL) fueron concentradas con flujos de nitrégeno hasta
aproximadamente 0.5 mL. Estas fueron colocadas directamente en insertos y
evaporadas hasta sequedad a una temperatura de 60°C. Una vez secas, se les
adicion6 40 pL d BISTFA y 10 pL de piridina e incubadas a 70°C por 40 minutos.

Estas fueron inyectadas y analizadas por GC/EIMS

6.7.5. Determinacion de NAEs en células sanguineas

Alternativamente, debido a ciertos problemas al utilizar la extraccion en fase
solida por la utilizacion de grandes cantidades de muestra y tienden a saturar el
cartucho C8, se decidi6 modificar el protocolo y pasar directamente a una
extraccion basada en sistema de solventes en sangre humana tal como se
describe en seguida. Se utilizaron 12 mL de sangre fresca al que se le adicionaron
5 mL de buffer de fosfatos (PBS) conteniendo 100 puM de floururo de
fenilmetanosulfonilo (PMSF) por cada 10 mL de sangre fresca. Las muestras
fueron centrifugadas en tubos Solvats de 50 mL a 13,000 x g a 4°C.
Posteriormente, se separa la fase celular de la fase plasmatica. Para la fase
celular se ajustdé a un volumen final de volumen a 15 mL con buffer de fosfatos
(100 uM de PSMF) y se agit6 vigorosamente y se dosificaron 2.5 mL/tubo en tubos
de 15 mL. Tanto las muestras de plasma como de células sanguineas fueron
congeladas inmediatamente con hielo seco y sometidas a liofilizacion.

Una vez liofilizadas, a cada una de las muestras se les realizO una

extraccion lipidica sin pasar por columna tal como se describe, cada muestra con
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Su respectiva repeticion biologica. Se adicionaron 3 mL de isopropanol (2-
propanol; Karal) conteniendo 100 uM de PMSF y 1 mL de la solucién saturada de
cloruro de sodio (NaCl; Baker) a cada una de las muestras y se centrifugd
brevemente y el sobrenadante fue transferido a tubos de vidrio de 50 mL. Se
repitié la extraccion adicionando solo isopropanol dos veces mas. El extracto fue
incubado a 70°C por 5 minutos y posteriormente evaporado hasta sequedad en
multievaporador. Se adicionaron 3 mL de hidréxido de sodio (NaOH) a 0.5 M y
colocadas en bafio Maria a 60°C por 40 minutos, lo anterior con el objetivo de
saponificar los acidos grasos y des-esterificar las NAEs que se encuentran en las
NAPEs. Para eliminar los acidos grasos saponificados el extracto se dej6 enfriar a
temperatura ambiente por 10 minutos. Después se adicionaron 2 mL de agua
destilada y 1 mL de agua saturada de NaCl y 3 mL de acetato de etilo. Mezclar
brevemente por inversibn o con vortex y centrifugar por 5 minutos. Repetir el
lavado con acetato de etilo 2 veces mas. La muestra fue evaporada a sequedad
en una liofilizadora. Una vez secas las muestras, estos fueron derivatizadas
adicionando 40 puL de BISTFA y 10 pL de piridina e incubadas a 80°C durante 30
min. La reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente y fue secada bajo flujo de
nitrdgeno y una vez seca se resuspendié en 50 pL de isooctano. Finalmente se
colocaron en insertos para ser analizadas por GC/EIMS usando el método
NAESDB5UI20M, el cual busca iones caracteristicos de las NAEs. Los
cromatdégramas obtenidos fueron analizados por el programa MassHunter versiéon

10.0.30319.1 desarrollado por Agilent Technologies.

6.8. ANALISIS COBRA-ALU EN CELULAS THP-1

Para la cuantificacion de la metilacion total del ADN se utilizd como
referencia los estados de metilacion de los elementos ALU. Se utilizaron alicuotas
de muestras de diferentes ensayos con diferentes tratamientos como son la

estimulacion de células con NAEs y con AA en los tiempos mencionados.
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6.8.1. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN gendmico se realizd6 mediante el protocolo de
aislamiento de ADN de cerebro o TL-Brain. Brevemente, las células fueron
centrifugadas a 13,000 x g y se descarté la fase liquida en la cual se encontraban
resuspendidas. A las muestras se le adicionaron 600 uL del Buffer TL-Brain (10
mM de Tris-HCI pH 7.4, 10 mM de EDTA, 200 mM de NaCl) y se homogenizaron
con agitacion suave. Se le adicionaron 75 pL de sulfato dodecil de sodio al 10%
(SDS 10%) y 7.5 pyL de proteinasa K (30 mg/mL) y se dejaron incubando por 5
horas a 55°C con agitacion constante. Transcurrido el tiempo de incubacion, se le
adicionaron 690 pL de la mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1
vol/vol/vol) y se mezclaron con agitacion suave por 10 minutos. Las muestras
fueron centrifugadas a 12,000 x g por 5 minutos, y se colectaron 500 pL de la fase
acuosa a tubos Eppendor de 1.5 mL nuevos. Se afiadié 1 volumen de cloroformo a
cada una de las muestras y se mezclaron por inversion. Los tubos fueron
centrifugados a velocidad maxima por 5 minutos y la fase acuosa fue transferida a
tubos Eppendorf de 1.5 mL nuevos. Posteriormente, se le adicionaron 50 pL de
acetato de sodio 3M y 1 volumen de isopropanol al 100% y se incubaron toda la
noche a -20°C. Los tubos fueron a centrifugados a velocidad maxima por 15
minutos y se descartd el sobrenadante. El pellet obtenido fue lavado con etanol al
70% y nuevamente se centrifugaron a velocidad maxima por 15 minutos y se
volvié a descartar el sobrenadante. El pellet fue secado a temperatura ambiente
(28°C) y resuspendido en agua conteniendo 0.5 puL de RNasa A (70 pg/mL). Las
muestras de ADN fueron analizadas en geles de agarosa al 1% conteniendo gel
red como colorante de tincion y colocada en una camara electroforética y corrido a
un voltaje de 70 mV por 40 minutos. Finalmente, cada una de la muestras fueron

cuantificadas en Nanodrop.

6.8.2. Tratamiento del ADN gendmico con bisulfito
Para el tratamiento del ADN con bisulfito se utilizo el Kit DNA Methylation-
Gold (Zymo Research Cat: D5005). Para esto se tomaron alicuotas de 0.5-1 ug de

ADN vy se colocaron en tubos de PCR fueron aforadas con agua inyectable a un
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volumen final de 20 uL y se siguidé el manual de manufactura del kit. Brevemente,
a las muestras se le adicion6 130 pL del reagente de conversion CT y se
incubaron en el termociclador bajo las siguientes condiciones: 98°C por 10
minutos y 64°C por 2.5 horas. Transcurrido el tiempo, se adicion6 600 pL del
buffer M-binding a una columna IC Zymo-Spin previamente preparada y se le
adiciond la muestra (aprox. 150 yL) y se mezclé por pipeteo. Se centrifugd por 30
segundos a 10,000 x g y se descarté la fase liquida que eluyd. La columna se lavo
con 100 uL del buffer de lavado y se centrifugd por 30 segundos a 10,000 rpm. Se
adicion6 200 pL del Buffer M de desulfatacion y se incubo a temperatura ambiente
por 20 minutos. Después de la incubacion se centrifugé a maxima velocidad por
30 segundos y se descarto la elucién. Se agreg6 200 uL del buffer de lavado M a
la columna y centrifugd a maxima velocidad por 30 segundos y descart6 el
sobrenadante esto se realiz6 dos veces. Se colocd la columna en un tubo de 1.5
mL nuevo y se adicion6 12 pyL de agua directamente a la matriz de la columna. Se
centrifugd a maxima velocidad por 30 segundos y se guardo la fase eluyente a -

20°C hasta su posterior uso.

6.8.3. Amplificacién de los elementos ALU

Los elementos ALU fueron amplificados usando los primers AluF: 5’-GGY
GYG GTG GTT TAY GTT TGT AA-3’ y AluR: 5-TTA ATA AAA ACR AAA TTT
CAC CAT ATT AAC CAA AC-3'. Las reacciones se llevaron a cabo en tubos para
PCR adicionando 2 uL de ADN gendmico tratado con bisulfito, 1 yuL de cada uno
de los oligonucleétidos (10 pmol), 1.5 uL de MgCI2 50 mM (Invitrogen), 1 mM, 0.5
puL de dNTPs 10 mM, 2.5 pL de Buffer 10X pcr-MgCI2 (Invitrogen), y 0.05 pL de
Taq Polimerasa (Invitrogen) y aforadas a 50 pL con agua inyectable. Las
condiciones para la amplificacion fueron las siguientes: una temperatura inicial de
94°C por 3 minutos, 94°C como temperatura de desnaturalizacion por 30
segundos, una temperatura de alineamiento de 53°C por 30 segundos vy
finalmente una temperatura de elongacion a 72°C por 30 segundos. Las

temperaturas de desnaturalizacion, alineamiento y extension fueron sometidas por
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55 ciclos. El producto de las amplificaciones fueron analizadas en un gel de

agarosa al 2% y tefiido con gel red, a un voltaje de 90 mV por 30-40 minutos.

6.8.4. Analisis de la metilacion total

Los productos de PCR de los elementos ALU fueron colocados en tubos de
PCR y digeridos con la enzima Tagl. Para la digestién se adicionaron 2 pL de BSA
al 0.1%, 2 pL del Buffer Tagl 10X y 0.2 pL de la enzima Taql 10 U/uL (Invitrogen).
Estos fueron incubados en un termociclador a 65°C por 16 horas. Los productos
de la digestion fueron analizados en un gel de agarosa 3% a 90 mV por 40-50
minutos. Se le adicionaron 5 pL del buffer de carga con gel red para ser
visualizadas y capturadas en un fotodocumentador Bio-Rad. Las bandas obtenidas
se analizaron y cuantificaron mediante el programa Quantity One (Bio-Rad) y
determinar los niveles de metilacion total como sugiere Sirivanichsuntorn y
colaboradores (2013).

6.9. EXPRESION GENICA DE LOS RECEPTORES CANNABINOIDES

Para determinar los niveles de expresion de los genes codificantes para los
receptores CB1 (CNR1) y CB2 (CNR2) se aislo y purific6 ARN procedente de 5
millones de células THP-1 estimuladas con 1y 100 uM de AA y AO durante O, 1,
3, 24, 48 horas. Para la extraccion de ARN se utilizé el reagente TRIZOL
(ThermoFisher Scientific Cat 15596018), siguiendo el protocolo del fabricante,

6.9.1. Extraccion de ARN

Las células se centrifugaron a velocidad méaxima por 5 minutos. Se descarto
el sobrenadante y se adiciond6 1 mL del reagente TRIZOL. Las muestras se
homogenizaron utilizando la punta con pipeta. EI homogenizado fue almacenado a
-80°C durante toda la noche. La muestra se incubé a 30°C por 5 minutos (puede
en un rango de 15-30°C). Se adicion6 0.2 mL de cloroformo y agit6 mediante
inversion por 15 segundos y posteriormente se incubo a temperatura ambiente por
2-3 minutos. Se centrifug6 a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C. Se transfiri6 la fase

acuosa a tubos nuevos. La fase organica se almacend -60°C. Esta ultima puede
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ser utilizada para la extraccion de ADN y proteinas. Se agregé 0.5 pL de
isopropanol e incub6 a temperatura ambiente por 10 min y centrifugd a 12,000 x g
por 10 min a 4°C. La pastilla se lavdo con 1 mL de etanol al 75% vy agit6
brevemente en el vortex y se centrifugd a 7,500 x g por 5 min a 4°C y se descard
el sobrenadante. Se seco la pastilla a vacio por 10 min y se disolvié en 30 pL de
agua libre de RNAsas. Se corrobor6 a integridad en un gel de agarosa para
después ser cuantificado en el Nanodrop. Se adicion6 DNAsa (1 U ug?) vy
almacené a -60°C.

6.9.2. Sintesis de ADNc

Para la sintesis de ADNCc se utilizé la enzima Super Script Ill. En un tubo de
PCR se coloc6 500 ng de RNA y se adicioné 1 uL de oligo dT y 1 yuL de dNTPs y
se aforé a 13 pL con agua estéril. Se mezcld y se incub6 a 65°C por 5 minutos y
posteriormente se incubo por 1 minuto. Después se le agregd 7 uL de la Super
script mix: 4 yuL de buffer First Strand 5x, 1 uL de DTT, 0.5 pL de inhibidor Rnase
Out, 0.7uL de enzima Super Script Il y 0.8 pL de agua. Finalmente se incubé 50°C
por 50 min y se volvid a incubar a 58°C por 5 minutos. Este se almacené a -80°C

para la amplificacion de CNR1 y CNR2.

6.9.3. Amplificacion de CNR1y CNR2.

Se determinaron los niveles de expresion de los receptores CB1 y CB2
segun Rajesh et al. 2008. Para lo anterior, se utilizaron alicuotas de ADNCc
procedentes de células THP-1 estimuladas con 100 uM de AA en los tiempos 0, 1,
3 y 24 horas. Para la amplificacion del receptor CB1 se utilizaron los
oligonucledtidos 5-TTCCCTCTTGTGAAGGCACTG-3’ (sentido) y 5-
TCTTGACCGTGCTCTTGATGC-3 (reverso) el cual genera un amplicon de 132
pb; para el receptor CB2 5-TTTGCTTTCTGCTCCATGCTG-3’ (sentido) y 5'-
TTCTTTTGCCTCTGACCCAAG-3’ (reverso) con un producto de 150 pb. Las
condiciones del termociclador fueron las siguientes: temperatura inicial de 95°C
por 2 minutos, 30 ciclos de una temperatura de desnaturalizacion de 94°C por 30

segundo, de hibridacién a 60°C y de extension a 72°C. Las amplificaciones fueron
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observadas en un gel de agarosa al 1.5% tefidos con gel red y observados en un
trans-iluminador BioRad. El producto de las amplificaciones son de 132 y 150 pb
para los receptores CB1 y CB2, respectivamente. Lo anterior fue analizado in silico
utilizando la péagina BiSearch: Primer design and search tool
(http://bisearch.enzim.hu/).

6.9.4. Cuantificacion de la expresion génica.
Para la cuantificacion, cada una de las bandas fue analizada usando el
programa Quantity One (Bio-Rad). Finalmente, los valores obtenidos fueron

normalizados utilizando como referencia la expresién del gen constitutivo GADPH.

44



7. RESULTADOS

7.1. IDENTIFICACION DE NAEs POR GC/EIMS

Para corroborar la produccién de NAEs por la enzima lipasa B de Candida
antarctica Novozim 435 se tom0 una alicuota de cada vial donde se realizaron las
reacciones y se sometieron a derivatizacion con BISTFA y fueron analizadas por
GC/EIMS en una columna DB1MS mientras que los estandares comerciales en
una columna DB5UI. En el presente trabajo no se determind la actividad
enzimatica ya que existen trabajos previos de éste donde se evaluo el efecto de
solvente, la temperatura, la cantidad de sustrato y la cantidad de enzima, asi como
el uso de diversos sustratos en la produccion de NAEs utilizando tres métodos
(Kidwai et al. 2009). Para corroborar su estructura quimica se justificaron los 10
picos mas abundantes de cada NAE - TMS. En el Cuadro 3 se muestra el tiempo
de retencion y en la Figura 4 - 9, los espectros fragmentacion de los estandares
de las (NAEs - TMS) los cuales son similares a los obtenidos por Chapman y
Cadas y sus respectivos colaboradores (1999 y 1997). En estos ultimos se
observaron 3 iones caracteristicos de las NAEs - TMS: 1) el ion molecular M*; 2) el
ion m/z=116, producto de la eliminacion de la etanol TMS; y el ion m/z=M*-CHs
resultado de la eliminacién de un grupo metilo. Ademas, para cada una de las
NAEs - TMS analizadas existe un ion abundante el cual proviene de la cadena
acilo (m/z=Acilo). Finalmente, para la linolenoiletanolamida (LNEA - TMS) no se

encontraron espectros de fragmentacion en la literatura (Figura 9).

Cuadro 3. Tiempo de retencidon de los estandares de las N-aciletanolamidas

silanaizadas.

ORIGEN NAE DERIVADO COLUMNA Rt
Palmitoiletanolamida PEA-TMS DB5UI 28.745
COMERCIAL Oleoiletanolamida OEA-TMS DB5UI 32.022
Anandamida AEA-TMS DB5UI 34.335
Estearoiletanolamida SEA-TMS DB1MS 38.51
SINTETICA Linoleioiletanolamida LEA-TMS DB1MS 37.80
Linoleonoiletanolamida LNEA-TMS DB1MS 38.21
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7.2. DETERMINACION DE NAEs EN MUESTRAS BIOLOGICAS

Como previamente se menciond, antes de iniciar la evaluacion de todas las
NAEs, se decidi6 realizar la determinacion de los estandares comerciales PEA,
OEA y AEA en muestras bioldgicas, ya que se disponian de mayor cantidad.

7.2.1. Disefio de método SIM para las NAEs

Para el disefio del método SIM se utilizaron 4 iones principales para las
NAEs comerciales derivatizadas: 1) el ion m/z = M* -CHs; 2) el ion m/z = 116; 3)
m/z=Acilo; y 4) el ion molecular M* (Cuadro 4). Con lo anterior el método
NAESDB5UI20M se actualiz6. De esta manera ahora se obtuvieron
cromatogramas de tipo SIM para la determinacion de NAEs en las muestras
biolbgicas.

Cuadro 4. lones caracteristicos de las N-aciletanolamidas silanizadas para

el disefio del método SIM (Selected lon Monitoring).

ABREVIATURA DEL
N-ACILETANOLAMIDA IONES (m/z)
DERIVADO
Palmitoiletanolamida PAE-TMS 116, 175, 356, 371
Oleoiletanolamida OEA-TMS 116, 188, 382, 397
Anandamida AEA-TMS 116, 175, 404, 419

7.2.2. Curva de calibracion para las NAEs
Se obtuvieron curvas de calibracion de 20 a 100 pg/uL NAEs - TMS del
Cuadro 4 de acuerdo al método NAESDB5UI20M. La Figura 10 muestra las

curvas de calibracion obtenidas para las estas.

7.2.3. Determinacion de NAEs en células THP-1

Por medio de GC/EIMS se encontré una sefial en el tiempo de retencién de
la PEA - TMS. Sin embargo, un analisis detallado del cromatograma SIM mostro
que la proporcion entre el ion m/z=356 es menor en comparacion a los iones

m/z=175 y m/z=116 en éste. El espectro de masas encontrado y la comparacion
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con la base de datos NIST arrojé una similitud con el acido cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico trimetilsilil éster. Este comparte los iones caracteristicos de
PEA - TMS (Figura 11).

A)
6.000

5.000

4.000

3.000

AREA

y=46,973x + 178,42

o <
/ R? = 0,0642
1,000 /‘

0 20 40 60 80 100 120
CONGENTRACION (pg/uL)

2.000

B) 7000

6000
5000
4000
3000
2000
1000 i

P

AREA

y =57.262x + 195.26
R2=0.9821

0 20 40 60 80 100 120
CONCENTRACION (pg/pL)

<)

600

500 e

400 /

300

AREA

200

y = 4.4683x + 78,004
100 R® = 0,9858

0 20 40 60 380 100 120
CONCENTRACION (pg/uL)

Figura 10. Curvas de calibracion par las N-aciletanolamidas silanizadas. A)

pamitoiletanolamida, B) oleoiletanolamida y C) anandamida.
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7.2.4. Determinacion de NAEs en células sanguineas

En muestras sanguineas, se detect6 AEA y OEA. Debido a la baja

concentracion a la cual se encontraron no fue posible su cuantificacién. Sin

embargo, no se detectdé PEA (Figura 12).

<104 [+ o116,y S STONAES ©
L
” 30,06
55
525
.
475
. OEA-TMS —
B
375
35
328
H
275
2.
228 w0 PEA-TMS
g ~— AEA-TMS
1
0.75
s
025
= y | B
2 s 3 w7s E 2as 3 ms B s Y BD EER— £ FET R s =
Counts vs, Acquisition Tima (min)
+ SIN116.0) SIM SANGEXT2D + SIH[116.0) S SANGEXT2.0
i [
4 i
EH
15
3
)
5
) OEA-TMS 2
15 AEA-TMS

* H
1§

B2 B4 86 BE ¥ B B4 N5 BB
ot 3) . oo T i)

M+ 116 === M+ 382

|

o2 N4 W6 oWE N N2 M4 M6 ME R

== M+ 188

L 1 N 1 O [ O 1 J B J 7 T

= M+116

Counts (%) vs, Acqusifon Time {min]

B oBE W oW

M+ 175 == M+ 404

Figura 12. Deteccion de oleoiletanolamida (OEA) y anandamida (AEA) en

sangre. A) Cromatograma de los estandares PEA, OEA y AEA silanizadas
(TMS); B) sefiales de los iones de la OEA-TMS; C) de AEA-TMS. PEA =

palmitoiletanolamida.

52



7.3. ANALISIS COBRA-ALU EN CELULAS THP-1

Experimentos previos mostraron que el aa induce un incremento en la
MADN de los elementos ALU (medido por COBRA-ALU) que refleja los niveles
totales en la mADN medido por HPLC (Silva-Martinez et al. 2016). Para reproducir
lo anterior, se estimularon células THP-1 con 100 uM de AA 'y se analiz6 su efecto
sobre la mADN por el andlisis COBRA-ALU. Se confirm6é que el AA aumenta
niveles de metilacion de los elementos ALU | a las 24 horas después de la

estimulacion (Figura 13).
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Figura 13. El efecto de la estimulaciéon con 100 uM de acido araquidénico por

24 horas sobre la mADN de ALU | en células THP-1.38y b indican diferencias
significativas entre los dos tratamientos (p=0.05 n=4; 2 repeticiones bioldgicas y

técnicas).
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7.4. ESTIMULACION DE CELULAS THP-1 CON NAEs ESPECIFICAS

Para entender si NAEs especificas son capaces de recapitular la respuesta
de mADN-AA, se estimuld células THP-1 con PEA y AEA. Primero se estimé la
viabilidad celular a concentraciones de 0.5, 1y 2 uM de ambos (Figura 14A). Solo
la estimulacién con 1y 2 uM de PEA mostré un efecto sobre la viabilidad celular
respecto al control o vehiculo (etanol) por lo cual fueron excluidas de los andlisis.
Posteriormente se procedio a estimular células THP-1 por 24 horas con PEA y
AEA a las concentraciones que no afectaban la viabilidad celular y se midi6 el
efecto sobre la mADN de elementos ALU | usando la técnica COBRA-ALU (Figura
14B). A pesar de que ninguna de las estimulaciones con NAEs pudieron replicar la
MADN de elementos ALU I, se observé una tendencia en un incremento de 4.7%
en la mADN al estimular células THP-1 de 2 uM de anandamida con respecto al

control.

7.5. EFECTO DE LOS RECEPTORES CANNABINOIDES SOBRE LA mADN-AA.
7.5.1. Expresion génica de los receptores cannabinoides.

Para determinar si existe una asociacion entre la mADN y la expresion de
los genes CNR1 y CNR2 (que codifican para los receptores CB1 y CB2,
respectivamente) se realizO RT-PCR usando ARNs derivados de células
estimuladas con 1y 100 uM de AAy AO en los tiempos 0, 1, 3y 24 horas. (Figura
15A).

Al normalizar los datos con los niveles de transcripcion de GAPDH se
observé que tanto CNR1 y CNR2 incrementan su expresiéon a 100 pypM a 3y 1
horas, respectivamente a 100 uM de AA (Figura 15B). También se observo que el
patron de expresion de CNR1 dependiente de la dosis es opuesta en células
estimuladas con AAy AO alas 1, 3y 24 horas (Figura 15A y Figura 16), mientras
que el patrén de expresion de CNR2 es similar entre los dos acidos grasos
(Figura 15A).
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Figura 14. Efectos de las N-aciletanolamidas sobre viabilidad celular y
la mMADN de elementos ALU | después de la estimulacion con
palmitoiletanolamida (PEA) y anandamida (AEA) por 24 horas. A) la
viabilidad celular; B) la mADN de ALU I. a y b muestran diferencias

significativas (p=0.05; n=4; 2 repeticiones biologicas y técnicas.
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Figura 15. Andlisis de niveles de expresion de CNR1 y CNR2 en células
THP-1 estimuladas por diferentes periodos de tiempo. A) RT-PCR de CNR1y
CNR2 bajo tratamientos de 1 y 100 uM de acido araquiddnico (AA) y oleico (AO);
B) los niveles de expresion de CNR1 y CNR2 normalizados respecto a GADPH.
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Figura 16. Efecto inverso del acido araquidénico (AA) y oleico (AO) sobre la
expresion de CNR1 en células THP-1 estimuladas en diferentes tiempos y
concentraciones. Los niveles de expresion estan normalizados respecto a
GADPH. (ND = No detectado).

7.5.2. Inhibicién de los receptores cannabinoides

Para tener una evidencia mas directa de que los receptores CB1 o CB2
participan en la mMADN-AA, se utliz6 el antagonista Rimonabant y el
antagonista/agonista inverso AM630, respectivamente. Primero, se estableci6 que
a las concentraciones de 0.5, 1 y 2 uM ninguno de los dos afectan de manera
significativa la viabilidad celular respecto al control (DMSQO) después de 24 horas
de incubacion (Figura 17A). Después, se analizo los efectos de los antagonistas a

diferentes concentraciones sobre la mADN de elementos ALU | en células THP-1

57



estimuladas con 100 uM de AA por 24 horas. A todas las concentraciones, tanto
Rimobanant como AM630 inhibieron de manera significativa la mADN-AA (Figura
17B).
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Figura 17. Los efectos de los antagonistas Rimonabant y AM630 sobre la
viabilidad celular y la mADN de elementos ALU | en células THP-1. A) la
viabilidad de células estimuladas con 100 uM de acido araquidénico (AA), 0.05%
de DMSO y Rimonabant y AM630 disueltas en 0.05% de DMSO por 24 horas; B)
los efectos de los tratamientos sobre la mADN; 2 y P indican diferencias
significativas entre los dos tratamientos (p=0.05 n=4; 2 repeticiones biolbgicas y

técnicas)
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8. DISCUSION

Las N-aciletanolamidas son moléculas biolégicamente activas involucradas
en neuroproteccion, proliferacion celular, dolor, inflamacion, fertilidad, apoptosis
ansiedad, memoria y aprendizaje e ingesta de comida (Piscitelli 2015). Debido a
su importancia biologica y farmacéutica, se han disefiado diferentes métodos para
su sintesis. Entre estos se encuentra la sintesis enzimatica catalizada por la
enzima lipasa B de Candida antarctica NOVOZIM 435 (Plastina et al. 2009). Esta
enzima cataliza la hidrolisis de enlaces esteres liberando acidos grasos libres. Sin
embargo, en solventes organicos no acuosos se favorece la formacion de enlaces
amida. En estos solventes, la lipasa B es capaz de aceptar una gran cantidad de
sustratos de acidos grasos o0 sus respectivos metil éster y reaccionar con
etanolamina para la formacién de NAEs (Kidwai et al. 2009). De esta manera, se

obtuvieron 3 estandares resultando en un método de sintesis relativamente facil.

Para la caracterizacion de NAESs, se ha utilizado la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC/EIMS). Para ello es necesario generar
derivados trimetilsilil. En un reporte previo, se mostr0 que por medio de esta
técnica era posible la deteccibn de AEA y PEA sin someter las muestras a
derivacion con BISTFA obteniendo fragmentos de los iones  dihidro vy
tetrahidrooxazol debido a la deshidratacion térmica en las condiciones utilizadas
(Devane et al. 1992; Macarrone et al. 2001). Nosotros al someter nuestros
estandares con dicho método nos fue imposible la deteccion tanto de PEA, OEA 'y
AEA. En nuestra experiencia la derivacién es un paso necesario para la deteccion
de estos compuestos. Otro punto importante para esto es la busqueda de iones

especificos de dichos derivados.

La concentracion de las NAEs depende del tipo (Ej. AEA versus PEA) y
varia de un tejido a otro, bajo diferentes estimulos ya sean fisiologicos y
patolégicos (Balvers et al. 2010). Se han descrito diversos métodos para la

extraccion y purificacion de estos compuestos entre los cuales se encuentran la
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extraccion en fase solida, la extraccion liquido-liquido y métodos cromatograficos
(Piscitelli 2015). Aqui se mostro que, el usé de la extraccion en fase solida
utilizando una columna C8 retiene NAEs como la PEA, OEA y AEA. Sin embargo,
debido a que se estos compuestos se encuentran a muy bajas concentraciones no
fue posible la deteccion de estos en células THP-1 estimuladas con 100 uM de
AA, y la baja concentracion en sangre humana mostré que es necesario la re-
evaluacion y optimizacion de la metodologia de extraccion y purificacion. Ademas,
la durante la extraccién en fase solida se encontraron acidos grasos los cuales
interfieren en la cuantificacion de estos. Finalmente, muchos estudios sugieren
utilizar métodos mas sensibles para la cuantificacion de estos como lo es la

espectrometria de masas en tAndem (Balvers et al. 2013; Piscitelli 2015).

Por otra parte, nuestros estudios en cultivos celulares representan el primer
reporte sobre la participacién de los receptores cannabinoides CB1 y CB2 en la
respuesta de mADN-AA en células THP-1. Al nivel de ARN, mostramos que la
expresion de CNR1 y CNR2 incrementa a las 3 y 1 horas, respectivamente,
después de la estimulacion con AA. Como sabemos que la mADN-AA es
detectable 3 horas después del estimulo (Silva-Martinez et al. 2016), esto indica
gue uno o ambos de los receptores pueden ser importantes en la mMADN-AA.
Ademas, los tiempos en los que existe sobreexpresion de los receptores podria
indicar la regulacion transcripcional de CB1 por parte de CB2 (Borner et al. 2007).
Sin embargo, en células estimuladas con AO, que opuesto al AAo induce
hipometilacién del ADN, solo CNR1 mostré una expresion inversa a la observada
con el AA. Lo ultimo indica que CNR1 es importante en la respuesta opuesta en
ambos acidos grasos sobre la mADN en células THP-1.

Al inhibir la actividad de CB1 y CB2 con los antagonistas Rimonabant y
AM630, respectivamente, mostramos que ambos inhiben la mADN-AA. Sin
embargo, como existe evidencia que AM630 puede unirse débilmente a CB1
(Reggio 2006), no se puede descartar que la inhibicion de la mADN-AA observada

por CB2 refleja una disminucion en la actividad de CB1 y no CB2. Por otro lado, se
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sabe que la activacion del receptor CB2 por el agonista sintético trans-cariofileno
lleva a la activacién transcripcional de PPARa via SIRT1/PGC-1a promoviendo la
B-oxidacion en células de mioblastos C2C12 (Zheng et al. 2013) y esta mismas
vias es importante en la mADN-AA (Silva-Martinez et al. 2016).

La activacion de los receptores cannabinoides involucra la sintesis de
endocannabinoides que deben actuar de manera autdcrina en nuestro sistema.
Muchos de estos endocannabinoides son derivados del AA (Pertwee 2015). En
células de queratinocitos, se ha mostrado que la activacion de CB1 por
anandamida lleva a la induccién de la mADN para regular genes involucrados en
su diferenciacion (Paradisi et al. 2008). Sin embargo, al estimular células THP 1 a
concentraciones similares de anandamida, no observamos ningun efecto
significativo sobre la mADN, aunque se observé un ligero incremento en la
metilacion a la concentracibn mas alta. Lo anterior pudo deberse a los bajos
niveles de Ca?* citosolico regulados por canales activados por el AA pero no por la
AEA o PAE (Piomelli 1996; Savinainen et al. 2001). El Ca?* es un segundo
mensajero que participa en muchos procesos fisiolégicos (Kraus 2003). En las
células, este ion es necesario para la movilizacion del AA mediada por la
fosfolipasa A2 (Pérez-Chacon et al. 2009) y dispara la sintesis de NAEs ya que
activa a enzimas que participan en su biogénesis, entre ellas en reacciones de
transacilaciones para formar NArPE (Cadas et al. 1996; Ueda et al. 2013). De tal
manera que, seria interesante analizar los efectos de la adicion de un pulso de
Ca?* como una alternativa para la induccién de la mADN con AEA en células THP-
1. Otras alternativa para la induccion de la mADN es la estimulacion de células
con el 2-araquidonoilglicerol, otro agonista endogeno mas potente de los
receptores cannabinoides (Sugiura et al. 2000). La carencia de efectos de la AEA
o PEA demuestra que no activan a PPARa, por lo cual se sugiere un mecanismo
de activacion por fosforilacion en el dominio independiente de ligando AF-1
(Delfosse et al. 2015).
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La mADN inducida por la AEA en queratinocitos depende de las cinasas
p38 y p42/p44 (Paradisi et al. 2008). Se desconoce como el AO ejerce su efecto
inverso al AA, pero muy probable sea regulando p42/p44 por medio de un
intermediario metabdlico (Wang et al. 2014). Sorpresivamente, p38 ha sido
vinculada a la produccion de gotas de lipidos en células THP-1 estimuladas con
AA (Guijas et al. 2013). Estas gotas de lipidos son estructuras ricas en triglicéridos
los cuales pueden ser precursores de fosfolipidos, sustratos en la sintesis de
endocannabinoides (Ueda et al. 2013; Pertwee 2015). Acorde a lo anterior, seria
interesante saber la importancia de la formaciéon de estas estructuras y su
participacion durante la mADN-AA, ya que se han observado en lesiones

ateroscleroroticas (Tabas 2010).

Para medir la mADN en células THP-1 hemos usado la técnica de COBRA-
ALU, que ha sido empleado para evaluar y comparar los niveles de metilacion en
diferentes tipos de cancer (Sirivanachsunton et al. 2013). Hemos mostrado que los
datos son similares replicando los resultados de un estudio previo en donde se
determind los niveles de metilacién total en células estimuladas con 100 uM de AA
utilizando el KIT methyflash (Silva-Martinez et al. 2016). Lo anterior indica que el

nivel de mADN-AA total esta correlacionado con el nivel de metilacién de ALU 1.

En resumen, la participaciébn de los receptores cannabinoides sobre la
respuesta de mADN-AA en células THP-1, podria sugerir que son excelentes
blancos terapéuticos al revertir los efectos de los cambios en la mADN asociada
con esta enfermedad (Zaina et al. 2014). De hecho, se ha mostrado que la
administracion de Rimonabant (un inhibidor de CB1) y Azacitidina (un inhibidor de
la metiltransferasa DNMT1) a ratones “knock-out” de apo E-/- (el modelo murino
de aterosclerosis) lleva a la disminucién de la lesion aterosclerética (Sigamura et
al. 2010).
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9. CONCLUSION

Se pueden sintetizar N-aciletanomamidas usando la enzima lipasa B de
Candida antarctica (NOVOZIM, Sigma Aldrich) resultando asi un método

sencillo y barato.

Para la caracterizacion de N-aciletanomamidas por GC/EIMS es necesario
derivatizar las muestras con BISTFA. De esta manera se obtienen

derivados trimetilsilil estables.

Debido a que las N-aciletanomamidas se encuentran a muy bajas
concentraciones no fue posible su deteccién y ni su cuantificacion por
GC/EIMS en células THP-1 estimuladas con 100 uM del acido araquidonico.
Por otra parte, se identificd6 anandamida, el principal endocannabinoide,
usando 12 mL de sangre donado por un paciente sano mediante una
extraccion basada en solventes. Ya que existe limitacion en la cantidad de
muestras sanguineas por lo cual se debe optimizar el sistema de extraccién

de N-aciletanomamidas para su re-evaluacion.

El andlisis COBRA-ALU es una técnica de bajo costo que nos da una
aproximacion de los estados de metilacion global del genoma.

La mADN no fue inducida por la anandamida ni por la palmitoiletanolamida.
Sin embargo, la anandamida a una concentraciéon de 2 pM mostré un
incremento no significativo con respecto al control en los niveles de

metilacion de los elementos ALU I.

Al nivel de ARN, la expresion de CNR1 y CNR2 incrementa a las 3y 1

horas, respectivamente, después de la estimulacion con acido araquidénico.

La expresion del gen CNR1, que codifica para CB1, es opuesta en células

estimuladas con acido oleico con respecto al acido araquidénico. En células
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estimuladas con acido araquiddnico existe la tendencia a incrementar su
expresion dependiente de la dosis mientras que ocurre lo contrario en

células estimuladas con acido oleico.

La inhibicion de los receptores CB1 y CB2 mostré una disminucion en la

mMADN, lo que sugiere la participacion de ambos en la respuesta.
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ANEXO A. Espectro de masas de estearoiletanolamida silanizada obtenido por
Cadas y colaboradores (1997).
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ANEXO B. Espectro de masas de linoleoiletanolamida silanizada obtenido por
Chapman y colaboradores (1998).
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ANEXO C. Espectro de masas de la palmitoiletanolamida silanizada obtenido por

Cadas y colaboradores (1997).
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ANEXO D. Espectro de masas de la palmitoiletanolamida silanizada obtenido por
Cadas y colaboradores (1997).
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ANEXO E. Espectro de masas de la anandamida silanizada obtenido por Cadas y
colaboradores (1997).
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