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1. INTRODUCCION

1.1. Sintesis de é&cidos grasos, glicerofosfolipidos y
esfingolipidos

Los &cidos grasos, ademés de servir como fuente de
energia, son componentes esenciales de los
fosfolipidos de membrana, de lipidos de reserva y de
lipidos que pueden actuar como segundos mensajeros
en sefializacion celular, como el diacilglicerol
(DAG).

Son sintetizados enddgenamente por la
accion conjunta de la acetil-CoA carboxilasa (ACC)
y la 4cido graso sintetasa (FAS). Esta ruta, conocida
como biosintesis de novo proporciona acido
palmitico, 16:0, que puede ser sustrato de elongasas
(ELOVL), para transformarse en &cido estearico,
18:0 (1, 2).

Los acidos grasos saturados (SFASs) palmitico
y estedrico son los principales sustratos de la
estearoil-CoA desaturasa (SCD), una enzima
microsomal con actividad A9 desaturasa, que cataliza
la desaturacion de estos acidos grasos introduciendo
una insaturacion de configuracion cis en posicion A9,
obteniendo de esta forma los acidos grasos
monoinsaturados (MUFAs), acido palmitoleico,
16:1n-7 y &cido oleico, 18:1n-9, respectivamente (3)
(Figura A.1).

En mamiferos no se pueden generar
insaturaciones en los &cidos grasos mas alla del
carbono 9, por lo que los 4&cidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) como el &cido linoleico,
18:2n-6 y el acido a-linolénico, 18:3n-3, deben ser

incorporados a traves de la dieta y por tanto se les
denomina &cidos grasos esenciales. Una vez que
estos entran a la célula, para generar PUFA de cadena
mas larga 0 mas insaturada deben interaccionar con
elongasas o0 desaturasas A5 0 AB, pertenecientes a la
familia de desaturasas FADS (4) (Figura A.2).

Los é&cidos grasos sintetizados de forma
endogena y los obtenidos de forma exdgena se
utilizan en su forma activada con coenzima A en la
sintesis de triacilglicerol (TAG), glicerofosfolipidos
(PL) o esfingolipidos (SL).

Por un lado, en la mucosa intestinal, la mayor
parte de TAG proviene de la reacilacion del 2-
monoacilglicerol (MAG), que es el producto de la
hidrélisis de los TAG adquiridos a través de la dieta
(5). Por otro lado, en el resto de tejidos la sintesis de
novo de TAG y PL procede en esencia de la ruta del
acido fosfatidico (PA).

En esta ruta, el glicerol-3-fosfato,
proveniente de la fosforilacion del glicerol por la
glicerol quinasa (GK) o de la reduccion de
dihidroxiacetona-fosfato por la glicerol-3- fosfato
deshidrogenasa (GPDH), se acila en las posiciones
sn-1y sn-2 para producir PA (6). EI PA, mediante la
enzima acido fosfatidico:CTP citidililtransferasa o
CDP-DAG sintasa (CDS), que cataliza la formacion
de CDP-DAG, puede ser utilizado para la sintesis de
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilglicerol (PG) vy
cardiolipinas (CL) (7) (Figura A.3).

Por otra parte, el PA puede ser desfosforilado por la
lipina produciendo DAG. Este DAG sirve como
sustrato en la sintesis de TAG y PL como
glicerofosfolipidos de colina (PC), glicerofos-



folipidos de etanolamina (PE) y fosfatidilserina (PS).
También, el DAG puede ser fosforilado por la DAG
kinasa (DGK) para producir nuevamente PA.

La sintesis de TAG consiste en la acilacion
en posicion sn-3 del DAG y es catalizada por la
enzima diacilglicerol aciltransferasa (DGAT). En
mamiferos se conocen dos DGAT, DGATL y
DGAT2 (8, 9). DGATL1 se expresa ubicuamente en
tejido humano adulto y fetal mientras que DGAT2 se
expresa principalmente en higado, tejido adiposo y
glandula mamaria.

1.1.1. Sintesis de glicerofosfolipidos

La sintesis de PC se realiza por la ruta de la CDP-
colina también conocida como ruta de Kennedy (10-
12) (Figura A.3). En esta ruta, la colina es fosforilada
por la colina kinasa (CK) para producir fosfocolina.
Seguidamente la enzima CTP:fosfocolina
citidililtransferasa (CCT) cataliza la etapa limitante
de la ruta, la produccién de CDP- colina (13, 14). En
humanos y ratones existen dos isoformas de esta
enzima, la CCTa localizada en nucleo y reticulo
endoplasmico y la CCTa localizada en reticulo
endoplasmico. Ambas se encuentran en forma soluble
inactiva o asociadas a membranas y activas (15). La
CDP-colina, mediante la CDP-colina: 1,2-
diacilglicerol colinafosfotransferasa (CPT), propor-
ciona al DAG el grupo fosfocolina para la formacion
del PC. Los PC también pueden formarse por
trimetilacién directa de la etanolamina presente en los
PE por parte de la fosfatidiletanolamina N-
metiltransferasa (PEMT).

La PS se sintetiza en mamiferos por la accion
de dos fosfatidilserina sintasas, PS sintasa- 1 (PSS1)
y PS sintasa-2 (PSS2), localizadas en un dominio del
reticulo endoplasmico llamado MAM, del inglés
Mitochondria-Assoaciated Membranes. Estas sintasas
catalizan reacciones de intercambio del grupo de
cabeza polar en las que la serina reemplaza a la
colina o a la etanolamina provenientes de PC y PE,
respectivamente (10, 11, 16) (Figura A.3).

Los PE pueden sintetizarse a partir de DAG y
CDP-etanolamina mediante una ruta analoga a la de
la CDP-colina en reticulo endoplasmico o producirse
por descarboxilacion de PS mediante la
fosfatidilserina descarboxilasa (PSD) en mitocondria
(Figura A.3).

El PI se sintetiza en reticulo endoplasmico a
partir de mio-inositol y CDP-DAG por accion de la
Pl sintasa (PIS). Este Pl puede sufrir diferentes
fosforilaciones por parte de las Pl quinasas generando
polifosfoinositidos (PIPs) (Figura 3), que participan
en diferentes rutas de sefializacion celular como el
ciclo PIP2 o la ruta PISBK/AKT/mTOR.

Para la sintesis de PG, en primer lugar, se
sintetiza fosfatidilglicerol-fosfato a partir de glicerol-
3-fosfato y CDP-DAG en una reaccidn catalizada por
la fosfatidilglicerol-fosfato sintasa (PGPS). En
segundo lugar, el fosfatidilglicerolfosfato es
desfosforilado por la fosfatidilglicerol fosfato
fosfatasa (PGP Fosfatasa) (Figura A.3).

Ambas reacciones ocurren en reticulo
endoplasmico y mitocondria. A partir de PG pueden
sintetizarse otros fosfolipidos menos abundantes
como la CL o el BMP (Figura A.3). Para la sintesis
de CL, el PG se combina con una segunda molécula
de CDP-DAG en una reaccién catalizada por la
cardiolipina sintasa (CLS) que es Gnica de membrana
mitocondrial interna. La sintesis de BMP es compleja
y ocurre a través de una reaccion de isomerizacion y
sucesivas reacciones de desacilacion/reacilacion.

1.1.2 Sintesis de esfingolipidos

La etapa limitante en la sintesis de SL consiste en la
transformacidn de acido palmitico activado con CoA
en esfinganina o dihidroesfingosina por parte de la
serina  palmitoiltransferasa  (SPT) en reticulo
endoplédsmico (17). Este aminoalcohol de 18 atomos
de carbono puede acilarse y experimentar
transformaciones sucesivas por parte de la
dihidroceramida sintasa para generar dihidroceramida
(dhCer) y posteriormente mediante la dihidro-
ceramida desaturasa generar ceramidas (Cer). Las
Cer son metabolitos clave en la sintesis de otros SL
méas complejos formados principalmente en el
aparato de Golgi como ceramida-1-fosfato (C1P),
esfingomielina (SM) o glucosilceramidas (GlcCer),
precursoras de otros esfingoglucolipidos (18, 19).
Ademas de la biosintesis de novo, las Cer pueden ser
generadas mediante la degradacién de otros SL, por
lo que se trata de un lipido cuya concentracion esta
altamente regulada en la célula (Figura A.4).

1.2. Estearoil-CoA desaturasa

La estearoil-CoA desaturasa (SCD) es una enzima
localizada en reticulo endoplasmico y, como se ha
mencionado anteriormente, cataliza la insercion de un
doble enlace de configuracién cis en posicion [19 en
SFAs como el acido palmitico o el acido estearico
para generar el acido palmitoleico o el &cido oleico,
respectivamente. Esta reaccion requiere oxigeno, 02,
NAD(P)H, un palmitoil-CoA o estearoil-CoA y una
cadena de transporte de electrones compuesta por la
enzima citocromo b5 reductasa, el citocromo b5 y la
desaturasa SCD (Figura A.5) (20).

En mamiferos se han descrito diferentes
genes que codifican para la SCD, tanto en ratén (21-



24) como en rata (25), cerdo (26), cabra (27) y
humano (28-33). Hasta la fecha en ratones se han
identificado cuatro isoformas de SCD (de SCD-1 a
SCD-4) codificadas por distintos genes cuyo patrén
de expresion es diferente en funcién del tejido (21-
24). En humanos se han identificado dos isoformas
(SCD-1 y SCD-5) y, de la misma forma que ocurre
en ratones, se expresa en diferentes tejidos siendo
abundante en tejido adiposo, cerebro, higado, corazén
y pulmén (28) aunque la isoforma SCD-5 se expresa
principalmente en cerebro y pancreas (33).

La estructura obtenida a partir de la secuencia
de aminoacidos en distintos organismos sugiere que
las  A9-desaturasas  poseen dos  dominios
transmembrana y tres motivos ricos en histidinas
localizados hacia la cara citosolica de la membrana
del reticulo endoplasmico que podrian intervenir en
la union al hierro, necesario para la funcién de esta
enzima (34, 35).

La expresion de SCD1 esta regulada por
diversas hormonas y factores nutricionales (36- 39).
Estd regulada positivamente por SREBP-1c,
CHREBP y LXR, lo que podria explicar la induccién
de la expresion de SCD1 durante los ciclos de ayuno-
realimentacion (40, 41).

Los MUFAs son los productos directos de
SCD1 y son incorporados con preferencia en lipidos
mayoritarios como TAG, ésteres de colesterol (CE) y
PL (42). Ademas de sus funciones estructurales, los
MUFAs tienen funciones en sefializacion, pueden
regular el metabolismo y modular enfermedades
metabolicas cronicas. El aumento en los niveles de
MUFA en modelos animales y en pacientes humanos
destaca el importante papel que juega SCD1 en el
desarrollo de enfermedades metabolicas relacionadas
con obesidad, incluyendo enfermedad de higado
graso no alcohdlico, resistencia a insulina e
hiperlipidemia (43-45). El rol de SCD1 en la
patogénesis de varias enfermedades indica que juega
un papel clave en la regulacion de diversas funciones
celulares. Ademés, se ha visto que también estd
implicada en el desarrollo y progresion de varios
tipos de cancer como carcinomas de colon y eséfago,
adenomas hepatocelulares y en lineas celulares de
cancer de mama (46, 47) por lo que estd siendo
ampliamente estudiada como potencial diana
terapéutica contra esta enfermedad (48).

Estudios en modelos de raton transgénicos
han corroborado el papel fundamental de SCD1 en la
regulacion de procesos celulares como la sintesis y
oxidacion de lipidos, termogénesis, sefializaciéon via
hormonas e inflamacion (42, 48).

Los ratones asebia, que significa “sin sebo”,
presentan una mutacion espontanea en el gen que
codifica para la SCD1 (49). Tanto estos ratones como

los Scdl -/- generados mediante ingenieria génica se
caracterizan por mostrar alteraciones en la piel como
atrofia de glandulas sebaceas, mayor pérdida de agua
transepidérmica y una notable falta de pelo en
comparacion con ratones wild type (50, 51). Por otro
lado, los ratones deficientes en SCD1 muestran un
contenido disminuido de TAG y CE en piel, higado y
plasma, mientras que el colesterol en plasma esta
aumentado. En higado, el contenido de fosfolipidos
totales no estd alterado (51) aungue se observa un
aumento en PC (52). En el higado de estos ratones
Scd1-/- hay una disminucién en la expresion de genes
lipogénicos que codifican para proteinas como la
glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT), la é&cido
grasos sintetasa (FAS) y la proteina de union al
elemento regulador de esteroles (SREBP); y un
aumento en la expresion de genes que codifican para
proteinas implicadas en la oxidacion de acidos grasos
como la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1) o la
acil-CoA oxidasa (53, 54). También se observa un
menor peso corporal y menor adiposidad a pesar de
gue consumen mas que los ratones wild type, y de
gue estan sometidos a una dieta lipogénica (55).

Por otro lado, los niveles de insulina en
plasma durante el ayuno, asi como la cascada de
sefializacion en  musculo  esquelético  estan
aumentados en ratones machos carentes de SCD1 lo
que explicaria su mayor tolerancia a la glucosa (56).

1.3. Familia de proteinas lipinas

La familia de las lipinas se identificO mediante la
elucidacion del defecto genético provocado por una
mutacion espontdnea en la cepa de ratdn
BALB/cByJ. Estos ratones mutantes presentaban un
fenotipo caracterizado por una neuropatia periférica
progresiva y la aparicion de higado graso durante la
lactancia, por lo que se les dio el nombre de ratones
fld (del inglés, fatty liver dystrophy) (57).

Estos ratones también presentan hipertri-
gliceridemia durante el periodo de lactancia ya que a
través de la leche siguen una dieta elevada en grasa.
Con el fin de la lactancia y el cambio a una dieta
adulta la hipertrigliceridemia y el higado graso
desaparecen. Sin embargo, en ratones fld adultos, se
observa una notable falta de  tejido adiposo,
resistencia a insulina y una neuropatia periférica
progresiva debido a la desmielinizacion de las células
de Schwann (58) (Figuras A.6 y A.7). Por otro lado,
los ratones fld machos son estériles, defecto que
probablemente estd relacionado con la elevada
expresion de la lipina-1 en los testiculos de los
ratones (59).

El gen causante del fenotipo fld fue
identificado por el grupo de Reue en 2001 mediante



el uso de técnicas de clonaje posicional. Gracias a
esta técnica descubrieron que el fenotipo observado
se debia a mutaciones en el gen Lpinl (Figura A.8),
que se convirtié en el miembro fundador de la familia
de las lipinas (60).

Ademas, mediante andlisis de homologia de
secuencia empleando bases de datos, se encontraron
dos genes adicionales en mamiferos a los que
llamaron Lpin2 y Lpin3. En ratones, el
procesamiento alternativo del gen Lpinl da lugar a
dos isoformas conocidas como lipina-1la y lipina-1p,
con 891 y 924 aminoécidos, respectivamente (61).
En humanos, el procesamiento alternativo del gen
LPIN1, ademés de generar lipina-1a y lipina-1B con
890 y 923 aminodcidos (62), respectivamente,
produce otra isoforma con 916 aminoacidos
denominada lipina-1y (63). La lipina-2 y la lipina-3
comparten una similitud de secuencia de aminoacidos
con la lipina-1 de entre el 44-48 % (64).

Esto plante6 la cuestion de qué funciones
especificas desempefia cada miembro de la familia de
las lipinas, ya que cada uno tiene un patron de
expresion distinto en funcion del tejido. Lpinl se
expresa mayoritariamente en tejido adiposo, musculo
esquelético y testiculos, y en menor medida en
rifiones, pulmones, cerebro, corazon e higado (60).
Lpin2 se expresa de manera prominente en higado y
cerebro, y Lpin3 se expresa en el tracto
gastrointestinal y el higado (59). Por el momento la
literatura sugiere que, en mamiferos, las tres lipinas
realizan  funciones moleculares similares en
diferentes tejidos.

1.3.1. Funciones moleculares de las lipinas

En la secuencia de aminoécidos de las lipinas se
conocen dos regiones conservadas con la evolucion,
una en el extremo amino-terminal, el dominio N-LIP,
y otra en el extremo carboxi-terminal, el dominio C-
LIP (Figura A.9). Cerca del dominio N-LIP las
lipinas contienen una secuencia de localizacion
nuclear (NLS, del inglés Nuclear Localization
Signal). ElI dominio C-LIP contiene dos motivos
funcionales: (a) un motivo DXDXT, que esta
presente en todas las especies y constituye el sitio
catalitico para la actividad fosfatasa de PA o PAP
(del inglés, Phosphatidic Acid Phosphatase), y (b) un
motivo LXXIL, que estd presente en las lipinas de
mamiferos y se requiere para su actividad como
coactivador transcripcional, aunque in vivo esta
funcion solo se ha demostrado para lipina-1 (65).

Las lipinas poseen actividad fosfatasa de PA
0 PAP, es decir, catalizan el penultimo paso en la
sintesis de triglicéridos, convirtiendo el PA en DAG.
Esta reaccion fue caracterizada por primera vez en

1957 cuando se describié la ruta del glicerol-3-
fosfato (67). EI DAG resultante actlla como precursor
de TAG 0 PC, PE y PS (Figura A.10).

En 2006, Carman et al. (68) mediante analisis
de homologia de secuencia de una proteina purificada
e identificada como Pahlp, responsable de la
actividad PAP en levaduras, identificaron a las
lipinas como responsables de la actividad PAP en
mamiferos. Las enzimas con actividad PAP
normalmente residen en el citosol (69) y se
translocan a la membrana del reticulo endoplasmico
para unirse a PA y catalizar la reaccion enzimatica.
Esta actividad PAP citosélica es dependiente de Mg?*
y sensible a la presencia de bloqueantes de grupos
tiol de cisteinas como NEM (N-etil-maleimida) (70).

Para diferenciar a las fosfatasas con actividad
PAP citosolica especificas de PA de otras fosfatasas
no especificas de PA como las LPP (del inglés, Lipid
Phosphate Phosphatase), se nombraron a las primeras
PAP-1y a las ltimas PAP-2, que son independientes
de magnesio e insensibles a NEM. Las LPP se
localizan en la membrana plasmatica, intervienen en
la sintesis de TAG por la ruta del monoacilglicerol
fosfato en intestino y pueden hidrolizar grupos
fosfato de otros lipidos, como acido lisofosfatidico
(LPA), ceramida-1-fosfato o esfingosina-1-fosfato
(59).

En mamiferos, la actividad PAP-1 de las
lipinas no s6lo depende de Mg?*, sino que también
depende de la concentracion de Mn?* y se ha descrito
que las sales de Ca?* y Zn?* de PA pueden inhibir
dicha actividad (63). Sin embargo, esta actividad no
depende del estado de oligomerizacion, ya que las
lipinas pueden ensamblarse formando homo- y
hetero-oligbmeros sin afectar a su actividad PAP
(71). Por otro lado, la fosforilacion de lipina-1 no
afecta a su actividad PAP, pero si controla su
actividad fisiologica y su localizacion subcelular,
permaneciendo en citoplasma si no esta fosforilada y
en nucleo si esté fosforilada (72).

De los tres miembros de la familia, la lipina-1
tiene una mayor actividad PAP que la lipina- 2 y la
lipina-3 (59). En humanos, las isoformas a y B de
lipina-1 presentan una actividad PAP similar,
mientras que la isoforma vy, presenta una actividad
mucho menor (63).

Varios estudios han demostrado que la
contribucién de cada una de las lipinas a la actividad
PAP-1 total es dependiente del tipo celular. En
ratones fld se ha visto que la mayor responsable de la
actividad PAP-1 es lipina-1 en tejido adiposo,
musculo esquelético o corazdn, mientras que en
higado parece que otros miembros de la familia de las
lipinas (lipina-2 o lipina-3) estan ejerciendo efectos
compensatorios ya que se observd una actividad



PAP-1 normal (59). El silenciamiento de lipina-2 en
hepatocitos de ratones fld disminuye drasticamente la
actividad PAP-1 (73), mientras que el silenciamiento
de lipina-2 en células HelLa produce un incremento
de actividad PAP-1 debido a que aumenta la
expresion de lipina-1 (74).

Ademés de su funcion como fosfatasas de PA
en la ruta del glicerol 3-fosfato, las lipinas han sido
implicadas en la regulacion de la expresion de genes
a través de la interaccion con receptores nucleares o
factores de transcripcién ligados al DNA (75).

La primera demostracion de esta funcion para
lipina-1 fue llevada a cabo por Finck et al. (65) en
estudios de la respuesta hepatica al ayuno de ratones
deficientes del coactivador del receptor y 1-a
activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-
la). En estos estudios se demostrd que la lipina-1
forma un complejo con PPARa y PGC-la, lo que
induce la expresion de genes implicados en la
oxidacion de &cidos grasos y reprime la expresion de
genes relacionados con la lipogénesis. La lipina-1
también interacciona con el factor nuclear de
hepatocitos 40 (HNF-4a), con PPARS, con el
receptor de glucocorticoides y con factores
adipogénicos como PPARYy (65, 76).

Durante la diferenciacion de adipocitos la
lipina-lo. y la lipina 1B ejercen roles complemen-
tarios. Por un lado, lipina-1a induce la expresion de
factores adipogénicos mientras que lipina-1p induce
la expresion de genes implicados en la biosintesis de
lipidos como FAS o DGAT (61).

Por otro lado, lipina-1 también reprime la
actividad transcripcional de NFATc4 en adipocitos
inhibiendo la secrecién de citoquinas (78) y en
neuronas lipina-la se asocia con el factor MEF2,
implicado en la diferenciacion y supervivencia de
este tipo celular (79).

Aunqgue lipina-2 y lipina-3 también poseen el
motivo LXXIL, se sabe muy poco sobre su actividad
como coactivadoras transcripcionales. Por un lado, en
experimentos in vitro se ha demostrado que lipina-2
actla como coactivador transcripcional de PGC-1a
de forma similar a lipina-1 (80). Por otro lado, se ha
visto que lipina-3 interacciona fisicamente con
PPARa 65) aunque in vivo se desconoce la
importancia de estas actividades. Mutaciones en el
motivo LXXIL suprime tanto la funcion de
coactivadoras transcripcionales de las lipinas como la
actividad PAP-1. Sin embargo, mutaciones en el
motivo catalitico, responsable de la actividad PAP-1,
no altera la actividad cotranscripcional (59, 65, 68).

La capacidad de las lipinas para regular tanto
la sintesis de TAG a través de su actividad PAP-1
como la oxidacién de acidos grasos a través de su
actividad cotranscripcional sugiere un mecanismo

Unico en la coordinacion de la sintesis y movilizacion
de lipidos (81).

1.3.2. Funcion de las lipinas en el sistema inmune

Las lipinas juegan un papel clave en la regulacion de
la respuesta inflamatoria en macrofagos ya que, al
igual que ocurre en otros sistemas celulares,
controlan los niveles celulares de dos lipidos
bioactivos como el PA y el DAG (82-84). Por una
parte, el PA es utilizado como precursor en la
biosintesis de otros fosfolipidos (Figura A.3 y Figura
A.10), sus propiedades fisicas influyen en Ia
curvatura de la membrana (85) y acta como lipido
sefializador reclutando proteinas citosélicas a
membranas (86). Por otra parte, el DAG, ademas de
formar parte de las membranas y ser el precursor de
TAG y de diferentes fosfolipidos (Figura A.3 y
Figura A.10), también actia como segundo
mensajero. Estéa involucrado en maltiples procesos de
sefializacion celular como sefializacion por insulina,
en la activacion de proteinas que contienen el
dominio C1 tales como PKC (87-90) y en la
activacion de TRPC3, que es un canal i6nico que
regula los niveles de calcio intracelular.

Por un lado, a la lipina-1 se le ha atribuido un
papel pro-inflamatorio ya que cuando esta ausente,
como en ratones fld, disminuye la sefializacion a
través de TLR4, observandose una disminucion en la
activacion de MAPK y del factor de transcripcion
AP-1 tras activacion con LPS (82). Los macrdfagos
de estos ratones producen menos citoquinas
proinflamatorias y se recuperan antes del tratamiento
con LPS que los ratones wild type. En macrofagos
humanos, la falta de lipina-1 disminuye el nimero de
gotas lipidicas (LDs) e impide el aumento de tamafio
de las mismas tras el tratamiento con oleato. Ademas,
la falta de lipina-1 reduce la activacion de cPLAza y
la movilizacién de acido araquidonico por diferentes
estimulos. Este efecto puede deberse al papel que
ejerce el DAG en la activacion de PKC que, a su vez,
regula cascadas de fosforilacion que culminan en la
fosforilacidn y activacién de cPLAza (91). Ademas,
Casas et al. (92) han demostrado recientemente que
durante la activacion con LPS en macrofagos
humanos, lipina-1 provoca un aumento de DAG en
reticulo endoplasmico que activa el canal idnico
TRPC3 liberando los depdsitos de Ca?* del reticulo al
citosol, lo que fomenta la translocacion de NFxB al
nacleo y, por tanto, una regulacién positiva de genes
proinflamatorios (Figura A.11).

También se han llevado a cabo estudios de la
implicacién de lipinas en la patologia del cancer. En
concreto, Meana et al. (93) han descrito como afecta
la presencia o ausencia de lipina-1 al desarrollo y



progresion del cancer de colon. En dicho estudio se
demostrd que la lipina-1 promueve la formacion de
tumores, el crecimiento y la progresion en intestino
grueso. En los tumores de animales deficientes en
lipina-1 hay una menor infiltracion de macro6fagos,
célula inmune donde se expresa principalmente
lipina-1, asi como una menor expresion de IL-23, que
es responsable, en parte, del menor dafio en el colon
y del desarrollo de los tumores en estos animales
(Figura A.12).

Por otro lado, a la lipina-2 se le ha atribuido
un papel antiinflamatorio, opuesto al desempefiado
por lipina-1. Valdearcos et al. (94) demostraron que,
tanto en la linea celular RAW 264.7 como en
macrofagos humanos, la lipina-2 regula las rutas de
sefializaciéon inflamatorias tras activacion por acido
palmitico mediante el secuestro del mismo en TAG.
En estos estudios se observé que la falta de lipina-2
provoca una disminucion en la incorporacion del
acido palmitico en TAG aumentando la sefializacion
proinflamatoria inducida por este acido graso a través
de JNK (Figura A.13).

Gracias a la obtencion de ratones deficientes
en lipina-2 se ha podido profundizar mas en el
estudio metabdlico de esta enzima. En estos ratones
se observO una elevada actividad PAP-1 hepética
provocada por un mecanismo compensatorio por
parte de lipina-1 cuyos niveles proteicos habian
aumentado (95) a diferencia de la disminucién en la
actividad PAP-1 observada al silenciar lipina-2 en
hepatocitos de ratones fld (73). Por otro lado, en estos
ratones también se descubrié que la lipina-2 juega un
rol clave en la homeostasis lipidica en el cerebelo de
ratones de edad avanzada. En el cerebelo de ratones
jovenes wild type se expresan Unicamente lipina-1 y
lipina-2. Cuando falta lipina-2 en estos ratones se
observa un aumento en los niveles de expresion de
lipina-1 como efecto compensatorio, sin embargo,
cuando los ratones envejecen, los niveles de lipina-1
desaparecen y al no tener lipina-2 se altera la
composicion de los fosfolipidos lo que provoca
temblores y ataxia. Ademéas, se observa una
disminucién en el nimero de células de Purkinje lo
gue indica que la lipina-2 desempefia un papel
importante en la homeostasis lipidica de estas células.

Estudios recientes en macr6fagos humanos y
de raton llevados a cabo por Lordén et al. (96) han
relacionado la deficiencia o carencia de lipina-2 con
una mayor activacion del inflamasoma NLRP3 vy la
consecuente maduracion de pro-IL-1p a IL-1B a
través de la activacion de MAPK, la disminucion de
los niveles de colesterol, que afectan al canal i6nico
P2X7R, y al mayor procesamiento de pro-caspasa-1
por parte del inflamasoma NLRP3, lo que se traduce
en un mayor procesamiento de pro-IL-1B a IL-1B

(Figura A.14).

1.3.3. Defectos genéticos de lipinas y enfermedades
asociadas

El estudio de las deficiencias de lipinas ha
proporcionado nuevos conocimientos sobre la
funcion fisioldgica de las mismas. Incluso antes de la
identificacion del gen Lpinl, los estudios del fenotipo
de los ratones fld implicaron a la lipina-1 en el
metabolismo de lipidos en higado, en la correcta
funcionalidad de los nervios periféricos y en el
desarrollo del tejido adiposo (57, 102-104). En los
ultimos afios se han identificado mutaciones en los
genes humanos LPIN1 y LPIN2 que estan asociadas
con enfermedades graves. Sin embargo, debido a la
rareza de la deficiencia de estas enzimas unido a las
cuestiones éticas que rodean a los estudios en
humanos, los estudios sobre la fisiopatologia de las
lipinas se han realizado principalmente en modelos
de raton.

Se han observado algunas diferencias de
fenotipo entre ratones y humanos con deficiencia de
lipinas. Sin embargo, es probable que algunas de
estas diferencias estén relacionadas con la
caracterizacién incompleta en los modelos de ratén y
en las enfermedades en humano.

Como se ha comentado anteriormente, la
carencia de lipina-1 o el defecto genético en el gen
Lpinl provoca en ratones el fenotipo fld,
caracterizado por la presencia de higado graso
durante el periodo neonatal hasta aproximadamente 2
semanas de edad y una neuropatia periférica
progresiva que se desarrolla en ratones adultos (57,
103). Estos ratones tienen lipodistrofia caracterizada
por una diferenciacion alterada de adipocitos y una
ausencia casi completa de TAG en los depdsitos del
tejido adiposo blanco (60, 76, 102, 105, 106). Por
otro lado, su metabolismo diurno esta alterado y son
resistentes a la insulina, probablemente debido a la
desregulacion del metabolismo lipidico en tejido
adiposo, higado y masculo (107, 108). Otra
caracteristica de los ratones fld machos es que no son
fértiles a pesar de producir espermatozoides moviles
(57).

La actividad PAP de la lipina-1 en tejido
adiposo proporciona una explicacion de la reduccién
en las reservas de TAG observada en el tejido
adiposo de ratones fld (59, 109). Mediante estudios
en el tejido adiposo de ratones knockout para lipina-
1, que también presentan lipodistrofia, se ha
confirmado que su funciobn PAP es necesaria en
adipocitos blancos y marrones (106). También se han
realizado estudios empleando ratones con una lipina-
1 truncada especificamente en su tejido adiposo. Esta



lipina-1 truncada mantiene la actividad como
coactivador transcripcional, pero carece de actividad
PAP vy se confirmd que esta actividad PAP es
necesaria en la maduracion de adipocitos y en el
almacenamiento de TAG (105). La pérdida de la
actividad coactivadora de la lipina-1 y la
desregulacion en los genes implicados en la
oxidacion de &cidos grasos hepaticos contribuyen al
fenotipo de higado graso neonatal en ratones fld (65).
Sin embargo, la demostracion més reciente de que la
esteatosis hepéatica neonatal ocurre en el tejido
adiposo de ratones deficientes de lipina-1 sugiere
que el higado graso puede ser resultado de una
disfuncion metabdlica en los adipocitos y/o
macrdéfagos (106).

La neuropatia periférica en ratones fld se
caracteriza por una desmielinizacion y lipodistrofia
en los nervios periféricos (103, 110). Nadra et al. (58)
determinaron que la falta de la actividad PAP de
lipina-1 en las células de Schwann provoca una
acumulacién de PA y la activaciéon de la via de
sefializacion MEK-ERK, que inhibe la diferenciacion
de estas celulas. Esta acumulacion de PA también
ocurre en otros tipos celulares de ratones carentes de
lipina-1, como en corazon y en tejido adiposo (105,
106, 111). En adipocitos la acumulacion de PA y la
activacion de ERK inhiben la expresion de PPARY,
regulador transcripcional clave en adipogénesis, lo
que explicaria la diferenciacion defectuosa de estas
células en ratones fld (112). Ademas, la acumulacién
de PA altera la lipolisis de los adipocitos debido a
efectos alostéricos sobre la fosfodiesterasa 4 (105).

Los primeros pacientes con deficiencia de
lipina-1 se identificaron en 2008 (113). Las
mutaciones de LPINL1 se detectaron por primera vez
en nifios de familias consanguineas que habian
experimentado episodios de rabdomiolisis con dolor
muscular, degradacion de miocitos y fiebre. Michot
et al. (114, 115) catalogaron posteriormente las
mutaciones de LPIN1 en pacientes con rabdomidlisis
infantil de todo el mundo. Hasta la fecha, se han
identificado al menos 19 mutaciones distintas de
LPIN1, la mayoria de las cuales son cambios
puntuales o pequefias inserciones/eliminaciones que
dan como resultado codones de stop prematuros.

Michot et al. (114, 115) secuenciaron LPIN1
en 141 casos de rabdomidlisis infantil grave o
moderada. Las mutaciones bialélicas de LPIN1
estaban presentes en dos tercios de los individuos que
presentaban rabdomidlisis grave con inicio antes de
los 7 afios de edad, pero se observaron con poca
frecuencia en individuos con inicio tardio o
rabdomidlisis menos grave. Curiosamente, se
identificaron mutaciones heterocigoticas de los genes

LPIN2 y LPIN3 en un pufiado de pacientes con
rabdomiélisis moderada o con rabdomidlisis grave de
aparicion tardia.

La deficiencia de lipina-1 en nifios pequefios
puede producir una enfermedad grave y poten-
cialmente mortal, con dafio grave en el musculo
cardiaco que puede conducir a un paro cardiaco
(116). Ademas de la rabdomidlisis, el analisis de los
lipidos musculares en dos individuos afectados reveld
niveles elevados de intermediarios lipidicos en la via
del glicerol-3-fosfato (113). La rabdomidlisis y la
patologia muscular no se han observado en ratones
fld. Esto puede estar relacionado con las dificultades
para detectar episodios de dolor muscular en ratones
y la falta de estimulos que normalmente desenca-
denan esos episodios en humanos como fiebre,
ejercicio extenuante o ayuno.

Como se mencioné anteriormente, la
importancia de la lipina-1 en el tejido adiposo de
roedores estd bien establecida y, por tanto, es
sorprendente que los nifios con deficiencia de lipina-1
no presenten lipodistrofia (113). Sin embargo, existe
una fuerte evidencia de que la lipina-1 es un
determinante de la adiposidad y los rasgos
metabolicos relacionados en seres humanos. Tanto
los niveles de expresidn de lipina-1 en tejido adiposo
humano como los polimorfismos genéticos de LPIN1
estan asociados con el indice de masa corporal y la
sensibilidad a insulina en multiples cohortes humanas
(117-121). Ademaés, la mayoria de publicaciones
sobre deficiencia de lipina-1 humana han sido en
nifios, y es posible que algunos pacientes afectados
desarrollen fenotipos en su tejido adiposo a medida
gue envejecen. Otra posibilidad es que las diferencias
metabdlicas observadas entre ratones y humanos
estén protegiendo a los humanos con deficiencia de
lipina-1 de la lipodistrofia. Entre estas diferencias
metabdlicas podemos destacar la mayor dependencia
de la lipogénesis de novo en el tejido adiposo de
ratén que en el tejido adiposo humano (122), y/o una
posible compensacion por la pérdida de lipina-1 en
humanos por parte de otros miembros de la familia de
las lipinas.

Se desconoce si los humanos con deficiencia
de lipina-1 desarrollan higado graso durante las
primeras semanas de vida, aunque cabe destacar que
se ha relacionado una variacion genética en LPIN1
con la presencia y gravedad de la enfermedad de
higado graso en nifios (123).

Mediante estudios de asociacion del genoma
completo en humanos se han identificado mutaciones
en LPIN2 y LPIN3 relacionadas con diferentes
patologias,  principalmente  metabdlicas.  Un
polimorfismo en la region UTR 3’ de LPIN2 se ha
relacionado con la distribucion de grasa, la glucosa y



los niveles de insulina en diabéticos tipo 2 (124).
Ademas, las mutaciones sin sentido de LPIN2 o la
mutacion con cambio de sentido (S734L) en el
dominio C-LIP producen una patologia conocida
como sindrome de Majeed (125).

1.3.4. El sindrome de Majeed

El sindrome de Majeed se considera como
enfermedad muy rara, hasta la fecha se ha observado
en treinta y dos individuos en un total de diecinueve
familias. Se describié por primera vez en 1989, en
tres niflos de una familia consanguinea que
presentaba osteomielitis multifocal recurrente crénica
(CRMO), anemia diseritropoyética congénita (CDA)
y dermatosis neutrofilica transitoria  (126).
Posteriormente fue descrito otro caso infantil, dos
hermanos de otra familia consanguinea no
relacionada (127). Estos nifios presentaron un
importante retraso en el crecimiento, fiebres
recurrentes y dolor Gseo, a veces con contracturas
articulares debida a la CRMO vy requerian de
multiples transfusiones de glébulos rojos debido a la
CDA (126-128). Los marcadores inflamatorios,
incluida la tasa de sedimentacion de eritrocitos,
estaban elevados en los seis nifios. Los medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos mejoraron, pero no
controlaron la sintomatologia. Fue en 2005 cuando,
mediante técnicas de clonaje posicional y mapeo de
homocigosis, Ferguson et al. (129) identificaron al
gen LPIN2 como responsable de las patologias
observadas en estos pacientes.

El mapeo genético de homocigotos utilizando
DNA de 2 familias afectadas no relacionadas entre si
demostrd vinculacién con marcadores en una region
de 1,8 Mb en el cromosoma 18p. La secuenciacion
reveld6 mutaciones Unicas en el gen LPIN2 de cada
familia (129). Los individuos afectados de una
familia eran homocigotos para una mutacion sin
sentido que reemplazaba la serina altamente
conservada en el aminoacido 734 con una leucina
(p.S734L), mientras que los nifios afectados de la otra
familia tenian una mutacion de cambio de marco
causada por una eliminacion consecutiva de 2 pares
de bases que resultdé en un codon de stop prematuro
en el primer cuarto de la secuencia codificante
(p.C181*). Hasta la fecha, se han informado 9
mutaciones Unicas en familias no relacionadas con
distintos origenes (Figura A.15). Todos ellos han sido
homocigotos y s6lo dos pacientes tienen un genotipo
heterocigoto compuesto (131, 132). La mayoria de
las mutaciones son perjudiciales y conducen a una
proteina truncada con pérdida de funcion. Sin
embargo, dos familias albergan mutaciones sin
sentido que cambian aminoacidos altamente

conservados; uno alterando la serina en el
aminoacido 734 a una leucina (p.S734L) y el otro
alterando la prolina en el aminoacido 736 a una
histidina (p.P736H) (126, 129).

Hasta la fecha, no existe un patrén claro de
correlacién genotipo-fenotipo que explique la
heterogeneidad clinica del sindrome de Majeed. La
mutacion S734L anula la actividad PAP de la lipina-2
pero no su actividad como coactivador
transcripcional ni su habilidad para asociarse a
membranas microsomales (80), lo que indica que la
pérdida en la actividad catalitica es suficiente para
provocar el sindrome de Majeed.

Debido a la rareza de la enfermedad y a las
limitaciones para realizar estudios en humanos aln se
desconoce como se relaciona la patogénesis de la
enfermedad con la funcién de la lipina-2 y el
metabolismo de los glicerolipidos. Los ultimos datos
obtenidos en humanos han implicado a la IL-1B en
las anomalias dseas del sindrome de Majeed. En 2013
se publicd un estudio en el que, tras el tratamiento
con farmacos blogueantes de la accion de la IL-1p
(Anakinra, un antagonista del receptor de IL-1 y
Canakinumab, un anticuerpo contra IL-1p) de dos
pacientes con sindrome de Majeed, se observo una
notable mejoria clinica (133). Como se comento
anteriormente, la falta de lipina-2 provoca, ante un
estimulo proinflamatorio, una sobreactivacion del
inflamasoma  NLRP3 con el consecuente
procesamiento de caspasa-1 y la maduracion de pro-
IL-1B a IL-1pB (96). Por lo tanto, la lipina-2 juega un
papel clave en la regulacion de la produccion de IL-
I y esto explica gran parte de la patologia
encontrada en pacientes con el sindrome de Majeed.

2. OBJETIVOS

Considerando los antecedentes descritos
anteriormente y, puesto que la lipina-2 juega un papel
fundamental en el metabolismo lipidico y en la
respuesta inmune, el objetivo principal de este trabajo
es el analisis lipidomico de diferentes sistemas
celulares, principalmente macrofagos, carentes de
lipina-2.

Este objetivo general puede desglosarse en varios
objetivos més especificos:

» Estudiar el lipidoma en linea celular macrofégica en
la cual se alter6 la expresion génica de lipina-2.

» Estudiar el lipidoma de fibroblastos procedentes de
animales carentes de lipina- 2 con el fin de
comprobar si esta deficiencia afecta de forma
diferente a sistemas celulares diferentes.



* Estudiar el lipidoma de macréfagos derivados de
médula Gsea procedentes de ratones carentes de
lipina-2 comparando estos estudios con los obtenidos
en la linea celular macrofagica.

* Estudiar como afecta la carencia de lipina-2 a la
regulacién de otras enzimas del metabolismo lipidico.

« Identificar las alteraciones que provoca la falta de
lipina-2 en propiedades bioldgicas de la célula o en
diferentes procesos como la remodelacion de PUFAS
0 en la sintesis de Cer durante la activacion celular.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Material bioldgico

La linea celular macrofagica RAW 264.7 (ATCC®
TIB-71™) fue comprada en American Type Culture
Collection. La linea celular de fibroblastos L-929 fue
proporcionada por el Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CSIC, Madrid). Los fibroblastos
embrionarios se obtuvieron a partir de ratones
C57BL/6N wild type (Wt) y knockout para lipina-2
(KO Lpin2). Los macrofagos derivados de médula
Osea de ratobn se obtuvieron a partir de ratones
C57BL/6N wild type (Wt) y knockout para lipina-2
(KO Lpin2). Se utilizaron ratones machos con edades
comprendidas entre los 2 y 3 meses. Los ratones se
mantuvieron en condiciones de temperatura constante
(21-24°C), con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas
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
legislacién espafiola y europea sobre investigacién
animal (Directiva 2010/63/UE).

3.2. Cultivo y tratamiento de las células RAW264.7

El cultivo de las células RAW 264.7 se llevo a cabo
usando como medio DMEM suplementado con L-
glutamina 2 mM, 10 % (v/v) de suero fetal bovino
(FBS) inactivado por choque térmico, 100 U/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. Las
células se mantuvieron en un incubador a 37 °C con
una atmosfera humeda conteniendo un 5 % de CO2 y
el proceso de subcultivo fue llevado a cabo una vez
que las células alcanzaron una confluencia del 80%
aproximadamente (cada 48 h).

Para realizar silenciamiento génico mediante
transfeccion con SiRNA en la linea celular
macrofagica RAW 264.7 se empled el reactivo

comercial Lipofectamine™ RNAIMAX, un reactivo
cationico que forma liposomas y permite la entrada
del RNA al interior de la célula. Antes de cada
experimento se asegurd que la confluencia fuera de al
menos el 85% y que el pase de las células no fuera
superior a 7.

En el momento de la transfeccion se cambid
el medio de cultivo por medio Opti-MEM® sin
antibidtico. En primer lugar, se prepar6 una mezcla
conteniendo la lipofectamina diluida en medio Opti-
MEM® sin antibiético. Dicha dilucién se dejé
reposar 5 minutos y posteriormente se afiadieron los
siRNA. La mezcla se dejé reposar tras una leve
agitacion, con cuidado para evitar que se rompan los
liposomas, hasta transcurridos los 20 minutos a
temperatura ambiente. Por otro lado, se sembraron 5x
10° células en cada pocillo en placas de 12 pocillos
en 500 pL de medio de cultivo DMEM sin
antibidtico y sobre los mismos se afiadieron 100 pL
de la dilucién preparada anteriormente de los siRNA
con los liposomas gota a gota, logrando una
concentracion final de siRNA de 20 nM.

Las placas se agitaron levemente y se
incubaron overnight. Posteriormente se cambid el
medio de cultivo a medio de cultivo con antibidtico
dejando las placas en cultivo durante 24 horas mas.
La extraccién del RNA y la comprobacion del
silenciamiento obtenido se llevd a cabo transcurrido
ese tiempo.

Para el silenciamiento génico del gen Lpin2
se usé una secuencia ON-TARGET plus SMART
pool (GE Dharmacon). Como control del
silenciamiento se us6 una secuencia ON- TARGET
plus SMART pool (GE Dharmacon), que es una
secuencia de siRNA sin genes diana en la célula,
referidos como siRNA (-).

3.3. Aislamiento, cultivo e inmortalizacion de
fibroblastos embrionarios de raton (MEFs)

Para la obtencion de fibroblastos embrionarios de
raton (MEF) se cruzaron animales heterocigotos para
el gen de la lipina-2. Los embriones se aislaron a dia
13.5 de desarrollo sacrificando las hembras gestantes
por desmédulacién previo adormecimiento con CO2.
Se separo la cabeza para determinar el genotipo y se
elimind el vestigio de sistema circulatorio. La
obtencion de MEFs se llevo a cabo en ratones wild
type y KO Lpin2 mediante digestion del tronco y
extremidades del embrion con tripsina 0.05% durante
45 min a 37°C, homogeneizando cada 10 min con
ayuda de una micropipeta. Transcurrido el tiempo de
digestidn, se inactivo la tripsina con medio de cultivo
(DMEM suplementado con L-glutamina 2 mM,
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL y



suero fetal bovino al 10 %). El disgregado se pasé 10
Veces por una jeringa con aguja 23 g para asegurar la
total digestion y se filtr6 con un tamiz celular de
malla de nylon de 40 um de tamafio de poro.

El cultivo de estas células adherentes se llevo
a cabo usando como medio DMEM suplementado
con L-glutamina 2 mM, 10 % (v/v) de suero fetal
bovino (FBS), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL
de estreptomicina y 0.1 mM de B-mercaptoetanol.
Las células se mantuvieron en un incubador a 37 °C
con una atmosfera himeda conteniendo un 5% de
CO- y el proceso de subcultivo fue llevado a cabo
una vez que las células alcanzaron una confluencia
del 70 % aproximadamente (cada 48 h).

La inmortalizacion se realizd siguiendo el
modelo de obtencidn de la linea celular 3T3 descrito
en 1963 por Todaro & Green (134). Brevemente, se
plaquearon las MEFs a razon de 300 000 células en
frasco de 25 cm2 de superficie y 5 mL de volumen y
se hicieron subcultivos cada 3 dias manteniendo el
numero de células y utilizando tripsina como agente
de digestion de proteinas de adhesion. Durante el
proceso, se utiliz6 el medio de cultivo indicado
anteriormente. La inmortalizacion se consiguié en
pase 25.

3.4. Aislamiento y cultivo de macrofagos
inmortalizados derivados de médula ésea (iBMDM)

Estas células se obtuvieron a partir de ratones wild
type y KO Lpin2 de 2 a 3 meses de edad sacrificados
por dioxido de carbono y dislocacion cervical. Se
extrajeron el fémur y la tibia y se aislé la médula dsea
como sigue. En primer lugar, se separ6 fémur vy tibia
y se extrajo la cabeza del hueso a la altura de la
rodilla. Los huesos se introdujeron en tubos de 0.5
mL con un pequeiio orificio en el fondo y que
contenian 100 pL de medio RPMI 1640
suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino
(FBS), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina y L-glutamina 2 mM. Posteriormente,
se introdujeron los tubos de 0.5 mL en tubos de 1.5
mL para recoger la médula 6sea por centrifugacion a
3000 x g durante 3 minutos. Después de la
centrifugacién, se formd un pellet de células en el
fondo del tubo de 1.5 ml que contiene los macréfagos
derivados de médula dsea.

El cultivo de estas células adherentes una vez
inmortalizadas se llevé a cabo usando como medio
RPMI 1640 suplementado con L-glutamina 2 mM,
10% (v/v) de FBS, 100 U/mL de penicilina y 100
pg/mL de estreptomicina. Las células se mantuvieron
en un incubador a 37°C con una atmosfera humeda
conteniendo un 5% de CO- y el proceso de subcultivo
fue llevado a cabo una vez que las células alcanzaron
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una confluencia del 80 % aproximadamente (cada
48h).

Para el proceso de inmortalizacién de los
macréfagos derivados de médula 6sea (BMDMSs) se
siguid la técnica basada en la utilizacion de retrovirus
J2 que contienen los oncogenes v-raf y v-myc (135).

Los retrovirus J2 se obtuvieron del medio de
cultivo de la linea celular AMJ2-C11 (ATCC CRL-
2456). Para ello, las células se cultivaron durante dos
dias en placas con area de 10 cm2 a una densidad de
1x105 células/mL, y en medio DMEM suplementado
con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL vy suero fetal bovino al
10%. Transcurridos los dos dias, se recogid el
sobrenadante, se centrifug6 a 150 x g 10 min a
temperatura ambiente y se purificd con un filtro de
0.45 um de tamafio de poro.

La linea celular fibroblastica L-929 produce
y libera grandes cantidades de citoquinas requeridas
para la diferenciacion macrofagica, como M-CSF
(Factor estimulante de colonias de macréfagos).
Dicha citoquina es wun factor de crecimiento
hematopoyético involucrado en la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia de monocitos y
macrofagos (136, 137). Para la obtencién del
sobrenadante de esta linea celular las células se
incubaron en una densidad de 0.5x106 en un frasco
P75 y 20 mL de DMEM suplementado con L-
glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL y suero fetal bovino al 10
%. Tras 7 dias de cultivo, se recogio el sobrenadante
y se centrifugd a 300 x g durante 10 minutos para
eliminar los restos celulares. Posteriormente se
purificé con un filtro de 0.22 um de tamafio de poro y
se almaceno a -20 °C hasta su uso.

El protocolo de inmortalizacion utilizado se
baso en el descrito por De Nardo et al. (135) en 2018,
con modificaciones. A dia 4 de diferenciacion,
cuando las células estdn en fase de crecimiento, se
procedié a la primera ronda de infeccion con los
retrovirus. Para ello, se combin6 un 40 % del medio
de cultivo RPMI suplementado con L-glutamina 2
mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100
pg/mL y suero fetal bovino al 10 %, con un 50% de
sobrenadante obtenido del cultivo de las células
AMJ2-C11 y un 10% de sobrenadante L929.
Transcurridas 24 horas, se elimind este medio y se
dejaron las células en medio de cultivo completo
(RPMI con suero, antibidticos y L-glutamina) durante
un dia. A dia 6 de diferenciacion se realizé6 una
segunda infeccion repitiendo exactamente los pasos
realizados en la primera. Cuando se observd
crecimiento celular se redujo el porcentaje de
sobrenadante L929 contenido en el medio de cultivo.
Dicho porcentaje fue reduciéndose a la mitad de



manera gradual cada vez que se reestablecio la
division celular. ElI proceso de inmortalizacion se
consideré completo en el momento en el que las
células fueron capaces de dividirse sin presencia de
sobrenadante L929.

3.5. Tratamientos y estimulos

El tratamiento con los inhibidores de SCD-1
(CAY10566 3 uM, MF-438 1 uM) se llevé a cabo
afiadiendo dichos inhibidores disueltos en DMSO a
las células en cultivo, se mantuvieron con este
tratamiento en medio con suero durante 24 horas y
posteriormente se cambid a medio sin suero durante 1
hora antes de la estimulacion con LPS a 200 ng/mL o
zimosan a 500 pg/mL durante 6 horas.

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 con PBS. El pellet se resuspendié a
20 mg/mL en PBS y se congel6 hasta su uso. El
zimosan se sonico tres veces durante 15 s a 23% de
amplitud y se diluyé en medio libre de suero antes de
afiadirlo a las células.

3.6. Extraccién de lipidos de células

Los lipidos totales se extrajeron segin el método
descrito por Bligh y Dyer (138). Las células se
rasparon con H,O/MeOH 1:1 (v/v), y se afadieron
los estandares internos necesarios segin qué tipo de
lipidos se analicen. A continuacion, se afiadieron 3.75
volimenes 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 H,O y 1.25 volimenes de cloroformo.
Las muestras se agitaron y se centrifugaron durante 5
minutos a 5900 x g y a 15 °C para separar las fases.
Tras esta centrifugacion los lipidos quedaron en la
fase inferior (cloroférmica). Dicha fase organica se
transfiri6 a un tubo eppendorf y se realiz6 una
segunda extraccion afiadiendo 2 volimenes de
cloroformo a la fase acuosa. La fase orgénica
obtenida en la segunda extraccion se combiné con la
anterior y se evapord por centrifugacion a vacio
obteniendo el extracto lipidico total de las células.

La separacion de las diferentes clases de
lipidos fue llevada a cabo por cromatografia en capa
fina (TLC) usando placas de silice como fase
estacionaria. Las placas fueron secadas por calor a
70°C durante al menos 1 hora. Para cargar las
muestras en las placas cromatograficas, los extractos
lipidicos se resuspendieron en 20 pL de
cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y en los laterales de las
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placas se  cargaron  patrones  insaturados
correspondientes a cada especie con el fin de
identificarlos mediante su factor de retencion al
revelar la placa en yodo.

En el caso de separacion de lipidos neutros
(Figura C.1) (DAG, TAG y CE) se emple6 una fase
movil con una mezcla de n-hexano/dietil éter/acido
acético 70:30:1 (v/v) (139).

En el caso de la separacion de las clases de
fosfolipidos (Figura C.2) (PC, PE, PS, Pl y PA) se
utilizaron placas de silice pretratadas con &cido
borico al 1.8 % (p/v), con un periodo de secado
intermedio y una fase movil de
cloroformo/metanol/hidroxido de amonio al 28 %
65:35:4 (v/v), la cual se paso dos veces por la TLC.
Las zonas donde se encuentran los lipidos de cada
muestra se rasparon de la placa. La extraccion de los
lipidos adsorbidos en la silice se realizd
utilizando 1 mL de cloroformo/metanol 1:2 (v/v) y
1 mL de cloroformo/metanol 2:1 (v/v). En cada
extraccion se centrifugd a 7080 x g a 15 °C durante 5
minutos recogiendo a un nuevo eppendorf el
sobrenadante ignorando la silice.

3.7. Derivatizacion de &cidos grasos y andlisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS)

Debido a que los acidos grasos contenidos en las
diferentes clases de lipidos no son lo suficientemente
volétiles para ser analizados por cromatografia de
gases, es necesaria una etapa previa de derivatizacion
quimica. Esta derivatizacién 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 ésteres metilicos (FAMES),
que son compuestos mas estables y volatiles, con el
fin de mejorar su ionizacion, asi como su separacion
en la columna capilar del cromatografo de gases. El
protocolo para la separacién de los FAMESs se adaptd
inicialmente de Abu et al. (140) y ha sido
optimizando en el laboratorio para una mejor
separacion de los mismos.

Los extractos lipidicos se disolvieron en 150
pL de cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y se transfirieron
a tubos de borosilicato. Seguidamente se afiadié 1 mL
de KOH 0.5 M en metanol anhidro y se dejo
reaccionar en bafio con agitacion a 37 °C durante 1
hora. La reaccion se neutraliz6 con 1 mL de HCI 0.5
M en solucion acuosa y los ésteres metilicos de los
acidos grasos se extrajeron con 2 mL de n-hexano
tras centrifugar la mezcla a 800 x g durante 5 minutos
a 16 °C.

El andlisis de los ésteres metilicos se llevo 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
electrénico (El, 70 eV) con inyeccidon automatica
Agilent 7693. La columna usada para la separacion
de FAMEs es un modelo Agilent DB23 (60 m
longitud x 0.250 pm didmetro interno, 0.15 pum de
espesor de pelicula) cuya fase estacionaria es de (50
%-cianopropil)-metilpolisiloxano.

Se inyect6 1 pL de muestra en modo splitless
(sin division de la muestra) y como gas portador se
uso helio a una presion constante de 26.1 libra fuerza
por pulgada cuadrada (psi). 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 utilizo
helio como como gas portador a una presién
constante de 180 kPa. La adquisicién de datos se
llevd a cabo tanto en modo de barrido como de
monitorizacion de iones seleccionados (SIM). El
modo de barrido se utiliz6 para la identificacion de
los compuestos, comparandolos con los estandares
comerciales de FAMEs y con los espectros de la
biblioteca del NIST (Instituto Nacional de Estandares
y Tecnologia).

El modo SIM se utilizo para la
cuantificacion, sirviéndose de los fragmentos 74 y 87
para los FAME 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
empled una mezcla de 37 componentes de Supelco.
El andlisis de los datos se realizd con el software
Agilent G1701EA MSD Productivity Chemstation.

3.8. Andlisis de especies de fosfolipidos vy
esfingolipidos por cromatografia de liquidos de alta
resolucion acoplada a espectrometria de masas

Mediante esta técnica determinamos de forma
semicuantitativa el contenido de especies moleculares
de las diferentes clases de PC, PE, PS, PI, PA, PG,
bis- monoacilglicerofosfato (BMP) y especies de SL
como SM o Cer. El protocolo usado para lograr la
separacion cromatografica en fase normal de las
diferentes clases de fosfolipidos incluyendo SM se
adaptd de Axelsen y Murphy (141). Para el analisis
de Cer se utilizo el protocolo descrito por Shaner
(142). Para el analisis de eicosanoides se sigui6 el
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procedimiento descrito por Lebrero et al. (143).

Las muestras, conteniendo los estandares
internos correspondientes antes de la extraccion, se
resuspendieron en 100 pL de fase movil A, que
contiene mezcla de isémeros de hexano/2-propanol
30:40 (v/v) y se inyectaron en un cromatégrafo
liquido de alta resolucion 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 empleada es una FORTIS HILIC
(150 x 3 mm, tamafio de particula de 3 um) (Fortis
Technologies), protegida con un cartucho Supelguard
LC-Si (20 mm x 2.1 mm) (Sigma-Aldrich).

La fase movil empleada consiste en un
gradiente de disolvente A (mezcla de isébmeros de
hexano/2 propanol, 30:40, v/v) y disolvente B
(mezcla de isdmeros de hexano/2- propanol/20 mM
de acetato de amonio en H20, 30:40:7, viv/v).

El gradiente comenzd en 75 % A desde cero
hasta 5 min, luego disminuyo del 75 % A al 40 % A
Dione los 15 min, del 40 % A al 5 % A Dione 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 inyeccidn de muestra.

El flujo a través de la columna se fijé en 400
uL/min y se inyectaron 10 pl del extracto lipidico.
Este flujo entr6 en la interfaz de ionizacion por
electrospray de un espectrometro de masas hibrido
de triple cuadrupolo Sciex QTRAP 4500 operando en
modo de ionizacion negativa (AB Sciex).

Los pardmetros de la fuente de ionizacion se
fijaron de la siguiente forma: IS (Voltaje aplicado al
spray de ionizacion) = -4500 V/+5500 V, CUR (Gas
cortina) = 20 psi, GS1 (Gas de nebulizacion) = 35
psi, GS2 (gas de desolvatacién) = 65 psi, TEM
(temperatura de desolvatacion) = 400 °C. Los
pardmetros analiticos de las clases de PL y SL se
fijaron segun la siguiente tabla, ya que cambian en
funcion de la cabeza polar:

La caracterizacion de las especies de
fosfolipidos se llevo a cabo mediante la comparacion
de sus tiempos de retencion con los que producen
estandares analiticos homologos. Todos los PL se
detectaron como iones [M-H]- excepto para los iones
de PC que fueron detectados como el aducto
[M+CH3COO—-]—, en ambos casos en modo MRM
asignando transiciones Q1/Q3 con la masa total del
fosfolipido y la masa de uno de los acidos grasos que
contiene dicho fosfolipido, respectivamente (Tablas
C.2-C-10). La cuantificacion se realiz6 integrando los
picos cromatograficos de cada especie vy
comparandolos con el area del pico del patrén interno
gue corresponde a cada clase de fosfolipido.



3.9. Inmunodeteccion de proteinas (Inmunoblot)

Las células se lavaron 2 veces con PBS y se rasparon
con 80 pL de tampon de lisis celular frio. El lisado
celular se transfiri6 a tubos eppendorf que,
posteriormente, se dejaron en hielo durante 30
minutos agitando los tubos cada 10 minutos. Los
tubos se centrifugaron a 16200 xg durante 10 minutos
a 4 °C, recogiendo los sobrenadantes. Se cuantificé la
concentracion de proteina mediante el método de
Bradford (144) y se tomo el volumen correspondiente
a 50 ug de proteina total al que se afiadié tampon de
carga con el fin de igualar el volumen en todas las
muestras. Ademas, se afiadid la misma cantidad de
buffer Laemmli a todas las muestras y posteriormente
se hirvieron a 95 °C durante 5 minutos en el
termoblogue antes de cargarlas en los geles de
acrilamida.

La electroforesis de los geles se realizd segln
el método descrito por Laemmli (145). Se usaron
geles de acrilamida-bis-acrilamida al 10 o 12% en
funcion del peso molecular de la proteina a estudiar y
las muestras se corrieron en tampén de electroforesis
aplicando un voltaje constante de 80 V durante los
primeros 20 minutos y posteriormente a 120 V
durante 90 minutos.

Una vez que las muestras corrieron
completamente en el gel, las proteinas se transfirieron
a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) usando el tampén de transferencia. El
proceso se realizd6 mediante la aplicacién de una
intensidad de corriente constante de 300 mA durante
90 minutos y a una temperatura de 4 °C.

Para disminuir la adsorcion inespecifica del
anticuerpo primario se incubaron las membranas con
una disolucion de blogueo compuesta por 5 % (p/v)
de leche deslipidada en PBS. El bloqueo se realizd
durante una hora a temperatura ambiente o un
overnight a 4 °C, en funcion de las condiciones que
el fabricante recomiende para el anticuerpo que se
fuera a utilizar. Posteriormente las membranas se
lavaron 2 veces con PBS antes de afadir el
anticuerpo primario.

Para la inmunodeteccion de las proteinas, se
incubaron las membranas con el anticuerpo primario
correspondiente diluido en una disoluciéon compuesta
por 0.5 % (p/v) de leche deslipidada en PBS. La
incubacion se realizé durante una hora a temperatura
ambiente o un overnight a 4 °C, segun
recomendacion del fabricante del anticuerpo.

Seguidamente se retird el anticuerpo primario
y se realizaron tres lavados con PBS Tween-20 0.05
% (v/v) para eliminar el exceso de anticuerpo
primario no adherido. Tras ello, se incubaron las
membranas con el anticuerpo  secundario
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correspondiente diluido en una disolucion compuesta
por 0.5 % (p/v) de leche deslipidada en PBS. La
incubacion se realizé durante una hora a temperatura
ambiente. Tras la incubacion, se retird el anticuerpo
secundario y se realizaron de nuevo tres lavados con
PBS Tween-20 0.05 % (v/v) para eliminar el exceso
de anticuerpo secundario no adherido.

Se utilizaron anticuerpos producidos en
conejo frente a SCD-1 (Cell Signaling y Abcam)
(diluidos 1:1000) y anticuerpos producidos en ratén
frente a SCD-1 (Santa Cruz) (diluido 1:100) y [1-
actina (diluido 1:20000). Se utilizaron anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa frente a las
inmunoglobulinas de conejo y ratén (diluidos
1:5000).

Para el revelado de las membranas, se
incubaron con la solucién de revelado durante 1
minuto y se introdujeron en los casette con peliculas
de revelado usando distintos tiempos de exposicion
segun la proteina a analizar. Las fotos de las peliculas
se tomaron con el software Quantity One y la
densitometria cuantitativa de las bandas de interés se
llevd a cabo mediante el software Imagel,
referenciando la proteina respecto a una proteina
constitutiva como la B-actina.

3.10. Extraccion de RNA, sintesis de cDNA y anélisis
de expresion génica por RT-gPCR

La extraccion del RNA total de las células se Ilevo a
cabo utilizando el reactivo PRImeZOL™ (Canvax),
cuyo método se basa en la distinta solubilidad de los
acidos nucleicos y proteinas entre dos fases
inmiscibles.

Para la extraccion del RNA, previa retirada
del medio de cultivo, se afiadié a cada pocillo, en
placas de 6 pocillos, 800 puL de PRImezZOL ™
dejando reposar durante 5 minutos la mezcla a
temperatura ambiente. El lisado se transfirié a tubos
eppendorf asegurandose mediante pipeteo que la
disolucion es homogénea. A continuacion, se
afladieron 160 pL de cloroformo, mezclando
ligeramente cada tubo durante 15 segundos.
Finalizada la mezcla las muestras se centrifugaron a
12000 x g durante 15 minutos a 4 °C para separar una
capa acuosa superior transparente (que contiene
RNA), una interfase y una capa organica inferior. La
fase acuosa se transfirié a un tubo eppendorf, en el
cual, se precipito el RNA afadiendo 400 (1L de
isopropanol, incubando la mezcla 10 minutos a
temperatura ambiente y centrifugandola a 12000 x g
durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se
descartd y el pellet de RNA se lavé con 1 mL de
etanol al 75 % (v/v) preparado en agua de grado
biologia molecular. Se centrifugé a 10000 x g durante



10 min a 4 °C y se descartd el sobrenadante dejando
Unicamente en el tubo el pellet de RNA. El pellet se
seco al aire y se resuspendidé en 20-30 UL de agua de
grado biologia molecular. La concentracion de RNA
se midi6 por espectrofotometria a 260 nm en un
Nanodrop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific). Las
relaciones 260/280 y 260/230 se utilizaron como
indicadores de la pureza del RNA.

La sintesis de DNA complementario (cDNA)

se llevd a cabo empleando una enzima de
transcripcion inversa que transforma una cadena de
RNA en una cadena de DNA. En este trabajo se
utilizo el kit de sintesis Verso cDNA (Thermo Fisher
Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El protocolo consistio en los siguientes pasos: a una
alicuota de RNA (1000 ng) se le afiadié buffer de
sintesis, una mezcla de dNTP, cebadores oligo-dT
anclados (para transcribir especificamente las
cadenas de RNA mensajero o mMRNA), un
potenciador (que elimina el DNA contaminante), la
mezcla de enzimas Verso (que contiene la
transcriptasa inversa Verso y un inhibidor de la
RNAsa) y agua libre de nucleasas. La mezcla se
incubd durante 1 hora a 42 °C y la reaccidn se detuvo
calentando a 95 °C durante 2 minutos. EI cDNA se
conservo a -20 °C hasta su utilizacion.
Para el andlisis de la expresion génica se utilizd la
técnica conocida como PCR cuantitativa a tiempo
real o RT-gPCR. Esta técnica  permite
simultaneamente amplificar y cuantificar el producto
de la reaccion de amplificacion del DNA durante el
transcurso de la PCR. La cuantificacion se realizo
determinando el ciclo umbral (CT) que se define
como el ciclo de la reaccion en el cual la
amplificacién comienza a ser exponencial.

Las reacciones se llevaron a cabo en un
equipo ABI7500 siguiendo las condiciones detalladas
en la Tabla C.11, utilizando el cDNA, obtenido por
transcripcion reversa como se indica en el penultimo
parrafo, al que se le afadieron los oligonucleotidos
directos y reversos (Tabla C.12) y el kit comercial
llamado Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR® Green qPCR
Master Mix que contiene SYBR Green, Taq
polimerasa, una mezcla de desoxinucledtidos
trifosfato y un tampon de reaccion. La realizacion de
una curva de disociacion al final de cada PCR
permiti6 detectar la presencia de productos
amplificados de forma inespecifica. Las reacciones se
llevaron a cabo por triplicado y la cuantificacion se
realizd aplicando el algoritmo AACT (146),
comparando el ciclo umbral del gen en estudio con el
de un gen constitutivo de referencia, en este caso
Gapdh, para todas las condiciones experimentales
representadas.
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3.11. Microscopia de fluorescencia

Una vez sembradas las células en los cristales para
microscopia en placas de 6 pocillos, se retird el
medio de cultivo y se incubaron con Hoechst 33342 a
20 uM durante 5 minutos para tefiir los ndcleos. Se
realizaron 3 lavados con PBS y posteriormente se
fijaron las células con paraformaldehido al 4 % en
PBS con sacarosa al 3 % durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Tras la eliminacion del medio
de fijacion, se realizaron 3 lavados con PBS y se
procedio a la permeabilizacion empleando Triton X-
100 al 0.1 % (v/v) durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS y
seguidamente se bloquearon las células con suero
normal de cabra (NGS) al 10 % durante 1 hora. Tras
el bloqueo se lavé con PBS para posteriormente
afadir la preparacion del anticuerpo primario en PBS
con 1 % de NGS, incubando overnight a 4°C.
finalizada la incubacidn con el anticuerpo primario se
realizaron 3 lavados con PBS y se afiadio el
anticuerpo secundario fluorescente, en este caso se
empled Alexa Fluor 488 Fab en una dilucién 1:2000
en PBS con 1 % de NGS durante 1 hora a 4 °C
protegiendo la placa de la luz. Pasado ese tiempo se
realizaron 3 lavados con PBS vy, por ultimo, se
montaron los cristales en los portas de microscopia
con Gelvatol.

3.12. Medida de la fluidez de membrana por FRAP
mediante microscopia confocal

Una vez sembradas y tratadas las células en placas
p35 (MatTek) aptas para microscopia confocal, se
retir6 el medio de cultivo y se afiadi6 1 mL de
working solution, dejando las placas a 4 °C durante
10 minutos. Posteriormente se realizaron 3 lavados
con PBS para retirar el exceso de marcaje de
membrana plasmatica y se afiadi6 a cada pocillo 1
mL de medio HBSS (suplementado con HEPES 25
mM, CaCl, 1.3 mM y MgCl; 1.3 mM, pH 7.4)
templado. Para el anélisis de la fluidez de membrana
por FRAP, las células se mantuvieron en medio
HBSS en todo momento.

Las imagenes fueron tomadas a 37 °C usando
un microscopio confocal Leica TCS SP5X (Wetzlar,
Alemania), utilizando un objetivo HCX PL APO CS
de inmersion en aceite, 63x, 1.4 NA. Para el
fotoblanqueo se tomaron tres regiones rectangulares
de interés (ROI) de 6 um? (3x2 um) en la membrana
plasmética. Se utilizé un laser blanco de 488 nm que
se fijo al 100% de potencia en un pulso de 1.864
segundos para el blanqueamiento. Se adquirieron 10
imagenes previas al blanqueamiento (pre-bleaching)
y 200 imagenes posteriores al blanqueamiento (post-



bleaching) con un 20% de la potencia méaxima del
laser y a una resolucion de 256 x 256 pixeles y 8 bits
en modo full scan a 1.000 Hz cada

0.265 segundos.

El tamafio del pinhole se optimiz6 a una
apertura de 238.8 um. Se analizaron un minimo de 8
células por genotipo mediante el software ImageJ.
Las mediciones de FRAP se normalizaron de acuerdo
con el método descrito por Giakoumakis et al. (147).
Los datos resultantes se ajustaron a un modelo de
curva exponencial, que permitié calcular la fraccion
movil de la membrana plasmatica (147-149).

3.13. Medicion de proteina

La cantidad de proteina se cuantificé para referir a la
misma los valores obtenidos en los analisis
lipidomicos. Se recogieron los homogeneizados
celulares en MeOH/H20 y se sonicaron tres veces
con una amplitud del 23 % durante 15 segundos en
hielo. La proteina se cuantificé mediante el método
Bradford (144) utilizando el reactivo comercial
BioRad Protein Assay. Se trata de un método
colorimétrico basado en el cambio maximo de
absorbancia de 465 a 595 nm que experimenta el
Azul de Coomasie G- 250 cuando interactda con las
proteinas de forma no covalente. La absorbancia se
mide a 595 nm para cuantificar la concentracién de
proteinas por la ley de Lambert-Beer. Para calcular la
cantidad de proteina de la muestra, se realiz6 una
curva estandar utilizando diferentes cantidades de
BSA, cubriendo un rango de 1 a 15 pg/mL.

3.14. Viabilidad celular

Para el anlisis de la viabilidad celular se utilizaron
placas de 6 pocillos en las que se plaqueé un nimero
conocido de células que fueron sometidas al
tratamiento con distintos inhibidores farmacol6gicos
especificos de SCD-1 durante 24 horas. Pasado ese
tiempo se rasparon las células de cada pocillo y se
extrajo una alicuota representativa de cada pocillo a
la que se le afiadidé 50 pL de una disolucion comercial
al 0.4 % de azul de tripano. Posteriormente se
procedi6 al conteo de células vivas (aquellas en las
que se observa el ndcleo) y células muertas (aquellas
teflidas de azul completamente sin nucleo visible)
para estimar el porcentaje de viabilidad celular
comparando los tratamientos con controles sin
tratamientos.

3.15. Presentacion de datos y analisis estadistico

Los &cidos grasos se designan de acuerdo con las
recomendaciones de la ITUPAC del siguiente modo:
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namero de atomos de carbono y, después de dos
puntos, nimero de dobles enlaces. Para diferenciar
los isdbmeros se utiliza la nomenclatura n-x (n menos
x), donde n es el nimero de atomos de carbono del
acido graso y x es un numero entero que, restado de
n, da la posicion del dltimo doble enlace presente en
la molécula. Ejemplo: 20:4n-6 indica un &cido graso
de 20 atomos de carbono y 4 insaturaciones, la tltima
de ellas en el carbono 14; se trata del acido
araquidénico.

La nomenclatura utilizada para abreviar las
especies individuales de fosfolipidos sigue las
recomendaciones realizadas por el consorcio LIPID
MAPS. Se indica en primer lugar la clase (PC, PE,
Pl, PS, PA, etc.) seguida por un paréntesis en donde
se indican los &cidos grasos en su forma abreviada.
En primer lugar, se indica el acido graso que se halla
en posicion sn-1'y después el que se halla en posicion
sn-2, ambos separados por una barra inclinada.
Ejemplo: PC(18:0/20:4) indica la especie 1-estearoil-
2-araquidonoil-sn- glicero-3-fosfocolina. Cuando en
posicién sn-1 no hay un enlace éster, esto se hace
notar afiadiendo al comienzo del paréntesis O- (si se
trata de un enlace éter) o P- (si se trata de un enlace
vinil éter). Ejemplos: PC(0O-18:0/20:4) indica la
especie 1-O-octadecil-2- araquidonoil-sn-glicero-3-
fosfocolina; PC(P-18:0/20:4) indica la especie 1-O-
1’-octadecil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina.
En la seccidn de resultados en la que se muestran los
analisis de clases de fosfolipidos por LC-MS la
nomenclatura que se sigue, con el fin de simplificar
la informacidn en los ejes del gréfico, es abreviada,
esto es, para la especie PC(18:1/18:1) se muestra la
especie PC (36:2).

En los andlisis lipidomicos, los datos
analizados por espectrometria de masas se
presentaron en forma de masa molar relativizados a
la cantidad de proteina de la muestra, manteniéndose
similar en todas las muestras de un mismo
experimento. En el pie de cada figura se refleja el
namero de repeticiones de cada experimento, asi
como las repeticiones de cada muestra dentro del
mismo, por lo que los valores que se muestran son
media + error estdndar de la media. Para el analisis
estadistico se uso6 el software SigmaPlot v.11.0 y se
realiz6 la prueba t de Student para muestras no
emparejadas considerando diferencias significativas
entre datos segun el valor del estadistico p (*,
p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.005). Cuando hay
diferencias entre tratamientos las diferencias
significativas se marcaron, de la misma forma,
atendiendo al valor del estadistico p, pero con # en
lugar de *.



3.16. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron al menos 3
veces con los diferentes trata-mientos por triplicado.
Los valores mostrados se presentan como la media +
error estandar de la media (SEM). Cuando se realizo
comparacion estadistica de datos, se usé el test t de
Student para muestras desapareadas, considerando
estadistica-mente significativas las diferencias entre
grupos de datos que presentan una confianza
estadistica mayor del 95 % (* p<0.005).

4. RESULTADQOS

4.1. Influencia de las lipinas en el lipidoma de
macrofagos y fibroblastos embrionarios de raton

El silenciamiento del gen Lpin2 mediante la técnica
de siRNA proporcion6 un sistema de estudio en el
cual comprobar como la falta de lipina-2 podria
alterar el lipidoma de estas células. Se obtuvieron
silenciamientos de lipina-2 en torno al 60% (Figura
D.1), mientras que la lipina-1 y la lipina-3 se
mantuvieron inalteradas.

Se realizd un analisis de acidos grasos totales
por cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas (GC-MS) y se observaron diferencias
significativas en los acidos grasos 20:3n-9 o acido
Mead y en el 20:5n-3 o EPA. También se observo
una tendencia a la acumulacion del &cido graso
18:1n-9 o acido oleico cuando falta lipina-2 (Figura
D.2).

Con el fin de determinar en qué fraccion
lipidica podrian ser mas llamativas las diferencias
observadas en el perfil completo de acidos grasos se
realiz6 un analisis detallado de &cidos grasos por GC-
MS en las fracciones de PL, DAG, TAG y CE. No
obstante, no se observaron diferencias significativas
en ninguna de estas  especies, aunque Si se
mantuvieron las tendencias observadas en el perfil de
acidos grasos totales (Figura D.3).

De la misma forma que se realizo en la linea
celular macrofagica RAW 264.7 y con el objetivo de
comprobar si la falta de lipina-2 puede afectar de
forma diferente a un sistema celular distinto, se
realizaron andlisis lipidomicos en fibroblastos
embrionarios de raton inmortalizados (iIMEFs)
carentes de lipina-2 procedentes de ratones KO en el
gen Lpin2.

En el estudio de los &cidos grasos totales de
iIMEFs carentes de lipina-2 (KO Lpin2) se observo6 un
elevado contenido en SFAs como el 16:0 y 18:0 o
acido palmitico y estedrico respectivamente, en
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ambos genotipos (Figura D.4).

Por otro lado, se observaron diferencias
significativas respecto a su genotipo wild type en
acidos grasos como el 16:1n-9, que es mayor en las
células wild type o el 18:2n-6, que es mayor en las
células KO Lpin2 (Figura D.4). El &cido graso 16:1n-
9 es relevante debido a su actividad antiinflamatoria
demostrada en nuestro laboratorio (154). Por otro
lado, el 4cido graso 18:2n-6 es un &cido graso
esencial, precursor de &cidos grasos como el acido
araquidénico, que puede metabolizarse a
eicosanoides, moléculas con importante actividad
biolégica.

Con el objetivo de definir en que fraccion
lipidica se encuentran estas pequefias diferencias
observadas en 4cidos grasos totales, se procedié al
andlisis de é&cidos grasos en las fracciones de
fosfolipidos totales y lipidos neutros por GC-MS
(Figura D.5). Se observaron diferencias significativas
en la fraccion de fosfolipidos totales (Figura D.5A)
en los &cidos grasos mencionados anteriormente
ademas del acido graso 20:3n-9 o &cido Mead. En las
fracciones de TAG y CE se observo que el contenido
de acido 18:1n-9 o &cido oleico era menor en las
células carentes de lipina-2 (Figura D.5C-D).
Mientras que no se observaron diferencias en el
contenido de acidos grasos presentes en DAG ni en
los niveles totales de DAG entre ambos genotipos
(Figura D.5B), si se observaron diferencias
significativas en los niveles totales de TAG, producto
directo del DAG, que es menor en las ceélulas
carentes de lipina-2.

Ademéas de estos estudios, se realizd un
andlisis méas detallado por GC-MS de cada fraccion
de fosfolipidos por separado. En este caso se observo
la misma tendencia observada previamente en la
fraccion de fosfolipidos totales (Figura D.5A), una
disminucién en el contenido de las clases de
fosfolipidos cuando falta lipina-2 (Figura D.6). En
cuanto al PA, sustrato de las lipinas, no se
encontraron diferencias significativas cuando falta
lipina-2, de la misma forma que se observo con el
DAG, que es su producto directo (Figuras D.5B y
D.6E).

Continuando el estudio lipidémico en células
carentes de lipina-2, se realizo el andlisis de lipidos
de macréfagos derivados de médula dsea
inmortalizados (iBMDM) procedentes de ratones
wild type y KO para lipina-2. El proceso de
aislamiento e inmortalizacién de estas células se
describe en la seccién de Materiales y métodos.

En el perfil de &cidos grasos totales (Figura D.7) se
observd un elevado contenido en MUFAs en las
células carentes de lipina-2, destacando los &cidos
grasos 16:1n-7 y 18:1n-9. Los SFAs permanecieron



inalterados en ambos genotipos, mientras que se
observd que las células carentes de lipina-2 poseen,
de forma general, un menor contenido en PUFAs
tales como el 18:2n-6, el 20:4n-6, el 22:4n-6, el
22:5n-3 y el 22:6n-3.

Los MUFAs 16:1n-7 y 18:1n-9 proceden de

la desaturacion de los acidos grasos 16:0 y 18:0,
respectivamente, gracias a la accion de la desaturasa
estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD-1). Como se
mostrard mas adelante en este estudio, esta enzima
esta alterada en células carentes de lipina-2.
Por otro lado, en cuanto a los PUFAs se observo que
todos los derivados del acido graso esencial 18:2n-6,
incluido el mismo, estaban disminuidos en las células
carentes de lipina- 2 (Figura D.7). Este acido graso
puede metabolizarse a través de las desaturasas
FADS1 o FADS2 y posteriormente elongarse por
elongasas.

Continuando con el estudio lipidémico, de la
misma forma que en los otros sistemas celulares, se
realizd un analisis de las diferentes fracciones de
lipidos neutros y fosfolipidos totales (Figura D.8).

En este caso, se observaron las mismas
diferencias mencionadas anteriormente con respecto
al contenido de fosfolipidos totales (Figura D.8A),
mientras que en el resto de fracciones no se
observaron diferencias significativas en ningun acido
graso ni en el contenido total. Analizando el
contenido total de todas las especies de lipidos, se
observo que la fraccion de fosfolipidos totales supone
aproximadamente un 90% del contenido lipidico total
de estas células, por lo que es coherente que las
diferencias observadas anteriormente (Figura D.9) se
mantengan en la fraccion de fosfolipidos totales.

4.2. Regulacion de la estearoil-CoA desaturasa 1
(SCD-1) en macrofagos derivados de médula dsea de
raton inmortalizados carentes de lipina-2.

Para explicar las diferencias observadas en MUFAs y
PUFAs entre las células wild type y KO Lpin2 se
procedi6 al andlisis de la expresion génica de
enzimas implicadas en la sintesis de estos &cidos
grasos, principalmente de las desaturasas SCD y
FADS, de las cuales se conocen 4 y 2 isoformas en
raton, respectivamente. La SCD es una desaturasa
con actividad [19 desaturasa, lo que se traduce en la
introduccidn de una insaturacién en posicion A9 de la
cadena hidrocarbonada del &cido graso. La FADS1
tiene actividad

A5 desaturasa mientras que la FADS2 tiene actividad
A6 desaturasa. La familia de las FADS es
responsable de la sintesis de PUFAs tales como el
20:4n-6 o acido araquidonico, el 22:6n-3 o &cido
docosahexaenoico (DHA), entre otros, derivados de
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acidos grasos esenciales como el 18:2n-6 y el 18:3n-
3, respectivamente.

La expresion génica de SCD-1 s
aproximadamente 50 veces superior en las células sin
lipina-2 que en las wild type (Figura D.10). Puesto
gue esta enzima genera insaturaciones en posicion
A9, este resultado podria explicar las diferencias
observadas en los analisis lipidomicos. Por otro lado,
también se observé que las células sin lipina-2 tienen
aumentada la expresion génica de FADS2,
responsable de generar insaturaciones en posicion
AB.

Para verificar el resultado observado por
expresion génica se procedio al estudio por Western
Blot de SCD-1 con el fin de determinar si la
sobreexpresidén génica observada por RT-gPCR se
mantiene a nivel de proteina.

Por desgracia, mediante esta técnica no se
pudo demostrar la presencia de SCD-1 en nuestro
sistema a pesar de utilizar anticuerpos contra SCD-1
de distintas clases comerciales, ni siquiera tras
condiciones de activacion celular con LPS (Figura
D.11). El dnico anticuerpo con el que fue detectada
SCD-1 pertenece a la casa comercial Cell Signaling y
esta solo fue detectada en higado.

Puesto que el analisis por Western Blot no
proporciond resultados en nuestro sistema, decidimos
seguir las recomendaciones de la casa comercial
Abcam y utilizamos este anticuerpo para detectar
SCD-1 mediante inmunofluorescencia. En este caso
se observd una mayor cantidad de fluorescencia en
las células carentes de lipina-2 en zonas proximas al
nacleo (marcado en azul), posiblemente reticulo
endoplasmico, localizacién ya descrita para esta
enzima (3, 20) (Figura D.12), lo que podria indicar
una mayor cantidad de proteina. Estos resultados
estarian en concordancia con los datos de expresion
génica y con los datos observados en los analisis
lipiddmicos.

La SCD-1 juega un papel clave en la sintesis
de MUFAs vy, por tanto, para el mantenimiento de la
relacién de acidos grasos saturados/insaturados. Las
alteraciones en esta relacion pueden tener varias
consecuencias a nivel funcional entre las que
podemos destacar la fluidez de membrana cuyos
resultados se mostraran posteriormente.
Complementando los datos obtenidos a nivel basal se
realizé un estudio lipiddmico de &cidos grasos totales
tras el tratamiento durante 24 horas con el inhibidor
farmacologico especifico de SCD-1 CAY10566
(Figura D.13).

En dichos experimentos se observd que tras
la inhibicion de SCD-1 el contenido de SFAs
aumentd considerablemente, mientras que el
contenido de MUFAs disminuy6é ligeramente.



Ademas, se observé un pequefio aumento en PUFAs.
Como resultado el contenido total de &cidos grasos
aumentd en las células tratadas con CAY10566
independientemente de la expresion de lipina-2.

La acumulacion de SFAs observada en ambos
genotipos tras la inhibicion de SCD-1 podria
impactar en las respuestas inflamatorias. Por ello, se
estudio el efecto del inhibidor CAY10566 en los
aumentos de expresion génica de citoquinas
proinflamatorias como IL-6, Tnf-a IL-1B, que
promueve el LPS en los macrofagos. Sin embargo, a
diferencia de lo que cabria esperar, un aumento de la
expresion de citoquinas proinflamatorias debido a la
acumulacién de SFAs por la inhibicién de SCD-1, no
se observaron cambios significativos en la expresion
de dichas citoquinas proinflamatorias (Figura D.14).

Las alteraciones en la fluidez de membrana
pueden afectar a parametros o funcionales bioldgicos
como la sefializacién celular a través de receptores o
a la fagocitosis (158, 159). Dado que SCD-1 tiene un
papel clave en el mantenimiento de la relacién de
acidos grasos saturados/monoinsaturados y, por tanto,
en las propiedades biofisicas de las membranas, se
procedi6 al estudio del estado de la fluidez de
membrana plasmatica por técnicas de microscopia
confocal empleando la técnica conocida como FRAP
(del inglés, Fluorescence  Recovery  After
Photobleaching), que nos permite estudiar in vivo
como se recupera la membrana plasmatica de las
células tras ser sometida al blanqueo mediante un
laser.

Tras analizar las imagenes obtenidas, se
observaron diferencias significativas entre las células
wild type y KO Lpin2 tanto en la velocidad de
recuperacién de la fluorescencia de la membrana
como en la cantidad de membrana recuperada,
también conocida como fraccion movil, siendo
mayores ambas en las células carentes de lipina-2
(Figura D.15). Este resultado implica que las
moléculas de las membranas de las células carentes
de lipina-2 tienen una mayor movilidad, lo que se
traduce en una mayor fluidez y, a su vez, esta
relacionado con el mayor contenido en MUFAs
observados en los analisis lipidomicos ya que estos se
empaguetan peor que los SFAs generando asi mayor
movimiento en la membrana plasmatica.

El uso diario de estos macr6fagos mostrd
que, de forma continuada, las células carentes de
lipina-2 crecian méas que las células wild type.
Debido a esto, se procedio a realizar un estudio de la
viabilidad celular para comprobar si la
sobreexpresion de SCD-1 en las células carentes de
lipina-2 esta relacionada con el aumento observado
en la proliferacion.

En dicho ensayo, realizado tras inhibir SCD-
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1 con CAY10566 o MF-438 durante 24 horas, se
observé que las células mueren de manera
significativa independientemente de su genotipo
(Figura D.16). Las celulas wild type resultaron ser
menos viables que las células carentes de lipina-2 tras
la inhibicién de SCD-1, por lo que la sobreexpresién
de SCD-1 observada en las células KO parece que las
esta protegiendo de la muerte.

4.3. Movilizaciébn de 4&cido araquidénico en
macrofagos derivados de médula 6sea de raton
inmortalizados carentes de lipina-2.

Como se observo en los analisis lipidomicos, las
células carentes de lipina-2 poseen un menor
contenido en PUFAs que se ve compensado por un
aumento en el contenido de MUFAs. Este hecho
sugirio que en las células deficientes en lipina-2
podria estar alterado el mecanismo de movilizacion o
la remodelacién de estos PUFAs en el que estan
implicadas las fosfolipasas A, (PLA:S), por lo que se
procedio al andlisis por GC-MS de la pérdida de
acido araquidonico tras activacion celular con LPS o
zimosan. En estos ensayos se considerd que ambos
genotipos parten del mismo contenido inicial de
acido araquidonico, llamandola 100% para observar
la variacion a lo largo del tiempo de 0 a 24 horas de
forma mas adecuada, aunque como ya se menciono
anteriormente el contenido inicial es menor en las
células que carecen de lipina-2.

En los analisis se observd una mayor
liberacion de acido araquidoénico en las células wild
type que en las KO Lpin2 cuando se activan las
células con zimosan (Figura D.17B). Con LPS como
estimulo apenas se observaron diferencias entre
ambos genotipos (Figura D.17A). Como se observa
en la grafica la mayor liberacion se produce a
tiempos cortos, entre 2 y 8 horas. Con estos
resultados podemos observar que el mecanismo de
movilizacion o liberacién de acido araquiddnico por
parte de las fosfolipasas A2 esta alterado de alguna
forma en las células carentes de lipina-2 cuando son
activadas con zimosan, pero esto no ocurre al
activarlas con LPS.

4.4. Andlisis de clases de glicerofosfolipidos y
esfingolipidos por LC- MS en macrdfagos derivados
de médula dsea de ratén inmortalizados carentes de
lipina-2.

Con el fin de determinar qué clases de fosfolipidos en
concreto son las responsables de las diferencias
observadas entre genotipos en la fraccion de
fosfolipidos totales analizada por GC-MS, se
procedio al analisis por LC-MS de todas las clases de



PL, asi como de SL presentes en estas células.

El estudio comparativo de la composicion de
especies de PL y SL entre las células wild type y las
células carentes de lipina-2 (Figuras D.18-D.20)
demostré que existen alteraciones entre ambos
genotipos. De forma general, se observa una
disminucion en especies de PC, PA, PG y SM y
aumentos en especies de Cer principalmente. El resto
de especies como los PE, el PI, la PS y el BMP
permanecieron inalterados en cuanto a su contenido
total en ambos genotipos, por lo que no se pudo
determinar qué especie concreta es la responsable de
los aumentos y disminuciones observados por GC-
MS en MUFAs y PUFAs, respectivamente. Las
diferencias significativas en estos perfiles fueron
observadas principalmente en especies que contienen
MUFAs como el 16:1 y el 18:1, presumiblemente
acido palmitoleico (16:1n-7) y &cido oleico (18:1n-9),
respectivamente, y en PUFAs como 18:2, 20:4 y 22:4
lo que esta en consonancia con el perfil de &cidos
grasos totales y de fosfolipidos totales observados
mediante GC-MS (Figuras D.7 y D.8A).

En cuanto al perfil de SL cabe destacar las
diferencias observadas de forma basal entre ambos
genotipos siendo menor el contenido de SM y mayor
el contenido de Cer cuando falta lipina-2 (Figura
D.20) por lo que parece que la biosintesis de estas
clases de SL esta alterada como consecuencia de la
falta de lipina-2.

4,5, La falta de lipina-2 provoca cambios en la
sintesis de ceramidas tras activacion celular.

Como se mostré anteriormente, a nivel basal
observamos un mayor contenido de Cer en las células
KO Lpin2 que en las wild type (Figura D.20B), por
lo que nos planteamos como la falta de lipina-2
podria estar afectando a la ruta sintética de Cer.
Puesto que, seglin la literatura (203), la ruta de
sintesis de Cer se activa tras una infeccion, se
comprobd cémo afecta a los perfiles de Cer el
tratamiento con LPS o0 zimosan.

En las células wild type, tras el tratamiento
con LPS o zimosén se observo un incremento en el
contenido total de Cer, mas relevante al tratar las
células con LPS que con zimosan (Figuras D.21 y
D.22). Este resultado era lo esperado ya que
coincidio con lo descrito en la literatura. Sin
embargo, en las células carentes de lipina-2, tras la
activacion con LPS o zimosan, no solo no se observo
un aumento en el contenido total, sino que, los
niveles fueron disminuidos respecto a las células KO
Lpin2 control por lo que se concluyd que en algin
punto de la ruta de sintesis de Cer la falta de lipina-2
esta generando problemas que provocan una menor
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capacidad de sintesis o una mayor degradacion de las
mismas bajo condiciones de activacion celular.

5. DISCUSION

5.1. El silenciamiento génico de Lpin2 no es
suficiente como para alterar el perfil lipidico de
macréfagos RAW 264.7.

La lipina-2 juega un papel clave en la regulacién de
lipidos bioactivos como PA y el DAG. La
desregulacion de estos lipidos puede llevar a
alteraciones en diferentes rutas de sefializacion en los
que éstos estan implicados directamente.
El estudio lipidémico en la linea celular macrofagica
RAW 264.7 demostrd que el silenciamiento obtenido
mediante la técnica de siRNA no es suficiente como
para alterar el metabolismo de lipidos ya que apenas
se observaron cambios significativos en el contenido
de acidos grasos totales ni en el contenido de lipidos
neutros y fosfolipidos analizados por GC-MS. Esto
puede deberse a varias razones, en primer lugar, es
posible que el silenciamiento de lipina-2 obtenido (en
torno al 60 %) (Figura D.1). Por otro lado, el analisis
de la expresion génica de los otros miembros de la
familia de las lipinas (lipina- 1 y lipina-3) demostrd
que la expresion de mRNA de estos genes es similar
a la de los controles. Sin embargo, es posible que el
silenciamiento de lipina-2 provogue una mayor
traduccion a nivel proteico de lipina-1 o lipina-3,
existiendo, de esta forma, una compensacion a la
falta provocada por el silenciamiento génico de
Lpin2.

En el perfil de &cidos grasos totales (Figura
D.2) podemos observar que existen ciertas tendencias
como la acumulacion de MUFAs, tales como el
16:1n-7 y el 18:1n-9. Estas tendencias observadas no
son significativas, sin embargo, es posible que se
deba a que el silenciamiento de lipina-2 no es
completo. Como se discutird mas adelante, en
macréfagos derivados de médula 6sea en los cuales la
lipina-2 no esta presente, estas tendencias observadas
en los macréfagos RAW 264.7 si son significativas y
parecen tener sentido bioldgico.
Por otro lado, observamos que los PUFAs como el
20:3n-9 o0 4cido Mead y el 20:5n-3 o EPA estan
ligeramente aumentados en las células silenciadas
para lipina-2. Al tratarse de una linea celular, el
contenido en PUFAs es bajo en comparacién con
células primarias y estos PUFAs como el EPA o el
acido Mead, junto a un mayor contenido de MUFAs,
compensan esta carencia en el resto de PUFAs. La
sintesis y acumulacién de acido Mead esta
relacionado con una deficiencia en &cidos grasos
esenciales como el 18:2n-6 o 18:3n-3 y en sus



derivados (150). Se conocen dos rutas de sintesis de
este acido graso, ambas a través de elongaciones y
desaturaciones por parte de elongasas y desaturasas,
respectivamente. Resulta interesante que ambas rutas
parten del mismo punto, que es el acido oleico, el
cual estd ligeramente aumentado en las células
silenciadas para lipina- 2 de la misma forma que
ocurre con el acido Mead por lo que, parece ser que
la reduccion de la expresion génica de lipina-2 parece
estar implicada en la regulacion de los niveles de
estos dos &cidos grasos con el fin de evitar una
desregulacion lipidica que pueda generar otro tipo de
alteraciones en la célula.

En cuanto al andlisis de lipidos neutros
(Figura D.3), es logico pensar que habria una
disminucion del contenido total de DAG debido a
que falta lipina-2, sin embargo, no se observaron
cambios significativos con respecto a los controles.
Por otro lado, en el TAG, que es subproducto directo
del DAG, también seria l6gico pensar que habria una
disminucién en su contenido total cuando hay menos
lipina-2 y de la misma forma, tampoco se observaron
estos cambios. Este hecho probablemente se deba a lo
ya mencionado anteriormente, y es, que un
silenciamiento génico del 60 % no es apropiado para
ver cambios a nivel lipidico.

5.2. La falta de lipina-2 en fibroblastos embrionarios
de ratdn provoca una disminucion en la capacidad
de sintesis de algunos glicerofosfolipidos.

El andlisis lipidémico en iMEFs carentes de lipina-2
demostrd que a nivel basal la carencia de lipina-2 no
parece afectar al perfil lipidico de forma importante.
En el perfil total de &cidos grasos totales (Figura
D.4), las diferencias entre ambos genotipos se dan
exclusivamente en algunos acidos grasos como el
16:1n-9 o en el 18:2n-6. El &cido graso 16:1n-9
proviene de la [I-oxidacion de &cido oleico en la
mitocondria mientras que el 18:2n-6 es un é&cido
graso esencial, precursor de la familia de &cidos
grasos n-6 como el acido araquidonico.

Se ha demostrado que la administracion de
acido hipogeico (16:1n-9) o su isdmero mas comun,
el 4&cido palmitoleico, provee a las células un
importante caracter antiinflamatorio, contrarrestando
los efectos de varios agonistas proinflamatorios como
LPS o zimosan (151-154). En este caso, no se ha
podido demostrar el por qué los fibroblastos carentes
de lipina-2 poseen un menor contenido de este acido
graso ya que no fueron sometidos a activacion celular
y, por tanto, se desconoce si a nivel basal esta
diferencia puede tener importancia bioldgica. No
obstante, seria interesante realizar el estudio
lipidomico tras activacion celular en este sistema para
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comprobar si el perfil de estos acidos grasos es
diferente debido a la falta de lipina-2 y poder
confirmar asi el papel antiinflamatorio de los mismos
descrito en otros sistemas.

En cuanto al perfil de especies de lipidos
neutros se observo que el contenido en TAG (Figura
D.5C) es menor en las células carentes de lipina-2
mientras que el contenido de DAG, producto directo
de la lipina al actuar sobre el PA, permanecid
inalterado (Figura D.5B), por lo que se concluye que
el menor contenido en TAG esta directamente
relacionado con la carencia de lipina-2.

El anélisis por clases de fosfolipidos (Figura
D.6) proporciond resultados similares a los
observados en la fraccién total de fosfolipidos
(Figura D.5A), es decir, de forma general, un menor
contenido de las clases analizadas en las células que
carecen de lipina-2. Por otro lado, el PA, de la
misma forma que ocurrio con el diaciglicerol,
permanecié inalterado entre ambos genotipos (Figura
D.6E).

Es probable que las diferencias en DAG y PA
no fueron observadas debido a que son dos lipidos
cuyos niveles deben estar regulados de forma muy
estricta en la célula debido a que su desregulacion
puede tener graves consecuencias en la homeostasis y
sefializacion de la célula. Sin embargo, las diferencias
se observaron en los productos directos del DAG, que
son el TAG y PL como PC, PE o PS, por lo que los
resultados obtenidos en este apartado son coherentes.

5.3. La falta de lipina-2 en macréfagos derivados de
médula 6sea inmortalizados aumenta la composicién
total de &cidos grasos monoinsaturados.

El estudio lipidomico en iBMDMs demostr6 que
existen alteraciones en el perfil de acidos grasos
totales (Figura D.7), principalmente debido a la
fraccion de fosfolipidos (Figura D.8A), cuando falta
lipina-2. Las diferencias significativas mas
importantes se observaron en MUFASs y en PUFAs,
que estdn aumentados o disminuidos, respec-
tivamente, cuando falta lipina-2, mientras que los
SFAs permanecieron inalterados en ambos genotipos.

En cuanto a los MUFAs destacan el &cido
palmitoleico y el &cido oleico cuyos niveles estan
aumentados cuando falta lipina-2. Ambos é&cidos
grasos son derivados de la desaturacion en posicion
A9 llevada a cabo por la estearoil-CoA desaturasa 1
(SCD-1) del &cido palmitico y del &cido estearico,
respectivamente.

Los PUFAs, por su parte, estan disminuidos
cuando falta lipina-2. En este caso destacan
principalmente los derivados de los &cidos grasos
esenciales &cido linoleico y acido a- linolénico, que



dan lugar a las grandes familias de PUFAs de las
series n-6 y n-3, respectivamente. Cabe destacar que,
en este tipo celular, de la misma forma que ocurrié en
la linea celular macrofagica RAW 264.7, el &cido
Mead (20:3n-9) estd aumentado en las células
carentes de lipina-2. Es posible que, en estas células,
tal y como indica la literatura (150), exista una
compensacion por falta de &cidos grasos esenciales,
aunque también puede deberse al elevado contenido
de acido oleico presente en las células cuando falta
lipina-2 ya que las rutas de sintesis descritas hasta la
fecha para el &cido Mead parten de este acido graso.

Resulta muy interesante como en las células
carentes de lipina-2 se esté compensando el nimero
total de insaturaciones, disminuyendo el contenido de
PUFAs debido a su elevado contenido de MUFAs.
Este hecho dirige la atencion a la SCD-1, la cual,
parece estar ejerciendo un papel clave en el
mantenimiento de la relacion saturados/insaturados
en las células carentes de lipina-2 con el fin de
proteger a la célula de alteraciones en las propiedades
biofisicas de su membrana.

En cuanto al anélisis de lipidos neutros, no se
observaron diferencias significativas entre ambos
genotipos. Sin embargo, cabe destacar que si se
observo una tendencia a un menor contenido de DAG
en las células carentes de lipina-2 (Figura D.8B), lo
cual es ldgico ya que, al no existir lipina-2, es
probable que estas células tengan dificultad en
transformar el PA a DAG. Es posible que esta
tendencia no sea significativa debido a que la lipina-1
puede estar compensando la carencia de lipina-2. Por
otro lado, también fue de interés la tendencia
observada en CE (Figura D.8D), ya que resultados
publicados en nuestro laboratorio han demostrado
que estas células carentes de lipina-2 presentan una
sintesis de colesterol reducida en comparacion a las
wild type (96), por lo que estd en consonancia con la
tendencia observada.

5.4. Regulacion de la estearoil-CoA desaturasa 1
(SCD-1) en macrdfagos derivados de médula dsea
inmortalizados carentes de lipina-2.

Los estudios realizados en relacion a la expresion de
SCD-1 en iBMDMs, tanto por andlisis de la
expresion génica por gPCR-RT (Figura D.10) como
por inmunofluorescencia (Figura D.12), demostraron
que la falta de lipina-2 provoca cambios en el
metabolismo lipidico alterando los niveles de
expresion génica de otras proteinas del metabolismo
lipidico como la SCD-1, en concreto aumentando la
expresion de la misma.

Esta sobreexpresion estd directamente
relacionada con lo obtenido en los andlisis
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lipidomicos en los cuales observamos mayores
niveles de MUFAs cuando falta lipina-2 por lo que es
posible que lipina-2 estd regulando la expresion de
otras enzimas del metabolismo lipidico como la
SCD-1.

La inhibicion de SCD-1 generé un
incremento significativo en los niveles de SFAs y una
reduccion en los niveles de MUFAs ademéas de un
ligero incremento en los niveles de PUFAs (Figura
D.13). Al inhibir SCD-1 las diferencias significativas
gue se observaban entre ambos genotipos
desaparecen, aumentando el contenido total de &cidos
grasos presente en las células debido principalmente
a la acumulacion de SFAs.

La acumulacién de SFAs dentro de la célula
puede llegar a ser nocivo para la misma y, de hecho,
se sabe que los SFAs mimetizan el comportamiento
del LPS bacteriano desencadenando una respuesta
inflamatoria via TLR4 (155-157). Este hecho nos
llevd al estudio de algunas citoquinas
proinflamatorias clasicas como IL-1f, IL-6 y Tnf-a
tras la inhibicion de SCD-1 y activacién con LPS
(Figura D.14). En estos andlisis, se comprobé que el
tratamiento con CAY10566, a pesar de aumentar el
contenido de SFAs dentro de la célula, no alteraba la
expresion génica de estas citoquinas.

Durante el tratamiento con LPS, se
observaron diferencias significativas entre ambos
genotipos, independientemente del tratamiento con el
inhibidor de SCD-1. En cuanto a la produccion de IL-
6, la inhibicion de SCD-1 aumenta la expresion de
dicha citoguina en el genotipo wild type mientras que
ocurre lo contrario para las KO Lpin2. En este
sentido seria conveniente realizar anélisis de
liberacion de citoquinas en sobrenadantes mediante la
técnica ELISA ya que confirmarian si la inhibicion
de esta enzima tiene como consecuencia la liberacion
de estos factores inflamatorios al medio extracelular.

Por otro lado, el analisis de la fluidez de la
membrana mediante FRAP (Figura D.15) confirmo
que la diferencia en la relacion de &cidos grasos
saturados/insaturados observada de forma basal entre
ambos genotipos en los andlisis lipidémicos afecta a
las propiedades biofisicas de la membrana,
haciéndola més fluida en las células carentes de
lipina-2 probablemente debido al mayor contenido de
MUFAs, cuya estructura quimica provoca un menor
empaquetamiento, facilitando asi una membrana mas
fluida. Dicha membrana se recuperdé de forma mas
efectiva y répida que la membrana de las células wild
type. Ademés de la fluidez de la membrana
plasmética, las alteraciones en la relacién acidos
grasos saturados/insaturados puede afectar a otras
caracteristicas  relacionadas con la membrana
plasméatica como los procesos de fagocitosis (158,



159) o el ensamble de las balsas lipidicas o lipid rafts
y la sefializacion a través de las mismas (160).

Por altimo, el estudio de la viabilidad celular
tras la inhibicion de SCD-1 con distintos inhibidores
farmacoldgicos especificos como CAY10566 0 MF-
438 demostraron que las células wild type son menos
viables que las células carentes de lipina-2 (Figura
D.16). Es probable que la mayor viabilidad observada
en las células carentes de lipina-2 se deba a la
sobreexpresion de SCD-1 que poseen, aungque esto no
se ha demostrado adn.

En la literatura se ha relacionado la
sobreexpresion de SCD-1 con el desarrollo de
diferentes tipos de céncer y se ha establecido como
posible diana terapéutica para evitar proliferacion de
células cancerigenas, el crecimiento de tumores y
metastasis (161-164). Por otra parte, un elevado
contenido en MUFAS, como consecuencia de unos
niveles altos de SCD-1, estd relacionado con un
menor contenido de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en la membrana plasméatica y con una
proteccién ante la muerte celular por ferroptosis
(165), en la que intervienen PUFAs susceptibles a
peroxidacion.

5.5. El zimosan afecta en mayor medida que el LPS a
la movilizacion de &cido araquidénico a las células
carentes de lipina-2.

Debido a la importancia del acido araquidonico, sus
niveles dentro de la célula estan altamente regulados
por dos rutas. En condiciones basales, este &cido
graso se encuentra principalmente esterificado en la
posicion sn-2 de fosfolipidos de membrana como PC,
PE o PI. Por el contrario, bajo condiciones de
activacion celular, se fomenta la hidrolisis de
fosfolipidos liberando este &cido graso, generando
una elevada concentracion de &cido araquiddnico
libre, que es parcialmente metabolizado en
eicosanoides (166-168).

El ciclo de Lands consiste en la desacilacion
del &cido araquidénico de los fosfolipidos llevada a
cabo por las PLA2s seguida de un proceso de
reacilacion llevado a cabo por la acil-CoA sintetasa
(ACS) y aciltransferasas (169-173). Esta ruta de
esterificacion de acido araquiddnico se define como
una ruta de alta afinidad y baja capacidad ya que
opera cuando las concentraciones de este &cido graso
son bajas en la célula.

Otra ruta que regula la concentracion
intracelular de acido araquidonico es la biosintesis de
novo de fosfolipidos, se da cuando los niveles de
acido araquiddnico libre son elevados en la célula y
su entrada mediante el ciclo de Lands est4 saturada
(174-176). Se trata de una ruta de baja afinidad y alta
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capacidad. En esta ruta, el &cido araquidonico libre se
convierte en araquidonoil-CoA (AA-CoA), por
accion de la ACS, que se esterifica en moléculas de
glicerol-3-fosfato por accidon secuencial de la
glicerol-3-fosfato- aciltransferasa (GPAT) y la acido
lisofosfatidico aciltransferasa (LPAAT), generando
PA. A partir de este PA pueden sintetizarse otros
fosfolipidos (Figura A.3). Un marcador de esta ruta
es la aparicion de diaraquidonoil-PC o
diaraquidonoil-Pl, es decir, PC o Pl que contienen
dos cadenas de &cido araquidonico. Este tipo de
especies Unicamente esta presente cuando se da esta
ruta, mientras que si la ruta mayoritaria es el ciclo de
Lands estas no se observan.

El zimosé&n es un homogeneizado de la pared
celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae
(177) y es el modelo de estudio mas usado en los
ultimos afios para generar una respuesta inmune a
infecciones flungicas, asi como para estudiar la
produccién u liberacion de citoquinas
proinflamatorias (178-180). Ademas, es uno de los
estimulos mas empleados para el estudio de los
mecanismos de movilizacion de &cido araquiddnico
en célula fagocitica (181, 182). ElI zimosan
interacciona con diversos receptores entre los que se
incluyen receptores scavenger, receptores tipo Toll
como TLR2 o TLR6, lectinas de tipo C como
dectina-1, lo que genera una sefial proinflamatoria.
(180, 183).

En la literatura se ha demostrado que el
receptor dectina-1 es el responsable de activar
fosfolipasas A, implicadas en la movilizacion de
acido araquidoénico en macréfagos estimulados con
zimosan (184, 185). Esto se debe a que se generan
aumentos en la concentracion intracelular de Ca2+ y
se activa la ruta de las MAP quinasas (MAPK) (186,
187) que fosforilan cPLA2a fomentando la
movilizacion de &cido araquiddnico.

El LPS es uno de los componentes
bacterianos inmunoestimuladores mejor estudiados,
pueden inducir inflamacion sistémica y sepsis si la
exposicion al mismo es excesiva (188). Es el
componente estructural mas importante de la
membrana externa de las bacterias gram-negativas y
consta de tres partes: el lipido A, un nlcleo de
oligosacarido y una cadena lateral O (189-192).
Durante la activacion celular, el LPS interacciona con
diferentes proteinas entre las que se incluyen la
proteina de unién a LPS (LBP), CD-14, MD-2 y
TLR4 generando en ultima instancia la activacion de
quinasas como MAPK vy factores de transcripcion
como AP-1, NF-xB o IRF3. La activaciéon de TLR4
por LPS resulta, por tanto, en la produccién de genes
proinflamatorios entre los que destacan los que
codifican para citogquinas proinflamatorias como IL-



1B, IL-6 0 Tnf-a .

En los iBMDMs, al tratarse de una linea
celular, los niveles de acido araquiddénico no son muy
elevados. A pesar de ello, se quiso comprobar como
la falta de lipina-2 podria afectar a la movilizacion o
liberacion de este acido graso tras la activacion
celular con diferentes estimulos como LPS o
zimosén, que acttan a través de diferentes rutas de
sefializacién como se ha indicado previamente.

Los andlisis por GC-MS demostraron una
menor liberacion de acido araquidonico en las células
carentes de lipina-2 respecto a las wild type tras
activar las células con zimosan (Figura D.17B),
aungue este efecto no se observo tras la activacion
con LPS. Este hecho confirma nuestra hipotesis de
que la carencia de lipina-2 afecta a la movilizacion de
este 4cido graso modulando de cierta forma la
sefializacion celular generada por el zimosan a
tiempos cortos (entre 2 y 8 horas) mientras que la
ruta de sefializacion por LPS parece inalterada o al
menos no parece afectar a la activacion de cPLAza,
ya que no se observaron cambios entre ambos
genotipos en la liberacion de acido araquidonico
cuando usamos este estimulo.

5.6. La falta de lipina-2 en macrdéfagos derivados de
médula 6sea inmortalizados provoca cambios en la
composicion de glicerofosfolipidos y esfingolipidos.

El andlisis de clases de PL y SL por LC-MS se
realiz6 para verificar, de forma complementaria al
estudio realizado por GC-MS, que existen diferencias
significativas en especies que contienen MUFAs
cuando falta lipina-2 debido a una sobreexpresion de
SCD-1.

En dichos analisis se demostré que las
principales diferencias observadas entre ambos
genotipos se encuentran en especies gque contienen
acido palmitoleico y &cido oleico (Figura D.18). En
PE, estas diferencias estan compensadas ya que los
niveles de algunas especies con estos acidos grasos
son mayores y en otros casos son menores cuando
falta lipina-2. Por otro lado, observamos que el
pequefio contenido de PUFASs presente en esta linea
celular se concentre en PE mientras que en PC no se
detectaron especies con estos acidos grasos o eran
minoritarias, con excepcion de la especie PC
(18:0/18:2).

Pese a lo esperado, se encontré que los
niveles de PA estan disminuidos en las células
carentes de lipina-2. Este efecto se debe a una
disminucién del contenido en especies que contienen
SFAs como el acido palmitico (16:0) o acido
estearico (18:0). Este hecho se podria explicar
posiblemente por una compensacién por parte de
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lipina-1 aunque seria necesario realizar ensayos de
actividad PAP o analisis de expresion de lipina-1 por
Western Blot para verificarlo. Por otro lado, el PG
también se ve disminuido en las células carentes de
lipina-2 y esto, junto al menor contenido de PA,
puede deberse a que las células carentes de lipina-2
estan destinando el PA y el PG para la sintesis de CL
(Figura A.3). Ademas, debido a que los niveles de
DAG en las células carentes de lipina-2 tienden a ser
menores, parece l6gico pensar que tanto el PA como
el PG estan siendo metabolizados a CL. Este PL es el
componente principal de la membrana mitocondrial
interna (193-195) y es clave en el mantenimiento y
correcto funcionamiento de las crestas mitocon-
driales. Estudios en nuestro laboratorio han
demostrado que las células carentes de lipina-2
presentan un dafio mitocondrial importante,
afectando a la respiracion de estas células y por tanto
a la generacion de energia. Por otra parte, también
sabemos que la composicion de CL es diferente entre
ambos genotipos, lo cual parece coincidir con lo
mencionado, aunque aun es necesario profundizar
mas en dicho estudio.

El andlisis de SL por LC-MS proporciond
informacién acerca de como la falta de lipina-2 puede
estar afectando a la biosintesis de este tipo de lipidos.
Los SL son componentes muy importantes en las
celulas eucariotas y muchos de ellos funcionan como
moléculas sefializadoras. En concreto, las Cer juegan
un papel clave en muchas respuestas celulares como
regulaciéon del crecimiento celular, viabilidad,
diferenciacion y senescencia (196). La formacion de
Cer puede ser inducida a través de diferentes
estimulos como Tnf-[1 (197), ésteres de forbol (198),
estrés oxidativo (199) o quimioterapéuticos (200).
Existen varias rutas que conducen a la sintesis de Cer
(Figura A.4). Por un lado, la sintesis de novo a partir
de serina y palmitoil-CoA (100); por otro lado, existe
otra via que consiste en la hidrélisis de SM por
accion de las esfingomielinasas neutra o acida (201)
y, por altimo, otra via que consiste en el catabolismo
de SL més complejos que generan esfingosina que es
reacilada para generar Cer (202).

En iBMDM a nivel basal observamos que el
contenido de SM es menor mientras que el de Cer es
mayor cuando falta lipina-2 (Figura D.20) por lo que
es posible que el defecto de esta enzima este asociado
a una sobreactivacion de alguna esfingomielinasa que
estd hidrolizando SM para generar Cer. En este
apartado resultaria muy interesante realizar, en el
futuro, un analisis de expresion génica o proteica de
las enzimas implicadas en la biosintesis de SL y en
concreto de las esfingomielinasas en estas células
carentes de lipina-2 ya que, de existir alteraciones en
dichas proteinas, se explicarian estos resultados



observados por LC-MS.

5.7. La falta de lipina-2 en macrdéfagos derivados de
médula o6sea inmortalizados altera la sintesis de
ceramidas tras activacion celular.

De forma basal en iBMDM carentes de lipina-2
observamos un mayor contenido de Cer totales a
expensas de una disminucion en el contenido de SM
(Figura D.20). Debido a este hecho, resulto
interesante comprobar que ocurria tras activar las
células con dos estimulos que sefializan por vias
diferentes como el LPS o el zimosan. En la literatura
esta descrito que el LPS o cualquier estimulo
relacionado con la activacion celular via TLR4 (203),
promueve la sintesis de &cidos grasos a partir de
intermediarios no lipidicos, principalmente a partir de
glucolisis, lo que en dltima instancia lleva a la
sintesis de novo de SL, en concreto de Cer (Figura
A.d).

En este caso, tras la activacion con LPS las
células wild type mostraron un comportamiento
normal como el ya descrito en la literatura, es decir,
un incremento significativo en el contenido total de
Cer tras la activacion. Sin embargo, esto no ocurrié
con las células carentes de lipina-2 ya que no se
observaron aumentos en la produccién de Cer, méas
bien, los niveles se mantuvieron por debajo o
similares a los controles (Figura D.21).

Por otro lado, el tratamiento de las células
con zimosan no produjo aumentos en el contenido
total de Cer. En cuanto a las células carentes de
lipina-2 se observd una reduccion significativa en el
contenido total de Cer, méas acusado que en el
tratamiento con LPS (Figura D.22).

No es trivial comprender por qué cada
estimulo afecta de forma diferente a estas células,
aungue lo mas légico es pensar que esto ocurre
debido a las diferencias en las cascadas de
sefializacién activadas por cada estimulo. Por otra
parte, mientras que las células wild type parecen
responder de forma adecuada a los estimulos
aumentando la produccion de Cer como esta descrito,
al menos con LPS, las células carentes de lipina-2
parecen tener un defecto asociado a la falta de dicha
enzima que impide que produzcan méas cantidad de
Cer. Este hecho probablemente estd asociado al
mayor contenido de Cer totales que presenta este
genotipo de forma basal.

Sin embargo, en este Ultimo apartado del
trabajo se recogen estudios preliminares y es
necesario profundizar mucho méas en el metabolismo
de SL tras activacion celular para comprender que
enzimas pueden estar alteradas (ceramida sintasa,
esfingomielinasa 4&cida, etc.) y dar una posible
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explicacion a los datos observados. Esto permitira
establecer interconexiones entre otras enzimas del
metabolismo lipidico y la lipina-2, ademas de
explicar resultados previos como las diferencias
observadas en la fluidez de membrana, que estd
directamente relacionada con el contenido de SL, y
otros funcionales relacionados como el ensamble de
balsas lipidicas (lipid rafts) implicadas en la
sefializacion e internalizacion de algunos receptores
de membrana como TLR4 (203-205).

6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se
han efectuado las siguientes conclusiones:

e El silenciamiento génico mediante siRNA en la
linea celular macrofagica RAW 264.7 no es
suficiente como para alterar el perfil lipidico de
esta linea celular.

e La falta de lipina-2 en fibroblastos embrionarios
de ratén provoca una sintesis atenuada de PL y de
TAG, aunque el sustrato y el producto de la lipina,
es decir, el PA y el DAG, permanecieron
inalterados.

e La falta de lipina-2 en macrofagos derivados de
médula 6sea de raton inmortalizados provoca
cambios en el contenido de MUFAs y PUFAs.

e Los cambios asociados a los MUFAs observados
en las células carentes de lipina- 2 estan
relacionados con la sobreexpresion de la estearoil-
CoA desaturasa 1, observada tanto por expresion
génica como por inmunofluorescencia.

e La inhibicion farmacol6gica con inhibidores
especificos de SCD-1 provoca la desaparicién de
las diferencias significativas que se observan en
los MUFAs de los controles entre ambos
genotipos y un aumento en el contenido total de
acidos grasos debido a un incremento en el
contenido de SFAs.

e La inhibicion farmacologica con inhibidores
especificos de SCD-1, a pesar de generar elevados
niveles de SFAs dentro de la célula, no altera la
expresion génica de citoquinas proinflamatorias
como IL-6, Tnf-a e IL-1f independientemente de
la expresion de lipina-2.

e El andlisis de la fluidez de la membrana mediante
FRAP por microscopia confocal revel6 que las



células carentes de lipina-2 poseen una membrana
plasmatica mas fluida debido, posiblemente, al
mayor contenido en MUFAs que se empaquetan
peor y generan una estructura mas movil.

La inhibicion farmacolégica con inhibidores
especificos de SCD-1 disminuye la viabilidad
celular, con un impacto menor en las células

e En macrofagos derivados de médula 6sea de raton

inmortalizados carentes de lipina-2 los niveles de
PC, PA, PG y SM son menores y los niveles de
ceramidas son mayores.

e Algunas enzimas implicadas en la biosintesis de

SL parecen estar alteradas cuando falta lipina-2.
La activacion celular con LPS en macro6fagos

derivados de médula ésea de raton inmortalizados
carentes de lipina-2 no fomenta la sintesis de Cer,
mientras que en las células wild type si.

carentes de lipina-2.

e La movilizacion de acido araquidonico tras
activacion celular con zimosan es menor en
células carentes de lipina-2. EI LPS, al sefializar
por otra via diferente, no afecta a esta
movilizacién.

Esta tesis doctoral ha sido realizada gracias a la
concesion de un contrato predoctoral de la Junta de
Castillay Leon.
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