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RESUMEN

La ferroptosis es un tipo de muerte celular debida a la acumulacién de especies
reactivas de oxigenos (ROS) dependiente de hierro, y durante la cual se ven inhibidos
diferentes mecanismos antioxidantes de la célula. Esté4 descrito que durante el proceso
ferroptdtico suceden una serie de cambios celulares entre los cuales se encuentran
cambios metabdlicos lipidicos. Dentro de este grupo, cabe destacar el papel de los
fosfolipidos de membrana y mas en concreto, los éteres de etanoloamina (PE). La
localizacién de estas especies lipidicas en la cara interna de la membrana parece tener
relacién con la susceptibilidad a sufrir ferroptosis.

Actualmente, se ha vinculado la ferroptosis con algunas patologias del sistema inmune.
Es por ello, que el propésito de este trabajo fue estudiar el perfil de los éteres lipidicos
en diferentes condiciones celulares en la linea celular RAW?264.7 mediante HPLC-MS y
su posible vinculo con las enzimas implicadas en la biosintesis de estas especies
lipidicas aplicando técnicas, como gPCR. En este estudio, se han asentado las bases
para inducir la ferroptosis en macréfagos y se ha podido ver la importancia de los éteres
de PE durante este proceso, a pesar de la complejidad de estudio de estas especies.
Estos resultados van a ser clave para investigaciones futuras sobre la modulacién de la
inflamacion por la ferroptosis. Dicha modulacién permitira desarrollar nuevas estrategias
en las enfermedades con un componente inflamatorio.

ABSTRACT

Ferroptosis is a type of cell death caused by the accumulation of iron-dependent reactive
oxygen species (ROS), during which various cell antioxidant mechanisms are inhibited.
It has been described that during the ferroptotic process, a series of cellular changes
occur, including lipid metabolic changes. Within this group, it is worth noting the role of
membrane phospholipids, specifically ethanolamine ethers (PE). The localization of
these lipid species on the inner side of the membrane appears to be related to
susceptibility to undergo ferroptosis.

Currently, ferroptosis has been linked to some immune system pathologies. Therefore,
the purpose of this study was to investigate the profile of lipid ethers in different cellular
conditions in the RAW264.7 cell line using HPLC-MS and their possible connection with
the enzymes involved in the biosynthesis of these lipid species using techniques such
as gPCR. In this study, the groundwork has been laid for inducing ferroptosis in
macrophages, and the importance of PE ethers during this process has been observed,
despite the complexity of studying these species. These results will be crucial for future
research on the modulation of inflammation by ferroptosis. Such modulation will allow for
the development of new strategies in diseases with an inflammatory component.



ABREVIATURAS

AA: acido araquiddnico

BSA: albumina de suero bovino

CD: ciclodextrina

DAPMs: patrones moleculares asociados a lesion
DMSO: dimetilsulféxido

ePE: plasmanilos de etanolamina

Eteres de PE: éteres de fosfolipidos de etanolamina
FA: acido graso

Fer-1: ferrostatina-1

GPX4: glutation peroxidasa 4

GSH: tripéptido acido glutAmico-cisteina-glicina (también conocido como glutation)
HPLC-MS: cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas
MUFA: acido graso monoinsaturado

PC: fosfolipido de colina

PE: fosfolipido de etanolamina

PL.: fosfolipido

pPE: plamenilos de etanolamina

PS: fosfolipido de serina

PUFA: acido graso poliinsaturado

ROS: especies reactivas de oxigeno

Sistema X : antiportador cistina-glutamato

TF: tranferrina

TFRC: transportador de transferrina

v/v: relacion entre el volumen del soluto y el volumen de la disolucién



1. INTRODUCCION

El ciclo vital de las células es un complejo mecanismo que esta regulado bajo la
interconexion de diferentes proteinas, citoquinas y factores de sefalizacion. Los eventos
de proliferacion y muerte celular forman parte de este ciclo celular y una correcta
regulacion de estos es imprescindible para una buena homeostasis celular [1,2]. La
muerte celular es un proceso que esté presente tanto en procesos fisiolégicos como en
procesos fisiopatoldgicos. Regula una amplia variedad de eventos como el desarrollo
embrionario, el mantenimiento de los érganos, el envejecimiento o la respuesta inmune
[3]. A suvez, una muerte celular descontrolada o una eliminacion defectuosa de células
muertas puede ocasionar graves dafos al organismo. Esto puede verse reflejado en
ciertas enfermedades cardiovasculares, como la aterosclerosis. Por un lado, se asocia
una apoptosis disminuida en los inicios de la enfermedad. Por otro lado, una eliminacion
defectuosa de las células apoptoticas puede derivar en ocasionar necrosis secundaria
en dichas células. Este hecho conlleva la salida de elementos nocivos al medio
extracelular, promoviendo la aparicion de la aterosclerosis [4].

A lo largo de la historia se han descrito diferentes mecanismos de muerte celular,
clasificandose en funcion de los procesos bioldgicos que las distinguen [5]. Por un lado,
tenemos la muerte celular no programa 0 necrosis, que se caracteriza por una muerte
celular descontrolada, cursando con procesos quimicos, fisicos y mecanismos de
estrés. Durante este proceso se rompe la membrana celular y se vierte todo el contenido
al medio extracelular, dafiando la zona. Por otro lado, se encuentra la muerte celular
programada, incluyendo la apoptosis. Durante la apoptosis se activan diferentes
cascadas de sefalizacion celular, donde participan elementos caracteristicos como las
caspasas. A nivel morfol6gico, se caracteriza por la formacién de cuerpos apoptoticos,
los cuales son eliminados por las células del sistema inmune, como los macrofagos,
impidiendo que se genere dafio en la zona de lesion [6,7].

En 2012, Dixon et al. acufiaron el término ferroptosis para un tipo de muerte celular
programada no apoptética [8]. La ferroptosis fue descrita como un mecanismo de muerte
debido a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) dependiente de hierro, en el que se ven implicados diferentes procesos de
inhibicion de los mecanismos antioxidantes de la célula [9].

Durante la ferroptosis, como en cualquier tipo de muerte celular, en la célula ocurren
una serie de cambios bioquimicos, morfolégicos y genéticos. A nivel bioquimico,
diferentes rutas del metabolismo celular se ven implicadas. El metabolismo lipidico, el
metabolismo de aminoéacidos y la respiracién celular participan activamente durante este
proceso, destacando la sintesis de fosfolipidos con acidos grasos poliinsaturados
(PUFASs), el metabolismo del ion hierro y la produccion de ROS [9]. Estos procesos son
clave ya que favorecen la peroxidacion lipidica, y con ello, provocan un aumento de la
sensibilidad de la célula a sufrir ferroptosis.

Estudios recientes demuestran que también hay cambios a nivel génico durante la
ferroptosis [10]. Por ejemplo, se ha visto que el factor de transcripcion Yapl aumenta la
transcripcion de los genes Tfrc y Acsl4, que codifican para el receptor de transferrina y
la enzima sintetasa de acil-CoA de cadena larga de la familia 4, respectivamente [11].
Durante este proceso, también se ve modulada la expresion de genes que codifican
para proteinas relacionadas con el metabolismo lipidico. Entre otros, cabe destacar los
genes Farl y Peds1, que corresponden con las proteinas reductasa 1 de acidos grasos
y TMEM189 o desaturasa de plasmaniletanolamina, respectivamente.



Por ultimo, los cambios morfolégicos implicados en el proceso ferroptético no son tan
agresivos como los que se desarrollan en otros tipos de muerte celular. Durante este
proceso, la célula adquiere una forma redondeada similar a la forma necroptética, pero
no hay rotura de la membrana ni hinchazén de la célula ni de sus organulos. Los nucleos
mantienen su estructura, a diferencia de lo ocurrido durante la apoptosis, que se
condensan y forman cuerpos apoptoticos. [12]. En este caso, la acumulacion de lipidos
peroxidados, que actlan como patrones moleculares asociados a lesion o DAPMs [13]
y la acumulacion de ROS producen un aumento de la permeabilidad de la membrana
celular y generan dafios a nivel mitocondrial, modificando la estructura y actividad de las
membranas y las crestas mitocondriales [14].

1.1. Puntos clave de la sefalizaciéon de la ferroptosis

La ferroptosis se desarrolla en tres etapas: una inicial, caracterizada por la pérdida de
las defensas antioxidantes de la célula; una segunda que cursa con un aumento del ion
hierro intracelular; y una tercera, en la que tiene lugar la peroxidacion lipidica [15]. Estos
puntos clave se muestran esquematizados en la Figura 1. La inhibicién del antiportador
cistina-glutamato (sistema Xc), la reduccién del tripéptido &cido glutamico-cisteina-
glicina, también conocido como glutation (GSH) y la inhibicion de la glutatién
peroxidasa 4 (GPX4) son los principales mecanismos antioxidantes de la células, y por
lo tanto, los posibles puntos de inicio de la ferroptosis [8].
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Figura 1. Puntos clave de la sefializacién de la ferroptosis. El antiportador de cistina-glutamato (sistema
Xc’) media la entrada de cistina, la cual sera reducida a cisteina. Esta pasara a formar parte de GSH, quien
activa la GPX4. Esta enzima tiene un papel protector dentro de la célula, reduciendo los hidroperéxidos. El
receptor de transferrina, introduce el hierro al interior celular. Los &cidos grasos de la célula, el hierro y los
lipidos peroxidados van a favorecer el proceso de peroxidacién de los fosfolipidos de membrana, dando
lugar a la muerte celular por ferroptosis. Abreviaturas: Cys, cisteina; Glu, glutamato; Gly, glicina; GSH,
glutation; GPX4, glutation peroxidasa 4; PUFA-OOH, peréxidos de acidos grasos poliinsaturados; PUFA-
OH, alcoholes de acidos grasos poliinsaturados; TF, transferrina).



1.1.1. Eje sistema Xc-GSH-GPX4

El antiportador de membrana cistina-glutamato (sistema X.) se encarga de
introducir al interior celular cistina extracelular, a la vez que se transporta al exterior
glutamato, en un ratio 1:1. Dentro de la célula, la cistina es reducida a cisteina. Este
aminoacido, junto con el 4cido glutdmico y la glicina, forman el tripéptido GSH. Esta
molécula es uno de los principales mecanismos antioxidantes de la célula y su
disponibilidad en el interior celular va a determinar la actividad de la GPX4, ya que actia
como cofactor de esta enzima. La glutatién peroxidasa 4 o GPX4 tiene como funcion
proteger a la célula del dafio oxidativo. Se encarga de la reduccién de los lipidos de
membrana hidroperoxidados, los cuales son téxicos para la célula, para dar lugar a
alcoholes lipidicos [16,17]. El centro activo de la GPX4 esta formado por triptéfano,
glutamina, asparagina y selenio. Cabe destacar la importancia de este ultimo elemento,
ya que tiene un papel importante en la regulacion del estrés oxidativo de las células
formando parte del centro catalitico de las enzimas antioxidantes [9].

La desregulacion o la inhibicion de algin componente del eje sistema Xc-GSH-GPX4
puede provocar el inicio del proceso ferroptético. Por ejemplo, un aumento de glutamato
extracelular o carencias genéticas del gen que codifica para el antiportador cistina-
glutamato pueden ser hechos que provoquen el inicio de este proceso [18], ya que GSH
no seria sintetizado y la actividad de GPX4 se veria disminuida. Esto provocaria un
aumento de la cantidad de lipidos oxidados por ROS en el interior celular y favoreceria
un ambiente pro-ferroptético [19]. La ferroptosis, ademas de existir de forma fisioldgica,
también puede ser inducida mediante farmacos como la erastina, que inhibe el sistema
Xc [20] u otras como RSL3 [21], FINO2 [22] y FIN56 [23], que inhiben de forma directa
el sistema GPX4.

1.1.2. El hierro

El hierro es un elemento celular muy importante en numerosos procesos fisioldgicos y
metabdlicos gracias a su capacidad de ser donador/aceptor de electrones en reacciones
redox. Es por ello, por lo que tanto su cantidad como su metabolismo se encuentran
altamente regulados en el interior celular, ya que si no fuera asi, podria provocar efectos
toxicos para la célula. La mayoria del hierro extracelular esté unido a la transferrina (TF)
y es endocitado al interior celular mediante el transportador de transferrina (TFRC).
Dentro de la célula es almacenado en ferritina. Su acumulacion intracelular excesiva
causa dafio oxidativo y puede llegar a provocar la muerte de la célula [9].

Durante la ferroptosis, se produce un aumento del ion ferroso en el interior celular. El
hierro se ve patrticipe tanto en la produccion de ROS al reaccionar con H,O, como en la
peroxidacion lipidica directamente a través de reacciones de tipo Fenton. Aumentado
las proteinas implicadas en el almacenamiento de hierro, la cantidad de hierro disponible
para su utilizacion en estas reacciones serd menor. Por lo que, modificando las
condiciones de estas proteinas de almacenamiento, como la ferritina, se puede
aumentar o disminuir la sensibilidad a ferroptosis.



1.2. El metabolismo lipidico asociado a ferroptosis.

El metabolismo de los lipidos es el tltimo punto clave durante el proceso de ferroptosis.
Los lipidos son un grupo de moléculas amplio y muy diverso con funciones importantes
dentro del organismo, formando parte de las membranas celulares, participando en rutas
de sefializacion y siendo el principal almacén de energia [24]. También, cabe destacar
la importancia de los lipidos en procesos patoldgicos como la aterosclerosis, la colitis, o
en el complejo proceso de la inflamacion [25].

Los lipidos comprenden un grupo muy heterogéneo de moléculas tanto a nivel
estructural como funcional, por lo que no es facil su clasificacion [26]. El lipido mas
sencillo descrito es el acido graso (FA) (Figura 2A). Es una molécula formada por una
cadena hidrocarbonada que tiene como grupo funcional principal un grupo carboxilo.
Pueden presentar dobles enlaces o insaturaciones a lo largo de su estructura,
denominandose &cidos grasos insaturados. En funcion del numero de insaturaciones
presentes, se clasifican en &acidos grasos con una sola insaturacion, denominados
monoinsaturados o0 MUFAs, como el 4cido oleico; y en acidos grasos con varias
insaturaciones denominados poliinsaturados o PUFAs, como el 4cido araquiddnico. En
cambio, si a lo largo de su estructura no presentan insaturaciones, se denominan acidos
grasos saturados, como por ejemplo el 4cido palmitico. (Figura 2A).
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Figura 2. Estructura de ejemplos de lipidos principales. A) Acidos grasos. Acido palmitico: ejemplo de
4cido graso (saturado). Acido oleico: ejemplo de MUFA (acido graso monoinsaturado). Acido araquidénico:
ejemplo de PUFA (&acido graso poliinsaturado). B) Fosfolipidos. Resaltado en los circulos verdes, la cabeza
polar unida al grupo fosfato en la posicion sn-3 del glicerol. PC, fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina;
PS, fosfatidilserina. Todos ellos con un &cido graso saturado (16:0) en posicién sn-1 del glicerol y un PUFA
(20:4, acido araquiddnico) en posicidn sn-2 del glicerol




Un grupo de lipidos a destacar en la ferroptosis son los fosfolipidos (PL), siendo uno de
los principales componentes de las membranas biologicas [27]. Se componen de una
molécula de glicerol a la cual estan unidos dos &cidos grasos y un grupo fosfato. En la
posicion sn-3 del glicerol se encuentra el grupo fosfato, siendo la cabeza polar del PL, y
a él, se unen otras moléculas como la colina, serina o etanolamina, formando moléculas
tales como los fosfolipidos de colina (PC), fosfolipidos de serina (PS) y fosfolipidos de
etanolamina (PE), respectivamente (Figura 2B). Los acidos grasos de estas moléculas
se encuentran esterificados en las posiciones sn-1 y sn-2 del glicerol. Seran las rutas
metabdlicas de acilacion, liberacion y reacilacion las que determinen la localizacion
especifica de los acidos grasos, estando los PUFAs preferentemente en la posicion
sn-2 del glicerol. El PUFA mas comun es el &cido araquidénico (AA), siendo mayoritario
en las membranas lipidicas y el principal precursor de los mediadores lipidicos de la
inflamacion (prostaglandinas y leucotrienos) a través de la actividad de las
ciclooxigenasas y las lipoxigenasas [28].

1.2.1. El papel de los lipidos en la ferroptosis

En el proceso de ferroptosis, el aumento del hierro intracelular provoca un aumento de
la peroxidacion de fosfolipidos de membrana con &cidos grasos poliinsaturados
(PUFAS), lo que conduce a la muerte celular.

El dafio producido por los lipidos peroxidados puede evitarse farmacolégicamente con
la ferrostatina-1 (Fer-1), entre otras moléculas. Se trata de un antioxidante activo que
atrapa a los radicales hidroxilos que se producen en el inicio del proceso ferroptético
debido a la accion del ion ferroso sobre los hidroperoxidos lipidicos. A dia de hoy, es
considerado uno de los inhibidores mas potentes de ferroptosis [29].

Se ha descrito que la presencia de, en concreto, éteres de fosfolipidos de
etanolamina (éteres de PE) en la cara interna de la membrana celular sensibiliza a la
célula a entrar en un proceso ferroptotico [30]. Es por ello, que la forma y la composicion
de la membrana celular juega un papel crucial en este proceso. En comparacién con
otros fosfolipidos, estos éteres de PE se caracterizan por tener una cadena
hidrocarbonada unida por un enlace éter aislado (plasmanil) o por un viniléter (plamenil
o plasmaldgeno) en la posicion sn-1 del esqueleto de glicerol, dando lugar a plasmanilos
de etanolamina (ePE) y plamenilos de etanolamina (pPE) (Figura 3). En la posicién
sn-2 del glicerol se va a encontrar generalmente un PUFA esterificado, como el AA. La
presencia de fosfolipidos con PUFAs aumenta de forma significativa la sensibilizacion a
ferroptosis en un contexto oxidante en el interior celular, ya que son susceptibles de ser
peroxidados. Por lo que se podria decir que en funcion de la cantidad de estas especies
presentes en la célula y su localizacion, variara el grado de susceptibilidad de la célula
a entrar en proceso ferroptotico.
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Figura 3. Estructura de los éteres de fosfolipidos de etanolamina. Ejemplos de plasmanilo de
etanolamina [ePE; PE(O-16:0/20:4)] y plasmenilos de etanolamina o plasmalégenos de etanolamina
[PPE; PE(P-16:0/20:4)]. Resaltado en los circulos azules los enlaces caracteristicos de cada una de las
moléculas.



El primer factor que regula el efecto de los niveles de los éteres de PE es su sintesis. El
proceso de sintesis de los éteres de PE tiene una etapa inicial que se desarrolla en el
peroxisoma y continlan su procesamiento en el reticulo endoplasmatico [31] (Figura 4).

El peroxisoma es un organulo celular con mudultiples funciones. Entre ellas se
encuentran la degradacion inicial de FAs de cadena muy larga y ramificada, la
eliminacion de especies ROS citosoélicas y la iniciacion de la biosintesis de los éteres de
PE [32]. Durante el proceso de sintesis de éteres de PE participan humerosas enzimas,
en la que cabe destacar la proteina de membrana reductasa 1 de acidos grasos o Farl,
la cual esté codificada por el gen Farl. Esta enzima cataliza la reduccion de los acidos
grasos a alcoholes grasos, siendo los principales sustratos los acidos grasos saturados
Cl16 y C18 [33,34]. Diferentes estudios han determinado que la regulacién de esta
enzima depende del nivel de plasmal6genos celulares [35]. Se han descrito mutaciones
en el gen que codifica para esta enzima que correlacionan con un trastorno peroxisomal
que conlleva epilepsia, cataratas y discapacidad intelectual [36].

El reticulo endoplasmatico es el segundo organulo implicado en el proceso de sintesis
de éteres de PE, debido a la presencia de la enzima desaturasa de
plasmaniletanolamina o TMEM189 en la membrana de este organulo. Esta enzima esta
codificada por el gen Pedsl y se encarga de introducir el doble enlace en la
plasmaniletanolamina (ePE) para formar plasmeniletanolamina o plasmalégeno (pPE).
Cuando la actividad de esta enzima se ve disminuida o anulada, la sintesis de pPE se
ve afectada, de tal forma que su cantidad sera deficiente [37].

Membrana
Medio plasmaética
extracelular \
Medio ApaGraltq de
intracelular pPE Olg!
| TMEM1 =
Reticulo
T ePE
endoplasmico
1-alquil-glicerofosfato
'y
Alcohol graso \J
[ Far-1) = ;
Peroxisoma

Acido graso

Figura 4. Esquema de la sintesis de éteres de PE. La enzima peroxisomal, Far-1, cataliza la reduccion
de los acidos grasos a alcoholes grasos. Estas moléculas entran en el peroxisoma, donde sufren una serie
de reacciones, hasta formar 1-alquilglicerofosfato, el cual dara lugar a plasmanilo de PE (ePE) ya fuera del
peroxisoma. La enzima TMEM189 catalizara la reaccién de plasmanilos de PE (ePE) a plasmenilos de PE
(pPE) en el reticulo endoplasmatico. Estos pPE pasaran por el aparato de Golgi, y finalmente, se
incorporaran en la membrana plasmatica.
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Como ya se ha mencionado anteriormente, la composicioén de la membrana y mas en
concreto, la presencia de éteres de PE en la cara interna de esta, se relaciona con el
proceso de ferroptosis. Estudios recientes muestran que los plasmenilos de PE estan
enriquecidos en la cara intracelular de la membrana plasmatica [38] y relacionan dicha
localizacién con la regulacion de la sintesis de estas moléculas. Otras investigaciones
defienden la idea de que la sintesis de estas especies es clave en el proceso ferroptético
[30,32]. Es por ello que enzimas que median en la sintesis de los éteres de PE, como
son Farl y TMEM189, van a ser claves para el estudio de la regulacién de la ferroptosis.
A dia de hoy, se sabe que un incremento de plasmenilos de PE en la cara interna de la
membrana, disminuye la actividad de la enzima Farl, siendo una enzima participe de la
etapa inicial de su sintesis [39]. En cambio, el papel de TMEM189 todavia no esta tan
definido. Hay autores que mencionan un posible papel protector de esta enzima frente
a la ferroptosis [30] mientras que otros no le dan ninguna relevancia en este proceso
[32].

1.3. Laferroptosis y su papel en diferentes patologias.

El término de ferroptosis como muerte celular inicialmente fue descrito en una linea
celular cancerigena [14]. Desde entonces, numerosos laboratorios a lo largo del mundo
se han centrado en su estudio con el fin de encontrar nuevas terapias contra el cancer.
Diversos estudios posicionan a la ferroptosis como un mecanismo critico de evasion de
tumores [40].

Otros investigadores, como Liang et al., han descrito el proceso ferroptético como un
posible vinculo de unién entre muerte celular, sefializacion y metabolismo lipidico. Como
ya se ha mostrado anteriormente, el evento central de la ferroptosis es la peroxidacién
lipidica. Es por ello, que el papel de los lipidos durante este proceso es clave [41].

Ademas de participar en el proceso ferroptotico, los lipidos estan implicados en
nuMerosos procesos celulares, entre los que se encuentra la respuesta inmunitaria [42].
Durante este proceso cabe destacar la importancia de los fosfolipidos (PL) de
membrana, ya que juegan un papel importante en el reconocimiento e inicio de la
cascada de sefalizacion de respuestas a dafio, como es la inflamacién. Durante dicho
proceso participan numerosos mediadores entre los que se encuentran proteinas y
lipidos, que potencian esta respuesta de defensa. Es por ello, que es necesario una fina
regulacién del metabolismo lipidico dentro de la célula para una buena respuesta
inflamatoria.

Actualmente, numerosos estudios vinculan la inflamacion con el proceso ferroptético. El
sistema inmunitario puede verse comprometido por la ferroptosis mediante dos vias
diferentes. Por un lado, la funcidn de las células inmunitarias puede verse afectada. Por
ejemplo, los macréfagos pueden disminuir su actividad macrofégica si sufren ferroptosis.
Por otro lado, las células ferroptéticas pueden ser diana de las células del sistema
inmune, siendo sefal de respuestas especificas y/o inflamatorias [15]. Estudios
experimentales recientes han revelado cémo la ferroptosis puede tener un papel pro-
inflamatorio en situaciones patologicas debida a una lesién por isquemia-reperfusion,
lesién renal aguda o lesion cerebral secundaria. Inhibidores del proceso ferroptético,
como la ferrostatina-1, podrian correlacionar con mejoras en dichas patologias debido
a sus efectos antiinflamatorios [43].

En este contexto, estudiar y conocer los mecanismos especificos de la ferroptosis en
células inflamatorias ayudara a encontrar nuevas estrategias terapéuticas en las
enfermedades con un componente inflamatorio, tales como la enfermedad de Crohn,
diabetes o artritis reumatoide. En ultimo término, dichas estrategias terapéuticas
mejoraran la calidad de vida de los pacientes con enfermedades inflamatorias cronicas.

11



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Dada la potencial importancia de la ferroptosis en diversas patologias inflamatorias y la
posible relacion entre la localizacion de éteres de PE en la membrana celular y la
sensibilidad a la ferroptosis, en este trabajo nos planteamos la hipo6tesis de que un
aumento de la presencia de estas especies lipidicas puede modificar la susceptibilidad
de la célula a sufrir ferroptosis.

Para ello, el objetivo general de este trabajo es el estudio del perfil de éteres lipidicos
en diferentes condiciones celulares y su posible vinculo con las enzimas implicadas en
la biosintesis de estas especies lipidicas: Farl y TMEM189.
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3. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES QUIMICOS

Dimetilsulféxido (DMSO); metanol; “RAS-selective lethal” (RSL3); “eradicator of RAS
and ST-expressing cells” (erastina); FINO2 (PubChem CID: 23815485). y FIN56

(PubChem CID:118986699). Todos ellos de la casa comercial Caymanchem;
Ferrostatina-1 (Fer-1) (Sigma-Aldrich); Las especies de PE (Glicerofosfolipidos de
etanolamina, o mas comunmente llamados fosfolipidos de etanolamina) usadas:
PE(16:0/18:1), PE(P-18:0/18:1), PE(P-18:0/22:6), todas ellas de la casa comercial
Avanti. Albumina de suero bovino (BSA); ciclodextrina (CD). Para la cromatografia, se
utilizé dos fases moviles: A (agua/acetonitrilo/isopropanol 50:25:25, viviv, 2 mM de
bicarbonato de amonio) y B (acetonitrilo/isopropanol, 50:50, v/v, 2 mM de bicarbonato
de amonio).

MATERIALES DE CULTIVO

DMEM 1X (Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium) con 4,5 g/L de glucosa y
piruvato de sodio sin glutamina (Corning); tripsina 0,05% (1X) (Cytiva); Mezcla de
Penicilina, estreptomicina y glutamina (P/S/G) (100X) (Gibco); Suero fetal bovino (FBS)
(Gibco); PBS (tampdn fosfato alcalino); Trypan Blue Dye 0,4% (Bio-Rad)

3.1. Células y cultivos celulares.

Se utilizé la linea celular RAW267.4. Es una linea de macrofagos procedente de un
tumor maligno establecido en un ratbn macho BALB/c inducido con el virus de leucemia
murina de Abelson. Esta linea celular se mantuvo en medio DMEM suplementado con
FBS al 10% (v/v) y una mezcla de glutamina, penicilina y estreptomicina al 1% a 37°C
en atmoésfera humidificada con 5% de CO,. Para su mantenimiento, las células se
despegaron mediante raspado.

Para los diferentes estimulos y tratamientos, las células fueron sembradas en placas de
6 pocillos (9,6 cm?/pocillo) (Thermo Scientific) con una confluencia de
1,5x108 células/pocillo. Se incubaron durante una noche (o/n, overnight en inglés) a 37°C
en atmosfera humidificada con 5% CO; en medio DMEM 1% P/S/G y 1% FBS. El dia
del tratamiento, los macréfagos se incubaron durante 2 horas en medio DMEM 1%
P/S/G y sin suero a 37°C en atmosfera humidificada con 5% CO..

3.1.1. Recogiday contaje celular.

Para evitar la pérdida de viabilidad, tras el tiempo correspondiente de cada tratamiento,
las células se levantaron incubando con 300 pL de tripsina (1X) durante 3 minutos. A
continuacion, se afiadié 1 mL de DMEM con 10% FBS y 1% P/S/G y se recogieron. Se
lavé cada pocillo con 200 uL de PBS estéril y se recogi6. Se centrifugd a 400 g durante
8 minutos a 4°C. Se retird el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 200 pL de PBS
esteéril.

El contaje celular se realiz6 mediante el equipo Automated Cell Counter TC20™ (Bio-
RAD). Brevemente, se realiz6 una dilucién 1:1 de las células en PBS con Trypan Blue
Dye 0,4% (Bio-Rad) y, a continuacion, se midi6 el nimero de células viables y el
porcentaje de viabilidad.
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3.2.  Tratamientos relacionados con la ferroptosis.

3.2.1. Inductores
En este trabajo se utilizaron diferentes inductores de muerte celular por ferrostosis:
erastina (2,5 uM y 4 uM), RSL3 (1,375 uM, 2,75 uM, 4,25 uM, 5,5 uM, 8,5uM y 17 uM),
FIN56 (29 puM) y FINO2 (58,5 pM). En todos los casos los inductores se afiadieron
disueltos en DMSO. Los tratamientos consistieron en inducir muerte celular con cada
uno de ellos de forma independiente, menos en un caso en el que se afiadieron erastina
y RSL3 de forma simultanea. El tiempo de tratamiento fue de 24h. Los controles
correspondientes fueron tratados con la misma cantidad de DMSO.

3.2.2. Inhibidores
El inhibidor de muerte celular utilizado fue la ferrostatina-1 (Sigma-Aldrich), a una
concentracion de 19 pM. Las células fueron tratadas con ferrostatina-1 1h antes del
tratamiento con RSL3.

3.3. Tratamientos celulares con especies de PE

Se utilizaron diferentes especies de fosfolipidos de etanolamina (PE) reflejados en la
Tabla 1, almacenadas a -80°C. Cada PE fue disuelto en la cantidad de disolvente/s
correspondiente/s para tener la concentracion indicada de cada uno de ellos.

Tabla 1. Especies de fosfolipidos de etanolamina (PE) utilizadas a lo largo de este trabajo.
Especie PE Concentracion Disolvente

PE(16:0/18:1) 10mg/mL metanol/Hz20/cloroformo (19:1:5)

PE(P-18:0/18:1) 10mg/mL metanol/H20/cloroformo (19:1:5)
PE(P-18:0/22:6 1mg/mL cloroformo

Para los tratamientos, se prepar6 una disolucion madre con el PE y la molécula
complejante correspondiente, en una proporcién 1:2 (PE/molécula complejante), de tal
forma que al afiadir 100 pL de esta disolucion a las células tratadas la concentracion
final del PE fuera de 100 pM. Los controles correspondientes llevarian la misma cantidad
de molécula/s complejante/s. Las moléculas complejantes utilizadas fueron BSA y CD.
Primeramente, se prepararon dos tubos ambar donde se afiadio la cantidad de PE o de
disolvente donde este estaba diluido segun correspondiese, asi fuese tratamiento o
control, respectivamente. Se secaron bajo corriente de nitrégeno. A continuacion, se
afiadi6 la cantidad correspondiente de molécula complejante a ambos tubos y se sonico
en un sonicador de sonda 3 veces durante 15 segundos. Por ultimo, previamente a ser
afadido a las células, se incubé durante 30 minutos en un bafio en agitacion a 37°C.

3.4. Andlisis de expresién génica por RT-gPCR

3.4.1. Extraccion de RNA y cuantificacion
El RNA de las células tratadas se extrajo usando TRImeZOL™ Reagent (Canvax
Biotech) siguiendo el protocolo indicado por la casa comercial. La extraccion se basa en
la lisis celular por este detergente catidnico Tio zinato de Guadinidio (GTC).

Inicialmente, las células fueron recogidas en 1 mL de TRIzol y se les afiadié 200 pL
cloroformo. Se agit6 vigorosamente y se dejo reposar durante 3 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, se centrifug6 a 12000 g durante 15 minutos a 4°C, tras la cual
se pudo observar 3 fases bien diferenciadas: una fase orgénica abajo, una fase
intermedia y una fase acuosa. Es en esta Ultima donde se encuentra el RNA de interés.
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Se recogieron aproximadamente 400 uL de esta fase acuosa y se afiadié la misma
cantidad de isopropanol. Se volvié a agitar vigorosamente, se dejo reposar durante 10
minutos a temperatura ambiente, y a continuacion se centrifugé a 12000 g durante 10
minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante, se lavé el pellet obtenido en 1mL de
etanol/agua 3:1 y se agitd vigorosamente. Se centrifugé a 10000 g durante 10 minutos
a 4°C, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet obtenido en agua de grado
biologia molecular en funcion del tamafio de este. Se realiz6 una incubacion a 60°C
durante 10 minutos y por ultimo, se recogio en hielo para proceder a la cuantificacién.

El RNA de cada muestra fue cuantificado mediante espectrofotometria a una longitud
de onda de 260nm usando el equipo Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

3.4.2. Sintesis de cDNA

Para obtener el cDNA del RNA extraido, se utilizé el kit comercial Verso cDNA Synthesis
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo el protocolo indicado. Este kit ofrece una reaccion
resistente y sensible gracias al uso combinado de una enzima retrotranscriptasa de gran
afinidad, un método de cebado de ARN exclusivo y un sistema tampén optimizado. El
volumen final de reaccion es de 10 pL, correspondiendo 5,5 pL de ellos a la solucién
con el RNA molde (500 ng/uL). Se incubé durante 50-60 minutos a 43°C para iniciar el
proceso de sintesis. Finalmente, se incubd durante 3 minutos a 92/93°C para parar la
reaccion. El cDNA sintetizado se almacené a -20°C hasta su uso.

3.4.3. Primers
Los primers de los genes en cuestién (Tabla 2) fueron localizados en un banco de
primers publico PRIMER BANK (MGH-PGA) teniendo en cuenta 3 condiciones: la
presencia de un Unico pico de disociacion, una temperatura de melting alrededor de
60°C y un tamafio de amplicon de entre 100 y 200. Se confirmd su especificidad en
“Primer BLAST“(NCBI).

Tabla 2.Secuencias y caracteristicas de los primers utilizados durante este trabajo.

Gen Secuencia %GC T2 de
fusion

FW:AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 52,38 60,88
RV:TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 58,59 58,59
FW:GTTTCTGCCAGCCCCTTATTAT 45,45 58,43
Rv: GCAAGGAAAGGATATGCAGCA 47,62 58,97

Far-1 FwW:TAGTGGTCAACACGAGCCTTG 52,38 60,27
RV:GGCTTACAGCAATCCAGTAATGA 43,87 58,80
FW:TCCAGGAGTGGTGTTCCGT 57,89 60,46
RV:CCAGGATCACGAGGGGTGT 63,16 60,99

3.4.4. PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR)
La PCR cuantitativa a tiempo real es una técnica que permite detectar y cuantificar la
amplificacion de moléculas de DNA. En este caso, los productos de la PCR son
detectados al final de cada ciclo gracias a una sonda fluorescente que se intercala entre
en la doble hélice de DNA, SYBR Green.

Primero, se evalué la eficiencia de cada pareja de primers (Tabla 2). La evaluaciéon de
estas fue satisfactoria ya que superaron los criterios de evaluacién necesarios: las
eficiencias de los genes de interés y del de referencia diferian menos de un 10% entre
ellas, y todas las eficiencias eran cercanas a 1. Evaluar la eficiencia es necesario para
poder comparar la expresioén génica mediante el Método Comparativo de Ct (AACHt).
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Por otro lado, se analizé la expresién de los genes de interés en las muestras mediante
gPCR. La gPCR fue llevada a cabo para 20 ng de cDNA usando el kit “PowerUp SYBR™
Green Master Mix” (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo de la casa comercial. Al
cDNA molde se le afiadi6 5 pL de la Enzima Mix, 0,5 pL del Primer Forward (C = 10 uM)
y 0.5 uL del Primer Reverse (C = 10 uM) del gen correspondiente. La amplificacion del
cDNA de interés fue llevada a cabo mediante los primers adjuntos en la Tabla 2. El gen
housekeeping utilizado como referencia durante este procedimiento fue GAPDH, ya que
se expresa de forma constante en la linea celular RAW264.7

La PCR se llevo a cabo en un 7500 Real Time PCR system (Applied Biosystems) usando
el siguiente protocolo:

1. 95°C durante 3 minutos para iniciar la desnaturalizacion
2. 40 ciclos de amplificacion:

2.1. 95°C durante 12 segundos para desnaturalizar
2.2. 60°C durante 16 segundos para
2.3. 72°C durante 28 segundos para la extension y recoleccion de datos.

3. 72°C durante 1 minutos para la extension final.
4. Melting curve o curva de disociacion.

4.1. 95°C durante 15 segundos
4.2. 60°C durante 60 segundos
4.3. 95°C durante 30 segundos
4.4, 60°C durante 15 segundos

La especificidad de cada par de primers se evalu6 con el analisis de la melting curve.

El andlisis de los datos obtenidos se llevé a cabo mediante el Método Comparativo de
Ct (AACt), el cual compara los cambios de expresion génica de forma relativa, es decir,
la diferencia de numero de copias entre un gen de interés y un gen de referencia en una
muestra. En este caso, el gen de referencia utilizado fue GAPDH.

Para ello se aplico la siguiente férmula:

2—AACt

2—[(Ct tratamiento -Ct GAPDH) - (Ct control - Ct GAPDH))

Con la formula anterior se obtiene la expresion relativa de los genes en cada condicion.
Niveles de expresion iguales a 1 indicaban la misma expresion del gen tanto en la
condicién de tratamiento como la condicidon control (sin tratamiento). En cambio,
resultados <1 indicaban una disminucién de la expresion y resultados >1 indicaban un
aumento de la expresion en la condicion tratamiento con respecto a la condicién control.
Los resultados obtenidos fueron representados como el niumero de veces de expresion
del gen en la condicién de tratamiento con respecto a la condicién control, habiendo
siendo normalizado anteriormente con el gen de referencia. La condicién control en este
caso fueron los controles sin tratamiento a las horas correspondientes.

3.5. Andlisis de las especies de fosfolipidos de etanolamina (PE) mediante
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (HPLC-
MS)

A los pellets de células, se les afiadi6 metanol/agua 9:1 sobre las células, a razon de
100 ul por cada 250000 células, y a continuacion 30 pmol de PE(17:0/17:0) como
estandar interno. Después de dejar toda la noche las muestras a -20°C para permitir la
precipitacion de la proteina, las muestras se centrifugaron a 13000 g durante 10 min a
4°C y se transfirieron 100 pL del sobrenadante a un vial de inyeccion para cromatografia
de liquidos.
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Las muestras se inyectaron en un cromatografo de liquidos de alta eficiencia (HPLC),
modelo Thermo Fisher Scientific Dionex Ultimate 3000, equipado con una bomba binaria
Ultimate HPG-3400SD y un inyector Ultimate ACC-3000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). La separacion de fosfolipidos se llevé a cabo en una columna
XSelect™ Premier CSH C18 VanGuard™ FIT Column, 2,5 um, 2,1 x 150 mm, unida a
una XSelect™ Premier CSH C18 VanGuard FIT Cartridge, 2,1 x 5 mm (Waters
Corporation, Milford, MA, USA). La fase movil consistié en un gradiente de fase movil
A (agua/acetonitrilo/isopropanol 50:25:25, v/v/v, 2 mM de bicarbonato de amonio) y fase
movil B (acetonitrilo/isopropanol, 50:50, v/iv, 2 mM de bicarbonato de amonio). El
gradiente empez6 en 5% B de 0 a 2 min, después aumentd a 50% B a 4 min, 80% B a
9 min, 100% B a 18 min, se mantuvo constante durante 2 min, y decrecié a 5% B a 20,1
min, para mantenerse constante durante 1,9 min adicionales antes de la siguiente
inyeccion. El flujo de la columna se fij6 en 0,35 mL/min.

El eluyente cromatografico se analiz6 mediante un espectréometro de masas Sciex
QTRAP 4500, estaba equipado con una fuente de ionizaciéon Turbo V y una sonda para
ionizacién por electrospray TurbolonSpray (AB Sciex, Framingham, MA, USA). Los
parametros de ionizacion usados fueron: voltaje de ionizacion, —4500 V; gas cortina, 30
psi; gas de nebulizacion, 50 psi; gas de desolvatacion, 60 psi; temperatura, 500°C. Las
especies de fosfolipidos de etanolamina se analizaron en modo MRM (Multiple Reaction
Monitoring) aislando el aducto [M-H]- en el primer cuadrupolo (Q1), fragmentando
mediante disociacion inducida por colision en la celda de fragmentacion (Q2) y aislando
el ion correspondiente al fragmento de uno de los acidos grasos en el segundo
cuadrupolo (Q3). Para adquirir los datos se utilizo el programa Analyst® (versién 1.6.3).
Los picos cromatogréficos se integraron con el programa MultiQuant™ (version 3.0.2) y
se realiz6 una semicuantificacion segun el ratio de areas entre el analito y el estandar
interno. Los resultados se muestran como pmoles/millén de células.

3.6. Andlisis estadistico

Los resultados de este trabajo se representan como la media * el error de la media
estandar (SEM). La significacién estadistica para comparar los grupos correspondientes
se llevé a cabo con la prueba t-Student para muestras desapareadas mediante el
programa Graphpad. Se consideraron resultados con diferencias estadisticamente
significativas cuando p<0,05 (indicado con *). Cuando p<0,005 se indica con ** y cuando
p<0,0005 con ***,
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4. RESULTADOS
4.1. Confirmacion de muerte celular por ferroptosis con RSL3

Con la finalidad de elegir un modelo de sensibilizacién a ferroptosis en la linea celular
RAW264.7, las células fueron tratadas con diferentes inductores de ferroptosis, variando
sus concentraciones, para obtener una muerte celular del 50%. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 5A. A pesar de que la erastina es el inductor clasico
de ferroptosis, en este caso no se obtuvieron los resultados esperados de un 50% de
muerte celular, ya que apenas se observa muerte celular con respecto a los controles.
Tanto con FINO2 como con el tratamiento combinado de erastina y RSL3 se observo
una muerte celular elevada del 90%, lo que no permitiria estudiar posteriormente como
los fosfolipidos de etanolamina modulan la ferroptosis. En cambio, cuando las células
son tratadas durante 24h sélo con el inductor RSL3 en concentracion 17uM se observé
una tasa de muerte celular del 80%. Por consiguiente, se estudié qué dosis de RSL3
produce una muerte celular del 50%.

Para determinar la concentracion de RSL3 que induce un 50% de muerte en macréfagos
RAW264.7, las células fueron incubadas con diferentes concentraciones de dicho
inductor de ferroptosis durante 24h. En la Figura 5B, se observa como a medida que
aumenta la concentracién de RSL3, disminuye el nimero de células viables. Se calculd
la concentracion que produce una muerte celular del 50%, siendo 7,4uM de RSL3.

Con el fin de confirmar la selectividad del RSL3 para producir muerte celular por
ferroptosis, se utiliz6 un inhibidor clasico de este tipo de muerte celular, la
ferrostatina-1 (Fer-1). Las células fueron incubadas con Fer-1 (19uM) 1h antes del
tratamiento con RSL3 (7,4uM) (Figura 5C). Por un lado, se puede ver que la Fer-1 no
afecta a la viabilidad celular, ya que se obtienen el mismo namero de células viables
qgue en el control. Por otro lado, con el tratamiento con RSL3 se observa una muerte
celular significativa del 50% con respecto al control, demostrando que la concentracion
de RSL3 elegida es la 6ptima. Por ultimo, con el tratamiento combinado de RSL3
(7,4uM) y Fer-1 (19uM) se recogieron significativamente menos células viables que en
el control pero mas que con el tratamiento con RSL3, indicando que la Fer-1 esta
inhibiendo alrededor de un 16,4% de la muerte celular inducida por RSL3.

Se quiso corroborar por otro método que la muerte presenciada era por ferroptosis. Para
ello se analizé los éteres de PE oxidados mediante HPLC-MS. Estas especies oxidadas
aumentaron durante el proceso ferroptoético (Figura 5D). Las células tratadas con RSL3
mostraron una mayor cantidad de éteres de PE oxidados con respecto a los controles.
Por el contrario, esta cantidad se vio disminuida con respecto al control cuando las
células son tratadas con RSL3 y Fer-1.

Por ultimo, se estudio la expresion del gen TFRC por gPCR, marcador clasico de
ferroptosis (Figura 5E). Con este andlisis se confirmo la muerte celular por esta via en
las células tratadas con RSL3, debido al aumento significativo de la expresion relativa
del mRNA del receptor de transferrina, hecho que no ocurria en las células tratadas sélo
con Fer-1. En cambio, la expresion relativa de este gen aumentaba también de forma
significativa en las células tratadas con RSL3 y Fer-1, a pesar de estar tratadas con
dicho inhibidor de ferroptosis.
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Figura 5. Confirmaciéon de muerte celular por ferroptosis con RSL3. A) Tratamientos de 24h con
diferentes inductores de ferroptosis en la linea celular RAW264.7. Control (DMSO); erastina (2,5 y 4 uM);
RSL3 (17 uM); FINO2 (58,5 uM); FIN56 (29 uM). B) Dosimetria a 24h con diferentes concentraciones de
RSL3 (1,75 puM, 2,75 puM, 4,25 M, 5,5 pM, 8,5 uM y 17 uM). C) Tratamiento a 24h en la linea celular
RAW264.7 con RSL3 (7 uM), ferrostatina-1 (Fer-1) (19 uM) y de forma conjunta. D) Analisis de la presencia
de éteres de PE oxidados en los diferentes tratamientos mediante HPLC-MS. E) Andlisis del nivel de mRNA
del receptor de transferrina (TFRC) mediante gPCR en células RAW264.7. Los controles correspondientes
tienen un valor de referencia 1. *p<0,05 mediante t-student.
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4.2. Puesta apunto del método de incorporacion de especies de PE en el
interior celular.

Debido a que los PE son moléculas con &cidos grasos hidrofobos, necesitan ser
complejadas por otros compuestos para ser efectivamente incorporadas en la célula.
Con el fin de encontrar un método éptimo para introducir este tipo de especies en los
macrofagos de la linea celular RAW?264.7, se utilizé la molécula PE(16:0/18:1) y se
llevaron a cabo dos estrategias diferentes. Por un lado, las células fueron tratadas con
PE(16:0/18:1) (10puM) complejado con una mezcla de compuestos: BSA y ciclodextrina
(CD), en una proporcién 2:1 (Figura 6A-B). Por otro lado, se trataron a las células con
el PE(16:0/18:1) (10uM) complejado Unicamente con BSA, también en una proporcion
2:1 (Figura 6C-D). Las células control fueron tratadas con la misma cantidad de BSA 'y
CD o solo con BSA, segun correspondiese.

A pesar de que la incorporacion de la especie de PE(16:0/18:1) fue mas eficaz cuando
se complejo con el tratamiento de BSA y CD (Figura 6A), este tratamiento disminuia la
viabilidad celular, incluso en los controles (Figura 6B). La tasa de mortalidad de las
células tratadas con dicho tratamiento llega a ser del 100% a las 4h de tratamiento. En
cambio, cuando dicha especie de PE se complej6é Unicamente con BSA, se observé un
incremento intracelular del PE a lo largo del tiempo (Figura 6C), acompafiado de una
mayor tasa de viabilidad celular que con el tratamiento anterior (Figura 6D).
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Figura 6. Puesta a punto la introduccion de PE en la linea celular RAW264.7. A) Analisis mediante
HPLC-MS de la especie PE(16:0/18:1) celular después de ser presentada complejada con
BSA+ciclodextrina (CD). B) Células viables recogidas tras el tratamiento a 30 minutos, 1h, 2h, 4, y 6h con
BSA y ciclodextrina (CD) para introducir PE(16:0/18:1) en el interior celular de la linea células RAW264.7.
C) Analisis mediante HPLC-MS de la especie PE(16:0/18:1) celular después de ser presentada complejada
con BSA D) Células viables recogidas tras el tratamiento a 30 minutos, 1h, 2h, 4, y 6h con BSA para
introducir PE(16:0/18:1) en el interior celular de la linea células RAW264.7.
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4.3. Efecto de plasmenilos de PE en regulacién de la sintesis de éteres de
PE.

Con la finalidad de evaluar el efecto que tenia los plasmenilos de PE sobre la linea
celular RAW?264.7, se llevé un tratamiento con la especie PE(P-18:0/18:1) en
concentracion 100uM complejado con BSA. Por un lado, se estudié mediante gPCR la
expresion de dos genes Pedsl y Far-1 que codifican para las proteinas implicadas en
la sintesis de estas especies (TMEM189 y Far-1, respectivamente). Por otro lado, se
realiz6 un analisis de los éteres de PE mediante HPLC-MS para analizar la actividad de
dichas enzimas.

Para comenzar, se estudio la cantidad de PE(P-18:0/18:1) que se incorporaba en la
célula a lo largo del tiempo (Figura 7A). Se pudo ver como esta especie se incorporaba
de forma creciente en la célula, teniendo su pico maximo a 48h, siendo este significativo
con respecto a su control. A nivel génico se pudo observar cédmo, tanto la expresion
relativa de Far-1 (Figura 7B) como la de Pedsl (Figura 7C), no presentaban a penas
variaciones significativas, a pesar del aumento significativo de la especie de PE en el
interior celular con respecto al control.

A continuacion, se analizaron mediante HPLC-MS los niveles de éteres de PE totales y
el ratio de plasmenilos/plasmanilos de PE a lo largo del tiempo sin tener en cuenta el
PE que se habia introducido como tratamiento. Por un lado, se observé cémo los éteres
de PE totales aumentaban de forma significativa con respecto a los controles hasta las
48h (Figura 7D). Por otro lado, el ratio de plasmenilos/plasmanilos de PE present6 una
tendencia significativa de aumentar a lo largo del tiempo (Figura 7E). Finalmente, se
analiz6 por separado la contribucion de plasmenilos de PE con 16 carbonos (Figura 7F)
y con 18 carbonos en la cadena alquilica (Figura 7G). Se pudo observar como las
especies con 16 carbonos apenas variaban mientras que los plasmenilos de PE con 18
carbonos aumentaban de forma significativa hasta las 48h, donde dicho aumento se
frenaba.
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Figura 7. Efecto de la introduccién del plasmenilo PE(P-18:0/18:1) en los niveles de los éteres de
PE de los macrofagos RAW264.7. A) Analisis mediante HPLC-MS de la especie PE(P-18:0/18:1) en el
interior celular de células RAW264.7. B) y C) Andlisis del nivel de mRNA de Far-1 y TMEM189 mediante
gPCR en la linea celular RAW?264.7 tras introducir PE(P-18:0/18:1), respectivamente. D) Analisis
mediante HPLC-MS de los éteres de PE totales excluyendo el PE(P-18:0/18:1) del tratamiento. E) Andlisis
mediante HPLC-MS del ratio plasmenilos/plasmanilos de PE excluyendo el PE(P-18:0/18:1) del
tratamiento. F) y G) Analisis mediante HPLC-MS de los plasmenilos de PE con cadenas alquilicas de 16:0
y 18:0 tras introducir PE(P-18:0/18:1), respectivamente. *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,0005 mediante t-
student.
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4.4. Efecto de plasmenilos de PE en situacién de ferroptosis.

Con el fin de averiguar si los éteres de PE pueden ser un posible tratamiento en una
situacion de ferroptosis para los macrofagos murinos de la linea celular RAW?264.7, se
realizé un experimento en el que se indujo muerte celular con el inductor ferroptético
RSL3 (7,4puM) y se estudié el efecto que tenia el PE(P-18:0/22:6) (100uM) en dicha
situacion. En la Figura 8A se puede observar el efecto de cada una de las condiciones
en las células. Por otro lado, se volvié a corroborar que el RSL3 disminuia la viabilidad
celular de estas células. Ademas, se pudo observar un aumento del nimero de células
cuando Unicamente estaban tratadas con PE(P-18:0/22:6), lo que sugiere que este
fosfolipido aislado podria favorecer el crecimiento celular. Por Gltimo, se observé una
alta tasa de mortalidad producida cuando las células fueron tratadas con ambos
compuestos simultdneamente. Estos resultados se ven reflejados en la Figura 8B,
cuando las células fueron recogidas y cuantificadas.

Para terminar el estudio, se midieron los éteres de PE oxidados totales (Figura 8C)
presentes en cada uno de los tratamientos. Ademas, se cuantificé la contribucion de los
plasmanilos de PE (Figura 8D) y plasmenilos de PE (Figura 8E) en cada uno de los
casos, siendo éstos ultimos los mayoritarios. Como ya se habia visto en experimentos
anteriores, se confirmd el aumento significativo de especies oxidadas durante el
tratamiento con RSL3 con respecto a las células sin tratamiento. En cambio, los niveles
de estas especies oxidadas disminuyen significativamente cuando se trata a las células
solo con PE(P-18:0/22:6), contribuyendo mayoritariamente también los plasmenilos de
PE. Sorprendentemente, los éteres de PE oxidados no se vieron aumentados con el
tratamiento combinado, sino que estas especies disminuyen de forma significativa con
respecto a las células control.
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**p<0,005; **p<0,0005 mediante t-student.
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5. DISCUSION

La ferroptosis, altamente estudiada en el contexto del cancer, empieza a cobrar
importancia en otros campos de la salud, cdmo en el sistema inmune. Estudios recientes
evidencian la relaciébn de este tipo de muerte celular con enfermedades con un
componente inflamatorio. Es por ello que en el laboratorio se plante6 el conocer mas en
detalle la ferroptosis y su papel en células del sistema inmunitario. Esta idea va a ser
clave para poder entender posibles enfermedades relacionadas y crear nuevas
estrategias terapéuticas para ellas.

Inicialmente, se necesit6é asentar las bases para inducir ferroptosis en una linea celular
de macroéfagos, siendo los resultados mas remarcables de este trabajo. Conocer dichas
condiciones va a servir para poder estudiar mas a fondo los puntos clave del proceso
ferroptdtico en un futuro. En el presente trabajo hemos revelado como la molécula RSL3
es el inductor que nos ofrece las mejores condiciones de muerte celular a diferencia de
autores como Zhao et al., que utilizan la erastina como el inductor clasico de ferroptosis.
(Figura5). EI RSL3 actua inhibiendo directamente uno de los mecanismos antioxidantes
principales de la célula, el sistema GPX4 [21]. En cambio, la erastina actla inhibiendo
el sistema Xc [20], punto de inicio del mecanismo de ferroptosis. Estos resultados
sugieren que el RSL3 es un inductor mas potente que otros conocidos, debido a su
mecanismo de accion en un punto final del sistema antioxidante de la célula. Ademas,
los macréfagos RAW?264.7 en cultivo poseen un bajo contenido en &cidos grasos
poliinsaturados por lo que necesitan de inductores méas potentes, como el RSL3, para
poder provocar en ellos una muerte por ferroptosis [44].

En este estudid, se ha visto como el RSL3 a una concentraciéon de 7,4 uM es capaz de
inducir una muerte celular del 50% en la linea de macréfagos murinos RAW?264.7. A
diferencia de las concentraciones presentadas en otro estudio con la misma linea
celular, encontramos que una dosis mayor de RSL3 fue necesaria para inducir el mismo
porcentaje de muerte celular [45]. Este hecho puede deberse a los diferentes analisis
gue se llevan a cabo en ambos estudios relacionados con la muerte celular. En nuestros
resultados, la muerte celular se confirma tanto en el aumento de especies de éteres de
fosfolipidos de etanolamina (PE) oxidados como en el aumento de la transcripcion del
gen del receptor de transferrina, eventos principales que se desarrollan durante el
proceso ferroptético [11,21]. Es por ello, que cabe pensar que para estudiar dichos
eventos celulares, es necesario inducir la ferroptosis con dosis de RSL3 mas elevadas.

El papel protector de la ferrostatina-1 frente a la ferroptosis [29], se ve reflejado en el
estudio presente. Este farmaco atrapa a los radicales hidroxilos que se producen en el
inicio del proceso ferroptético, de tal forma que disminuye los éteres de PE oxidados vy,
en nuestro estudio, genera un aumento del 16,4% de la viabilidad células tratadas con
RSL3 en la concentracion determinada. A pesar de la disminucion de los éteres de PE
oxidados, la viabilidad celular recuperada es limitada. Este hecho nos sugiere que
estarian sucediendo otras vias de muerte celular independientemente de la
peroxidacion lipidica [1,46]. Estos resultados también nos sugieren que el aumento del
gen de transferrina durante la ferroptosis es independiente de la peroxidacion lipidica,
ya que se ve el mismo efecto cuando las células son tratadas con el inhibidor de
ferroptosis, ferrostatina-1 (Figura 5) [11]. El estudio de este mecanismo seria una linea
de investigacion interesante para continuar dicha investigacion.

25



El aumento de éteres de PE intracelulares tras la incorporacion del PE(P-18:0/18:1) en
la linea celular RAW264.7 es un hecho remarcable entre nuestros resultados. En dicho
aumento, contribuyen principalmente los plasmenilos de PE con 18C. (Figura 7). Hay
estudios relacionados que describen una relacion inversa entre la presencia de
plasmenilos en la cara interna de la membrana celular y la sintesis de estas especies
[39], efecto contrario a lo que se ve reflejado en los datos que hemos obtenido en este
estudio. Estos resultados nos hacen pensar en que la especie lipidica exdgena que
estamos introduciendo esta viéndose afectada por diferentes eventos intracelulares. El
aumento de éteres con cadena de 18C en la posicidn sn-1 indica que la accién de una
fosfolipasa sobre el PE introducido estaria liberando el acido graso de la posicion sn-2.
En este caso se trataria de la fosfolipasa A. independiente de calcio (iPLA?), ya que la
fosfolipasa citosolica (cPLA>) requiere de la activacién de los macréfagos para llevar a
cabo su funcion [47]. La iPLA; estaria hidrolizando la posicion sn-2 del PE(P-18:0/18:1),
liberando un lisofosfolipido y un acido graso libre 18:1. El lisofosfolipido se podria estar
reacilando, y es por ello, que aumenta la suma total de plasmenilos de PE con cadena
alquilica de 18C. Para confirmar dicha teoria, podria llevarse a cabo un experimento en
el que las células fueran tratadas con un inhibidor de la iPLA;, como bromoenol lactona
(BEL), donde cabria esperar no ver cambio en el niUmero total de plasmenilos de PE con
18C en la posicién sn-1 [48].

Por dltimo, se ha de destacar el efecto nocivo de la especie PE(P-18:0/22:6) en los
macrofagos durante la ferroptosis inducida con RSL3, a pesar de que los éteres de PE
oxidados totales no se ven aumentados (Figura 8). Actualmente, nuestro método de
deteccidn solo es capaz de detectar especies oxidadas de uno y de dos oxigenos, es
por ello que cabria pensar que la muerte celular podria estar siendo producida por otro
tipo de especies toxicas no detectadas por nuestro método. Para explicar nuestros
resultados, hipotetizamos que la especie de PE introducida PE(P-18:0/22:6) —que
presenta alta tendencia a la oxidacion— estd apantallando la oxidacion de los PUFAs
nativos. Ademas, estos PUFA altamente oxidables pueden sufrir una rotura, liberando
especies como 4-hidrononenal (si se trata de un PUFA w-6) y 4-hidroxihexanal (si se
trata de un PUFA w-3, como el FA 22:6). Generar un nuevo método que permitiese
analizar la ruptura del PE(P-18:0/22:6) y determinar si su alta capacidad de oxidacién
esta apantallando la oxidacién de especies nativas, y por consiguiente, siendo el actor
principal de la ferroptosis cuando es introducido, aportaria informacion muy interesante
a la hora de continuar con esta investigacion.

A pesar de que este trabajo muestra el inicio de una linea de investigacion, aporta una
serie de datos importantes e interesantes en el campo de estudio en el que vinculan la
ferroptosis y las células del sistema inmune. Su continuacion asentara las bases de
induccién de ferroptosis en macrofagos y la relacion de los éteres de PE en este contexto
de muerte celular.

Para concluir, podriamos remarcar la importancia de los datos de este trabajo, ya que
permite continuar el estudio del mecanismo de ferroptosis en las células del sistema
inmune. Ademas, hay que sefialar la importancia que esto tiene en relacion con ciertas
enfermedades inflamatorias, ya que gracias a esto se podrdn generar nuevas
estrategias terapéuticas a largo plazo.
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CONCLUSIONES

La estrategia para inducir ferroptosis en la linea celular RAW?264.7 llevada a cabo
en este estudio fue la adecuada. El inductor RSL3 a una concentracion 7,4 pM
durante 24h fue efectivo para inducir un 50% de muerte celular en dichas células,
ademas de verse un aumento de las especies de PE oxidadas en dicha situacién.

El efecto de las especies de PE en la linea celular RAW264.7 mostré una alta
complejidad, lo que justifica continuar su estudio, incluyendo la localizacién y el
destino metabdlico del PE al incorporarse en la célula.

No se observaron cambios de regulacion génica de las enzimas implicadas en
la sintesis de éteres de PE, Far-1 y TMEM189. Este hecho podria ser debido a
gue el éter de PE exdgeno, a pesar de llegar a la membrana plasmatica, estaria
siendo hidrolizando rapidamente y no se podria a llevar a cabo la regulacion a
nivel génico de estas enzimas.

En este estudio se han podido asentar las bases del estudio de potenciacion de
la ferroptosis en macrofagos mediante etéres de PE. Con investigaciones futuras
acerca del mecanismo y la localizacion de las especies lipidicas incorporadas
permitira entender el papel de los éteres de PE en el proceso de regulacion de
la ferroptosis.
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