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RESUMEN

El tejido adiposo es un regulador del balance energético y de la homeostasis glucidica y
lipidica en mamiferos. La lipodistrofia congénita generalizada (LCG) es un sindrome caracterizado
por reduccidn severa de la masa de tejido adiposo corporal total y complicaciones metabdlicas.
Mutaciones en el gen AGPAT2 son la causa mas frecuente de LCG. AGPAT2 codifica para la enzima
1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa 2, que cataliza la sintesis de acido fosfatidico a partir de acido
lisofosfatidico en la via de sintesis de los glicerolipidos. Los mecanismos que determinan la LCG
dependiente de mutaciones en AGPAT2 no estdn dilucidados. Los ratones deficientes en AGPAT2
(Agpat2”") nacen con tejido adiposo blanco y pardo, pero este degenera durante la primera semana
de vida postnatal, como resultado de muerte selectiva de adipocitos e infiltracion inflamatoria del
tejido adiposo. Por otro lado, fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) y preadipocitos aislados a
partir del tejido adiposo de ratones Agpat2’ presentan adipogénesis deteriorada in vitro,
caracterizada por menor abundancia de gotas lipidicas y menor expresién génica de reguladores de
la adipogénesis. El analisis ultraestructural de adipocitos del tejido adiposo de ratones Agpat2”"y
MEFs Agpat2’ diferenciados adipogénicamente in vitro mostré una cantidad significativamente
disminuida de caveolas.

Las caveolas son microdominios de la membrana plasmatica de 50 a 100 nm de didmetro,
muy abundantes en adipocitos y células endoteliales. Estan involucradas en funciones importantes
del adipocito: unidén, transporte intracelular y almacenamiento de acidos grasos y colesterol,
activacion de vias de sefializacién adipogénicas y proteccion contra los efectos lipotdxicos de niveles
elevados de 4acidos grasos. La formacion de caveolas requiere la presencia de las proteinas
caveolina-1 y cavina-1, y una adecuada composicion lipidica de la membrana plasmatica (MP),

caracterizada por enriquecimiento de colesterol y esfingolipidos.
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El objetivo general de esta tesis fue determinar el mecanismo por el cual adipocitos Agpat2
/- presentan un bajo nimero de caveolas y el rol potencial de las caveolas en la patogenia de la
lipodistrofia en ratones Agpat2”-. Para esto, combinamos experimentacién in vitro usando un
modelo de diferenciacién adipogénica a partir de preadipocitos obtenidos de la fracciéon estromal-
vascular del tejido adiposo pardo interescapular de estos animales, e in vivo, analizando el tejido
adiposo de ratones Agpat2”’- durante sus primeros dias de vida postnatal, en etapas anteriores a su
degeneracién inflamatoria.

Primero, confirmamos que tanto el tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2
- como adipocitos Agpat2”’ diferenciados in vitro presentan un bajo nimero de caveolas en
comparacién con animales y adipocitos en cultivo Agpat2*/* (wild type). Sin embargo, y contrario a
lo esperado, la via de insulina, que ha sido reportada como dependiente de caveolas, se encuentra
preservada en adipocitos Agpat2” diferenciados in vitro, y su nivel de activacién no se modifica a lo
largo de todos los dias de diferenciacién evaluados.

No encontramos diferencias en la abundancia de proteinas caveolina-1y cavina-1 pero si en
su localizacion subcelular a dia 5y 10 de diferenciacidn. Asi, mientras en adipocitos wild type ambas
proteinas presentan localizacién en la periferia de las células, compatible con una destinacién en la
MP, en adipocitos Agpat2” presentan una localizacién intracelular, con formacién de agregados o
acumulos de tamafio heterogéneo.

El andlisis de composicidn lipidica celular total mostré que en el dia 0 de diferenciacion
adipogénica no hay diferencias en los niveles de las diferentes especies de lipidos evaluados entre
preadipocitos de ambos genotipos. Por el contrario, en el dia 10 de diferenciacién, los adipocitos
Agpat2”’ presentaron agregaciones o acumulos de colesterol intracelular, junto con mayores niveles
de 7-dehidrodesmoterol y esfingomielina, y menores niveles de fosfatidiletanolamina vy

lisofosfatidiletanolamina. Los acimulos de colesterol intracelular también fueron detectados en el
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tejido adiposo blanco subcutdaneo (dia postnatal P0.5 y P2.5) y en el tejido adiposo pardo
interescapular (dia postnatal P4.5) de ratones Agpat2” pero no wild type. Ademas, el tejido adiposo
pardo interescapular de ratones Agpat2”’ posee mayor abundancia de ceramidas en combinacién
con menores niveles de los fosfolipidos fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, acido fosfatidico,
lisofosfatidilcolina y lisofosfatidiletanolamina en el dia postnatal P4.5.

Para evaluar posibles mecanismos involucrados en los desbalances lipidicos de los
adipocitos Agpat2”", cuantificamos los niveles de mRNA de algunos genes clave del metabolismo de
colesterol vy esfingolipidos en tres tiempos de diferenciacién adipogénica in vitro. No observamos
diferencias entre genotipos en el perfil de expresién génica en los dias 0 y 5 de diferenciacidn, sin
embargo, en el dia 10, los adipocitos Agpat2”- presentan niveles aumentados tanto de los genes
Abcal, Ldlr, Lrp, Srbi, Srebp2 y Hmg-CoAR, implicados en la homeostasis del colesterol asi como de
Sptic2, Asahl, GIcTy Smpd1, los que estdn involucrados en la sintesis de esfingolipidos.

Para estudiar de forma directa la participacion de lipidos de la MP en la deficiencia de
caveolas en lo adipocitos deficientes en AGPAT2, determinamos la composicidn lipidica de
preparaciones purificadas de MP de adipocitos diferenciados adipogénicamente in vitro y del tejido
adiposo interescapular de ratones recién nacidos. No encontramos diferencias en los niveles de
colesterol, esteroles y esfingolipidos entre células Agpat2” y wild type en el dia 0 de diferenciacién
(cuando las células corresponden a preadipocitos), pero si mayores niveles de fosfatidilglicerol en
preadipocitos Agpat2”. En el dia 10 de diferenciacién, la MP de los adipocitos Agpat2’ presenté
mayor abundancia de fosfatidilserina y 8(9)-dehidrocolesterol. En la MP del tejido adiposo pardo
interescapular de ratones recién nacidos, no encontramos diferencias en los niveles de colesterol
entre genotipos, pero si mayores niveles de zimosterol y FFMAS en ratones Agpat2™".

Por lo tanto, con nuestros resultados podemos concluir que el nimero reducido de caveolas

en adipocitos Agpat2” se asocia a niveles elevados de fosfatidilglicerol en el estado de preadipocito
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(dia 0 post induccidn adipogénica) y niveles elevados de fosfatidilserina en el estado de adipocito
(dia 10 post induccién adipogénica). Ademas, es posible que alteraciones en la distribucion celular
de caveolina-1y cavina-1 contribuyan al déficit en el nUmero de caveolas. Estas alteraciones podrian
conducir a un trafico anormal de colesterol, que determina la presencia de acumulos intracelulares
de este lipido y mayor actividad biosintética de colesterol, producto de su retenciéon en
compartimentos que previenen su destinacién normal a la membrana del RE. Por otro lado, la
deficiencia de caveolas podria promover o facilitar la muerte celular lipotdxica de los adipocitos
Agpat2”’-, producto de su mayor sensibilidad a acidos grasos y también por la acumulacién excesiva

de depdsitos intracelulares de colesterol.
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1. INTRODUCCION

El tejido adiposo es un regulador del balance energético y de la homeostasis glucidica y
lipidica en mamiferos. La lipodistrofia congénita generalizada (LCG) es un grupo de enfermedades
caracterizadas por reduccién marcada de la masa de tejido adiposo corporal total, resistencia
insulinica, diabetes, dislipidemia, esteatosis hepdtica y sindrome de ovario poliquistico [1].
Mutaciones en el gen AGPAT2 son la causa mas frecuente de lipodistrofia congénita generalizada.
AGPAT2 codifica para la enzima 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa 2 (AGPAT2) que cataliza la
sintesis de acido fosfatidico a partir de acido lisofosfatidico en la via de sintesis de los glicerolipidos
(Figura 1). Los ratones deficientes en AGPAT2 (Agpat2”) recapitulan completamente la LCG humana
[2]. De manera relevante para esta tesis, la causa de la LCG dependiente de mutaciones en AGPAT2
no estd dilucidada pero, en ratones Agpat2’-, involucra defectos en la diferenciacién adipogénica,
muerte acelerada de adipocitos e infiltracion inflamatoria del tejido adiposo [3].

Los ratones Agpat2”’ nacen con tejido adiposo blanco y pardo, de abundancia y distribucién
anatdomica normal. Sin embargo, durante la primera semana de vida postnatal, estos tejidos
degeneran totalmente, en asociacién con una mortalidad de aproximadamente 80% en estos
ratones. Por otro lado, fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) y preadipocitos aislados a partir
del tejido adiposo de ratones Agpat2’" neonatos presentan adipogénesis deteriorada in vitro,
caracterizada por menor numero de células cargadas con lipidos, menor expresién génica de
reguladores de la adipogénesis y menor abundancia de gotas lipidicas, las que ademas presentan
volimenes anormalmente heterogéneos [3]. El andlisis ultraestructural, por microscopia
electrénica, de adipocitos del tejido adiposo de ratones Agpat2”y de MEFs Agpat2”- diferenciados
in vitro en adipocitos, muestra una marcada reduccién en el nimero de caveolas en la membrana

plasmatica de estas células, ademas de alteraciones en la estructura interna de las mitocondrias.
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Las caveolas son microdominios de la membrana plasmatica de 50 a 100 nm de didmetro,
muy abundantes en adipocitos, células endoteliales y algunas células epiteliales. Aun cuando la
funcidn de las caveolas es solo parcialmente entendida, se acepta que son estructuras subcelulares
involucradas en la unién, transporte intracelular y almacenamiento de acidos grasos y colesterol.
Ademas, estarian implicadas en la activacién de diferentes vias de sefializacién intracelular [4] y en
conferir resistencia a los adipocitos de los efectos lipotdxicos de niveles elevados de acidos grasos
extracelulares [5]. Todas estas funciones son importantes para el desarrollo y mantencién de los
adipocitos y su funcionamiento normal.

Estudios de ganancia y pérdida de funcién han mostrado que la formacion de caveolas
requiere las proteinas caveolina-1 y cavina-1, y una adecuada composicion lipidica, caracterizada
por un marcado enrigquecimiento relativo de colesterol y esfingolipidos.

El objetivo general de esta tesis fue determinar el rol potencial de las caveolas en la
patogenia de la lipodistrofia en ratones Agpat2’-. Para esto, combinamos experimentacién in vitro
usando un modelo de diferenciacién adipogénica a partir de preadipocitos obtenidos de la fraccién
estromal-vascular del tejido adiposo pardo interescapular de estos animales, y experimentacion in
vivo, en ratones Agpat2”’- durante sus primeros dias de vida postnatal.

Para contextualizar la fundamentacion de esta tesis se discutirdn aspectos generales del
tejido adiposo, de la lipodistrofia congénita generalizada, de la formacion y composicion de las

caveolas y del papel de las caveolas en el tejido adiposo.

1.1. Conceptos generales del tejido adiposo

El tejido adiposo es un regulador del balance energético y de la homeostasis glucidica y
lipidica en mamiferos. Hay dos tipos clasicos de tejido adiposo: el blanco y el pardo. El primero es el

mas importante reservorio de energia corporal, siendo también critico en la homeostasis energética
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y sensibilidad a la insulina. La energia es almacenada en forma de triglicéridos en gotas lipidicas, los
cuales se liberan al torrente sanguineo como acidos grasos durante estados de ayuno, el cual es
utilizado por otros tejidos del organismo como fuente de energia [6]. Ademas, el tejido adiposo
blanco funciona como un érgano endocrino, produciendo un gran numero de moléculas con
importante accion bioldgica Ilamadas adipoquinas, las cuales comunican distintos érganos y
modulan una serie de vias metabdlicas [7]. El tejido adiposo pardo, por otro lado, posee un papel
importante en la regulacion de la energia a través de la termogénesis, oxidando acidos grasos, y en
menor medida glucosa, para producir calor. Esta accion es mediada por la proteina UCP1
(“uncoupling protein 1”), que disipa la gradiente electroquimica de protones en la membrana
mitocondrial interna, previniendo la sintesis de ATP y liberando calor [8].

Los adipocitos maduros se forman a partir de un proceso denominado adipogénesis, en el
cual células precursoras se diferencian a adipocitos cargados de gotas lipidicas y capaces de secretar
adipoquinas. La adipogénesis es regulada por un programa génico, que determina el fenotipo
caracteristico del adipocito maduro [8]. El receptor nuclear PPARy (“peroxisome proliferator-
activated receptor ggmma”) ha sido conceptualizado como el regulador maestro de la adipogénesis
[9]. De manera relevante para esta tesis, este proceso se puede modelar en cultivo celular, a través
del uso de lineas celulares de fenotipo similar a los preadipocitos (como la linea celular 3T3-L1) 0 a
partir de preadipocitos obtenidos de la fraccidon estromal vascular (FEV) del tejido adiposo [10]. En
esta tesis, los preadipocitos fueron obtenidos de la FEV del tejido adiposo pardo interescapular de
ratones y fueron sujetos a diferenciacién adipogénica en cultivo, determinando la transformacion
de preadipocitos en células con fenotipo equivalente a adipocitos maduros, cargado de gotas
lipidicas y secretores de adipoquinas.

Debido al papel clave del tejido adiposo en la homeostasis glucidica y lipidica, alteraciones

en la fisiologia de este tejido se asocian a enfermedades metabdlicas. La enfermedad relacionada al
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tejido adiposo mas prevalente a nivel mundial es la obesidad. Esta consiste en exceso de tejido
adiposo, el cual, ademas, suele presentar alteraciones funcionales y morfolégicas que dan cuenta
de las complicaciones metabdlicas de la obesidad, tales como resistencia a la insulina,
hipertrigliceridemia, hiperlipidemia y esteatosis hepatica. Interesantemente, las lipodistrofias, que
corresponden a la pérdida de tejido adiposo, se asocian a las mismas complicaciones metabdlicas

observadas en la obesidad [11].

1.2. Lipodistrofia congénita generalizada (LCG) y AGPAT2.

Las lipodistrofias son enfermedades heterogéneas que tienen en comun la reduccidon
marcada del tejido adiposo, y que cominmente estan asociadas a complicaciones metabdlicas tales
como resistencia insulina, diabetes, hiperglicemia, dislipidemia, higado graso, ovario poliquistico e
infertilidad femenina [12]. Las lipodistrofias se clasifican, segun criterios anatdémicos, en
generalizadas o parciales, y seglin su etiologia, en congénitas o adquiridas. Existe una relacién
directa entre la magnitud de la reduccidon de la masa de tejido adiposo y la severidad de las
complicaciones anatémicas de estas enfermedades. La prevalencia de las lipodistrofias es
formalmente desconocida, pero se estima que a nivel global la frecuencia especificamente de LCG
es de 1:10.000.000 en la poblacion general. La LCG fue descrita por primera vez por Berardinelli en
Brasil [13] y por Seip en Escandinavia [14], por lo que es conocida como sindrome de Berardinelli—
Seip.

La LCG se transmite con un patrén autosémico recesivo, y se caracteriza por carencia del
tejido adiposo desde el nacimiento y resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia e higado graso
clinicamente manifiesto durante la infancia. Otras alteraciones, como diabetes y sindrome de ovario
poliquistico suelen aparecer durante la pubertad [1]. Adicionalmente, los pacientes con LCG

presentan deficiencia de leptina, que determina apetito incrementado e hiperfagia y, posiblemente,
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mayor gasto energético [1]. Existen cuatro variantes de LCG, definidas segln su etiologia genética
subyacente: LCG-1, es la forma mas frecuente de LCG y es causada por mutaciones en el gen AGPAT2
[15] (Figura 1) [16]; LCG-2, es la forma mas severa y es causada por mutaciones en el gen BSCL2 [17],
gue codifica para Seipin, un proteina de alto peso molecular que se encuentra en la interfase entre
la membrana del reticulo endopldsmico y la gota lipidica en adipocitos [18]. De manera relevante
para esta tesis, el hecho que tanto LCG-3, causada por mutaciones en el gen CAV1, codificante para
caveolina-1, la proteina mas abundante de las caveolas y esencial para su formacion [19], como LCG-
4, causada por mutaciones en PTRF, que codifica para la proteina cavina-1, también necesaria para
la formacidn de caveolas, sugiere un rol importante de estos microdominios de membrana en el
desarrollo y/o crecimiento del tejido adiposo y en la patogenia de la lipodistrofia [20].
Actualmente, no existe cura para la LCG vy el tratamiento de estos pacientes estd
mayormente enfocado a aminorar sus complicaciones metabdlicas, que pueden ser muy graves.
Habitualmente, esto implica el uso combinado de multiples de fdrmacos insulinosensibilizantes,
hipoglicemiantes, hipolipemiantes y antihipertensivos, los que suelen tener baja eficacia en estos
pacientes [4]. Por el contrario, la metreleptina, una forma modificada de leptina recombinante y
que estd aprobada por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) de Estados Unidos para tratar
las anormalidades metabdlicas de LCG, tiene gran eficacia terapéutica [21]. Sin embargo, el acceso
a este farmaco es limitado, debido a falta de disponibilidad comercial y elevado costo econémico.
Como se indicd, AGPAT2 cataliza la sintesis de &acido fosfatidico a partir de acido
lisofosfatidico en la via de sintesis de los glicerolipidos, también llamada via del glicerol-3-fosfato
(Figura 1). En esta via, el sustrato inicial, glicerol-3-fosfato, es acilado por las enzimas glicerol-3-
fosfato aciltransferasas (GPATSs), para formar 1-acilglicerol-3-fosfato (acido lisofosfatidico, LPA), el
cual es acilado, a su vez, por las enzimas 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasas (AGPATSs) para

formar acido fosfatidico (PA). En el siguiente paso, el grupo fosfato del PA es removido para producir
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diacilglicerol (DAG). Este paso es catalizado por enzimas colectivamente denominadas fosfatasas de
acido fosfatidico (PAPs), dentro de la cuales se encuentran las Lipinas. Finalmente, el DAG es acilado
por las enzimas diacilglicerol aciltransferasas (DGATs) para producir una molécula de triglicérido
(TG) [1] (Figura 1). Por esta via, se generan sustratos necesarios para la sintesis de
glicerofosfolipidos: el PA es sustrato para la sintesis de fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol y
cardiolipina, mientras que el DAG es sustrato para la sintesis de fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina. Ademas, LPA es ligando para receptores de superficie celular
acoplados a proteina G, los que han sido involucrados en diversos efectos celulares [1].

Todas las enzimas mencionadas (GPATs, AGPATs, PAPs, DGATs y MGATs) poseen varias
isoformas, las cuales estan codificadas por genes individuales y poseen una expresion diferenciada
por tejido [22]. Se han reportado 11 isoformas de AGPATs, todas presentes en el reticulo
endopldsmico en donde catalizan la conversion de LPA a PA, a través de la esterificacidn del carbono
sn-2 del LPA.

Algunas isoformas de AGPAT (AGPAT6, AGPAT8, AGPAT10) también poseen actividad GPAT,
es decir catalizan la conversiéon de glicerol-3-fosfato a LPA, mientras que otras (AGPAT3, AGPAT7,
AGPATS8, AGPAT9, AGPAT11) también esterifican lisofosfolipidos con cabezas polares, tales como
lisofosfatidilcolina, lisofosfatidilserina, lisofosfatidilinositol, lisofosfatidiletanolamina vy
lisofosfatidilglicerol. También, las diferentes AGPATs difieren en su preferencia por sustratos
especificos [23]. Interesantemente, pese a la amplia superposicion de actividades enzimaticas y
patrones de expresion de las distintas AGPATSs, solo mutaciones en AGPAT2 causan LCG en humanos

y ratones, indicando una relevancia Unica de esta enzima en la biologia del tejido adiposo.
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Via de sintesis de glicerolipidos

Glicerol-3-fosfato (G3P)

Acido lisofosfatidico (LPA)

Fosfatidilinositol

Acido fosfatidico (PA) = Fosfatidilglicerol
Cardiolipina

W |m GLICEROFOSFOLIPIDOS

MGATs Fosfatidilcolina
2-Monoacilglicero| = Diacilglicerol (DAG) == | Fosfatidiletanolamina
(MAG) Fosfatidilserina

Triacilglicerol (TAG)

Figura 1: Via de la biosintesis de glicerolipidos (via del glicerol-3-fosfato y via del monoacilglicerol). Glicerol-
3-fosfato es el sustrato inicial para la acilacion en la posicion sn-1 por las enzimas glicerol-3-fosfato
aciltransferasas (GPATSs), para formar 1-acilglicerol-3-fosfato o acido lisofosfatidico (LPA). LPA es acilado en la
posicion sn-2 por las enzimas 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasas (AGPATSs) para formar acido fosfatidico
(PA). En el siguiente paso, el grupo fosfato es removido por las enzimas fosfatasas de acido fosfatidico (PAPs)
para producir diacilglicerol (DAG). DAG es acilado en la posicién sn-3 por las enzimas diacilglicerol
aciltransferasas (DGATSs) para producir triglicéridos (TG). Ademas, las enzimas DAG quinasas (DGKs) pueden
fosforilar a DAG para sintetizar PA. Aunque la principal via para la sintesis de glicerolipidos es la acilacion
secuencial del glicerol-3-fosfato, también pueden formarse a partir de la acilacion del 2-monoacilglicerol
(MAG) por las enzimas monoacilglicerol-aciltransferasas (MGATs). PA y DAG son sustratos para la sintesis de
glicerofosfolipidos. PA es el sustrato para la sintesis de fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol y cardiolipina. DAG
es el sustrato para fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fofatidilserina. Figura adaptada de [1].
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1.2.2. El ratdn Agpat2-/-: un modelo para el estudio de la lipodistrofia congénita generalizada.

Los ratones Agpat2”- adultos recapitulan gran parte de las caracteristicas de la LCG humana.
Sin embargo, estos animales, al contrario de los pacientes con LCG, nacen con tejido adiposo blanco
y pardo, los cuales degeneran rapidamente durante la primera semana de vida de estos animales
[3], lo cual se ha visto asociado a muerte masiva de adipocitos e inflamacidn (Figura 2). En estudios
previos de nuestro laboratorio hemos determinado que la diferenciaciéon adipogénica in vitro de
MEFs y preadipocitos provenientes de ratones Agpat2”-, presentan adipogénesis deteriorada
caracterizada por un nimero menor de células cargadas con gotas lipidicas, gotas lipidicas de
volumen mas heterogéneo y defectos en la expresidn génica de reguladores de la adipogénesis,
que incluyen reguladores tempranos de la diferenciaciéon adipogénica (factores de transcripcion
C/EBPS, C/EBPa, PPARa y PPARy) y marcadores tardios de diferenciacion adipogénica (Fsp27,
Perilipina, Leptina y Adiponectina) [3], [24].

MEFs Agpat2”’ diferenciados in vitro hacia adipocitos presentan una composicién de
fosfolipidos alterada en comparacién con las células provenientes de ratones Agpat2*/*, con niveles
elevados de acido fosfatidico y fosfatidilcolina, y reducidos de fosfatidilglicerol, fosfatidilserina y
fosfatidilinositol [3]. En higado y plasma de ratones Agpat2”/ adultos, hay aumento en los niveles de
esfingolipidos, particularmente de intermediarios de la via de sintesis de la esfingomielina, incluida
varias especies de ceramidas [25]. En el higado del ratén Agpat2” se encontraron niveles elevados
de fosfolipidos (fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y fosfatidilserina) probablemente como

consecuencia del aumento en la actividad de la via del monoacilglicerol [2].
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Agpat2**

Agpat2”

Agpat2**

Figura 2: La pérdida del tejido adiposo en ratones Agpat2”’- esta asociada a muerte celular y a inflamacién.
A) Imagenes representativas de tincion de TUNEL en secciones incluidas en parafina del tejido adiposo blanco
subcutaneo de ratones wild type y Agpat2’-. B) Secciones incluidas en parafina del tejido adiposo blanco
subcutaneo de ratones wild type y Agpat2’- fueron incubadas con el anticuerpo MAC-2 (marcador de
macrofagos) y detectado por inmunofluorescencia. Imagen modificada de [3].
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Estudios de microscopia electrdnica de transmisién en secciones de tejido adiposo blanco
subcutdneo proveniente de ratones Agpat2”- recién nacidos muestran anomalias estructurales en
gotas lipidicas, mitocondrias y membrana plasmatica [3] (Figura 3). Especificamente, en
comparacién con adipocitos de ratones normales (Agpat2*/*) que muestran 2 o 3 gotas lipidicas de
gran tamafio por célula, los adipocitos de ratones Agpat2” presentan gotas lipidicas mds numerosas
y de tamafio mds heterogéneo, aunque con predominio de gotas pequefias. También se observa
que las mitocondrias de adipocitos Agpat2”’ presentan mayor heterogeneidad de tamafio y forma,
en conjunto con desorganizacién de sus crestas.

Interesantemente, el andlisis de microscopia electrdnica revela que adipocitos del tejido
adiposo de ratones Agpat2’y MEFs Agpat2”- diferenciados in vitro muestran un nimero reducido
de caveolas en la membrana plasmatica. Aun cuando los niveles de caveolina-1 cuantificados por
western blot, no estan alterados en adipocitos y MEFs diferenciados Agpat2”’, su distribucién
subcelular es anormal, permaneciendo en compartimentos intracelulares [3].

Considerando que mutaciones en CAV1 y PTRF causan lipodistrofia en seres humanos [19],
[20], en esta tesis estudiamos el fendmeno de la reduccién del numero de caveolas en adipocitos

en la lipodistrofia de los ratones Agpat2™”".
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Figura 3: Microscopia electréonica de transmisidon revela anormalidades ultraestructurales en
tejido adiposo blanco subcutaneo de ratones Agpat2”-. (A-D) Iméagenes representativas de tejido
adiposo blanco subcutaneo de ratones Agpat2”-y Agpat2** recién nacidos (P0.5). Tejido adiposo de
Agpat2”-muestra mayor nimero de gotas lipidicas pero mas pequefias, mitocondrias anormales, y
ausencia de caveolas. Las caveolas se muestran con una punta de flecha roja. LD: gota lipidica; n:
nucleo; m: mitocondria. E) Cuantificacién de caveolas normalizadas por largo de membrana. Imagen
modificada de [3].
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1.3. Conceptos generales de la biologia de las caveolas.

Las caveolas son microdominios de la membrana plasmatica que conforman invaginaciones
en forma de omega, de 50 a 100 nm de diametro (Figura 4). Fueron descritas por primera vez en
1953 en endotelio del corazén por G.E. Palade, quien las llamd “vesiculas plasmalemales” [26]. Dos
afios después, E. Yamada describid estructuras andlogas en el epitelio de la vesicula biliar,
llamandolas “caveolas intracelulares”, debido a su semejanza con cuevas pequefas [27].
Interesantemente, las caveolas son capaces de agruparse (“clusters”) generando caveolas
interconectadas de gran tamano y altamente organizadas [28] (Figura 4), cuya relevancia bioldgica
y mecanismos por los que se forman permanecen desconocidos.

En términos generales, las caveolas son un subtipo de balsas lipidicas (lipid rafts) [29] y su
abundancia es muy variable entre tipos celulares. Asi, mientras son casi indetectables en neuronas
o hepatocitos, son muy abundantes en adipocitos, células musculares, fibroblastos o células
endoteliales, donde pueden llegar a constituir hasta el 50% de la superficie celular total [30].

Se han postulado tres funciones principales para las caveolas: 1) endocitosis: las caveolas
son susceptibles de endocitosis, formando vesiculas llamadas “caveosomas” [31], [32],
participando asi en transporte y comunicacion intracelular; 2) mecano o quimioproteccion: pueden
desarmarse en respuesta a estimulos fisicos para ejercer un mecanismo mecanoprotector [30] y por
su elevado contenido de colesterol y esfingomielina conferir resistencia a los efectos detergentes
de los acidos grasos libres extracelulares [5]; y 3) sefializacion celular: las caveolas son

microdominios de membrana enriquecidos en diversos receptores que activan cascadas de

sefnalizacion [33].
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Figura 4: Estructura y composicion de las caveolas. A) Imagen de microscopia electrénica que muestra la
presencia de caveolas (indicadas con una punta de flecha roja) en la membrana plasmatica de adipocito de
ratdn. Imagen obtenida de [34]. B) Imagen de microscopia electrénica que muestra una agrupacion de
caveolas en células endoteliales de ratdn. A estas estructuras también se les conoce como “rosetas”. Imagen
obtenida de [35]. C) Esquema de la caveola y sus componentes principales. La caveola presenta una forma de
omega y esta enriquecida en colesterol, esfingolipidos y fosfatidilserina. Complejos de cavina se unen a
oligdmeros de caveolina, los cuales estan unidos a la membrana mediante su interaccidén con colesterol,
fosfatidilserina y fosfatidilinositol-4,5-bifosfato. Figura adaptada de [36].
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1.3.1. Principales componentes proteicos de las caveolas: caveolinas y cavinas.

Las caveolinas son proteinas integrales de membrana, existen 3 isoformas conocidas y
forman homo y heterodimeros en las caveolas. Caveolina-1 es una proteina que une colesterol,
fosfatidilserina y fosfatidilinositol 4,5 bifosfato y es esencial para la formacién de caveolas en células
no musculares [37]. Caveolina-2 ha sido menos estudiada, pero se ha sugerido que es un importante
contribuyente de la sefializacion mediada por caveolas, ya que en su forma fosforilada interactua
con varias proteinas involucradas en la transduccidon de sefiales [38], [39]. Ademads, se ha
demostrado que oligdmeros de caveolinas-1 y -2 pueden servir como andamiaje para muchas
proteinas que interactlan con caveolinas, incluyendo H-Ras, c-Src, proteinas G y receptores de
factores de crecimiento, pudiendo ser concentradas en la membrana dentro de las caveolas. Esto
sugiere que las caveolas, por medio de las caveolinas, pueden actuar como estructuras de
membranas especializadas capaces de ensamblar y coordinar las funciones de complejos
multiproteicos involucrados en la transduccién de senales, trafico celular, homeostasis lipidica y
adhesidn celular [40]. Finalmente, caveolina-3 se encuentra presente solo en células musculares, y
es esencial para la formacion de caveolas en ese tipo celular [41], [42].

Las cavinas son proteinas periféricas de membrana que forman parte de la capa estriada de
las caveolas, la cual estd constituida por una matriz de filamentos que cubre la superficie
citoplasmatica de la caveola [43]. Cavina-1 es esencial para la formacidn de caveolas, y es capaz de
unirse a fosfatidilserina y fosfatidilinositol 4,5 bifosfato [30]. Cavina-2 se une a fosfatidilserina y
promueve la curvatura de la membrana caveolar [44]. Cavina-3 también se une a fosfatidilserina y
regula la endocitosis y trafico de las caveolas [45]. Cavina-4 es especifica de las células musculares
y se une a fosfatidilserina y fosfatidilinositol 4,5 bifosfato [30].

Como se menciond, mutaciones en el gen CAV1, que codifica para caveolina-1, determinan

lipodistrofia congénita generalizada en humanos [4]. En ratones jévenes (12 semanas de edad) la
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delecién génica de Cavl (Cavi”) no determina lipodistrofia manifiesta pero si resulta en resistencia
a la ganancia de peso inducida por dieta, resistencia a la insulina y defectos vasculares [46]. Por el
contrario, los ratones Cavl”" envejecidos (36 semanas de vida) muestran disminucién espontanea
del tejido adiposo, menor volumen de los adipocitos, y niveles plasmaticos elevados de triglicéridos
y acidos grasos libres [47].

Por su parte, los ratones deficientes en cavina-1 presentan un fenotipo lipodistréfico
espontdneo, con niveles elevados de triglicéridos circulantes, intolerancia a la glucosa e
hiperinsulinemia [48], de manera similar a lo observado en pacientes con LCG-4 con mutaciones en
el gen PTRF [4].

Considerados en conjunto, estos antecedentes sugieren que las caveolas y sus proteinas
determinantes caveolina-1 y cavina-1 son necesarias para la diferenciacién adipogénica y el
desarrollo de tejido adiposo in vivo, tanto en humanos como ratones.

Es importante destacar que los ratones carentes de caveolina-1 y cavina-1 no presentan
caveolas en la membrana plasmatica en ningln tejido, lo cual no ocurre con la delecién de las otras
isoformas de caveolinas y cavinas [49]-[51], lo que indica que caveolina-1y cavina-1 son esenciales
para la formacion de caveolas, tal como lo avalan diversos estudios in vitro de pérdida y ganancia

de funcién [52]-[54].

1.3.2. Composicion lipidica de la caveola: alto contenido de colesterol y esfingolipidos

Los principales lipidos de las membranas celulares en mamiferos corresponden a: 1)
glicerofosfolipidos, en los cuales una molécula de glicerol-fosfato es esterificada con dos acidos
grasos; 2) esfingolipidos, que contienen un acido graso saturado o monoinsaturado largo o muy

largo (de 16 a 32 numero de carbonos) unido a una molécula de esfingosina mediante un enlace
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amida [55]; y 3) esteroles, que son compuestos derivados del ciclopentanoperhidrofenantreno, los
gue poseen un grupo hidroxilo en el carbono 3 y una cadena lateral en el carbono 17 [56].

La membrana plasmatica de las células animales estd compuesta principalmente de
colesterol (34%), fosfatidilcolina (23%), esfingomielina (17%), fosfatidiletanolamina (11%),
fosfatidilserina (8%), fosfatidilinositol (6%) y 1% de otros fosfolipidos [57].

La composicién lipidica de las caveolas difiere del resto de la membrana plasmatica. Las
caveolas se caracterizan por tener un alto contenido de colesterol y esfongolipidos. En adipocitos
de rata, los niveles de colesterol y esfingolipidos son 3 y 2 veces mayor, respectivamente, en
caveolas que en el resto de la membrana plasmatica, mientras que los niveles totales de fosfolipidos
se mantienen [58].

Diversos estudios muestran que el colesterol es esencial para la formacion, estabilidad y
funcionalidad de las caveolas tanto en adipocitos como en otros tipos celulares [59]. En células 3T3-
L1, una linea celular capaz de adquirir fenotipo adipocitico in vitro, la disminucidn de los niveles de
colesterol por medio del tratamiento con B-ciclodextrina, resulta en pérdida de la estructura de las
caveolas, las que adquieren una forma mas alargada y plana, y disminuyen considerablemente su
numero; incluso concentraciones elevadas de B-ciclodextrina determinan desaparicién completa de
caveolas. Interesantemente, en estas células se observd que la reposicidn progresiva de los niveles
de colesterol determind reaparicién de caveolas, revelando asi la importancia del colesterol en la
biogénesis de estas estructuras de membrana [59]. Ademas, el tratamiento con B-ciclodextrina
modificd la composicidn proteica de las caveolas, causando degradacion de cavina-2 y redistribucion
de cavina-1 al citosol e inhibicién de diversas vias de sefializacién celular [59][60].

En un estudio se trataron células 3T3-L1 con inhibidores de la sintesis de colesterol, lo que
también produjo una disminucidn significativa en el nimero de caveolas, observdndose ademads una

reduccion en la sefializacion de insulina [61], apoyando la hipdtesis de la participacidon de las
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caveolas en la transduccién de seiales intracelulares dependientes de receptores de superficie
celular.

Caveolina-1 se une a colesterol libre con elevada afinidad y su asociacion a liposomas de
fosfolipidos solo ocurre si existe colesterol en el sistema [62], [63]. Ademas, se ha encontrado que
el colesterol es necesario para estabilizar los oligdmeros de caveolina-1, lo cual es esencial para la
formacién y mantencién de la caveola [64].

La composicién de esfingolipidos de las caveolas varia segun el tipo celular. Por ejemplo,
caveolas preparadas a partir del endotelio pulmonar de rata estan enriquecidas en el gangliésido
GM1 [65], mientras que en fibroblastos humanos, estdn enriquecidas en esfingomielina y ceramida
[66]. En adipocitos de rata, la fraccion caveolar es rica en esfingomielina y el ganglidsido GD3, y los
gangliésidos GM3 y GM1 poseen concentraciones similares al resto de la membrana [58].

El rol funcional de los esfingolipidos en las caveolas es poco conocido. Hay evidencia que
sugiere que la localizacidon y funcién de caveolina-1 dentro de la membrana depende de la
composicion de esfingolipidos de la membrana plasmatica [40]. Por ejemplo, en una linea celular de
queratinocitos, el aumento en los niveles de GM3 indujo la translocacion de caveolina-1 desde las
caveolas a regiones de la membrana solubles en detergente, permitiendo su interaccion funcional
con el receptor EGFR [67]. En células 3T3-L1, la induccién de resistencia a la insulina por tratamiento
con TNF-a fue acompafiado por aumento en los niveles de la sintasa de GM3 y mayor contenido de
GM 3 celular, especificamente en membranas resistentes a detergente. Este exceso de GM3 llevd a
disociacion del complejo entre el receptor de insulina y caveolina-1, sugiriendo que estos cambios
en el complejo receptor insulina/caveolina-1 podrian ser responsable de |a resistencia a la accion de
insulina en células tratadas con TNF-a [68]. Ademas, la asociacidn de caveolina-1 con balsas lipidicas
y la sefializacion dependiente de caveolina-1 parecen ser sensibles a los niveles celulares de

ceramidas, ya que un exceso de ceramidas es capaz de desplazar caveolina-1 de las caveolas [69].
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En adipocitos de ratones deficientes en serina palmitoiltransferasa (la enzima limitante para
la sintesis de novo de esfingolipidos), se encontré que la sintesis de novo de esfingolipidos es
necesaria para mantener la viabilidad de estas células y para su normal funcién metabélica [70].
Ademas, estos ratones sufrieron reduccién progresiva de la adiposidad corporal, aumento de la
infiltracion de macrdéfagos y fibrosis del tejido adiposo, niveles elevados de glicemia, resistencia a la
insulina e higado graso [70]. Aun cuando en este estudio no hubo una reduccién significativa en el
numero de caveolas en los adipocitos, es posible que un menor contenido de esfingolipidos
determine un funcionamiento anormal de estos microdominios de membrana. No obstante, es
importante destacar que no hay evidencia directa que muestre que los esfingolipidos de la
membrana plasmatica son necesarios, como si lo es el colesterol, para la formaciéon y mantencion
de las caveolas.

Respecto al rol de los fosfolipidos en la caveola, se ha sugerido que los niveles totales no
son distintos a los del resto de la membrana plasmatica [58], pero si varian en su composicién
especifica [71]. En efecto, en caveolas aisladas de células KBC, una linea celular humana de
carcinoma epidermal, se encontrd que las caveolas estaban enriquecidas en fosfatidilserina y que
tenian muy bajos niveles de fosfatidilinositol respecto al resto de la membrana [71]. Otro estudio
compard la composicién fosfolipidica de las caveolas y de la membrana plasmatica total en mucosa
de colon de ratén, encontrandose que las caveolas poseen un contenido relativamente mayor de
fosfatidilserina y menor de fosfatidilcolina [72].

Concordantemente, experimentos in vitro muestran que fosfatidilserina es un fosfolipido
clave para la formacion y estabilidad de la caveola [73]. En estos estudios se realizd un rastreo
microscopico de caveolina-1-GFP en células PSB-2, una linea celular de ovario de hamster chino
portadoras de una mutacién en el gen codificante para fosfatidilserina sintasa, que resulta en una

reduccion del 80% de los niveles de fosfatidilserina celular. En este sistema se encontré que la
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reduccion de los niveles de fosfatidilserina determina disminucién en el nimero de caveolas
visualizadas por microscopia electrdnica, menor co-localizacién de caveolina-1 con cavina-1 vy
aumento en la degradacién de cavina-1. En este mismo trabajo, se reporté que la deplecidn aguda
de fosfatidilinositol 4 fosfato y fosfatidilinositol 4,5 bifosfato, por medio de fosfatasas reclutables
por rapamicina, tenia un minimo impacto en la formacién de la caveola, apoyando un rol especifico

de fosfatidilserina en la formacion de caveolas.

1.3.3. Biogénesis de la caveola

La formacion de caveolas involucra la accién coordinada de proteinas integrales de
membrana y proteinas de membrana periférica en un proceso dependiente de sus interacciones
con lipidos de la membrana plasmatica. La estructura resultante es estabilizada por complejos
proteicos en el cuello de la caveola [30].

A través del trabajo de varios grupos de investigacion, se ha propuesto un modelo de la
biogénesis de la caveola [30], [74], ilustrado en la Figura 5. Caveolina-1 y caveolina-2 se sintetizan
en el reticulo endopldsmico, donde forman homo o hetero-oligdmeros compuestos por 7 a 14
mondmeros, altamente resistentes a detergentes. Estos oligémeros son transportados al aparato
de Golgi por medio de transporte dependiente de COPIl. En este organelo, el colesterol de la
membrana cristaliza asistiendo a la formacién de oligdmeros mds grandes de caveolina, formando
complejos 70S. Estos oligdmeros son luego transportados a la membrana plasmatica por vesiculas
secretoras dependientes de las proteinas FAPP-1 y FAPP-2. En esta ubicacion, los oligdmeros se
asocian a colesterol y son palmitoilados por la enzima palmitoil aciltransferasa, formando una
plataforma que permite la formacidn de oligdmeros de cavina. Para facilitar la interaccién entre

caveolina-1y la membrana plasmatica, caveolina-1 posee un dominio de andamiaje que contiene 3
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Figura 5: Biogénesis de la caveola. Caveolina-1 y caveolina-2 son sintetizados en el reticulo endoplasmico
(ER) y oligomerizados en complejos 8S (85-Cav) de 7 a 14 mondmeros. Estos oligdmeros son transportados
desde sitios de salida del reticulo endopldsmico (ERES) por un transporte dependiente de COPII al Aparato de
Golgi. En el Aparato de Golgi, el colesterol cristaliza en la membrana y asiste la formacion de complejos de
70S (70S-Cav) compuestos de 18 a 25 subunidades de 85-Cav. Luego, estos complejos son transportados a la
membrana plasmatica por vesiculas secretoras dependientes de FAPP-1 y FAPP-2. Cerca o en la membrana
plasmatica, palmitoil aciltransferasas palmitoila a oligdmeros 70S-Cav. Ademas, en la membrana plasmatica,
proteinas cavinas que trimerizaron en el citosol, gradualmente se agregan a los complejos 70S-Cav de la
membrana, y estos oligdmeros de cavina asisten en la curvatura de la membrana. La caveola madura consta
de tres capas: una membrana rica en lipidos anidnicos y en colesterol, cubierta de una capa de complejos 70S-
Cav palmitoilado, la cual a su vez estd rodeada de una capa estriada formada por complejos 60S-Cavina. Figura
obtenida de [74].
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residuos catidnicos que se unen a los grupos cargados negativamente de los fosfolipidos de
membrana fosfatidilserina y a fosfatidilinositol 4,5 bifosfato a través de interacciones
electrostaticas. En el citosol, las cavinas forman trimeros (complejos hetero-oligoméricos) a través
de sus dominios de hélice superenrrollada amino-terminal, los cuales se asocian con los dominios
enriquecidos en caveolina-1 de la membrana plasmatica. Para que la unién de caveolina-1 con las
cavinas ocurra es necesario que las cavinas se unan a fosfatidilserina y fosfatidilinositol 4,5 bifosfato,
de manera que la composicién lipidica de la membrana es crucial para la formacidn de la caveola.
Esta union de los trimeros de cavina a los dominios de caveolina-1 induce la curvatura de la caveola,
por un proceso aun desconocido.

Trabajos recientes han sugerido ademas la participacién del receptor tirosina quinasa ROR1
en la biogénesis caveolar a través de su unién directa a caveolina-1 y cavina-1, pero no existe
evidencia que apoye que ROR1 es un componente esencial en la formacién de las caveolas [75].

En resumen, las caveolas son estructuras de la membrana plasmatica estabilizadas por

cavinas a través de multiples interacciones de baja afinidad con lipidos de membrana y proteinas.

1.3.4. Dindmica caveolar

Las caveolas pueden tener dos destinos: 1) ser endocitadas para el transporte de moléculas
y luego sufrir fusidn con los endosomas y reciclaje a la superficie celular; o 2) ser desensambladas
en respuesta a un aumento en la tension de membrana [30].

En el ciclo de reciclaje, las caveolas se endocitan desde la membrana generando una vesicula
caveolar que se fusiona con endosomas tempranos. Este proceso de endocitosis caveolar es
dependiente de dinamina [76], inhibido por la ATPasa EHD2 [77] y estimulada por cavina-3 [78]. En
estudios realizados en fibroblastos, la caveola endocitada retiene la cubierta de cavina durante la

endocitosis, se fusiona con el endosoma temprano, y luego se recicla a la membrana plasmatica. En
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este ciclo constitutivo, la caveola no se desensambla, y los componentes claves (caveolinas y
cavinas) no se degradan [79].

En la via alternativa, las caveolas son desensambladas, pudiendo representar un aspecto
crucial de su funcién, particularmente en la mecanoproteccién celular [30]. En respuesta a un
aumento de la tension de la membrana, la caveola se “aplana” (“flattening”), para mantener la
integridad de la membrana plasmatica en respuesta a desafios fisicos. En este proceso, la asociacion
caveolina/cavina se pierde y hay liberacién de subcomplejos de cavina-1/cavina-2 y cavina-1/cavina-
3 al citosol. Estos complejos pueden ser degradados via proteosoma, interactuar con blancos
intracelulares o re-asociarse con oligdmeros de caveolina-1 de la superficie para volver a formar
caveolas. Los complejos de caveolina liberados de la caveola son internalizados y degradados en el
sistema endo-lisosomal. Ademds, cambios en la arquitectura de la caveola pueden alterar los
contactos cavina/lipidos, ayudando asi al desensamble. Consistente con esto, la deficiencia de
caveolas produce un aumento de la tensidon de la membrana cuando se induce edema celular, lo
gue no se observa en células que poseen un abundante nimero de caveolas, las que se aplanan a

medida que las células aumentan su volumen [80].

1.3.5. La importancia de caveolas en el tejido adiposo

Como se menciond en la seccién 1.2, los adipocitos poseen abundantes caveolas, dando
cuenta del 20-50% del total de la superficie celular [81]. Los adipocitos expresan las caveolinas-1y -
2,y las cavinas-1, -2 y -3 [45]. Las funciones que se han propuesto para las caveolas en adipocitos
incluyen [82]: 1) facilitacién del flujo de acidos grasos extracelulares; 2) regulacion de vias de
sefializacion involucradas en el metabolismo de lipidos; 3) trafico vesicular y/o endocitosis; 4)
proteccion contra la lipotoxicidad y 5) diferenciacion adipogénica. Importantemente, defectos en

cada una de estas funciones pueden estar involucrados en la relacion de caveolas y lipodistrofia.
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En cuanto al flujo de acidos grasos, se ha encontrado que la presencia de caveolas aumenta
la captacién de acidos grasos y su acumulacién en adipocitos [83]. Se ha postulado que la estructura
oligomérica de caveolina-1 presente en la caveola permitiria la concentracion y estabilizacion de
acidos grasos en la cara citoplasmatica de la caveola, donde pueden ser metabolizados. En estudios
en que se induce pérdida de caveolas en células 3T3-L1, ya sea por deplecidén de colesterol con B-
ciclodextrina o por delecién génica de cavina-1, se produce disminucién de la captacion de acidos
grasos [83], [84]. Ademas, proteinas de unién y transporte de acidos grasos, como CD36, residen en
las caveolas [34].

Respecto a la sefializacién celular en caveolas, se ha demostrado que multiples receptores
y proteinas involucradas en la transduccién de sefiales y que son importantes para la funcién del
adipocito residen en las caveolas, incluyendo el receptor de insulina [85], proteinas de unién y
transporte de d4cidos grasos, como CD36 [34], receptores B-adrenérgicos y receptores de
adiponectina, entre otros [34], [86]. Diversos estudios han demostrado que la caveola es
importante para la activacién de las vias de sefializacion inducidas por estos receptores. Por
ejemplo, se ha destacado la importancia de estos microdominios en la via de sefializacién activada
por la insulina [48], [87]. En el ratdn knock out para caveolina-1, que carece de caveolas, se observd
que el tejido adiposo mostraba una reduccidn del 90% en los niveles proteicos del receptor de
insulina, sin cambio en sus niveles de MRNA [46]. Las caveolas también participan en la activacion
de los receptores B-adrenérgicos, promoviendo la hidrdlisis de los triglicéridos de las gotas lipidicas
(lipdlisis). Concordantemente, el knock-down de cavina-1, y por lo tanto, la deplecion de caveolas
en adipocitos en cultivo, se asocié a menor activacion de la lipdlisis en respuesta a estimulos
adrenérgicos [88]. En otros estudios, la pérdida de caveolas en células 3T3-L1, por deplecién de
colesterol con B-ciclodextrina o por delecidn de cavina-1, determind disminucidn de la lipdlisis [52],

[84].
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En cuanto a la funcidon de las caveolas en endocitosis, en cultivos primarios de adipocitos, el
receptor de insulina autofosforilado en respuesta a la estimulaciéon por insulina es rapidamente
endocitado mediante un proceso de endocitosis mediada por caveola, involucrando fosforilacion
en tirosina de caveolina-1 [89]. Ademas, mediante el uso de un RNA de interferencia para caveolina-
1 en células 3T3, se encontrd que el transportador de glucosa GLUT-4 se internaliza mediante
endocitosis mediada por caveola [90]. Similarmente, Le Lay y cols. sugirieron que la internalizacién
de colesterol en adipocitos requiere endocitosis caveolar [91], destinando este colesterol hasta la
gota lipidica para ser almacenado como colesterol libre. Por otro lado, se ha postulado que la
caveola también participaria en el eflujo de colesterol [92], [93]. Finalmente, un trabajo reciente
demostré que la adipoquina TRAP5a ingresa a la célula mediante endocitosis mediada por caveolas
en células progenitoras de adipocitos, promoviendo la proliferacién y diferenciacién de células
madre mesenquimales, preadipocitos y osteoblastos [94].

Los adipocitos presentan un elevado flujo de dacidos grasos desde y hacia el medio
extracelular. Los acidos grasos son detergentes débiles a pH fisioldgico y las caveolas son dominios
resistentes a detergentes. Por lo tanto, se ha propuesto que las caveolas confieren proteccién a los
adipocitos frente a la lipotoxicidad de niveles elevados de acidos grasos libres. Experimentos en
preadipocitos sometidos a diferenciacion adipogénica in vitro en los cuales se depletd caveolina-1,
demostraron que la falta de caveolas aumenta significativamente la susceptibilidad a la lipotoxicidad

mediada por acidos grasos en comparacién con células en las cuales si se expresa caveolina-1y

poseen caveolas [5]. Los mismos resultados se obtuvieron en experimentos usando células HEK293
en que se les indujo la expresion de caveolina-1 [95]. Interesantemente, en experimentos realizados
en nuestro laboratorio, se encontré que al someter a preadipocitos en cultivo a cantidades elevadas

de 4cido palmitico, el cual es un estimulo lipotéxico, preadipocitos Agpat2”- son mas susceptibles a

la muerte celular que adipocitos wild type (Agpat2*/*), lo cual fue evaluado por diferentes ensayos
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de muerte celular: caspasa-3 activada, localizacién subcelular de citocromo c, ensayo LDH y ensayo
MTT [96].

Es posible que esta lipotoxicidad aumentada en adipocitos Agpat2”- se relacione a la
disminucién de caveolas, las cuales protegen de la toxicidad que produce una concentracion elevada
de 4cidos grasos. Otra causa para esta lipotoxicidad podria deberse a una alteracién lipidica de la
membrana, ya que algunos estudios han sugerido que cambios en la composicion lipidica de la
membrana plasmatica induce muerte celular, ya sea por lipidos que inducen directamente muerte,
o por lipidos que cambian la fluidez y las propiedades biofisicas de la membrana, lo cual también
aumenta la susceptibilidad a muerte celular [97], [98].

Finalmente, se ha sugerido que las caveolas estan involucradas en el proceso de
diferenciacidon adipogénica. Tal como se menciond anteriormente, las caveolas participan en la
activacion de diversas vias de sefializacién, muchas de las cuales son cruciales para la diferenciacion
adipogénica, entre las que destacan las vias dependientes del receptor de insulina. De esta forma,
diversos estudios in vitro han evaluado la importancia de las caveolas en adipogénesis. Se ha
observado que durante la diferenciacidn adipogénica de células 3T3-L1, el nimero de caveolas [99],
[100] y la abundancia de caveolina-1 [101] y cavina-1 [102] aumenta conforme la diferenciacion
progresa, sugiriendo que las caveolas participan en la regulacion de la adipogénesis. Ademas, se ha
demostrado que caveolina-1 es importante para la formacion eficiente de gotas lipidicas, ya que

MEFs deficientes en caveolina-1 acumulan ~5 veces menos gotas lipidicas que MEFs wild type [52].

1.4. Resumen de antecedentes

Mutaciones en Agpat2 son la causa mas frecuente de lipodistrofia congénita generalizada
en humanos [1]. El ratén Agpat2”’ presenta un fenotipo lipodistréfico, caracterizado por la carencia

de tejido adiposo, resistencia a la insulina, esteatosis hepatica e hiperglicemia [2]. Fibroblastos
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embrionarios murinos (MEFs) y preadipocitos provenientes de ratones Agpat2” presentan
adipogénesis deteriorada in vitro. MEFs diferenciados y adipocitos del tejido adiposo de ratdn
Agpat2’ recién nacido (P0.5) presentan una marcada reduccién en el nimero de caveolas en la
membrana plasmatica. A raiz de estas observaciones, en esta tesis evaluamos si defectos en la
composicion lipidica de la membrana plasmdatica o en los niveles o localizaciéon subcelular de
caveolina-1y cavina-1 podrian explicar el por qué poseen bajo nimero de caveolas y, esto a su vez,
podria explicar defectos moleculares que determinan adipogénesis fallida y mayor susceptibilidad a
muerte de los adipocitos Agpat2”’. Ademas, estudiamos la via de sefializacién dependiente de
insulina, que es esencial para la formacion de gotas lipidicas y de la adquisicién de un fenotipo de
adipocito maduro, y que ha sido relacionada directamente a la abundancia de caveolas en los

adipocitos [46].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipdtesis

La deficiencia de caveolas en adipocitos Agpat2”- se asocia a alteraciones en la composicién
lipidica de la membrana plasmatica, en la abundancia o distribucién subcelular de caveolina-1y
cavina-1 y/o a menor activacién de la via de sefializacién de insulina.

OBJETIVOS

2.2. Objetivo general

Determinar si la deficiencia de caveolas en adipocitos Agpat2”’- se asocia a alteraciones en
la composicion lipidica de la membrana plasmatica, en la abundancia o distribucion subcelular de

caveolina-1y cavina-1 y/o a menor activacion de la via de sefializacion de insulina.

2.3. Objetivos especificos

1. Determinarla abundancia de caveolas en la membrana plasmatica de preadipocitos Agpat2-
'y Agpat2** sometidos a diferenciacién adipogénica in vitro y en adipocitos del tejido
adiposo de ratones Agpat2” y Agpat2*/*.

2. Evaluar los niveles basales de la via de sefalizacidn inducida por insulina en preadipocitos
Agpat2’-y Agpat2*'* sometidos a diferenciacién adipogénica in vitro.

3. Determinar la abundancia y localizacién subcelular de caveolina-1 y cavina-1 en
preadipocitos Agpat2”’- y Agpat2** sometidos a diferenciacién adipogénica in vitro y en

adipocitos del tejido adiposo de ratones Agpat2”-y Agpat2*/*.
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Determinar los niveles de colesterol, esfingolipidos y fosfolipidos celulares totales y de
membrana plasmatica de preadipocitos Agpat2”- y Agpat2*/* sometidos a diferenciacidn
adipogénica in vitro y en adipocitos del tejido adiposo de ratones Agpat2”"y Agpat2*/*.

Cuantificar la abundancia, a nivel de mRNA, de reguladores del metabolismo de lipidos en

preadipocitos Agpat2”"y Agpat2*/* sometidos a diferenciacién adipogénica in vitro.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. Reactivos de genotipificacién

Tampon de lisis para PCR (Direct PCR Lysis Reagent, Viagen), proteinasa K (Merck),
polimerasa para la reaccion de PCR (Phire Hot Start Il DNA Polymerase, Thermo Scientific), dNTPs
Mix 10 mM (Thermo Scientific), marcador de peso molecular de DNA (GeneRuler 100 bp DNA Ladder,
Thermo Scientific), tampdn de carga para DNA (Gel Loading Dye 6X, Thermo Scientific), agarosa
(SeaKem LE Agarose, Lonza), tincion para visualizar el DNA (SYBR™ Safe DNA Gel Stain, Thermo

Scientific).

3.1.2. Reactivos de cultivo celular

Medio DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12, Gibco),
antibiotico-antimicdtico (Gibco), suero fetal bovino (Gibco), tripsina-EDTA 0,25% (Gibco), azul de

tripan (Gibco).

3.1.3. Reactivos para la obtencién de cultivo primario de preadipocitos y diferenciacion adipogénica

in vitro

Colagenasa tipo Il (Thermo Scientific), bicarbonato de potasio (KHCOs) (Sigma), fosfato
monopotasico (KH,PO,) (Calbiochem), sulfato de magnesio (MgSQ,) (Sigma), cloruro de potasio (KCl)
(Calbiochem), cloruro de sodio (NaCl) (Calbiochem), cloruro de calcio (CaCly) (Calbiochem), D-
glucosa (Gibco), albumina de suero bovino libre de acidos grasos (Sigma), filtro celular de 40y 100

um (Falcon), tampdn de lisis ACK (Thermo Scientific), dexametasona (Sigma), indometacina
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(Sigma), isobutilmetilxantina (Sigma), rosiglitazona (Merck), triiodotironina (T3) (Sigma), insulina

(Sigma).

3.1.4. Reactivos para microscopia

Glutaraldehido (Glutaraldehyde 25% Solution, EM Grade, Distillation Purified, Electron
Microscopy Sciences), tampén cacodilato de sodio (Sodium Cacodylate Trihydrate, Electron
Microscopy Sciences), paraformaldehido (Merck), glicina (Merck), Triton™ X-100 (Sigma), gelatina
de pescado (Gelatin from cold water fish skin, Sigma), 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indacene (BODIPY) 493/503 (Invitrogen), Hoechst 33258 (Life Technologies),
Fluoromont-G (Electron Microscopy Sciences), medio de montaje para cortes en cridstato (Optimal
Cutting Temperature Compound, Tissue-Tek), Oil Red O (Sigma), portaobjetos cargados

positivamente (Super frost Plus, Thermo Scientific), tampdn PBS 10X (Merck).

3.1.5. Reactivos para western blot

Tampdn RIPA (Lysis and Extraction Buffer, Thermo Scientific), inhibidor de proteasas (Halt™
Protease Inhibitor Cocktail 100X, Thermo Scientific), inhibidor de fosfatasas (Halt™ Phosphatase
Inhibitor Cocktail 100X, Thermo Scientific), kit del acido bicinconinico (Pierce™ BCA Protein Assay
Kit, Thermo Scientific), acrilamida (40% Acrylamide/Bis Solution 37,5:1, Biorad), persulfato de
amonio (Biorad), dodecil sulfato de sodio (Biorad), TEMED (Biorad), tampdn de carga de proteinas
(Lane Marker Reducing Sample Buffer, Thermo Scientific), marcador de peso molecular de proteinas
(AccuRuler RGB Plus Pre-stained Protein Ladder, Maestrogen), membrana de polifluoruro de
vinilideno (Immun-Blot® PVDF Membrane, Biorad), reactivos de quimioluminiscencia Westar Sun

(Cyanagen) y Westar Supernova (Cyanagen), Tween 20 (Promega), Ponceau S (Sigma), tampdn de
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Stripping (Restore WB Stripping Buffer, Thermo Scientific), tampdn TBS 10X (Winkler), tampdn tris-

glicina 10x (Biorad).

3.1.6. Reactivos para RT-gPCR

Agua libre de nucleasas (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen), Trizol
(Thermo Scientific), kit para el tratamiento con DNAsa (TURBO DNA-free™ Kit, Invitrogen), kit para
transcripcién reversa (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems), Master
mix para la reaccién de qPCR (Fast SYBR™ Green Master Mix, Applied Biosystems), tampdn de carga
para RNA (2X RNA Loading Dye, Thermo Scientific), placas para gPCR (MicroAmp™ Fast Optical 96-
Well Reaction Plate, 0.1 mL, Thermo Scientific), film adhesivos para placas de qPCR (MicroAmp™

Optical Adhesive Film, Thermo Scientific).

3.1.7. Anticuerpos

e Para western blot:
Anti-B Tubulina 1:5.000 (Abcam, ab6046), Anti-PTRF/cavina-1 1:1.000 (Abcam, ab48824), Anti-
Caveolina-1 1:1.000 (Cell signaling, 3267), Anti-ATPasa sodio potasio 1:20.000 (Abcam, ab76020),
Anti-EEA1 1:1.000 (Sigma, E7659), Anti-GM130 1:1.000 (BD Bioscience, 610822), Anti-LAMP1
1:1.000 (Cell Signaling, 3243), Anti-Calnexina 1:1.000 (Enzo, ADI-SPA-860-F), Anti-PMP70 1:1.000
(Millipore Sigma, SAB4200181), Anti-B-Actina 1:1.000 (Cell Signaling, 4967), Anti-GPAT1 1:1.000
(anticuerpo donado por el Dr. Jay Horton), Anti-fosfo Akt 1:1.000 (Ser473) (Cell Signaling, 4060),
Anti-Akt 1:1.000 (Cell Signaling 4685), Anti-fosfo Erk 1:1.000 (Thr202/Tyr204) (Cell Signaling, 9106)
, Anti-ERK 1:1.000 (Cell Signaling, 4695), Anti-Receptor de insulina f 1:1.000 (Cell Signaling, 3025),
Anti-Vinculina 1:1.000 (Santa Cruz, sc-73614), Anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody 1:5.000 (Cell

Signaling, 7076), Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody 1:5.000 (Cell Signaling, 7074).
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e Para inmunofluorescencia:
Anti-PTRF/cavina-1 1:100 (Abcam, ab48824), Anti-Caveolina-1 1:100 (Cell signaling, 3267), Anti-GST
1:500 (Rockland, R.600-101-200), Anti-Mac2 1:200 (Cedarlane, CL8942AP), Anti-Lampl 1:200
(Abcam, ab25245), Donkey anti-Goat IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 555
1:1.000 (Invitrogen, A21432), Donkey anti-Rat IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody,
Alexa Fluor 488 1:1.000 (Invitrogen, A21208), Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed

Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 1:1.000 (Invitrogen, A21206).

3.1.8. Reactivos para estudios de lipidédmica

Los solventes organicos hexano, metil acetato, acetonitrilo, diclorometano, metanol, metil
ter-butil éter, isopropanol y acetonitrilo son grado HPLC o LC/MS y fueron obtenidos en Sigma. Los
estandares SPLASH™ LipidoMix™ de la mayoria de los lipidos fueron obtenidos en Avanti Polar
Lipids. Los estdndares de acidos grasos (16:0{?Hs1}, 18:1w9{?Hs}, y 20:4 w6{?Hs}) fueron obtenidos

de Cayman Chemical.

3.1.9. Reactivos para la purificacién de membrana plasmatica

Tampdn HEPES (Sigma), sacarosa (Sigma), EGTA (Merck), azida de sodio (NaNs) (Merck),

inhibidor de proteasas (cOmplete™ Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche).
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3.2. METODOS

3.2.1. Mantencidn y genotipificacidn de ratones.

Ratones Agpat2*/* (wild type) y Agpat2”’ fueron generados a partir de cruzas entre machos
y hembras Agpat2*-. Estos ratones fueron desarrollados en University of Texas Southwestern
Medical Center (UTSW) y transferidos a la Pontificia Universidad Catélica de Chile a través de un
acuerdo de transferencia de material (ATM). Los ratones se mantuvieron en ciclos de 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad, alimentados con dieta estandar (Prolab RMH 3000 5P00, LabDiet) y
agua ad libitum. Todos los experimentos y procedimientos realizados fueron aprobados por el
Comité Etico Cientifico Para El Cuidado De Animales y Ambiente de la Pontificia Universidad Catdlica
de Chile (ID del proyecto: 170822007). En el caso de los experimentos realizados en la UTSW durante
la pasantia doctoral en el extranjero, fueron aprobados por el Institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC) de UTSW (ID del proyecto: 2015-100938).

Para la genotipificacion, un trozo de cola de los neonatos o de oreja en el caso de los adultos,
fue digerido con proteinasa K 0,4 mg/mL en 100 pl de tampdn de lisis para PCR por 12 h a 55°C y 2
h a 85°C. El producto de digestién fue centrifugado 5 min a 3.000 g, y el DNA obtenido fue usado
como templado para el PCR de genotipificacidn. Los partidores del PCR son los siguientes: partidor
A8: 5’-AAA GCT GTG CCA GGG TGG GT-3’; partidor A15: 5-CGG CTA GGT AAG CAG TTT GA-3’;
partidor SI75: 5’-GAT TGG GAA GAC AAT AGC AGG CAT GC-3'. El programa consiste en: a) 30 sa 98°C
(denaturacidn inicial); b) 8 ciclos de 5 s a 98°C de denaturacién, 5 s a 70°C de alineamiento, 10 s a
72°C de extensidn y 25 ciclos de 5 s a 98°C de denaturacion, 5 s de 62°C de alineamiento, 10 sa 72°C
de extensidén, y c) 1 min a 72°C de extension final. Las bandas obtenidas son de 782 pb para wild

type y de 614 pb para Agpat2™”".
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3.2.2. Obtencidon de cultivo primario de preadipocitos

Ratones recién nacidos fueron eutanasiados mediante decapitacidon y el tejido adiposo de
la regién interescapular fue extraido quirdrgicamente. Estos tejidos fueron incubados con tampdn
de digestion (colagenasa tipo Il al 0,2%, KHCO3; 25 mM, KH,PO4 12 mM, MgS04 1,2 mM, KCl 4,8 mM,
NaCl 120 mM, CaCl, 1,2 mM, glucosa 5 mM, BSA 2,5% y antibidtico/antimicético 1%, pH 7,4) a 37 °C
por 45 min a 800 rpm en un agitador de tubos (Thermoshaker Biobase), para luego ser
homogenizados con micropipeta P1000. La suspensidon celular generada se filtré por un filtro celular
de 100 um para eliminar los restos tisulares y agregados celulares. Luego, cada muestra se incubd
con tampdn de lisis ACK por 4 min a temperatura ambiente para eliminar células sanguineas.
Posteriormente, se centrifugd a 300 g por 5 min, y se descartd el sobrenadante. El pellet fue
resuspendido en 1 mL de medio de cultivo completo (DMEM-F12, antibidtico-antimicético 1%,
suero fetal bovino 10%) vy se filtré por un filtro celular de 40 um. Luego, se centrifugd a 300 g por 5
min. El pellet obtenido es la fraccién estromal vascular, la cual contiene los preadipocitos. El pellet
fue resuspendido en 1 mL de medio de cultivo completo, y se sembré en 6 pocillos de una placa de
24 pocillos. Una vez que las células llegaron a confluencia, se disgregaron con Tripsina-EDTA y cada
muestra fue expandida a una placa de 12 pocillos completa. Cuando llegaron a confluencia, las
células se disgregaron con tripsina-EDTA, se contaron con cdmara de Neubauer y azul de tripan, y
se sembraron de 15.000-20.000 células/cm? de drea de crecimiento. Una vez confluentes, los

preadipocitos fueron sometidos a diferenciacion adipogénica.

3.2.3. Diferenciacién adipogénica in vitro de cultivo primario de preadipocitos

Preadipocitos fueron incubados con medio de induccién adipogénica (medio de cultivo
completo suplementado con dexametasona 0,5 puM, indometacina 125 nM, isobutilmetilxantina 0,5

mM, rosiglitazona 1 nM, triiodotironina (T3) 1 nM, e insulina 20 nM). Al dia 2 de diferenciacién, el
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medio fue reemplazado por medio de mantencion (medio de cultivo completo suplementado con
T3 1 nMe insulina 20 nM). En los siguientes dias, el medio fue reemplazado cada 2 dias con medio
de mantencion. En la figura 6 se puede observar la tincidon de gotas lipidicas con Oil red O,
compuesto que tifie lipidos neutros, de preadipocitos a dia 0 y 7 post induccién adipogénica.
Podemos observar que preadipocitos wild type son capaces de adquirir un fenotipo de adipocito
maduro, con un nimero elevado de células cargadas de gotas lipidicas, a diferencia de los adipocitos
Agpat2-, los cuales poseen pocas células cargadas con gotas lipidicas, y estas gotas son de menor

tamanfio que las gotas lipidicas de los adipocitos wild type.

3.2.4. Obtencidn del tejido adiposo interescapular y subcutdneo de ratones

Ratones Agpat2” y wild type fueron eutanasiados mediante decapitacién a edades
postnatal PO.5, P2.5, P4.5 y P6.5. La seccion toracica del raton fue fijada con paraformaldehido
4%/PBS durante 48 h a temperatura ambiente, luego fueron transferidos a un tampdn sacarosa
30%/PBS por 48 horas a 4°C, y luego incluidos en medio de montaje Optimal Cutting Temperature
(OCT) para cortar el tejido y obtener secciones tordcicas transversales de 20 um de grosor por medio
de un criostato (Leica CM 1850). Ademas, a los tiempos ya mencionados, el tejido se extrajo
quirargicamente y rapidamente fue congelado en nitrégeno liquido, y luego guardado a -80°C para

su posterior uso.

3.2.5. Microscopia electrdnica de transmision

Tejido adiposo interescapular de ratones P2.5 y preadipocitos Agpat2”’ y wild type
sembrados en placas Mattek de 35 mm de didmetro (con cubreobjetos de vidrio N°1,5 y 14 mm de
didmetro incorporado en el fondo de la placa) a dias 7 y 10 post induccién adipogénica fueron

fijados en 2,5% de glutaraldehido/0,1 M cacodilato de sodio a pH 7, y procesadas en UTSW Electron
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Dia 0 ia 7

Figura 6: Tincién de gotas lipidicas de adipocitos Agpat2”- y wild type diferenciados in vitro. Tincién con Oil
red O de adipocitos Agpat2” y wild type a dia 0y 7 post induccién adipogénica. Barra de escala: 50 pm.
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Microscopy Core Facility. Las muestras fueron visualizadas mediante microscopio electrénico de
transmisién Jeol JEM-1400.

Tejido adiposo interescapular de ratones P0.5 y preadipocitos Agpat2”’- y wild type
sembrados en cubreobjetos de pldstico Thermanox a dia 7 post induccidon adipogénica fueron
fijados en 2,5% de glutaraldehido/ 0,1 M cacodilato, y procesados en la Unidad de Miscroscopia
Avanzada UC de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Las muestras fueron visualizadas

mediante microscopio electrdnico de transmisidn Philips Tecnai 12.

3.2.6. Tincion con Oil Red O

Primero, se prepard la solucién madre de QOil red O, disolviendo 0,5 g de Qil red O en 100 mL
de isopropanol. Luego, se prepard la solucién de trabajo de Qil red O, utilizando 6 partes de la
soluciéon madre y 4 partes de agua milli Q. Esta solucidn fue filtrada por filtro de jeringa de 0,22 um.

Preadipocitos sembrados en placas de 24 pocillos fueron fijados en PFA 4%/PBS por 30 min,
y luego lavados 3 veces con PBS. Luego, las muestras se incubaron con solucién de trabajo de Oil
Red O durante 15 min, se lavaron 1 vez con etanol 60%, y finalmente 1 lavado con PBS. Las muestras

fueron visualizadas bajo campo claro en el microscopio Eclipse TS2R.

3.2.7. Inmunofluorescencia en preadipocitos

Preadipocitos sembrados en cubreobjetos de vidrio de 12 mm de didmetro y 0,13-0,17 mm
de grosora diferentes dias de diferenciacion fueron fijados en PFA 4%/PBS por 30 miny luego fueron
lavados 3 veces con PBS, incubados con glicina 0,1 M/PBS por 5 min, permeabilizados con 0,05% de
Tritdon X-100/PBS por 10 min y bloqueados con 3% de gelatina de pescado 1 h a temperatura
ambiente. Luego, se lavaron 1 vez con 0,2% de gelatina de pescado/PBS y se incubaron con el

anticuerpo primario disuelto en 0,2% de gelatina de pescado/PBS toda la noche a 4°C en camara
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himeda. Después de 4 lavados con 0,2% de gelatina de pescado/PBS, fueron incubadas con
anticuerpo secundario acoplado a un marcador fluorescente disuelto en 0,2% de gelatina de
pescado/PBS durante 1 h a temperatura ambiente. Las gotas lipidicas se tifieron con BODIPY 1
pug/mL durante 15 min y los ndcleos con Hoechst (dilucidn 1:5.000) durante 15 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se lavd 3 veces con PBS y se monté con fluoromont-G.

Las células fueron visualizadas en microscopio confocal Nikon espectral o microscopio Zeiss
Airyscan, en la Unidad de Miscroscopia Avanzada UC de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Las imagenes obtenidas en el microscopio fueron procesadas mediante el software Imagel.

3.2.8. Inmunofluorescencia en tejido

Cortes transversales de la seccion toracica de ratones ya fijados y montados en un
portaobjeto cargado positivamente fueron lavados 3 veces con PBS, incubados con glicina 0,1
M/PBS por 10 min, permeabilizados con 0,05% de Tritén X-100/PBS por 30 min y blogqueados con
3% de gelatina de pescado 1 h a temperatura ambiente. Luego, se lavaron 1 vez con 0,2% de gelatina
de pescado/PBS y se incubaron con el anticuerpo primario disuelto en 0,2% de gelatina de
pescado/PBS toda la noche a 4°C en cdmara humeda. Al dia siguiente, después de 4 lavados con
0,2% de gelatina de pescado/PBS, las muestras fueron incubadas con anticuerpo secundario
acoplado a un marcador fluorescente disuelto en 0,2% de gelatina de pescado/PBS durante 1 h a
temperatura ambiente. Las gotas lipidicas se tifieron con BODIPY 1 pg/mL durante 15 min y los
nucleos con Hoechst (dilucidn 1:5.000) durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, se lavd
3 veces con PBS y se montd con fluoromont-G.

Los cortes fueron visualizados en microscopio confocal espectral Nikon o microscopio Zeiss
Airyscan, en la Unidad de Miscroscopia Avanzada UC de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Las imagenes obtenidas en el microscopio fueron procesadas mediante el software Imagel.
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3.2.9. Western blot

Cultivos primarios de preadipocitos Agpat2’ y wild type en diferentes dias de diferenciacién
fueron despegados de la placa con raspador de células. Las células se centrifugaron por 5 min a
5.000 rpm a 4°C. El pellet celular fue resuspendido en tampdn RIPA suplementado con antiproteasas
y/o antifosfatasas. Se incubd durante 30 min en hielo, y luego se centrifugd por 15 min a 14.000 rpm
a 4°C, obteniéndose el extracto proteico el cual corresponde al sobrenadante. Se cuantificaron
proteinas con el kit del acido bicinconinico (BCA). 25 ug del extracto proteico fueron incubado con
tampon de carga de proteinas y resueltos en electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sddico (SDS). El gel fue electrotransferido a membranas de PVDF, en las cuales se
visualizaron las proteinas con solucidon de rojo Ponceau. Las membranas fueron incubadas con
solucién de bloqueo (leche descremada 5%/0,1% Tween en TBS) por 1 h. Luego, las membranas
fueron incubadas con el anticuerpo primario disuelto en leche descremada 5%/0,1% Tween en TBS
toda la noche a 4°Cy en agitacion. Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas 3 veces por 5 min
con 0,1% Tween en TBS y luego incubadas con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rabano por 2 h a temperatura ambiente en agitacidon. Las membranas fueron visualizadas por
guimioluminiscencia utilizando los equipos C-DiGit Blot Scanner (Licor) or G:Box (Syngene). Los
analisis de cuantificacion de bandas obtenidas en las membranas fue realizada con el software

Imagel.

3.2.10. Visualizacidon de depdsitos de colesterol mediante sonda PFO-GST

El colesterol libre presente en secciones toracicas transversales y en los adipocitos en cultivo
se detecté mediante la sonda recombinante perfringolysin O (PFO) fusionada a la proteina

glutation—S-transferasa (GST) [103], donada gentilmente por la Dra. Katarzyna Kwiatkowska
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(Departamento de Biologia Celular, Nencki Institute of Experimental Biology, Polonia). PFO es una
toxina proteica que pertenece a la familia de citolisinas de unién a colesterol, producida por la
bacteria Clostridium perfringens. La sonda utilizada en esta tesis, PFO-GST, se une especificamente
a depdsitos intracelulares de colesterol y no detecta el colesterol integrado en membranas
celulares.

Las células o tejidos fijados fueron lavados 3 veces con PBS, 1 vez incubados con glicina 0,1
M durante 5 min en el caso de las células y 10 min en el caso del tejido, 1 vez lavados con PBS,
permeabilizados con Tritén X-100 0,05%/PBS por 10 min en el caso de las células y 30 min para el
tejido. Después, se lavaron 1 vez con PBS y se bloqued con gelatina de pescado 3%/PBS por 1 hora
a temperatura ambiente. Luego, las células o tejidos fueron tratados con 5 pg/mL de PFO-GST por
45 min a temperatura ambiente. Después de 5 lavados con gelatina de pescado 0,2%/PBS, las
muestras se incubaron con anticuerpo anti-GST preparado en gelatina de pescado 0,2%/PBS toda la
noche a 4°C en cdmara humeda. Al dia siguiente, las muestras fueron lavadas 5 veces con gelatina
de pescado 0,2%/PBS e incubadas con anticuerpo secundario anti-goat por 1 h a temperatura
ambiente. Ademss, las células se incubaron con BODIPY 1 ug/mL durante 15 min para marcar gotas
lipidicas y Hoechst (dilucién 1:5.000) para marcar nucleos. Finalmente, se lavd 3 veces con PBS y se
montd con fluoromont-G. Las células y tejidos fueron visualizadas bajo microscopio confocal
espectral Nikon o microscopio Zeiss Airyscan, en la Unidad de Miscroscopia Avanzada UC de la
Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Las imagenes obtenidas en el microscopio fueron

procesadas mediante el software Image J.

3.2.11. Cuantificacién de los niveles de colesterol

La concentracidn del colesterol total en tejido adiposo interescapular y en adipocitos en

cultivo fue cuantificada mediante el kit Amplex™ Red Cholesterol Assay Kit, siguiendo las
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instrucciones del proveedor. Esta técnica se basa en el ensayo enzimatico de Allain [104], y consiste
en que los ésteres de colesterol son hidrolizados por la enzima colesterol esteresa formandose
colesterol libre, el cual es luego oxidado por la colesterol oxidasa generando peréxido de hidrégeno
y un producto ceténico. El perdéxido de hidrégeno es luego detectado usando 10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina (reactivo Amplex® Red). En la presencia de la peroxidasa de rdbano, el reactivo
Amplex® Red reacciona con el peréxido de hidrégeno con una estequiometria 1:1, produciendo
resorufina, un producto altamente fluorescente, el cual es detectado en un lector de fluorescencia.
Previo a la medicién de colesterol se realizd una extraccion de lipidos en cada muestra, mediante el
método de Folch [105]. Para eso, 50 ug de extracto proteico fue secado bajo corriente de nitrégeno.
A este extracto seco, se afiadid 3 mL de metanol, se mezcld en agitador tipo vortex por 10 s y luego
se sometid a sonicador por 30 min. Después, se agregaron 6 mL de cloroformo, se agité durante 1
min y se incubd 30 min a 50°C. Se agregd 2 mL de agua, se agité durante 2 min y se incubd toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente, las muestras fueron centrifugadas a 700 rpm por 20 min a 4°C. Luego
de la centrifugacidn, se generaron 2 fases: una fase acuosa superior (agua/metanol) y la fase
organica inferior (cloroformo). Se colecté la fase cloroformo (que contiene el colesterol), la cual se
traspasoé a un tubo de vidrio la cual se habia ambientado previamente con 10 ul de Tritén X-100 al
1% en cloroformo. Se secé la fase cloroformo bajo corriente de nitrégeno, y luego se procedio a la
medicion de colesterol con el kit Amplex™ Red Cholesterol Assay Kit siguiendo las instrucciones del

proveedor.

3.2.12. Aislamiento de la membrana plasmatica

El protocolo para aislar la fraccion de membrana plasmatica en tejido adiposo y adipocitos
en cultivo se basd en el protocolo de Bilan et al. [106]. Preadipocitos en cultivo a dia 0 y 10 post

induccion adipogénica se lavaron 2 veces con tampdn PBS frio, y fueron despegadas de la placa con
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un raspador celular. Las células se centrifugaron a 700 g por 10 min a 4°C. El pellet celular fue
resuspendido (1,3 mL por cada placa de 100 mm utilizada) en tampdn de homogenizacién frio
(sacarosa 250 mM, HEPES 20 mM pH 7,4, EGTA 2 mM, NaNs; 3 mM, inhibidores de proteasas). Las
células resuspendidas fueron homogenizadas con un Dounce de vidrio tipo A (20 hits).

En el caso del tejido adiposo, ratones recién nacidos fueron eutanasiados mediante
decapitacion, y el tejido adiposo pardo interescapular se extrajo quirdrgicamente y se homogenizé
inmediatamente después de su extraccion con un homogenizador de tejidos Polytron con 1 mL de
tampdn de homogenizacion frio.

Tejido adiposo o preadipocitos en cultivo ya homogenizados se centrifugaron a 700 g, por 5
min a 4°C, para eliminar nucleos y restos celulares, y se colectd el sobrenadante (sobrenadante 1).
Luego, se resuspendio el pellet en tampdn de homogenizacidn frio, en la mitad del volumen utilizado
en la homogenizacion de las células o de tejido. Se centrifugd a 700 g, por 5 min a 4°C, y se colecté
el sobrenadante (sobrenadante 2). Posteriormente, los sobrenadantes 1y 2 fueron combinadosy
centrifugados a 31.000 g por 1 h a 4°C, obteniendo un pellet que es la fraccién de membrana cruda.
El pellet fue resuspendido en 1 mL de tampdn de homogenizacién frio, y se sometié a una gradiente
discontinua de sacarosa de 32% p/v, 40% p/v y 50% p/v. Cada solucién de sacarosa fue preparada
en tampdn HEPES 20 mM a pH 7,4, y se utilizd 1 mL de cada una para la gradiente. La gradiente se
ultracentrifugd durante 2,5 h a 210.000 g a 4°C. La fraccion de membrana plasmatica corresponde
a la banda que queda sobre la gradiente de 32%, la cual se colectd con una pipeta pasteur de vidrio.
Esta fraccion se diluyé 5 veces con tampdn HEPES 5 mM, pH 7,4 (para eliminar el exceso de sacarosa)
y fue centrifugada a 31.000 g por 1 h a 4°C. El pellet obtenido corresponde a la fraccién de
membrana plasmatica pura, la cual se resuspendidé en 30-50 pul de tampdn HEPES 20 mM pH 7,4
suplementado con antiproteasas. En la figura 7 se muestra un esquema del método desarrollado

(Figura 7A) y el nivel de purificacidn obtenido con esta técnica mediante la deteccién de marcadores
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Figura 7: Desarrollo de un protocolo para el aislamiento de la fraccion de membrana plasmatica. A) Esquema
de la metodologia utilizada para aislar fraccién de membrana plasmatica, tanto para células como para tejido.
sn: sobrenadante; p: pellet. B) Evaluacion de la purificacién de fraccion de membrana plasmatica de MEFs
Agpat2** dia 10 post induccién adipogénica mediante western blot de marcadores de diferentes organelos.
25 g de extracto proteico de cada fraccion fueron separadas por SDS-PAGE y electrotransferidas a
membranas de nitrocelulosa, y luego incubadas con anticuerpos especificos. Carril 1: homogenizado total;
carril 2: membranas intracelulares; carril 3: fraccién de membrana plasmatica, correspondiente a la capa de
32% de sacarosa obtenida después de la centrifugacidén en gradiente de sacarosa; carril 4: capa de 40% de
sacarosa obtenida después de centrifugacidn en gradiente de sacarosa; carril 5: capa de 50% obtenida después
de la centrifugacion en gradiente de sacarosa. C) Evaluacion de la purificacion de membrana plasmatica de
tejido adiposo pardo interescapular proveniente de un ratén Agpat2*/- recién nacido (P0.5) mediante western
blot de marcadores de diferentes organelos. 25 ug de extracto proteico de cada fraccion fueron separadas
por SDS-PAGE y electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa. Carril 1: homogenizado total; carril 2:
fraccion de membrana plasmatica, correspondiente a la capa de 32% de sacarosa obtenida después de
centrifugacién en gradiente de sacarosa; carril 3: capa de 40% sacarosa obtenida después de la centrifugacién
en gradiente de sacarosa; carril 4: capa de 50% obtenida después de la centrifugacion en gradiente de
sacarosa.
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de diferentes organelos en las distintas fracciones obtenidas. Esta técnica fue montada en MEFs
Agpat2*/* diferenciados adipogénicamente in vitro (Figura 7B) y en tejido adiposo interescapular de
un ratén Agpat2*/ recién nacido (Figura 7C). Como se puede observar, en células en cultivo logramos
obtener una fraccién altamente enriquecida en el marcador de membrana plasmatica (la enzima
bomba sodio potasio ATPasa) y libre de marcadores de endosomas, aparato de Golgi, mitocondria,
lisosomas y reticulo endoplasmico. Se encontrd una pequefia marca de peroxisomas y citosol. Para
el tejido adiposo pardo interescapular, la fraccién de membrana plasmatica obtenida fue pura, sin
presencia de ningln otro marcador de organelos.

Cabe mencionar que en la fraccion de membrana plasmatica proveniente del tejido adiposo
pardo interescapular de ratones recién nacidos solo se midieron los niveles de colesterol y sus
intermediarios y no de esfingolipidos y fosfolipidos debido a que el tejido adiposo interescapular
de un ratén recién nacido es muy pequefio (pesa alrededor de 10 mg) y con esa cantidad de material
para realizar aislamiento de membrana plasmatica se obtienen cantidades diminutas, por lo que lo
obtenido alcanzaba para la medicién solamente de un tipo de lipido (esteroles vy
fosfolipidos/esfingolipidos poseen un método de extraccion distinta por lo que no se puede utilizar
la misma muestra para medir ambos tipos de lipidos). Y dado que el colesterol es el lipido
determinante en la formacion de la caveola, elegimos medir colesterol y sus intermediarios. Por esta
misma razén, tampoco fue posible realizar el analisis de pureza de la fraccién de membrana a través
de western blot de diferentes marcadores de organelos de las muestras en que se midieron los

niveles de esteroles.
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3.2.13. Estudios de lipiddmica para la medicién de los niveles de esteroles

Los niveles de esteroles fueron evaluados mediante cromatografia liquida acoplado a
espectrometria de masas (LC-MS/MS) en el laboratorio del Dr. Jeffrey McDonald (Center for Human
Nutrition, UTSW, Estados Unidos), basado en una metodologia desarrollada en este laboratorio, la
cual se encuentra detallada en [107].

Para el homogenizado total de preadipocitos, se sembraron 200.000 células en 1 pocillo de
una placa de 6 pocillos. A dia 0 y 10 post induccién adipogénica, las células fueron recolectadas y
lavadas 2 veces con tampdn PBS frio, se centrifugaron a 5.000 rpm por 5 min a 4°C, y el pellet celular
se utilizé para la extraccion de lipidos. Para la fraccion de membrana plasmatica, se utilizaron 20-50
ug de proteinas para la extraccion de lipidos.

Las muestras fueron sometidas a hidrdlisis y extraccidn liquida-liquida. Para eso, a cada
muestra se le afnadid 1 mL de tampdn de hidrdlisis (hidroxido de potasio (KOH) 0,5 M en metanol),
se taparon, mezclaron en agitador tipo vortex, y fueron incubadas a 80°C por 1 h. Luego, se esperd
que las muestras estuvieran a temperatura ambiente, y se agregd 1 mL de diclorometanoy 1 mL de
PBS. Las muestras se taparon, mezclaron en agitador tipo vortex, y se centrifugaron a 3.500 rpm por
5 min. Después, se removio la fase organica (fase organica 1) a un tubo de vidrio de 2 mL. A la fase
acuosa, se afadid 1 mL de diclorometano, se tapd y se mezcld en agitador tipo vortex. Se removid
la fase orgdnica, la cual se mezclé con la fase organica 1. La fase organica, la cual contiene los
esteroles, se seco bajo corriente de nitrégeno a 45°C.

Luego, las muestras fueron purificadas para eliminar cualquier compuesto interferente para
los analisis en el espectrometro de masas. Para la purificacion de las muestras, éstas se sometieron
a extraccién de fase sélida (SPE), utilizando una columna Biotage NH2.

A las muestras ya puras y secas, se agregaron 20 pl de estandar interno y 300 ul de 90%

metanol precalentado a 37°C, y se incubaron en un bafio ultrasénico por 5 min a 30°C. De estas
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muestras se tomd una alicuota de 50 pl para el posterior andlisis en el espectrémetro de masas. Los
esteroles fueron analizados utilizando un sistema binario Shimadzu LC-10ADvp con un horno de
columna y un automuestreador CTC LC PAL (LeapTechnologies) acoplado a un espectrometro de
masas AB Sciex 4000 QTrap equipado con una fuente Turbo V APCI. Los esteroles fueron resueltos
con una elucién isocratica de 2 pasos, usando una columna de HPLC Poroshell 120 SB-C18 (150 x
2,1 mm, 2,7 um de tamafio de particula) (Agilent Technologies). Las fases méviles consistian en (A)
96% de metanol con 0,1% de acido acético y (B) metanol con 0,1% de 4cido acético. La elucién
comenzé con 100% de A por 7,5 min, aumentando a 100% de B en 8 min, el cual fue mantenido en
100% de B por 6 min, y volvié a 100% de A por 6 min. La tasa de flujo fue de 0,4 mL/min, y la columna

fue mantenida a 30°C.

3.2.14. Estudios de lipiddmica para la cuantificacién fosfolipidos y esfingolipidos

La concentracién de fosfolipidos y esfingolipidos fue determinada mediante cromatografia
liquida acoplado a espectrometria de masas (LC-MS/MS) en el laboratorio del Dr. Jeffrey McDonald
(Center for Human Nutrition, UTSW, Estados Unidos).

Para generar preparaciones de homogenizados totales de preadipocitos, se sembraron
200.000 células en placas de 60 mm. A dia 0 y 10 post induccidon adipogénica, las células se
colectaron y se lavaron 2 veces con PBS frio, y se despegaron de la placa con raspador celular. Luego,
se realizé una extraccion liquida de 3 fases [108], técnica en la que usando una extraccién liquida-
liguida de 1 paso permite la extraccidon y el fraccionamiento de los lipidos por polaridad. La
extraccién liquida de 3 fases estd compuesta por una fase acuosa y dos fases orgdnicas. Con este
procedimiento, la fase organica superior resulta enriquecida con lipidos neutros (triglicéridos y
ésteres de colesterol), mientras que la fase organica media contiene la mayoria de los

glicerofosfolipidos. Brevemente, a la muestra se afiadié 1 mL de hexano, 1 mL de metil acetato,
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0,75 mL de acetonitrilo, y 1 mL de agua. La muestra se mezcld en agitador tipo vortex por 5 sy luego
centrifugada a 2.671 g por 5 min, resultando en la separacion de 3 fases liquidas. Las fases organicas
superior y media se colectaron en tubos de vidrio separados, y se secaron bajo corriente de
nitrégeno. La fase orgdnica media, que contiene los fosfolipidos, fue purificada a través de una re-
extraccién de la fase. Para eso, se le afiadié 1 mL de hexano. Luego, se mezcld en agitador tipo vortex
por 5 sy luego centrifugada a 2.671 por 5 min, resultando en la separacién de 2 fases liquidas. La
fase de mas abajo corresponde a la fase orgdnica media purificada, la cual fue colectada en un tubo
de vidrio y secada bajo corriente de nitrégeno.

Para la fraccion de membrana plasmatica, se utilizaron 20-50 pg de proteinas y se realizé la
extraccion lipidica con la técnica Blight/Dyer modificada [108], [109]. Esta técnica se basa en un
sistema de solventes que contiene diclorometano, metanol y agua en diferentes proporciones. Los
lipidos se extraen en la fase de diclorometano, mientras que la mayoria de las proteinas, azucares,
sales y algunos lipidos hidrofilicos permanecen en la fase metanol/agua. Brevemente, a la muestra
se afiadid 1 mL de metanol, 1 mL de diclorometanoy 1 mL de agua. La muestra se mezclé en agitador
tipo vortex por 5 s y centrifugada a 2.671 g por 5 min, resultando en dos fases liquidas. La fase
organica (fase inferior) fue colectada a un tubo de vidrio y secada bajo corriente de nitrégeno..

Para el tejido adiposo pardo interescapular, se utilizé 0,5 mg del tejido homogenizado y se
extrajeron los lipidos mediante la técnica Blight/Dyer modificada ya descrita anteriormente.

Luego, los lipidos extraidos fueron analizados a través de LC-MS/MS usando un SCIEX QTRAP
6500" equipado con un sistema de HPLC Shimadzu LC-30AD y una columna de silica Supelco Ascentis
de 150 x 2,1 mm, 5 um. Las muestras se inyectaron con una tasa de flujo de 0,3 mL/min en 2,5% del
solvente B (metil ter-butil éter) y 97,5% de solvente A (hexano). El solvente B es incrementado a 5%
durante 3 min y luego a 60% durante 6 min. Solvente B es disminuido a 0% durante 30 s mientras

que el solvente C (90:10 v/v isopropanol-agua) es fijado a 20% y aumentado a 40% durante los
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siguientes 11 minutos. El solvente C es aumentado a 50% durante 6 min. El sistema fue mantenido
en 50% de solvente C durante 5 min previo a un re-equilibrio a 2,5% de solvente B por 15 min. El
solvente D (95:5 (v/v) acetonitrilo-agua con 10 mM de acetato de amonio) fue infundido post-
columna a 0,03 mL/min. La temperatura de la columna fue fijada en 25°C. Los datos fueron
adquiridos en modo de i6n positivo o negativo a través de monitoreo de reacciéon multiple (MRM).

Los datos obtenidos para cada especie lipidica fue normalizada por su estandar
correspondiente, con excepcidn de las hexosil ceramidas que fueron normalizadas con el estandar

de ceramida.

3.2.15. RT-gPCR

El RNA total fue extraido mediante el método de Trizol segln instrucciones sugeridas por el
proveedor. La concentracidon de RNA fue determinada por un espectrofotémetro Nanodrop 2000
(Thermo Scientific). Luego se evalué la integridad del RNA a través de la visualizaciéon de 2 ug de
RNA en un gel denaturante de agarosa/formaldehido. Después de verificar la integridad del RNA, se
trataron 2 pug de RNA con la enzima DNasa |, utilizando el kit Turbo DNA-free kit para la eliminacién
de DNA contaminante. Después, se realizd la transcripcidn reversa con el kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit siguiendo las instrucciones sugeridas por el proveedor. A partir de los
cDNA, se realizd el andlisis de niveles de transcritos de diferentes genes, con el sistema de PCR
tiempo real Applied Biosystems StepOnePlus, usando el master mix de Fast SYBR® Green Master Mix
con 100 ng de cDNA por muestra. El programa de PCR utilizado es el siguiente: paso inicial a 95°C
por 20 sy luego 40 ciclos de 95°C por 3 sy 60°C por 30 s. La tabla de partidores utilizados se muestra
en la tabla 1. Los niveles relativos de expresion fueron calculados utilizando el método del AACt

usando 36B4 como gen de referencia.

66



3.2.16. Andlisis estadistico

Para la confeccidn de graficos y analisis estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism
(GraphPad) versidn 6.01 para Windows. Para el andlisis de la significancia estadistica entre 2 grupos
experimentales, se utilizé un test de t no pareado. Para el anadlisis de la significancia estadistica
entre 3 grupos experimentales o mas, se utilizé test de ANOVA de 2 vias, y un test post hoc de
Tukey's. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente
significativas entre genotipos, en el mismo dia post diferenciacidn. # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p <
0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas en comparacion a dia 0 en

el mismo genotipo.
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Tabla 1: Secuencia de partidores utilizados para la cuantificacion de mRNA por RT-gPCR.

Nombre del gen Abreviacién gen Secuencia partidores (5' - 3')
Fi d | GCGTTCTGGAGACCATGGA
Sterol regulatory element-binding protein 2 Srebp-2 orwar
Reverse | ACAAAGTTGCTCTGAAAACAAATCA
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A Hmgcoar Forward | CTTGTGGAATGCCTTGTGATTG
Reductase Reverse | AGCCGAAGCAGCACATGAT
F CGTTTCC AAGTGTCCTA
ATP Binding Cassette Subfamily A Member 1 Abcal orward | CG CGGAAGTG
Reverse | GCTAGAGATGACAAGGAGGATGGA
o . Forward | AGGCTGTGGGCTCCATAGG
Low density lipoprotein receptor LdIr
Reverse | TGCGGTCCAGGGTCATCT
. . . Forward | TGGGTCTCCCGAAATCTGTT
Lipoprotein receptor-related protein Lrp
Reverse | ACCACCGCATTCTTGAAGGA
Forward | TCCCCATGAACTGTTCTGTGAA
Scavenger receptor class B type | Srbl
Reverse | TGCCCGATGCCCTTGA
. . Forward | CTGCCGGCCAGATTCATCAT
Serine plamitoyltransferase Sptic2
Reverse | CAAAGAGGGTGAGTACGCCA
F AAAA ACCA TTGA
Acid ceramidase Asahl orward | C GGCACCAGCGTTGAG
Reverse | TCCAAAAGGGTCAGGAAGGC
Fi d | ACCGAGGTTGGAGGTTTTCA
Ceramide glucosyltransferase GlcT orwar
Reverse | TTTGGTCCACCTGATCATTCTG
. . Forward | CATAGCCAGGTATGAAAACAC
Sphingomyelinase Smpd1
Reverse | CAGAGTTTCCTCATCATAGAAG
Fi d | CACTGGTCTAGGACCCGAGAAG
Acidic ribosomal phosphoprotein PO 3684 orwar
Reverse | GGTGCCTCTGGAGATTTTCG
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4. RESULTADOS

4.1. Adipocitos del tejido adiposo de ratones Agpat2”-y adipocitos Agpat2”- diferenciados in vitro

presentan un bajo numero de caveolas.

En estudios previos de nuestro laboratorio, encontramos que los adipocitos del tejido
adiposo blanco subcutaneo de ratones Agpat2”’ recién nacidos presentan un nimero menor de
caveolas en la membrana plasmatica (MP) en comparacién a adipocitos Agpat2*/* [3]. A raiz de esta
observacién, en esta tesis evaluamos si este fendmeno se replica en el tejido adiposo pardo
interescapular, dado que este depdsito adiposo también se pierde durante la primera semana de
vida en los ratones Agpat2”. En la Figura 8 mostramos imagenes representativas del analisis de
microscopia electrénica de tejido adiposo pardo interescapular de ratones recién nacidos (P0.5)
(Figura 8A) y de dos dias de vida postnatal (P2.5) (Figura 8B). Como podemos observar, la MP de los
adipocitos pardos de ratones Agpat2** (wild type) presenta abundantes invaginaciones
correspondientes a caveolas, con 3,5 caveolas/um de MP a P0.5, y 2,2 caveolas/um de MP a P2.5
(Figura 8). Por el contrario, adipocitos de tejido adiposo pardo de ratones Agpat2”-poseen solo 0,4
caveolas/um de MP a P0.5 y 0,6 caveolas/um de MP a P2.5. Por tanto, los adipocitos pardos de
ratones Agpat2”’- recién nacidos (P0.5) presentan 8,8 veces menos caveolas en su MP que los

adipocitos wild type. Para el caso del tejido adiposo a edad P2.5, esta cantidad es 3,7 veces menor.
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Figura 8: Microscopia electrénica de transmision en tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2
'y Agpat2**. A) Imagenes representativas de tejido adiposo pardo interescapular a edad P0.5 'y
cuantificacidon del nimero de caveolas expresado como nimero de caveolas por um de membrana (n = 1 por
genotipo, se cuantificaron entre 10-16 células). B) Imagenes representativas de tejido adiposo pardo
interescapular a edad P2.5 y cuantificacion del nimero de caveolas expresado como nimero de caveolas por
pum de membrana (n = 2 para Agpat2**, n = 3 para Agpat2’, se cuantificaron entre 10-15 células). Los
resultados de las cuantificaciones se expresan como promedio * DE. *** p<0,001; **** p<0,0001 indican
diferencias significativas entre los diferentes grupos. Los valores de p fueron calculados mediante t de student
no pareado. Las caveolas se indican con una punta de flecha roja. Barra de escala para P0.5: 500 nm y para
P2.5: 600 nm. GL: gota lipidica; MP: membrana plasmatica; m: mitocondria; n: nucleo.
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Similarmente, en estudios previos hemos descrito que MEFs Agpat2” diferenciados in vitro
hacia adipocitos presentan un ndmero significativamente menor de caveolas en comparacién a
MEFs wild type [3]. En esta tesis evaluamos si este fendmeno se observa también en preadipocitos
obtenidos de la fraccion estromal del tejido adiposo interescapular de ratones y que son
diferenciados adipogénicamente in vitro (Figura 6 en seccion Métodos). Como podemos observar
en la Figura 9, adipocitos Agpat2’ en el dia 7 de diferenciacién presentan un ndmero
significativamente menor en la cantidad de caveolas (0,1 caveolas/um de MP) en comparacion con
adipocitos wild type (3,3 caveolas/um de MP). Es decir, en el caso de adipocitos diferenciados in

vitro, la delecion de Agpat2 produce un nimero de caveolas 33 veces menor que en adipocitos wild

type.

Para evaluar si la deficiencia en el nimero de caveolas ocurre en otros tipos celulares en el
ratén Agpat2”, analizamos la presencia de caveolas en células endoteliales del tejido adiposo pardo
interescapular. Las células endoteliales normalmente presentan una gran abundancia de caveolas
en su membrana al igual que los adipocitos. Como se observa en la Figura 10, células endoteliales
provenientes de ratones Agpat2** y Agpat2”’ no presentan diferencias en el nimero de caveolas

+/+

en su membrana (4,9 caveolas/um de MP en células Agpat2**y 5,9 caveolas/um de MP en células
Agpat2”), sugiriendo que la deficiencia de AGPTA2 no induce menor abundancia de caveolas en la

membrana plasmatica de células endoteliales.
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Figura 9: Microscopia electrénica de transmisién de preadipocitos Agpat2”/ y Agpat2** sometidos a
diferenciacién adipogénica in vitro. Imagenes representativas de adipocitos Agpat2*/* (wild type) y Agpat2’-
en el dia 7 de diferenciacién y cuantificacion del nimero de caveolas expresado como numero de caveolas
por um de membrana (n = 2 por genotipo, se cuantificaron entre 5-9 células). Los resultados de la
cuantificacién se expresan como promedio + DE. *** p<0,001 indica diferencias significativas entre los
diferentes grupos. Los valores de p fueron calculados mediante t de student no pareado. Las caveolas se
indican con una punta de flecha roja. Barra de escala: 500 nm. GL: gota lipidica; MP: membrana plasmatica;
m: mitocondria; n: nucleo.
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Figura 10: Microscopia electrénica de transmision en células endoteliales del tejido adiposo pardo
interescapular de ratones Agpat2” y Agpat2*/*. Imagenes representativas de células endoteliales del tejido
adiposo pardo interescapular de ratones de edad P2.5. En las imdgenes superiores se muestra la célula
endotelial completa encerrada con una linea punteada roja. En las imagenes inferiores se muestra un zoom
de la célula endotelial. El grafico corresponde a la cuantificacion del nimero de caveolas expresado como
nimero de caveolas por um de membrana (n = 1 por genotipo, se cuantificaron entre 5-6 células). Los
resultados de las cuantificaciones se expresan como promedio + DE. Los valores de p fueron calculados
mediante t de student no pareado. Las caveolas se indican con una punta de flecha roja. Barra de escala: 600
nm. m: mitocondria; n: nucleo; e: eritrocito.
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4.2. Los niveles basales de activacidon de la via de sefalizacién de insulina son equivalentes entre

adipocitos Agpat2”’ y wild type diferenciados in vitro.

Se ha propuesto que una de las funciones de la caveola en adipocitos es la regulacién de
vias de sefializaciéon involucradas en diferentes funciones del adipocito, como por ejemplo la via de
insulina, cuya actividad es esencial para la adipogénesis [82]. Debido a que preadipocitos
diferenciados Agpat2’ presentan un nidmero reducido de caveolas y una adipogénsis deteriorada,
evaluamos la activacion de la via de sefializacién inducida por la insulina. Como se indicd, el receptor
de insulina (RI) se encuentra localizado en caveolas, y su activacidon por la unidn de insulina
determina que un segmento intracelular se autofosfosforile en residuos de tirosina, induciendo asi
la actividad quinasa del receptor. Una vez que ocurre esto, se activan dos vias de sefializacién: 1) la
involucrada en los efectos metabdlicos y adipogénicos de la insulina, a través de la unién de IRS-1y
IRS-2 (insulin receptor substrate 1 y 2) al Rl y subsecuente reclutamiento y activacion de PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase), que determina fosforilacion y activacion de blancos rio abajo tales
como las proteinas Akt, mTOR, GSK3B y p70s6K ; y 2) la responsable de los efectos mitogénicos y
de sobrevida celular, iniciada por la unidén y activacién de Grb2/Sos y Ras, que determina la
fosforilacién y activacion de las MAP quinasas Erk1 y Erk2 [110].

Como se muestra en la Figura 11, no encontramos diferencias en la abundancia del RI
(subunidad B), Akt y Erk1/2, como tampoco en los niveles de fosforilacion de Akt en serina 473 y de
Erk en treonina 202 y tirosina 204 entre adipocitos de ambos genotipos, en ninguno de los dias de
diferenciacion evaluados (dia 0, 2, 3, 5, 7 y 10), sugiriendo que la menor abundancia de caveolas
entre adipocitos Agpat2” no determina defectos funcionales en la activacién basal de la

sefializacion dependiente del RI.
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Figura 11: Activacién basal de la via de sefializacién inducida por insulina en adipocitos Agpat2’/- y Agpat2*/*
diferenciados adipogénicamente in vitro. A) Western blot representativo de proteinas involucradas en la via
de sefializacién de insulina en adipocitos Agpat2”- y Agpat2*’* a dia 0, 2, 3, 5, 7 y 10 post-diferenciacién
adipogénica. A estos tiempos las células fueron homogenizadas y lisadas, y 25 pg de extracto proteico total
fueron separadas por SDS-PAGE vy electrotransferidas a membranas de PVDF, y luego incubadas con los
anticuerpos especificos para el receptor de insulina y para las formas fosforiladas y totales de proteinas
activadas por accion de la insulina. B) Cuantificacidn de las proteinas involucradas en la via de sefializacién de

insulina. Cada valor corresponde al promedio + DE de preadipocitos provenientes de 4 ratones independientes
por genotipo (n = 4).
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4.3. La localizacidn subcelular de caveolina-1 y cavina-1 en adipocitos Agpat2”’ esta alterada, pero

sus niveles ho cambian.

Las proteinas caveolina-1 y cavina-1 son esenciales para la formacién de caveolas. Dado el
menor contenido de caveolas en la MP de adipocitos Agpat2”-, decidimos evaluar los niveles de
estas proteinas en preadipocitos diferenciados adipogénicamente in vitro. Como se observa en la
Figura 12, la abundancia de ambas proteinas no se modifica en funcién de los distintos tiempos de
diferenciacién y es equivalente entre adipocitos Agpat2” y Agpat2*/*.

No obstante lo anterior, es posible que aun cuando la masa total de caveolina-1y cavina-1
no sea diferente entre adipocitos wild type y Agpat2’, defectos en la distribucién subcelular de
estas proteinas resulten en menor contenido de caveolas en los adipocitos de ratones Agpat2” [53].

Concordantemente con esta hipdtesis, nuestros analisis de inmunofluorescencia confocal
mostraron que la localizacion subcelular de ambas proteinas en el dia 0 de diferenciaciéon no es
distinta entre preadipocitos Agpat2”"y wild type, presentando una distribucién tanto periférica
como intracelular (Figura 13). Por el contrario, en los dias 5 y 10 post diferenciacidn, caveolina-1y
cavina-1 fueron detectadas en la periferia celular de los adipocitos wild type, mientras que en
adipocitos Agpat2’- ambas proteinas presentaron una distribucién anémala, con aparicién de
abundantes agregados intracelulares, sugiriendo que la ausencia de caveolas en adipocitos Agpat2’
/- podria ser causada por una localizacién anormal de caveolina-1 y/o cavina-1 (Figura 13).

Adicionalmente, analizamos la localizacion subcelular de caveolina-1 y cavina-1 en
adipocitos del tejido adiposo blanco subcutdneo de ratones Agpat2” y wild type recién nacidos
(Figura 14). Encontramos que ambas proteinas son detectadas con una sefial celular periférica bien
definida en las células de ratones wild type, mientras que adipocitos del tejido adiposo de ratones

Agpat2’- esta marca periférica que poseen es difusa y heterogénea en intensidad. Sin embargo, la
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Figura 12: Niveles de caveolina-1 y cavina-1 en adipocitos Agpat2’- y Agpat2*/* diferenciados
adipogénicamente in vitro. Western blot representativo en los dias 0, 2, 3, 5, 7 y 10 post-diferenciacién
adipogénica. A estos tiempos las células fueron homogenizadas y lisadas, y 25 pg de extracto proteico total
fueron separadas por SDS-PAGE vy electrotransferidas a membranas de PVDF, y luego incubadas con los
anticuerpos especificos para las proteinas caveolina-1, cavina-1y B-tubulina (control de carga). Se muestra la
cuantificacién de los niveles de caveolina-1 y cavina-1. Cada valor corresponde al promedio * DE de
preadipocitos provenientes de 3 ratones independientes por genotipo (n = 3).
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Figura 13: Localizacién subcelular de caveolina-1y cavina-1 en adipocitos Agpat2”/-y Agpat2*/* diferenciados
adipogénicamente in vitro. Iméagenes representativas de microscopia confocal de adipocitos Agpat2” y
Agpat2*/*en los dias 0, 5y 10 post diferenciacién adipogénica. En azul se observa tincién de nicleos mediante
Hoechst, en verde tincién de gotas lipidicas mediante la sonda BODIPY, y en rojo las proteinas caveolina-1 (A)
o cavina-1 (B) mediante anticuerpos especificos para estas proteinas. n =4 por grupo. Barra de escala: 20 um.
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Figura 14: Localizacion subcelular de caveolina-1y cavina-1 en tejido adiposo blanco subcutaneo de ratones
Agpat2’ y Agpat2*'* de edad postnatal P0.5. Imagenes representativas de microscopia confocal de tejido
adiposo blanco subcutdneo de ratones Agpat2”- y Agpat2** recién nacidos. En azul se observa tincién de
nucleos mediante Hoechst y en rojo las proteinas caveolina-1 (A) o cavina-1 (B) mediante anticuerpos
especificos para estas proteinas. n =1 por grupo. Barra de escala: 20 um.
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resolucidon de la miscrocopia confocal no permite distinguir si esta marca es efectivamente de
membrana plasmatica o, por el contrario, intracelular, debido a que en adipocitos presentes en el
tejido adiposo la mayor parte del volumen celular lo ocupa la gota lipidica, dejando un margen de

citoplasma indetectable en este tipo de imdagenes.
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4.4. Andlisis lipidico en homogenizado total de adipocitos wild type y Agpat2”’ diferenciados

adipogénicamente in vitro.

4.4.1. Adipocitos Agpat2” presentan acimulos intracelulares de colesterol y mayores niveles de 7-

dehidrodesmosterol.

El colesterol es relativamente abundante en la MP y es necesario para la formacién de
caveolas [59]. En adipocitos de rata, la concentracion de colesterol en caveolas es de 1.036 + 55
nmol/mg de proteina, mientras que en el resto de la MP es de 371 + 17 nmol/mg de proteina [58].
Mds aun, la reduccidn experimental del colesterol en la MP al 50% resulta en desensamblaje de
estos microdominios [59]. Por lo tanto, en esta tesis estudiamos los niveles de colesterol en
adipocitos Agpat2”- por medio de técnicas complementarias. Para visualizar la abundancia general
del colesterol celular y sus posibles variaciones subcelulares entre adipocitos de ambos genotipos,
utilizamos una sonda molecular basada en la proteina de fusion PFO-GST (descrita en Materiales y
Métodos) que permite la visualizacién de depdsitos de colesterol libre, tanto en preparaciones
histolégicas como en cultivos celulares. Para cuantificar el colesterol total utilizamos un ensayo
enzimatico basado en la deteccidn de productos fluorescentes (ver Materiales y Métodos).

Como se puede observar en la Figura 15A, adipocitos Agpat2”- en dia 10 de diferenciacién
presentan numerosos acumulos intracelulares de colesterol, los cuales no se visualizan en
adipocitos Agpat2** al mismo dia de diferenciacion. Estas diferencias entre genotipos no son
detectadas en dias mas tempranos de diferenciacion (0, 3, 5y 7 post induccidn adipogénica).

Luego de obtener este resultado, surgid la interrogante de en qué compartimento
subcelular se encuentran los acimulos de colesterol en adipocitos Agpat2”-. Para comenzar a

contestar esta pregunta, realizamos estudios de colocalizacién entre la sonda PFO-GST y un
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Figura 15: Tincién de colesterol libre en preadipocitos Agpat2”/ y Agpat2*/* sometidos a diferenciacion
adipogénica in vitro. Imagenes representativas de microscopia confocal de adipocitos Agpat2”-y Agpat2*/*
en los dias 0, 3, 5, 7 y 10 post diferenciacién adipogénica. A) En azul se observa tincién de nucleos mediante
Hoechst, en verde tincion de gotas lipidicas mediante la sonda BODIPY, y en rojo colesterol libre con la sonda
PFO-GST. n=4 por grupo. Barra de escala: 20-30 um. B) En azul se observa tinciéon de nucleos mediante
Hoechst, en verde tincidon de lisosomas mediante anticuerpo que se une a la proteina LAMP1 y en rojo
colesterol libre con la sonda PFO-GST. n=2 por grupo. Barra de escala: 20 um. La punta de flecha blanca indica
zonas de colocalizacién entre el marcador de lisosoma y colesterol.
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marcador de lisosoma. Elegimos investigar el lisosoma porque existen enfermedades en las que hay
presencia de aciumulos de colesterol, como por ejemplo en la enfermedad de Niemann Pick Tipo C,
y estos acumulos se encuentran en el lisosoma, los cuales inducen muerte celular. Como se puede
apreciar en la figura 15B, observamos una baja colocalizacién entre el marcador de lisosoma y la
sonda para colesterol, y la mayoria de los acimulos de colesterol presentes en los adipocitos
Agpat2’- no colocalizan con la marca para lisosomas. Este resultado indica que la mayor parte de
los acimulos de colesterol encontrados en adipocitos Agpat2”- estan localizados en organelos
diferentes al lisosoma.

Interesantemente, la cuantificacidon del colesterol total medida por métodos enzimaticos
(Figura 16), no muestra diferencias en la concentracion de colesterol total entre adipocitos wild type
y Agpat2”’- diferenciados in vitro en los dias 0, 5 y 10 post diferenciacién, sugiriendo que la formacién
de los acumulos intracelulares de colesterol no son el resultado de una mayor acumulacién de este
lipido, sino que mas bien de una distribucién y/o tréfico intracelular anormal. De manera relevante,
el colesterol libre corresponde al 90-95% del colesterol total del adipocito [111]. En concordancia
con estas estimaciones, nuestros ensayos enzimaticos no permitieron distinguir diferencias en la

masa absoluta de colesterol total y de colesterol libre en adipocitos diferenciados en cultivo.

También realizamos una comparacién de los niveles de colesterol durante el transcurso de
la diferenciacion adipogénica en ambos genotipos. Con este andlisis, observamos que en ambos
genotipos hay un aumento en la concentracién de colesterol en el dia 10 de diferenciacion en
comparacién con los dias 0 y 5, pero éste solo alcanza la significancia estadistica en los adipocitos
Agpat2”’ (5,2 ug/mg de proteina en el dia 10 v/s 4,0 pg/mg de proteina en el dia 0).

Ademas de colesterol, las células mamiferas poseen esteroles derivados de la via del
mevalonato, que corresponden tanto a precursores del colesterol como a metabolitos derivados

de él. Adicionalmente, existen esteroles vegetales derivados de la dieta como parte integral del
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Figura 16: Cuantificacion del colesterol total y colesterol esterificado en preadipocitos Agpat2”-y Agpat2*/*
sometidos a diferenciacion adipogénica in vitro. A) Niveles de colesterol total medido por método enzimatico
en adipocitos Agpat2”’ y Agpat2** en los dias 0, 5, y 10 post diferenciacién adipogénica. Cada valor
corresponde a un cultivo de preadipocitos de animales independientes (n = 3-4 por grupo). B) Niveles de
colesterol esterificado medido por espectrometria de masas en preadipocitos Agpat2”/-y Agpat2*/* en los dias
0 y 10 post diferenciacion adipogénica. Los niveles de colesterol esterificado fueron normalizados por los
niveles de proteinas totales de cada muestra, y expresados como veces de cambio en comparacién con
adipocitos Agpat2*/* en el dia 0 de diferenciacién. Cada valor corresponde a un cultivo de preadipocitos de
animales independientes (n = 5-7 por grupo). # p < 0,05 significa diferencias estadisticamente significativas
entre diferentes tiempos en el mismo genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de ANOVA de 2
vias y test post hoc de Tukey's.
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pool de esteroles celulares totales. Relevantemente, algunos de estos compuestos tienen roles en
la composicion y dindmica de las distintas membranas celulares [56] y en la regulacion de la
homeostasis del colesterol celular, por medio de la degradacién de la enzima Hmg-CoA reductasa y

el procesamiento del factor de transcripcion SREBP2 [112].

En esta tesis determinamos la abundancia de diversos esteroles mediante HPLC asociada a
espectrometria de masas en adipocitos diferenciados in vitro, en los dias 0 y 10 post induccién
adipogénica. En la Figura 17A se muestra un diagrama de la via del mevalonato, con los
intermediarios cuantificados en este trabajo: 7-dehidrocolesterol, 8(9)-dehidrocolesterol, 7-
dehidrodesmosterol, desmosterol, zimosterol, FFMAS, lanosterol y 24,25-dehidrolanosterol.
Adicionalmente, cuantificamos los niveles de dos metabolitos derivados del colesterol (colestanol y
colestenona(A4)) y de fitoesteroles provenientes de la dieta (sitosterol, estigmasterol,

estigmastanol) (Figura 17B).

No encontramos diferencias significativas en ninguno de los esteroles evaluados entre
genotipos en el dia 0 de diferenciacion. Por el contrario, en el dia 10 de diferenciacidn, los adipocitos
Agpat2’- presentan 1,8 veces mayores niveles de 7-dehidrodesmosterol en comparacién a
adipocitos Agpat2*/*, sin diferencias significativas en los otros esteroles cuantificados (Figura 18).

Con respecto a los cambios de los esteroles en el transcurso de la diferenciacién
adipogénica, observamos que en adipocitos wild type el 24,25-dihidrolanosterol disminuye 2,3
veces en el dia 10 de diferenciacidn con respecto al dia 0, alcanzando significancia estadistica,
mientras que en adipocitos Agpat2’ hay una disminucién de 1,5 veces, pero que no es

estadisticamente significativa.
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B Derivados del colesterol

Colesterol Colestanol Colestenona(A4)

Fitoesteroles

Sitosterol Estigmasterol Estigmastanol

Figura 17: Estructura de los esteroles analizados en preadipocitos Agpat2”’ y Agpat2** sometidos a
diferenciacion adipogénica in vitro. A) Representacion esquematica de las vias Bloch y Kandutsch—Russell
para la conversidn enzimatica del escualeno a colesterol, con la estructura quimica y nombre de cada uno de
los intermediaros. La via Bloch, indicada por flechas negras sélidas, se muestra a la izquierda. La via
Kandutsch—Russell, indicada por flechas rojas, se muestra a la derecha. Ademas, se muestran sitios potenciales
de entrecruzamiento de ambas vias, indicadas con flechas entrecortadas. Dentro de recuadros verdes se
indican los esteroles medidos en esta tesis. Figura adaptada de [113]. B) Estructura quimica de los derivados
del colesterol colestanol y colestenona(A4) y de fitoesteroles analizados en las muestras.
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Figura 18: Niveles de esteroles en preadipocitos Agpat2”’- y Agpat2** sometidos a diferenciacién
adipogénica in vitro. Analisis de espectrometria de masas de esteroles en homogenizado total de adipocitos
Agpat2”’- y Agpat2** en los dias 0 y 10 post diferenciacién adipogénica. A) Niveles de colesterol e
intermediarios de la via del mevalonato. B) Niveles de metabolitos derivados del colesterol y fitoesteroles.
Cada valor indica preadipocitos provenientes de animales independientes (n = 4-5 por grupo). El eje X de los
graficos corresponde al dia post induccion adipogénica. * p < 0,05 indica diferencias estadisticamente
significativas entre genotipos, en el mismo dia post diferenciacién. # p < 0,05 indica diferencias
estadisticamente significativas entre diferentes tiempos en el mismo genotipo. Los valores de p fueron
calculados por test de ANOVA de 2 vias y test post hoc de Tukey’s.

FFMAS: Follicular fluid meiosis-activating sterol.
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4.4.2. Adipocitos Agpat2”’- presentan mayores niveles celulares totales de esfingomielina y menores

de fosfatidiletanolamina vy lisofosfatidiletanolamina.

Los resultados mostrados hasta aqui sugieren que, si bien existirian alteraciones en Ia
distribucién subcelular de colesterol y caveolina-1 y cavina-1 en los adipocitos Agpat2”, estos
ocurren en dias tardios de la diferenciacién adipogénica, y por tanto, no correlacionan con la menor
capacidad adipogénica de estas células ni son compatibles como potenciales determinantes de la
menor abundancia de caveolas. Es por esto que decidimos cuantificar la composicion de lipidos
neutros, fosfolipidos y esfingolipidos en homogenizados totales de adipocitos diferenciados en
cultivo.

En el dia O de diferenciacidn, no encontramos cambios significativos entre genotipos en los
niveles totales de triglicéridos ni de diacilglicerol (Figura 19A); sin embargo, en el dia 10 de
diferenciacién, que corresponde a un estado de adipocito maduro, los adipocitos wild type
presentan 44 veces mas contenido de triglicéridos que adipocitos Agpat2”", siendo esta diferencia
explicada por mayores niveles de acido palmitico (16:0), acido palmitoleico (16:1) y acido estearico
(18:0) (Figura 19B). Ademas, los adipocitos wild type presentan 110 veces mas contenido de
diacilglicerol, explicada por mayor contenido de acido miristico (14:0), dcido palmitico (16:0), y 4cido
palmitoleico (16:1).

Aunque tampoco encontramos diferencias entre genotipos en los niveles totales de las
diferentes especies de esfingolipidos evaluados en el dia 0 de diferenciacion, en el dia 10 de
diferenciacién los adipocitos Agpat2’ poseen un 60% mas de niveles totales de esfingomielina en
comparacién a adipocitos wild type (Figura 20A). El andlisis de las distintas especies de

esfingomielina mostré que los adipocitos Agpat2” en el dia 10 de diferenciacién poseen niveles
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Figura 19: Niveles de triglicéridos y diacilglicerol en homogenizado total de adipocitos Agpat2/- y Agpat2*/*
diferenciados adipogénicamente in vitro. A) Niveles de triglicéridos y diacilglicerol totales de homogenizado
de adipocitos Agpat2”- y Agpat2*/* diferenciados in vitro en los dias 0 y 10 post-diferenciacién adipogénica.
Los niveles de cada lipido fueron normalizados por los niveles de proteinas totales de cada muestra, y
expresados como veces de cambio en comparacién con adipocitos Agpat2*/* a dia 0 de diferenciacién. Cada
valor corresponde a preadipocitos provenientes de animales independientes (n = 5-7). El eje X de los graficos
corresponde al dia post induccion adipogénica. B) Composicién de 4cidos grasos de triglicéridos y diacilglicerol
de homogenizado total de adipocitos Agpat2”’ y Agpat2** diferenciados in vitro a dia 0 y 10 post-
diferenciacién adipogénica. Los niveles de cada especie fueron normalizados por los niveles de proteinas
totales de cada muestra y expresados como veces de cambio respecto a su correspondiente especie en
comparacién con adipocitos Agpat2*/* en el dia 0 de diferenciacién. Cada valor corresponde al promedio + DE
de cultivos de preadipocitos de animales independientes (n = 5-7) * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ****
p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas entre genotipos, en el mismo dia post
diferenciacidn. # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente
significativas entre diferentes tiempos en el mismo genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de
ANOVA de 2 vias y test post hoc de Tukey’s.
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Figura 20: Niveles de esfingolipidos en homogenizado total de adipocitos Agpat2”-y Agpat2*/* diferenciados
adipogénicamente in vitro. A) Niveles de esfingolipidos totales de homogenizado de adipocitos Agpat2” y
Agpat2*’* diferenciados in vitro en los dias 0 y 10 post-diferenciacién adipogénica. Los niveles de cada
esfingolipido fueron normalizados por los niveles de proteinas totales de cada muestra, y expresados como
veces de cambio en comparacién con adipocitos Agpat2*’* en el dia 0 de diferenciacién. Cada valor
corresponde a preadipocitos provenientes de animales independientes (n = 5-7). El eje X de los graficos
corresponde al dia post induccién adipogénica. B) Niveles de especies de esfingolipidos de homogenizado
total de adipocitos Agpat2”- y Agpat2** diferenciados in vitro en los dias 0 y 10 post-diferenciacién
adipogénica. Los niveles de cada especie fueron normalizados por los niveles de proteinas totales de cada
muestra y expresados como veces de cambio respecto a su correspondiente especie en comparaciéon con
adipocitos Agpat2** a dia 0 de diferenciacién. Cada valor corresponde al promedio + DE de cultivos de
preadipocitos de animales independientes (n = 5-7) * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001
indica diferencias estadisticamente significativas entre genotipos, en el mismo dia post diferenciacion. # p <
0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas entre
diferentes tiempos en el mismo genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de ANOVA de 2 vias y
test post hoc de Tukey’s.
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significativamente mayores de esfingomielina con 38 atomos de carbono. Interesantemente, esta

especie no fue detectada en ninguno de los otros grupos estudiados.

El analisis de los niveles de esfingolipidos con el transcurso de la diferenciacion
adipogénica mostré que los adipocitos Agpat2”- presentan un aumento significativo de 2,2 veces en
los niveles de esfingomielina en el dia 10 de diferenciacién con respecto al dia 0, y esta diferencia
no fue observada en los adipocitos wild type, en el cual los niveles de esfingolipidos tienen un leve
aumento de 1,2 veces, siendo no significativo estadisticamente. También notamos que el
glicoesfingolipido trihexosil ceramida aumenta durante el transcurso de la diferenciacién en ambos
genotipos. En efecto, en comparacién con el dia 0 de diferenciacion, los adipocitos wild type tienen
4,6 veces mas trihexosil ceramida en el dia 10 de diferenciacién, mientras que los adipocitos Agpat2

/- tienen un incremento de 3,8 veces (Figura 20A).

En relacidn a los niveles de fosfolipidos en homogenizados totales de adipocitos
diferenciados in vitro, no encontramos diferencias significativas entre genotipos en el dia 0 de
diferenciacién, aunque si observamos que preadipocitos Agpat2”- presentan una tendencia a
mayores niveles de fosfatidilglicerol que preadipocitos Agpat2*/*, pero sin alcanzar significancia
estadistica. Por el contrario, en el dia 10 de diferenciacién los adipocitos Agpat2”- presentan 2,3
veces menos fosfatidiletanolamina y 2 veces menos lisofosfatidiletanolamina en comparacién con
adipocitos wild type (Figura 21A). El analisis de la composicién de acidos grasos de estos fosfolipidos
(Figura 21B), muestra que las especies de fosfatidiletanolamina con menores niveles en adipocitos
Agpat2’ en el dia 10 de diferenciacién, son aquellas que contienen &cido palmitico (16:0) (3 veces
menos), acido araquidénico (20:4) (2,2 veces menos), acido docosapentaenoico (22:5) (2,1 veces
menos) y acido docosahexaenoico (22:6) (2,3 veces menos). Las especies de
lisofosfatidiletanolamina disminuidas en adipocitos Agpat2” son aquellas sustituidas con los acidos

10-pentadecenoico (15:1) (2 veces menos) y palmitico (16:0) (3,1 veces menos).
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Figura 21: Niveles y composicion de acidos grasos de fosfolipidos en homogenizado total de adipocitos
Agpat2’- y Agpat2*/* diferenciados adipogénicamente in vitro. A) Niveles de fosfolipidos de homogenizado
total de adipocitos Agpat2”- y Agpat2** diferenciados in vitro en los dias 0 y 10 post-diferenciacién
adipogénica. Los niveles de cada fosfolipido fueron normalizados por los niveles de proteinas totales de cada
muestra, y expresados como veces de cambio en comparacién con adipocitos Agpat2** en el dia 0 de
diferenciacidn. Cada valor corresponde a preadipocitos provenientes de animales independientes (n = 5-7). El
eje X de los gréficos corresponde al dia post induccién adipogénica. B) Contenido de acidos grasos de
fosfolipidos de homogenizado total de adipocitos Agpat2”/ y Agpat2*/* diferenciados in vitro a dia 0 y 10 post-
diferenciacién adipogénica. Los niveles de cada especie de acido graso fueron normalizados por los niveles de
proteinas totales de cada muestra y expresados como veces de cambio respecto a su correspondiente acido
graso en comparacién con adipocitos Agpat2*/* en el dia 0 de diferenciacién. Cada valor corresponde al
promedio * DE de cultivos de preadipocitos de animales independientes (n = 5-7). * p <0,05; ** p <0,01; ***
p <0,001; **** p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas entre genotipos, en el mismo dia
post diferenciacion. # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente
significativas entre diferentes tiempos en el mismo genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de
ANOVA de 2 vias y test post hoc de Tukey’s.
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Los niveles de fosfatidilglicerol, acido fosfatidico y lisofosfatidiletanolamina aumentan
durante la diferenciacidon adipogénica en adipocitos wild type, lo que no se observa en adipocitos
Agpat2’-. Este aumento es de 3,3 veces para fosfatidilglicerol, de 4,9 veces para acido fosfatidico y
2,2 veces para lisofosfatidiletanolamina en el dia 10 de diferenciacidon con respecto al dia 0. En
contraste, los niveles de lisofosfatidilcolina durante la diferenciacidon adipogénica aumentan en
ambos genotipos (2,4 veces para adipocitos wild type y 1,8 veces para adipocitos Agpat2”) (Figura
21A).

Las especies de fosfatidilglicerol que aumentan significativamente a través de la
diferenciacidn adipogénica en adipocitos wild type son aquellas sustituidas con los acidos estedrico
(18:0), oleico (18:1), di-homo y-linolénico (20:3), y araquiddnico (20:4). Si bien adipocitos Agpat2
/- no presentan aumento significativo en los niveles totales de fosfatidilglicerol con la diferenciacién
adipogénica, si presentan aumento significativo en aquellas especies de fosfatidilglicerol sustituidas
con los acidos linoleico (18:2) y araquiddnico (20:4).

Las especies de dcido fosfatidico que aumentan significativamente a través de la
diferenciacidn adipogénica en adipocitos wild type son aquellas sustituidas con los acidos estearico
(18:0) y linoleico (18:2). Ademds, adipocitos Agpat2’- muestran un aumento en el dcido estedrico
(18:0).

Las especies de lisofosfatidiletanolamina que aumentan significativamente a través de la
diferenciacidon adipogénica en adipocitos wild type son aquellas sustituidas con los acidos 10-
pentadecenoico (15:1) y palmitico (16:0). Por el contrario, adipocitos Agpat2’- muestran una
disminucidn significativa en la especie de lisofosfatidiletanolamina sustituida con el acido linoleico

(18:2).
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Las especies de lisofosfatidilcolina que aumentan significativamente a través de la
diferenciacién adipogénica en ambos genotipos son aquellas sustituidas con los acidos

araquidonico (20:4) y de docosapentaenoico (22:5) solo en adipocitos Agpat2”-.
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4.5. Andlisis lipidico en homogenizado total de tejido adiposo de ratones wild type y Agpat2™.

4.5.1. Tejido adiposo blanco y pardo de ratones Agpat2’ presentan acimulos intracelulares de

colesterol.

Con el objetivo de comparar los resultados de adipocitos diferenciados in vitro con tejidos
de animales en etapas tempranas de desarrollo postnatal, también realizamos el andlisis de lipidos
en el tejido adiposo de ratones durante la primera semana de vida en ambos genotipos.

Como se observa en la Figura 22A, el tejido adiposo blanco subcutaneo de ratones Agpat2”-
presenta acumulos intracelulares de colesterol libre a las edades postnatal de P0.5 y P2.5, en
comparacién con sus hermanos de camada wild type. Importantemente, en la edad P4.5 no fue
posible visualizar tejido adiposo blanco en los ratones Agpat2”-, a consecuencia de la masiva muerte
de adipocitos e inflamacién asociada (Figura 2 en seccidn Introduccion), confirmando nuestros
hallazgos previamente publicados [3].

Por su parte, el tejido adiposo pardo interescapular también presenta acumulos
intracelulares de colesterol libre en ratones Agpat2’- a la edad de P4.5; sin embargo, estas
diferencias no se observaron en el tejido adiposo pardo de ratones de edades mas tempranas
(edades postnatal PO.5 y P2.5) (Figura 22B).

En trabajos previos de nuestro laboratorio reportamos que el tejido adiposo pardo
interescapular de ratones Agpat2’- de edad postnatal P4.5 presenta importante infiltracién de
macroéfagos [3]. Para verificar que los acumulos de colesterol observados en el tejido adiposo de
ratones Agpat2”’- estan localizados en adipocitos y no en macréfagos, realizamos una colocalizacién
de la tincion contra colesterol con la sonda PFO-GST y la deteccién de macréfagos por

inmunofuorescencia, usando el marcador MAC2.
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Figura 22: Tincion de colesterol libre, gotas lipidicas y nticleos en tejido adiposo blanco subcutaneo y tejido
adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2”/ y Agpat2*/*. Imagenes representativas de microscopia
confocal de tejido adiposo blanco subcutaneo (A) y tejido adiposo pardo interescapular (B) a diferentes dias
post nacimiento: P0.5, P2.5 y P4.5. En azul se observa tincién de nicleos mediante Hoechst, en verde tincién
de gotas lipidicas mediante la sonda BODIPY, y en rojo colesterol libre con la sonda PFO-GST. n=4 por grupo.
Barra de escala: 20 um.
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Como se muestra en la Figura 23, nuestros analisis de microcopia confocal muestran que los
acumulos de colesterol no presentan colocalizacidn con el marcador de macréfagos, indicando que
estas formaciones no se encuentran en este tipo celular.

La cuantificacion de colesterol total en el tejido adiposo de los ratones mediante el ensayo
enzimatico sdlo fue realizada en tejido adiposo pardo interescapular, debido a la escasa cantidad de
tejido adiposo blanco en ratones durante la primera semana de vida, que hace impracticable su
remocidn quirdrgica y procesamiento analitico posterior.

Para los dias P0.5 y P2.5 no encontramos diferencias significativas en los niveles de
colesterol total, libre y esterificado entre genotipos (Figura 24). Por el contrario, en el dia postnatal
P4.5 el tejido adiposo pardo de ratones Agpat2”- presenta una tendencia a mayor contenido de
colesterol total (aumento de 1,8 veces) (Figura 24A) y libre (1,6 veces) (Figura 24B) en comparacién
con ratones wild type, sin alcanzar significancia estadistica, mientras que el colesterol esterificado
en el tejido adiposo de ratones Agpat2”- es 3,5 veces mas abundante que en ratones wild type
(Figura 24C).

Por otro lado, al analizar los posibles cambios en los niveles de colesterol del tejido adiposo
pardo durante el desarrollo postnatal de los ratones, no encontramos variaciones en ratones wild
type. Por el contrario, en ratones Agpat2”-si observamos un aumento de 2,2 veces en los niveles de

colesterol total y de 3,3 veces en el colesterol esterificado en el dia P4.5 en comparacién a P0.5.
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Agpat2’- (P2.5)

Téjido adiposo blanco subcutédneo

B Agpat2/- (P4.5)

Tejido adiposo pardo interescapular

Figura 23: Tincidn de colesterol libre, macréfagos y nticleos en tejido adiposo blanco subcutaneo y tejido
adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2/-. Imagenes representativas de microscopia confocal de
tejido adiposo blanco subcutaneo a edad postnatal P2.5 (A) y tejido adiposo pardo interescapular a edad
postnatal P4.5 (B). En azul se observa tincidn de nucleos mediante Hoechst, en verde tincidon de macréfagos
mediante anticuerpo contra la proteina MAC2, y en rojo colesterol libre con la sonda PFO-GST. n = 2 por grupo.
Barra de escala: 20 pum.
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Figura 24: Cuantificacion del colesterol total, libre y esterificado en tejido adiposo pardo interescapular de
ratones Agpat2”’ y Agpat2*/*. Niveles de colesterol total (A) y colesterol libre (B) medido por método
enzimético en tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2’ y Agpat2*/* a edades postnatal PO.5,
P2.5 y P4.5. Cada valor corresponde a un cultivo de preadipocitos de animales independientes (n = 4 por
grupo). C) Niveles de colesterol esterificado medido por espectrometria de masas en tejido adiposo pardo
interescapular de ratones Agpat2”’y Agpat2** a edades postnatal P2.5 y P4.5. Los niveles de colesterol
esterificado fueron normalizados por mg de tejido de cada muestra, y expresados como veces de cambio en
comparacién con tejido adiposo de ratones Agpat2*/* a edad P2.5. Cada valor corresponde a tejido adiposo
de animales independientes (n = 5-6 por grupo). * p < 0,05 indica diferencias estadisticamente significativas
entre genotipos, en el mismo dia de edad. # p < 0,05 significa diferencias estadisticamente significativas entre

diferentes edades en el mismo genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de ANOVA de 2 vias y
test post hoc de Tukey's.
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4.5.2. Tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2”’ tiene niveles aumentados de

ceramidas v disminuidos de diversos fosfolipidos.

Interesantemente, no encontramos diferencias significativas en el contenido total de
triglicéridos y diacilglicerol del tejido adiposo pardo interescapular entre genotipos para las dos
edades evaluadas (P2.5 y P4.5) (Figura 25), lo que contrasta fuertemente con el deterioro
morfoldgico y molecular de este tejido en los ratones Agpat2”- de las mismas edades [3].

El andlisis de los niveles de esfingolipidos en homogenizados totales de tejido adiposo pardo
interescapular mostré que, al igual que en el caso de los triglicéridos, no existen diferencias
significativas entre genotipos a la edad de P2.5. Por el contrario, en edad P4.5, el tejido adiposo
interescapular de ratones Agpat2”- posee 7,1 veces mds ceramidas y 3,1 veces mas monohexosil

ceramida que el de ratones wild type de la misma edad (Figura 26).

Ademds, adipocitos Agpat2”/- muestran un aumento 3,7 veces en los niveles de ceramidas
en P4.5 respecto a P2.5, a diferencia de adipocitos Agpat2*/*en los cuales los niveles de ceramidas

se mantienen constantes entre las dos edades postnatal evaluadas.

En tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2”-de edad P2.5., no encontramos
diferencias en los niveles totales de los distintos fosfolipidos en homogenizados totales. Sin
embargo, en la edad de P4.5 el tejido adiposo de ratones Agpat2”’ posee niveles menores de
fosfatidiletanolamina (4,5 veces), fosfatidilinositol (3,2 veces), acido fosfatidico (1,9 veces),
lisofosfatidilcolina (2 veces) y lisofosfatidiletanolamina (8,9 veces), en comparacién con el tejido

adiposo de ratones wild type de la misma edad (Figura 27).
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Figura 25: Niveles de triglicéridos y diacilglicerol en tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2
-y Agpat2**. A) Niveles de triglicéridos y diacilglicerol totales de homogenizado de tejido adiposo pardo
interescapular de ratones Agpat2”’y Agpat2** a edades P2.5 y P4.5. Cada valor corresponde a muestras de
tejido adiposo provenientes de animales independientes (n = 5-6). Los niveles de cada lipido fueron
normalizados por la masa de cada tejido, y expresados como veces de cambio en comparacidn con tejido
adiposo Agpat2*/* a P2.5. B) Contenido de acidos grasos de los triglicéridos y diacilglicerol en homogenizado
total de tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2”-y Agpat2** a edades P2.5 y P4.5 Los niveles
de cada especie fueron normalizados por la masa de cada tejido y expresados como veces de cambio respecto
a su correspondiente especie en comparacion con tejido adiposo Agpat2*/* a P2.5. Cada valor corresponde al
promedio + DE de tejido adiposo de animales independientes (n = 5-6). * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001;
**%* p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas entre genotipos, en la misma edad. # p <
0,05; ## p < 0,01; ### p <0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas entre edades
en el mismo genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de ANOVA de 2 vias y test post hoc de
Tukey's.
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Figura 26: Niveles de esfingolipidos en tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2”-y Agpat2*/+.
A) Niveles de esfingolipidos totales de homogenizado de tejido adiposo pardo interescapular de ratones
Agpat2”y Agpat2*/* a edades P2.5 y P4.5. Cada valor corresponde a muestras de tejido adiposo provenientes
de animales independientes (n = 5-6). Los niveles de cada esfingolipido fueron normalizados por la masa de
cada tejido, y expresados como veces de cambio en comparacién con tejido adiposo Agpat2** a P2.5. B)
Contenido de diversas especies de esfingolipidos de homogenizado total de tejido adiposo pardo
interescapular de ratones Agpat2”" y Agpat2*/* a edades P2.5 y P4.5 Los niveles de cada especie fueron
normalizados por la masa de cada tejido y expresados como veces de cambio respecto a su correspondiente
especie en comparacién con tejido adiposo Agpat2*/* a P2.5. Cada valor corresponde al promedio + DE de
tejido adiposo de animales independientes (n = 5-6). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001
indica diferencias estadisticamente significativas entre genotipos, en la misma edad. # p < 0,05; ## p < 0,01;
#i# p < 0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas entre edades en el mismo
genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de ANOVA de 2 vias y test post hoc de Tukey'’s.
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Figura 27: Niveles y composicion de acidos grasos de fosfolipidos en tejido adiposo pardo interescapular de
ratones Agpat2’- y Agpat2**. A) Niveles de fosfolipidos de homogenizado total de tejido adiposo pardo
interescapular de ratones Agpat2” y Agpat2** a edades P2.5 y P4.5. Cada valor corresponde a muestras de
tejido adiposo provenientes de animales independientes. Los niveles de cada fosfolipido fueron normalizados
por la masa de cada tejido, y expresados como veces de cambio en comparacién con tejido adiposo Agpat2*/*
a P2.5. B) Contenido de &cidos grasos de fosfolipidos de homogenizado total de tejido adiposo pardo
interescapular de ratones Agpat2”- y Agpat2*/* a edades P2.5 y P4.5 Los niveles de cada especie fueron
normalizados por la masa de cada tejido y expresados como veces de cambio respecto a su correspondiente
especie en comparacién con tejido adiposo Agpat2*/* a P2.5. Cada valor corresponde al promedio + DE de
tejido adiposo de animales independientes (n = 5-6). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001
indica diferencias estadisticamente significativas entre genotipos, en la misma edad. # p < 0,05; ## p < 0,01;
#i## p < 0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas entre edades en el mismo
genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de ANOVA de 2 vias y test post hoc de Tukey'’s.
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Las especies de fosfatidiletanolamina que presentan niveles significativamente menores
en tejido adiposo de ratones Agpat2”’ en comparacién a tejido wild type a P4.5, corresponden a
aquellas sustituidas por los acidos palmitico (16:0) (5,4 veces), margarico (17:0) (5,7 veces),
estearico (18:0) (4,5 veces), oleico (18:1) (4,3 veces), linoleico (18:2) (4 veces), di-homo y-linolénico
(20:3) (3,1 veces), araquiddnico (20:4) 5 veces), docosapentaenoico (22:5) (3,1 veces) y
docosahexaenoico (22:6) (6,1 veces). Para el fosfatidilinositol, corresponde al acido linoleico (18:2)
(4,2 veces); para acido fosfatidico corresponde al acido araquiddnico (20:4) (1,9 veces); para
lisofosfatidilcolina corresponde al acido estedrico (18:0) (4,4 veces); y para lisofosfatidiletanolamina
corresponde a los acidos palmitico (16:0) (8,4 veces) y linoleico (18:2) (3,6 veces) (Figura 27B).

Ademas, como podemos observar en la Figura 27A, el tejido adiposo pardo interescapular
de ratones Agpat2’-a P4.5 muestra una disminucién de los niveles totales de fosfatidilglicerol (3,3
veces), fosfatidilserina (2,1 veces), lisofosfatidilcolina (2,1 veces) y lisofosfatidiletanolamina (8,3
veces), en comparacion a tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2”’ a P2.5, fenémeno
gue no observamos en tejido adiposo de ratones wild type.

Las especies de fosfatidilglicerol que disminuyen significativamente en ratones Agpat2”- a
la edad de P4.5 en comparacion a ratones P2.5 del mismo genotipo, son aquellas sustituidas con los
acidos estearico (18:0), oleico (18:1) y linoleico (18:2); para fosfatidilserina corresponde a los acidos
estearico (18:0) y araquiddnico (20:4); para lisofosfatidilcolina corresponde a los 4cidos palmitico
(16:0) y esteadrico (18:0); para lisofosfatidiletanolamina corresponde a los acidos palmitico (16:0) y

linoleico (18:2) (Figura 27B).
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4.6. Andlisis lipidico de la membrana plasmética de adipocitos wild type y Agpat2”- diferenciados

adipogénicamente in vitro.

4.6.1. La membrana plasmatica de los adipocitos Agpat2” tiene abundancia normal de colesterol y

mavyores niveles de 8(9)-dehidrocolesterol.

Para estudiar directamente el rol del colesterol de la MP en la abundancia de caveolas en
adipocitos Agpat2”’- determinamos la concentracién de este y otros lipidos candidatos en
preparaciones purificadas de MP de adipocitos.

Los principales componentes lipidicos de la MP de células mamiferas son fosfolipidos,
colesterol y esfingolipidos. Dentro de los fosfolipidos, los mds abundantes son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, esfingomielina, fosfatidilinositol y fosfatidilserina [55], [114]. Como se indico,
la composicion lipidica de las caveolas es diferente a la del resto de la membrana, con 3 veces
mayores niveles de colesterol y 2 veces mayores niveles de esfingolipidos, principalmente
esfingomielina, y algunas especies de ceramidas y gangliésidos [40], [58].

Para evaluar si la menor abundancia de caveolas en adipocitos Agpat2”’ se relaciona con
concentraciones anormales de los lipidos de la MP, determinamos los niveles de colesterol,
esfingolipidos y fosfolipidos en fracciones de MP purificada de adipocitos Agpat2”- y wild type

diferenciados adipogénicamente in vitro, en los dias 0 y 10 post induccién adipogénica (Figura 28).

Como se muestra en la Figura 29, en el dia 0 de diferenciacion no encontramos diferencias
significativas entre genotipos en el contenido de colesterol ni en ninguno de los esteroles evaluados.
Tampoco encontramos diferencias en el colesterol de la MP en el dia 10 de diferenciacién. Sin
embargo, encontramos que adipocitos Agpat2’ presentan un aumento de 35% en los niveles de

8(9)-dehidrocolesterol en comparacién con adipocitos wild type.
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Figura 28: Purificacién de fraccion de membrana plasmatica de preadipocitos Agpat2”’- y Agpat2*/*
diferenciados adipogénicamente in vitro. Western blot representativo de muestras de homogenizado total y
de fraccién de membrana plasmatica de adipocitos Agpat2”-y Agpat2*'* en los dias 0 y 10 post diferenciacién
adipogénica in vitro. 6 pug de extractos proteicos fueron separados por SDS-PAGE y electrotransferidas a
membranas de nitrocelulosa, y luego incubadas con anticuerpos especificos para proteinas marcadoras de
diferentes organelos de la célula.
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Figura 29: Niveles de esteroles en la fracciéon de membrana plasmatica de adipocitos Agpat2”/- y Agpat2*/*
diferenciados adipogénicamente in vitro. Niveles de colesterol, intermediarios de la via del mevalonato y
derivados del colesterol en fraccién de membrana plasmatica de adipocitos Agpat2”/-y Agpat2*/* diferenciados
in vitro en los dias 0 y 10 post induccién adipogénica. Cada valor corresponde a la fraccion de membrana
plasmatica proveniente de un cultivo de preadipocitos de animales independientes (n = 4 para dia 0; n = 6-9
para dia 10). El eje X de los graficos corresponde al dia post induccidn adipogénica. * p < 0,05 indica diferencias
estadisticamente significativas entre genotipos, en el mismo dia post diferenciacion. # p < 0,05 indica
diferencias estadisticamente significativas entre diferentes tiempos en el mismo genotipo. Los valores de p
fueron calculados por test de ANOVA de 2 vias y test post hoc de Tukey’s.

FFMAS: Follicular fluid meiosis-activating sterol.
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Al estudiar los niveles de esteroles durante el transcurso de la diferenciacidon adipogénica,
encontramos que en ambos genotipos el desmosterol aumenta sus niveles 3 veces en el dia 10 de
diferenciacién en comparacién al dia 0. Ademas, en el dia 10 de diferenciacién adipocitos Agpat2”-

presentan un aumento de 1,4 veces en 8(9)-dehidrocolesterol con respecto al dia 0.
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4.6.2. La _membrana plasmatica de los adipocitos Agpat2’- tiene abundancia normal de

esfingolipidos, pero mayor contenido de fosfatidilglicerol en el dia 0 post diferenciacién y

fosfatidilserina en el dia 10 post diferenciacion.

No encontramos diferencias significativas, ni entre genotipos ni en funcién del tiempo, en
los niveles totales de ninguno de los esfingolipidos cuantificados en la MP de adipocitos
diferenciados (esfingomielina, ceramida, monohexosil ceramida, dihexosil ceramida, trihesoxil
ceramida) (Figura 30).

En contraste con lo que ocurre con esteroles y esfingolipidos, los preadipocitos Agpat2’
presentan, en el dia 0 de diferenciacién, 50% mas fosfatidilglicerol en su MP en comparacién con
preadipocitos wild type (Figura 31A); aunque estas diferencias no se mantienen en tiempos
avanzados de diferenciacion adipogénica (Figura 31A). Por otro lado, en el dia 10 post
diferenciacién, los adipocitos Agpat2’- presentan un aumento del 85% en el contenido de la
fosfatidilserina de la MP, en comparacidn con adipocitos wild type.

El analisis de la composicidon especifica de acidos grasos de estos fosfolipidos (Figura 31B),
mostré que los preadipocitos Agpat2” poseen 1,7 veces mas acido miristico (14:0) y 1,6 veces mas
acido oleico (18:1) en el fosfatidilglicerol de la MP en el dia O de diferenciacién, en comparacién con
preadipocitos wild type. Por otro lado, la fosfatidilserina de la MP de adipocitos Agpat2” en el dia
10 post diferenciacién, contiene 1,4 veces mas acido estedrico (18:0) y 1,5 veces mas acido

araquiddnico (20:4), en comparacién con los adipocitos wild type (Figura 31B).
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Figura 30: Niveles de esfingolipidos en la fraccion de membrana plasmatica de adipocitos Agpat2’ y
Agpat2*/* diferenciados adipogénicamente in vitro. A) Niveles de esfingolipidos de fraccién de membrana
plasmatica de adipocitos Agpat2’ y Agpat2*/* diferenciados in vitro en los dias 0 y 10 post-diferenciacién
adipogénica. Los niveles de cada esfingolipido fueron normalizados por los niveles de proteinas totales de
cada muestra, y expresados como veces de cambio en comparacién con adipocitos Agpat2*/* a dia 0 de
diferenciacién. Cada valor corresponde a la fraccidn de membrana plasmatica proveniente de un cultivo de
preadipocitos de animales independientes (n = 4 para dia 0; n = 6-9 para dia 10). El eje X de los graficos
corresponde al dia post induccidn adipogénica. B) Especies de esfingolipidos de la fraccion de membrana
plasmatica de adipocitos Agpat2”/- y Agpat2** diferenciados in vitro en los dias 0 y 10 post-diferenciacién
adipogénica. Los niveles de cada especie fueron normalizados por los niveles de proteinas totales de cada
muestra y expresados como veces de cambio respecto a la correspondiente especie en comparacion con
adipocitos Agpat2*'* a dia 0 de diferenciacién. Cada valor corresponde al promedio + DE de la fraccidén de
membrana plasmatica proveniente de un cultivo de preadipocitos de animales independientes (n = 4 para dia
0; n = 6-9 para dia 10). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 indica diferencias
estadisticamente significativas entre genotipos, en el mismo dia post diferenciacion. # p < 0,05; ## p < 0,01;
### p < 0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas entre diferentes tiempos en
el mismo genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de ANOVA de 2 vias y test post hoc de Tukey’s.
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Figura 31: Niveles de fosfolipidos y composicion de acidos grasos de fosfolipidos en la fraccion de membrana
plasmatica de adipocitos Agpat2”’-y Agpat2*/* diferenciados adipogénicamente in vitro. A) Niveles de
fosfolipidos de fraccién de membrana plasmatica de adipocitos Agpat2”-y Agpat2*/* diferenciados in vitro en
los dias 0 y 10 post-diferenciacion adipogénica. Los niveles de cada fosfolipido fueron normalizados por los
niveles de proteinas totales de cada muestra, y expresados como veces de cambio en comparacién con
adipocitos Agpat2*/* a dia 0 de diferenciacién. Cada valor corresponde a la fraccién de membrana plasmatica
proveniente de un cultivo de preadipocitos de animales independientes. El eje X de los graficos corresponde
al dia post induccién adipogénica. B) Contenido de acidos grasos de fosfolipidos de la fraccion de membrana
plasmatica de adipocitos Agpat2’ y Agpat2*/* diferenciados in vitro en los dias 0 y 10 post-diferenciacién
adipogénica. Los niveles de cada especie de acido graso fueron normalizados por los niveles de proteinas
totales de cada muestra y expresados como veces de cambio respecto al correspondiente acido graso en
comparacién con adipocitos Agpat2*/* a dia 0 de diferenciacién. Cada valor corresponde al promedio + DE de
la fraccién de membrana plasmatica proveniente de un cultivo de preadipocitos de animales independientes
(n =4 paradia 0; n = 6-9 para dia 10). * p <0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001 indica diferencias
estadisticamente significativas entre genotipos, en el mismo dia post diferenciacion. # p < 0,05; ## p < 0,01;
### p < 0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas entre diferentes tiempos en
el mismo genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de ANOVA de 2 vias y test post hoc de Tukey’s.
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Interesantemente, la composicién de fosfolipidos de la MP mostrd variaciones durante el
transcurso de la diferenciacién adipogénica, que fueron equivalentes en ambos genotipos (Figura
31A). En efecto, en el dia 10 de diferenciacién en comparacidon con el dia 0 observamos
disminuciones significativas en los niveles totales de fosfatidilcolina (1,7 veces en adipocitos wild
typey 1,5 veces en adipocitos Agpat2’"), fosfatidiletanolamina (1,8 veces en adipocitos wild type y
en adipocitos Agpat2”"), fosfatidilinositol (2,4 veces en wild type y 1,7 veces en adipocitos Agpat2”-
), fosfatidilglicerol (1,7 veces en adipocitos wild type y 2,8 veces en adipocitos Agpat2”),
lisofosfatidilcolina (1,7 veces en adipocitos wild type y en adipocitos Agpat2”) vy
lisofosfatidiletanolamina (2,2 veces en adipocitos wild type y 2 veces en adipocitos Agpat2”). Por el
contrario, los niveles de fosfatidilserina aumentaron con la diferenciacién adipogénica, pero como
se indicé previamente, solo alcanzaron significancia estadistica para adipocitos Agpat2”- (1,3 veces
en adipocitos wild type y 1,9 veces en adipocitos Agpat2™).

Las especies de fosfatidilcolina que disminuyen significativamente a través de la
diferenciacidon adipogénica en adipocitos wild type son aquellas sustituidas con los acidos
pentadecanoico (15:0), margérico (17:0) y linoleico (18:2). Para los adipocitos Agpat2” son aquellas
sustituidas con el acido oleico (18:1). Interesantemente, a pesar de que los niveles totales de
fosfatidilcolina disminuyen, hay una especie que aumenta significativamente en ambos genotipos,
que corresponde al acido araquiddnico (20:4).

Las especies de fosfatidiletanolamina que disminuyen significativamente a través de la
diferenciacién adipogénica en adipocitos wild type y Agpat2”- son aquellas sustituidas con los acidos
10-pentadecenoico (15:1), oleico (18:1), linoleico (18:2) y di-homo y-linolénico (20:3). También hay
especies que aumentan en el tiempo en ambos genotipos: dacidos araquiddnico (20:4),

docosapentaenoico (22:5) y docosahexaenoico (22:6).

120



Las especies de fosfatidilinositol que disminuyen significativamente a través de la
diferenciacién adipogénica en adipocitos wild type son aquellas sustituidas con los acidos estedrico
(18:0), oleico (18:1) y linoleico (18:2). Para los adipocitos Agpat2” son aquellas sustituidas con el
acido linoleico (18:2).

Las especies de fosfatidilglicerol que disminuyen significativamente a través de la
diferenciacidn adipogénica en adipocitos wild type son aquellas sustituidas con los acidos margarico
(17:0), linoleico (18:2) y di-homo y-linolénico (20:3). Para los adipocitos Agpat2”’ son aquellas
sustituidas con los acidos miristico (14:0), margarico (17:0), oleico (18:1) y di-homo y-linolénico

(20:3).

Las especies de lisofosfatidilcolina que disminuyen significativamente a través de Ia
diferenciacidon adipogénica en adipocitos wild type son aquellas sustituidas con los acidos oleico
(18:1), linoleico (18:2), di-homo y-linolénico (20:3) y docosapentaenoico (22:5). Para los adipocitos
Agpat2”’ son aquellas sustituidas con los acidos oleico (18:1), linoleico (18:2), di-homo y-linolénico
(20:3) y docosahexaenoico (22:6).

Las especies de lisofosfatidiletanolamina que disminuyen significativamente a través de la
diferenciacién adipogénica en adipocitos wild type y Agpat2”- son aquellas sustituidas con los dcidos
oleico (18:1) y linoleico (18:2).

Las especies de fofatidilserina que aumentan significativamente a través de la diferenciacion
adipogénica en adipocitos wild type y Agpat2’- son aquellas sustituidas con los acidos estedrico

(18:0) y araquiddnico (20:4).
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4.7. La membrana plasmatica aislada de tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2”

tiene abundancia normal de colesterol y mayor abundancia de zimosterol y FFMAS.

Con el objetivo de comparar los resultados de adipocitos diferenciados in vitro con tejidos
de animales en etapas tempranas de desarrollo post natal, también realizamos este andlisis en MP
purificada de tejido adiposo pardo interescapular de ratones recién nacidos (P0.5) de ambos
genotipos.

Por su parte, tampoco encontramos diferencias entre genotipos en los niveles de colesterol
de la MP del tejido adiposo pardo interescapular de ratones recién nacidos (P0.5) (Figura 32). Sin
embargo, al estudiar otros esteroles, encontramos que la MP del tejido adiposo de ratones Agpat2
/- posee 2 veces mas FFMAS y 3 veces mas zimosterol en comparacién a ratones wild type, sin

cambios significativos en los otros esteroles medidos.
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Figura 32: Niveles de esteroles en la fraccion de membrana plasmatica de tejido adiposo pardo
interescapular de ratones Agpat2/-y Agpat2*/*. Niveles de colesterol, intermediarios de la via del mevalonato
y derivados del colesterol en fraccion de membrana plasmatica de tejido adiposo pardo interescapular de
ratones Agpat2”’ y Agpat2*/* recién nacidos (P0.5). Cada valor corresponde a la fraccién de membrana
plasmatica proveniente del tejido adiposo de animales independientes (n = 3-5 por grupo). * p < 0,05 significa
diferencias estadisticamente significativas por test de t.

FFMAS: Follicular fluid meiosis-activating sterol.
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4.8. Adipocitos Agpat2”’- presentan mayor abundancia del mRNA de genes reguladores del

metabolismo de colesterol v de esfingolipidos.

Hasta el momento, hemos encontrado que adipocitos Agpat2’  diferenciados
adipogénicamente in vitro a dia 10 post induccidén adipogénica poseen acumulos intracelulares de
colesterol, mayores niveles de esfingomielina y menores de fosfatidiletanolamina vy
lisofosfatidiletanolamina; y su membrana plasmatica presenta mayor contenido de fosfatidilglicerol
a dia 0 post diferenciacién y fosfatidilserina a dia 10 post diferenciacién. El tejido adiposo de ratones
Agpat2’- a P4.5 posee acumulos intracelulares de colesterol, niveles aumentados de ceramidas y
disminuidos de distintas especies de fosfolipidos: fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, acido
fosfatidico, lisofosfatidilcolina y lisofosfatidiletanolamina. Para comenzar a entender los
mecanismos subyacentes a la alteracién lipidica presente en adipocitos Agpat2”-, evaluamos los
niveles de mRNA de genes clave para la regulacién de lipidos en la célula, que estan involucrados en
la regulacién de colesterol celular y esfingolipidos.

En cuanto a los genes relacionados al colesterol, evaluamos los siguientes: Srebp2 (Sterol
regulatory element-binding protein 2), factor de transcripcion que regula los niveles de colesterol
célular; Hmg-CoaR (3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A Reductase), enzima limitante de la
biosintesis de colesterol; Srbl (Scavenger receptor class B type 1), Lrp1 (Lipoprotein receptor-
related protein 1) y LdIr (Low density lipoprotein receptor), implicados en la captacion de colesterol
extracelular, y Abcal (ATP Binding Cassette Subfamily A Member 1), involucrado en el eflujo de
colesterol hacia aceptores extracelulares.

Como se muestra en la Figura 33, en los dias 0 y 5 de diferenciacion, no hay diferencias
significativas entre genotipos en ninguno de los MRNA evaluados. Por el contrario, en el dia 10 de

diferenciacién, adipocitos Agpat2” poseen niveles significativamente mayores en el mRNA de todos
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Figura 33: Niveles de mRNA de reguladores del metabolismo de colesterol en adipocitos Agpat2/- y
Agpat2** diferenciados adipogénicamente in vitro. Los niveles de mRNA de cada gen fueron normalizados
por los niveles de mRNA del gen 36B4 y expresados como veces de cambio en comparacion con adipocitos
Agpat2** en el dia 0 de diferenciacién. Cada valor corresponde al promedio + DE de preadipocitos
provenientes de 6 ratones independientes. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 indica
diferencias estadisticamente significativas entre genotipos, en el mismo dia post diferenciacién. # p < 0,05; ##
p < 0,01; ### p < 0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas en comparacién a
dia 0 en el mismo genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de ANOVA de 2 vias y test post hoc de
Tukey's.

Srebp2: Sterol regulatory element-binding protein 2; Hmg-CoaR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A
Reductase; Srbl: Scavenger receptor class B type I; Abcal: ATP Binding Cassette Subfamily A Member 1; Lrp:
Lipoprotein receptor-related protein; Ldir: Low density lipoprotein receptor.
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los genes evaluados. Estas diferencias corresponden a niveles mayores de 3,1 veces para Srebp2, de
2,5 veces para Hmg-CoaR, de 2 veces para Srbl, de 3,1 veces para Abcal, de 3,4 veces para Lrpy de
2,3 veces para Ldlr.

Ademads, al analizar los niveles de mRNA de estos genes a través del transcurso de la
diferenciacién, encontramos que en predipocitos Agpat2** los niveles de mRNA se mantienen
constantes con la diferenciacién adipogénica, a diferencia de preadipocitos Agpat2”, en el cual
observamos que para los genes Srepb2, Abcal, Lrp y Srbl hay un aumento en los niveles de mRNA a
dia 10 post induccidn adipogénica en comparacién al dia 0. Este incremento fue de 1,8 veces para
Srebp2; 25 veces para Abcal; 2,6 veces para Lrp y 3,3 veces para Srbl en comparacion al dia 0 de
diferenciacién de adipocitos Agpat2”-.

Por tanto, adipocitos Agpat2”- presentan un aumento en el mMRNA de genes reguladores de
los niveles de colesterol a dia 10 de diferenciacién, lo cual sugiere una desregulacion en los niveles
y localizacién de colesterol en la célula, ya que el reticulo endopldsmico estaria sensando que hay
bajos niveles de colesterol por lo que aumentaria la transcripcién de genes relacionados a la sintesis
y de transportadores de colesterol.

Las células adquieren esfingolipidos a través de 2 fuentes: por biosintesis de novoy por el
reciclaje de esfingolipidos exégenos. Se ha sugerido que la mayor parte de los esfingolipidos de los
adipocitos de ratones proviene de la biosintesis de novo [70], por lo que analizamos el mRNA de
genes que codifican para enzimas clave en la sintesis de esfingolipidos: Sptic2 (Serina palmitoil
transferasa), que es la enzima limitante de la sintesis de esfingolipidos, la cual cataliza la
condensacion de palmitoil-CoA y serina para formar dehidroesfinganina; Asahl (Ceramidasa),
enzima lisosomal que hidroliza la ceramida en esfingosina y 4cido graso libre; Smpdi

(Esfingomielinasa), que cataliza la degradacidn de la esfingomielina a ceramida y fosforilcolina; y
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GIcT (Ceramida glucosiltransferasa), enzima que transfiere una molécula de glucosa a la ceramida,
formando monohexosil-ceramida [115] (Figura 34A).

A dia 0 y 5 post induccidn adipogénica, no hay diferencias significativas en los niveles de
mRNA de las diferentes enzimas evaluadas entre ambos genotipos. En comparacién a adipocitos
Agpat2**,a dia 10 post induccidn adipogénica adipocitos Agpat2” presentan mayor contenido de
6,8 veces en los niveles de mRNA de Sptic2, de 8,1 veces de Asahl, de 4,1 veces de Smpd1y de 8,8
veces de GIcT (Figura 34B).

En relacién a los cambios en los niveles de mRNA de los genes estudiados durante el
transcurso de la diferenciacién adipogénica, encontramos que en adipocitos wild type los niveles de
MRNA de estos genes se mantienen constantes a lo largo de los diferentes dias de diferenciacion
evaluados (dias 0, 5y 10). Por el contrario, en adipocitos Agpat2”-los niveles de mRNA de los genes
Sptic2, Asahl, Smpdl y GIcT fueron significativamente mayores en el dia 10 post induccién
adipogénica en comparacion con el dia 0, presentando un aumento de 3,7 veces para Sptic2, de 7,5
veces para Asahl, de 3,2 veces para Smpd1 y de 2,6 veces para GlcT. Esto sugiere que a dia 10 post
inducciéon adipogénica adipocitos Agpat2” podrian tener una alteracién en el metabolismo de

esfingolipidos.
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Figura 34: Niveles de mRNA de genes implicados en la sintesis de esfingolipidos en adipocitos Agpat2/-y
Agpat2*'* diferenciados adipogénicamente in vitro. A) Esquema de la via de sintesis de esfingolipidos. B)
Niveles de mRNA de adipocitos Agpat2/ y Agpat2** diferenciados adipogénicamente in vitro. Los niveles de
mRNA de cada gen fueron normalizados por los niveles de mRNA del gen 36B4 y expresados como veces de
cambio en comparacién con adipocitos Agpat2*/* en el dia 0 de diferenciacién. Cada valor corresponde al
promedio + DE de adipocitos provenientes de 6 ratones independientes. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001;
**¥** p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente significativas entre genotipos, en el mismo dia post
diferenciacidn. # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001; #### p < 0,0001 indica diferencias estadisticamente
significativas en comparacién a dia 0 en el mismo genotipo. Los valores de p fueron calculados por test de
ANOVA de 2 vias y test post hoc de Tukey'’s.

Sptic: Serine palmitoyltransferase; Asah1: Acid ceramidase; Smpd1: Sphingomyelinase; GIcT: Ceramida
glucosiltransferasa.
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Resumiendo, en esta tesis encontramos que adipocitos del tejido adiposo de ratones
Agpat2”-y adipocitos Agpat2”- diferenciados adipogénicamente in vitro presentan un ndmero
reducido de caveolas, lo cual no afecta los niveles basales de activacion de la via de sefializacion de
insulina. La abundancia de caveolina-1 y cavina-1 en adipocitos Agpat2”  diferenciados
adipogénicamente in vitro es normal pero su localizacién subcelular parece estar alterada.
Adipocitos del tejido adiposo de ratones Agpat2”’ y adipocitos Agpat2”’ diferenciados
adipogénicamente in vitro poseen acumulos intracelulares de colesterol. Ademads, adipocitos
Agpat2”’- diferenciados adipogénicamente in vitro presentan mayores niveles celulares totales de
esfingomielina y menores de fosfatidiletanolamina y lisofosfatidiletanolamina, mientras que el
tejido adiposo Agpat2’- a edad postnatal P4.5 posee niveles aumentados de ceramidas y
disminuidos de distintas especies de fosfolipidos: fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, acido
fosfatidico, lisofosfatidilcolina y lisofosfatidiletanolamina. La membrana plasmatica de los
adipocitos Agpat2”- diferenciados adipogénicamente in vitro tiene mayor contenido de
fosfatidilglicerol al dia 0 post diferenciacidon y fosfatidilserina al dia 10 post diferenciacidn, sin
diferencias en colesterol y esfingolipidos. Las alteraciones observadas en los niveles de lipidos se
asociaria a que adipocitos Agpat2’- presentan mayores niveles de mRNA de genes reguladores del

metabolismo de colesterol y de genes de sintesis de esfingolipidos.
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5. DISCUSION

En estudios previos de nuestro laboratorio mostramos que los ratones deficientes en la
enzima AGPAT2 presentan una rapida destruccién de su tejido adiposo (blanco y pardo) durante la
primera semana de vida postnatal [3]. Asi mismo, encontramos que adipocitos diferenciados in
vitro, tanto a partir de fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) [3] como desde preadipocitos
presentes en la fraccién estromal vascular del tejido adiposo interescapular [24], [96] presentan
menor capacidad adipogénica, manifestada por una baja proporcion de células que adquieren gotas
lipidicas, la formacidn de gotas lipidicas de menor tamafio y menor abundancia de marcadores

moleculares de adipocitos blancos y pardos maduros [24], [96].

En estos estudios también notamos que los adipocitos del tejido adiposo blanco subcutdneo
de ratones Agpat2”’- asi como en MEFs diferenciados adipogénicamente in vitro provenientes de
ratones Agpat2”- presentan una marcada deficiencia en el nimero de caveolas en la membrana
plasmatica en comparacién con adipocitos wild type [3]. Esta observacién resulta particularmente
importante en nuestra area de investigacion, puesto que mutaciones en los genes codificantes para
caveolina-1 y cavina-1 han sido asociadas a LCG en seres humanos y ratones deficientes en estos
genes desarrollan defectos en el crecimiento del tejido adiposo (ratén knock out para caveolina-1)
o bien son francamente lipodistréficos (ratén knock out para cavina-1), sugiriendo un rol central de

las caveolas en la patogénesis de la LCG.

Estas observaciones nos condujeron a determinar, en esta tesis, si la disminucién en el
numero de caveolas también afecta a los adipocitos del tejido adiposo pardo de los ratones Agpat2
r luar si este fend i Iteraci los niveles de lipidos de | b

y evaluar si este fenédmeno se asocia a alteraciones en los niveles de lipidos de la membrana

plasmatica (MP) que han sido previamente reconocidos como determinantes moleculares de las
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caveolas (colesterol y esfingolipidos), y de las proteinas caveolina-1 o cavina-1, también
previamente reconocidas como elementos necesarios para la normal formacién y funcionamiento

de estas estructuras de MP.

En relacion a nuestro primer objetivo, en esta tesis logramos determinar que adipocitos del
tejido adiposo pardo interescapular de los ratones Agpat2”-, en edades postnatales P0.5 y P2.5
presentan un numero significativamente menor de caveolas (Figura 8), indicando que el déficit en
el numero de caveolas es un fendmeno transversal de los diferentes depdsitos de tejido adiposo del
ratén Agpat2”. Esta observacion es relevante por cuanto los adipocitos pardos “clasicos”, es decir,
los que constituyen el tejido adiposo interescapular tienen un origen celular distinto al de los
adipocitos blancos. En efecto, los primeros derivan de un linaje miocelular Myf5+ y expresan un
conjunto de genes que les confieren capacidad termogénica bajo el control transcripcional de
PRDM16 y PGCla. Por el contrario, los adipocitos blancos derivan de precursores mesenquimales
Myf5-y su perfil de expresidn génica determina la formaciéon de una Unica gota lipidica de gran
tamafio y la secrecion de diversos productos con actividad hormonal (adipoquinas) [116].

En el presente trabajo, también verificamos que el nimero reducido de caveolas ocurre en
adipocitos Agpat2”- diferenciados adipogénicamente in vitro a partir de precursores del estroma
vascular del tejido adiposo interescapular (Figura 9), y que por tanto es un fendmeno celular
auténomo, no dependiente del contexto tisular y/o sefiales sistémicas exclusivamente presentes en
los organismos completos.

En base a estos resultados, concluimos que nuestro modelo de diferenciacion adipogénica
in vitro es una herramienta experimental valida para determinar los mecanismos subyacentes a la
deficiencia de caveolas en los adipocitos Agpat2”".

La marcada disminucién en el numero de caveolas tanto en adipocitos pardos

interescapulares como en adipocitos blancos subcutaneos de los ratones deficientes en AGPAT2, asi
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como en los adipocitos diferenciados in vitro, sugiere la existencia de mecanismos generales que
previenen la formacidn de estas estructuras y que serian independientes del linaje celular y que
posiblemente estan relacionados con procesos relacionados al metabolismo celular comun a todos
los adipocitos, tales como captacidon y acumulaciéon de grandes cantidades de acidos grasos y
colesterol.

En esta tesis también evaluamos la abundancia de caveolas en las células endoteliales del
tejido adiposo pardo interescapular (Figura 10). No encontramos diferencias en el nimero de
caveolas presentes en la membrana plasmatica entre células endoteliales provenientes de ratones
Agpat2’-y wild type. Sin embargo, para este experimento sélo contamos con un n = 1 por genotipo
y realizamos la cuantificacién en un nimero bajo de células (4 a 6 células), por lo que para poder
concluir si este fenédmeno de las caveolas es exclusivo de tejido adiposo y no de otros tipos celulares,
es necesario aumentar el nimero de ratones analizados y ademads evaluar la abundancia de caveolas
en otros tipos celulares en que estas estructuras son conocidamente abundantes, tales como células
epiteliales del tubo digestivo y sistema hepatobiliar, células musculares y fibroblastos. Estas
determinaciones se haran en futuros estudios para evaluar la posibilidad que estas anormalidades
sean auln mas generales en los ratones deficientes en AGPAT2, sugiriendo roles de la enzima en los

mecanismos de formacién de caveolas en diversos tipos celulares.

5.1. Sefalizacidn dependiente de insulina y su relacidn con las caveolas

Para evaluar el impacto funcional de la reduccién de caveolas en los adipocitos Agpat2”-en
la actividad de vias de sefalizacidon dependientes de receptores de superficie celular presentes en
la caveola, determinamos la activacion basal de la via de sefializacion de insulina (Figura 11), ya que
se conoce que el receptor de insulina se localiza en caveolas [85] y que esta via es esencial para la

diferenciacidon adipogénica [117]. Contrario a nuestras predicciones, encontramos que los
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adipocitos Agpat2”- poseen niveles equivalentes de fosforilacion de las proteinas Akt y Erk que los
adipocitos wild type en todos los dias que siguieron a la induccion adipogénica, indicando que la
activacion basal de la via de senalizacidn de insulina no se ve afectada por la falta de caveolas.
Concordantemente con esto, los niveles del receptor de insulina, no fueron diferentes entre
genotipos en los dias de diferenciacion evaluados, lo cual implica que en circunstancias de
disminucién en la abundancia de caveolas, el receptor de insulina se localiza en otros dominios de
la membrana plasmatica, sin que su capacidad para ser activado por insulina se vea disminuida. En
consecuencia, nuestros resultados nos permiten concluir que la carencia de caveolas no reduce la
sefializacién insulinica basal en adipocitos Agpat2™.

No obstante lo anterior, es importante destacar que el disefio de nuestros experimentos
implica la evaluacion de la activacién de la sefializacidn por insulina en estados basales, ya que los
medios de cultivo de induccién y mantencidn utilizados fueron suplementados con insulina 20 nM,
y la recoleccién de las muestras para cada uno de los dias evaluados fue realizada 24 horas después
del cambio de medio de cultivo. En consecuencia, se requeriran futuros experimentos de
tratamiento con insulina a tiempos cortos para caracterizar completamente el impacto funcional de
la carencia de caveolas sobre la sefializacién insulinica en adipocitos Agpat2”-. Adicionalmente,
sera importante evaluar otras vias activadas por receptores presentes en caveolas y que estan
implicadas en la funcién de los adipocitos, tales como la seializacidn B-adrenérgica y la dependiente

del receptor de adiponectina [34], [86].

5.2. Alteracién en localizacidon subcelular de caveolina-1 y cavina-1 vy sus posibles determinantes

moleculares en adipocitos Agpat2™-.

Tal como se mencioné en la seccién introductoria de esta tesis, las proteinas caveolina-1 vy

cavina-1 son esenciales para la formacion de las caveolas, por lo que decidimos analizar los niveles
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de estas proteinas en adipocitos Agpat2”. Interesantemente, pese a la marcada disminucién de
caveolas de los adipocitos Agpat2/-diferenciados in vitro, no encontramos diferencias en los niveles
celulares totales de estas proteinas (Figura 12), por medio de la técnica de western blot, entre
ambos genotipos en ninguno de los dias de diferenciacién evaluados. Dado este resultado,
decidimos explorar la posibilidad que defectos en la localizacidn subcelular de estas proteinas fuera
un determinante de la disminucidon de las caveolas en los adipocitos deficientes en AGPAT2.
Nuestros analisis de inmunofluorescencia confocal (Figura 13) mostraron que en adipocitos wild
type ambas proteinas poseen una distribucién predominante en la periferia de las células,
compatible con localizacién en la membrana plasmatica. Por el contrario, en adipocitos Agpat2”-
estas proteinas fueron detectadas en agregaciones intracelulares. Si bien el andlisis de la localizacién
subcelular de caveolina-1 y cavina-1 en tejido adiposo (Figura 14) muestra una marca celular
periférica menos definida y de intensidad mas heterogéneas en tejido adiposo Agpat2” , no es
posible definir con la técnica utilizada (microscopia confocal) si la localizacion de estas proteinas es
citoplasmdtica o de membrana. La razén de esto es que en adipocitos maduros la gota lipidica ocupa
la mayor parte del volumen celular, siendo el citoplasma indetectable con este tipo de imdagenes.
Por lo tanto, se necesitarian de reconstrucciones tridimensionales del tejido o realizar un
fraccionamiento subcelular y analizar mediante western blot la presencia de caveolina-1y cavina-1
en las distintas fracciones para poder aseverar que hay una deslocalizacién de estas proteinas en el
tejido.

Interesantemente, ha sido reportado que mientras la localizacion en membrana plasmatica
de ambas proteinas es necesaria para la formacién de caveolas [53], la retencién o acumulacién de
caveolina-1 en compartimentos intracelulares determina un nimero menor de caveolas en la
membrana plasmdtica [118]. Generalmente, el pool de caveolina-1 presente en la MP de los

adipocitos parece ser relativamente inmévil, a menos que las células sean estimuladas, por ejemplo,
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con la adicién de acido okadaico para inducir la despolimerizacién de actina, o por medio de agentes
gue causen la internalizacién de la caveola [119]. En ese sentido, un estudio realizado por Cubells y
colaboradores encontrd que células que expresan altos niveles de Anexina A6 se caracterizan por
acumulacién de caveolina-1 en el aparato de Golgi, y estas células muestran una reduccién
significativa del niumero de caveolas de la MP [118]. También se ha reportado que caveolina-1 en la
membrana plasmatica puede translocar a compartimentos intracelulares tras estimulos especificos.
En un trabajo de Smart y colaboradores, se mostré que la oxidacion de colesterol caveolar mediante
tratamiento con la enzima colesterol oxidasa rapidamente desplaza caveolina-1 desde la MP hacia
vesiculas intracelulares que colocalizan con marcadores del aparato de Golgi [120]. Ademds, como
se indica en la seccién introductoria 1.3.4, la caveola puede desensamblarse ante ciertos estimulos,
tales como un aumento de la tensién de la membrana o por exceso de acidos grasos, y oligdmeros
de caveolina-1 y cavina-1 pueden ser internalizados y se translocados a compartimentos
intracelulares, desde donde pueden ser reciclados a la MP y formar nuevas caveolas o,
eventualmente ser degradadas por via lisosomal [30]. Es importante destacar que se ha observado
que alteraciones en el trafico de caveolina-1 se asocian a enfermedades humanas. En pacientes con
hipertension arterial pulmonar genética, se han descrito mutaciones en el gen CAV1 que determinan
la generacién de una sefial de retencién en el reticulo endoplasmico (RE) en el extremo C-terminal
de caveolina-1, que inhibe su exportacién desde el RE y, por lo tanto, su destinacién a MP,
impidiendo asi la formacién de caveolas [121]. Interesantemente, estudios con fibroblastos
cultivados de estos pacientes mostraron reduccion significativa en la resistencia al estrés
hipoosmolar, avalando asi la funcién de la caveola como una estructura protectora de la integridad
fisica de la MP [121]. Por otro lado, se ha reportado que mutaciones en caveolina-3 asociadas a
distrofia muscular de la cintura tipo 1C, determinan acumulacién de caveolina-3 en el aparato de

Golgi, asociada a defectos en el trafico de caveolina-3 hacia la MP [122].
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Un factor determinante de la distribucidon intracelular de caveolina es la abundancia de
colesterol celular [118], [119], por lo que anormalidades en la abundancia o trafico de colesterol en
adipocitos Agpat2”- podria causar las anormalidades en la localizacidn subcelular de caveolina-1y
de cavina-1 en estas células, impidiendo que éstas se transloquen a la MP, y por lo tanto, reduciendo
la abundancia de caveolas. En el estudio realizado por Cubells y colaboradores, se describié que el
aumento del contenido de colesterol en endosomas tardios y su disminucién en la MP y aparato de
Golgi inhiben la exportacion de caveolina-1 desde el Golgi [118]. En otro estudio, se observd que la
sobrecarga de colesterol por medio de su adicidon a complejos con ciclodextrina en células 3T3-L1,
una linea celular tradicionalmente usada en estudios de adipogénesis in vitro, estimula la
translocacion de caveolina-1 a gotas lipidicas [91].

Otro factor potencialmente determinante para la funcién y localizacién de caveolina-1 y
cavina-1y su participacidn en la formacién de la caveola son modificaciones post traduccionales a
las cuales estan sometidas, las cuales pudiesen estar alteradas en adipocitos Agpat2”-. Por ejemplo,
caveolina-1 es susceptible a fosforilacidn, acilacién y ubiquitinacidn. La fosforilacion en tirosina 14
se requiere para la endocitosis mediada por caveola, y fosforilacidon en serina 80 localiza a caveolina-
1 en el reticulo endopldsmico y permite su ingreso a la via secretora y posterior destinacion a la
membrana plasmatica [123]. Caveolina-1 puede ser ubiquitinada en los residuos de lisina 5, 26, 30,
39, 47 y 57 presentes en la regién N-terminal de la proteina, lo cual es necesario para el correcto
tréfico hacia endosomas tardios y recambio de caveolina-1 [124]. Por el contrario, la ubiquitinacion
en lisina 176 es necesaria para la formacién de oligdmeros de esta proteina [125]. También, se ha
reportado que caveolina-1 es acilada en residuos de cisteina por acido palmitico y por acido
estearico. Se ha sugerido que esta acilacion puede ser importante para la destinacién de caveolina-

1 alamembranay por ende a la formacién de la caveola [126], pero otros estudios afirman que esta
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acilaciéon no es importante para la localizacidn de caveolina-1 en caveola, sino mas bien para la

estabilizacién de la estructura terciaria de la proteina [127].

Cavina-1 también presenta diversas modificaciones post traduccionales: fosforilacion,
acetilaciéon y ubiquitinacién. Se ha reportado que en tejido adiposo blanco de ratdn, cavina-1 se
acetila en residuos de lisina 291, 293 y 298, lo cual es regulado por el estado nutricional del animal.
Al estar acetilada, cavina-1 recluta la enzima lipasa sensible a hormona en la caveola, promoviendo
asi la lipdlisis [128]. Cavina-1 también posee multiples sitios de fosforilacién. Cavina-1 es
rapidamente fosforilada en adipocitos en cultivo cuando éstos son estimulados con agentes
lipoliticos. Hasta el momento, se ha reportado que fosforilacion en serina 365 y/o serina 366 se
relaciona al ensamblaje de caveolas. Ademas, la fosforilacién en residuos de serina o treonina
inducida por insulina se asocia a pérdida de cavina-1 en membrana plasmatica [129]. Ademas, se ha
visto que el sitio de unidn a lipidos fosfoinositidos de cavina-1 también es un sitio de ubiquitinacion.
La liberacion de cavina-1 desde la caveola al citosol produce la exposicion de lisinas claves para ser
ubiquitinadas, lo cual induce la degradacidn proteosomal de esta proteina. A través de este

mecanismo las células mantienen bajos niveles citosélicos de cavina-1 [130].

Por lo tanto, en futuros estudios se deberd explorar sistematicamente el patrén de
modificaciones post traduccionales de estas proteinas en adipocitos Agpat2”- como un potencial

mecanismo de su localizacién subcelular anormal.

5.3. La composicion lipidica celular total de adipocitos Agpat2”- y su potencial importancia en la

abundancia de caveolas, adipogénesis y muerte lipotdxica.

Estd ampliamente demostrado que la disminucién de los niveles de colesterol en la MP

induce pérdida de caveolas [59], [60], [131]. En esta tesis evaluamos la presencia de depdsitos de
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colesterol por medio de métodos de fluorescencia confocal con la sonda PFO-GST y cuantificamos
su concentracion en homogenizados celulares totales por métodos enzimadticos, asi como
directamente por HPLC acoplado a MS. También cuantificamos otros lipidos que estan enriquecidos
(esfingomielina) o presentan una composicion particular (fosfolipidos) en las caveolas.

Ademads del papel central de almacenamiento de triglicéridos, el tejido adiposo es el
principal depdsito de colesterol del organismo [132]. Sin embargo, en estas células el colesterol esta
integrado en la monocapa fosfolipidica que recubre la superficie de las gotas lipidicas y, por lo tanto,
se encuentra exclusivamente como colesterol no esterificado (“libre”). Por su parte, el colesterol
esterificado es solo una pequenfa fraccién del colesterol total de los adipocitos y se encuentra en el
nucleo de lipidos neutros de las gotas lipidicas [133].

Por medio de la sonda recombinante PFO-GST, encontramos que en ratones Agpat2” los
adipocitos del tejido adiposo blanco subcutdneo en edades P0.5 y P2.5 y del tejido adiposo pardo
interescapular a la edad de P4.5 presentan acumulos intracelulares de colesterol libre (Figura 22),
y estas formaciones no fueron detectables en ninguno de los especimenes analizados del tejido
adiposo de ratones wild type hermanos de camada de las mismas edades. Similarmente, en nuestro
modelo in vitro encontramos que solo los adipocitos Agpat2”/- presentaron acimulos de colesterol
libre, detectables solo en el dia 10 post induccidn adipogénica (Figura 15). Es importante mencionar
gue la sonda PFO-GST detecta solo depdsitos de acimulos de colesterol, y necesita de un umbral de
concentracién de colesterol para presentar marca positiva [134]. Es por esto que en adipocitos wild
type no logramos detectar el colesterol de membranas, en especial el colesterol presente en la
membrana de la gota lipidica, que es donde se espera encontrar la mayor parte del colesterol en los
adipocitos wild type. Por lo tanto, esta sonda no permite cuantificar colesterol pero si determinar la

presencia de acimulos de este lipido.
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La acumulacién de colesterol libre es citotéxica y podria ser un mecanismo que contribuye
a la muerte de los adipocitos durante la primera semana de vida en los ratones Agpat2™. En efecto,
en la enfermedad de Niemann Pick tipo C (NPC), se acumula colesterol y gliceroesfingolipidos en
endosomas y lisosomas, resultando en neurodegeneracion y esteatohepatitis no alcohdlica grave.
En la xantomatosis cerebrotendinosa existe disminucién en la capacidad del higado para convertir
el colesterol en acidos biliares, llevando a la acumulacidn de depdsitos toxicos de colesterol en el
cerebelo y otros tejidos [98]. Si bien en nuestro modelo in vitro no se observa muerte celular de los
adipocitos Agpat2’,, experimentos realizados en nuestro laboratorio en que adipocitos
diferenciados adipogénicamente in vitro se someten a cantidades elevadas de 4cido palmitico, se
encontré que los adipocitos Agpat2”- son mas susceptibles a la muerte celular que adipocitos wild
type [96]. Por lo tanto, en futuros estudios evaluaremos el rol del colesterol intracelular en la muerte
celular lipotéxica de los adipocitos Agpat2™, por ejemplo, forzando la remocién de colesterol celular
por medio de ciclodextrina. Ademas, la menor abundancia de caveolas en estos adipocitos, pudiera
también promover su muerte lipotdxica, considerando el rol de estas estructuras en la proteccion
contra los acidos grasos extracelulares.

Por otro lado, se ha descrito que caveolina-1 participa de la regulacion de la homeostasis de
colesterol intracelular, y puede modular la actividad de proteinas que estan involucradas en la
regulacién del colesterol intracelular [135]. Por lo tanto, la localizacién anormal de caveolina-1
puede promover, por su parte, contribuir a la alteracién de colesterol en adipocitos Agpat2”.

Si tomamos en cuenta que nuestras cuantificaciones bioquimicas y por espectrometria de
masa del colesterol en adipocitos diferenciados in vitro y en el tejido adiposo de ratones Agpat2’
no muestran diferencias con células y tejidos controles (Figuras 16, 18, 24) pero los estudios
realizados con la sonda PFO-GST muestran que adipocitos Agpat2”" presentan acimulos de

colesterol, podemos concluir que en estas células existe una distribucidn celular de colesterol
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anormal. Si esto es asi, es de esperarse que no haya diferencias en la concentracién de colesterol
total en la célula, ya que en la diferenciacién in vitro existen células Agpat2”- que no presentan
acumulacién de colesterol, ademas de un alto porcentaje de células no diferenciadas; y dado que
las gotas lipidicas poseen abundante colesterol, en la medicién bioquimica del homogenizado total
de los cultivos podria enmascarar diferencias solo detectables por andlisis de células individuales.

En esta tesis no realizamos un estudio exhaustivo de la localizacién subcelular de los
acimulos de colesterol observados en adipocitos Agpat2”, sino que solamente se estudid su
colocalizacion con el marcador de lisosoma Lamp1 (Figura 15B), que es el organelo en el que suele
acumularse el colesterol en otras enfermedades, tales como Niemann Pick tipo B o tipo C.
Encontramos que la colocalizacién de colesterol y Lamp1l es baja. Es necesario realizar estudios de
colocalizacion con marcadores de otros organelos en conjunto con experimentos de
fraccionamiento subcelular para definir el compartimento subcelular en el que ocurre la
acumulacién de colesterol en los adipocitos Agpat2”- diferenciados.

Nuestro analisis lipiddmico por espectrometria de masas, nos reveld que, en comparacion
a adipocitos wild type, los adipocitos Agpat2” en el dia 10 post induccién adipogénica presentan
un aumento significativo en uno de los intermediarios de la biosintesis de colesterol (7-
dehidrodesmosterol) (Figura 18), sugiriendo mayor actividad de la via del mevalonato, conducente
a la biosintesis de colesterol. Concordantemente, la cuantificacion de la abundancia de reguladores
del metabolismo del colesterol (Figura 33) nos mostré que los adipocitos Agpat2”- presentan
mayores niveles en el mMRNA de Hmg-CoAR y Srebp2, implicados en la biosintesis de colesterol,
sugiriendo que adipocitos Agpat2”’- podrian presentar un aumento en la tasa de sintesis de
colesterol. Sin embargo, también se encontraron niveles elevados de genes relacionados al influjo

(Ldlr, Srbl, Lrp) y al eflujo (Srbl, Abcal) de colesterol, lo cual podria estar equilibrando los niveles
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totales de colesterol en la célula, lo cual concuerda con que en la cuantificacién bioquimica del
colesterol no haya diferencias significativas entre adipocitos Agpat2”- y wild type.

El incremento en la abundancia de Srebp2 y de sus genes blanco cuantificados en este
estudio (Hmg-CoAR vy Ldir) es compatible con una menor concentracion de colesterol en la
membrana del reticulo endoplasmico de los adipocitos Agpat2”. Esta interpretacidn es coherente
con nuestra observacién de acumulacién de colesterol en compartimentos intracelulares en estas
células, lo que podria resultar en un trafico anormal de este lipido, tal como ocurre, por ejemplo en
la enfermedad de NPC. No obstante, hay que tener presente que todas estas alteraciones solo
fueron detectadas en tiempos tardios de diferenciacion adipogénica (dia 10), por lo que es
improbable que estén relacionadas causalmente con los defectos adipogénicos de los adipocitos
deficientes en AGPAT2, sino que mas bien parecen ser una consecuencia de ellos.

Sin embargo, es importante notar que si bien en nuestros estudios la presencia de acimulos
de colesterol en adipocitos Agpat2’- diferenciados in vitro solo pudo ser verificada en tiempos
tardios de diferenciacién (dia 10), la localizacién subcelular alterada de caveolina-1 y cavina-1, fue
observada a dias mas tempranos (dia 5 de diferenciacion). La discordancia temporal entre estos dos
fendmenos sugiere que la deslocalizacion de estas proteinas podria ser explicada, en nuestro
sistema experimental, por un tréfico alterado de colesterol solo a dias tardios de diferenciacion.
Similarmente, es improbable que estas alteraciones en el manejo celular del colesterol sean la causa
de la adipogénesis anormal de los adipocitos deficientes en AGPAT2, puesto que son evidentes en
tiempos tardios de este proceso, sino que mas bien podrian corresponder a una consecuencia que
esté contribuyendo a la destruccién del tejido adiposo por mecanismos lipotéxicos.

Por otro lado, los niveles celulares de esfingomielinas totales en el dia 10 de diferenciacidon
en adipocitos Agpat2”- son mayores que los de adipocitos wild type (Figura 20), al igual que los

niveles de mRNA de enzimas involucradas en la sintesis de esfingolipidos (Figura 34).

142



Adicionalmente, el andlisis de la composicidn de diversas especies de esfingolipidos mostré que una
especie particular de esfingomielina (38 atomos de carbono) fue detectada exclusivamente en
adipocitos Agpat2”-. También fue posible detectar que en adipocitos Agpat2”/- hubo un aumento
de 2 veces en los niveles totales de esfingomielina durante el transcurso de la diferenciacion
adipogénica (dia 0 v/s 10 post induccién adipogénica en adipocitos Agpat2”").

En el tejido adiposo pardo de ratones Agpat2”, sin embargo, no se verific este aumento
de esfingomielina (Figura 26), sino que, por el contrario, se encontraron niveles significativamente
mayores de ceramidas y monohexosilceramidas en el dia P4.5 en comparacion con ratones wild type
de la misma edad. Interesantemente, se conoce que el exceso de ceramidas es un inductor potente
de muerte celular programada [136] , por lo cual estos lipidos podrian estar involucrados en la
destruccién inflamatoria postnatal del tejido adiposo en los ratones Agpat2™-.

En cuanto a los fosfolipidos, nuestro analisis lipidémico revelé que los adipocitos Agpat2”
en el dia 10 de diferenciaciéon presentan niveles totales disminuidos de fosfatidiletanolamina y
lisofosfatidiletanolamina en comparacion con adipocitos wild type (Figura 21). La
fosfatidiletanolamina es un fosfolipido abundante en la mitocondria, esto podria tener relacién con
la morfologia anormal de las mitocondrias observada en adipocitos Agpat2”- [3], [96]. La
importancia potencial de los menores niveles celulares totales de estos fosfolipidos en la biologia
de las caveolas en los adipocitos deficientes en AGPAT2 permanece desconocida y serd materia de
futuras investigaciones.

Pese a estos cambios en los adipocitos Agpat2”’ diferenciados in vitro, no encontramos
cambios en la abundancia relativa de los distintos fosfolipidos en el tejido adiposo pardo
interescapular en ratones de edad P2.5 de ambos genotipos (Figura 27). Por el contrario, en
animales de edad P4.5, encontramos que tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2”-

presenta menores niveles totales de fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, acido fosfatidico,
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lisofosfatidilcolina y lisofosfatidiletanolamina, en comparacion con tejido proveniente de ratones
wild type hermanos de camada. Cabe destacar que la medicidn realizada de estos lipidos es un
homogenizado total del tejido y que a la edad de P4.5 el tejido adiposo de los ratones Agpat2”-
presenta alteraciones histoldgicas compatibles con muerte de adipocitos e infiltracién de células
inflamatorias [3]. Por este motivo, estos cambios en la composicion de fosfolipidos son mas
probablemente consecuencia de la degeneracion del tejido adiposo de estos animales antes que su
causa.

Con los experimentos realizados en esta tesis, no es posible dilucidar si los niveles alterados
de fosfolipidos encontrados en adipocitos Agpat2”’ y en tejido adiposo de ratones Agpat2”- son
consecuencia directa de la deficiencia de AGPAT2 o si son una consecuencia del metabolismo
anormal de lipidos asociada a la adipogénesis deteriorada observada en adipocitos Agpat2™-.

Si bien AGPAT2 cataliza la sintesis de PA a partir de LPA, en nuestros resultados encontramos
que adipocitos Agpat2’ diferenciados in vitro no poseen diferencias en los niveles de PA en
comparacién a adipocitos Agpat2*/* (Figura 21) ni tampoco en tejido adiposo pardo a edad P2.5
(Figura 27). Interesantemente, MEFs Agpat2”- diferenciados in vitro poseen niveles elevados de PA
[3], al igual que en otros modelos de adipogénesis deteriorada, tales como células 3T3 en que se
realizd un knock-down de la proteina Seipin o en células OP9 en que se realizd un knock down de
Agpat2 [137], [138]. En ratones que carecen de la proteina Seipin especificamente en el tejido
adiposo, también presentan niveles elevados de PA en diferentes depdsitos de tejido adiposo blanco
y pardo [139], asi como el higado de ratones deficientes en AGPAT2 [140]. El fendmeno de que PA
no presente menores niveles en adipocitos Agpat2” puede ser explicado porque existen otras vias
metabdlicas que sintetizan PA, las cuales podrian estar activadas. Ademas de la via de sintesis de
glicerolipidos en la cual participa AGPAT2, PA también puede ser generado por hidrdlisis de

fosfatidilcolina o cardiolipina por accién de la enzima fosfolipasa D [141]; por fosforilacion de DAG
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a través de las enzimas DAG quinasas [142]; o por la adicion de una cadena de 4cido graso al LPA a
través de la accidn de enzimas LPA acil transferasas que no pertenecen a la familia de AGPATs o
también por otras isoformas de AGPATSs [23]. Interesantemente, se ha encontrado que el higado de
ratones Agpat2’- posee mayores niveles de expresion de los genes que codifican para las enzimas
DAG quinasas y fosfolipasa D [140] y de otras isoformas de AGPATs: Agpatl, Agpat3, Agpats, y
Agpat8 [2].

El hecho de que el PA no cambie en adipocitos Agpat2”-, los cuales poseen bajos niveles de
triglicéridos (Figura 19), sugiere que la deficiencia de AGPAT2 afecta la disponibilidad de PA para la
sintesis de triglicéridos pero no la sintesis de PA ni su uso para la sintesis de otras especies de

fosfolipidos.

5.4. La composicidn lipidica de la membrana plasmatica de adipocitos Agpat2”’” y su potencial

importancia en la abundancia de caveolas y adipogénesis.

El analisis de la composicidn lipidica de la MP en los dias 0 y 10 post induccidn adipogénica
no mostré diferencias significativas en los niveles de colesterol entre adipocitos Agpat2”y wild type
(Figura 29y 32), lo cual, en principio, permite descartar que menores niveles de colesterol en la MP
sean la causa de la menor abundancia de caveolas en adipocitos Agpat2”-. Tampoco encontramos
diferencias significativas en los niveles de esfingolipidos de la MP (Figura 30). Sin embargo, es muy
importante reconocer que la heterogeneidad intrinseca de la poblacion celular en los cultivos de
adipocitos Agpat2”", en los que una alta proporcién de células no adquiere gotas lipidicas (~80 %)
[24], [96] no permite formalmente descartar que efectivamente las células Agpat2”- que carecen de
caveolas si presenten menores niveles de colesterol en su MP, producto de alteraciones en el trafico

intracelular de este lipido o de las proteinas caveolina-1y cavina-1.
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En ese sentido, una observacién importante es que la MP de adipocitos Agpat2” en el dia
0, es decir en su etapa de preadipocito, presentd niveles elevados de fosfatidilglicerol total (Figura
31), en comparacion a adipocitos wild type. En estudios previos de nuestro laboratorio encontramos
gue en este estadio de diferenciacidn no existen mayores diferencias en el perfil global de expresién
génica, analizado por microarray de RNA [96], como tampoco diferencias en la ultraestructura
celular analizada por microscopia electrénica, sugiriendo que los mayores niveles de
fosfatidilglicerol en las células Agpat2” pudiera depender estrictamente de la deficiencia de la
accion enzimatica de AGPAT2 y tener un rol causal en la incapacidad adipogénica de estas células.
No obstante, hay que considerar que el fosfatidilglicerol es un fosfolipido poco abundante en la MP
de mamiferos (1-2% de los fosfolipidos totales) y no cumple roles estructurales en ella. Se ha
sugerido que la principal funcidn del fosfatidilglicerol es ser precursor de cardiolipina, un fosfolipido
presente exclusivamente en las mitocondrias y que es esencial para la estructura altamente plegada
de la membrana mitocondrial interna, el transporte de electrones y la fosforilacién oxidativa [143].
En estudios actualmente en curso en nuestro laboratorio estamos estudiando detalladamente la
estructura y funcién mitocondrial en adipocitos Agpat2”", asi como la abundancia y composicién de
acidos grasos de la cardiolipina celular [144]. Por lo tanto, desbalances en el contenido de
fosfatidilglicerol y de su composicién especifica de acidos grasos podria determinar anormalidades

en la abundancia y composicion de cardiolipina y por tanto, disfuncién mitocondrial.

También en el dia 0 de diferenciacién, encontramos un aumento de acido miristico (14:0) y
acido oleico (18:1) asociados a fosfatidilglicerol (Figura 31). Se ha demostrado que la modificacién
de acidos grasos presente en la membrana plasmatica produce una alteraciéon en la fluidez de la
membrana o en la composicion de microdominios especificos de membrana. Esto afecta una serie
de funciones celulares, que incluye cambios en el transporte mediado por receptores, en la union

de ciertas enzimas a la membrana, en la actividad de receptores de membrana, en la unién de
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moléculas de seializacion a sus receptores, en la fagocitosis, en endocitosis, en exocitosis
dependiente de despolarizacidn y en el crecimiento celular [145]. El largo y el grado de insaturacién
de los acidos grasos determina su impacto en las propiedades biofisicas de la membrana: acidos
grasos saturados con cadenas cortas forman membranas menos viscosas, y acidos grasos no
saturados forman membranas mas fluidas, y mientras mas dobles enlaces tenga, mas fluida sera la
membrana [146], [147]. Por lo tanto, el aumento del acido miristico (14:0) y acido oleico (18:1)
integrados en el fosfatidilglicerol y por lo tanto posiblemente presentes también en cardiolipina,
podrian influir en las propiedades biofisicas de las membranas (posiblemente mitocondriales)
alterando su funcién y fluidez.

La MP de preadipocitos Agpat2”- presenté niveles aumentados de fosfatidilserina total en
el dia 10 de diferenciacion (Figura 31), en comparacién con adipocitos wild type. En un estudio
reciente se mostréo que fosfatidilserina regula el ensamblaje y dindmica de la caveola en la
membrana plasmatica e induce la interaccidén entre las proteinas caveolina-1 y cavina-1 [73]. Sin
embargo, en este estudio analizaron los efectos de la disminucidon de los niveles de este fosfolipido,
sin que se abordaran los efectos de sus niveles aumentados. Por tanto, seran necesarios futuros
estudios para determinar el rol del aumento en los niveles de fosfatidilserina sobre la formaciény
mantencién de las caveolas en adipocitos, asi como su rol en los defectos adipogénicos de los
adipocitos Agpat2”.

En el dia 10 de diferenciacion encontramos una composicién diferente de acidos grasos en
la fosfatidilserina de la MP de los adipocitos deficientes en AGPAT2, con mayores niveles de acido
estedrico (18:0) y acido eicosatetraenoico (20:4) (Figura 31). Dado que la fosfatidilserina es un
fosfolipido que se encuentra en altas concentraciones en la MP, el aumento de estos acidos grasos
también podria modificar la fluidez de la membrana, eventualmente contribuyendo a la muerte

celular observada con concentraciones elevadas de acido palmitico [96].
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En cuanto a los esteroles, encontramos que la MP de preadipocitos Agpat2” en el dia 10 de
diferenciacion adipogénica presenta mayores concentraciones de 8(9)-dehidrocolesterol (Figura
29); y que la MP de tejido adiposo pardo interescapular de ratones Agpat2”- a edad P0.5 presenta
mayores niveles de FFMAS vy zimosterol (Figura 32). Estos compuestos corresponden a
intermediarios de la via del mevalonato. Sin embargo, todas las enzimas involucradas en esta via
qgue conduce a la sintesis de colesterol, estan en el RE. Por otro lado, dada la alta sensibilidad de
nuestros métodos lipiddmicos, pensamos que su deteccidn en nuestras fracciones purificadas de
MP, puede corresponder a contaminacidon remanente de membrana de RE. El hecho de que 8(9)-
dehidrocolesterol esté aumentado en adipocitos Agpat2’- es compatible con una mayor actividad
biosintética de colesterol en estas células, tal como se discutié en la seccién anterior. Por otro lado,
algunos metabolitos de la via del mevalonato son también moléculas de sefalizacién. Por ejemplo,
lanosterol y dihidrolanosterol promueven la degradacion de la enzima HMG-CoAR via proteosoma
[148]. Sin embargo, ninguno de los intermediaros cuyos niveles estan elevados en la preparacién de
MP de los adipocitos Agpat2”- ha sido relacionado con algin papel en la regulacién del colesterol o
alguna otra funcién en la célula. En un trabajo de Megha y colaboradores, mostraron que
precursores de colesterol (principalmente latosterol y 7-dehidrocolesterol, y en menor medida
lanosterol, dihidrolanosterol, zimosterol, zimostenol y desmosterol) incrementaban la estabilidad
de balsas lipidicas (lipid rafts) ricas en ceramidas en la MP [149].

Considerando todos los resultados obtenidos en esta tesis podemos concluir que el nUmero
reducido de caveolas en adipocitos Agpat2”- se asocia a niveles elevados de fosfatidilglicerol en el
estado de preadipocito (dia 0 post induccién adipogénica) y a niveles elevados de fosfatidilserina en
el estado de adipocito (dia 10 post induccién adipogénica). Ademas, es posible que alteraciones en
la distribucion celular de caveolina-1 y cavina-1 contribuyan al déficit en el nimero de caveolas.

Proponemos que estas alteraciones conducen a un trafico anormal de colesterol, que determina la
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presencia de acumulos intracelulares de este lipido y mayor actividad biosintética de colesterol,
producto de su retencidon en compartimentos que previenen su destinacién normal a la membrana
del RE. Por otro lado, la deficiencia de caveolas podria promover o facilitar la muerte celular
lipotdxica de los adipocitos Agpat2”-, producto de su mayor sensibilidad a acidos grasos y también

por el exceso de depdsitos intracelulares de colesterol (Figura 35).
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Figura 35: Alteraciones lipidicas inducidas por la deficiencia de AGPAT2 y posibles causas y efectos del
numero reducido de caveolas en adipocitos Agpat2”-. El panel A muestra un adipocito Agpat2** (wild type);
el panel B muestra las alteraciones lipidicas y alteraciones en las proteinas caveolina-1y cavina-1 en adipocitos
Agpat2”-, y coémo estas alteraciones podrian contribuir en la deficiencia de caveolas; y el panel C muestra las
posibles consecuencias de las alteraciones lipidicas y del numero reducido de caveolas en adipocitos Agpat2
/. En el panel B, podemos observar que la ausencia de AGPAT2 induce la formacién de acimulos intracelulares
de colesterol (1) y mayores niveles de esfingomielina (2) (ceramidas en el caso de tejido adiposo pardo
interescapular de ratones Agpat27°) (a), lo cual va asociado a mayores niveles de mRNA de reguladores del
metabolismo de colesterol y esfingolipidos (3). Ademads, la ausencia de AGPAT2 produce disminucion de
fosfatidiletanolamina y lisofosfatidiletanolamina (4) (en el caso del tejido adiposo pardo interescapular de
ratones Agpat2”-, también hay bajos niveles de fosfatidilinositol, dcido fosfatidico y lisofosfatidilcolina) (b), y
mayores niveles de fosfatidilserina en la membrana plasmatica (5), cambio que puede llevar a un
remodelamiento de la membrana plasmatica afectando sus propiedades biofisicas y por lo tanto el
microambiente adecuado para la formacién de la caveola (8). Adipocitos Agpat2”’ presentan una mayor
localizacidn intracelular de caveolina-1y cavina-1 (6), impidiendo asi su localizacién en membrana plasmatica,
lo cual contribuye al nimero reducido de caveolas (7). La presencia de acimulos de colesterol podria afectar
la localizacidén subcelular de caveolina-1. En el panel C, vemos que el nimero reducido de caveolas en
adipocitos Agpat2”- produciria una mayor susceptibilidad a la muerte por lipotoxicidad inducida por el exceso
de acidos grasos (9) (no estudiado en esta tesis pero respaldado por [96]). También, el bajo nimero de
caveolas tiene un impacto en el tamafio y cantidad de gotas lipidicas (10), es decir, en su capacidad
adipogénica (no estudiado en esta tesis pero respaldado por [53]). Ademas, la presencia de acimulos de
colesterol, y la mayor abundancia de esfingomielina (y ceramidas en el caso del tejido adiposo) puede
contribuir a la muerte celular observada en el tejido adiposo de ratones Agpat2”- (11). La deslocalizacién de
caveolina-1 y cavina-1 podria influir en el deterioro de la adipogénesis de adipocitos Agpat2”-, ya que
caveolina-1 participa en la formacion de la gota lipidica (12) [52], [150].

RE: reticulo endopldasmico; LPA: acido lisofosfatidico; PA: acido fosfatidico; GL: gota lipidica.
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6. CONCLUSIONES

Los adipocitos del tejido adiposo de ratones Agpat2”’ y adipocitos Agpat2”- diferenciados
adipogénicamente in vitro presentan un nimero reducido de caveolas.

Los niveles basales de activaciéon de la via de seializacion de insulina son equivalentes entre
adipocitos Agpat2”-y wild type diferenciados in vitro.

La abundancia de caveolina-1y cavina-1 celular total en adipocitos Agpat2” diferenciados
adipogénicamente in vitro es normal pero ambas se acumulan en compartimentos
intracelulares.

Los adipocitos del tejido adiposo de ratones Agpat2”’ y adipocitos Agpat2”- diferenciados
adipogénicamente in vitro presentan acumulos intracelulares de colesterol.

Los adipocitos Agpat2”’- diferenciados adipogénicamente in vitro presentan mayores niveles
celulares totales de esfingomielina y menores de fosfatidiletanolamina y
lisofosfatidiletanolamina, mientras que el tejido adiposo Agpat2”- en ratones de edad P4.5
posee niveles aumentados de ceramidas y disminuidos de distintas especies de fosfolipidos:
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, 4acido fosfatidico, lisofosfatidilcolina vy
lisofosfatidiletanolamina.

Los adipocitos Agpat2”- diferenciados adipogénicamente in vitro presentan mayores niveles
de mRNA de genes reguladores del metabolismo de colesterol y de genes de sintesis de
esfingolipidos.

La membrana plasmatica de los adipocitos Agpat2”- diferenciados adipogénicamente in
vitro tiene mayor contenido de fosfatidilglicerol a dia 0 post diferenciacion y fosfatidilserina

a dia 10 post diferenciacidn, sin diferencias en colesterol y esfingolipidos.
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