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INTRODUCCION

Los esfingolipidos se han considerado durante muchos aflos como componentes
estructurales de las células. Sin embargo, en las Ultimas décadas han emergido como potentes lipidos
bioactivos, siendo importantes reguladores de la homeostasis celular [1]. Un metabolito crucial es el
ceramido, siendo la molécula central en el metabolismo de esfingolipidos. Ademas, se conoce desde
hace tiempo que inhibe el crecimiento celular e induce la apoptosis [2], estando implicado en la

regulacién de la diferenciacidn celular, procesos inflamatorios y cancer [3].

Las células pueden sintetizar cerdmido principalmente por 3 mecanismos: sintesis de novo en
el reticulo endoplasmatico a partir de la condensacion de serina con palmitil-CoA por la actividad de
la serin palmitiltransferasa; por esfingomielinasas de membrana o por ceramidasa. En la Fig. 1 se
observan las distintas rutas metabdlicas por las que el ceramido es sintetizado, asi como los

compuestos derivados de su metabolismo.
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Figura 1: Sintesis de esfingolipidos bioactivos en células de mamiferos.

Uno de los metabolitos del ceramido con mayor importancia es el ceramido-1-fosfato (C1P),
formado principalmente a partir de la actividad de la ceramido quinasa (CERK). Sin embargo, hay
varios grupos que han observado la posible existencia de rutas independientes de la CERK que den
lugar a C1P. El grupo en el que he realizado el trabajo de fin de grado es pionero en los estudios del
C1P. En las ultimas décadas se ha demostrado su importancia como lipido bioactivo al ser un potente
regulador de la proliferacién celular y la apoptosis [4] asi como en la inflamacién [5] o la fagocitosis

[6]. El C1P fue detectado por primera vez hace aproximadamente 20 afios en células humanas de



leucemia [7]. La primera caracterizacidon de su bioactividad fue su capacidad estimuladora en la
sintesis de DNA vy divisidn celular en fibroblastos de rata [8]. A partir de ahi se han realizado varios

descubrimientos sobre su actividad biolégica.

Entre las nuevas perspectivas obtenidas sobre su papel en la respuesta inflamatoria [9], la
primera evidencia fue su funciéon como estimulador de la liberacidn de acido araquidénico (AA) en
células de adenocarcinoma de pulmdn [10], activando de forma alostérica la fosfolipasa A, citosdlica
(cPLA;) [11] y reforzando su interaccidn con la fosfatidilcolina (PC) [12]. El C1P también es necesario
para la traslocaciéon de la cPLA, a membranas intracelulares, accion indispensable para activacién del

enzima en respuesta a agonistas inflamatorios [13].

También actla coordinadamente con la esfingosina-1-fosfato (S1P) para aumentar la
produccién de prostaglandinas activando la ciclooxigenasa-2 (COX-2), que emplea el AA como
sustrato [14]. Es especialmente importante su implicacidon en la estimulacién de la fagocitosis en
neutrdéfilos [15] y la activacidn de la degranulacién en mastocitos [16]. Aunque se podria suponer que
el C1P pudiera actuar a través de su conversion a S1P, se ha demostrado que esto no es asi [17]. De
hecho, el C1P se metaboliza muy lentamente, por lo que la mayor parte permanece como tal
después de varias horas de tratamiento [18]. Ademas, también se ha observado que la estimulacién
de la incorporacidn de glucosa es a través de un mecanismo independiente de la formacién de S1P

[19].

En lo que a la inflamacién respecta, la respuesta inflamatoria implica que las células de
sistema inmune deben migrar desde el torrente sanguineo a la zona infectada o dafada. Aunque estd
claro que las citoquinas, junto con el factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF),
quimiocinas como la proteina-1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1) y las integrinas B1 tienen un
papel significativo regulando la adhesién y migracidon de macrdfagos y neutroéfilos, adn no estan bien

definidas las rutas de sefializacién implicadas en dichos procesos [9].

Recientemente se ha demostrado que el C1P bloquea la apoptosis de macréfagos en
ausencia de M-CSF mediante la inhibicién de la esfingomielinasa acida (SMasa) [20] vy actuando
sobre la PI3K [21]. También se ha demostrado que induce la migracion celular de macrdéfagos,
Unicamente al ser afladido exdégenamente a las células y no cuando se aumentaban los niveles de
C1P intracelulares. Dicho hallazgo llevd a considerar la existencia de un receptor especifico del C1P.
Para determinar su existencia se realizaron experimentos con membranas celulares y toxina
pertusica (Ptx), observando la presencia de un receptor acoplado a proteinas Gi a través del cual el
C1P estimulaba la quimiotaxia. Dicha estimulacién de la migracidn celular se producia a través de las

rutas ERK1/2/c-JNK PI3K/PKB (Akt) [17].



Recientemente, Kim et al. confirmaron los efectos pro-quimiotacticos de C1P en distintas
condiciones experimentales, sobre todo su papel como quimioatrayente para alojar las células madre
hematopoyéticas en la médula ésea [22]. El mismo grupo también demostré que el C1P es un
potente regulador de la migracion de células estromales multipotenciales y de progenitoras
endoteliales [23], asi como que la S1P y C1P estimulan la migracién de células madre derivadas de la

médula ésea en pacientes que sufrian infarto agudo de miocardio [24].

El hecho de que tanto el C1P como diversos factores oncogénicos empleen las mismas vias
de sefializacién (JAK/STAT, MAP/ERK1/2 y PI3K/Akt [1]), asi como que el desarrollo tumoral esté
relacionado con procesos inflamatorios [25], llevan a considerar al C1P como una molécula bioactiva
con un importante papel en el desarrollo del cancer. En relacidon precisamente con el proceso
cancerigeno, es bien sabido que la formaciéon de nuevos vasos sanguineos es crucial para el
desarrollo de tumores [26]. Durante el desarrollo tumoral se genera un micro-ambiente hipdxico que
hace que las células cancerosas activen la secrecidn de factores angiogénicos y enzimas proteoliticos
en respuesta a esas condiciones adversas [27]. El balance de los distintos factores pro-angiogénicos
(VEGF, TGFo/B o leptina entre otros) y anti-angiogénicos (como por ejemplo IL-12, angiostatina o
endostatina) es lo que regula la activacién del proceso que, finalmente, culmina en la activacién de la
proliferacién y migracidon de células endoteliales, y el establecimiento de una red de capilares [28].
Esta red es capaz de proporcionar a la masa tumoral creciente la oportunidad de entrar en la

circulacidn y causar metastasis distantes respecto al érgano de origen [29].

OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es determinar la implicacidn de la C1P en la regulacion de la
angiogénesis. Para ello se han realizado estudios en dos lineas celulares diferentes, macrofagos de

ratédn Raw 264.7 y monocitos humanos THP-1.



MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

El N-Hexadecanoil-D-eritro-esfingosina-1 fosfato (C16:0 ceramida 1-fosfato, C1P) fue
adquirido de Matreya. Los medios Roswell Park Memorial Institute (RPMI) y Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) se adquirieron de Lonza. Los inhibidores especificos de MEK (PD 98059), el
receptor 2 de VEGF (DMH4), metiosulfato de fenacina (PMS) y la toxina pertusica (Ptx) fueron
obtenidos de Sigma Aldrich. El metanol se compré a Merck. El suero fetal bovino (FBS) se obtuvo de
GIBCO vy los reactivos de ensayo BCA de Bio-Rad. Los kits de ELISA de VEGF humano y VEGF de ratén
se obtuvieron de Peprotech. El kit de desarrollo de angiogénesis se adquirié6 de PromoCell, y de
Promega se compro el 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio

(MTS). Los inhibidores especificos de PI3K (LY 294002) y Akt (10-DEBC) se compraron a Tocris.

CULTIVO DE CELULAS

Los monocitos humanos THP-1, adquiridos de ATCC, se cultivaron en medio RPMI-1640
suplementado con 10 % de FBS, 50 mg/l de gentamicina y 2 mM de glutamina a 37°C en una
atmosfera humificada al 5% de CO,. Al tratarse de células no adherentes, a la hora de cambiar el
medio o realizar una dilucién fue preciso centrifugarlas durante 5 minutos a 500 g, desechando el

sobrenadante y recogiendo el precipitado.

Los macrdofagos de raton Raw 264.7, también comprados de ATCC, fueron cultivados en
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con 10 % de FBS, 50 mg/l de
gentamicina y 2 mM de glutamina a 37°C en una atmosfera humificada al 5% de CO,. Estas células, al
ser adherentes, no fue necesario mas que retirar el medio y afiadir nuevo a la hora de cambiarlo. A la
hora de realizar subcultivos se pudieron separar de la placa por disgregacién mecanica mediante una

rasqueta.

PREPARACION DEL STOCK DE C1P Y TRATAMIENTO A LAS CELULAS

El C1P se disolvia en agua estéril mili-Q, a una concentracién final de 2,6 mM. La disolucién
se sonicaba hasta tener una muestra homogénea y transparente. Para suministrarlo a las células fue
necesario volver a someterlo a ultrasonidos de nuevo con el objetivo de dispersar las micelas lo

maximo posible y esterilizarlo.



DESARROLLO DEL ELISA

La cuantificacion de VEGF se realizd como indican los protocolos de Mouse VEGF ELISA
Development Kit y Human VEGF ELISA Development Kit de Peprotech. Previamente se prepararon las
distintas diluciones 1:20 a partir del stock 20x, filtrandolas y almacenandolas a 4°C: PBS a pH 7,2,
tampon de lavado o wash buffer (0,05 % de Tween-20 en 1x PBS) y tampdn de bloqueo. Ambos kits
de VEGF se realizaron de la misma forma. Primero se incubaron 100 pl/pocillo del anticuerpo
primario capture diluido 1:200 durante 12 horas a 4°C en placas de 96 pocillos. Tras realizar 5
lavados con el wash buffer, se incubd la placa durante 1 hora con 200 ul/pocillo de tampdn de
bloqueo. Tras 5 nuevos lavados, se incubd 2 horas con las muestras de los medios de cultivo (100
ul/pocillo) y una dilucién seriada de 0 a 2 ng/ml de muestra estandar. Tras otros 5 lavados, se incubd
la placa otras 2 horas con una dilucion 1:100 del anticuerpo secundario o detection vy, tras los
lavados, 30 min con 100 pl/pocillo de una diluciéon 1:2000 de avidina-peroxidasa. Finalmente se
afiadieron 100 pl/pocillo de sustrato 2,2’-azino-bis (acido 3-etilbenzianolin-6-sulfénico) y cuantificd la
cantidad de VEGF por muestra a partir de la diferencia entre absorbancias a 405 y 690 nm vy

concentraciones de muestra estandar conocidas.

CUANTIFICACION DE PROTEINA POR BCA (BioRad)

Para cuantificar la cantidad de proteina total en cada muestra se empled la técnica del BCA.
Las muestras de células fueron recogidas en una dilucién 1:1000 de céctel inhibidor de proteasas
(PIC) y tampdn de lisis (Tris-HCI 1M, pH 7’4, NaCl 1M, EDTA 100 mM, IGEPAL 1%, Glicerol 10%) en
hielo. Tras sonicar las muestras, se mezclaron 5 pl de muestra por pocillo, por duplicado, con 25 pl de
una disolucion de reactivos C y A, en proporcién 1:1000, y 200 pl/pocillo de reactivo S. Tras 15
minutos de incubacidn se midié la cantidad de proteina por muestra a partir de la absorbancia a 490

nm y concentraciones de la proteina albimina de suero bovino (BSA) conocidas.

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR POR MTS

La viabilidad celular de Raw 264.7 se determind por el método de MTS-formazan. Este
ensayo se basa en la reduccién bioldgica del MTS por las enzimas deshidrogenasas mitocondriales de
las células metabdlicamente activas. El producto es el formazan, determinado cuantitativamente
midiendo la absorbancia a 490 nm y siendo directamente proporcional a la cantidad de células
viables en el cultivo. La medicidon se realizd acorde a un protocolo previo [39], afiadiendo 20 ul de
una mezcla MTS-PMS para obtener una concentracion final de 333 ug/mly 25 pM, respectivamente.
Al cabo de una hora y media, incubando a 37°C en una atmdsfera humidificada con 5% CO,, se midid

la absorbancia de cada pocillo.



ENSAYO ANGIOGENESIS

El ensayo para medir la formacién de estructuras tubulares se realizé mediante el kit ready-
to-use 3D-Angiogenesis assay de PromoCell. Se incubd a 37°C y 5% CO, durante media hora, por
separado, tanto la placa de ensayo, con colageno, como los medios de ensayo del kit y los medios
condicionados de los cultivos celulares. Posteriormente se prepard el medio de prueba diluyendo
un maximo de 50 ul de cada medio condicionado, el correspondiente al medio de cultivo de cada
muestra, en 200 pl de medio de ensayo. Luego removid la tapa de sellado y aspird el medio de
transporte con pipeta para luego afiadir el medio de prueba e incubar durante 24 horas. Finalmente

se vio el resultado con un microscopio Nikon i90 y se tomaron imagenes con un objetivo de 40x.



RESULTADOS Y DISCUSION

EL C1P ESTIMULA LA SECRECION DE VEGF EN MACROFAGOS Raw 264.7

Como se ha comentado anteriormente, el C1P estd involucrado en procesos tumorgénicos,
los cuales requieren de la formacién de vasos sanguineos, también conocido como angiogénesis,
para su crecimiento. Dicho proceso comparte rutas metabdlicas relacionadas con el C1P y uno de sus
factores con mayor implicacién es el VEGF. Para determinar si el C1P estimula la liberacién de dicho
factor en los macréfagos Raw 264.7 se realizaron experimentos de liberacion de VEGF utilizando un
kit especifico, descrito en Materiales y Métodos, con distintas concentraciones de C1P. Como
podemos observar en la Fig. 2 el C1P estimula la liberacién de VEGF al medio de manera dependiente

de concentracion.
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Figura 2: El C1P estimula la secrecion de VEGF. Los macréfagos Raw 264.7 fueron preincubados en placas de 6 pocillos a
0,5 - 10° células/pocillo durante 2 h con DMEM al 0%. Posteriormente fueron tratados con el vehiculo (DMEM 0%) o
distintas concentraciones de C1P a un volumen final de 1 ml. El medio fue recogido a las 24 h, y se cuantificé el VEGF
segun lo indicado en el apartado de Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como VEGF liberado respecto a la

proteina total por muestra, determinando la desviacion estandar a partir de 3 experimentos independientes (*p < 0,05).



LA ESTIMULACION DE LIBERACION DE VEGF SE REALIZA POR LAS RUTAS DE
SENALIZACION PI3K/Akt Y MEK/ERK1/2.

Como se ha descrito en la introduccién, el C1P es capaz de actuar a través de
diferentes rutas. Para determinar cudl de dichas rutas estd implicada en la liberacidon de VEGF,
se emplearon inhibidores de las principales rutas activadas por el C1P, como son PI3K/Akty
MEK. Es por esto por lo que se han empleado inhibidores especificos de las proteinas PI3K (Ly
294002), Akt (10-DEBC) y MEK (PD 98059). La Fig. 3 muestra que la liberacion de VEGF
mediada por C1P es, efectivamente, dependiente de las rutas PI3K/Akt y MEK/ERK1/2.
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Figura 3: La secrecion de VEGF mediada por el C1P implica las rutas PI3K/Akt y MEK/ERK1/2. Los macréfagos Raw
264.7 se sembraron en placas de 6 pocillos a 0,5 - 10° células/pocillo en 900 pul de DMEM al 0%. Se preincubaron
con Ly 294002 (1 uM), 10-DEBC (1 puM) y PD 98059 (25 uM) durante 30 min. Posteriormente fueron tratados con
el vehiculo o C1P a 15 puM durante 24 h para un volumen final de 1 ml. Tras la incubacion se recogié el medio y
realizé el ELISA seguin lo indicado en la seccién de Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como VEGF
liberado respecto a la cantidad de proteina total en cada muestra, determinando la desviacion estandar a partir
de 3 experimentos independientes (*p < 0,05 comparacion de células no tratadas con células tratadas con C1P y

#p < 0,05 comparacion entre células tratadas con inhibidor y células tratadas con inhibidor y C1P).



LA SECRECION DE VEGF ES INDEPENDIENTE DEL RECEPTOR DE MEMBRANA ESPECIFICO DE
C1P

Segun estudios previos han demostrado, el C1P puede actuar a través de un receptor
transmembrana acoplado a proteina Gi (GPCR) estimulando la migracién celular de los
macroéfagos [14]. Para determinar si la liberacién de VEGF estimulada por el C1P depende de
un receptor de membrana, se trataron las células con toxina pertusica (Ptx), la cual actla
inhibiendo la subunidad a de las proteinas Gi heterotriméricas por ribosilacién con ADP [40] v,
por tanto, impidiendo la transduccidn de sefial via GPCR. La ausencia de inhibicién por parte
de Ptx, tal y como se aprecia en la Fig. 4, indica que la estimulacién de la secrecion de VEGF por

el C1P es independiente de su receptor de membrana.
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Figura 4: La secrecion de VEGF es independiente del receptor de membrana de C1P. Los macréfagos Raw 264.7 se
sembraron en placas de 6 pocillos a 0,5 - 10° células/pocillo en 900 pl de DMEM al 0%. Se preincubaron durante
18 h con el vehiculo o Ptx a 0,1 y 0,5 pg/ml. Posteriormente fueron tratados con el vehiculo o C1P (15 puM)
durante 24 horas para un volumen final de 1ml. Tras dicha incubacién se recogié el medio y se realizo el kit de
ELISA, segun lo indicado en la seccion de Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como VEGF liberado
respecto a la cantidad de proteina total por muestra, determinando la desviacion estandar a partir de 3

experimentos independientes (*p < 0,05).
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EL VEGF ESTIMULA LA PROLIFERACION DE MACROFAGOS Raw 264.7 DE FORMA
AUTOCRINA ViA VEGF-R2

Estudios previos han demostrado que el VEGF es un potente estimulador de la
proliferacién celular en distintos tipos celulares. Concretamente, en los propios macréfagos
Raw 264.7 la estimulacién estd mediada por la uniéon de VEGF a un receptor de tipo Il conocido
como VEGF-R2 [32]. El hecho de que el C1P también sea proliferativo en la misma linea celular
[15, 33], y que ademas active la liberacidn de VEGF, sugiere que el efecto proliferativo del C1P
podria implicar la actuacién del VEGF. Para evaluar esta hipdtesis, se trataron las células con
un inhibidor selectivo del VEGF-R2, el DMHA4. En la Fig. 5 se observa que el DMH4 inhibe la
proliferacién celular inducida por el C1P. Esto supone que la accién proliferativa del C1P en
macrofagos es dependiente de la liberacidon de VEGF, el cual estimula la proliferacién celular

de forma autocrina a través de su receptor especifico de membrana.
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Figura 5: El VEGF estimula la proliferacion celular de manera autocrina. Los macréfagos Raw 264.7 se sembraron
en placas de 96 pocillos a 2 - 10" células/pocillo en 90 ul de DMEM al 0%. Las células se preincubaron con el
vehiculo o DMH4 a 5 pM durante 30 min. Posteriormente, se trataron con el vehiculo, FBS o C1P (30 uM)
obteniendo un volumen final de 100 pl. Tras 48 horas de incubacién se realizé el ensayo de viabilidad celular
segun lo indicado en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan de forma relativa respecto al control a las
0 h. La desviacion estandar se calculd a partir de 3 experimentos independientes (***p < 0,001 comparacion de
células no tratadas con células tratadas con FBS, *p < 0,05 comparacidon de células no tratadas con células

tratadas con C1P y #p < 0,05 comparacion entre células tratadas con DMH4 y células tratadas con DMH4 y C1P).
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EL C1P ESTIMULA LA FORMACION DE ESTRUCTURAS TUBULARES EN CELULAS
ENDOTELIALES HUVEC

Uno de los procesos mas importantes de la angiogénesis, ademas de la migracidon y
proliferacién celular, es la formacién y organizacién de grupos celulares en estructuras
tubulares, que finalmente maduraran en vasos sanguineos estables. Dicho proceso, requiere la
activacion de rutas por factores de crecimiento, tales como VEGF, y citoquinas, que pueden ser
secretadas por diferentes tipos celulares, como macréfagos. Para comprobar si el C1P
estimulaba dicha formacién por parte de células endoteliales HUVEC se empled el kit de
Promocell del modo indicado en Materiales y Métodos. Para dicho experimento, se trataron
los monocitos THP-1 con distintas concentraciones de C1P, recogiendo el medio de cultivo a
las 24 h (medio condicionado). Dicho medio se empled para preparar el medio de prueba a
partir de una diluciéon 1:5 de medio condicionado en medio de ensayo. Posteriormente, se
trataron las células endoteliales con el medio sin condicionar (Control) y medio de prueba. Se
puede observar que, en efecto, el medio condicionado de las células THP-1 con distintas
concentraciones de C1P estimula la formacion de estructuras tubulares, siendo esta mayor en

el medio condicionado donde se habia afiadido mas cantidad de C1P (Fig. 6).

Control 20 pM C1P 40uM C1P

Figura 6: El C1P estimula la formacion de estructuras tubulares en células endoteliales HUVEC. Los monocitos
THP-1 se sembraron en placas de 6 pocillos a 0,5 - 10° células/pocillo en 900 pl de DMEM al 0%. Se preincubaron
durante 2 h y posteriormente se trataron con el vehiculo y C1P a 20 uM y 40 uM para un volumen final de 1 ml.
Se incubaron durante 24 horas y se recogié el medio. Las células endoteliales HUVEC se incubaron durante 2 h
con el medio de prueba, compuesto por el medio condicionado y el de ensayo, y se realizaron fotografias de un

microscopio Nikon i90 (40x).
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LA FORMACION DE ESTRUCTURAS TUBULARES ESTIMULADA POR EL C1P NO ES
DEBIDO A UNA MAYOR LIBERACION DE VEGF

Estos resultados obtenidos hasta el momento llevaron a pensar que el C1P también
podria estimular la liberacién de VEGF en los monocitos humanos THP-1, al igual que lo hace
en los macréfagos de ratén Raw264.7. Para determinar si, efectivamente, el C1P tenia ese
efecto estimulador de la secrecidn de VEGF, se empleé el kit de humano descrito en Materiales
y Métodos con distintas concentraciones de C1P. Sin embargo, como se aprecia en la Fig. 7, el
C1P no estimulaba la liberacién del factor al medio y, por lo tanto, la estimulacién en la
formacién de estructuras tubulares observada anteriormente no es debido a una mayor
liberacion de dicho factor. Por lo tanto, es posible que existan otros factores angiogénicos que

participen en dicho proceso en macréfagos humanos tratados con C1P.

400 -

sood T

200 A

100 A

ng VEGF libres / mg prot.

Ctrl 5 10 15 30 50

C1P (M)

Figura 7: El C1P no estimula la liberacion de VEGF en las células THP-1. Los monocitos se sembraron en placas de
6 pocillos a 0,5 - 10° células/pocillo en 900 pl de DMEM al 0 % y preincubaron durante 2 h. Posteriormente se
trataron con el vehiculo o distintas concentraciones de C1P (5-50 uM) a un volumen final de 1 ml. Tras 24 h de
incubacion se recogié el medio y realizé un kit de ELISA segun lo indicado en Materiales y Métodos. Los

resultados aparecen como VEGF liberado respecto a la cantidad de proteina total por muestra.
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CONCLUSIONES

1. El C1P estimula la liberacién de VEGF en macréfagos de ratdon Raw 264.7 a través de las

rutas PI3K/Akt y MEK/ERK.

2. La capacidad proliferativa del C1P implica la liberacién del VEGF, el cual actia de forma

autocrina sobre receptores de membrana VEGF-R2, estimulando la proliferacion celular.

3. EI C1P es capaz de estimular la formacidn de estructuras tubulares en células endoteliales

tratadas con medio condicionado de monocitos humanos THP-1 tratados con C1P.

Por lo tanto todavia queda pendiente determinar las rutas implicadas en la
estimulacién de la angiogénesis asi como los otros factores que puedan estar implicados en
este proceso. Cabe la posibilidad de que sea alguna interleuquina (IL), como la IL-7 secretada
por distintos tipos de macréfagos, la responsable de ese efecto en la formacién de estructuras

tubulares, lo cual estamos estudiando en estos momentos.
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