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En los ultimos afios, numerosos estudios han demostrado que la insulina, a
través de la activacion de su receptor en el sistema nervioso central (SNC),
participa en importantes funciones relacionadas con la plasticidad neuronal,
modulando la activacién de cascadas de sefalizacién intracelular.

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se demostré6 que la
insulina regula vias de transduccion de sefiales lipidicas en el SNC y que
dichas vias se encuentran alteradas en el proceso de envejecimiento
normal.

En este trabajo de tesis se estudiaron los mecanismos de transduccion de
sefiales lipidicas asociados a la via de sefializaciéon de la insulina en el SNC
y su rol en el envejecimiento normal. En particular, se evalud la accién de la
insulina como activadora de la diacilglicerol quinasa (DAGK), enzima clave
en la regulaciéon de dos importantes mensajeros lipidicos esenciales en la
regulacién de respuestas celulares como son el acido fosfatidico (PA) y el

diacilglicerol (DAG).

En una primera etapa se llevé a cabo la caracterizacion de la actividad de
DAGK en sinaptosomas de corteza cerebral (CC) de ratas adultas midiendo
la actividad sobre DAGs endbégenos y exdgenos mediante la utilizacién de
detergentes como vehiculizadores del sustrato lipidico DAG. Se estudiaron
los parametros cinéticos a partir de la utilizacion de DAG enddégeno y DAG
exégeno de diferente composicién en acilos. Se utilizaron como sustratos el
1,2-dipalmitoilglicerol (DPG), el 1-estearoil, 2-araquidonoilglicerol (SAG) y el
1,2-dioleoilglicerol (DOG). Los resultados demostraron que la actividad
enzimatica utiliza preferencialmente como sustrato el DAG que contiene
acido araquidonico en la posicibn 2 de la cadena de glicerol (SAG)
sugiriendo la presencia, en sinaptosomas de CC, de la isoforma épsilon de

la DAGK (DAGKe) que es la Unica selectiva por este tipo de sustrato.
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Cuando se analizaron los mecanismos de activacion de la DAGK por accién
de la insulina, se demostré que la accion hormonal produce un estimulo en
la actividad de la enzima a través de dos mecanismos: 1) incrementando los
niveles de DAG en la membrana plasméatica a partir del estimulo de las vias
PI-PLC y PC-PLD/PAP2 lo que determina un aumento en la actividad de la
DAGK y 2) estimulando la DAGK en forma directa e independiente de la
generacion de DAGs en la membrana.

La activacion que produce la insulina en forma independiente de Ila
generacion de DAGs podria estar asociado a una actividad de DAGK del tipo
épsilon (DAGKe). Hemos demostrado que la insulina activa la hidrélisis de
los fosfoinositidos que inhiben esta isoforma. Por lo tanto, la activaciéon de
la DAGKe por la insulina estaria promovida por la disminucion en el nivel de
fosfoinositidos. A su vez, este efecto podria estar vinculado a la
recomposicion de éstos lipidos.

En los estudios realizados con membranas sinaptosomales de CC de
animales seniles se determindé un aumento en el contenido de DAGs si bien
no se registraron modificaciones significativas en la composicién de acilos.
Este resultado se puede correlacionar con el hallazgo simultaneo de una
disminuida actividad DAGK sobre DAGs endégenos.

La utilizacion de DAGs exdégenos de composicién saturada (DPG) no
presenté modificaciones pero se observé una importante disminucion en la
capacidad de transformacion de SAG. Lo mismo se observé en sinaptosomas
de hipocampo.

Se demostré que la insulina, actuando sobre terminales sinédpticos de CC,
ejerce un efecto estimulatorio menor con referencia a lo observado en
animales adultos en cuanto a la utilizacion de DPG por la DAGK pero

presenta la misma eficacia para incrementar la transformacion de SAG.
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Llamativamente, la insulina estimula fuertemente la actividad de la DAGK
sobre SAG en los sinaptosomas de hipocampo de ratas seniles en
comparacién con el efecto obtenido en los adultos.

Estos hallazgos sugieren que la accion de la hormona, en cuanto a la
recuperacion de un PA potencialmente apto como precursor de
fosfoinositidos, podria ser un mecanismo compensatorio en la regulacién de
la sintesis de estos fosfolipidos y explicaria parcialmente el rol de la

hormona como agente neuroprotector.




Several studies have demonstrated through the activation of its central
nervous system (CNS) receptor, that insulin has a key role in important
functions related to neuronal plasticity, thus modulating the cascade
activation of intracellular signaling. In addition, research from our laboratory
demonstrates that insulin regulates lipid signal transduction pathways in the
SNC, which are altered in the process of normal aging.

The purpose of the present research is to study a lipid signaling pathway
associated to the CNS insulin signaling transduction mechanism and its role
in normal aging. Particular emphasis is put on the action of insulin as
activator of the diacylglycerol kinase (DAGK), a key enzyme in the regulation
of two important lipid messengers, namely phosphatidic acid (PA) and
diacylglycerol (DAG), both of which are essential molecules in the regulation
of cellular responses.

The first stage of this research focused on the characterization of DAGK
activity in cerebral cortex synaptosomes of adult rats in order to evaluate its
activity in endogenous and exogenous DAGs by means of the use of
detergents such as the carrier of lipid substrate DAG.

The kinetic parameters of DAGK activity from endogenous DAG and
exogenous DAG with different acyl composition were also studied. We
analyzed dipalmitoylglycerol (DPG), 1-stearoyl, 2-arachidonoylglycerol
(SAG) and dioleoylglycerol (DOG) as exogenous lipid substrates.

Results show that the enzymatic activity preferentially uses DAG containing
arachydonic acid in position 2 of the chain of glycerol (SAG) as substrate,
thus indicating the presence of épsilon type of DAGK (DAGKe) in CC
synaptosomes, which is the only type with substrate preferences.

The analysis of DAGK activation by insulin revealed that hormonal action

stimulates DAGK activity by means of two mechanisms: 1) by increasing the




levels of DAG in the plasmatic membrane from the stimulus of PI-PLC and
PC-PLD/PAP2 pathways, thus producing an increase of DAGK action; and 2)
by stimulating DAGK activity in a direct and independent form of DAG
generation in the membrane.

It was also found that the stimulus that exerts insulin independently of DAG
generation is associated to an epsilon DAGK activity which is possibly
regulated by a decrease in phosphoinositide levels and which could be
associated to polyphosphoinositides resynthesis.

In CC synaptosomal membranes of senile animals, an increase in DAG
content was observed without a significant modification in acyl composition.
This can be correlated with the simultaneous finding of a decreased DAGK
activity in endogenous DAGs.

Whereas the use of saturated exogenous DAG (DPG) showed no
modifications by aging, an important decrease in DAGK ability to transform
SAG into PA was observed. A similar result was observed in synaptosomes
from hippocampus.

It was also observed that insulin acting in CC synaptic terminals exerted a
minor stimulatory effect with respect to adult animals in DPG transformation,
whereas it showed the same effectiveness to increase SAG transformation.
Interestingly, insulin strongly stimulated DAGK activity in SAG in
hippocampus synaptosomes of senile rats with respect to adults.

As to the recovery of a PA with the potential ability to be phosphoinositide
precursor, our findings suggest that this hormonal action is a compensatory
mechanism in the regulation of the synthesis of these phospholipids. This

partly explains the hormone role as neuroprotector agent.




La Diacilglicerol quinasa (DAGK) es una enzima clave en el control del
contenido de los diacilglicéridos (DAGs). Cataliza la formacion de &cido
fosfatidico (PA) a partir del diacilglicerol (DAG) y adenosina trifosfato (ATP).
El DAG es un intermediario esencial de la sintesis “de novo” de los
glicerolipidos, producto de la actividad fosfatidato fosfohidrolasa tipo 1
(PAP1) sobre el PA 6 de la accidén de las fosfolipasas tipo C (PLC) a partir
de la hidrdlisis del fosfatidilinositol bi-fosfato (PIP,) 6 de la fosfatidilcolina
(PC). A su vez se origina a partir del PA, obtenido por la accion de la
fosfolipasa D (PLD) actuante sobre la PC, luego de la accién secuencial de
la fosfatidato fosfohidrolasa tipo 2 (PAP2). La generacién del DAG como
producto de las actividades fosfolipdsicas esta ligada a los mecanismos de
transduccion de sefial de factores de crecimiento, citoquinas, hormonas,
neurotransmisores y otros agonistas (English, 1996; Exton, 1997; Hurley y
col., 1997; Nishizuka, 1992).

El DAG, segundo mensajero lipidico, regula una gran variedad de funciones
celulares, uniéndose a proteinas “blanco” a través de los dominios C1 (ricos
en cisteina), similares a los de la proteina quinasa tipo C (PKC) (Nishizuka,
1992). EI DAG promueve la activacion de las isoformas de PKC novel y
convencional (Newton, 1997), con efectos proliferativos; la activacién de
Ras mediante las proteinas de la familia RasGRP (Ron y Kazanietz, 1999);
recluta proteinas a compartimientos de membrana, incluyendo Ilas
guimerinas, proteina quinasa D y proteina Munc 13 (Ron y Kazanietz, 1999),
todas conteniendo uno o dos dominios Cl1. Ademas, el DAG promueve la
activacion de canales TRPC (Transient Receptor Potencial Channels) (Lucas
y col., 2003), aunque éstos carecen de dominio C1. También es un potente
activador de los factores intercambiadores de nucledtidos de guanina

(GEFs), indicando un rol potencial en la regulacion de las proteinas G




pequeias (familias de las Rho y las Ras) (Topham y Prescott, 1999),
afectando otras funciones celulares, tales como la reorganizacion del
citoesqueleto, el crecimiento celular y la carcinogénesis (Takai y col., 2001;
Topham, 2006). Independientemente a estas funciones regulatorias, el DAG
es un intermediario clave para la sintesis de los fosfolipidos zwiteridénicos
(PCy PE) (Carman y Zeimetz, 1996) y de los triacilglicéridos (TAG).

El DAG puede ser metabolizado de cuatro maneras: 1) hidrolisis de las
cadenas de &cidos grasos por la diacilglicerol lipasa (DGL), generando
monoacilglicerol (MAG) y acido graso; 2) adiciébn de CDP-colina o CDP-
etanolamina para formar PC o PE, mecanismo que asegura la sintesis “de
novo” de estos fosfolipidos; 3) acilacion mediante aciltransferasas, para
generar triacilglicéridos, 6 4) fosforilacion del grupo hidroxilo libre para dar
acido fosfatidico (PA), por accién de la DAGK (Fig. 1).

Por otra parte, el PA generado, también es un importante mensajero lipidico
y ha sido involucrado en una variedad de respuestas fisiolégicas como la
polimerizacion de la actina, la mitogénesis, el trafico de membranas y la
liberacion de hormonas (Cockcroft, 1992; Cockcroft y Thomas, 1992; Dillon y
col., 1997; Divecha y Irvine, 1995; Exton, 1994a). Se ha reportado que el PA
estimula la sintesis de ADN (Knauss y col., 1990) y regula la actividad de
varias enzimas claves en la transduccion de sefiales como la PIP5-K, que
participa en la resintesis de los polifosfoinositidos (Jenkins y col., 1994;
Moritz y col., 1992); la fosfolipasa C, PLCg (Jones y Carpenter, 1993); la
proteina quinasa dependientes de PA, PAK1l (Bokoch y col., 1998); la
proteina quinasa C atipica (PKCx) (Limatola y col., 1994); la proteina
activadora de la hidrdlisis de GTP, RasGAP (Tsai y col., 1990), la quinasa
de serina y treonina implicada en los procesos de crecimiento y proliferacién

celular (mTOR) (Fang y col., 2001), la esfingosina quinasa 1 (SK) (Delon y




col., 2004), el represor transcripcional,

Opilp (Loewen y col., 2004); la

subunidad catalitica de la proteina fosfatasa 1 ¢ gama (PPlcg) (Jones y

Hannun, 2002) y la proteina quinasa Raf-1 (Ghosh y col., 1996).
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De esta manera, la DAGK es una enzima clave relacionada intimamente con

eventos de sefalizaciéon celular mediados por mensajeros lipidicos, ya que

regula en forma directa los niveles de DAG y PA.




4.1 Isoformas de la DAGK. Estructura y clasificacié n

La multifuncionalidad del precursor (DAG) y de su producto (PA) explica la
existencia de numerosas isoformas de la DAGK. Hasta la actualidad han
sido clonadas diez isoformas: a (Sakane y col., 1990; Schaap y col., 1990),
b (Goto y Kondo, 1993), g (Kai y col., 1994; Goto y col., 1994), d (Sakane y
col., 1996; Goto y col., 1994), e (Tang y col., 1996), z (Goto y Kondo, 1996;
Bunting y col., 1996), h (Klauck y col., 1996), g (Houssa y col., 1997), i
(Ding y col., 1998b) vy k (Imai y col., 2005). Las distintas isoformas de la
DAGK, se basan en las diferencias en su estructura primaria, (Fig. 2),
siendo también diferente su distribucion tisular (Tabla 1). La mayoria de las
isoformas se expresan en el cerebro, aunque se distribuyen en forma
diferencial en las distintas regiones (Goto y Kondo, 1999b).

El analisis bioquimico de la distribucién subcelular de las isoformas de la
DAGK, demuestran que algunas son citosélicas, algunas estdn asociadas a
membranas y otras se localizan en el nuacleo (Goto y col.,, 2008). La
diversidad molecular y los patrones de expresion diferencial de las
isoformas de la DAGK, sugieren una importancia fisiolégica de la enzima en
las funciones a nivel cerebral (Goto y Kondo, 1999a).

Todas las isoformas de la DAGK de mamifero poseen un dominio catalitico
altamente conservado y dos o tres dominios ricos en cisteina (CDRS)
similares a los de la PKC (ClA y C1B). Ademéas, poseen otros motivos
estructurales, que permiten clasificarlas en cinco clases (Fig. 2).

Las isoformas pertenecientes a la clase | (DAGK a, b y g), se caracterizan
por poseer dominios unidores de calcio (“EF hands”) que las hacen mas
activas en presencia de calcio (Yamada y col., 1997). Las pertenecientes a

la clase Il (DAGK d, h y k), poseen dominios homdlogos a pleckstrina (PH).
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Fig. 2 Familia DAGK en mamiferos
Representacion esquematica de las distintas isoformas de la DAGK de mamiferos. Las

clases agrupan isoformas que comparten similitudes estructurales.

Los dominios PH de la DAGKd, se unen débil y no selectivamente a
fosfoinositidos (Takeuchi y col., 1997). Ademas, la DAGKd, posee en el
extremo C-terminal, un dominio SAM (sterile alpha motif), que permite
localizar a la enzima en el reticulo endoplasmico, en donde participa en el
trafico de vesiculas hacia el aparato de Golgi (Nagaya y col., 2002). La
DAGKk, ademés, posee repeticiones EPAP (Glu-Pro-Ala-Pro) y un dominio
PDZ. Los dominios PDZ intervienen en el reclutamiento e interaccion de
proteinas, ayudando a formar armazones proteicos y redes de sefializacion.
La DAGKe, es la unica de la clase Ill, no posee dominios regulatorios
identificables, pero es la Unica isoforma con preferencia por el sustrato,
prefiriendo un grupo araquidonoil en posicién 2 del DAG (Tang y col., 1996;
Walsh y col., 1994). Esta preferencia sugiere que la DAGKe estaria

implicada en la resintesis de los polifosfoinositidos que contienen alta




proporcién de acido araquidénico (Rodriguez de Turco y col., 2001; Topham
y Prescott, 1999; Topham, 2006). Las isoformas de la clase IV (DAGK z y i),
tienen una region homologa a los dominios de fosforilacion de proteinas
MARKS (miristoylated alanine-rich C-kinase substrate), que contiene una
sefial de localizacién nuclear (NLS) (Ding y col., 1998b; Topham y col.,
1998).

La DAGKg, que pertenece a la clase V, contiene tres dominios CDRs, en
lugar de dos y un dominio de asociacion a Ras (RA). Ademas, hay variantes
de “splicing” alternativos, que ocurren en varias isoformas de la DAGK como
por ejemplo, en la DAGKb (Caricasole y col., 2002), en la DAGKg (Kai y col.,
1994), en la DAGKd (Sakane y col., 2002), en la DAGKz (Ding y col., 1997),

en la DAGKIi (Ito y col., 2004) y en la DAGKh (Murakami y col., 2003).

Clase | Isoforma Masa Expresién Tisular
Molar
| a 80-86 kDa Células T, riiidn, cerebro
b 90 kDa Cerebro, glandulas adrenals, intestino
g 90 kDa Retina, cerebro
[ d 130 kDa Musculo esquelético, testiculo, higado,
leucocitos
h 130 kDa Testiculo, pulmén, baso, cerebro,
corazén, masculo, rifion, higado
k 142 kDa Testiculo, placenta
11 e 64 kDa Testiculo, musculo esquelético, pancreas,
retina, cerebro
v Z 104 kDa Timo, intestino, musculo, pancreas, ojos,
cerebro
i 130 kDa Cerebro, retina
V q 110 kDa Cerebro, intestino, duodeno, higado

Tabla |. Distribucioén tisular de DAGK en mamiferos

4.2 La DAGK en el sistema nervioso central (SNC)
Las distintas isoformas de la DAGK, se expresan abundantemente en el

cerebro, sugiriendo un importante rol fisiolégico de esta enzima en el

$



sistema nervioso. La DAGK se expresa en oligodendrocitos (Goto y Kondo,
1999b), participando en la regeneracion de mielina (Chakraborty y col.,
2003). La DAGK tiene un patron de expresion en areas del cerebro
implicadas en la transmision sinaptica de procesos cognitivos y emocionales
(Goto y Kondo, 1999a). Se localiza en las neuronas del nucleo caudado,
putamen, nudcleos accumbens, bulbo olfatorio y células piramidales del
hipocampo (Goto y Kondo, 1993). La DAGK se expresa abundantemente en
la retina y en el cerebro, principalmente en las células cerebelosas de
Purkinje y en forma moderada en el septo, las células piramidales del
hipocampo y el bulbo olfatorio (Goto y col., 1994). La expresion de la DAGK
es estrictamente regulada durante el desarrollo (Ding y col., 1998a; Goto y
Kondo, 1996). Se expresa principalmente en la corteza cerebelosa,
hipocampo, corteza cerebral, y bulbo olfatorio (Goto y Kondo, 1996). La
DAGK se expresa en la sustancia gris de la corteza cerebelar y del
hipocampo (Houssa y «col., 1997). La DAGKe, Unica isoforma con
especificidad por el sustrato (C20:4-DAG), es muy abundante en retina y
cerebro (Kohyama-Koganeya y col., 1997; Rodriguez de Turco y col., 2001),
aparentemente asociada a la regulacion de sefales dependientes de
receptores de glutamato metabotréopicos (mGIuR). La hibridizacion in situ,
realizada en cortes del cerebro de rata, ha revelado que las sefiales mas
elevadas se obtienen en la corteza cerebelar y en el hipocampo (Kohyama-
Koganeya y col., 1997). Similares resultados se obtuvieron en cerebro de
raton (Rodriguez de Turco y col.,, 2001) donde también se hallé una
sublocalizacién en las células granulares y de Purkinje de cerebelo, las
células piramidales de hipocampo, las células mitrales del bulbo olfatorio y
neuronas de la susbtancia nigra (Rodriguez de Turco y col., 2001). La

DAGKi se expresa en el hipocampo, corteza cerebelar, bulbo olfatorio,

%



tubérculo olfatorio y en forma mas moderada, en la corteza cerebral, nlucleo
caudado, putamen y talamo (lto y col., 2004). Recientemente, la DAGKh ha
sido involucrada en la etiologia de desdrdenes bipolares (Baum y col.,

2008).

4.3 Lainsulina y el receptor de la insulina. Gener alidades

La insulina es la hormona peptidica encargada de regular la concentracién
plasmética de glucosa y el metabolismo de los carbohidratos para la
producciéon de energia. Es una molécula de 5.734 kDa, constituida por dos
cadenas peptidicas.

La insulina ejerce su accion a través del acoplamiento al receptor de
insulina (RI), una proteina de membrana heterotetramérica que contiene dos
subunidades alfa y dos subunidades beta (a2b2), estabilizada por puentes
disulfuro. La insulina se une a dos sitios asimétricos de las subunidades
extracelulares alfa y ocasiona cambios conformacionales que dan lugar a la
autofosforilacion de las subunidades beta que se insertan a través de la
membrana, activando la propiedad tirosina-quinasa intrinseca del receptor.
Los receptores de la insulina fosforilan en los residuos de tirosina, varios
sustratos subyacentes incluyendo los sustratos proteicos del receptor de
insulina (IRS). Estos eventos dan lugar a la activacion de moléculas de
sefializacion en el interior celular, iniciando asi una cascada de

sefalizacion.

4.3.1 El rol de la insulina en el sistema nervioso central (SNC)
En 1978 Havrankova y col., reportaron por primera vez la presencia de la
insulina y de su receptor en el SNC (Havrankova y col., 1978). ElI RI se

distribuye extensamente en el cerebro, siendo su concentraci6n mayor en




las neuronas con respecto a las células gliales. Se distribuye
diferencialmente en el cerebro presentando mayor densidad de expresiéon a
nivel del bulbo olfatorio, hipotdlamo, hipocampo y cerebelo (Kubota y col.,
2004; van der Heide y col., 2006; Zhao y col., 1999).

El RI cerebral es desde el punto de vista estructural y funcional, diferente al
clasico receptor de insulina del resto de los tejidos. Participa en numerosas
funciones que son especificas de la region, a través de mecanismos
diferentes de aquellos regulados por el metabolismo de la glucosa. En el
hipotdlamo, la insulina asociada a su receptor, participa en procesos
relacionados con la homeostasis energética del cuerpo, mientras que en la
corteza cerebral y en el hipocampo, participa en funciones cognitivas (Zhao
y col., 2004).

Estudios anteriores demuestran que la insulina unida al RI puede
desempefiar un papel modulador en la transmision sinédptica (Masters y col.,
1987; Raizada y col., 1988; Sauter y col., 1983). En el hipocampo, la
insulina estimula el “turnover” de fosfoinositidos de la membrana y la
produccién de diacilglicéridos (Figlewicz y Szot, 1991), dos importantes
segundos mensajeros implicados en la activacion de PKC.

Se ha reportado, que la desregulacion o el deterioro de las vias de
sefializacibn mediadas por la insulina y su receptor, podrian estar
relacionadas con desoOrdenes neurodegenerativos, como ocurre en el
envejecimiento y en enfermedades tales como la enfermedad de Alzheimer o
la enfermedad de Parkinson (Frolich y col., 1998; Craft y col., 1998; Hoyer,
1998; Gispen y Biessels, 2000; Biessels y col., 2002; Craft y Watson, 2004).
Ademdés, se ha reportado que en el envejecimiento, hay una disminucién en

la expresion del Rl (Frolich y col., 1998). Una de las 4reas mas afectadas




por esta desregulacién son aquellas implicadas en los procesos cognitivos

(Zhao y col., 2004), como son la corteza cerebral y el hipocampo.

4.3.2 Vias de sefializacion de la insulina

La insulina realiza una amplia variedad de funciones a través de la union a
su receptor de superficie con actividad tirosina quinasa. Como se mencion6
anteriormente, tras la unién de la insulina al RI, se produce una activacion
de la actividad tirosina quinasa del receptor, provocando la autofosforilacién
en residuos de tirosina de las subunidades b y la fosforilacion de otros
sustratos. Se han identificado dos vias principales de sefalizacion de la
insulina, la primera es la via de las quinasas activadas por mitégenos
(MAPK). La Grb2 contiene dominios SH2 que le permiten interactuar con el
IRS. Ademdés, por su dominio SH3 une a una regidon rica en prolina de la
Sos, formando un complejo. Sos-Grb2 cataliza el intercambio de GDP
(difosfato de guanosina) por GTP (trifosfato de guanosina) sobre Ras,
activandolo. Ras-GTP inicia la activacion de la Raf (una serina treonina
guinasa) que fosforila y activa a la MEK (treonina-tirosina quinasa) que
finalmente fosforila y activa a la ERK. La ERK fosforila a otras proteinas en
el citosol con blancos nucleares y posee directamente multiples objetivos
nucleares que modulan los procesos de transcripcion de los genes EIlk-1,
SRF, jun/fos (Nelson DL y Cox MM, 2005). Todas estas evidencias son
consistentes con los modelos que hablan de la insulina como factor
neurotrofico.

La segunda via de sefializacion es la ruta de la fosfatidil inositol 3-quinasa
(PI3K) que se origina a partir de la union de los IRSs con el dominio SH2 de
la subunidad reguladora, p85 de la PI3K. La PI3K es una enzima

heterodimérica compuesta por una subunidad reguladora, p85 y una




subunidad catalitica, p110. La PI3K cataliza la fosforilacion de fosfolipidos
de inositol en la posiciobn 3 del anillo del inositol, siendo su principal
sustrato el fosfatidilinositol 4,5 bi-fosfato (PIP,) dando lugar al
fosfatidilinositol 3,4,5 tri-fosfato (PIP3). Otro mecanismo de regulaciéon de la
PI3K es a través de la interaccion de Ras con la subunidad catalitica de la
PI3K. Por debajo de la PI3K existen quinasas que fosforilan en serina-
treonina, denominadas PDK-1 y PDK-2 encargadas de la fosforilacién y
activacion de la PKB, también denominada Akt, la cual una vez fosforilada,
se transloca a la membrana plasmatica donde es activada por PIP3;. PKB
(Akt) una vez activada puede fosforilar a numerosas proteinas, como la Bad,
(evitando que se una a la BCL-XL, iniciando la cascada proapotética). La
PKB puede también inhibir la ruta de las caspasas (proteinas apoptéticas),
promoviendo la expresion de inhibidores de estas proteinas (FLIP) e
inactivando a la ASK1 (quinasa reguladora de la sefial de la apoptosis-1),
proteina que activa las proteinas relacionadas con la apoptosis (Lawlor y
Alessi, 2001). Los miembros de la familia de factores de trascripcién FoxO,
presentes en las neuronas, poseen motivos de union a la PKB y son un
blanco de control del crecimiento y supervivencia neuronal (Jacobs y col.,
2003). La quinasa de la glicégeno sintasa 3 (GSK3) fosforila en la neurona
proteinas asociadas con los microtubulos (como las proteinas Tau). La
hiperfosforilacion de las Tau se asocia con procesos neurodegenerativos y
la insulina por la via PISK-PKB regula su nivel de fosforilacién (Hong y Lee,
1997).

Aunque en tejidos periféricos la fosforilaciébn de IRS-2 y Cbl resultan
también en el aumento del trafico de GLUT4 a la membrana plasmatica y con
ello el aumento de la captacién de glucosa, esto parece no ocurrir en

neuronas donde la captacion de glucosa depende de GLUTS3.
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Fig. 3 Vias de sefializacion de la insulina

La insulina une a su receptor activandolo; éste es capaz de reclutar y activar la ruta de la
PI3K 6 la via de las quinasas activadas por mitégenos (MAPK).

IRS: sustrato del receptor de la insulina; PI3K: fosfatidil inositol 3-quinasa; PIP3:
fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato; PDK: quinasa dependiente de 3-fosfoinositido; PKB/Akt:
proteina quinasa B; mTOR: blanco mamifero de la rapamicina; GSK-3: quinasa de la
glicbgeno sintasa-3; ASK1: quinasa reguladora de la sefial de apoptosis 1; JNK: cjun

quinasa N-terminal; GRB2: proteina de unién al factor de crecimiento 2.

En los ultimos afios se ha valorizado el rol de la insulina en el aprendizaje,
memoria y en la neuroproteccion. Se ha reportado que el receptor de la
insulina cerebral y las Src tirosina quinasas participan en los procesos de
transduccion de sefial durante los procesos de aprendizaje y memoria. Se
conoce que modulan la liberacién de trasmisores y la conductancia de los

receptores de GABA y NMDA. Durante el proceso de aprendizaje se produce




un aumento en la expresion de genes. Dos de ellos son el receptor de la
insulina y c-Src. Por otro lado los receptores de la insulina han sido
localizados en las sinapsis neuronales y a través de knock out condicionales
se ha logrado determinar su implicancia en los procesos de aprendizaje y de
memoria (Fox y col., 2003; Lupien y col., 2003).

La deficiencia de la insulina en individuos con Diabetes Mellitus (DM), ha
sido asociada con pérdida de la memoria y trastornos neurodegenerativos
tales como la enfermedad de Alzheimer (EA) (Castano y Frangione, 1995;
Lopez y col., 2000; Zhao y col., 2004; Zhao y col., 2008). La fuerte
correlacién hallada entre la DM y la EA ha llevado a sugerir que la misma es
una diabetes tipo Ill, asociada a la pérdida de la insulina en el SNC (Rivera
y col., 2005; Steen y col., 2005). De hecho se ha observado que en la
encefalopatia diabética se presentan las caracteristicas de un
envejecimiento acelerado con alteraciones en la produccién de segundos
mensajeros y la actividad de proteina quinasas (Biessels y col., 2002).
También se ha sugerido que la cascada de sefializacion de la insulina en el
cerebro seria de vital importancia en el metabolismo normal de las proteinas

precursoras del beta amiloide y tau (Hoyer, 2002).

4.3.3 Accién de la insulina en la actividad de enzi mas ligadas a la
generacion de mensajeros lipidicos en cerebro

Los fosfolipidos son los principales componentes estructurales de las

membranas bioldégicas y tienen una importante participacion en las

respuestas celulares (Exton, 1994b; Nishizuka, 1995). La hidrdlisis de

algunos importantes fosfolipidos lleva a la generacion del DAG, sustrato

para la DAGK. Asi, la hidrdlisis del PIP, por accién de la PLC especifica de

fosfoinositidos (PI-PLC), produce inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y DAG de




composicién principalmente insaturada (Cockcroft y Thomas, 1992). La
hidrdélisis de la PC por una fosfolipasa especifica, la PC-PLC, también
genera DAG. La PC también es un sustrato de la PLD, que genera colina y
PA.

En estudios previos realizados en este laboratorio se ha demostrado que en
los terminales sinapticos de CC la exposicién a la insulina aumenta la
actividad de la fosfolipasa tipo D, que genera PA a partir de PC, sin producir
modificaciones en la actividad de PAP tipo 2. Ademas se ha encontrado que
la insulina incrementa la actividad DAGK utilizando como precursor DAG
radiactivo. Sin embargo, se ha observado que en los sinaptosomas de CC de
ratas seniles, las actividades de estas enzimas y su respuesta a la insulina
se hallan sensiblemente modificadas (Salvador y col., 2005). Esto indica que
la hormona regula la formacién de DAG y PA y que esta accion esta alterada

en el envejecimiento.




En la presente tesis se describen los estudios realizados para determinar la
participacion de la DAGK en la via de sefializacion de la insulina en el SNC.
Sobre la base de lo previamente expuesto, el principal objetivo es
determinar la accion de esta hormona en terminales sinapticos de CC y de
hipocampo, como también evaluar los cambios producidos en el
envejecimiento.
Los resultados se describen en tres capitulos. Los objetivos particulares de
cada capitulo son:
Capitulo 1: Determinar las caracteristicas de la actividad de la DAGK,
evaluando la cinética a partir de distintas fuentes de sustrato.
Capitulo Il : Responder a los siguientes interrogantes respecto a la accién
de la insulina:
1) ¢Es la activacion de DAGK consecuencia del incremento de
diacilglicerol?
2) ¢Qué via fosfolipasica, generadora de DAG, estd implicada en la
eventual aparicién de DAG?
3) ¢Existe un efecto “genuino” sobre la DAGK, para promover una mayor
formacion de PA?
4) ¢Qué posibles mecanismos regulatorios participan en la modulacidn
del efecto de insulina sobre DAGK?
Capitulo Ill : Evaluar el rol de la insulina en la activacién de la DAGK en un
modelo animal de envejecimiento normal y en &reas relacionadas con el

aprendizaje y la memoria, como son la CC y el hipocampo.
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6.1 Materiales

Los reactivos para las soluciones tampdn utilizadas para el aislamiento y la
purificacion de las fracciones subcelulares y aquellos empleados en los
diferentes ensayos (Hepes, EDTA, CacCl,, NaCl, ficoll, sacarosa), los
inhibidores de proteasas (PMSF, aprotinina, leupeptina, pepstatina) y los
lipidos se adquirieron en Sigma Aldrich Co. Los solventes empleados para la
cromatografia en capa fina fueron de los laboratorios Merck y Dorwill S. A. y
los de grado HPLC de J.T.Baker y U.V.E. La silica gel G y H para la
cromatografia en capa fina asi como las placas de capa fina de alta
performance, fueron adquiridos a Merck Laboratories. EIl trifluoruro de boro
14% en metanol para la obtencion de metil ésteres de &cidos grasos y el
revelador 2’,7’-diclorofluoresceina empleado para la visualizacion de los
lipidos en las placas cromatograficas se adquirieron en Sigma Aldrich. Otros
reactivos y solventes fueron de Merck, Mallinckrodt y Riedel de Haén. La
fuente enzimatica empleada para obtener diacilglicéridos a partir de
triacilglicéridos fue de Calbiochem. ElI ATP-[g-*?P] (3.000 Ci/mmol), el
glicerol-[*H] (16 Ci/mmol) y el Omnifluor para la cuantificacion de la
radioactividad, fueron adquiridos por New England Nuclear-Dupont (Boston,
MA). EI 1,2-dipalmitoilglicerol, el 1,2-dioleoilglicerol y el 1-estearoil, 2-
araquidonoilglicerol utilizado como sustratos fueron de Sigma Aldrich Co.
Los anticuerpos anti-DAGK utilizados fueron provistos gentilmente por el Dr.
Matthew Topham, de la Universidad de Utah. El anticuerpo secundario anti-
rabbit unido a FITC y anti-rabbit unido a Horse radish peroxidase fueron

obtenidos en Jackson Inmuno Research Laroratories).

6.2 Material Bioldgico
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Para éste trabajo de tesis se utiliz6 como material biolégico terminales
sindpticos (sinaptosomas) obtenidos de la corteza cerebral (CC) y el
hipocampo (Hip) de ratas adultas de 4 meses y seniles de 24-28 meses y
fracciones subcelulares de la CC de ratas adultas. Los animales, de la cepa
Wistar, fueron mantenidos bajo condiciones ambientales constantes de
temperatura y ciclos de luz-oscuridad y criados con una dieta estandar.

Los terminales sinapticos de CC e Hip, fueron obtenidos por fraccionamiento
subcelular a partir del homogenado total de cada una de estas areas
cerebrales, siguiendo el procedimiento que se detalla a continuacion
(apartado 6.2.1, 6.2.2 y 6.2.3).

Para la obtencion de DAG-[*H] y TAG-[°H], biosintetizados a partir de

glicerol-[*H], se utilizaron retinas bovinas enteras.

6.2.1 Obtencién de homogenado total de corteza cere bral

Las ratas fueron decapitadas y la corteza cerebral fue inmediatamente
disecada y homogeneizada en un buffer de homogeneizacion (BH) al 20 %
p/v, conteniendo 0.32 M de sacarosa, 1 mM de EDTA, 10 mM de buffer
HEPES a pH 7.4, en presencia de 1 mM de DTT, 2 ug/ml de leupeptina, 1
pg/ml de pepstatina, 1 pg/ml de aprotinina y 0.1 mM PMSF. Se utilizé un
homogenizador Potter-Elvejhem, con una luz de 0,125 mm, con vastago de
teflon, a 700 rpm. Luego el homogenado total (HT) se diluyé al 10% con el

mismo BH.

6.2.2 Obtencién y purificacién de sinaptosomas de c orteza cerebral y
otras fracciones subcelulares
La fraccién sinaptosomal fue obtenida por centrifugacién diferencial

(Cotman, 1974) a partir del homogenado total de corteza cerebral. El

%
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homogenado total diluido al 10% con el BH se centrifugé a 9.600 g por 7,5
minutos utilizando un rotor JA-21 y una centrifuga marca Beckman J2-21. El
sobrenadante (sobrenadante post-nuclear: SPN) se separdé cuidadosamente
sin remover el pellet (fraccién nuclear: FN) y se transfirié a un tubo limpio,
el cual fue sometido a una nueva centrifugacién a 26.400 g por 20 minutos
(11.000 rpm) obteniendo asi el pellet mitocondrial crudo (MC). ElI
sobrenadante post-mitocondrial (SPMit), contiene la fraccion microsomal.
Para la purificacion de los sinaptosomas (Sinap.), la fraccién MC se lavo una
vez y luego se resuspendié en 3 ml de BH y se sembr6 en un gradiente
discontinuo de Ficoll conteniendo 6 ml de Ficoll al 8,5 % y 6 ml de Ficoll al
13 % en BH. Las muestras asi cargadas en el gradiente discontinuo, se
centrifugaron a 134.000 g por 30 minutos (25.000 rpm) utilizando un rotor
SW 28.1 y una ultracentrifuga (Beckman L5-50). La banda de mielina se
ubica en la interfase entre el BH y el medio de Ficoll al 8,5 %, la banda
sinaptosomal se encuentra en la interfase de Ficoll al 8,5 % y 13 %,
mientras que la fraccién mitocondrial (FMit) forma el pellet debajo del Ficoll
al 13 %. La fraccion sinaptosomal se lavd con BH, centrifugando a 40.800 g
por 20 minutos (17.000 rpm) en un rotor JA-21. El pellet asi obtenido se
resuspendi6 en el buffer utilizado para el ensayo enzimético,
inmediatamente antes de ser utilizado. Todos los procedimientos, incluidos
la homogenizacién y las centrifugaciones, se realizaron a temperaturas entre
0-4 °C. La Fig. 4, describe el protocolo de obtencion de las fracciones
subcelulares detalladas anteriormente. Este protocolo fue utilizado en forma

rutinaria en todos los estudios presentados en esta tesis.
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Fig. 4 Protocolo para la obtenciéon de las fraccione s subcelulares de la corteza

cerebral de ratas

HT: homogenado total; SPN: sobrenadante post-nuclear; FN: fraccion nuclear; SPMit:
sobrenadante post-mitocondrial; MC: pellet mitocondrial crudo; Sinaptosomas; Mit: pellet

mitocondrial




I " #

6.2.3 Obtencién y purificacion de los sinaptosomas de Hipocampo

Para la obtencién de los sinaptosomas de hipocampo, las ratas utilizadas
fueron decapitadas y el cerebro inmediatamente disecado para la obtencién
del hipocampo. El cerebro se lavé con solucién fisiolégica para remover la
sangre en superficie y se coloc6é sobre una caja de Petri que se mantuvo
sobre hielo. Luego de separar cerebelo y tronco, los hemisferios fueron
seccionados en tres partes (Fig. 5A) y la corteza cerebral fue removida para
exponer la region hipocampal (Fig. 5B). El hipocampo fue cuidadosa e
inmediatamente removido (Fig. 5C). El procedimiento se realiz6 sobre una
placa de vidrio apoyada en hielo para mantener la temperatura en

aproximadamente 1-2 °C.

Corteza Mucleos
cerebral grises

Hipocampo

Fig. 5- Cortes efectuados en cerebro de rata paral a obtencién del Hipocampo

Las ratas fueron decapitadas y el cerebro inmediatamente disecado para la obtencién de
las regiones de interés.

A: cortes transversales del cerebro; B: separacion de la corteza cerebral para exponer la
zona hipocampal; C: hipocampo

El hipocampo se removié con ayuda de agujas y lupa, separando la corteza
cerebral (exterior) y los nlcleos grises (parte interior del corte). En la Fig.
5C se presenta la estructura hipocampal obtenida. Desde la decapitacién
hasta la obtencion de esta estructura transcurrieron como maximo 4 min.

Posteriormente se procedi6 a la homogeneizacién y purificacion de los




I " #

sinaptosomas en gradiente de Ficoll, como se describi6é anteriormente para

los sinaptosomas de corteza cerebral (apartado 6.2.1y 6.2.2)..

6.3 Sustrato enzimético
Para el ensayo enzimético se utilizaron sustratos lipidicos con diferentes
caracteristicas:

1) Se utilizaron diaciglicéridos marcados con tritio en la cadena de
glicerol, obtenidos mediante su biosintesis por incubacién de las
retinas bovinas con glicerol-[®H].

2) Se utilizaron diaciglicéridos marcados con tritio en la cadena de
glicerol, obtenidos por hidrélisis de triacilglicéridos-[*H] (TAG-[*H])
provenientes de su biosintesis por incubacién de las retinas bovinas
con glicerol-[*H].

3) Se utilizaron diaciglicéridos de diferente composicién en Aacidos

grasos (1,2-dipalmitoilglicerol, 1,2-dioleoilglicerol 'y 1-estearoil, 2-

araquidonoilglicerol).

6.3.1 Obtencion de DAG-[ *H] de retina bovina
Para la obtencion del DAG-[’H] las retinas bovinas fueron incubadas con
glicerol-[*H], en un medio adecuado a 37°C vy los lipidos marcados, fueron

extraidos con mezclas de solventes y luego purificados por TLC.

6.3.1.1 Incubacién de las retinas

Las retinas fueron incubadas en un bafio termostatizado a 37°C con
agitacion continua, en un erlenmeyer de 250 ml, provistos de tap6n de goma
con dos agujas, para la entrada y salida de gas carbdgeno: oxigeno-

anhidrido carbénico (95:5 v/v). La aguja de entrada fue de mayor calibre que la
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de salida, para poder mantener sobre la superficie del liquido una presion
conveniente. El gas se hizo burbujear primeramente, en una trampa de agua

destilada para mantener la humedad del mismo durante la incubacién.

6.3.1.2 Medio de incubacion

El medio de incubacion utilizado fue una solucién i6nica de pH 7,33,
descripta por Ames-Hastings (AMES, IIl y HASTINGS, 1956). La composicion
y concentracién de electrolitos del mismo fue similar a la del liquido
cefalorraquideo, conteniendo 119,5 mM de NaCl; 3,6 mM de KCI; 0,1 mM de
NaH,PO4; 0,4 mM de Na,HPOy4; 1,2 mM de MgSOy; 1,15 mM de CaCl,; 22.6
mM de NaHCO; y al cual se le agregé 2 mg/ml de glucosa y se lo gase06 con
carbégeno durante 15 min para conseguir un pH de 7,33.

El volumen de medio utilizado fue de 7 ml/retina, a razén de 5 retinas por
erlenmeyer de 250 ml y en presencia de 10 pCi/retina de glicerol-[*H] con

una actividad especifica de 16 Ci/mmol.

6.3.1.3 Diseccion de la retina

Para la obtencion de las retinas se utilizaron ojos bovinos de animales
sacrificados en un frigorifico local. Los ojos fueron enucleados
inmediatamente después de la muerte del animal y colocados en un
recipiente con hielo para su transporte al laboratorio. Aproximadamente
transcurridas 2 horas de su enucleacion, el ojo bovino se secciond
primeramente con bisturi en un corte sagital (plano antero posterior del
globo ocular) de aproximadamente 1 cm. Luego se dividié cortando con tijera
en una linea paralela al plano antedicho. La mitad que contiene las lentes y
el humor vitreo (parte anterior del ojo) se descart6 y la otra mitad se invirtio

cuidadosamente para exponer la superficie neural de la retina. La retina se
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separ6 cuidadosamente del epitelio pigmentario con una espéatula de bordes
redondeados, despegandola desde el borde externo de la copa 6ptica hacia
la zona del nervio 6ptico. Una vez separada se cortd el nervio 6ptico para
extraerla. Las retinas asi obtenidas, fueron incubadas en el medio i6nico
anteriormente descripto y en presencia de 10 pCi/retina de glicerol-[*H] (16

Ci/mmol).

6.3.1.4 Extraccion de lipidos neutros

Los lipidos fueron extraidos del tejido con una mezcla de cloroformo y
metanol (C:M, 2:1, v/v) segun Folch y col. (FOLCH vy col., 1957), utilizando
un homogenizador Potter-Elvejhem, a 700 rpm con vastago de teflon. La
suspensién del solvente organico que contiene las proteinas
desnaturalizadas y los lipidos en solucidon fue filtrada. El extracto (crudo) fue
trasferido a un erlenmeyer con tapon de vidrio esmerilado, se gased con
nitrogeno y se guarddé en heladera por 24 hs. Posteriormente, para
“purificar” el extracto y extraer asi las moléculas no lipidicas disueltas en el
solvente organico, se realizé una particibn con una solucién acuosa
conteniendo 0,88 % de KCIl y 0,1% de glicerol en una proporcién de 0,2
veces el volumen del solvente orgéanico final. Se agité y se dejé en heladera
el tiempo necesario para separar las fases acuosa-metandlica vy
cloroférmica. Antes de desechar a la fase superior (acuosa-metandlica) se
“marcd” sobre el erlenmeyer el volumen del medio. Luego de descartar la
fase superior con pipeta Pasteur, la fase orgadnica se mezcl6 con un volumen
de fase superior tedrica (FST) cloroformo/metanol/KCl/glicerol (3:48:47, v/v)
equivalente al que se descartd. Este procedimiento se repite 2 a 4 veces.

Los lipidos asi obtenidos que permanecen en la capa cloroférmica, se
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concentraron bajo nitrégeno y el extracto lipidico “purificado” y gaseado con

N, se mantuvo a -20 °C para el posterior aislamiento de sus componentes.

6.3.1.5 Separacion de los lipidos por cromatografia en capa fina (TLC)

Se utilizé cromatografia en capa fina, utilizando como soporte placas de
vidrio (20x20 cm) preparadas mediante un extensor de placas marca
Shandon, con una suspension de silica gel G 6 H, dependiendo de los
lipidos a separar y con un espesor de 600 um. Las placas fueron activadas
previamente a su uso, por calentamiento a 110° C en estufa de secado
durante 1 h. La siembra del extracto resuspendido en cloroformo, se realizé
luego del enfriado de la placa, bajo atmésfera de N,, para preservar la
composicién de lo lipidos del extracto. Las placas se desarrollaron en
sistemas monodimensionales para la separacion de fosfolipidos de los
lipidos neutros. Para tal fin se utilizaron como sistema de solventes,
Cloroformo: Metanol: H,O (C:M:H,0, 65:25:4, v/v) en silica gel H preparada
en una solucibn de acetato de Mg al 0,3% (Fig. 6a) O
Cloroformo:Metanol:H,O:NH3; (C: M: H,O: NHj;, 90:10:0,5:0,5, v/v) con silica
gel G (Fig. 6b). Los lipidos neutros fueron luego eluidos segun la técnica de
Ardvinson (Arvidson, 1968) y posteriormente separados en sistemas que
permiten la separaciéon de los lipidos neutros entre si, como por ejemplo,
Hexano:Eter:Acido Acético (H:E:Ac Ac, 70:30:2,3, v/v) (Fig. 6c). El sistema
de Cloroformo: Metanol: H,O: NH; (C:M.H,O:NHj3, 90:10:0,5:0,5, v/v) con
silica gel G, result6 ser el sistema mas adecuado para la separacién de los
lipidos de interés, ya que ademdas de resolver los lipidos neutros de los
fosfolipidos, también resolvia la separacién entre los lipidos neutros y el
colesterol, de manera que posteriormente no interfiriera en la purificacién de

los diacilglicéridos (DAG), ya que el colesterol posee un Rf similar al de los
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DAG. Cada corrida cromatografica fue realizada en presencia de estandares

adecuados para la identificacion de los lipidos de interés.

LM: TAG, DAG, MAG, Col LH: TAG, DAG, MAG

TAG

Cardinlipina Zolesteml

Acidos grasos libres

Ceramida

FE DAG
PC

h A

Fs, P Fosfolipidos

Fig. 6- Cromatografia en capa fina para el aislamie nto de lipidos
(a) C:M:H,0 (65:25:4), en silica gel H en acetato de Mg al 0,3%
(b) C:M:H>0:NH3 (90:10:0,5:0,5), silica gel G en agua

(c) H:E:AcAc (70:30:2,3), silica gel G en agua

6.3.1.6 Visualizacion de los lipidos.

Para visualizar la posicion de los lipidos separados por cromatografia en
capa fina las placas fueron expuestas a vapores de iodo (l;). Dado que I, se
fija a las dobles ligaduras de &cidos grasos, componentes de los
glicerolipidos, la aparicion de manchas marrones o amarillas indica la
presencia de los mismos. Esta diferencia en la coloracién depende de la
cantidad de lipido y la insaturacion de la especie adsorbida. En los casos de
muestras destinadas a ser utilizadas como sustrato o muestras que deben
ser extraidas de la placa cromatografica para una posterior corrida en otro
sistema de solventes, este procedimiento estid contraindicado debido a la
ruptura del doble enlace. Por esta razon en estos casos las placas se
rociaron con 2',7’-diclorofluoresceina al 0,05 % en metanol. Los lipidos se
visualizaron bajo luz ultravioleta. Estos procedimientos se realizaron bajo
atmosfera de N, para minimizar la peroxidacién de los &cidos grasos

insaturados.
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6.3.2 Obtencién de DAG-[ *H] a partir de la hidrélisis de
Triacilglicéridos-[ *H] (TAG-[®H]) de retina bovina

La incubaciéon de las retinas bovinas con glicerol-[*H] también genera TAG-
[®*H] de elevada actividad especifica (Giusto y Bazan, 1979). Esto permitio
utilizarlo como fuente de DAG-[®H] mediante un procedimiento de hidrélisis
enzimatica utilizando lipasa pancreatica de cerdo. La lipasa pancreética
cataliza la hidrélisis del TAG de manera secuencial (Lykidis y col., 1994),
generando en primer lugar DAG, el cual es sustrato para una segunda
reaccion catalizada por la misma enzima, dando lugar a la formacion de
MAG, que posteriormente se hidroliza para dar glicerol, liberando en cada
reaccion acido graso libre (AGL). Estas reacciones lipoliticas secuenciales
ocurren simultdneamente y con diferentes parametros cinéticos, siendo mas
rapida la hidrélisis del DAG que la hidrdélisis del TAG (Lykidis y col., 1995).
De ésta manera y luego de numerosas pruebas, en donde se modificaron
varios parametros de reaccién, como ser, el tiempo de reaccién, el pH, la
temperatura, la concentracién enzimatica o el tipo de agente detersivo
usado para formar la micela que contiene el TAG, se logré obtener DAG-[®H]
a partir de TAG-[®H] con una eficiencia de aproximadamente un 10-20 %,
utilizando un buffer fosfato 20 mM, 400 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 3 mM de
Deoxicolato de sodio, 0,25 mg/ml de lipasa pancreatica de cerdo y 2 nmol/ml
de TAG-[®H] a pH 8 y 20 °C, durante 10 min. La reaccién se frena por el
agregado de C:M (2:1). Los lipidos fueron extraidos segun Folch (FOLCH vy
col., 1957) agregando 0,2 vol de agua y agitando vigorosamente en vortex.
Posteriormente se procedié a la separaciéon de los lipidos neutros por TLC
utilizando el sistema detallado en la Fig. 6c. El DAG-[?H] asi obtenido fue
identificado con estandares adecuados y eluidos de la placa segun la

técnica de Ardvinson.
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6.4 Analisis de la composicion de acidos grasos del DAG-[3H]

Para el analisis de los &cidos grasos esterificados al DAG, éste se separo
por TLC y se visualizé con 2',7'-diclorofluoresceina, como se describio
previamente. La mancha correspondiente al DAG se raspé de la silica y se
transfirié a tubos con tapa a rosca, con cubierta interna de Teflon, donde se
prepararon los metil ésteres de acidos grasos (FAME) por metandlisis para

el posterior analisis por cromatografia gaseosa.

6.4.1 Preparaciéon de metil ésteres de acidos grasos (FAME)

La obtencién de los FAME se realiz6 por metandlisis bajo N,, catalizada por
trifluoruro de boro al 14 % en metanol a 45° C durante toda la noche
(MORRISON y SMITH, 1964). Se realizaron los controles correspondientes,
para permitir evaluar la recuperacion y cuantificacion de los acidos grasos
derivatizados. Los metil ésteres en solucion metandlica, se extrajeron
mediante particion con hexano y agua en igual proporcion que la solucién de
metanol. Luego de la particion, la fase inferior se sec6 bajo corriente de
nitrégeno. Los metil ésteres se purificaron por TLC sobre placas de silica
gel G previamente lavadas con metanol: éter (M:E, 75:25, v/v). Para la
purificacion de los FAME, se utiliz6 hexano: éter (H:E, 95:5, v/v) como
solvente. Las manchas de metil ésteres (Rf aprox. 0.5) se visualizaron bajo
luz ultravioleta luego de rociar con 2’,7’-diclorofluoresceina. Los FAME
fueron eluidos de la silica por particion entre agua, metanol y hexano (1:1:1,
v/v). Se realizaron en total 3 extracciones con hexano, agitando vy

centrifugando cada vez.

6.4.2 Analisis de los FAME por cromatografia en fas e gaseosa (CG)

%
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Los FAME son los derivados mas comunmente utilizados para estudiar y
cuantificar a los &cidos grasos ya que pueden ser separados por
cromatografia de reparto gas-liquido en funcién de la longitud de su cadena
y de su grado de insaturacion. Para analizarlos, se utiliz6 un cromatégrafo
Varian 3700 provisto de 2 columnas de vidrio (2 m de longitud x 2 mm de
diametro) empaquetadas con una fase estacionaria polar, 10% SP2330
(Supelco), empleando nitrogeno como gas portador (30 ml/ min). EI
cromatografo estd equipado con dos detectores de ionizaciéon de Illama
utilizando un electrémetro diferencial de dos canales. Las temperaturas del
inyector y del detector fueron 220°C y 230°C respectivamente. Las
separaciones se realizaron sometiendo el horno de las columnas a
gradientes de temperatura, en la mayor parte de los casos con incrementos
lineales de 5°C por minuto desde una temperatura inicial de 155°C a una
temperatura final de 230°C, la cual se mantuvo constante durante el tiempo
necesario para permitir la elusion completa (aprox. 20 minutos).

Los metil ésteres se identificaron sobre la base de sus tiempos de retencién
utilizando Estandares comerciales. La cuantificacion se realizo utilizando un
detector por ionizacién de llama, empleando integracion electrénica (Varian

Workstation).

6.5 Ensayo enziméatico para la actividad diacilglice rol quinasa (DAGK)

El ensayo enzimatico se realiz6 a una temperatura constante de 37°C, en
bafio termostatizado con agitacion continua. El tiempo de incubacidon fue de
5 min, a partir del agregado de la membrana sinaptosomal, en un volumen
final de 200 pl. En los casos en donde se utilizaron inhibidores, se realizé
una preincubacion de 10 min con la membrana sinaptosomal vy

posteriormente se agregd el sustrato radiactivo, comenzando con la
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incubacion de 5 min. En los ensayos en donde se utiliz6 como sustrato
radiactivo el ATP-[g-®?P], previa incubacién se realiz6 un sonicado de 15
segundos en bafio sonicador, a fin de introducir el ATP al sinaptosoma. El
buffer utilizado en el ensayo enzimético para la DAGK (BE), contenia 10 mM
de MgCl,, 20 mM de NaF y 10 mM HEPES a un pH de 7.4. En los casos en
donde se utilizdé sustrato lipidico (DAG) ex6geno, el mismo fue suspendido
en el buffer conteniendo algun agente detersivo para obtener micelas de
lipido-detergente, que dependiendo de los objetivos del ensayo, fueron: b-
octilglucosido (50 mM), Tritén X 100 (15 mM), deoxicolato de sodio (1 mM) 6
dimetilsulféxido (0.1%). Este procedimiento se explicita en 6.5.2.

En los ensayos en donde se estudié la mediacion de PKC sobre la actividad
DAGK, se utilizé un buffer de fosforilacion (HBM), que contenia 120 mM
NaCl, 5 mM de KCI, 20 mM de Hepes, 5 mM de NaHCO3;, 1 mM de Cl,Mg, 1,2
mM de Na,HPO, y 10 mM de glucosa a pH 7,4.

En todos los casos, luego de la incubacion, el ensayo se frend por el

agregado de 3 ml de cloroformo: metanol (C:M, 1:1, v/v).

6.5.1 Extraccion de lipidos y aislamiento del produ  cto enzimatico

Para la extraccion de los lipidos del tejido, se procedidé segun Folch (FOLCH
y col., 1957) con algunas modificaciones que permiten favorecer Ila
extraccion de los lipidos acidicos (Giusto y llincheta de Boschero, 1986). En
los tubos del ensayo conteniendo la suspension sinaptosomal ensayada en 3
ml de cloroformo: metanol (C:M, 1:1, v/v), procedimiento que frena la
actividad enziméatica por desnaturalizacion de proteinas, se agregdé 1 ml de
cloroformo: metanol: HCI conc (C:M:Ac, 1:1:0,06 v/v) y se completé con 2 ml
de cloroformo de tal forma de tener una relacién de cloroformo: metanol de

(C:M, 2:1, v/v). La mezcla acidica luego de agitarla, se dej6 por 1 hora a
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temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 0,2 vol de agua y se
agitéo vigorosamente en vortex. Este procedimiento permite la formacién de
un sistema bifasico con una fase orgéanica y una fase acuosa. Se centrifugé
y la fase superior (acuosa) se descartd. La fase inferior cloroférmica se lavéd
con igual volumen que aquel extraido, con fase superior teoérica (FST),
conteniendo cloroformo: metanol: agua (C:M:H,0, 3:48:47, v/v). En los casos
en donde se trabajé con ATP-[g-*?P], se realizaron 4 lavados con fase
superior teédrica (FST) a fin de eliminar el radiactivo que queda sin
reaccionar. La fase inferior cloroférmica, se secO bajo corriente de
nitrégeno. Este procedimiento permite la eliminacién del solvente orgénico
acidificado (HCI) por evaporacion. Luego se procedié a concentrar el
extracto en el fondo del tubo mediante la adicion de solvente organico
neutro. Finalmente se resuspendié en una minima porcion de solvente C:M
(2:1, vlv) y se sembro6 en placas de silica para TLC, previamente activadas a
100 °C por 1 hora.

Para separar PA-[°H], se utilizaron placas de silica gel G, en un sistema
compuesto de hexano: eter: Ac. Acético (30:70:2,3 v/v) Fig. 7a. El PA-[*H]
gueda junto a otros fosfolipidos no radiactivos (que no interfieren), en el
origen. Los lipidos se visualizaron por exposicion de la placa a vapores de I,
(manchas amarillas a marrones) y se identificaron adecuadamente usando
los correspondientes estdndares de lipidos. Se rasparon las manchas de PA-
[®H] (en el origen) y al DAG-[*H] remanente (a 3 cm del frente del solvente) y
se colocaron en viales para la cuantificacién de la radioactividad.

Para separar PA-[*?P], se utilizaron placas de silica gel H preparadas con
una solucion de oxalato de potasio al 1% p/v, y los lipidos se resuelven en
un sistema compuesto de Cloroformo: acetona: metanol: Ac. Acético: agua

(C:A:M:AcAc:H,0O, 40:15:13:12:7,5 v/v). Los lipidos se visualizaron por
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exposicion de la placa a vapores de I|,, y se identifican adecuadamente
usando estandar de lipidos. Se raspan las manchas correspondientes al PA-
[®?P] (a 2 cm del frente del solvente) y en algunos ensayos, también se
raspan las manchas correspondientes a los PIP,-[*?P] y a los PIP-[*?P] (a 3 y
5 cm del origen, respectivamente), Fig. 7b. Las manchas fueron raspadas y
colocadas en viales y luego se procediéo para la determinacion de la
radioactividad.

Cuando el precursor radiactivo fue el DAG-[’H], s6lo se detectd
radioactividad en las manchas correspondientes a PA, MAG y DAG.

Cuando el precursor radiactivo fue el ATP-[g-*?P], la radioactividad hallada

s6lo correspondi6o a PA, PIP, PIP,.

TAG
+— PA
DAG - 4— Cardioliping
- PE
- Ciam s
] MAG «— FI
. 4+— P
- —— PP,
PA
(a) (b

Fig. 7- Cromatografia en capa fina para el aislamie nto de PA-[ *H] y PA-[ *?P]

(a) H:E:AcAc (30:70:2,3) en silica gel G para la obtencion de PA[*H]

(b) C:A:M:AcAc:H20 (40:15:13:12:7,5) en silica gel Hy 1% p/v de oxalato de potasio para
la obtencion de PA-[*?P]

6.5.2 Preparacion de micelas de lipido-detergente

Se tomd una alicuota de concentracién conocida del sustrato lipidico a
utilizar, resuspendida en cloroformo y se sec6 bajo corriente de nitrégeno en
un tubo de teflon. Se resuspendié en el buffer de ensayo conteniendo el

detergente. La concentracién del lipido y del detergente en la micela fue de
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4x, de forma tal de lograr la concentracion deseada en un volumen de 50 pl,
para un volumen final de ensayo de 200 ul. El tubo conteniendo el lipido en
el buffer, se sonic6 en un sonicador de copa, Branson Digital Sonifier,

modelo 450.

6.5.3 Analisis de la integridad sinaptosomal

Se analizo la integridad de la estructura sinaptosomal a fin de evaluar si el
agregado de la micela mezcla de sustrato lipidico y detergente, como el
sonicado necesario para introducir el ATP-[g-*?P] a los sinaptosomas,
modifican la estructura sinaptosomal. La integridad de la membrana
sinaptosomal se analiz6é por microscopia electrénica de transmisién (TEM) y
por microscopia de fluorescencia (MF) usando Rojo Nilo (RN) en una
concentracion de 1 pl/ml en buffer de ensayo, partiendo de una madre de RN
de 1 mM en acetona. EI RN tiene la particularidad de unirse a los
fosfolipidos de la membrana, emitiendo una fluorescencia de color rojo,
mientras que si se une a los lipidos neutros, emite una fluorescencencia
amarilla (Brown y col., 1992). Esto permite comprobar si los sinaptosomas
son capaces de incorporar el lipido contenido en la micela. Los
sinaptosomas tratados con la micela conteniendo el DAG, emitiran una
fluorescencia amarilla, mientras que emitiran una fluorescencia roja si son

tratados con BE.

6.5.3.1 Analisis de la integridad sinaptosomal por TEM

El andlisis por TEM, se realiz6 para los sinaptosomas en presencia de las
micelas conteniendo el 1,2-dipalmitoilglicerol (DPG) &6 el 1l-estearoil, 2-
araquidonoilglicerol (SAG), ambos a una concentracién final de 250 uM del

lipido DAG y DMSO para una concentracion final de 0.1%. Se realizan dos
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controles, uno conteniendo s6lo el BE y el otro conteniendo DMSO 0.1% v/v.

Se procede segun el protocolo detallado en la Fig. 8.

6.5.3.2 Andlisis de Ila efectividad de incorporacién del DAG al
sinaptosoma por MF
El andlisis por MF, se realiza en las mismas condiciones que para TEM.
Luego de la incubacién, se fijan con 200 pl de paraformaldehido al 4 %.
Luego de 30 min, la suspensidon se centrifuga a 13.500 rpm y el pellet se
lava 3 veces con BE. El pellet se resuspende luego en 30 pl de BE
conteniendo 1 pl/ml de una madre de Rojo Nilo de 1 mM en acetona. Se
realiza luego la observacion por microscopia de fluorescencia, usando un

filtro para una longitud de onda de 488 nm.

6.6 Ensayo de Pulso-Demarcacion

Para la determinacién de la actividad de la fosfolipasa C especifica de PIP,
(PI-PLC), se realizé un ensayo de Pulso-Demarcacién. Los sinaptosomas se
resuspendieron en el buffer de ensayo de la DAGK, conteniendo ademas,
sulfato de litio (LiSO4 100 uM) sonicando por 15 segundos, en presencia de
10 pM de ATP-[g-*?P] (16 pCi/mg de proteina sinaptosomal). El agregado de
litio al buffer de reaccidn, inhibe la enzima inositol-1-fosfatasa (Berridge et
al, 1982), evitando la degradacion de los diferentes inositoles fosfatos. El
Pulso de radioactividad se llevo a cabo a 37°C durante 10 min. El Pulso se
fren6 por el agregado de buffer libre de radiactivo conteniendo 3 mM de
ATP. Inmediatamente después de remover una alicuota para el tiempo cero,
la suspensién se re-incubd6 (periodo de demarcacion), durante 1, 4, 5y 6
min en presencia o ausencia de 100 nM de insulina. A continuacién se freno

por el agregado de C:M (1:1, v/v).
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6.6.1 Separacion de los fosfatos-[ *2P] de inositol

Los fosfatos-[*’P] de inositol presentes en la fase acuosa se separaron
mediante cromatografia de intercambio aniénico. Luego de extraer los
lipidos segun Folch en medio acido, como se indicé en la seccién 6.5.1, la
fase superior acuosa se sec6 bajo corriente de nitrégeno, a fin de evaporar
el metanol. Se agreg6é Norit-A a fin de eliminar los nucléotidos-[*?P]
remanentes y °?Pi, agitando por 15 min y dejando por 2 horas en contacto
con el adsorbente. Se centrifugd y trasvaso6 a un tubo plastico conteniendo
200 mg de resina Dowex 1-X8 en solucién acuosa, agitando por 15 min y
dejando en contacto con la resina por 2 horas. Luego se centrifugd. La
resina contenia los [*?P]-fosfoinositidos (Pls-[*?P]) como también restos de
nucléotidos-[*?P] y %?Pi que pudieron quedar luego del tratamiento con la
Norit A. Posteriormente se tratd la resina mediante la adicién (en batch) de
60 partes de acido formico 2,6 M y 40 partes de formiato de amonio 2,6 M,
pH 3,45 (vol. total de 4 ml). Se agitdé por 15 min, dejando el tratamiento de
la resina por 2 horas. Se centrifugd y el sobrenadante conteniendo restos de
nucléotidos-[*?P] y *?Pi (Isaacks y col., 1977), se descart6. Este tratamiento
se repiti6 3 veces. Posteriormente se tratdé la resina con 1 ml de una
proporcion de 60:40 v/v de acido férmico 5 M y formiato de amonio 5 M, pH
3,45 a fin de eluir los fosfatos-[*?P] de inositol (Isaacks y col., 1977). Esta
operacion se realizé 2 veces. La cantidad de Pls-[*?P], se determiné en el
extracto acuoso, luego de evaporar hasta un volumen aproximado de 500 pl.
Se agregé 6 ml de liquido de centelleo Omnifluor/TX100 y se midié la

radioactividad.
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Fig. 8 Protocolo para la observaciéon de la integrid ad sinaptosomal por TEM
Los sinaptosomas expuestos a la micela de DAG-DMSO fueron tratados como en los

ensayos enzimaticos. Se controléo el efecto del detergente y del lipido mediante el

tratamiento con BE y DMSO respectivamente.




6.7 Metodos analiticos

6.7.1 Cuantificacion de la radioactividad

Los fosfolipidos y los lipidos neutros separados por cromatografia en capa
fina, se rasparon de las placas y se transfirieron a viales en los que se
agrego6 0,2-0,4 ml de agua destilada, de acuerdo con la cantidad de muestra,
para desactivar la silica y 5 ml de liquido de centelleo. El liquido de
centelleo utilizado fue una mezcla de 4% de Omnifluor en Tolueno/ Tritdn X-
100 (4:1, v/v). Se agito vigorosamente y la radioactividad se midi6 utilizando

un contador de centelleo marca Wallac.

6.7.2 Cuantificacion de las proteinas

Para la cuantificacién de las proteinas sinaptosomales, se utilizaron los
métodos de Lowry o de Bradford. EI calculo de las proteinas se realiz6
extrapolando el valor de absorbancia de la muestra en una curva estandar

realizada con seroalbumina bovina (BSA) de concentracion 1 mg/ml.

6.7.2.1 Método de Lowry

Para la determinacién de las proteinas sinaptosomales utilizando el método
de Lowry y col.(LOWRY vy col., 1951), las mismas fueron solubilizadas con
hidroxido de sodio (NaOH) 1 N. Luego de la transparentizacién de las
muestras, se diluye la normalidad hasta una concentracion 0,1 N,
alcalinizacion necesaria para el desarrollo de la reaccion colorimétrica. EIl
color resultante se debe a la reaccidon del Biuret con el ién clprico en medio
alcalino y la reduccion del reactivo fosfomolibdico-fosfotunstico por las

tirosinas y triptofanos de las proteinas. La seroalbiumina bovina utilizada
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para realizar la curva estdndar, se preparo disolviendo 1 mg de la proteina
en 1 ml de NaOH 0,1 N.

Dos alicuotas de la solucion proteica previamente solubilizadas en NaOH,
concentraciones crecientes del estdndar de proteinas y un blanco de
reactivos, fueron tratados con los reactivos acordes a éste método y las
absorbancias fueron medidas con un espectrofotometro marca JENWAY,
modelo Genova, a los 15 min de reaccién usando una longitud de onda de
750 nm.

También se utilizé el kit comercial marca Bio-Rad, para la determinacion de

proteinas por éste meétodo.

6.7.2.2 Método de Bradford

Otro de los métodos utilizado para la determinacion de proteinas fue el
método de Bradford. Este método se basa en el acoplamiento del colorante
azul brillante de Coomassie con las proteinas, teniendo este complejo una
absorcion méaxima a 595 nm que se determina colorimetricamente, con una
relacién directa entre el desarrollo del color y la concentracion de proteinas.
Las proteinas para este método son previamente solubilizadas en SDS al 10
% pl/v, siendo la concentracion final de SDS del 5% p/v. La curva estandar
se realiza empleando una solucion de seroalbumina bovina (1 mg/ml) en

SDS al 5% pl/v.

6.7.3 Inmunodeteccion de proteinas por “ western-blot ”

6.7.3.1 Materiales
- Marcadores de peso molecular pretefiidos para geles de SDS, cubetas para

electroforesis de proteinas mini-protean (Bio-Rad)

%
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- Reactivo de quimioluminiscencia ECL: Western blotting analysis reagents
(Amersham)

- Anticuerpos primarios de conejo policlonales para la DAGK, gentileza del
Dr. Matthew Topham de la Universidad de UTA.

- Anticuerpo secundario de cabra para IgG de conejo, conjugado con

peroxidasa de rabano (HRP).

6.7.3.2 Soluciones

- Buffer de electroforesis: 5 mM Tris, 40 mM glicina, 0,2% SDS pH 8,3.

- Gel de separacion: 10% (7,5% 6 12%) Archilamida; 0,26% Bisacrilamida;
375 mM Tris pH 8,8; 0,1% SDS; 0,05% persulfato aménico; 0,05% TEMED.

- Gel de empaquetamiento (Stacking): 3,8% Acrilamida; 0,1% Bisacrilamida,;
125 mM Tris pH 6,8; 0,1% SDS; 0,05% persulfato amoénico; 0,05% TEMED.

- Buffer de transferencia: 48 mM Tris pH 9,2; 39 mM glicina; 20% metanol;
0,035% SDS.

- Buffer de Laemmli (4X): 0,250 M Tris-HCI pH 6,8; 20% 2-mercaptoetanol;

40 % Glicerol; 8% SDS; 0,010% azul de bromofenol.

6.7.3.3 Preparacién de las muestras

El material biolégico se resuspendié en agua ultra-pura para una
concentracion de proteinas de aproximadamente 5 pg/pl. La concentracion
de proteinas se determindé usando el método de Bradford o el de Lowry
(Materiales y Métodos, 6.7.2.1 y 2. Posteriormente se diluyé con el buffer de

Laemmli (4X), en una proporcién de 1:3 (Laemmli:Muestra).

6.7.3.4 Electroforesis de proteinas

Las muestras en el buffer de Laemmli, fueron tratadas por 3 minutos a




I " #

100°C. Se sembraron 15 pl (aprox. 60 pg) en las calles de un gel de SDS-
PAGE al 7,5% de acrilamida (para proteinas con peso molecular mayor a 80
kDa) separando las proteinas por electroforesis a 20 mA durante 2 horas

(aprox.) en una minicubeta.

6.7.3.5 Transferencia e inmunodeteccion

Para transferir las proteinas del gel a las membranas de PVDF (Immobilon,
Millipore) se procedié como indica la técnica de transferencia del sistema
Trans-Blot SD (Bio-Rad), a 350 mA durante 1 hora utilizando buffer de
transferencia.

Para la deteccion de las proteinas de estudio se procedi6 de la siguiente
manera:

- Bloqueo de la membrana durante 2 horas a T° ambiente con 5% de leche
en polvo descremada (Sveltesse de Molico) en solucion TBS/0,1% Tween 20
(polyoxyethylenesorbitan monolaurate, Sigma).

- Incubacién 1 hora a T° ambiente con agitacion suave, con el anticuerpo
primario especifico para las proteinas de interés, diluido en solucién de
bloqueo.

- 3 lavados de 5 minutos con TBS/0,1% Tween.

- Incubacién con el anticuerpo secundario frente a IgG de conejo (dil.
1:2000) conjugado con peroxidasa de rabano (HRP), durante 2 horas a T°
ambiente y suave agitacion, y siempre preparados en solucién de bloqueo.

- 3 lavados de 5 minutos con TBS/0,1% Tween.

- Revelado mediante quimioluminiscencia con el reactivo ECL, empleando

placas fotograficas (HiperfilmTM, Amersham®) para visualizar las bandas.

6.7.4 Inmunodeteccion de proteinas microscopia de f luorescencia
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Otro método empleado para explorar la presencia de isoformas de la DAGK
presentes en los sinaptosomas de CC y de hipocampo de ratas, fue el

empleo de la técnica de inmunofluorescencia.

6.7.4.1 Materiales

- Anticuerpos primarios de conejo policlonales para la DAGK, gentileza del
Dr. Matthew Topham de la Universidad de Utah.

- Anticuerpo secundario de cabra anti-inmunoglobulina G de conejo,
conjugada con la sonda fluorescente verde (Jackson Inmuno Research

Laroratories).

6.7.4.2 Soluciones

- Solucion de fijacion: Paraformaldehido al 4% p/v, pH 7,4

- Buffer HBS conteniendo 142 mM de NaCl, 2,4 mM de KCI, 1,2 mM de
K;HPO,4, 1 mM de MgCl,, 1 mM de CaCl, y 10 mM de Hepes a pH 7,4

- Solucion de permeabilizacién: Buffer HBS conteniendo Tritén X 100 al
0,1% pl/v.

- Solucion de bloqueo: leche descremada al 2% p/v en HBS.

6.7.4.3 Preparacion de las muestras

Las membranas sinaptosomales fueron fijadas con paraformaldehido (PF) al
4% para una concentracién de PF del 2%, durante 30 min a temperatura
ambiente (TA). Luego los sinaptosomas fueron lavados 3 veces con buffer
HBS, centrifugando a 13.500 rpm por 5 min cada vez. Las membranas
fueron luego permeabilizadas con Triton X 100 al 0,1% en HBS durante 15
min a TA. Luego de 3 lavados con HBS los sitios inespecificos de la proteina

de interés fueron bloqueados con leche descremada al 2% p/v en HBS
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durante 6 horas. Posteriormente se incub6 con el anticuerpo primario anti-
DAGK en una dilucion de 1:100 en la solucion de bloqueo durante toda la
noche. Al dia siguiente se lavaron 4 veces con HBS y se incubaron con el
anticuerpo secundario conjugado con la sonda fluorescente en una dilucion
de 1:200 en la solucién de bloqueo. Se lavaron 3 veces centrifugando cada
vez. Se resuspendieron en HBS al doble del volumen del pellet, y se
procedié6 a la observacion en un microscopio de fluorescencia usando un
filtro de longitud de onda de 488 nm. El control negativo se realizé utilizando
el mismo procedimiento con sinaptosomas expuestos al anticuerpo

secundario y en ausencia de anticuerpo primario.

6.8 Meétodos estadisticos para analizar los datos ex perimentales

Para determinar la significatividad de los cambios obtenidos entre las
condiciones experimental y control se utilizé el test “t” de Student de dos
colas. En los casos en donde se comparan mas de dos condiciones, se
empled para el analisis estadistico el ANOVA de una via con el posterior
test de Tukey. En el caso de datos provenientes de una relacion calculada a
partir de porcentajes, se utiliz6 un tratamiento estadistico que permite
estimar el valor del desvio estandar (SD) por la relacion entre las medias y
sus desvios (Johnson y Kotz, 1969).

Los grados de significatividad, p, se expresan en la leyenda de las figuras.
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Los resultados de la presente tesis se encuentran organizados en tres

capitulos, cuyo contenido se describe a continuacion.

Capitulo | : “Caracterizacién de la actividad DAGK, en sinaptosomas de CC
de ratas adultas”. En este capitulo se estudiaron las caracteristicas de la
actividad de la DAGK del material biolégico en estudio. Se evalu6 el uso de
distintos detergentes como vehiculizadores del sustrato lipidico DAG. Se
evaluaron los pardmetros cinéticos de la reaccién enzimética a partir del
sustrato lipidico endogeno (aquel que se encuentra en la membrana
sinaptosomal) como también a partir del aporte exdégeno de DAG de

diferente composicion en acilos.

Capitulo Il: “Mecanismo de activacion de la DAGK por la insulina, en
sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas”. En este capitulo se
estudié la accion de la insulina sobre la actividad de la DAGK de los
sinaptosomas de CC de ratas adultas, evaluando Ilos mecanismos
dependientes de la activacion de vias fosfolipasicas por accién de la
insulina, mecanismo por el cual se genera el sustrato DAG, como también
mecanismos de activacion que son independientes del aporte de sustrato,

usando DAG exdgeno como herramienta experimental.

Capitulo Il : “Estudio de la activacién de la DAGK por accién de la insulina,
en el SNC de ratas seniles”. En este (ltimo capitulo se estudiaron los
efectos del envejecimiento sobre la actividad de la DAGK de membranas del
SNC relacionadas con el aprendizaje y la memoria, evaluando el rol de la
insulina como factor neuroprotector. Este capitulo presenta resultados

preliminares, que siguen siendo tema de analisis.




La diacilglicerol quinasa (DAGK) cataliza la reaccion de formacion de PA
mediante la fosforilacion del hidroxilo libre en el 1,2 diacilglicerol, utilizando
como co-sustrato al ATP.
Para el ensayo de la actividad enzimética, al ser la DAGK una enzima bi-
sustrato, es posible utilizar dos herramientas experimentales para su
analisis, cuya diferencia radica en el sustrato radiomarcado utilizado. De
este modo, podemos emplear:

1) ATP-[g-*?P], midiendo como producto PA-[3*?P], 6

2) DAG-[®H], midiendo como producto PA-[3H]
Para el ensayo enzimatico en donde se utiliz6 DAG-[*H], el mismo fue
obtenido por incubacién de retinas bovinas con glicerol-[*H], metodologia
por la cual, a partir de la sintesis de novo, obtenemos entre otros lipidos el
DAG marcado en la posicion 2 de la cadena de glicerol (Materiales y
Métodos, 6.3.1). A partir de esta metodologia, ademas del DAG-[*H],
podemos aislar TAG-[*H], el cual puede luego ser hidrolizado a partir de una
lipasa, obteniendo asi DAG-[?H] (Materiales y Métodos, 6.3.2).
Tanto el DAG-[*H] directamente biosintetizado, como el TAG-[*H], a partir
del cual obtenemos DAG-[®H], son analizados para determinar su
composicién en acidos grasos, por cromatografia de reparto gas-liquido,

como se indico previamente (Materiales y Métodos, 6.4).
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El siguiente cuadro detalla la composicién en &cidos grasos del DAG y TAG

de retinas bovinas. Para comparar las diferencias en la composicion de los
DAGs obtenidos de una u otra forma presentamos los valores expresados en
mol%. Se observa que son similares en la composicién de sus acilos,

especialmente si evaluamos la proporcion global de &cidos saturados e

insaturados.
Ac. Graso ME de AG (DAG) % AG en % AG en
DAG TAG
(nmol/100 mg prot)
16:0 93.99 + 12.75 32 30
16:1 12.32 £ 4.09 4
18:0 59.79 + 2.71 20 19
18:1 48.85 £ 6.2 16 20
18:2 2.37 £ 0.82 1
20:4 39.25 + 4.05 13 6
22:5 578 £+ 1.04 2
226 35.67 £ 5.63 12 17
Tabla Il. Composicion en acidos grasos del DAG-] 3H] y TAG-[3H] de retina bovina .

7.1 Estudio de las actividades enzimaticas de sinap tosomas de la
corteza cerebral de ratas, involucradas en la metab olizacién del
DAG exogeno (DAGe).

Para muchas de las enzimas que utilizan o producen diacilglicéridos, se

utilizan como sistemas de ensayo, micelas mixtas de lipido-detergente para

solubilizar los substratos o los productos lipofilicos. Un detergente
comunmente utilizado para el ensayo de la actividad DAGK, es el -Octil

glucésido (OG) (Zhou y Roberts, 1997).

En los ensayos enzimaticos realizados para medir la actividad DAGK a partir

de DAG-[’H] como sustrato a distintos tiempos de incubacién, se observo
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gque el DAG de retina (de composicién variada en acidos grasos) ofertado en

micelas de OG es transformado hacia distintos productos. El aislamiento de
los lipidos realizado por cromatografia en capa fina (Materiales y Métodos,
6.5.1) permitié determinar que principalmente se degrada hacia la formacién
de MAG. En la Fig. 10 podemos observar que la transformacion del sustrato
DAG alcanza desde un 15% a un 45% (PA + MAG), mientras que la
distribucion de la radioactividad entre PA y MAG revela que la formacion de

MAG se encuentra favorecida en aproximadamente un 80%.
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Fig. 10- Metabolizacion del DAG en sinaptosomas de CC en funcién del tiempo de
reaccion

Los sinaptosomas fueron incubados en presencia de 130 uM de DAG-[3H] de retina de
composicion descripta en la tabla Il (AE= 1100 dpm/nmol) en presencia de 50 mM de OG y
de 1 mM de ATP. La reaccién se iniciéo con el agregado de la suspensién de membrana
sinaptosomal durante 2, 5y 30 min a 37°C. Las distintas condiciones fueron ensayadas
por triplicado y los resultados fueron expresados como el promedio del porcentaje de
transformacién del DAG * SD.

Este resultado indicé una baja eficiencia para medir la actividad DAGK ya

gue solo se detecta entre un 15 y 20 % de transformacién a PA. Es
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importante indicar que en estas condiciones de ensayo no se hallé formacion

de &cido lisofosfatidico. La produccién de MAG por una actividad lip4sica
seria la responsable de la rapida transformacién del sustrato original. Por
éste motivo, en una primera etapa, el objetivo fue determinar las mejores
condiciones de ensayo para la DAGK evaluando la metabolizacién del DAG

exo6geno (DAGe) ofertado en micelas de distintos detergentes.

7.1.1 Efectos de detergentes en la metabolizacién d el DAGe

Para evaluar la metabolizacion del DAG exdégeno, el sustrato lipidico se
resuspendié en distintos detergentes, a fin de analizar cuales son las
mejores condiciones para favorecer la actividad quinasa. En la Fig. 11, se
muestra la transformacion del DAGe en las distintas micelas detersivas. Se
puede observar que tanto en los ensayos de corto plazo (5 min) como en los
ensayos a 15 min, la transformacién del sustrato hacia la formacion de PA
(DAGK) se ve favorecida cuando el DAG se encuentra en micelas formadas
con Tritbn X-100. Sin embargo, en incubaciones mas largas (15 min), la
transformacién hacia MAG (vias lipasicas), adquiere mayor importancia
usando éste detergente.

Si comparamos la relacion entre la formaciéon de PA y MAG (Fig. 12),
podemos observar que el DOC o el DMSO favorecen la reaccion de

formacién de PA por la DAGK.
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Fig. 11- Transformacion del DAG en sinaptosomas de CccC

Se utilizé como sustrato exégeno 130 uM de DAG-[SH] de retina de composicién descripta
en la tabla Il (AE= 1100 dpm/nmol), en presencia de 2 mM de ATP. La concentracion del
detergente utilizada para disolver el DAG-[SH] fue para el Tritén X-100 de 15 mM, para el
Deoxicolato de Sodio (DOC) de 1 mM, para el b-Octilglucésido (OG) de 50 mM y para el
Dimetilsulfoxido (DMSQ) de 0.1 %. La reaccién se inicié con el agregado de la suspension
de membrana sinaptosomal durante 5 y 15 min a 37°C. Las distintas condiciones fueron
ensayadas por triplicado y los resultados fueron expresados como el promedio del
porcentaje de transformacion del DAG = SD. **p < 0.01, ***p < 0.001 comparando la

formacion de MAG vs. PA para cada tiempo y detergente utilizado.
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Fig. 12- Transformacién del DAG en sinaptosomas de CC. Relacion PA/MAG

A partir de los resultados expresados en la figura anterior, se representa la relacién entre
la formacién de PA y la formacion de MAG a partir de DAG, luego de 5 min de incubacidn

para cada detergente ensayado.
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7.1.2 Dependencia de la actividad DAGK con la conce ntracion de

sustrato.
Para evaluar la cinética de transformacion en funcion de la concentracidon
del diacilglicérido, se utiliz6 1,2-dipalmitoilglicerol (DPG) en concentraciones
crecientes y en presencia de 50 uM de DAG-[®H] de retina (AE original =
1100 dpm/nmol) en todos los casos. De esta manera se varia la AE del
sustrato marcado empleando 5 concentraciones de DAG. La actividad se

midié en el medio de ensayo ya indicado (Apartado 6.5).
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Fig. 13- Actividad de la DAGK sinaptosomal en prese ncia de concentraciones
crecientes de DPG. Concentraciones bajas de DPG

Las concentraciones utilizadas de 1,2-dipalmitoilglicerol (DPG) fueron de 30, 60 y 120 uM
en presencia de 1 mM de ATP. Se utilizé6 como precursor radiactivo 50 uM de DAG-[3H] de
retina (AE original = 1100 dpm/nmol). El lipido fue resuspendido en 15 mM de Tritén X-
100, 1 mM de DOC 6 50 mM de OG. La reaccién se inici6 con el agregado de la
suspension de membrana synaptosomal durante 5 min a 37°C. Las distintas condiciones
fueron ensayadas por triplicado y los resultados fueron expresados como el promedio *
SD. *p < 0.020, **p < 0.0095, ***p < 0.0004 comparando las distintas concentraciones de
DPG vs. DAG endo6geno para cada detergente utilizado.
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Como podemos observar en la figura 13, la actividad de la DAGK

sinaptosomal aumenta al aumentar la concentracién del sustrato en
presencia de diferentes detergentes. Se puede observar ademéas que, dicha
actividad es significativamente superior en presencia de Triton X-100
respecto a lo que ocurre cuando el sustrato es ofertado en DOC u OG.

Ademas realizamos un ensayo similar, pero utilizando concentraciones de

DPG de 0,5y 1,0 mM.
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Fig. 14- Actividad de la DAGK sinaptosomal en prese ncia de concentraciones
crecientes de DPG. Concentraciones altas de DPG

Las concentraciones utilizadas de 1,2-dipalmitoilglicerol (DPG) fueron de 0,5 y 1,0 mM.
Las demas condiciones fueron como en la Fig. 13. *p < 0.030, ***p < 0.0004 comparando
las distintas concentraciones de DPG vs. DAG endd6geno para cada detergente utilizado.

En la Fig. 14 también podemos observar que la actividad de la DAGK

sinaptosomal aumenta al aumentar la concentracién del sustrato. Sin

embargo, la actividad enziméatica medida fue similar en presencia de los 3

detergentes ensayados.




7.2 Estudio cinético de la actividad DAGK sinaptoso mal

7.2.1 Cinética enzimatica basal

En un primer ensayo experimental, se evalué la cinética enzimatica
utilizando como sustrato lipidico el DAG endbégeno con una concentracién
aproximada de 25 pM (cuantificada por fase gaseosa) y variando la
concentracién de ATP hasta una concentracion de 1000 puM. La Fig. 15,
muestra que la velocidad de reaccion sigue una cinética de Michaelis-

Menten, siendo la Km aparente de 809,8 pM y la Vmax aparente de 23,89

pmol PA / mg prot x min.
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Fig. 15- Actividad de la DAGK sinaptosomal en func ié6n de la concentraciéon de ATP

Se utiliz6 DAG endbégeno y concentraciones crecientes de ATP hasta 1 mM, utilizando
como precursor radiactivo ATP-[g-SZP] a razén de 3 pCi por muestra para aquellas
condiciones en que la concentracién de ATP fue de hasta 200 puM y 6 uCi, para
concentraciones superiores de ATP. La reaccién se inici6 con el agregado de la
suspension de membrana synaptosomal durante 5 min de reaccién a 37 °C, previa

sonicacién durante 15 segundos a fin de introducir el ATP a los sinaptosomas.
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7.2.2 Cinética enzimética en presencia de DAGs exdég enos.

Tal como se indicé en la introducciéon, 9 de las 10 isoformas de la DAGK no
poseen preferencia en la utilizacion de diacilglicéridos con una composicién
definida de acilos. La unica isoforma que prefiere DAGs que contienen &acido
araquidoénico (20:4) en la posicion 2, es la isoforma épsilon (DAGKe). Es por
ello que para una primera aproximacion a un estudio cinético donde se
ofertd sustrato lipidico exdgeno, se utilizaron dos tipos de lipidos para medir
la actividad DAGK: uno de composicion saturada en acidos grasos, el 1,2-
dipalmitoilglicerol (DPG) y otro de composicion insaturada, el 1-estearoil, 2-
araquidonoilglicerol (SAG). Este tipo de ensayo nos permitiria detectar, en
base a preferencias de utilizacion de sustrato, la existencia de una actividad

DAGKe.
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Fig. 16- Actividad DAGK a 1 mM de ATP y concentraci ones variables de DPG y SAG

Se utilizaron concentraciones crecientes de DPG 6 SAG hasta 2 mM en micelas de 50 mM
de OG y manteniendo constante la concentracion de ATP a 1 mM. El precursor radiactivo
utilizado fue el ATP-[g-SZP] a razon de 6 pCi por muestra. La reaccion se llevd a cabo

como en la Fig. 15.
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Como podemos observar en la Fig. 16, a 1 mM del co-sustrato ATP, la

actividad enzimatica sobre el sustrato SAG es significativamente superior a
la correspondiente sobre DPG, sin alcanzar el nivel de saturacion de la

enzima a 2 mM de este DAG poliinsaturado.

Para explorar las condiciones de saturabilidad para cada uno de los sustratos, a fin
de realizar los ensayos de cinética, se realizé una nueva curva de actividad, pero
en este caso manteniendo constante la concentracion de lipido y variable la de
ATP, trabajando a tres concentraciones de DAG. La Fig. 17 resume los

resultados obtenidos cuando el sustrato lipidico fue el DPG.
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Fig. 17- Actividad DAGK con DAG endégeno, 250 uM vy 1 mM de DPG variando la
concentracion ATP

Se utilizaron tres concentraciones fijas de DAG: niveles endégenos (aprox. 25 uM), 250
MMy 1 mM de DPG en presencia de 50 mM de OG. Las concentraciones de ATP utilizadas
fueron hasta 4 mM, utilizando como precursor radiactivo ATP-[g-32P] a razéon de 5 uCi por
muestra para aquellas condiciones en que la concentracién de ATP fue de hasta 1 mM vy
10 pCi, para concentraciones superiores de ATP. La reaccién se llevé a cabo como en la

Fig. 15.

En las mismas condiciones se midi6o la actividad enzimatica para las dos
concentraciones de DAG exo6geno utilizadas en el ensayo anterior, pero

utilizando SAG como sustrato. En la Fig. 18 se observan los resultados.
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Fig. 18- Actividad DAGK con 250 pM y 1 mM de SAG a diferentes concentraciones de

ATP
Se utilizaron concentraciones fijas de SAG: 250 uM y 1 mM en presencia de 50 mM de
OG. Las concentraciones de ATP utilizadas fueron hasta 4 mM, utilizando como precursor

radiactivo ATP-[g-32P] en las mismas condiciones que en la Fig. 17. La reaccion se llevd a

cabo como en la Fig. 15.

Como podemos observar en la Fig. 18, el sistema es capaz de convertir el
sustrato SAG con una altisima eficiencia sin alcanzar, en 250 uM 6 1 mM de
SAG, la maxima velocidad de reaccion. Por este motivo se realiz6 una nueva
curva de actividades pero usando concentraciones mas altas del sustrato
SAG, de 2 mM. También se evalud la actividad en presencia de DPG a esta
misma concentracion.

En la figura 19 se observa que a 2 mM de SAG y a 2 mM de ATP se ha

alcanzado la saturacién. En el caso del DPG se presentan datos obtenidos a

6 mM de ATP para confirmar dicha saturacién.
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Fig. 19- Actividad DAGK con 2 mM de DPG y SAG a dif erentes concentraciones de
ATP

Se utilizaron concentraciones fijas de DPG y SAG (2 mM) en presencia de 50 mM de OG.
Las concentraciones de ATP utilizadas fueron hasta 6 mM, utilizando como precursor
radiactivo ATP-[g-32P] en las mismas condiciones que en la Fig. 17. La reaccion se llevd a

cabo como en la Fig. 15.

La DAGK es una enzima bi-sustrato, que utiliza un sustrato soluble (ATP) y
un sustrato hidrofébico (DAG). Las reacciones bi-sustrato constituyen
aproximadamente un 60 % de las reacciones bioquimicas conocidas. Segun
el modelo cinético se clasifican en tres tipos: (1) reacciones al azar o tipo
random, (2) reacciones secuenciales ordenadas y (3) reacciones Ping Pong
(Segel, 1993). En las reacciones secuenciales, tanto ordenadas como al
azar, los sustratos se combinan con la enzima antes de que se liberen los
productos, mientras que en las reacciones tipo Ping-Pong, se liberan uno o
més productos, antes de que se hayan incorporado todos los sustratos. La

tabla Ill resume las reacciones enzimaticas bi-sustrato.
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Reacciones secuenciales al azar

K K
E+ B £=> EB EF g=—> F+E
+ + + +
A A Q Q

b b

iy Ha 7R

Los sustratos A y B se unen a la enzima
aleatoriamente, el primero en unirse,
cambia la constante de disociacién del
segundo en un factor a. Los productos P
y Q pueden liberarse al azar y el primero
en liberarse cambia la constante de

disociacion del segundo en un factor b.

Ecuacion del sistema

Yo [AlE]

Vimae O R+ ok B ok A]+HA][B]

Dependencia del sustrato A

v_ A
I\I\I\"IIII'I'EI
D'KAE+ %:'+[A]E+ %E'

Dependencia del sustrato A

v [E]
Vi K oK
o g 1+m +[B]| 1+ —[A]

Reacciones secuenciales ordenadas

K K
E + A& .;,""‘v EA EQ {_%‘F E+ @
+
B P
u‘xu RKF
Fe
EAR g=——=2*EPQ)
Kp

Los sustratos se combinan con la enzima
en un determinado orden. Primero se une
el sustrato activador, A, formando el

complejo EA y luego el segundo sustrato,

B, formando el complejo EAB.

Ecuacion del sistema

=

_ [AlB]
W K al gt K el A+ [A][E]

max

Dependencia del sustrato A

4

_ [A]
Virax K K
b, B B
[’*[BJ*[’”“]E* [BJ

Dependencia del sustrato B
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Reacciones Ping-Pong

A, 2

F B
K1 K1 Ka L)
E¥) (AE €= FP) .%{T: &{; (FB €<= EQ) _% E

Ecuacion del sistema
Uno o mas productos se liberan antes de
¥ o= [A][E]
gue se hayan incorporado todos los Y e Fg[AHH B HA]E]
sustratos.
Dependencia del sustrato A
v [A]
W
man + I
Ka* [A] E+ ﬁﬁ]-
Dependencia del sustrato B
v Bl
" +B |1+ T%]
Tabla Ill. Resumen de las reacciones enziméticas bi -sustrato.

La cinética de estas enzimas, no solo podrian depender de la afinidad de la
enzima por sus sustratos, sino también de la union de la enzima a la
membrana lipidica (Wattenberg y col., 2006). Los parametros cinéticos
deberian ser estudiados para cada isoforma en particular, en un sistema que
permita variar las concentraciones de cada uno de los sustratos
involucrados en la reaccion enzimética.

En nuestro sistema experimental, con la complejidad natural de una fraccion
subcelular enriquecida en terminales sinapticos, no se cuenta con las
isoformas aisladas, lo cual hace imposible realizar un andlisis cinético

estricto. Hemos comprobado (inmunodeteccion) mas de una isoforma de la

%
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DAGK en nuestro modelo experimental de sinaptosomas de corteza cerebral

y de hipocampo, por lo cual el estudio cinético arroja valores para Km y
Vmax aparente y aproximados que resultan del promedio de actividades de
las isoformas presentes. A partir de la ecuacién de Dalziel (DALZIEL y
O'BRIEN, 1957), para reacciones enzimaticas bi-sustrato, se evaltan los
pardmetros cinéticos. Los mismos se obtienen representando segun
Lineweaver Burk, 1/VO versus 1/ [ATP], manteniendo Ila concentracion de
DAG constante, para una serie de distintas concentraciones de DAG. Las
pendientes (Km/Vmax) y las intercepciones con el eje Y (1/V0) de cada
grafico, son representados en graficos secundarios, para obtener los

coeficientes cinéticos f, como muestra la Fig. 20.
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Fig. 20- Representaciones graficas secundarias. Ecu acién de Dalziel

Las pendientes (Km/Vmax) y las intercepciones con el eje Y (1/V0) de la ecuacion de
Lineweaver Burk obtenidas para una serie de concentraciones de ATP constantes y en
funcién de 1/[DAG], son graficadas en funciéon de 1/[ATP] para obtener los parametros

cinéticos de la ecuacion de Dalziel para reacciones bi-sustrato.

De éstos graficos secundarios, se obtienen los valores f,, fDAG, fATP vy
f DAGXATP. De la misma forma si graficamos en funcién de la concentracion
de DAG, manteniendo constante la concentracion de ATP y a distintos
valores del mismo, obtenemos los mismos resultados. De esta manera y

segun la ecuacion de Dalziel, obtenemos los valores para KmP*®= f DAG/f ,
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KmATP= f ATP/f, y KsPA®= f DAGXATP/f ATP. KmP"® es la concentracién de

DAG que alcanza % de la Vmax, cuando la concentracién de ATP es

ATP

saturante; Km es la concentracion de ATP que alcanza ¥ de la Vmax,

cuando la concentracién de DAG es saturante y KsP*® es la constante de
disociacion para E-DAG ® E + DAG.

Se utilizaron DAGs de diferente composicién a fin de establecer la afinidad
por el DAG en el sistema experimental.

Los datos de las curvas se analizaron segun la ecuacién de Dalziel,

graficando las pendientes y las intercepciones de los graficos primarios

(1/V, vs. 1/[DAG]) vs 1/[ATP]. Fig. 21.
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Fig. 21- Representaciones graficas de la ecuacion d e Dalziel
Las pendientes (Km/Vmax) y las intercepciones (1/V0) de la ecuacién de Lineweaver Burk

obtenidas para una serie de concentraciones de ATP constantes y en funcién de 1/[DAG],
son graficadas en funcién de 1/[ATP]

(
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Asi, los pardmetros cinéticos fueron:

_ KmDAG= 455,73 HM’ KmATP: 3,45 mM y Vmax: 2,07 nmol PA/mg prOt X

min para DPG y

- KmP2®= 1771,34 pM; Km*™= 1,29 mM y Vnax= 18,70 nmol PA/mg prot

X min para SAG.

Para los mecanismos de reaccioén que obedecen a la ecuacion de Dalziel, las
representaciones graficas primarias de Linewevear Burk 1/V0 vs. 1/[DAG] a

las distintas concentraciones fijas de ATP, son lineales, como muestra la

Fig. 22.
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Fig. 22- Representaciones graficas primarias de Lin ewevear Burk
Se representa 1/VO en funcién de 1/[DAG] (DPG o SAG) para una serie de

concentraciones constantes de ATP.

Las reacciones enziméticas que proceden en forma secuencial, sea
ordenada o al azar, responden a éste tipo de graficos, en donde las
pendientes decaen a medida que aumenta la concentracion del sustrato que
se mantiene constante para cada valor del otro sustrato, mientras que en las

reacciones de tipo Ping-Pong, las pendientes de cada curva, son paralelas

$
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entre si. Como se muestra en la Fig. 22 la actividad DAGK responde a una

reaccion de tipo secuencial, aunque no podemos distinguir con éstos

resultados, si se trata de una reaccién ordenada o al azar.

7.3 Comparacién de la actividad de la DAGK sobre su stratos de
diferente composiciéon en acido grasos

La gran avidez por el sistema para transformar el SAG, fue llamativa. Una
pregunta surgia de estos estudios y era si en verdad la actividad de la
DAGK de sinaptosomas en las condiciones ensayadas, preferencialmente
utilizaba el SAG como sustrato respondiendo a una actividad del tipo de la
DAGK épsilon 6 si el DPG, al ser un lipido altamente saturado, era incapaz
de disolverse adecuadamente en el sistema micelar utilizado. Por tal motivo,
decidimos ensayar la actividad enziméatica en presencia de 1,2-
dioleoilglicerol (DOG), que al poseer un cierto grado de insaturabilidad, es
mas soluble que el DPG. El ensayo se realizé a 4 mM de ATP, para asegurar
la saturabilidad con respecto al co-sustrato y en presencia de
concentraciones crecientes de DAG hasta 1 mM, comparando los tres DAG
entre si: el SAG, el DOG y el DPG.

Como podemos observar en la Fig. 23, a pesar de que la actividad
enzimética en presencia de DOG, es superior que en presencia de DPG, la
DAGK sinaptosomal utiliza preferencialmente el SAG en este sistema
experimental. Ha sido reportado que la DAGKz, quien utiliza otros DAGs
insaturados muestra preferencia por DOG (Thirugnanam y col., 2001). Este
resultado también indicaria que no se trata de la isoforma DAGK zeta,

apoyando la hipotesis de que se trataria de la DAGKe.
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Fig. 23- Actividad DAGK utilizando SAG, DOG y DPG ¢ omo sustratos lipidicos y en
presencia de 4 mM de ATP

Se utilizaron concentraciones crecientes de DPG, DOG y SAG hasta 1 mM en presencia de
50 mM de OG. La concentracion de ATP utilizada fue de 4 mM, utilizando como precursor
radiactivo ATP-[g-32P] a razén de 8 uCi por muestra. La reaccioén se iniciéo con el agregado
de la suspension de membrana synaptosomal durante 5 min de reaccién a 37 °C, previa

sonicacién durante 15 segundos a fin de introducir el ATP a los sinaptosomas.

7.3.1 Estudio de la actividad DAGK en las distintas fracciones
subcelulares de corteza cerebral de rata.
Como se menciono en la introduccion, las distintas isoformas de la DAGK se
distribuyen diferencialmente a nivel de tejido y a nivel subcelular, siendo el
SNC el tejido en donde se expresan la mayoria de las isoformas descriptas
hasta el momento. Ha sido reportado que la DAKe estad presente en las
membranas del reticulo endoplasmico (RE) (Goto y col., 2008). Nuestro
sistema experimental, para el estudio de la DAGK, comprende a los
terminales sinédpticos obtenidos de neuronas de la corteza cerebral y del
hipocampo. Dichas preparaciones purificadas muestran en su interior las
estructuras subcelulares caracteristicas, mitocondrias, vesiculas sindpticas

y una proporcién escasa aunque presente, de reticulo endoplasmico. Una

$
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hipotesis que surgia a partir de la marcada actividad de la DAGK en

presencia de SAG, era que si mayoritariamente mediamos en los
sinaptosomas una actividad principalmente debida a la DAGKe, entonces el
porcentaje de distribucion de la actividad seria similar en presencia de
ambos sustratos. Ademas la actividad medida seria menor en los
sinaptosomas que sOlo contienen en su interior una porcion del RE con
respecto a la fraccién del SPMit que contiene la fraccion de RE de la célula
neuronal.

La Fig. 24 representa la distribucién porcentual de la actividad medida en
las fracciones sinaptosomal, nuclear y sobrenadante post-mitocondrial
provenientes CC de ratas adultas de 4 meses en presencia de DPG 6 SAG.
Si bien en presencia de SAG, la actividad enziméatica medida fue
aproximadamente 7 veces superior que en presencia de DPG, la distribucién
porcentual para ambos sustratos permanecié invariable.

Como se puede observar, la actividad DAGK en sinaptosomas de CC
representa el 10,91 % de la actividad total, sin embargo el porcentaje de
distribucion en el SPMit es de un 72,9 %. Estos hallazgos sugieren, en
coincidencia con lo reportado, que esta actividad observada se debe a la
isoforma épsilon de la DAGK, presente en la fracciébn que contiene al
reticulo endoplasmico. La actividad hallada en la fraccion sinaptosomal
purificada se hallaria en la porcion de reticulo presente en el terminal
sindptico. En el Capitulo Il se presentan estudios de MF con anticuerpo
contra DAGKe, donde se muestra la localizacion intrasinaptosomal de la

enzima Fig. 49.
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Fig. 24- Distribucion de la actividad de la DAGK en distintas fracciones de CC de
ratas adultas

Las distintas fracciones subcelulares se obtuvieron de acuerdo a lo detallado en
Materiales y Métodos, Fig. 4. La concentracion de DPG y SAG fue de 250 uM en presencia
de 50 mM de OG. La concentracion de ATP utilizada fue de 500 uM, utilizando como
precursor radiactivo ATP-[g-sZP] a razon de 3 pCi por muestra. La reaccién se inicio con el
agregado de la suspension de membrana synaptosomal durante 5 min de reaccién a 37 °C,
previa sonicacién durante 15 segundos a fin de introducir el ATP a los sinaptosomas.

Los valores expresan las actividades medidas en cada fraccién en pmoles de
PA/mg proteinas, indicando en paréntesis el porcentaje de distribucién en cada

caso.




En este Capitulo se presentan los resultados de los estudios realizados para
determinar la participacion de la DAGK en la via de sefalizaciéon de la
insulina en el SNC. Para evaluar la accion de la insulina, los sinaptosomas
fueron incubados en presencia de ATP-[g-°?P], utilizando como sustrato
lipidico el DAG enddgeno. Este tipo de ensayo depende de la disponibilidad
del DAG generado a partir de los fosfolipidos de la membrana por accion de
distintas vias enzimaticas (PLD/PAP2, PC-PLC, PI-PLC).

Para independizarnos de las variaciones del sustrato enddégeno, que puede
aumentar por actividades fosfolipasicas, también se evalud el efecto de la
insulina sobre la actividad de la DAGK, utilizando sustrato DAG radiactivo en
micelas con DMSO al 0,1% v/v.

La figura 25A muestra que la insulina incrementa la formacién de PA a partir
del DAG enddégeno en un 73% respecto al control, mientras que el
incremento es del 46% a partir del DAG ex6geno (DAG radiactivo). Bajo
estas condiciones, también fue posible observar la metabolizacién del DAG
radiactivo empleado, evaluando el MAG y el glicerol como producto soluble.
La figura 25B representa la relacién entre la actividad DAGK (PA-[*H]) vy la
actividad hidrolitica (DAG lipasa y MAG lipasa), midiendo el MAG-[°H] y el

glicerol-[®H], respectivamente. Como se puede observar en la Fig. 25B, la
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insulina favorece la actividad quinasica, aumentando la relacién PA vs MAG

+ Glicerol en un 58 % respecto al control sin la hormona.
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Fig. 25- Efecto de la insulina sobre la actividad d e la DAGK sinaptosomal, medida a
partir de sustrato exdgeno o de sustrato endégeno.

(A) La actividad DAGK fue medida a partir del DAG enddégeno y ATP-[g-32P] a razon de 3
UCi por muestra 6 en presencia de 200 uM de DAG radiactivo con una actividad especifica
de 800 dpm/nmol. La concentracién de ATP para ambos ensayos fue de 1 mM. La
concentracion de insulina fue de 100 nM. Los basales contenian seroalbumina bovina
(BSA), vehiculo de la insulina, en una concentraciéon final de 0,1% p/v. El tiempo de
reaccion fue medido a partir del agregado de la membrana sinaptosomal seguido de
15 segundos de sonicacién e inmediato agregado de la insulina o de la BSA en el
caso de los basales. El ensayo se realizé por un periodo de 5 min en un bafio incubador
a 37°C.

(B) Representa la relacion PA/MAG+Glicerol productos obtenidos a partir del ensayo con
DAG-[*H].

Cada condicién se ensay0 por triplicado. Los resultados se expresan como el porcentaje
de actividad respecto al valor basal (100%) + SD. *p < 0.03, **p< 0.005, ***p < 0.0006

comparando la condicién insulina vs. Basal.

Con ambos precursores se observa que la hormona estimula la formacién de
PA. El mayor efecto que ejerce la insulina, observado cuando se usé ATP-[g-
%2p] en el ensayo (73% versus 46% en el ensayo con DAG-[*H]), sugeria un

estimulo adicional al producido por el incremento del DAG en la membrana.
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De ésta manera, los resultados podrian indicar que la insulina estimula la

formacién de PA por dos mecanismos, a saber:

1) un mecanismo dependiente de la generacion de DAG, formados a
partir de fosfolipidos de la membrana por accion de enzimas
estimuladas por la hormona,

2) un mecanismo independiente de la generacién de DAG, siendo la
hormona la responsable de activar a la DAGK en forma directa o a
través de mecanismos aun no establecidos.

Ademads, se sabe que la insulina incrementa la via de novo de glicerolipidos
en varios tejidos. Suponiendo que el PA radiactivo fue sintetizado por la via
de novo a través de la acilacién de glicerol 3 fosfato radiactivo, esto podria
ser la causa del mayor estimulo observado en presencia del precursor ATP.
Sin embargo, en experimentos previamente realizados en el laboratorio con
membranas sinaptosomales incubadas con glicerol-[*H], precursor para la
sintesis de glicerolipidos, se observ6 que Ila marcacién de Ilos
glicerofosfolipidos era significativa solo a tiempos largos de incubacién (60,
90 y 120 min), (datos no publicados). Entonces, aunque fuera posible que en
los ensayos con ATP-[g-*?P], encontraramos PA-[*’P] proveniente de la
sintesis de novo, el aporte de éstos a tiempos cortos de incubacion, no
serian significativos. Ademas, en experimentos realizados en nuestro grupo
de trabajo con membranas sinaptosomales, se observé que a tiempos cortos
de incubacién (5-10 min) y empleando PA marcado radiactivamente como
precursor, la fosfatidato fosfohidrolasa (PAP) tipo 2 (PAP2) fue la actividad
predominante, mientras que no se detect6 actividad de PAP1, ésta ultima
asociada esencialmente a la sintesis de novo de glicerolipidos (Salvador y

col., 2002).
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Por otra parte, una eventual inhibicion de PAP por parte de la insulina,

accion que de ocurrir podria producir una acumulacion de PA radiactivo, fue
descartada ya que la enzima (PAP2) no modifica su actividad por accion de
la hormona (Salvador y col., 2005).

Para confirmar la participacion genuina de una actividad DAGK en el efecto
de la insulina, se evalué el efecto de la hormona en presencia del inhibidor

selectivo para la DAGK R59022 (Jiang y col., 2000).
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Fig. 26- Efecto del R59022 en la accién de la insul ina sobre la DAGK

El ensayo se realiz6 preincubando las membranas sinaptosomales durante 10 min en
presencia de 10 uM del inhibidor R59022 disuelto en DMSO para una concentracion final
del detergente del 0.1%. El tiempo de reaccion fue medido a partir del agregado de 100
UM de ATP-[g-32P], seguido de 15 segundos de sonicacion e inmediato agregado de la
insulina o de la BSA en el caso de los basales. El ensayo se realizé a 37°C durante 5 min.
Cada condicién se ensayd por triplicado. Los resultados expresan el porcentaje PA
formado /mg proteina x 5 min respecto al valor basal (100%) + SD. **p < 0.01, ***p <

0.001 comparando cada condicién vs. Control-Basal.

Como podemos observar en la Fig. 26, en presencia del R59022, la
formacién de PA se reduce significativamente. En estas condiciones, la

insulina no ejerce efecto estimulatorio en la formacion de PA.
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El estimulo en la formacion de PA por accién de la insulina en nuestro

sistema experimental, esta asociado a la activacién de la DAGK.

Ins M Ins + R59022

pmol PIP,/mg prot x 5 min

Fig. 27- Efecto del R59022 en la accién de la insul ina (Ins) sobre los niveles de PIP
El ensayo se realizé en las mismas condiciones que para la Fig. 26.

Cada condicion se ensay6 por triplicado. ***p < 0.0006, para Ins+R59022 vs. Insulina.

Llamativamente, mientras el R59022 inhibe la formacién del PA activado por
la insulina (Fig. 26), los niveles de marcacion de los PIP, aumentan en
presencia de la hormona (Fig. 27).

Se ha demostrado que la actividad de las quinasas que fosforilan
fosfoinositidos no son significativamente afectadas por el inhibidor R59022
(de Chaffoy de Courcelles DC y col., 1985). Este resultado podria estar
revelando la existencia de un mecanismo concertado que permite una

correlacién inversa entre PA y PIP,.

7.4 El aumento de los niveles de DAG por accién de la insulina
estimula la actividad de la DAGK
Como se describié anteriormente, la insulina estimula la actividad de la PLD,

sin alterar la actividad de la PAP2 (Salvador y col., 2005). La accidén de la
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PAP2 sobre el aumento de PA generado por la PLD implica, de todas

formas, un mecanismo de incremento en la formacién de DAG.

En varios tipos celulares, la generacién de DAG se produce en forma
bifdsica luego de un estimulo (Donchenko y col., 1994; Zannetti y col.,
1997). Durante la fase inicial, dentro del primer minuto, la produccion de
DAG esta asociado con la hidrélisis del PIP,, por accion de la PI-PLC,
mientras que la fase tardia proviene de la hidrdlisis de la PC por la PLD,
seguido de la accion secuencial de la PAP (Fu y col., 1989; Reibman y col.,
1988).

Para explorar el mecanismo de activacién de la DAGK por la insulina
relacionado al aumento de los niveles endégenos de DAG, evaluamos la
eventual participacion de la PI-PLC y de la PLD/PAP2, utilizando inhibidores

especificos para éstas vias.

7.4.1 - La PI-PLC participa en la activacion de la DAGK por efecto de la
insulina, aumentando los niveles de DAG

Para evaluar la participacion de la via PI-PLC se utilizé6 100 pM de
neomicina (N). La neomicina se une al PIP,, inhibiendo la actividad de la PI-
PLC (Griffin y col., 1980; Schacht, 1976). Lo esperable, en el caso de que el
aumento de sustrato DAG provenga de los fosfoinositidos, era una reduccién
o anulacion del estimulo de la insulina sobre la formacion de PA.

El tiempo de incubacién fue de 2 min, ya que el pico de DAG proveniente de
la activacion de la PI-PLC se produce tempranamente. En la figura 28A
podemos observar una tendencia inhibitoria a la formacion de PA activada
por la hormona en presencia de la neomicina. Como control del efecto

inhibitorio de la neomicina sobre la actividad de la PI-PLC, se evaluaron los
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polifosfoinositidos (PPIs), midiendo los niveles de fosforilacién de PIP+PIP,

(Fig. 28B).

B Basal M Ins B Ins+N
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Fig. 28- Participacion de la via PI-PLC en la activ acién de la DAGK por la insulina

El ensayo se realiz6 preincubando las membranas sinaptosomales durante 10 min en
presencia de 100 uM de neomicina (N) disuelto en DMSO para una concentracion final del
detergente del 0.1%. El tiempo de reaccién fue medido a partir del agregado de 100 uM de
ATP-[g-32P], 3 pCi por muestra, seguido de 15 segundos de sonicacién e inmediato
agregado de la insulina o de la BSA en el caso de los basales. El ensayo se realizé a
37°C durante 2 min.

(A) Medicion de PA-[*?P]

(B) Medicion de PPIs-[*2P]

Cada condicion se ensayo6 por triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA (A)
6 PPIs (B) formados por mg proteina x 2 min respecto al valor basal (100%) + SD.
*p<0.03, ***p<0.0002 para cada condicion vs. Basal.

Como podemos observar en la Fig. 28B, hay una acumulacién de los PPIs en
presencia de la neomicina. Esto confirma la inhibicion de la degradacién de
estos lipidos.

Llamativamente, la presencia del orto-vanadato permitié observar el efecto

inhibitorio de la neomicina respecto al estimulo que ejerce la insulina sobre
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la DAGK (Fig. 29). El o-vanadato (200 pM) fue usado para preservar la

fosforilacion en tirosina, por ser este un agente inhibidor de tirosina-
fosfatasas, asegurando de esta manera la accion tirosina-quinasa

dependiente del receptor de la insulina.
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Fig. 29- Efecto de la neomicina sobre la actividad de la DAGK en presencia de o-
vanadato

El ensayo se realizdé en las condiciones de la Fig. 28, pero en presencia de 200 uM de o-
vanadato en el medio de incubacion.

El ensayo se realiz6 por triplicado. **p< 0.003 comparando cada condicién vs. Basal.

Dado que el resultado obtenido implicaba indirectamente la participacién de
una fosfolipasa C en la accion de la insulina, medimos la respuesta a la
accion de la hormona sobre los fosfoinositidos. Para ello se realizé un
ensayo de Pulso-Demarcacion. Como muestra la figura 30, en la condicion
control (ausencia de la insulina y ausencia de la neomicina) no se observan
cambios en los niveles de PIP,. Sin embargo, en presencia de la insulina, se
observa una inhibicion del 44% en los niveles de PIP, al minuto de
incubacion mientras que en presencia de la neomicina, la insulina no es

capaz de producir éste efecto.
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Fig. 30- Ensayo de Pulso-Demarcacion para evaluar | a participacion de la PI-PLC en

la accién de la insulina

El ensayo se realizé preincubando los sinaptosomas durante 10 min en presencia o
ausencia de 100 pM de neomicina y de 16 uCi de ATP-[g-32P] por mg de proteina
sinaptosomal, como se detall6 en la secciéon 6.6 y 6.6.1 de Materiales y Métodos. El Pulso
de radioactividad se llevé a cabo durante 10 min y el periodo de Demarcaciéon, durante 1,
4, 5y 6 min en presencia o ausencia de 100 nM de insulina. Los resultados expresan el

porcentaje de radioactividad en PIP, por mg proteina respecto al tiempo cero (100%).

Estos datos indican que la PI-PLC es activada por la insulina a tiempos
cortos de incubacion (1 min), disminuyendo los niveles de PIP,. Ademas,
luego de los 4 min de incubacién, se observa una posible resintesis de los
PIP, por accion de la insulina, mientras que ademas se observa una
acumulacion en los niveles de PIP, en presencia de la neomicina. Debemos
tener en cuenta que el disefio experimental utilizado permitié disminuir
fuertemente los niveles de ATP radiactivo pero no eliminé del medio a dicho
precursor. Este resultado confirma lo observado en la Fig. 28, que muestra

resultados de una experiencia con insulina y neomicina en presencia de
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precursor radiactivo, donde la fosforilacién de los polifosfoinositidos esta

triplicada.

7.4.2 - La via PC-PLD/PAP2 participa en la activaci 6n de la DAGK por
efecto de la insulina, aumentando los niveles de DA G
Para evaluar la participacién de la via PC-PLD/PAP2 en la activacion de la
DAGK por la insulina, se utilizaron como inhibidores de la via, etanol al 2% y
DL-Propranolol a 1,5 mM. Los alcoholes primarios promueven el mecanismo
de transfosfatidilacion de la actividad de la PC-PLD, generando
fosfatidiletanol e impidiendo de esta manera la subsiguiente reaccion de la
PAP2 para formar DAG. Por otra parte el DL-Propranolol a 1,5 mM es
conocido por ser un inhibidor de la PAP2 (Sciorra y Morris, 1999).
El enfoque para determinar si la insulina actuaba a través de la activacién
de la via PC-PLD/PAP2 fue emplear estos inhibidores de manera de impedir
la generacién de DAG como sustrato de la DAGK.
Observamos en la figura 31 que la insulina no ejerce efecto estimulatorio en
la formacién de PA en presencia de etanol, siendo los valores similares a los
obtenidos en los controles (ausencia de la insulina) con etanol. También se
observa que el etanol produce una disminucion en la formacion de PA de un
50% con respecto al control sin el alcohol, indicando posiblemente, que la
actividad de la PLD se encuentra up-stream a la actividad de la DAGK en los
sinaptosomas de la CC.
También se observa en la Fig. 31, que el DL-Propranolol, produce una fuerte
inhibiciéon en la actividad basal de la DAGK (70 %), que no es revertida por
la accion de la insulina. Esto podria indicar que la droga disminuye el

sustrato DAG o que inhibe a la DAGK.
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Fig. 31- Efecto del etanol y del DL-Propranolol en la activaciéon de la DAGK

por accién de la insulina

El ensayo se realizd preincubando las membranas sinaptosomales durante 10 min
en ausencia 6 en presencia de etanol al 2% 6 DI-Propranolol 1,5 mM disuelto en
DMSO para una concentraciéon final del detergente del 0.1%. El tiempo de reaccion
fue medido a partir del agregado de 100 uM de ATP-[g-*’P], 3 uCi por muestra,
seguido de 15 segundos de sonicacion e inmediato agregado de la insulina o de la
BSA en el caso de los basales. El ensayo se realiz6 a 37°C durante 5 min.

Cada condicion se ensay6 por triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA
formado por mg proteina x 5 min respecto al valor del control-basal (100%) + SD. **p <

0.002, ***p< 0.0001, comparando cada condicién vs. control-basal.

Para determinar si el DL-Propranolol tiene algun efecto inhibitorio en la
actividad de la DAGK, se realiz6 un experimento en presencia de DAG
exdgeno radiactivo.

Como podemos observar en la Fig. 32, el DL-Propranolol no afecta
directamente la actividad de la DAGK ya que no se observan diferencias
significativas en la formacién de PA-[®H]. Este resultado sugiere que el
efecto inhibitorio que ejerce la droga a nivel basal (en ausencia de la
insulina), podria atribuirse a la disminucion de un aporte de DAG

proveniente de la actividad PAP.
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Fig. 32- Efecto del DL-Propranolol sobre la activid ad de la DAGK

Se utilizé 45 uM de DAG-[SH] proveniente de retina, de AE= 1100 dpm/nmol. El ensayo se
realiz6 preincubando las membranas sinaptosomales durante 10 min en presencia 6 en
ausencia del inhibidor, siendo el tiempo de reaccién medido a partir del agregado de 2 mM
de ATP, seguido de 15 segundos de sonicacion e inmediato agregado del DAG-[3H].

Cada condicion se ensay6 por triplicado.

7.4.2.1 - La formacion de PA es modificada por la a ctivacion de PKC

Se sabe que la PKCa estd implicada en la regulacion de la PLD en
respuesta a sefiales mitogénicas (Hornia y col., 1999; Yeo y Exton, 1995).
La activacién de la PLD por la PKCa, es regulada por fosforilacion y por
interacciones proteina-proteina (Oka y col., 2002). Entonces, basdndonos en
la potente inhibicion de la DAGK cuando se emplean inhibidores de la PLD o
de la PAP2, se podria especular que la generacion de DAG a partir de la via
PLD/PAP2, esta a su vez regulada por una activacion de PKC.

En una primera aproximacién se evalud la modulacion de la actividad DAGK,
mediante la inhibicion o activacion de la fosforilacion de proteinas mediada
por PKC.

Se utiliz6 1 pyM de PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) como activador
del grupo A y B de PKC (aquellas que requieren DAG para su activacién) y

0,5 pM de Staurosporina (St), como inhibidor de PKC.
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En la Fig. 33 podemos observar una inhibicion en la formacién de PA cuando

previamente en las membranas se inhibe la fosforilacibn mediada por PKC
(en presencia de St), que se revierte parcialmente cuando la medida de la
actividad DAGK se realiza en presencia de PMA, indicando que la activacion
de PKC podria estar involucrada en la actividad basal de la DAGK

sinaptosomal.

Bl Control B St HHE St+ PMA
6

pmol PA/mg prot x 5 min

Fig. 33- Accion de PKC en la actividad basal de la DAGK

Los ensayos se realizaron en condiciones favorables para evaluar la accién de PKC,
empleando el buffer de fosforilacién HBM descrito en “Materiales y Métodos” apartado 6.5
y en presencia de 100 pM de CaCl, y 12,5 uM de fosfatidilserina (PS). El ensayo se
realizé preincubando las membranas sinaptosomales durante 10 min en ausencia 0
en presencia de 0,5 pyM de Staurosporina (St) disuelto en DMSO para una
concentracidon final del detergente del 0.1%. El tiempo de reaccion fue medido a
partir del agregado de 100 pM de ATP{gﬁZPL 3 uCi por muestra, seguido de 15
segundos de sonicacién e inmediato agregado de 1 pM de 12-myristate 13-acetate
(PMA) o su vehiculo. El ensayo se realizé a 37°C durante 5 min.

Cada condicién se ensay0 por triplicado. **p < 0.002, comparando cada condicién

vs. control.
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Sin embargo, surgieron al menos dos interrogantes: 1) si éste efecto

mediado por PKC, también se puede observar en las condiciones
normalmente utilizadas para el ensayo de la DAGK, con el buffer para la
DAGK y la PS de membrana y 2) si éste efecto mediado por PKC esté
también ligado a la activacion de la DAGK por la insulina. Se realizdé un
nuevo ensayo con el buffer que usualmente empleamos para la medida de
actividad de la DAGK (Materiales y Métodos” apartado 6.5), utilizando en
ésta oportunidad, otro inhibidor para la PKC ampliamente conocido, la bis-

indolmaleimida (BIM).
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Fig. 34- Accion de PKC en la actividad de la DAGK e n presencia y ausencia de
la insulina

El ensayo se realiz6 en presencia de 100 pM de CaCl,, preincubando las
membranas sinaptosomales durante 10 min en ausencia 6 en presencia de BIM 5,8
MM y en ausencia 6 en presencia de PMA 1 uM, disueltos en DMSO (concentracion
final 0,1% v/v). El tiempo de reaccion fue medido a partir del agregado de 100 uM
de ATP-[g-sZP], 3 MCi por muestra, seguido de 15 segundos de sonicacion e
inmediato agregado de la insulina 6 de la BSA en el caso de los basales. EI
ensayo se realizo a 37°C durante 5 min.

Cada condicion se ensay0 por triplicado. *p< 0.04, **p < 0.005, ***p< 0.0001

comparando cada condicién vs. Control-Basal.
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En las condiciones para el ensayo de la DAGK, también se puede observar

una actividad de la DAGK que es dependiente de la actividad de PKC (Fig.
34). Llamativamente, el estimulo de insulina es inhibido en un 86 % en
presencia de BIM mientras que en presencia de PMA, la inhibicién por efecto
del BIM, se revierte en un 52 %. Estos resultados, junto a lo observado con
los inhibidores de la PC-PLD (Fig. 31) indican que la accion de la insulina
provoca un aumento en la formacién de PA, debido a un aumento en los
niveles de DAG enddgeno a partir del estimulo en la hidrélisis de PC por la
via PC-PLD/PAP2 y posiblemente relacionada esta activacion a la activaciéon

de una PKC.

7.4.3 - La via PC-PLC no participa en la activacion de la DAGK por
efecto de la insulina.

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado en terminales sinéapticos de
CC la presencia de la PC-PLC, enzima que cataliza la hidrdlisis de la PC
produciendo DAG. La formacién de DAG proveniente de la via PC-PLC y PC-
PLD, representa un 75% y un 25% del total de DAG proveniente de la
hidrélisis de PC, respectivamente (Mateos y col., 2006). Para evaluar la
participacion de ésta via en la activacion de la DAGK por la insulina, se
realizaron experimentos en presencia del inhibidor especifico de la PC-PLC,
la sal de potasio Triciclodecan-9-il-xantato (D609). Lo esperable, en caso de
gue la via fuera activada por la insulina, era que el estimulo en la formacién
de PA fuera parcialmente bloqueado.

Las condiciones del ensayo, fueron similares a los casos anteriores, pero
debido a que la droga es toxica en medios que contienen como solucién

tampdn al Hepes, el ensayo se realiz6 utilizando Tris-Maleato 50 mM. EIl pH
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también fue modificado, debido a que un pH ligeramente alcalino inestabiliza

a la droga, por tal motivo el pH del ensayo fue de 6,5.

Il Basal @ Ins W@ Ins+D609
40

304

pmol PA/mg prot x 5 min

0-

Fig. 35- Efecto del inhibidor para PC-PLC en la act ivacion de la DAGK por la insulina

El ensayo se realiz6 preincubando las membranas sinaptosomales durante 10 min en
ausencia 6 en presencia de 0,1 ug/ul de D609 en DMSO (0,1%). El tiempo de reaccién fue
medido a partir del agregado de 200 puM de ATP-[g-sZP], seguido de 15 segundos de
sonicacién e inmediato agregado de la insulina o de la BSA en el caso del basal. El
ensayo se realiz6 a 37°C durante 5 min.

Cada condicién se ensay6 por triplicado. **p < 0.005, ***p< 0.0006 comparando cada

condicién vs. Basal.

El D609 no disminuye la activacion de la DAGK por la hormona, como se
puede observar en la Fig. 35, indicando que la via PC-PLC no esta
involucrada en el mecanismo de activacion de la DAGK por la insulina a
través de la generacion del sustrato DAG. En ésta figura también se observa
gue el estimulo que ejerce la insulina en la formacion de PA es superior si
esta presente el inhibidor de PC-PLC. Este resultado podria indicar que el
bloqueo de la via de hidrdlisis de PC por PLC, aumenta la disponibilidad de

PC para su degradacién por la PLD.
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7.5 - La insulina estimula la actividad de la DAGK en forma

independiente de la formacion de DAG en la membrana

El incremento en la formacion de PA por estimulo de la DAGK, accibén
ejercida por la insulina, no se debe sdélo al incremento en la masa de DAG
por accion de la hormona sobre enzimas generadoras de DAG, sino que
también se produce una activacion directa sobre la enzima, hallazgo
observado en la Fig. 25.

Hemos detectado que en nuestras condiciones de ensayo, la hormona activa
la fosfolipasa tipo C sobre los fosfoinositidos (Fig. 28, 29 y 30) y la
fosfolipasa D actuante sobre PC (Fig. 31). Esto genera DAGs de diferente
composicién. Nos preguntamos entonces si este efecto independiente del
incremento en la produccion de sustrato lipidico:

1) es selectivo para un tipo de DAG, mas saturado en composicion de
acilos (p. ej. relacionado a PC) 6 mas insaturado y rico en
araquidonato en la posicién 2 (proveniente de los fosfoinositidos).

2) cual seria el posible mecanismo de activacion de la DAGK por la
insulina, independiente de la formacion de DAG en la membrana?

Para evaluar la accién de la insulina, independizandonos del incremento en
la concentracién de DAG, la estrategia desarrollada fue la medicion de la
actividad DAGK utilizando sustrato exdgeno de diferente composicion.

Para Illevar a cabo este estudio debiamos asegurar la integridad
sinaptosomal dado que el lipido es ofertado en micelas mixtas con
detergente. Nuestros datos previos (Capitulo 1) indicaron una importante
actividad de DAGK actuando sobre el sustrato SAG y utilizando OG como
detergente. Por datos bibliograficos donde se estudio la accién de diversas

hormonas en células en cultivo, conociamos la utilizacién de dimetilsulféxido
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para vehiculizar drogas hidrofébicas 0 lipidos sin producir efectos

deletéreos en la estructura celular.

Por esta razon realizamos diversos controles sobre la integridad
sinaptosomal y sobre la eficiencia de incorporacion del lipido al
sinaptosoma. A partir de estos datos, aunque OG es el detergente de
eleccion para medir la actividad enzimatica, utilizamos DMSO como vehiculo
para dispersar al DAG.

Los controles de la integridad sinaptosomal se evaluaron por microscopia
electrénica de transmision (TEM), en presencia y ausencia del DMSO,
realizando ademas, los 15 segundos de sonicaciéon habituales que tienen
lugar en los ensayos, tal como de detalla en Materiales y Métodos, Fig. 8 del

apartado 6.5.3.1.

Fig. 36- Fotografia de sinaptosomas obtenidas por T EM
Las fotografias son adquiridas con un aumento de 67.000 X.
A) Tratamiento con BE

B) Tratamiento con 0,1% v/v de DMSO

Como podemos observar, el tratamiento de las membranas sinaptosomales
con el detergente y posterior sonicado, no modifica su estructura, ni el
tamafio sinaptosomal. Se advierte asimismo la similitud en cuanto al

contenido de subestructuras intrasinaptosomales, como mitocondrias, como
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también del contenido de vesiculas sinapticas y reticulo endopldsmico. El

tratamiento de los sinaptosomas con micelas de DPG-DMSO 6 SAG-DMSO
arrojé resultados similares al tratamiento con DMSO. Sin embargo este
estudio no nos permite evaluar la incorporacion efectiva del DAG al
sinaptosoma.

Para evaluar la eficiencia de incorporacion de los lipidos contenidos en las
micelas a los sinaptosomas, se utilizé el colorante rojo nilo (9-dietilamino-
5H-benzo [a] fenoxazina-5-ona), como marcador de lipidos, tal como se
indicé en Materiales y Métodos, apartado 6.5.3.2. El rojo nilo (RN) es
comunmente utilizado para la deteccion vy visualizaciobn de gotas
intracelulares de lipidos neutros (Greenspan y Fowler, 1985; Greenspan y
col., 1985). Los lipidos neutros fluorescen de un color brillante amarillo-oro,
cuando son marcados con el colorante y observados por microscopia de
fluorescencia usando un filtro apropiado (longitud de onda 450-500
nandémetro). En cambio, la interaccién entre los fosfolipidos y el RN provoca
una coloracidon fluorescente anaranjada.

Los sinaptosomas marcados con el colorante RN se evaluaron por
microscopia de fluorescencia en presencia de las micelas formadas por la
mezcla de lipido-DMSO y en presencia s6lo del detergente como control.
Como podemos observar el la Fig. 37, los sinaptosomas tratados con las
micelas de DAG-DMSO (panel A) muestran una fluorescencia amarilla,
mientras que los tratados so6lo con el DMSO (panel B) muestran una
fluorescencia roja, tipica de los fosfolipidos de la membrana.

Estos resultados permiten demostrar que el tratamiento de los sinaptosomas
con las micelas de lipido-DMSO, no afecta la estructura sinaptosomal,

incorporando eficientemente el lipido al mismo.




Fig. 37- Fotografia de sinaptosomas obtenidas por m icroscopia de fluorescencia (MF)
Las fotografias son adquiridas utilizando un filtro de 450-500 nm de longitud de onda. La
concentracién de DAG fue de 250 uM y la de DMSO de 0,1% v/v.

(A) Sinaptosomas tratados con micelas de DAG-DMSO

(B) Sinaptosomas tratados con DMSO

Para continuar con el estudio de la accién de la insulina sobre la actividad
de la DAGK, independientemente de la formacion de DAG en la membrana,
inicialmente se evalu6 la actividad de la DAGK utilizando DAGs ex6genos de
diferente composicién, a una concentracion de 250 uM de DAG (diez veces
superior a la concentracién endbgena).

Como podemos observar en la Tabla IV, el sustrato exégeno, incrementa la
formacién de PA con respecto a los valores obtenidos en donde se utilizé el
DAG enddgeno sinaptosomal. En los ensayos con OG, la formacion de PA a
partir de SAG fue 17 veces superior que a partir del DAG enddgeno y el PA
generado a partir de DPG sdlo fue 2,4 veces superior.

Como se menciond anteriormente, el OG es el detergente ideal para evaluar
las isoformas de DAGK de membrana entre ellas la selectiva del sustrato
SAG (Walsh y col., 1994). Sin embargo, en los ensayos con DMSO, también
se observl la preferencia en la utilizacion de SAG con respecto a la de
DPG, aunque el aumento es de 1 y 7 veces para DPG y SAG

respectivamente.
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Ensayo con 50 mM de OG Ensayo con 0,1% de DMSO

Condiciones % SD % SD
Basal 100 8,88 100 3,05
DPG 341 38,74 209 35,71
SAG 1818 108,26 800 185,98

Tabla V- Actividad de la DAGK en presencia de sust rato exégeno de diferente
composicién en micelas de detergentes

La concentracion de DAG utilizada fue de 250 uM. Los mismos fueron ofertados en
micelas de detergentes (DMSO U OG en una concentracion final de 0.1% v/v 'y 50 mM
respectivamente). Se utiliz6 como DAG exo6geno, 1,2-dipalmitoilglicerol (DPG) y 1-
estearoil, 2-araquidonoilglicerol (SAG) en presencia de 500 uM de ATP-[g-SZP], 3 uCi por
muestra. El tiempo de reaccion fue medido a partir del agregado del ATP-[g-SZP], seguido
de 15 segundos de sonicado. El ensayo se realiz6 a 37°C y el tiempo de incubacién fue de

5 min.

Como se demostréo en la Fig. 19, la transformacion preferencial de SAG,
medida en 250 uM de ATP, también ocurre a concentraciones saturantes de
diacilglicéridos saturados 6 poliinsaturados (DPG y SAG). Por lo tanto, la
diferencia en la preferencia por sustrato poliinsaturado no se debe a una
diferente “saturabilidad” para DPG 6 SAG. Resulta evidente de esos
resultados que 250 uM de DAG y 500 uM de ATP, no serian concentraciones
saturantes para DPG.

En estos ensayos con OG y en presencia de DAG exo6geno, la DAGK de
sinaptosomas de CC utiliza preferencialmente el SAG. Como se muestra en
la Tabla IV, esta situacién se mantiene cuando el sustrato es ofertado en

DMSO, vehiculo empleado en las experiencias donde se evalué la accién de

insulina en terminales sinapticos.
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El DAG enriquecido en acido araquidonico, 20:4-DAG, aumenta durante el

estimulo de la PI-PLC y r4dpidamente es fosforilado a PA por la DAGK. El
20:4-PA es el sustrato preferido por al menos una de la isoformas de la
CDP-DAG sintetasa (CDS) (Saito y col., 1997), generando CDP-DAG (o
CMP-PA) el cual es utilizado por la fosfatidilinositol sintetasa para la
sintesis de fosfatidilinositol (Lykidis y col., 1997). Luego, a partir de
fosforilaciones secuenciales, se regenera el PIP,. El sitio donde ocurre la
formacién de Pl es el reticulo endoplasmico y ha sido objeto de numerosos
estudios la resintesis de polifosfoinositidos, ya que existe un necesario
proceso de transporte que seria mediado por proteinas transportadoras de
Pl hacia la membrana plasmatica donde se encuentran las quinasas de
fosfoinositidos. La sintesis de novo de PA, con participacion de las acil
transferasas sobre glicerol 3 fosfato, también ocurre en reticulo
endopldsmico. En cuanto a la utilizacion de un PA formado a partir de un
DAG producido en la membrana plasmatica como consecuencia de la
activacion de fosfolipasas, se sugiere que también ocurre en reticulo pero
no es consecuencia de un transporte mediado por proteinas sino por un
proceso de migracién de vesiculas (Cockcroft y Thomas, 1992).

De las 10 isoformas hasta el momento conocidas, s6lo la DAGKe muestra
preferencia en la utilizacion del DAG, reaccionando mas eficientemente en
presencia de 20:4-DAG (Luo y col., 2004). Tanto la DAGKe (Walsh y col.,
1995), como la CDS (Saito y col., 1997), son inhibidas por PIP,, mostrando
un mecanismo de regulacién negativa en la sintesis de fosfoinositidos. La
hipotética participacion de la DAGKeen el inicio de la resintesis de
fosfoinositidos a partir de un PA conteniendo 20:4, es avalada también por

su localizacion subcelular ya que predomina en el reticulo endopldsmico.
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7.5.1 - El SAG no es un regulador positivo para iso formas de DAGK no

selectivas de sustrato.

En base a que en nuestras preparaciones sinaptosomales observdbamos
una eficiente utilizaciobn de SAG para formar PA podiamos suponer que
estabamos detectando preferentemente, por las condiciones de nuestro
ensayo, a una actividad DAGKe. Sin embargo, también se podria especular
gue ésta actividad preferencial de DAGK sobre los SAG, se debe a que el
SAG podria estar actuando como regulador positivo en las isoformas de la
DAGK no selectivas de sustrato. Para probar ésta posibilidad, se realizé un
ensayo midiendo la formacién de PA a partir de 10 uM de SAG y en
presencia o ausencia de 250 uM de DPG.

SAG 10 pM DPG
500
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pmol PA/mg prot x 5 min
S
<
N\

N\

| k\\\\ﬂ
|

10 250 250
DPG / uM

Fig. 38- Estudio del efecto del SAG como regulador de la actividad DAGK actuante
sobre DPG

Los lipidos DPG y SAG fueron ofertados en micelas de OG (50 mM del detergente). Se
midi6 la formacion de PA a partir de 10 pM de SAG en presencia o ausencia de 250 uM de
DPG. Los controles se realizaron midiendo la actividad en presencia de 10 o 250 uM de
DPG y en ausencia de SAG. El tiempo de reaccion fue medido a partir del agregado de
100 uM de ATP-[g-32P] (3uCi/muestra), seguido de 15 segundos de sonicacion. El ensayo

se realizé a 37°C durante 5 min.

‘%
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Como muestra la Fig. 38, la formacion de PA con 250 uM de DPG fue dos

veces superior que con 10 uM de DPG. Por otra parte y tal como se habia
observado, el empleo de 10 uM de SAG produjo una importante formacion de
PA, equivalente a 250 mM de DPG. Cuando 10 uM de SAG se agreg6 a los
250 uM de DPG, la formacion de PA no se potencidé y solo se observé una

sintesis equivalente a la sumatoria de ambos aportes.

7.5.2 - La formacién de PA a partir de SAG o DPG, n o0 es afectada por el
R59022 y el R59949, inhibidores de la DAGK

Se conocen dos inhibidores para la DAGK, el 6-(2-(4-[(4-
fluorofenil)fenilmetilen]-1-piperidinil)etil)-7-metil-5H-tiazol(3,2-a)pirimidin-5-
ona (R59022) y el 3-[2-(4-[bis-(4-fluorofenil)metilen]-1-piperidinil)etil]-2,3-
dihidro-2-tioxo-4(1H)quinazolinona (R59949) (Jiang y col., 2000). La accién
del R59949 es selectiva para aquellas isoformas dependientes de calcio
(tipo 1), mientras que las isoformas insensibles al calcio, son minimamente
afectadas por éste agente. Ha sido reportado también, que la presencia de
MgATP por encima de 0,2 mM, acenttan la inhibicion por el R59949 sobre
las isoformas calcio-dependientes. Tanto el R59949 como el R59022, son
incapaces de inhibir a la DAGK especifica para 20:4-DAG extraida de
testiculo (Jiang y col., 2000).

Se realizaron experimentos para evaluar si la presencia de estos agentes
(R59022 y R59949) afecta la actividad DAGK actuante sobre los DAG
exdgenos.

Aunque, como se muestra en la Tabla 1V, la utilizacion preferencial de SAG
se observa mejor en los ensayos con OG, estos ensayos se realizaron en
presencia de DMSO (conc. final de 0,1 %), ya que ambos inhibidores son

muy poco solubles en OG y en cambio son solubles en DMSO (Jiang y col.,
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2000). Las membranas sinaptosomales fueron preincubadas en presencia o

ausencia de los inhibidores durante 10 min. La presencia previa del inhibidor
(preincubacién durante 10 min) aseguraria que, alun suponiendo una accién
competitiva, el DAG exdgeno tiene menores posibilidades para desplazar, en
los 5 min subsiguientes, al inhibidor. Por otra parte, datos recientes sobre
los efectos del R59022 sobre la DAGK de fracciones subcelulares de vena
porta, ensayada con SAG en 73 mM de OG, indican que 3 MM de este agente
es capaz de inhibirla en un 60 % (Nobe y col., 2004).

La figura 39 muestra los efectos del inhibidor R59022 en la formacién de PA
a partir de DAG endégeno 6 DAGs exdgenos (DPG y SAG) en presencia de
100 puM de CacCl,. Aunque el R59022 es capaz de inhibir en un 53 % la
formacién de PA a partir del DAG enddgeno, el agente no ejerce efecto
inhibitorio sobre la formacion de PA a partir de SAG o DPG.

La ausencia de accion del inhibidor cuando se mide la DAGK actuante sobre
DAGs exdgenos, fue también comprobada cuando se emple6 al R59949 (Fig.
40).

Estos resultados indican que la actividad de la DAGK actuante sobre DAGs
exégenos y medida en los sinaptosomas de CC: 1) es activada por OG, 2) es

insensible al R59022 y 3) preferencialmente utiliza el SAG como sustrato.

((



Fig. 39- Efecto del R59022 en la formacion de PA

Se utilizé6 250 uM de DAG (SAG y DPG) en micelas de DMSO (0,1% v/v del detergente). El
ensayo se realiz6 preincubando las membranas sinaptosomales durante 10 min en
ausencia 0 en presencia de 10 pM de R59022. El tiempo de reaccion fue medido a partir
del agregado de 500 pM de ATP-[g-32P] + DAG, seguido de 15 segundos de sonicacion. El
ensayo se realiz6 a 37°C durante 5 min.

Cada condicion se ensayé por triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA
formado por mg proteina x 5 min respecto al valor del control (100%) + SD. ***p < 0.0002

comparando R59022 vs. Control para cada lipido ensayado.

7.6 - Accibon de la insulina sobre la actividad de | a DAGK sinaptosomal,

actuante sobre DPG o SAG.

7.6.1 - Efecto de los inhibidores R59022 y R59949.

Para evaluar el efecto de la insulina sobre la formacion de PA a partir de
DAGs exodgenos se utilizé 250 uM de DAG (SAG y DPG) en presencia de 10
UM de R59022 a 500 uM de ATP y 240 nM de R59949 a 4 mM de ATP. Tal
como se menciond previamente, la mayor concentracion de ATP-Mg mejora

la capacidad inhibidora del R59949. En las condiciones en presencia de la
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insulina, también se encuentra presente 200 uM de o-vanadato (Vto), a fin

de inhibir la desfosforilacion de proteinas fosforiladas en tirosina (tirosina-
fosfatasas) manteniendo de este modo, el efecto tirosina-quinasa de la

insulina.

Fig. 40- Efecto del R59022 y del R59949 en la forma cién de PA. Efecto de Insulina +
Vanadato

Se utilizaron 250 uM de DPG o SAG como sustratos lipidicos y 10 uM de R59022 a 500 pM
de ATP 6 240 nM de R59949 a 4 mM de ATP. Se utiliz6 DMSO (conc. final 0,1% v/v) para
solubilizar los lipidos o inhibidores. El ensayo se realiz6 preincubando las membranas
sinaptosomales durante 10 min en ausencia 6 en presencia de los inhibidores. El tiempo
de reaccién fue medido a partir del agregado de ATP-[g-32P] + DAG, seguido de 15
segundos de sonicacién e inmediato agregado de la insulina (200 nM) 6 de la BSA en el
caso de los basales. Las condiciones con insulina se realizaron en presencia de 200 uM
de o-vanadato. El ensayo se realizé en a 37°C durante 5 min.

Cada condicion se ensay6 por triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA
formado por mg proteina x 5 min respecto al valor del control-basal para cada sustrato
lipidico (100%) * SD. Se compara cada condicién experimental frente a su control

respectivo (basal 6 en presencia de Insulina + Vto), para cada lipido ensayado.
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Como se observa en la Fig. 40, barras blancas, en ausencia de insulina no

se modifica la actividad DAGK sobre DPG o SAG, con ninguno de los dos
inhibidores. También se observa que el estimulo en la formaciéon de PA por
accion de la insulina a partir del SAG o DPG, es similar en ambos casos y
tampoco se modifica por el agregado del R59022 o del R59949. Para
representar esta situacion se utilizaron los porcentajes respecto a cada
control. Sin embargo, desde el punto de vista cuantitativo y tal como hemos
mostrado previamente, el SAG es el sustrato mas eficientemente utilizado
por los sinaptosomas de CC.

Estos resultados indican que el efecto que ejerce la insulina no modifica la
actividad de la DAGK actuante sobre DAGs exdégenos desde el punto de
vista de su sensibilidad a inhibidores.

Para conocer cual es el mecanismo de activacion de la DAGK, independiente
del aumento de DAG en la membrana por acciéon de fosfolipasas, evaluamos

la accién de la insulina utilizando diferentes reguladores.

7.6.2 - La insulina estimula la sintesis de PA en f orma dependiente de la
fosforilacion en tirosina

La actividad tirosina-quinasa del receptor de la insulina (RI) es esencial, en
algunos tipos celulares, para responder al efecto de la insulina. Para evaluar
la participacién del Rl en la activacién de la DAGK por la hormona, se
realizaron experimentos en presencia de genisteina (Gen), un inhibidor de
proteinas tirosina-quinasas (Akiyama y Ogawara, 1991) y orto-vanadato
(Vto) como inhibidor de proteinas tirosina-fosfatasas (Akiyama y Ogawara,
1991; Swarup y col., 1982).

Cabe destacar que en los ensayos realizados para evaluar la actividad de la

DAGK, como también en otros ensayos de fosforilacion, habitualmente el
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buffer de ensayo contenia 10-20 mM de fluoruro de sodio (NaF), como

inhibidor general de proteinas fosfatasas (Shenolikar y Nairn, 1991). Sin
embargo, ha sido reportado que el NaF causa la inhibicion casi total de la
autofosforilacién y de la actividad tirosina-quinasa del Rl y del receptor para
el factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-I receptor) (Vinals y
col., 1997). Por tal motivo los ensayos fueron modificados, midiendo el
efecto de la insulina sobre la actividad de la DAGK, en presencia y en

ausencia de 20 mM de NaF en el medio de incubacioén.

Fig. 41- Accién de reguladores de la fosforilacidon en tirosina sobre la formacion de
PA a partir de SAG. Efecto del NaF

El ensayo se realizé en presencia de 250 uM de SAG en DMSO (0,1%) y 200 uM de ATP-
[g-32P], 3 uCi/muestra. La concentracion utilizada de insulina (Ins), vanadato (Vto),
genisteina (Gen) y NaF fue de 200 nM, 200 puM, 50 pM y 20 mM respectivamente. El
tiempo de reaccién fue medido a partir del agregado de las membranas sinaptosomales,
seguido de 15 segundos de sonicaciéon e inmediato agregado de la insulina o de la BSA en
el caso del basal. El ensayo se realiz6 a 37°C y el tiempo de incubacién fue de 5 min.
Cada condicion se ensay6 por triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA
formado por mg proteina x 5 min respecto al valor basal (100%) + SD. ***p < 0.0001

comparando experimental vs. Basal y ##p< 0.002 comparando Ins+Vto+NaF vs. Ins+Vto.
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Como podemos observar en la Fig. 41, el incremento en la actividad de la

DAGK por la insulina, es inhibido totalmente en presencia de la Gen. Este
efecto permite evidenciar una activacion de la DAGK por la insulina que es
dependiente de la fosforilacidén en tirosina.

También podemos observar en el grafico que el NaF incrementa una vez la
formacién de PA a partir de SAG, respecto al estimulo que ejerce la insulina
en presencia del vanadato (Ins+Vto).

Ha sido reportado que el vanadato tiene efectos similares a la insulina,
hecho que le ha valido su denominacién como insulino-mimético (Shechter,
1990). Como se observa en la figura anterior, el vanadato s6lo produce un
efecto similar a la insulina sobre DAGK, sin embargo, en presencia de la
insulina incrementa la accién hormonal.

Como se pudo observar, la actividad tirosina-quinasa del receptor de la
insulina, es esencial para la respuesta hormonal asociada a la activacion de
la DAGK sobre sustratos exdgenos. Por lo tanto, todos los estudios
posteriores, para caracterizar el efecto de la insulina en la formacion de PA
por accion de la DAGK actuante sobre DAGs exdgenos, se realizaron en

presencia de 200 uM de o-vanadato de sodio.

7.6.3 - La insulina estimula la sintesis de PA en f orma independiente de
la fosforilacién en serina y treonina

El NaF es un clasico inhibidor de Serina/Treonina (Ser/Treo) fosfatasas

(Shenolikar y Nairn, 1991) y es rutinariamente incluido en los buffers de

extraccion para prevenir la desfosforilacion de proteinas en residuos de Ser

y Treo. Para profundizar sobre el efecto estimulador de NaF en la accién de

la insulina, se realizaron otros ensayos experimentales comparando el

efecto de NaF utilizando DPG o SAG como sustratos.




Fig. 42- Efecto del NaF en la actividad DAGK a part ir de DPG y SAG

Se utilizaron como sustratos lipidicos al DAG enddégeno y 250 uM de DPG o SAG en
presencia de 50 mM de OG y 500 uM de ATP-[g-32P], 3 pCi/muestra. El ensayo se realiz6
en ausencia y presencia de 20 mM de NaF. El tiempo de reaccion fue medido a partir del
agregado de las membranas sinaptosomales, seguido de 15 segundos de sonicacion e
inmediato agregado de la insulina (200 nM) o de la BSA en el caso de los basales. El
ensayo se realiz6 a 37°C y el tiempo de incubacion fue de 5 min.

Cada condicion se ensay6 por triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA
formado por mg proteina x 5 min respecto al valor en presencia de DAG endd6g. (100%) 6
respecto al valor en presencia de DAG+Ins+Vto (100%) en el inserto + SD. ***p < 0.0001

comparando experimental vs. Basal para cada lipido ensayado.

Como podemos observar en la Fig. 42, donde los resultados se expresan
como porcentaje respecto al PA sintetizado a partir de DAG enddgeno
(columna de la izquierda), la formacién de PA a partir de SAG es muy
superior a la obtenida a partir de DPG, tanto a nivel basal (sin el efecto de
la insulina) como por estimulo de la hormona. Sin embargo, el efecto del
NaF luego de la accién de la insulina, es similar para ambos sustratos
utilizados, aumentando 0,5 veces el estimulo de la insulina en presencia de
Vto. Estos resultados nos permiten mostrar que en presencia de NaF, la
formacion de PA a partir de SAG es 16 veces superior a los valores

obtenidos a partir de DAG enddgeno. Es interesante notar que en ausencia
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del estimulo hormonal y en ausencia de vanadato, el NaF estimula la

formacién de PA a partir de SAG y de DPG en 2,35y 1,57 veces respecto al

control, respectivamente (Fig. 43).

Fig. 43- Efecto del NaF en la actividad de la DAGK sobre SAG y DPG

Se utilizaron 250 uM de DPG o SAG en presencia de 50 mM de OG y 500 uM de ATP-[g-
32P], 3 pCi/muestra. El ensayo se realizd en ausencia y presencia de 20 mM de NaF. El
tiempo de reaccion fue medido a partir del agregado de las membranas sinaptosomales,
seguido de 15 segundos de sonicacién. El ensayo se realizé a 37°C y el tiempo de
incubacién fue de 5 min.

Cada condicién se ensay6 por triplicado. ***p< 0.0001 para la condicién NaF vs. su

respectivo control.

Para evaluar si el efecto del NaF se debe a que la inhibicién de las Ser/Treo
fosfatasas provoca una desregulacién positiva en la actividad de la DAGK,
se realizaron ensayos midiendo la formacién de PA a partir de SAG y DPG,
en presencia de inhibidores selectivos de las fosfatasas mencionadas. Para
ello se utiliz6 1 uM de acido okadaico (AO), como inhibidor de las fosfatasas
PP1 y PP2A (Bialojan y col., 1988; Holmes y col., 1990) y 120 nM de

ciclosporina A (CsA), como inhibidor de la fosfatasa PP2B o calcineurina

$
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(Nichols y col., 1994; Clipstone y col., 1994). El efecto inhibitorio de éstos

agentes es mas evidente a bajas concentraciones de ATP, dado que la
accion de las proteinas fosfatasas es efectiva y los controles estaran
desfosforilados. Por esta razén, a fin de asegurar que la posible accién de
las drogas sobre DAGK se debe a una inhibicién de las fosfatasas, se
realiza una experiencia en paralelo empleando una concentracion elevada
de ATP lo que asegura una mayor capacidad fosforilante y un control
fosforilado. En esta condicién, el efecto debido a la inhibicion de fosfatasas
debiera revertirse. El control fue realizado en ausencia de NaF y en
ausencia de vanadato.

Como podemos observar en la Fig. 44A, la accion de AO y CsA no se
corresponde con el estimulo ejercido por NaF en la sintesis de PA a partir
de SAG y DPG cuando la concentraciéon de ATP fue de 0,5 mM. Como era de
esperar, los efectos de OA y CsA sobre DPG, no se observan a 4 mM de
ATP (Fig. 44B). Sin embargo, el NaF incrementa fuertemente la sintesis de
PA tanto a 0,5 como a 4 mM de ATP. Estos resultados sugieren que el
efecto estimulador del NaF no estd relacionado a la proteccion de la
fosforilacién de proteinas en los residuos Ser/Treo.

Se sabe que la PI3K que fosforila a los fosfolipidos de inositol en posicion 3,
es estimulada por la insulina en una gran variedad de tejidos sensibles a la
hormona (Farese y col., 2005). Se podria especular que el NaF actuaria
como inhibidor de aquellas Ser/Treo-fosfatasas que participan en la
defosforilacion de Akt, la que podria encontrarse fosforilada en éstos
residuos por el mecanismo de transduccion de la insulina, dependiente de la
activacion de PI3K y que podria encontrarse upstream a la activacion de la
DAGK por la hormona. Se realizaron entonces ensayos experimentales, en

presencia y ausencia del inhibidor selectivo de la PI3K, el LY294002 (LY),

(%
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(Vlahos y col., 1994) y en presencia de Vto y de NaF en el medio de

incubacioén.

Fig. 44- Efecto de los inhibidores de Ser/Treo fosf atasas

Se utilizaron 250 pM de DPG o SAG en presencia de 50 mM de OG vy ATP-[g-32P], 3
pCi/muestra. La concentracién utilizada de Ins, Vto, AO, CsA y NaF fue de 200 nM, 200
MM, 1 uM, 240 nM y 20 mM respectivamente. El tiempo de reacciéon fue medido a partir del
agregado de las membranas sinaptosomales, seguido de 15 segundos de sonicacién e
inmediato agregado de la insulina o de la BSA en el caso de los basales. El ensayo se
realizé a 37°C y el tiempo de incubacién fue de 5 min.

A) Concentracién de ATP 0,5 mM

B) Concentraciéon de ATP 4 mM

Cada condicion se ensay6 por triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA
formado por mg proteina x 5 min respecto al valor del control-basal para cada sustrato
lipidico (100%) + SD. *P < 0.050, **P < 0.005, ***P < 0.0001 comparando experimental vs.
Control y #p < 0.050, ##p < 0.005, ###p< 0.0005 comparando Ins+Vto+NaF vs. Ins+Vto.




Fig. 45- Participacién de la via PI3SK/Akt en la acc i6n de la insulina sobre la actividad
de la DAGK

Se utilizaron 250 puM de DPG o SAG en micelas de DMSO (0,1%) y 500 uM de ATP-[g-SZP],
3 uCi/muestra. La concentracidn utilizada de Ins, Vto y LY294002 fue de 200 nM, 200 uM,
10 puM respectivamente. El tiempo de reaccion fue medido a partir del agregado de las
membranas sinaptosomales, seguido de 15 segundos de sonicacién e inmediato agregado
de la insulina. El ensayo se realizé en presencia de 20 mM de NaF, a 37°C durante 5 min
de incubaciéon. Cada condicion se ensay6 por triplicado. Los resultados expresan el
porcentaje de PA formado por mg proteina x 5 min frente a su respectivo control (100%) *

SD. Se compara experimental (Ins+Vto+LY) frente a su respectivo control (Ins+Vto).

En las condiciones de ensayo los sinaptosomas mantienen un estado basal
de fosforilaciéon en tirosina (presencia de vanadato) y de Ser/Treo (presencia
de NaF). El resultado, estd presentado en forma de porcentaje respecto al
efecto de Ins+Vto en la formacion de PA a partir de DAGs exdgenos. Como
podemos observar en la Fig. 45, la presencia del LY294002, previa a la
acciéon de la insulina, no modifica significativamente el estimulo en la
sintesis de PA a partir de SAG o DPG.

Estos resultados indican que la insulina ejerce su accion estimuladora sobre
la actividad de la DAGK en forma independiente de la fosforilacion en

Ser/Treo a través de la accion de Akt.
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7.6.4 - El NaF y el GTP @S son reguladores positivos del estimulo de la

insulina en la formacién de PA a partir de SAGyDP G

Muchos de los efectos celulares del NaF, son atribuidos a la formacion de
complejos con aluminio, formando fluoro aluminato, el cual activa a la
proteina G heterotrimérica (Litosch, 1987). Por lo tanto, a fin de explorar la
participacion de la proteina G (ProtG) en el estimulo de la DAGK por accidn
de la insulina, se realizaron ensayos utilizando GTPgS, activador selectivo
de la ProtG, por ser el analogo no hidrolizable de GTP (Zeng y col., 1989).
Se evaluaron los efectos de NaF 6 GTPgS sobre la actividad DAGK medida a
partir de DPG o SAG. La adicion de NaF 6 GTPgS se realizé desde el
comienzo (tiempo 0) y se prolongé durante los 5y 10 min (parte A) 6 a partir
de 5 min de incubacién luego de la adicion de Ins+Vto (parte B). Esto
permite evaluar si existe independencia en la accion de los potenciales
efectores con respecto a la correspondiente de Ins+Vto.

Se observa en la Fig. 46A y B, que los niveles de formacion de PA de los
controles se mantienen en los valores esperables, es decir que son muy
superiores cuando el sustrato lipidico es SAG (145,73 vs 30,98 pmoles a los
5 min). Con ambos sustratos la presencia de Ins+Vto estimula en un mismo
orden la formacion de PA. Como podemos observar en la Fig. 46A, en
ausencia de Ins+Vto, el NaF y el GTPgS estimulan la sintesis de PA a partir
de SAG y DPG. Sin embargo cuando son agregados luego de 5 min de
exposicion a Ins+Vto, ambos agentes (NaF y GTPgS) no son capaces de
incrementar en forma significativa la formacién de PA a partir de SAG y DPG
(Fig. 46B). Esto permite sugerir que la accion de ambos efectores sobre la
DAGK no se produce por un mecanismo diferente al que activa la Ins+Vto (p.

€j. una via muscarinica).




Fig. 46- Efecto del NaF y GTP @S en ausencia y en presencia de Ins+Vto

Se utilizaron 250 uM de DPG o SAG en presencia de 0,1 % de DMSO y 500 uM de ATP-[g-
32P], 3 uCi/muestra. La concentracion utilizada de Ins, Vto, NaF y GTPgS fue de 200 nM,
200 pM, 20 mM y 200 pM respectivamente. La actividad de la enzima fue medida en
funcién del tiempo en ausencia (basales) y en presencia de Ins+V to.

A) El NaF y el GTPgS fueron agregados al tiempo 0 incubados durante 5y 10 min.

B) El NaF y el GTPgS fueron agregados a los 5 min del estimulo de Ins+Vto.

El ensayo se realiz6 a 37°C durante. Cada condicion se ensayo6 por triplicado.

A partir de estos experimentos también se puede observar (Fig. 47),
midiendo la radioactividad correspondiente al fosfatidilinositol bi-fosfato
(PIP,), que en ausencia del efecto Ins+Vto la presencia de GTPgS disminuye

fuertemente la marca en éste polifosfoinositido cuando el precursor de PA
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es el DPG. Para la misma condicion (DPG) la presencia de NaF produce una

disminucién en la marcacién de PIP,. Este efecto del GTPgS, no se observa
cuando el precursor de PA es el SAG, mientras que la presencia de NaF
incluso estimula la marcacion de PIP,. Teniendo en cuenta que en éste
ensayo esta presente el ATP como precursor radiactivo, se podria suponer
gue la disminucién en la fosforilacién de PIP, cuando se emplea DPG como
precursor de PA, se produce por la hidrélisis del fosfolipido y Ila
predominancia de un intermediario (di-16:0-PA) que no resulta apto para la

inmediata resintesis.

Fig. 47- Efecto de NaF y del GTP @S en la sintesis de PIP »

Se midi6 la radiactividad correspondiente al PIP, a partir del ensayo anterior. *p < 0.040,

***n < 0.0001 comparando los experimentales vs. su respectivo valor control.

Si analizamos las Fig. 46A y 47 veremos que en presencia de DPG, mientras
gue el NaF y el GTPgS incrementan la sintesis de PA, la marcacién de PIP,

disminuye. Sin embargo, en presencia de SAG, el NaF y el GTPgS
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incrementan la sintesis de PA pero la marcaciéon de PIP, permanece

constante (Fig. 46A y 47). Es interesante mencionar que el PIP muestra un
comportamiento similar (dato no presentado).

A partir de éstos resultados se podria concluir que el efecto directo de NaF
y GTPgS sobre la DAGK estd relacionado, posiblemente a través de la
participacion de una proteina G.

También se podria sugerir que la sintesis de 18:0-20:4-PA, estd relacionada
con la resintesis de los PPIs.

Teniendo en cuenta que el PIP, es un potente inhibidor de la DAGKe, se
podria especular que la disminucion en los niveles de PIP, a través de la
activacion de la PI-PLC por mediacién de una proteina G, podria regular
positivamente la formacién de PA a través de la DAGKe.

Dado que hemos demostrado que la insulina activa la PI-PLC (apartado
7.4.1), la hipo6tesis de trabajo es que esta accién podria desencadenar la
activacion de la actividad DAGKe.

Se evaludo entonces el efecto simultdaneo del NaF y de la insulina, en
presencia de Vto.

Como podemos observar en la Fig. 48, la insulina en presencia de vanadato
aumenta la formacion de PA a partir de ambos sustratos como también la
marcacién de los polifosfoinositidos (PIP+PIP,). El NaF provoca un aumento
adicional al estimulo de la insulina en la formacién de PA a partir de ambos
sustratos, sin embargo reduce dréasticamente los niveles de PPIs.

Si observamos la Fig. 47, se puede advertir que en ausencia de Ins+Vto, el
GTPgS y en especial el NaF, parecen favorecer la resintesis de PIP, cuando
SAG es el precursor. En éste tipo de ensayo se obtiene una resultante que

es el producto de la hidrélisis y la refosforilacion de los fosfoinositidos.




Fig. 48- Efecto del NaF en presencia de Ins+Vto

Se utilizaron 250 uM de DPG o SAG en presencia de 0,1 % de DMSO y 500 uM de ATP-[g-
32P], 3 pCi/muestra. Las concentraciones utilizadas de Ins, Vto y NaF fueron como en el
caso anterior. El tiempo de reaccién fue medido a partir del agregado de las membranas
sinaptosomales, seguido de 15 segundos de sonicacién e inmediato agregado de la
insulina o de la BSA en el caso de los basales. El ensayo se realizé a 37°C y el tiempo de
incubacién fue de 5 min.

Cada condicién se ensayé por triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA 6
PIP+PIP, formados por mg proteina x 5 min frente a su respectiva condicién basal (100%)

+ SD. *p< 0.050, **p< 0.005, ***p< 0.0001 para Ins+Vto vs. Basal y ""p< 0.005, **p<

0.0005 para Ins+Vto+NaF vs. Ins+Vto.

Sin embargo, en presencia de Ins+Vto que estimula a la PI-PLC y aumenta
en forma potente la resintesis (Fig. 48), la hormona no consigue revertir la
caida de la marcacion en los fosfoinositidos por accion del NaF, aun en el
caso de que SAG sea el precursor. A pesar de que la caida de la marca es
més notable cuando DPG es precursor de PA, la resultante entre la
fosforilacién e hidrélisis sigue siendo negativa cuando al efecto de Ins+Vto
se suma el de NaF.

Este hallazgo no se explica cuando se interpreta que el NaF s6lo ejerce sus
efectos a través de la activacion de proteinas G. Ha sido demostrado que en
cerebro de rata, en condiciones de estimulo de la PI-PLC por accion de

carbacol, el NaF inhibe la fosfatidilinositol quinasa (PIK) (Claro y col.,
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1990). Los autores sugieren que el NaF presenta un mecanismo dual,

activando a la fosfolipasa C a través de la activacion de ProtG por formacion
de fluoro aluminato, y mediante la inhibicibn de la fosforilacion de los
fosfoinositidos.

Nuestros datos indican que la insulina en presencia de vanadato, estimula la
hidrdélisis del PIP, a través de la activacion de la PI-PLC, pero también
aumenta la resintesis, evidenciada por el marcado aumento de los PPIs en
presencia de la hormona comparada con el control. Sin embargo, la
presencia del NaF inhibe la marcacién de los PPIs, probablemente a través
de los dos mecanismos mencionados, estimulando la hidrélisis del PIP, por
accion de la PI-PLC a través de la activacién de la proteina G (Cockcroft y
Taylor, 1987; Litosch, 1987) e inhibiendo la PIK, dando como resultado, una
marcada caida en los niveles de PPIls. Esto provoca una marcada reduccion
en los niveles de PIP,, lo que podria explicar un marcado aumento en la

actividad de la DAGKe a través de la desregulacién negativa de la isoforma.

7.6.5 - La isoforma épsilon de la DAGK est4d present e en las
preparaciones sinaptosomales de CC.

Los datos obtenidos sobre la preferencia de sustrato para la actividad DAGK
actuante sobre DAGs exdgenos y la ausencia de inhibicién en su actividad
por R59022 y R59949, nos llevaron a pensar que en los ensayos se
detectaba especialmente una actividad DAGK épsilon (Capitulo I).

Los estudios sobre la accién estimulatoria de la actividad DAGK, que ejerce
la insulina independiente del estimulo en la generaciobn de DAGs por
activacion de fosfolipasas (PI-PLC y PC-PLD) (Zulian y col., 2006),
realizados con DAGs exdgenos, evidencian que no so6lo el efecto sino su

regulacién, presentan similitudes, ya sea cuando se utiliza SAG o DPG. Esto
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nos lleva a suponer que el estimulo provocado por la hormona se ejerceria

sobre ésta isoforma que muestra una capacidad preferencial para
transformar SAG.

Dado ésta caracteristica particular, pero teniendo en cuenta que la DAGK
zeta (DAGKz) también es una isoforma insensible a los inhibidores
mencionados (R59022 y R59949), se analiz6 mediante inmunofluorescencia,
la presencia de la DAGKe y de la DAGKz en los sinaptosomas de CC de
ratas Wistar, siguiendo el procedimiento que se detall6 en Materiales y

Métodos, apartado 6.7.3.

Fig. 49- Microscopia de fluorescencia de sinaptosom as de CC marcados con anti-
DAGKe y anti-DAGK z

A) anti-DAGKe

B) anti-DAGKz

El tamafio y homogeneidad de las estructuras sinaptosomales,
aproximadamente de 1-1,2 nm, fue corroborado mediante la visualizacién

con transmision (Nomarski) (paneles derechos) y comparando los valores
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obtenidos por TEM (Fig. 36). Como se puede observar en la Fig. 49A, la

densidad de marca fluorescente es comparativamente mayor que en la Fig.
49B, sugiriendo que la DAGKe se encuentra en mayor proporcién que la
DAGKz en los sinaptosomas de CC. Las fotografias fueron obtenidas en
escalas similares (A: 14,43 um vy B: 13,65 pupm), conteniendo Ilas
suspensiones similar carga sinaptosomal.

También se pudo comprobar por analisis de western blot, la presencia de la
DAGKz, con un peso molecular de aprox. 110 KDa. El anticuerpo primario
para esta isoforma, fue diluido en una proporcién de 1:750 en solucion de
blogueo (leche descremada al 5%), tal como se detalla en Materiales y
Métodos, apartado 6.7.2. Se reveld la presencia de la proteina utilizando un
anticuerpo secundario frente a IgG de conejo (dil. 1:2000) conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP). También se pudo detectar la presencia de ésta
isoforma en membranas sinaptosomales de hipocampo de ratas adultas (Fig.

50).

Anti-DAGKz —»

CcC Hipocampo

Fig. 50- Western Blot de proteinas sinaptosomales d e CC y de hipocampo, marcados

con anti-DAGK z

%



En estudios realizados en nuestro laboratorio, se ha reportado que en los
sinaptosomas de CC de ratas seniles, hay un desbalance en las actividades
enzimaticas ligadas a la formacién de DAG y PA.

Se ha observado que la actividad de la DAGK se encuentra disminuida en
los animales seniles (Salvador y col., 2005), mientras que la via PLD/PAP2
se encuentra aumentada (Pasquare y col., 2001). Estos hallazgos sugirieron
gue en el envejecimiento habria una mayor disponibilidad de DAG.

Se ha demostrado ademds, que la insulina provoca un aumento en la
actividad de la PLD y de la DAGK, mientras que no modifica la actividad de
la PAP2, produciendo un aumento de los niveles de PA. Sin embargo, en los
animales seniles, la insulina no fue capaz de estimular la actividad de la
PLD, pero en cambio inhibi6 a la PAP2. Ademas, aunque en los animales
seniles se observdé una menor actividad de la DAGK, se mantuvo el estimulo
de la insulina, recuperando de ésta forma, los niveles de PA del adulto
(Salvador y col., 2005). Como resultado, la acciéon de la insulina promueve

una mayor disponibilidad de PA.
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En este Capitulo se presentan los resultados de los ensayos realizados a fin

de determinar la actividad de la DAGK en sinaptosomas de hipocampo,
utilizando DAG endbégeno y DAG exégeno de diferente composicidn,
comparando su actividad con los datos obtenidos de sinaptosomas de CC y
evaluando ademas la accion de la insulina. Estos estudios se realizaron
utilizando animales adultos y seniles, a fin de comparar la actividad de la
DAGK en las distintas condiciones y evaluando los efectos en el

envejecimiento.

7.7 - Cuantificacion de los DAGs en los sinaptosoma s de corteza
cerebral de ratas seniles

Para determinar si existia una mayor disponibilidad de DAGs en los

terminales sinapticos de animales seniles, se cuantificaron los DAGs de los

sinaptosomas de CC de ratas seniles de 28 meses y adultas de 4 meses.

Se utilizé cromatografia gaseosa para la cuantificacion de los metil-ésteres

de &cidos grasos (FAME), obtenidos por metandlisis de los DAGs, tal como

se detalla en Materiales y Métodos, apartado 6.4.

Del analisis de los FAME, se obtuvieron los resultados mostrados en la

Tabla V.

Como podemos observar en la tabla, el nivel de los DAG en los

sinaptosomas de CC de animales seniles, en condiciones basales, aumenta

en un 59%, respecto a los niveles en el adulto. Estos datos apoyan la

sugerencia realizada, sobre la base de un desbalance en las actividades

enzimaticas ligadas al control de los niveles de DAG y PA (Salvador y col.,

2005; Pasquare y col., 2001; Salvador y col., 2005).




Adultos Seniles
Especie nmol/mg prot
14:0 0,293 0,735
14:1 0,272 0,778
15:0 0,115 0,298
15:1 2,106 8,174
16:0 1,118 1,962
16:1 0,332 0,925
17:0 0,472 0,611
17:1 3,527 8,213
18:0 3,874 5,395
18:1 1,124 1,875
18:2 0,475 1,034
18:3 1,737 1,759
20:4 6,142 2,241
23:1 0,957 1,262
22:4 0,744 1,304
22:6 1,109 2,204
Total AG 24,398 38,770
Total DAG 12,199 19,385
Tabla V- Cuantificacion de los DAG de sinaptosomas de CC de animales adultos y

seniles.
Se analizaron los acidos grasos provenientes de los DAGs por cromatografia gaseosa tal

como se detall6 en Materiales y Métodos apartado 6.4.

7.8 - Actividad de la DAGK en los sinaptosomas de h ipocampo de
animales adultos y seniles

Los sinaptosomas de hipocampo utilizados en estos ensayos, fueron
obtenidos de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos, apartado
6.2.3. Se utilizaron para el estudio, ratas adultas de 4 meses y seniles de 28
meses de edad.

Como se observa en la figura 51, de manera similar a lo que ocurre en los
sinaptosomas de CC, en los sinaptosomas de hipocampo de ratas adultas la
actividad de la DAGK fue significativamente mayor en presencia de DPG y
mas aun en presencia de SAG cuando se la compara con la actividad sobre

DAGs endogenos.




Fig. 51- Actividad DAGK en sinaptosomas de CC e Hip ocampo de animales adultos

Se utilizaron DAG endoégeno, DPG o SAG (250 puM) en presencia de 50 mM de OG y 250
MM de ATP-[g-32P], 3 uCi/muestra. El tiempo de reaccion fue medido a partir del agregado
de las membranas sinaptosomales, seguido de 15 segundos de sonicacién. El ensayo se
realiz6 a 37°C y el tiempo de incubacién fue de 5 min. Cada condicién se ensay6 por
triplicado. **p< 0.002, ***p< 0.0003 comparando los valores obtenidos con DPG y SAG vs.

DAG endégeno para cada tejido ensayado.

Si se compara la actividad de la DAGK entre los animales adultos y seniles,
se puede observar que en los sinaptosomas de CC de ratas seniles en las
condiciones basales, la actividad de la enzima en presencia de DAG
enddégeno se encuentra disminuida con respecto a las adultas (Fig. 52). Esto
no se observa en los sinaptosomas de hipocampo. Los resultados,
representados como porcentajes respecto a la actividad obtenida en las
terminales sindpticas de animales adultos (100 % en cada caso), permiten
comparar el efecto del envejecimiento en la actividad DAGK sobre el

sustrato enddégeno y exégeno.




Fig. 52- Actividad DAGK en sinaptosomas de CC e hip ocampo de ratas adultas y
seniles

El ensayo se realiz6 en las mismas condiciones que para la Fig. 51, empleando
sinaptosomas de corteza cerebral e hipocampo de ratas adultas de 4 meses y seniles de
24-28 meses. Cada condiciébn se ensayd por triplicado. Los resultados expresan el
porcentaje de PA formado por mg proteina x 5 min frente a su respectivo valor en el
adulto (100%) + SD. *p< 0.02, **p< 0.007 comparando senil vs. adulto.

Se puede observar que la utilizacion de DPG es similar al valor de los
adultos, tanto en el hipocampo como en CC, mientras que por el contrario la
utilizacion de SAG se halla disminuida en animales seniles en
aproximadamente un 18%. Estos resultados son consistentes con los
observados por Salvador y col. (Salvador y col., 2005), ya que en aquellos
ensayos experimentales, se utilizaron como sustrato, los DAG-[°H]
provenientes de retinas bovinas, que poseen una gran proporcion de acidos
grasos insaturados en su composicion. (Tabla Il), comparables con los SAG

utilizados en esta oportunidad.

7.8.1 — Efecto de la insulina sobre la actividad de la DAGK en

sinaptosomas de hipocampo de animales adultos y sen iles
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Se evaludb el efecto de la insulina sobre la actividad de la DAGK medida en

los sinaptosomas de hipocampo de animales adultos, comparado con el

efecto producido por la hormona en los sinaptosomas de CC.

Fig. 53- Accidon de la insulina sobre la actividad de la DAGK en sinaptosomas de
hipocampo de ratas adultas

Se utilizaron DAG endoégeno, DPG o SAG (250 puM) en presencia de 50 mM de OG y 250
MM de ATP-[g-32P], 3 uCi/muestra. El tiempo de reaccion fue medido a partir del agregado
de las membranas sinaptosomales, seguido de 15 segundos de sonicacién e inmediato
agregado de la insulina (200 nM) o de la BSA en el caso de los basales. El ensayo se
realiz6 a 37°C y el tiempo de incubacién fue de 5 min. Cada condicién se ensay6 por
triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA formado por mg proteina x 5 min
frente a su respectiva condicion basal (100%) + SD. **p< 0.002, ***p< 0.0003 para insulina

vs. basal.

Como se puede observar, la insulina estimula aproximadamente 2 veces la
actividad de la DAGK de sinaptosomas de hipocampo, con respecto al basal
sin insulina, siendo el estimulo similar para la utilizacién de DAG enddgeno,
DPG o SAG.

Si se compara la accién de la insulina en sinaptosomas de hipocampo con
los de CC (Fig. 54), se observa que la activacion de la DAGK por la hormona
a partir de DPG es similar en CC e hipocampo. Sin embargo, en presencia

de SAG, la activacion de la DAGK por la insulina es significativamente
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superior en hipocampo respecto a CC, siendo el estimulo de insulina de un

65% en CC y de un 175% en hipocampo (Fig. 54).

Fig. 54- Actividad de la DAGK en sinaptosomas de hi pocampo y CC de ratas adultas.
Efecto de la insulina.

Las condiciones del ensayo fueron como en la Fig. 53. Cada condicion se ensayd6 por
triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA formado por mg proteina x 5 min
frente a su respectivo valor basal (100%) + SD. ***p < 0.0001 comparando Insulina vs.
Basal para CC 6 Hip y "**p< 0.0001 comparando Hip vs. CC en la condicion Insulina.

Cuando se compara la actividad de la DAGK de los sinaptosomas de
hipocampo de los animales seniles respecto a la de adultos, se observa que
la insulina estimula significativamente la actividad de la DAGK con respecto
al basal sin la hormona, tanto a partir de DAGs enddgenos, como en
presencia de DPG o de SAG, aunque se observa un menor estimulo cuando
el DPG es utilizado como sustrato (Fig. 55).

En la figura 56 se presentan, en forma comparativa, los datos obtenidos de
sinaptosomas de los animales adultos de la Fig. 54 (barras rayadas
superpuestas) con los datos obtenidos en los animales seniles, a fin de
destacar la accién de la insulina sobre la actividad DAGK en presencia de

DAGs exdgenos.




Fig. 55- Accion de la insulina sobre la actividad d e la DAGK en sinaptosomas de
hipocampo de ratas seniles

Las condiciones del ensayo fueron como en la Fig. 53 pero ensayando la actividad de la
DAGK en sinaptosomas de hipocampo de ratas seniles de 24-28 meses. El ensayo se
realizé a 37°C y el tiempo de incubacion fue de 5 min. Cada condicion se ensay6 por
triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA formado por mg proteina x 5 min
frente a su respectivo basal (100%) £+ SD. ***p < 0.0001 para Insulina vs. Basal.

Cuando comparamos el efecto de la hormona en Hip y en CC, pudimos
observar que en los sinaptosomas de hipocampo de animales seniles, la
insulina estimula la formacion de PA a partir de DPG en el mismo orden que
en los adultos, mientras que se observa una leve disminuciéon en la CC. En
cambio cuando el PA provenia de SAG, el estimulo de la insulina en
animales seniles fue muy superior al de los adultos en ambas preparaciones,

conservando asi mismo el mayor efecto estimulatorio en el hipocampo.




Fig. 56- Actividad de la DAGK en sinaptosomas de hi pocampo y CC de ratas seniles.
Efecto de la insulina.

Se representan los valores de PA obtenidos a partir de los ensayos realizados en
animales seniles, superponiendo con barras rayadas el valor obtenido a partir de los
adultos y representados en la Fig. 54. Las condiciones del ensayo fueron como en la Fig.
53. Cada condicion se ensay6 por triplicado. Los resultados expresan el porcentaje de PA
formado por mg proteina x 5 min frente a su respectivo valor basal (100%) + SD. ***p<
0.0001 comparando Insulina vs. Basal para CC 6 Hip. “p<0.001 y **p< 0.0001 comparando

Hip vs. CC en la condicién Insulina.
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En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se demostré que la
insulina regula vias de transduccién de sefiales en el SNC, que involucran
moléculas lipidicas (Salvador y col., 2005) y que ademas, son afectadas por
el proceso de envejecimiento normal.

En el presente trabajo de tesis se presentaron los resultados y la
interpretacion de diferentes experiencias realizadas para entender uno de
los mecanismos moleculares involucrados en la via de sefalizaciéon de la
insulina en el SNC. Se abordd, especificamente, la accion de la insulina
como activadora de la formacién de acido fosfatidico a través del estimulo
de la actividad DAGK, evaluando también a la misma en un modelo de
envejecimiento normal.

Se utiliz6 como modelo experimental a los sinaptosomas purificados de CC e
hipocampo de rata, de animales adultos y seniles. Esta preparacién
enriquecida en terminales pre-sindpticos resellados, es representativa de la
porcion neuronal rica en contactos sinapticos que almacenan los
neurotransmisores, componente basico de la neurotransmisién y de la
comunicacién intercelular.

La insulina y el Rl se encuentran distribuidos en areas especificas del
cerebro, donde ejercen diferentes funciones. En los procesos
neurodegenerativos como ser en el envejecimiento, se ha sugerido que se
produce una desregulacién de la sefial de la insulina, principalmente en
regiones asociadas con el aprendizaje y la memoria, como son las regiones
de la CC y del hipocampo (Zhao y col., 2004). Por tal motivo, en el presente
trabajo de tesis, se evalu6é el rol de la insulina especificamente en

sinaptosomas de éstas regiones.

%
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Se demostré que la insulina estimula la formacién de PA, incrementando la
actividad de la DAGK sinaptosomal (Fig. 25) y que la activacién de la DAGK
se lleva a cabo a través de dos mecanismos:

1) incrementando los niveles de DAG en la membrana plasmética a partir del
estimulo de fosfolipasas, lo cual resulta en un incremento en la accion de la
DAGK, efecto dependiente de fosfolipasas (EDF)

2) estimulando la DAGK en forma directa e independiente de la generacién
de DAGs en la membrana, efecto independiente de fosfolipasas (EIF).

En una primera etapa se debié encontrar las mejores condiciones
experimentales para evaluar la actividad de la DAGK, tanto a partir del DAG
endogenos, necesario para el analisis del mecanismo de activacién por EDF,
como también a partir de DAG exdégenos, enfoque metodoldgico
implementado para entender la accién denominada EIF.

La DAGK, que presenta 10 isoformas, utiliza como sustrato al diacilglicerol,
un lipido neutro de baja solubilidad en medios acuosos y como co-sustrato
al ATP. El estudio de ésta actividad en las preparaciones sinaptosomales se
realiz6 con sustratos radiomarcados, como ATP-[g-*?P], empleando DAG
enddgenos y exdgenos 6 DAG-[?H] en presencia de ATP.

Es conocida la dependencia de la actividad DAGK por fosfolipidos 6 detergentes
(Epand y Topham, 2007; Fanani y col., 2004). Estos hallazgos, que se han
determinado incluso con enzimas purificadas, han permitido demostrar cierta
selectividad de las diferentes isoformas por determinados detergentes.

Por estas razones, en una primera etapa, fue necesario estudiar la actividad de
la DAGK sinaptosomal, utilizando distintos detergentes, como agente
vehiculizador del lipido y potencial activador de la enzima.

Dado que el principal interés de esta tesis era evaluar la participacién de la

DAGK en la accion de la insulina en este sistema membranoso complejo, el
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primer objetivo fue 1) descartar el empleo de aquellos detergentes que
inhibieran o estimularan excesivamente alguna isoforma; 2) evitar aquellos
detergentes que estimularan actividades hidroliticas sobre el sustrato
lipidico.

En base a los resultados obtenidos, en este trabajo de tesis (Capitulo I), los
detergentes de eleccién fueron el OG y el DMSO. Con el uso de micelas de
DAG-DOC, se observé muy baja actividad enziméatica. El DOC que es un
detergente ampliamente utilizado para medir la actividad DAGK, presenta
una marcada actividad para isoformas citosélicas del tipo |, de importante
presencia en cerebro (Merida y col., 2008). Por el contrario, la DAGKe
(isoforma de membrana), muestra una baja actividad en este sistema micelar
(Walsh y col., 1994). Estos autores muestran también que mientras el Triton
X-100 es selectivo para medir la actividad de esta isoforma, con el OG no se
observa una estricta selectividad hacia isoformas membranosas.

Por estos motivos el OG resulté un detergente muy conveniente para medir
la actividad DAGK, en especial cuando se estudiaron sus caracteristicas
cinéticas.

El DMSO fue otro de los detergentes elegido dado que en micelas formadas
con éste detergente prevalecio la actividad quindsica y no la lipasica frente
a la utilizacion de DAGs exogenos (Fig. 12). Ademdas, es ampliamente
utilizado para disolver agentes poco solubles, siendo conveniente su uso
para estudiar la regulacién de la actividad DAGK. Existe amplia bibliografia
relacionada con su empleo en la vehiculizacién de agentes en células en
cultivo. Otra ventaja que encontramos para utilizar al DMSO, como agente
detersivo, fue que en estos ensayos utilizando ATP-[g-*’P] se pudo medir
simultaneamente la fosforilacion de lipidos de inositol, mientras que en los

ensayos utilizando OG, por alguna razén aun no determinada, la marcacién
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de los PPIls fue indetectable, lo que podria sugerir una inhibicién de las
guinasas de fosfoinositidos por OG.

También en el capitulo I, mostramos los resultados obtenidos para estudiar
los pardmetros cinéticos aparentes de la actividad enzimatica en
sinaptosomas de CC de rata. Este andlisis se hizo utilizando los DAGs
endoégenos como también DAGs exdgenos de diferente composicion en
acidos grasos.

Solo una de las diez isoformas de las DAGK (DAGKe) presenta preferencia
por diacilglicéridos que contienen araquidonato en posicion 2, ya que las
nueve restantes son capaces de transformar idénticamente DAGs de
composicion en acilos saturados y de corta cadena (di-10:0) 6
poliinsaturados. Para el estudio se analizaron los pardmetros cinéticos
aparentes para DAGK frente al DPG, como representante de DAGs
saturados y frente al SAG, que contiene araquidonato en posicion 2.

Los resultados obtenidos indicaron que, en las condiciones de ensayo
elegidas y utilizando OG o DMSO como detergente, las preparaciones
sinaptosomales de CC de rata presentaron una notoria avidez para fosforilar
al SAG frente a su capacidad para transformar al DPG. Los valores de Vmax
para SAG superaron en 9 veces el valor obtenido con DPG. Si comparamos
los valores de Km aparente para la actividad DAGK revelaron mayor afinidad
por DPG y menor afinidad por ATP en presencia de DPG.

Estudios recientes sobre la DAGK e y z indicarian que, aunque la segunda
también utiliza el DAG conteniendo araquidonato en posicién 2, esta
isoforma también fosforila al 1,2-dioleoilglicerol (DOG) (Thirugnanam y col.,
2001). Los resultados obtenidos en sinaptosomas expuestos a micelas de

DOG-0OG indicaron que la DAGK mantiene preferencia por SAG (Fig. 23).
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También se podria sugerir que las propiedades fisicas diferenciales de la
micela conformada por lipidos con distinto grado de saturacién en sus
acilos, serian las responsables de provocar la preferente actividad de la
DAGK sobre SAG. Sin embargo, la presencia de SAG en las micelas de
DPG, no favorecieron la actividad sobre DPG. De los resultados obtenidos
cuando se utilizaron ambos sustratos, se podria interpretar también que la
preferencia en la transformacion del SAG respecto a DPG tampoco es
consecuencia de un efecto regulatorio positivo del DAG insaturado sobre
isoformas insensibles a la composicién del sustrato.

Estos resultados sugirieron que, a pesar de haber supuesto que la actividad
representaria un promedio de las diferentes isoformas presentes, en estas
condiciones se privilegié la medida de la actividad DAGKe. Se ha reportado
recientemente que la preferencia de sustrato es wuna caracteristica
importante y distintiva para la DAGKe, que no es consecuencia de una
diferencia en las propiedades fisicas del lipido en la membrana, sino que se
relaciona a la interaccién especifica del aragquidonato en el sitio activo de la
enzima (Thirugnanam y col., 2001).

En cuanto a los estudios cinéticos, realizados en l|las membranas
sinaptosomales expuestas a las micelas de DAG-detergente, si bien es un
sistema complejo para establecer parAmetros enzimaticos, fueron disefiados
por considerarlos especialmente necesarios para poder utilizar las
concentraciones adecuadas de ambos sustratos ATP y DAG (DPG y SAG),
evitando que alguna de ellas fuera una concentracién saturante para la
enzima. Este aspecto debe ser tenido en cuenta ya que la evidencia de la
actividad de esta isoforma radica en la diferente avidez por SAG. El empleo
de una concentracion de un tipo de DAG que fuera saturante para la enzima,

podria inducir a evaluar erroneamente los resultados.
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Las concentraciones utilizadas fueron de 250 uM o 500 uM de ATP, ambas
concentraciones no saturantes y 250 pM de DAG, siendo ésta una
concentracion no saturante para ambos DAGs utilizados. Por otra parte, esta
concentracidén representa aproximadamente 10 veces el valor endégeno, lo
gue asegura que la produccion de DAGs por actividad fosfolipasica no
influye en el contenido ni el la composiciéon del sustrato.

En el capitulo Il se presentaron los resultados obtenidos cuando se estudio
la accién de la insulina sobre la actividad DAGK de sinaptosomas de CC.

Se pudo observar que el aumento en la formacion de PA por accion de la
insulina, estd asociado a la activacion de la DAGK, como puede deducirse
del empleo del inhibidor de la DAGK, el R59022 (Fig. 26). Llamativamente,
en presencia de este inhibidor, se observd un fuerte aumento en los niveles
de PIP, en presencia de la hormona (Fig. 27), lo que podria sugerir una
correlacién inversa entre la formacion del PA y el PIP,.

Una estrategia que permite indirectamente evaluar el aporte de las
diferentes vias fosfolipasicas, que producen directa o indirectamente DAGs,
es el empleo de inhibidores especificos.

En los experimentos realizados con neomicina como inhibidor de la PI-PLC
pudo demostrarse una inhibicibn de esta fosfolipasa, observado por el
aumento en los niveles de fosforilacion de PIP, (Fig. 28), y una disminucién
en la sintesis de PA. Este efecto sé6lo fue significativo en presencia de
vanadato (Fig. 29), cuando el estimulo de insulina duplicé la formacion de
PA, indicando que la generacién de DAGs a partir de la hidrdlisis de los PIP,
por la PI-PLC es mediado por un mecanismo potenciado por la fosforilacion
en residuos de tirosina.

La presencia de vanadato en el medio, que favorece la accion hormonal

protegiendo la fosforilacion en tirosina por la via tirosina quinasas, permitio




&

observar el efecto inhibitorio que neomicina llevaba a cabo sobre la
estimulacién que ejercia la insulina en la formacién de PA (Fig. 29).

La activacién de una PI-PLC por la insulina fue comprobada mediante un
ensayo de pulso y demarcacion cuyos resultados se presentaron en la Fig.
30. Alli se puede observar que la activacion de la PI-PLC, evaluada a través
de la marcacion de PIP, cuando en el medio se diluye el precursor
radiactivo, presenta una rdpida caida que es maxima a los 2 minutos de la
exposicion a la hormona, lo cual indicaria que el PIP, esta siendo
hidrolizado por accion de la PI-PLC, generando DAG e IP3; en un mecanismo
disparado por la insulina.

Esquematizando, se podria resumir que el mecanismo de activacién de la
DAGK por la insulina, producido como consecuencia del aumento de sustrato
y a partir de los DAGs generados a partir de la via PI-PLC en sinaptosomas

podria ser el siguiente:

La participacién de una PLCg en este efecto surge como consecuencia del
conocido efecto que ejercen las hormonas que actiuan por la via de RTK, tal
como EGF y PDGF, activando a esta isoforma de la PI-PLC a través de la
fosforilacién en tirosina (Nelson y col., 2008; Schmidt y col., 2000). También
cuando se protegid el estado fosforilado en tirosina se pudo observar la

mediacion de PI-PLC (Fig. 29).
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Aunque este tipo de mecanismo transductor no ha sido muy documentado
para la accién de la insulina, se ha reportado que en adipocitos esta
hormona, a través de PI3K, activaria a la PI-PLCg (Eichhorn y col., 2001). Si
bien en nuestro sistema experimental (sinaptosomas de CC) ha sido
demostrada la activacion de la via PI3K-Akt por la insulina (Uranga y col.,
2007), las experiencias realizadas para evidenciar la mediacion de esta via
en la formacion de PA activada por la hormona fueron negativos (Fig. 45).
Por otra parte, un mecanismo de transduccién de sefal con activacién de PI-
PLCb ha sido demostrado para la accion de interleuquina la y para el factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), que ejercerian este efecto a
nivel nuclear (Faenza y col., 2005; Marmiroli y col., 1994). IGF-1, ejerceria
los efectos mitogénicos a nivel nuclear a través de la activacion de la PKCa
y en el cierre de la sefial participaria una DAGK nuclear (Martelli y col.,
2000).

Si bien la mediacion de la isoforma beta de la PI-PLC, implicaria la
participacion de una proteina G, los resultados obtenidos en el modelo de
activacion de DAGK sobre DAGs exdgenos, muestran que su activacién por
proteina G activada (GTPgS y NaF) parece estar relacionada fuertemente
con la via de transduccion de la insulina. Hasta el momento, sobre la base
de los resultados presentados en esta tesis, no se puede asegurar ni
descartar, la participacién de una isoforma beta de PI-PLC en la activacién
de la DAGK por la generacion del sustrato DAG.

En los experimentos en presencia de etanol, como agente activador de la
sintesis de fosfatidiletanol a partir de PA, o en presencia del inhibidor de la
PAP2, el DL-Propranolol, se pudo observar una inhibicion en la formacion de

PA tanto a nivel basal, como también luego del estimulo hormonal,
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sugiriendo que la via PC-PLD/PAP2 se encuentra up-stream a la activacion
de la DAGK por la insulina (Fig. 31). Ademas, en los ensayos realizados con
DAG-[*H] en ausencia y en presencia del DL-Propranolol, se pudo descartar
gue la droga afecte de manera directa la actividad de la DAGK (Fig. 32).
Estos datos concuerdan con estudios previos realizados en nuestro
laboratorio, en donde se demostrd, a partir de PC radiactiva, que la insulina
ejerce un efecto estimulatorio en la actividad de la PC-PLD a los 5 minutos
de exposicion a la hormona (Salvador y col., 2005).

Los resultados presentados en las figuras 33 y 34, permitieron demostrar
que la formacién de PA esta regulada por la actividad de la PKC, y que el
estimulo de la insulina en la formacién de PA estd ligado a la accién de
PKC. Recientemente, ha sido reportado que la PKC esté involucrada en los
procesos de plasticidad sindptica, aprendizaje y memoria, ya que fosforila
los sustratos del receptor de la insulina (IRS), necesario para la
sefializacién hormonal. La insulina puede activar la via de sefalizacion de
PKC, a través del estimulo de PLCg, activable por fosforilacion en tirosina,
Erk 1/2 MAP quinasa y Src (Nelson y col., 2008).

Los datos en la Fig. 34, indicaron que la accién de la hormona regula la
activacion de la DAGK, a través de un mecanismo de fosforilacion mediado
por PKC. Por lo tanto, podria suponerse que el mecanismo de activacion
hormonal, que origina la autofosforilacién del receptor en tirosinas,
comenzaria con la activacion de la PLCg, dando como productos DAG + IP3,
estimulando a la PKC. Esta estimula a la PLD (Morash y col., 2000)
generando el DAG a través de la via PLD/PAP2, resultando en un aumento
de PA a partir de la accion de la DAGK, tal como se deduce del empleo de

los inhibidores de la via (apartado 7.4.2).




&

Esquematizando, se podria resumir que el mecanismo de activacién de la
DAGK por la insulina, producido como consecuencia del aumento de sustrato
y a partir de los DAGs generados a partir de la via PLD/PAP2 es el

siguiente:

En concordancia con los resultados presentados en esta tesis, nuestro grupo
de trabajo ha reportado que, en sinaptosomas de CC de rata, la insulina
estimula la actividad PC-PLD, dependiente de PIP, (Salvador y col., 2005).
En nuestro grupo de trabajo, también ha sido demostrada la co-existencia de
dos fosfolipasas actuantes sobre PC, la PC-PLD y la PC-PLC, en terminales
sinapticos (Mateos y col., 2006). Ha sido reportado que el DAG proveniente
de la via PC-PLC y PC-PLD representa un 75% y un 25% del total de DAG
proveniente de la hidrélisis de PC, respectivamente. Esto sugirié que la
insulina podria activar también a la via de PC-PLC, utilizando el inhibidor
especifico de la PC-PLC, el D609, en presencia de la insulina, no se
modificé la activacion de la DAGK por la hormona (Fig. 35), indicando que
en el mecanismo de activacion de la DAGK por la insulina, la via de
formacién de DAG a partir de la PC-PLC no estaria involucrada.

Estos resultados indicaron que la insulina estimula la actividad de la DAGK

como consecuencia del aumento en los niveles de DAG, generados a partir

$
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de las vias PI-PLC y PLD/PAP2, pudiendo ser un mecanismo por el cual se
recuperan los niveles de PA. Dado el rol del DAG como mensajero, la
activacion de la DAGK puede corresponderse con un mecanismo de control
negativo que promueve un cierre de sefial. Sin embargo no se puede
descartar que el PA formado cumpla, a su vez, con el rol de mensajero
(Divecha y Irvine, 1995; Exton, 1994b; Exton, 1997; Jenkins y col., 1994;
Knauss y col., 1990). Por otra parte, esta activacion podria significar la
recuperacion de los niveles de PIP,, a través del inicio de un mecanismo de
resintesis.

Llamativamente, éste mecanismo de recuperacion del PA por accién de la
insulina, es reforzado por un mecanismo de activacién directa de la DAGK
ejercido por la hormona. Esto quedd6 en evidencia cuando, ofertando DAGs
exégenos, lo que evita la modificacién en la concentracion del sustrato por
la activacion de las fosfolipasas, la insulina aun estimulé la formacién de
PA.

Los resultados de las experiencias realizadas con sustratos exégenos (DPG
y SAG), indicaron que la insulina estimuldé la transformacion de ambos
sustratos en forma similar (Fig. 40), aunque manteniendo una mayor avidéz
por la utilizacion de SAG. Se podria especular que la insulina ejerce un
estimulo sobre la isoforma épsilon de la DAGK, especialmente porque la
diferente avidez por DPG o SAG se mantiene en circunstancia de activacion.
Esto se deduce no solo por la preferencia en la transformacion del sustrato
SAG, sino también por la ausencia de inhibicién por los inhibidores R59022
y R59949. Ambos son potentes inhibidores de Ilas isoformas calcio-
dependientes presentes en cerebro, pero no afectan a la isoforma

representante del tipo Ill, DAGKe, que es insensible (Jiang y col., 2000).

Dado que la DAGKz, isoforma del tipo IV, también es insensible a éstos

%
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inhibidores y presenta cierta preferencia por sustratos insaturados, no se
podia asegurar “a priori” la prevalencia de la isoforma épsilon.

Esto de pudo demostrar a través del empleo de MF mediante anticuerpos
secundarios contra anti-DAGKe y anti-DAGKz marcados con FITC, que en
las preparaciones de CC habria un enriquecimiento marcado de la DAGKe
(Fig. 49).

Ademdés, la DAGKz muestra mayor avidez en transformar DOG con respecto
a SAG (Thirugnanam y col., 2001). Por el contrario, en nuestras
preparaciones pudimos demostrar (Fig. 23), que el SAG es utilizado
preferentemente con respecto a DOG y DPG. Aunque también hemos
probado la presencia de DAGKz (Fig. 49 y 50), estos resultados confirman la
hipotesis de que la actividad enzimatica medida en nuestras condiciones de
ensayo es la DAGKe, actuando con distinta avidez por DPG o SAG.

La similitud en la distribuciéon de la actividad en las distintas fracciones
subcelulares con uno u otro sustrato, apoyaria también ésta hipotesis (Fig.
24). A su vez, la localizacion subcelular hallada (SPMit) se corresponde con
los datos de literatura que indican un enriquecimiento en el reticulo
endopldsmico (Goto y «col.,, 2008). EI contenido minoritario de RE
intrasinaptosomal (observacion por TEM), asi como la sefial positiva
obtenida con anticuerpos anti-DAGKe (MF) explican que el escaso
porcentaje hallado en la fraccién sinaptosomal se deberia a la localizacion
en el reticulo endoplasmico intrasinaptosomal.

Ha sido reportado que los ratones deficientes en DAGKe son mas resistentes
a shocks electroconvulsivos, observandose ademds, una menor activaciéon
del ciclo de los fosfoinositidos y se ha sugerido que esta isoforma podria

participar en la actividad sindptica y la plasticidad neuronal (Rodriguez de
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Turco y col., 2001). Los datos que estos autores obtienen con respecto a la
composicion de fosfoinositidos al comparar contra ratones DAGKe +/+,
indicarian una deficiencia en el aporte de especies con araquidonato, lo que
involucra a esta isoforma en la resintesis de los fosfoinositidos.

Esta sugerencia ha sido reiteradamente realizada en las diferentes
revisiones sobre las isoformas de la DAGK, (Dicu y col., 2007; Goto y col.,
2008; Pettitt y Wakelam, 1999) especialmente motivada en 1) la preferencia
de sustrato SAG que generaria un PA rico en 18:0-20:4; 2) en la localizacién
subcelular de la enzima, que posicionaria al fosfatidato para ser sustrato de
la CDS y 3) en la preferencia que tiene, al menos una de las isoformas de
CDS por especies 18:0-20:4 de PA.

En este trabajo de tesis también se evaluaron algunos posibles reguladores
gue participarian en el mecanismo de activacion de la DAGK por insulina,
independientemente del aumento de DAG en la membrana por accién de
fosfolipasas activadas por la hormona, efecto que denominamos EIF.

Se pudo demostrar que éste mecanismo de activacién por la insulina (EIF),
es dependiente de la fosforilacion en tirosina (Fig. 41). El EDF, a través de
la activacién de PI-PLC, también requiere la fosforilacion en residuos de
tirosina (Fig. 29). Ademas, la activacién de PC-PLD por la insulina, medida a
través del sustrato especifico y en presencia de su activador PIP,, solo se
observa en presencia de vanadato (Salvador y col., 2005).

En este trabajo de tesis se ha demostrado que el NaF incrementd el
estimulo de la insulina a partir de SAG o DPG, en el mismo orden (inserto
en Fig. 42). El NaF es un clasico inhibidor general de Ser/Treo fosfatasas
(Shenolikar y Nairn, 1991) y podria interpretarse que la desfosforilacién a
través de Ser/Treo fosfatasas esta involucrada en la accion denominada EIF.

Sin embargo, la participacion de PP1, PP2A y PP2B, en el mecanismo de
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activacion de DAGK por accién de la insulina fue descartado al utilizar los
inhibidores selectivos, el acido okadaico y la ciclosporina A, quienes no
incrementaron el efecto estimulatorio de insulina (Fig. 44).

Se puede también especular, que el NaF actuaria como un inhibidor de
Ser/Treo-fosfatasas, actuantes selectivamente sobre proteinas fosforiladas
por la proteina quinasa B (Akt), que a su vez es activada por la insulina a
través de la activacion de la PI3K. Sin embargo, utilizando el inhibidor
selectivo de la via, el LY294002, tanto en presencia de DPG o de SAG, no
se modific6 la activacion de la DAGK por la insulina (Fig. 45).

El NaF es ademd&s un activador de la proteina G, actuando a través de la
formacién de fluoro aluminato (AlF,), el que al poseer una estructura similar
al POy, interacciona con el GDP, mimetizando la accion del GTP (Bigay y
col., 1985). Se podria especular entonces que el NaF activaria la via PI-
PLC, mediada por la activacién de la proteina G. Ademé@s, ha sido reportado
gue los receptores de insulina aislados de membrana plasméatica de células
grasas humanas, son regulados a través de la proteina G, siendo el RI,
estimulado por GTPgS e inhibido por GDPbS y toxina pertussis (Kreuzer y
col., 2004). También han reportado que la activacién de la proteina G por
GTPgS induce un incremento de 5 veces en la autofosforilacion del RI
respecto a los niveles basales, y de 3 veces respecto a la autofosforilacion
inducida por la insulina.

Esta alternativa fue entonces explorada experimentalmente y los resultados
se mostraron en la Fig. 45, donde se pudo observar que en presencia de
DPG o SAG, el NaF y el GTPgS, aumentan la sintesis de PA en ausencia del
estimulo de la insulina, pero no producen ésta activacién si se los agrega

luego de estimulo hormonal. Esto parece indicar que la activacién de la
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DAGK por accién de los activadores de proteina G no se ejerceria a través
de un mecanismo de transduccién de sefial independiente a la via
transductora de la insulina (como podria ser la activacion de alguna via
ligada receptores 7M), ya que el efecto no se potencia luego del estimulo
hormonal.

Ademdés, se pudo observar que en ausencia del estimulo hormonal, mientras
el NaF y el GTPgS incrementaron la sintesis de PA a partir de DPG (Fig.
46A), la marcacion de PIP, disminuyd (Fig. 47). Sin embargo, en presencia
de SAG, aunque el NaF y el GTPgS incrementaron la sintesis de PA, la
marcacién de los PIP, permanecié invariable (Fig. 47). Estos resultados
sugieren que al producirse la hidrélisis de los PIP,, a través de la activacion
de la PI-PLC, aumentaria la actividad de la DAGKe (que es inhibida por
PIP,), provocando un aumento en los niveles de PA, tanto a partir de DPG
como a partir de SAG, ya que aunque preferentemente utiliza el SAG,
también actia sobre otros DAGs. La desaparicién de su regulador negativo
induciria la activacion de la enzima.

Solo el 18:0-20:4 PA, podria ser utilizado directamente para la resintesis de
los Pl y la ulterior fosforilacion de PIP y PIP,, manteniendo los niveles de
éste lipido, aun en presencia de NaF y GTPgS quienes activarian a PI-PLC.
Por el contrario, en presencia de DPG, donde se propicia la formacion de di-
16:0 PA, la marcacion de los PIP, disminuye ante la presencia de éstos
agentes que inducen su hidrdlisis.

Esta modulacién de la actividad DAGK por parte de activadores de proteinas
G, mediado por PI-PLC o por una autofosforilacion del Rl (Kreuzer y col.,
2004; Schmidt y col., 2000), fue entonces analizada en presencia de la

insulina.
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Cuando se evalud el efecto del NaF en presencia de la insulina, se pudo
observar (Fig. 48) que la accién hormonal aument6é la formacién de PA a
partir de ambos sustratos como también la marcacion de los
polifosfoinositidos (PIP+PIP;). Sin embargo, aunque el NaF provocdé un
aumento adicional al estimulo de la insulina en la formacién de PA, redujo
significativamente los niveles de PPls tanto en presencia de DPG como de
SAG.

Estos resultados indicarian que a la accion de la hidrdélisis del PIP,, a través
de la activacion de la PI-PLC que ejerce la insulina y demostrada en este
trabajo de tesis, se le suma un aumento en la resintesis de los PPls, que se
traduce en una mayor fosforilacion, pero que se inhibe en presencia de NaF,
el que actuaria inhibiendo dicha resintesis. Ha sido reportado que en
cerebro de rata, en condiciones de estimulo de PI-PLC por accién de
carbacol, el NaF inhibe la fosfatidilinositol quinasa (PIK) (Claro y col.,
1990), al mismo tiempo que estimula la hidrélisis de los PIP, por accién de
la PI-PLC, por un mecanismo dependiente de la proteina G (Cockcroft y
Taylor, 1987; Litosch, 1987) dando como resultado, una marcada caida en
los niveles de PPIs.

La interpretacion de los resultados presentados permiten sugerir que esa
suma de efectos provoca una marcada reduccién en los niveles de PIP,, lo
gque a su vez, provoca como consecuencia un marcado aumento en la
actividad de la DAGKe.

Conclusion: Estos resultados sugieren que en los sinaptosomas de CC de
rata, la insulina ejerce un efecto estimulatorio en la actividad de la DAGK, a

través de dos mecanismos:
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1) la insulina provoca un aumento de los niveles de DAG a través de la
activacion de las vias PI-PLC y PLD/PAP2, que generan DAGs de
composicion insaturada y saturada,

2) la insulina provoca un estimulo de la DAGK, independiente de la
generacién de DAGs. Esta activacion responde a una isoforma en
particular, la DAGKe, que preferentemente utiliza SAG como sustrato.

La activacion de la PI-PLC, mediada por la accion de la insulina es un
mecanismo dependiente de proteina G, que actla removiendo al PIP,. La
remocion de los PIP,, inhibidor de la DAGKe, estimula selectivamente ésta
isoforma, la cual al generar mayoritariamente a un PA 18:0-20:4 participaria
en el inicio temprano de la resintesis de polifosfoinositidos. La posibilidad
de ser regulada negativamente por PIP,, podria también sugerir que la
activacion de la enzima seria transitoria, como también la reposicién de los
niveles de PIP,. Esta hipotesis puede explicar hallazgos previos que
indicaban que el efecto estimulatorio que ejerce la insulina sobre la DAGK,
es maximo a cortos periodos de incubacién (3-5 min) y se reduce hasta

anularse a los 30 min (Salvador y col., 2005).
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En el Capitulo Il se presentaron los resultados del estudio de la actividad
de la DAGK en sinaptosomas de CC y de hipocampo, evaluando los
mecanismos de activacion de la enzima por accion de la insulina, a fin de
comprender el rol de la DAGK en la via de la sefializacibn mediada por la
hormona en el envejecimiento normal del SNC.

Los resultados obtenidos al analizar el contenido de DAGs de sinaptosomas
de CC de animales seniles, comparandolos con los de animales adultos,
indicaron que el nivel de DAGs disponibles en estas membranas es mayor.
Este resultado coincide con una menor actividad de |la DAGK, hallada en
estas membranas cuando se utiliz6 como sustrato radiomarcado el DAG
proveniente de retina (exd6geno) (Salvador y col., 2005), ademas de
encontrarse aumentada la via PLD/PAP2 (Pasquare y col., 2001). En este
trabajo se sugeria que, como consecuencia de este desbalance metabélico,
podrian hallarse alterados dichos niveles.

La participacién del hipocampo en los procesos de memoria y aprendizaje y
el deterioro de los mismos en el envejecimiento, explican el interés en su
estudio. Cuando se analiz6 la actividad basal de la DAGK de sinaptosomas
de hipocampo de ratas adultas, se pudo demostrar que la DAGK en estas
membranas, al igual que en las de CC, utiliza avidamente el DAG de
composicion en acilos 18:0-20:4, siendo la formacién de PA a partir de DPG
y SAG de 16,887 y 70,613 pmol/ mg de prot x 5 min, respectivamente. Los
resultados indicaron que la capacidad de transformacién de DAGs exdégenos
respecto a los DAGs enddgenos, en los terminales sinapticos de hipocampo
fue ligeramente superior a lo hallado en CC. Sin embargo, esta
transformacién mantiene la preferencia en la utilizacion de SAG respecto a
DPG, sugiriendo que en estas condiciones se favorecié la medida de una

actividad DAGKe.
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Para estudiar el efecto del envejecimiento normal en la actividad de la
DAGK, se consider6 a la misma actuando sobre DAGs endégenos vy
exégenos (DPG y SAG). Se observdé que la actividad de la DAGK basal
(ausencia de insulina) en ausencia de DAGs ex0genos, se encontraba
disminuida en los sinaptosomas de CC de los animales seniles.
Llamativamente, esto no ocurrié en los sinaptosomas de hipocampo. Por otra
parte, tanto en los sinaptosomas de CC como en los de hipocampo, la
actividad DAGK basal de ratas seniles a partir de DAGs insaturados (SAG),
se hallé disminuida en relacién a las adultas, sin embargo la utilizacién de
DAGs saturados (DPG) fue similar al valor de los adultos, tanto en
hipocampo como en CC.

Estos datos indicarian un deterioro particular en la transformacion de DAGs
insaturados, coincidente con hallazgos previos donde se utilizaba como
sustrato de DAGK, a DAGs de composicion preferentemente insaturada
(Salvador y col., 2005).

Cuando se evalué la accién de la insulina en los sinaptosomas de animales
adultos, se encontré6 que la hormona estimula la actividad de la DAGK a
partir de DPG de la misma forma en CC e hipocampo. Sin embargo, en
presencia de SAG, el estimulo fue superior en hipocampo respecto a CC.

Ha sido reportado que en los cerebros de pacientes con la enfermedad de
Alzheimer (EA), se observan menores niveles de fosfoinositidos que en los
cerebros normales (Stokes y Hawthorne, 1987). En trabajos recientes
realizados en corteza prefrontal de cerebros de este tipo de pacientes (EA)
se demostro que aunque la expresion y actividad de la PI-PLC o Gqg/11 son
similares a los hallados en sujetos sanos, la activacion por GTPgS 0
carbacol produce una menor hidrélisis (Jope y col., 1994). En un modelo de

envejecimiento normal (ratas de 24-26 meses) ha sido reportada la
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reduccién en la hidrolisis de fosfoinositidos de CC e hipocampo, inducida
por la activacibn muscarinica, siendo atribuida al desacople de la via
transductora que involucra a la PI-PLC (Ayyagari y col., 1998). Un hallazgo
interesante, realizado en &reas especificas del hipocampo de ratas
envejecidas y con probado déficit cognitivo, indicaria una importante
reduccién en la resintesis de los fosfoinositidos, medida a través de la
incorporacion de [*H]-citidina en [*H]-CDP-DAG (Nicolle y col., 2001).

Dado el rol propuesto para DAGKe en la resintesis de los fosfoinositidos y
teniendo en cuenta la funcién de la insulina como un agente neuroprotector,
estos hallazgos sugieren que en el envejecimiento, la insulina produce una
potenciacion sobre la actividad de la DAGKe, probablemente por un
mecanismo de desregulacion negativa ejercida por los bajos niveles de PIP,,
favoreciendo asi una mayor actividad de ésta isoforma, resultando un
mecanismo compensatorio para la restauracion de los niveles de
fosfoinositidos.

Existen evidencias experimentales realizadas “in vivo”, en adultos humanos,
gue indican que en condiciones controladas de glucemia normal, la infusién
sistémica de insulina provoca un mejoramiento de actividades de memoria
verbal y atencién selectiva (Kern y col., 2001). Otras estrategias, como la
instilacion nasal del péptido, que evitan las modificaciones de los niveles de
glucosa o insulina en sangre periférica, han permitido detectar mejoras en
tareas cognitivas evocadas por estimulos auditivos (Kern y col., 1999).
Numerosas experiencias clinicas indican que pacientes seniles y enfermos
con EA, responden eficientemente a insulina con respecto a los efectos
benéficos de la hormona en el mejoramiento de tareas de memoria (Craft y

col., 1999; Craft y col., 2000).




&

Aunque hasta el momento no han sido esclarecidos los mecanismos precisos
gue implican comprender el rol de la insulina en el aprendizaje y la memoria,
como también su rol en la atenuacién de los efectos que producen los
desoOrdenes neurodegenerativos sobre estos procesos, este trabajo de tesis
aporta datos que podrian, en parte, esclarecer algunos aspectos
moleculares de la accién de la insulina a nivel cerebral y de su importancia
como modulador de sefiales que han sido deterioradas por el

envejecimiento.

En resumen:

1) La insulina a nivel sindptico y en animales adultos, desencadena una
secuencia de eventos tempranos, tirosina quinasa dependientes, que
se inician en la produccion de DAGs provenientes de fosfoinositidos y
fosfatidilcolina.

2) Dicha produccion es controlada a través de la formacion de acido
fosfatidico por la actividad DAGK, sirviendo este mecanismo para la
regulacién de los niveles de DAGs potenciales activadores de
proteinas con dominios C1.

3) Existe en terminales sindpticos de CC e hipocampo una actividad
DAGKe que promueve una activa transformacion de DAGs
provenientes de fosfoinositidos.

4) La insulina activa a dicha isoforma promoviendo la formacion de un PA
de composicién potencialmente apta para ser precursor directo de los
fosfoinositidos.

5) La activacion de esta isoforma por insulina podria desencadenarse por

activacion de una PI-PLC y disminucién de fosfoinositidos, acciones

%
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6)

7)

8)

también provocadas por la exposicion de los terminales sinapticos a
activadores de proteinas G.

En ausencia de la hormona la actividad DAGK actuante sobre SAG se
halla disminuida en los terminales sindpticos de CC e hipocampo de
animales seniles.

La accién de la insulina, respecto a la activacion de la DAGK vy a la
formacién de un PA potencialmente apto para ser precursor de
fosfoinositidos, se encuentra favorecido en hipocampo vy
particularmente en los animales seniles.

Este efecto de la hormona sobre la accion de la DAGKe podria ser un
mecanismo que resulta compensatorio en la regulacion de la
resintesis de los fosfoinositidos, explicando en parte el rol de la

insulina como agente neuroprotector.
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