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En los últ imos años, numerosos estudios han demostrado que la insulina, a 

través de la act ivación de su receptor en el s istema nervioso central (SNC), 

part ic ipa en importantes funciones relacionadas con la plast icidad neuronal,  

modulando la act ivación de cascadas de señalización intracelular.  

En trabajos previos real izados en nuestro laboratorio se demostró que la 

insul ina regula vías de transducción de señales l ipídicas en el SNC y que 

dichas vías se encuentran alteradas en el proceso de envejecimiento 

normal.  

En este trabajo de tesis se estudiaron los mecanismos de t ransducción de 

señales l ipídicas asociados a la vía de señalización de la insul ina en el SNC 

y su rol en el envejecimiento normal. En part icular, se evaluó la acción de la 

insul ina como act ivadora de la diaci lg l icerol quinasa (DAGK), enzima clave 

en la regulación de dos importantes mensajeros l ipídicos esenciales en la 

regulación de respuestas celulares como son el ácido fosfat ídico (PA) y el 

diaci lg l icerol (DAG).  

En una primera etapa se l levó a cabo la caracter ización de la act ividad de 

DAGK en sinaptosomas de corteza cerebral (CC) de ratas adultas midiendo  

la act ividad sobre DAGs endógenos y exógenos mediante la ut i l ización de 

detergentes como vehiculizadores del sustrato l ipídico DAG. Se estudiaron 

los parámetros cinét icos a part ir  de la ut i l ización de DAG endógeno y DAG 

exógeno de diferente composición en acilos. Se ut i l izaron como sustratos el 

1,2-dipalmitoi lg l icerol (DPG), el 1-estearoil,  2-araquidonoi lgl icerol (SAG) y el 

1,2-dioleoilgl icerol (DOG). Los resultados demostraron que la act ividad 

enzimática ut i l iza preferencialmente como sustrato el DAG que contiene 

ácido araquidónico en la posición 2 de la cadena de glicerol (SAG) 

sugir iendo la presencia, en sinaptosomas de CC, de la isoforma épsi lon de 

la DAGK (DAGKe) que es la única select iva por este t ipo de sustrato. 
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Cuando se anal izaron los mecanismos de act ivación de la DAGK  por acción 

de la insul ina, se demostró que la acción hormonal produce un est ímulo en 

la act ividad de la enzima a través de dos mecanismos: 1) incrementando los 

niveles de DAG en la membrana plasmát ica a part ir  del est ímulo de las vías 

PI-PLC y PC-PLD/PAP2 lo que determina un aumento en la act ividad de la 

DAGK y 2) est imulando la DAGK en forma directa e independiente de la 

generación de DAGs en la membrana.  

La act ivación que produce la insulina en forma independiente de la 

generación de DAGs podría estar  asociado a una act ividad de DAGK del t ipo 

épsilon (DAGKe). Hemos demostrado que la insul ina act iva la hidról is is de 

los fosfoinosít idos que inhiben esta isoforma. Por lo tanto, la act ivación de 

la DAGKe por la insul ina estar ía promovida por la disminución en el nivel de 

fosfoinosít idos. A su vez, este efecto podría estar vinculado a la 

recomposición de éstos l ípidos.  

En los estudios real izados con membranas sinaptosomales de CC de 

animales seni les se determinó un aumento en el contenido de DAGs si bien 

no se registraron modif icaciones signif icat ivas en la composición de aci los. 

Este resultado se puede correlacionar con el hallazgo simultáneo de una 

disminuida act ividad DAGK sobre DAGs endógenos.   

La ut i l ización de DAGs exógenos de composición saturada (DPG) no 

presentó modif icaciones pero se observó una importante disminución en la 

capacidad de transformación de SAG. Lo mismo se observó en sinaptosomas 

de hipocampo.   

Se demostró que la insulina, actuando sobre terminales sinápticos de CC, 

ejerce un efecto est imulatorio menor con referencia a lo observado en 

animales adultos en cuanto a la ut i l ización de DPG por la DAGK pero 

presenta la misma ef icacia para incrementar la transformación de SAG. 
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Llamat ivamente, la insulina est imula fuertemente la act ividad de la DAGK 

sobre SAG en los sinaptosomas de hipocampo de ratas seni les en 

comparación con el efecto obtenido en los adultos.  

Estos hal lazgos sugieren que la acción de la hormona, en cuanto a la 

recuperación de un PA potencialmente apto como precursor de 

fosfoinosít idos, podría ser un mecanismo compensator io en la regulación de 

la síntesis de estos fosfol ípidos y expl icaría parcialmente el rol de la 

hormona como agente neuroprotector. 
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Several studies have demonstrated through the act ivat ion of  its central 

nervous system (CNS) receptor, that insulin has a key role in important 

funct ions related to neuronal plast ic i ty, thus modulat ing the cascade 

act ivat ion of  intracel lular signal ing. In addit ion, research f rom our laboratory 

demonstrates that insul in regulates l ip id 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 l ip id s ignaling pathway 

associated to the CNS insul in signal ing transduct ion mechanism and its role 

in normal aging. Part icular emphasis is put on the act ion of  insul in as 

act ivator of  the diacylglycerol k inase (DAGK), a key enzyme in the regulat ion 

of  two important l ipid messengers, namely phosphat idic acid (PA) and 

diacylglycerol (DAG), both of  which are essential molecules in the regulat ion 

of  cellular responses.  

The f irst stage of this research focused on the character izat ion of  DAGK 

activity in cerebral cortex synaptosomes of  adult  rats in order to evaluate its 

act ivity in endogenous and exogenous DAGs by means of  the use of 

detergents such as the carr ier of  l ip id substrate DAG.  

The kinet ic parameters of  DAGK activity f rom endogenous DAG and 

exogenous DAG with dif ferent acyl composit ion were also studied. We 

analyzed dipalmitoylglycerol (DPG), 1-stearoyl,  2-arachidonoylglycerol 

(SAG) and dioleoylglycerol (DOG) as exogenous l ip id substrates. 

Results show that the enzymatic act ivity preferential ly uses DAG containing 

arachydonic acid in posit ion 2 of  the chain of  glycerol (SAG) as substrate, 

thus indicat ing the presence of  épsilon type of  DAGK (DAGKe) in CC 

synaptosomes, which is the only type with substrate preferences.  

The analysis of  DAGK act ivat ion by insul in revealed that hormonal act ion 

st imulates DAGK act ivity by means of  two mechanisms: 1) by increasing the 
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levels of  DAG in the plasmatic membrane f rom the st imulus of  PI-PLC and 

PC-PLD/PAP2 pathways, thus producing an increase of  DAGK action; and 2) 

by st imulat ing DAGK act ivity in a direct and independent form of  DAG 

generat ion in the membrane.  

I t  was also found that the st imulus that exerts insul in independently of  DAG 

generat ion is associated to an epsilon DAGK act ivity which is possibly 

regulated by a decrease in phosphoinosit ide levels and which could be 

associated to polyphosphoinosit ides resynthesis. 

In CC synaptosomal membranes of  seni le animals, an increase in DAG 

content was observed without a signif icant modif icat ion in acyl composit ion. 

This can be correlated with the simultaneous f inding of  a decreased DAGK 

activity in endogenous DAGs. 

Whereas the use of  saturated exogenous DAG (DPG) showed no 

modif icat ions by aging, an important decrease in DAGK abil i ty to transform 

SAG into PA was observed. A similar result  was observed in synaptosomes 

f rom hippocampus.  

I t  was also observed that insulin act ing in CC synapt ic terminals exerted a 

minor st imulatory ef fect with respect to adult  animals in DPG transformation, 

whereas it  showed the same ef fect iveness to increase SAG transformation. 

Interest ingly,  insul in strongly st imulated DAGK activity in SAG in 

hippocampus synaptosomes of  seni le rats with respect to adults. 

As to the recovery of  a PA with the potential abil i ty to be phosphoinosit ide 

precursor, our f indings suggest that this hormonal act ion is a compensatory 

mechanism in the regulat ion of  the synthesis of  these phosphol ipids. This 

part ly explains the hormone role as neuroprotector agent. 
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La Diaci lgl icerol quinasa (DAGK) es una enzima clave en el control del 

contenido de los diaci lg l icér idos (DAGs). Catal iza la formación de ácido 

fosfatídico (PA) a part ir  del diaci lg l icerol (DAG) y adenosina t r ifosfato (ATP). 

 El DAG es un intermediario esencial  de la síntesis “de novo” de los 

glicerolípidos, producto de la act ividad fosfat idato fosfohidrolasa t ipo 1 

(PAP1) sobre el PA ó de la acción de las fosfolipasas t ipo C (PLC) a part ir  

de la hidrólisis del fosfat idi l inositol bi- fosfato (PIP2) ó de la fosfat idi lcolina 

(PC). A su vez se origina a part ir  del PA, obtenido por la acción de la 

fosfolipasa D (PLD) actuante sobre la PC, luego de la acción secuencial de  

la fosfat idato fosfohidrolasa t ipo 2 (PAP2). La generación del DAG como 

producto de las act ividades fosfolipásicas  está l igada a los mecanismos de 

transducción de señal de factores de crecimiento, c itoquinas, hormonas, 

neurotransmisores y otros agonistas (English, 1996; Exton,  1997; Hurley y 

col. ,  1997; Nishizuka, 1992).  

El DAG, segundo mensajero l ipídico, regula una gran variedad de funciones 

celulares, uniéndose a proteínas “blanco” a través de los dominios C1 (r icos 

en cisteína), s imi lares a los de la proteína quinasa t ipo C (PKC) (Nishizuka, 

1992). El DAG promueve la act ivación de las isoformas de PKC novel y 

convencional (Newton, 1997), con efectos proliferat ivos; la act ivación de 

Ras mediante las proteínas de la famil ia RasGRP (Ron y Kazanietz, 1999); 

recluta proteínas a compart imientos de membrana, incluyendo las 

quimerinas, proteína quinasa D y proteína Munc 13 (Ron y Kazanietz, 1999), 

todas conteniendo uno o dos dominios C1. Además, el  DAG promueve la 

act ivación de canales TRPC (Transient Receptor Potencial  Channels) (Lucas 

y col. ,  2003), aunque éstos carecen de dominio C1. También es un potente 

act ivador de los factores intercambiadores de nucleótidos de guanina 

(GEFs), indicando un rol potencial en la regulación de las proteínas G 
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pequeñas (famil ias de las Rho y las Ras) (Topham y Prescott,  1999), 

afectando otras funciones celulares, tales como la reorganización del 

citoesqueleto, el crecimiento celular y la carcinogénesis (Takai y col. ,  2001; 

Topham, 2006). Independientemente a estas funciones regulator ias, el DAG 

es un intermediario clave para la síntesis de los fosfol ípidos zwiter iónicos 

(PC y PE) (Carman y Zeimetz, 1996) y de los tr iaci lg l icér idos (TAG).  

El DAG puede ser metabol izado de cuatro maneras: 1) hidról is is de las 

cadenas de ácidos grasos por la diaci lg l icerol l ipasa (DGL), generando 

monoaci lgl icerol (MAG) y ácido graso;  2) adición de CDP-colina o CDP-

etanolamina para formar PC o PE, mecanismo que asegura la síntesis “de 

novo” de estos fosfol ípidos;  3) aci lación mediante aci ltransferasas, para 

generar tr iacilg l icér idos, ó 4) fosfori lación del grupo hidroxi lo l ibre para dar 

ácido fosfatídico (PA), por acción de la DAGK (Fig. 1).   

Por otra parte, el PA generado, también es un importante mensajero l ipídico 

y ha sido involucrado en una var iedad de respuestas f isiológicas como la 

pol imer ización de la act ina, la mitogénesis, el tráf ico de membranas y la 

l iberación de hormonas (Cockcrof t ,  1992; Cockcrof t  y Thomas, 1992; Dil lon y 

col. ,  1997; Divecha y Irvine, 1995; Exton, 1994a). Se ha reportado que el PA 

est imula la síntesis de ADN (Knauss y col. ,  1990) y regula la act ividad de 

var ias enzimas claves en la transducción de señales como la PIP5-K, que 

part ic ipa en la resíntesis de los polifosfoinosít idos (Jenkins y col. ,  1994; 

Mor itz y col. ,  1992); la fosfolipasa C, PLCg (Jones y Carpenter, 1993); la 

proteína quinasa dependientes de PA, PAK1 (Bokoch y col. ,  1998); la 

proteína quinasa C at ípica (PKCx) (Limatola y col. ,  1994); la proteína 

act ivadora de la hidról isis de GTP, RasGAP  (Tsai y col. ,  1990), la quinasa 

de ser ina y treonina impl icada en los procesos de crecimiento y prol iferación 

celular (mTOR) (Fang y col. ,  2001), la esf ingosina quinasa 1 (SK) (Delon y 
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col. ,  2004), el represor transcr ipcional,  Opi1p (Loewen y col. ,  2004); la 

subunidad catalít ica de la proteína fosfatasa 1 c gama (PP1cg) (Jones y 

Hannun, 2002) y la proteína quinasa Raf-1 (Ghosh y col. ,  1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  1-  Esquema representat i vo de l  metabol ismo del  DAG 

 

De esta manera, la DAGK es una enzima clave relacionada ínt imamente  con 

eventos de señal ización celular mediados por mensajeros l ipídicos, ya que 

regula en forma directa los niveles de DAG y PA. 
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4.1 Isoformas de la DAGK. Estructura y clasif icació n  

La mult ifuncional idad del precursor (DAG) y de su producto (PA) expl ica 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; 

Bunt ing y col. ,  1996), h  (Klauck y col. ,  1996), q (Houssa y col. ,  1997), i  

(Ding y col. ,  1998b) y k   ( Imai y col. ,  2005). Las dist intas isoformas de la 

DAGK, se basan en las diferencias en su estructura pr imaria, (Fig. 2), 

siendo también diferente su distr ibución t isular (Tabla I) .  La mayoría de las 

isoformas se expresan en el cerebro, aunque se distr ibuyen en forma 

diferencial en las dist intas regiones (Goto y Kondo, 1999b). 

El anál is is bioquímico de la distr ibución subcelular de las isoformas de la 

DAGK, demuestran que algunas son citosólicas, algunas están asociadas a 

membranas y otras se local izan en el núcleo (Goto y col. ,  2008). La 

diversidad molecular y los patrones de expresión diferencial de las 

isoformas de la DAGK, sugieren una importancia f isiológica de la enzima en 

las funciones a nivel cerebral (Goto y Kondo, 1999a).  

Todas las isoformas de la DAGK de mamífero poseen un dominio catalít ico 

altamente conservado y dos o tres dominios r icos en cisteína (CDRs) 

similares a los de la PKC (C1A y C1B). Además, poseen otros motivos 

estructurales, que permiten clasif icarlas en cinco clases (Fig.  2).   

Las isoformas pertenecientes a la c lase I (DAGK a , b  y g)�,  se caracterizan 

por poseer dominios unidores de calc io (“EF hands”) que las hacen más 

act ivas en presencia de calc io (Yamada y col. ,  1997). Las pertenecientes a 

la c lase II  (DAGK d, h  y k ),  poseen dominios homólogos a pleckstr ina (PH).  
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Fig.  2  Fami l ia  DAGK en  mamíferos 

Representac ión esquemát ica de las  d is t in tas  isoformas de la  DAGK de mamíferos.  Las 

c lases agrupan isoformas que comparten s imi l i tudes est ruc tura les .  

 

Los dominios PH de la DAGKd, se unen débi l y no select ivamente a 

fosfoinosít idos (Takeuchi y col. ,  1997). Además, la DAGKd, posee en el 

extremo C-terminal,  un dominio SAM (steri le alpha motif ) ,  que permite 

local izar a la enzima en el ret ículo endoplásmico, en donde part icipa en el 

tráf ico de vesículas hacia el aparato de Golgi (Nagaya y col. ,  2002). La 

DAGKk , además, posee repet iciones EPAP (Glu-Pro-Ala-Pro) y un dominio 

PDZ. Los dominios PDZ intervienen en el reclutamiento e interacción de 

proteínas, ayudando a formar armazones proteicos y redes de señal ización.  

La DAGKe, es la única de la clase II I ,  no posee dominios regulatorios 

identif icables, pero es la única isoforma con preferencia por el sustrato, 

pref ir iendo un grupo araquidonoi l en posic ión 2 del DAG (Tang y col. ,  1996; 

Walsh y col. ,  1994). Esta preferencia sugiere que la DAGKe estaría 

impl icada en la resíntesis de los pol ifosfoinosít idos que contienen alta 
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proporción de ácido araquidónico (Rodr iguez de Turco y col. ,  2001; Topham 

y Prescott,  1999; Topham, 2006). Las isoformas de la c lase IV (DAGK z y i ) ,  

t ienen una región homóloga a los dominios de fosfori lación de proteínas 

MARKS (mir istoylated alanine-r ich C-kinase substrate), que cont iene una 

señal de local ización nuclear (NLS) (Ding y col. ,  1998b; Topham y col. ,  

1998).  

La DAGKq,� que pertenece a la c lase V, contiene tres dominios CDRs, en 

lugar de dos y un dominio de asociación a Ras (RA). Además, hay var iantes 

de “spl ic ing” alternat ivos,  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  DAGKi  (I to y col. ,  2004) y en la DAGKh (Murakami y col. ,  2003). 

Clase Isoforma Masa 
Molar 

Expresión Tisular 

I  a 80-86 kDa Célu las  T, r iñón,  cerebro 

 b  90 kDa Cerebro, g lándulas  adrenals,  intest ino 

 g 90 kDa Ret ina,  cerebro 

I I  d 130 kDa Músculo esquelét ico, test ícu lo,  hígado,  
leucoc itos 

 h 130 kDa Testículo, pulmón, baso,  cerebro,  
corazón,  músculo, r iñón,  hígado 

 k 142 kDa Testículo, p lacenta 

I I I  e 64 kDa Testículo, músculo esquelét ico,  páncreas, 
ret ina, cerebro 

IV z 104 kDa T imo, in tes t ino,  músculo,  páncreas, ojos , 
cerebro 

 i  130 kDa Cerebro, ret ina 

V q 110 kDa Cerebro, intes t ino,  duodeno, hígado 
 

Tabla I .  Dis t r ibuc ión t i su lar  de DAGK en mamíferos  

 

4.2 La DAGK en el sistema nervioso central  (SNC) 

Las dist intas isoformas de la DAGK, se expresan abundantemente en el 

cerebro, sugir iendo un importante rol  f isiológico de esta enzima en el 
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sistema nervioso. La DAGK�  se expresa en ol igodendrocitos (Goto y Kondo, 

1999b), part ic ipando en la regeneración de mielina (Chakraborty y col. ,  

2003). La DAGK�  t iene un patrón de expresión en áreas del cerebro 

impl icadas en la transmisión sinápt ica de procesos cognit ivos y emocionales 

(Goto y Kondo, 1999a). Se local iza en las neuronas del núcleo caudado, 

putámen, núcleos accumbens, bulbo olfatorio y células piramidales del 

hipocampo (Goto y Kondo, 1993). La DAGK�  se expresa abundantemente en 

la ret ina 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 expresión de la DAGK�  

es estr ictamente regulada durante el desarrol lo (Ding y col. ,  1998a; Goto y 

Kondo, 1996). Se expresa pr incipalmente 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, única isoforma con 

especif icidad por el  sustrato (C20:4-DAG), es muy abundante en ret ina y 

cerebro (Kohyama-Koganeya y col. ,  1997; Rodriguez de Turco y col. ,  2001), 

aparentemente asociada a la regulación de señales dependientes de 

receptores de glutamato metabotrópicos (mGluR). La hibridización in s itu,  

real izada en cortes del cerebro de rata,  ha revelado que las señales más 

elevadas se obt ienen en la corteza cerebelar y en el hipocampo (Kohyama-

Koganeya y col. ,  1997). Similares resultados se obtuvieron en cerebro de 

ratón (Rodriguez de Turco y col. ,  2001) donde también se hal ló una 

sublocal ización 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 (Rodr iguez de Turco y col. ,  2001). La 

DAGKi  se expresa en el hipocampo, corteza cerebelar,  bulbo olfatorio, 
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tubérculo olfatorio y en forma más moderada, en la corteza cerebral,  núcleo 

caudado, putámen y tálamo (I to y col. ,  2004). Recientemente, la DAGKh ha 

sido involucrada en la et iología de desórdenes bipolares (Baum y col. ,  

2008).  

 

4.3 La insul ina y el receptor de la insul ina. Gener al idades 

La insulina es la hormona peptídica encargada de regular la concentración 

plasmática de glucosa y el metabolismo de los carbohidratos para la 

producción de energía. Es una molécula de 5.734 kDa, constituida  por dos 

cadenas peptídicas. 

La insul ina ejerce su acción a través del acoplamiento al receptor de 

insul ina (RI),  una proteína de membrana heterotetramérica que contiene dos 

subunidades alfa y dos subunidades beta (a 2b2), estabi l izada por puentes 

disulfuro. La insul ina se une a dos sit ios asimétr icos de las subunidades 

extracelulares alfa y ocasiona cambios conformacionales que dan lugar a la 

autofosfori lación de las subunidades beta que se insertan a través de la 

membrana, act ivando la propiedad t irosina-quinasa intr ínseca del receptor. 

Los receptores de la insul ina fosfori lan en los residuos de t irosina, var ios 

sustratos subyacentes incluyendo los sustratos proteicos del receptor de 

insul ina (IRS). Estos eventos dan lugar a la act ivación de moléculas de 

señal ización en el interior celular, iniciando así una cascada de 

señal ización.  

 

4.3.1 El rol  de la insul ina en el sistema nervioso central  (SNC) 

En 1978 Havrankova y col. ,  reportaron por pr imera vez la presencia de la 

insul ina y de su receptor en el SNC (Havrankova y col. ,  1978). El RI se 

distr ibuye extensamente en el cerebro,  siendo su concentración mayor en 
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las neuronas con respecto a las células gl ia les.  Se distr ibuye 

diferencialmente en el cerebro presentando mayor densidad de expresión a 

nivel del bulbo olfatorio, hipotálamo, 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 

clásico receptor de insulina del resto de los tej idos. Part icipa en numerosas 

funciones que son específ icas de la región, a través de mecanismos 

diferentes de aquel los regulados por el  metabol ismo de la glucosa. En el 

hipotálamo, la insulina asociada a su receptor, part ic ipa en procesos 

relacionados con la homeostasis energética del cuerpo, mientras que en la 

corteza cerebral y en el hipocampo, part ic ipa en funciones cognit ivas (Zhao 

y col. ,  2004).  

Estudios anter iores demuestran que la insul ina unida al RI puede 

desempeñar un papel modulador en la t ransmisión sináptica (Masters y col. , 

1987; Raizada y col. ,  1988; Sauter y col. ,  1983). En el hipocampo, la 

insul ina est imula el  “ turnover” de fosfoinosít idos de la membrana y la 

producción de diaci lg l icéridos (Figlewicz y Szot, 1991), dos importantes 

segundos mensajeros impl icados en la act ivación de PKC.� �  

Se ha reportado, que la desregulación o el  deter ioro de las vías de 

señal ización mediadas por la insul ina y su receptor, podrían estar  

relacionadas con desórdenes neurodegenerat ivos, como ocurre en el 

envejecimiento y en enfermedades tales como la enfermedad de Alzheimer o 

la enfermedad de Parkinson (Frolich y col. ,  1998; Craf t  y col. ,  1998; Hoyer, 

1998; Gispen y Biessels, 2000; Biessels y col. ,  2002; Craf t  y Watson, 2004). 

Además, se ha reportado que en el envejecimiento,  hay una disminución en 

la expresión del RI (Frol ich y col. ,  1998). Una de las áreas más afectadas 
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por esta desregulación son aquel las implicadas en los procesos cognit ivos 

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

 

4.3.2 Vías de señal ización de la insul ina  

La insulina real iza una amplia variedad de funciones a través de la unión a 

su receptor de superf icie con act ividad t irosina quinasa. Como se mencionó 

anteriormente, tras la unión de la insul ina al RI, se produce una act ivación 

de la act ividad t irosina quinasa del receptor, provocando la autofosfori lación 

en residuos de t irosina de las subunidades b y la fosfori lación de otros 

sustratos.  Se han identif icado dos vías principales de señal ización de la 

insul ina, la primera es la vía de las quinasas act ivadas por mitógenos 

(MAPK). La Grb2 contiene dominios SH2 que le permiten interactuar con el 

IRS. Además, por su dominio SH3 une a una región r ica en prol ina de la 

Sos, formando un complejo. Sos-Grb2 catal iza el intercambio de GDP 

(difosfato de guanosina) por GTP (tr ifosfato de guanosina) sobre Ras, 

act ivándolo. Ras-GTP inic ia la act ivación de la Raf (una serina treonina 

quinasa) que fosfori la y act iva a la MEK (treonina-t irosina quinasa) que 

f inalmente fosfori la y act iva a la ERK. La ERK fosfori la a otras proteínas en 

el c itosol con blancos nucleares y posee directamente múlt iples objet ivos 

nucleares que modulan los procesos de transcripción de los genes Elk-1, 

SRF, jun/fos (Nelson DL y Cox MM, 2005). Todas estas evidencias son 

consistentes con los modelos que hablan de la insul ina como factor 

neurotróf ico.  

La segunda vía de señalización es la ruta de la fosfat idi l inositol 3-quinasa 

(PI3K) que se or igina a part ir  de la unión de los IRSs con el dominio SH2 de 

la subunidad reguladora, p85 de la PI3K. La PI3K es una enzima 

heterodimér ica compuesta por una subunidad reguladora, p85 y una 
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subunidad catalít ica, p110. La PI3K cataliza la fosfori lación de fosfol ípidos 

de inositol en la posic ión 3 del anil lo del inositol,  s iendo su pr incipal 

sustrato el fosfatidi l inositol 4,5 bi-fosfato (PIP2) dando lugar al  

fosfat idi l inositol 3,4,5 tr i- fosfato (PIP3).  Otro mecanismo de regulación de la 

PI3K es a través de la interacción de Ras con la subunidad catalít ica de la 

PI3K. Por debajo de la PI3K existen quinasas que fosfori lan en serina-

treonina, denominadas PDK-1 y PDK-2 encargadas de la fosfori lación y 

act ivación de la PKB, también denominada Akt, la cual una vez fosfori lada,  

se transloca a la membrana plasmática donde es act ivada por PIP3 .  PKB 

(Akt) una vez act ivada puede fosfori lar a numerosas proteínas, como la Bad, 

(evitando que se una a la BCL-XL, iniciando la cascada proapotót ica). La 

PKB puede también inhibir la ruta de las caspasas (proteínas apoptót icas),  

promoviendo la expresión de inhibidores de estas proteínas (FLIP) e 

inact ivando a la ASK1 (quinasa reguladora de la señal de la apoptosis-1), 

proteína que act iva las proteínas relacionadas con la apoptosis (Lawlor y 

Alessi,  2001). Los miembros de la famil ia de factores de trascripción FoxO, 

presentes en las neuronas, poseen motivos de unión a la PKB y son un 

blanco de control del crecimiento y supervivencia neuronal (Jacobs y col. ,  

2003). La quinasa de la glicógeno sintasa 3 (GSK3) fosfori la en la neurona 

proteínas asociadas con los microtúbulos (como las proteínas Tau). La 

hiperfosfori lación de las Tau se asocia con procesos neurodegenerat ivos y 

la insul ina por la vía PI3K-PKB regula su nivel de fosfori lación (Hong y Lee, 

1997).  

Aunque en tej idos perifér icos la fosfori lación de IRS-2 y Cbl resultan 

también en el aumento del tráf ico de GLUT4 a la membrana plasmática y con 

el lo el aumento de la captación de glucosa, esto parece no ocurr ir  en 

neuronas donde la captación de glucosa depende de GLUT3.  
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Fig.  3  V ías de señal izac ión de la  insul ina ��

La insu l ina une  a su receptor  ac t i vándolo;  és te es capaz de rec lu tar  y  ac t ivar  la  ru ta  de  la  

PI3K ó la  v ía  de las  qu inasas act ivadas por  mi tógenos (MAPK).  

IRS:  sust ra to  de l  receptor  de la  insu l ina;  P I3K:  fos fat id i l  inos i to l  3-qu inasa;  P IP3 :  

fos fa t id i l inos i to l  3 ,  4 ,  5 - t r i fos fa to;  PDK: qu inasa  dependiente de 3- fos fo inosí t ido;  PKB/Akt :  

proteína qu inasa B;  mTOR: b lanco mamífero  de la  rapamic ina;  GSK-3:  qu inasa de  la  

g l icógeno s in tasa-3;  ASK1:  qu inasa reguladora  de la  señal  de apoptos is  1 ;  JNK:  c jun 

qu inasa N-te rminal ;  GRB2:  prote ína de un ión a l  fac tor  de crec imiento  2.  

 

 

En los últ imos años se ha valor izado el rol de la insul ina en el aprendizaje,  

memoria y en la neuroprotección. Se ha reportado que el receptor de la 

insul ina cerebral y las Src t irosina quinasas part icipan en los procesos de 

transducción de señal durante los procesos de aprendizaje y memoria. Se 

conoce que modulan la l iberación de trasmisores y la conductancia de los 

receptores de GABA y NMDA. Durante el  proceso de aprendizaje se produce 
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un aumento en  la expresión de genes. Dos de el los son el receptor de la 

insul ina y c-Src. Por otro lado los receptores de la insul ina han sido 

local izados en las sinapsis neuronales y a través de knock out condicionales 

se ha logrado determinar su impl icancia en los procesos de aprendizaje y de 

memoria (Fox y col. ,  2003; Lupien y col. ,  2003).  

La def iciencia de la insulina en individuos con Diabetes Mell i tus (DM), ha 

sido asociada con pérdida de la memoria y trastornos neurodegenerat ivos  

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 

correlación hal lada entre la DM y la EA ha l levado a sugerir que la misma es 

una diabetes t ipo I I I ,  asociada a la pérdida de la insul ina en el SNC (Rivera 

y col. ,  2005; Steen y col. ,  2005). De hecho se ha observado que en la 

encefalopat ía diabética se presentan las caracter íst icas de un 

envejecimiento acelerado con alteraciones en la producción de segundos 

mensajeros y la act ividad de proteína quinasas (Biessels y col. ,  2002). 

También se ha sugerido que la cascada de señal ización de la insul ina en el 

cerebro sería de vital importancia en el metabol ismo normal de las proteínas 

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

 

4.3.3 Acción de la insul ina en la act ividad de enzi mas l igadas a la 

generación de mensajeros l ipídicos en cerebro 

Los fosfol ípidos son los principales componentes estructurales de las 

membranas biológicas y t ienen una importante part ic ipación en las 

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

algunos importantes fosfolípidos l leva a la generación del DAG, sustrato 

para la DAGK. Así, la hidról is is del PIP2  por acción de la PLC especif ica de 

fosfoinosít idos (PI-PLC), produce inositol 1,4,5-tr ifosfato (IP3) y DAG de 
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composición pr incipalmente insaturada (Cockcrof t  y Thomas, 1992). La 

hidról is is de la PC por una fosfolipasa específ ica, la PC-PLC, también 

genera DAG. La PC también es un sustrato de la PLD, que genera colina y 

PA.  

En estudios previos real izados en este laborator io se ha demostrado que en 

los terminales sinápticos de CC la exposición a la insul ina aumenta la 

act ividad de la fosfolipasa t ipo D, que genera PA a part ir  de PC, s in producir  

modif icaciones en la act ividad de PAP t ipo 2. Además se ha encontrado que 

la insul ina incrementa la act ividad DAGK uti l izando como precursor DAG 

radiact ivo. Sin embargo, se ha observado que en los sinaptosomas de CC de 

ratas seni les, las act ividades de estas enzimas y su respuesta a la insul ina 

se hallan sensiblemente modif icadas (Salvador y col. ,  2005). Esto indica que 

la hormona regula la formación de DAG y PA y que esta acción está alterada 

en el envejecimiento.  
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En la presente tesis se descr iben los estudios realizados para determinar la 

part ic ipación de la DAGK en la vía de señal ización de la insulina en el SNC.  

Sobre la base de lo previamente expuesto, el pr incipal objet ivo es 

determinar la acción de esta hormona en terminales sinápticos de CC y de 

hipocampo, como también evaluar los cambios producidos en el 

envejecimiento.  

Los resultados se describen en tres capítulos. Los objet ivos part iculares de 

cada capítulo son:  

Capítulo I :  Determinar las caracter íst icas de la act ividad de la DAGK, 

evaluando la c inét ica a part ir  de dist intas fuentes de sustrato.  

Capítulo I I :  Responder a los siguientes interrogantes respecto a la acción 

de la insul ina: 

1) ¿Es la act ivación de DAGK consecuencia del incremento de 

diaci lg l icerol? 

2) ¿Qué vía fosfolipásica, generadora de DAG, está impl icada en la 

eventual apar ición de DAG? 

3) ¿Existe un efecto “genuino” sobre la DAGK, para promover una mayor 

formación de PA? 

4) ¿Qué posibles mecanismos regulatorios part icipan en la modulación 

del efecto de insul ina sobre DAGK?  

Capítulo I I I :  Evaluar el  rol de la insul ina en la act ivación de la DAGK en un 

modelo animal de envejecimiento normal y en áreas relacionadas con el 

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

Los react ivos para las soluciones tampón ut i l izadas para el ais lamiento y la 

purif icación de las f racciones subcelulares y aquel los empleados en los 

diferentes ensayos (Hepes, EDTA, CaCl2 ,  NaCl,  f icol l,  sacarosa), los 

inhibidores de proteasas (PMSF, aprot inina, leupept ina,  pepstat ina) y los 

l íp idos se adquir ieron en Sigma Aldrich Co. Los solventes empleados para la 

cromatograf ía en capa f ina fueron de los laboratorios Merck y Dorwil l  S. A. y 

los de grado HPLC de J.T.Baker y U.V.E. La síl ica gel G y H para la 

cromatograf ía en capa f ina así como las placas de capa f ina de alta 

performance, fueron adquir idos a Merck Laboratories. El tr i f luoruro de boro 

14% en metanol para la obtención de meti l ésteres de ácidos grasos y el  

revelador 2’,7’-dic lorof luoresceína empleado para la visualización de los 

l ípidos en las placas cromatográf icas se adquir ieron en Sigma Aldr ich. Otros 

reactivos y solventes fueron de Merck, Mall inckrodt y Riedel de Haën. La 

fuente enzimática empleada para obtener diaci lg l icér idos a part ir  de 

tr iacilg l icér idos fue de Calbiochem. El ATP-[g-3 2P] (3.000 Ci/mmol),  el 

gl icerol-[3H] (16 Ci/mmol) y el Omnif luor para la cuant if icación de la 

radioact ividad, fueron adquir idos por New England Nuclear-Dupont (Boston, 

MA). El 1,2-dipalmitoi lg l icerol,  el 1,2-dioleoi lgl icerol y el 1-estearoi l,  2-

araquidonoi lgl icerol ut i l izado como sustratos fueron de Sigma Aldr ich Co. 

Los anticuerpos ant i-DAGK ut i l izados fueron provistos genti lmente por el Dr. 

Matthew Topham, de la Universidad de Utah. El ant icuerpo secundario anti-

rabbit  unido a FITC y ant i-rabbit  unido a Horse radish peroxidase fueron 

obtenidos en Jackson Inmuno Research Larorator ies).  

 

6.2 Material  Biológico 
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Para éste trabajo de tesis se ut i l izó como material biológico terminales 

sinápticos (s inaptosomas) obtenidos de la corteza cerebral (CC) y el 

hipocampo (Hip) de ratas adultas de 4 meses y seniles de 24-28 meses y 

f racciones 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 cr iados con una dieta estándar.  

Los terminales sinápticos de CC e Hip, fueron obtenidos por f raccionamiento 

subcelular a part ir  del homogenado total de cada una de estas áreas 

cerebrales, siguiendo el procedimiento que se detal la a cont inuación 

(apartado 6.2.1, 6.2.2 y 6.2.3).  

Para la obtención de DAG-[3H] y TAG-[3H], biosintet izados a part ir  de 

glicerol-[3H], se ut i l izaron ret inas bovinas enteras.  

 

6.2.1 Obtención de homogenado total de corteza cere bral  

Las ratas fueron decapitadas y la corteza cerebral fue inmediatamente 

disecada y homogeneizada en un buffer  de homogeneización (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 µg/ml de leupeptina, 1 

µg/ml de pepstat ina, 1 µg/ml de aprot inina y 0.1 mM PMSF. Se ut i l izó un 

homogenizador Potter-Elvejhem, con una luz de 0,125 mm, con vástago de 

teflón, a 700 rpm. Luego el homogenado total (HT) se di luyó al 10% con el 

mismo BH.   

�

6.2.2 Obtención y puri f icación de sinaptosomas de c orteza cerebral y 

otras fracciones subcelulares 

La f racción sinaptosomal fue obtenida por centr ifugación diferencial  

(Cotman, 1974) a part ir  del homogenado total de corteza cerebral.  El 
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homogenado total di lu ido al 10% con el BH se centr ifugó a 9.600 g por 7,5 

minutos ut i l izando un rotor JA-21  y una centr ífuga marca Beckman J2-21. El 

sobrenadante (sobrenadante post-nuclear: SPN) se separó cuidadosamente 

sin remover el pel let  (f racción nuclear: FN) y se transf ir ió a un tubo l impio, 

el cual fue sometido a una nueva centr ifugación a 26.400 g por 20 minutos 

(11.000 rpm) obteniendo así el  pel let mitocondrial  crudo (MC).  El 

sobrenadante post-mitocondrial (SPMit) ,  contiene la f racción microsomal.  

Para la pur if icación de los sinaptosomas (Sinap.),  la f racción MC se lavó una 

vez y luego se resuspendió en 3 ml de BH y se sembró en un gradiente 

discont inuo de Ficol l  conteniendo 6 ml de Ficol l al 8,5 % y 6 ml de Ficol l al 

13 % en BH. Las muestras así cargadas en el gradiente discontinuo, se 

centr ifugaron a 134.000 g por 30 minutos (25.000 rpm) ut i l izando un rotor  

SW 28.1 y una ultracentr ífuga (Beckman L5-50). La banda de mielina se 

ubica en la interfase entre el  BH y el  medio de Ficoll  a l 8,5 %, la banda 

sinaptosomal se encuentra en la interfase de Ficol l a l 8,5 % y 13 %, 

mientras que la f racción mitocondrial (FMit) forma el pel let debajo del Ficol l  

al 13 %.  La f racción sinaptosomal se lavó con BH, centr ifugando a 40.800 g 

por 20 minutos (17.000 rpm) en un rotor JA-21. El pel let así obtenido se 

resuspendió en el buffer ut i l izado para el ensayo enzimático, 

inmediatamente antes de ser ut i l izado. Todos los procedimientos, incluidos 

la homogenización y las centr ifugaciones, se real izaron a temperaturas entre 

0-4 °C. La Fig. 4, descr ibe el protocolo de obtenci ón de las f racciones 

subcelulares detal ladas anter iormente. Este protocolo fue ut i l izado en forma 

rut inar ia en todos los estudios presentados en esta tesis.  
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Fig.  4  Protoco lo para  la  obtenc ión de las f racc ione s subcelu lares de la  cor teza 

cerebra l  de ra tas   

HT:  homogenado to ta l ;  SPN: sobrenadante post -nuc lear ;  FN:  f racc ión nuc lear ;  SPMi t :  

sobrenadante post -mi tocondr ia l ;  MC: pe l le t  mi tocondr ia l  c rudo;  Sinaptosomas;  Mi t :  pe l le t  

mi tocondr ia l  
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6.2.3 Obtención y puri f icación de los sinaptosomas de Hipocampo  

Para la obtención de los sinaptosomas de hipocampo, las ratas ut i l izadas 

fueron decapitadas y el cerebro inmediatamente disecado para la obtención 

del hipocampo. El cerebro se lavó con solución f isiológica para remover la 

sangre en superf icie y se colocó sobre una caja de Petr i  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 región hipocampal (Fig. 5B). El hipocampo fue cuidadosa e 

inmediatamente removido  (Fig. 5C). El procedimiento se real izó sobre una 

placa de vidrio apoyada en hielo para mantener la temperatura en 

aproximadamente 1-2 ºC. 

�

�

�

�

�
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Fig.  5-  Cortes efectuados en cerebro de ra ta para l a  ob tenc ión de l  Hipocampo 

Las ra tas fueron decapi tadas y e l  cerebro inmediatamente d isecado para la  obtenc ión de 

las  reg iones de in terés.   

A:  cor tes  t ransversa les de l  cerebro;  B :  separac ión de la  cor teza cerebra l  para exponer la  

zona h ipocampal ;  C:  h ipocampo�

�

El hipocampo se removió con ayuda de agujas y lupa, separando la corteza 

cerebral (exterior) y los núcleos grises (parte interior del corte). En la Fig. 

5C se presenta la estructura hipocampal obtenida. Desde la decapitación 

hasta la obtención de esta estructura t ranscurr ieron como máximo 4 min.  

Poster iormente se procedió a la homogeneización y pur i f icación de los 
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sinaptosomas en gradiente de Ficol l,  como se descr ibió anteriormente para 

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

 

6.3 Sustrato enzimático 

Para el ensayo enzimático se ut i l izaron sustratos l ipídicos con diferentes 

caracter íst icas: 

1) Se ut i l izaron diaciglicéridos marcados con tr it io en la cadena de 

glicerol,  obtenidos mediante su biosíntesis por incubación de las 

ret inas bovinas con glicerol-[3H]. 

2) Se ut i l izaron diaciglicéridos marcados con tr it io en la cadena de 

glicerol,  obtenidos por hidról is is de tr iaci lg l icér idos-[3H] (TAG-[3H]) 

provenientes de su biosíntesis por incubación de las ret inas bovinas 

con glicerol-[3H].  

     3) Se ut i l izaron diacigl icér idos de diferente composición en ácidos 

grasos (1,2-dipalmitoilg l icerol,  1,2-dioleoi lgl icerol y 1-estearoil,  2-

araquidonoi lgl icerol).  

�

6.3.1 Obtención de DAG-[ 3H] de ret ina bovina 

Para la obtención del DAG-[3H] las ret inas bovinas fueron incubadas con 

glicerol-[3H], en un medio adecuado a 37ºC  y los l íp idos marcados, fueron 

extraídos con mezclas de solventes y luego purif icados por TLC. 

 

6.3.1.1 Incubación de las ret inas 

Las ret inas fueron incubadas en un baño termostat izado a 37ºC con 

agitación cont inua, en un er lenmeyer de 250 ml, provistos de tapón de goma 

con dos agujas, para la entrada y sal ida de gas carbógeno: oxígeno-

anhídr ido carbónico (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 líquido una presión 

conveniente. El gas se hizo burbujear primeramente, en una trampa de agua 

desti lada para mantener la humedad del mismo durante la incubación. 

�

6.3.1.2 Medio de incubación 

El medio de incubación ut i l izado fue una solución iónica de pH 7,33, 

descr ipta por Ames-Hast ings (AMES, I I I  y HASTINGS, 1956). La composición 

y concentración de electrol itos del mismo fue similar a la del l íquido 

cefalorraquídeo, conteniendo 119,5 mM de NaCl; 3,6 mM de KCl; 0,1 mM de 

NaH2PO4; 0,4 mM de Na2HPO4 ;  1,2 mM de MgSO4 ;  1,15 mM de CaCl2 ;  22.6 

mM de NaHCO3  y al cual se le agregó 2 mg/ml de glucosa y se lo gaseó con 

carbógeno durante 15 min para conseguir  un pH de 7,33. 

El volumen de medio ut i l izado fue de 7 ml/ret ina, a razón de 5 ret inas por 

erlenmeyer de 250 ml y en presencia de 10 µCi/ret ina de glicerol-[3H] con 

una act ividad específ ica de 16 Ci/mmol.  

�

6.3.1.3 Disección de la ret ina 

Para la obtención de las ret inas se ut i l izaron ojos bovinos de animales 

sacrif icados en un f r igoríf ico 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 

transcurr idas 2 horas de su enucleación, el ojo bovino se seccionó 

primeramente con bistur í en un corte sagital (plano antero posterior del 

globo ocular) de aproximadamente 1 cm. Luego se dividió cortando con t i jera 

en una l ínea paralela al plano antedicho. La mitad que cont iene las lentes y 

el humor vítreo (parte anter ior del ojo) se descartó y la otra mitad se invirt ió 

cuidadosamente  para exponer la superf icie neural de la ret ina.  La ret ina se 
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separó cuidadosamente del epitelio pigmentario con una espátula de bordes 

redondeados, despegándola desde el borde externo de la copa ópt ica hacia 

la zona del nervio óptico. Una vez separada se cortó el nervio óptico para 

extraerla. Las retinas así obtenidas, fueron incubadas en el medio iónico 

anteriormente descr ipto y en presencia de 10 µCi/ret ina de glicerol-[3H] (16 

Ci/mmol).  

�

6.3.1.4 Extracción de l ípidos neutros 

Los l ípidos fueron extraídos del tej ido con una mezcla de cloroformo y 

metanol (C:M, 2:1,  v/v) según Folch y col.  (FOLCH y col. ,  1957), ut i l izando 

un homogenizador Potter-Elvejhem, a 700 rpm con vástago de tef lón.  La 

suspensión del solvente orgánico que contiene las proteínas 

desnatural izadas y los l íp idos en solución fue f i l t rada. El extracto (crudo) fue 

trasferido a un erlenmeyer con tapón de vidr io esmerilado,  se gaseó con 

nitrógeno y se guardó en heladera por 24 hs. Posteriormente, para 

“purif icar” el extracto y extraer así las moléculas no l ipídicas disueltas en el 

solvente orgánico,  se realizó una part ic ión con una solución acuosa 

conteniendo 0,88 % de KCl y 0,1% de glicerol en una proporción de 0,2 

veces el volumen del solvente orgánico f inal.  Se agitó y se dejó en heladera 

el t iempo necesario para separar las fases acuosa-metanól ica y 

clorofórmica. Antes de desechar a la fase super ior (acuosa-metanól ica) se 

“marcó” sobre el er lenmeyer el volumen del medio.  Luego de descartar la 

fase super ior con pipeta Pasteur, la fase orgánica se mezcló con un volumen 

de fase super ior teórica (FST) cloroformo/metanol/KCl/gl icerol (3:48:47, v/v) 

equivalente al que se descartó. Este procedimiento se repite 2 a 4 veces.  

Los l ípidos así obtenidos que permanecen en la capa clorofórmica, se 
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concentraron bajo ni trógeno y el extracto l ipídico “purif icado” y gaseado con 

N2  se mantuvo a -20 ºC para el poster ior ais lamiento de sus componentes.  

�

6.3.1.5 Separación de los l ípidos por cromatografía  en capa f ina (TLC) 

Se ut i l izó cromatograf ía en capa f ina,  ut i l izando como soporte placas de 

vidr io (20x20 cm) preparadas mediante un extensor de placas marca 

Shandon, con una suspensión de síl ica gel G ó H, dependiendo de los 

l ípidos a separar y con un espesor de 600 µm. Las placas fueron act ivadas 

previamente a su uso, por calentamiento a 110° C en  estufa de secado 

durante 1 h. La siembra del extracto resuspendido en cloroformo, se realizó 

luego del enfr iado de la placa,  bajo atmósfera de N2 ,  para preservar la 

composición de lo l íp idos del extracto. Las placas se desarrollaron en 

sistemas monodimensionales para la separación de fosfol ípidos de los 

l ípidos neutros. Para tal f in se ut i l izaron como sistema de solventes,  

Cloroformo: Metanol:  H2O  (C:M:H2O, 65:25:4, v/v) en síl ica gel H preparada 

en una solución de acetato de Mg al 0,3% (Fig. 6a) ó 

Cloroformo:Metanol:H2O:NH3  (C: M: H2O: NH3 ,  90:10:0,5:0,5, v/v) con síl ica 

gel G (Fig. 6b). Los l ípidos neutros fueron luego eluídos según la técnica de 

Ardvinson (Arvidson, 1968) y poster iormente separados en sistemas que 

permiten la separación de los l ípidos neutros entre sí,  como por ejemplo,  

Hexano:Eter:Acido Acético (H:E:Ac Ac,  70:30:2,3, v/v)  (Fig. 6c). El s istema 

de Cloroformo: Metanol:  H2O: NH3  (C:M.H2O:NH3 ,  90:10:0,5:0,5, v/v) con 

síl ica gel G, resultó ser el s istema más adecuado para la separación de los 

l ípidos de interés, ya que además de resolver los l íp idos neutros de los 

fosfol ípidos, también resolvía la separación entre los l íp idos neutros y el 

colesterol,  de manera que poster iormente no interf ir iera en la pur if icación de 

los diacilg l icér idos (DAG), ya que el colesterol posee un Rf simi lar al de los 
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DAG. Cada corr ida cromatográf ica fue real izada en presencia de estándares 

adecuados para la identif icación de los l ípidos de interés. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  6-  Cromatograf ía  en capa f ina  para  e l  a is lamie nto de l íp idos   

(a)  C:M:H2 O (65 :25:4) ,  en s í l ica ge l  H en acetato  de Mg a l  0 ,3%  

(b)  C:M:H2 O:NH3  (90:10:0,5:0,5) ,  s í l ica ge l  G en agua 

(c)  H:E:AcAc (70:30:2,3) ,  s í l ica ge l  G en agua 
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6.3.1.6 Visual ización de los l ípidos. 

Para visual izar la posic ión de los l ípidos separados por cromatograf ía en 

capa f ina las placas fueron expuestas a vapores de iodo (I2).  Dado que I2  se 

f i ja a las dobles l igaduras de ácidos grasos, componentes de los 

glicerolípidos, la aparic ión de manchas marrones o amari l las indica la 

presencia de los mismos. Esta diferencia en la coloración depende de la 

cantidad de l ípido y la insaturación de la especie adsorbida. En los casos de 

muestras dest inadas a ser ut i l izadas como sustrato o muestras que deben 

ser extraídas de la placa cromatográf ica para una poster ior  corr ida en otro 

sistema de solventes, este procedimiento está contraindicado debido a la 

ruptura del doble enlace. Por esta razón en estos casos las placas se 

rociaron con 2’,7’-diclorof luoresceína al 0,05 % en metanol.  Los l ípidos se 

visual izaron bajo luz ultravioleta. Estos procedimientos se real izaron bajo 

atmósfera de N2  para minimizar la peroxidación de los ácidos grasos 

insaturados. 
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6.3.2 Obtención de DAG-[ 3H] a part ir  de la hidról isis de 

Triaci lgl icéridos-[ 3H] (TAG-[ 3H]) de ret ina bovina   

La incubación de las ret inas bovinas con glicerol-[3H] también genera TAG-

[3H] de elevada act ividad específ ica (Giusto y Bazan, 1979). Esto permit ió 

ut i l izarlo como fuente de DAG-[3H] mediante un procedimiento de hidról is is 

enzimática ut i l izando l ipasa pancreática de cerdo. La l ipasa pancreát ica 

catal iza la hidról is is del TAG de manera secuencial (Lykidis y col. ,  1994), 

generando en primer lugar DAG, el cual es sustrato para una segunda 

reacción catalizada por la misma enzima, dando lugar a la formación de 

MAG, que poster iormente se hidrol iza para dar gl icerol,  l iberando en cada 

reacción ácido graso l ibre (AGL). Estas reacciones l ipolít icas secuenciales 

ocurren simultáneamente y con diferentes parámetros cinét icos, siendo más 

rápida la hidról is is del DAG que la hidról is is del TAG (Lykidis y col. ,  1995). 

De ésta manera y luego de numerosas pruebas, en donde se modif icaron 

var ios parámetros de reacción, como ser, el t iempo de reacción, el pH, la 

temperatura, la concentración enzimática o el t ipo de agente detersivo 

usado para formar la micela que cont iene el TAG, se logró obtener DAG-[3H] 

a part ir  de TAG-[3H] con una ef ic iencia de aproximadamente un 10-20 %, 

ut i l izando un buffer  fosfato 20 mM, 400 mM NaCl, 5 mM CaCl2 ,  3 mM de 

Deoxicolato de sodio, 0,25 mg/ml de l ipasa pancreática de cerdo y 2 nmol/ml 

de TAG-[3H] a pH 8 y 20 ºC, durante 10 min. La reacción se f rena por el  

agregado de C:M (2:1). Los l ípidos fueron extraídos según Folch (FOLCH y 

col. ,  1957) agregando 0,2 vol de agua y agitando vigorosamente en vortex.  

Poster iormente se procedió a la separación de los l ípidos neutros por TLC 

uti l izando el s istema detal lado en la Fig. 6c. El DAG-[3H] así obtenido fue 

identif icado con estándares adecuados y eluídos de la placa según la 

técnica de Ardvinson.  
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6.4 Anál isis de la composición de ácidos grasos del  DAG-[ 3H] 

Para el anál is is de los ácidos grasos esterif icados al DAG, éste se separó 

por TLC y se visual izó con 2’,7’-diclorof luoresceína, como se describió 

previamente. La mancha correspondiente al DAG se raspó de la síl ica y se 

transf ir ió a tubos con tapa a rosca,  con cubierta interna de Tef lón, donde se 

prepararon los meti l  ésteres de ácidos grasos (FAME) por metanól is is para 

el posterior anál is is por cromatograf ía gaseosa.  

 

6.4.1 Preparación de met i l  ésteres de ácidos grasos  (FAME) 

La obtención de los FAME se realizó por metanól is is bajo N2 ,  catal izada por 

tr if luoruro de boro al 14 % en metanol a 45° C dura nte toda la noche 

(MORRISON y SMITH, 1964). Se realizaron los controles correspondientes,  

para permit ir  evaluar la recuperación y cuant if icación de los ácidos grasos 

derivat izados.  Los meti l ésteres en solución metanólica,  se extrajeron 

mediante part ic ión con hexano y agua en igual proporción que la solución de 

metanol.  Luego de la part ic ión, la fase inferior se secó bajo corr iente de 

nitrógeno. Los met i l  ésteres se pur if icaron por TLC sobre placas de síl ica 

gel G previamente lavadas con metanol:  éter (M:E, 75:25, v/v).  Para la 

purif icación de los FAME, se ut i l izó hexano: éter (H:E, 95:5, v/v) como 

solvente. Las manchas de met i l  ésteres (Rf aprox. 0.5)  se visualizaron bajo 

luz ultravioleta luego de rociar con 2’,7’-dic lorof luoresceína. Los FAME 

fueron eluídos de la síl ica por part ic ión entre agua, metanol y hexano (1:1:1, 

v/v).  Se realizaron en total  3 extracciones con hexano, agitando y 

centr ifugando cada vez.  

 

6.4.2 Anál isis de los FAME por cromatograf ía en fas e gaseosa (CG)  
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Los FAME son los derivados más comúnmente ut i l izados para estudiar y 

cuant if icar a los ácidos grasos ya que pueden ser separados por 

cromatograf ía de reparto gas-l íquido en función de la longitud de su cadena 

y de su grado de insaturación. Para anal izar los, se ut i l izó un cromatógrafo 

Varian 3700 provisto de 2 columnas de vidr io (2 m de longitud x 2 mm de 

diámetro) empaquetadas con una fase estacionaria polar,  10% SP2330 

(Supelco), empleando nitrógeno como gas portador (30 ml/ min). El 

cromatógrafo está equipado con dos detectores de ionización de l lama 

ut i l izando un electrómetro diferencial de dos canales. Las temperaturas del 

inyector y del detector fueron 220ºC y 230ºC respectivamente. Las 

separaciones se real izaron somet iendo el horno de las columnas a 

gradientes de temperatura, en la mayor parte de los casos con incrementos 

l ineales de 5ºC por minuto desde una temperatura inic ial de 155ºC a una 

temperatura f inal de 230ºC, la cual se mantuvo constante durante el t iempo 

necesario para permit ir  la elusión completa (aprox. 20 minutos).  

Los meti l ésteres se ident if icaron sobre la base de sus t iempos de retención 

ut i l izando Estándares comerciales.  La cuantif icación se real izó ut i l izando un 

detector por ionización de l lama, empleando integración electrónica (Var ian 

Workstat ion).  

 

6.5 Ensayo enzimático para la act ividad diaci lgl ice rol quinasa (DAGK) 

El ensayo enzimático se real izó a una temperatura constante de 37ºC, en 

baño termostat izado con agitación continua. El t iempo de incubación fue de 

5 min, a part ir  del agregado de la membrana sinaptosomal,  en un volumen 

f inal de 200 µ l.  En los casos en donde se ut i l izaron inhibidores, se real izó 

una preincubación de 10 min con la membrana sinaptosomal y 

posteriormente se agregó el sustrato radiact ivo, comenzando con la 
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incubación de 5 min. En los ensayos en donde se ut i l izó como sustrato 

radiact ivo el ATP-[g-32P], previa incubación se real izó un sonicado de 15 

segundos en baño sonicador, a f in de introducir el ATP al sinaptosoma. El 

buffer ut i l izado en el ensayo enzimático para la DAGK (BE), contenía 10 mM 

de MgCl2 ,  20 mM de NaF y 10 mM HEPES a un pH de 7.4. En los casos en 

donde se ut i l izó sustrato l ipídico (DAG) exógeno, el  mismo fue suspendido 

en el buffer conteniendo algún agente detersivo para obtener micelas de 

l ípido-detergente, que dependiendo de los objet ivos del ensayo, fueron: b-

oct i lg lucósido (50 mM), Tritón X 100 (15 mM), deoxicolato de sodio (1 mM) ó 

dimet i lsulfóxido (0.1%). Este procedimiento se expl ic ita en 6.5.2.  

En los ensayos en donde se estudió la mediación de PKC sobre la act ividad 

DAGK, se ut i l izó un buffer de fosfori lación (HBM), que contenía 120 mM 

NaCl, 5 mM de KCl, 20 mM de Hepes, 5 mM de NaHCO3 ,  1 mM de Cl2Mg, 1,2 

mM de Na2HPO4  y 10 mM de glucosa a pH 7,4.  

En todos los casos, luego de la incubación, el  ensayo se f renó por el 

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

 

6.5.1 Extracción de l ípidos y aislamiento del produ cto enzimático 

Para la extracción de los l ípidos del tej ido, se procedió según Folch (FOLCH 

y col. ,  1957) con algunas modif icaciones que permiten favorecer la 

extracción de los l ípidos acídicos (Giusto y I l incheta de Boschero, 1986). En 

los tubos del ensayo conteniendo la suspensión sinaptosomal ensayada en 3 

ml de cloroformo: metanol (C:M, 1:1,  v/v),  procedimiento que frena la 

act ividad enzimát ica por desnatural ización de proteínas, se agregó 1 ml de 

cloroformo: metanol:  HCl conc (C:M:Ac, 1:1:0,06 v/v) y se completó con 2 ml 

de cloroformo de tal  forma de tener una relación de cloroformo: metanol de 

(C:M, 2:1, v/v).  La mezcla acídica luego de agitarla, se dejó por 1 hora a 
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temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 0,2 vol de agua y se 

agitó vigorosamente en vortex. Este procedimiento permite la formación de 

un sistema bifásico con una fase orgánica y una fase acuosa. Se centr ifugó 

y la fase superior (acuosa) se descartó. La fase inferior clorofórmica se lavó 

con igual volumen que aquel extraído,  con fase super ior  teórica (FST), 

conteniendo cloroformo: metanol:  agua (C:M:H2O, 3:48:47, v/v).  En los casos 

en donde se trabajó con ATP-[g-3 2P], se real izaron 4 lavados con fase 

super ior teórica (FST) a f in de el iminar el radiact ivo que queda sin 

reaccionar.  La fase inferior c lorofórmica, se secó bajo corr iente de 

nitrógeno. Este procedimiento permite la el iminación del solvente orgánico 

acidif icado (HCl) por evaporación. Luego se procedió a concentrar el 

extracto en el fondo del tubo mediante la adic ión de solvente orgánico 

neutro. Finalmente se resuspendió en una mínima porción de solvente C:M 

(2:1, v/v) y se sembró en placas de síl ica para TLC, previamente act ivadas a 

100 ºC por 1 hora.  

Para separar PA-[3H], se ut i l izaron placas de síl ica gel G, en un sistema 

compuesto de hexano: eter: Ac. Acét ico (30:70:2,3 v/v) Fig. 7a. El PA-[3H] 

queda junto a otros fosfol ípidos no radiact ivos (que no interf ieren), en el 

or igen. Los l ípidos se visual izaron por exposición de la placa a vapores de I2  

(manchas amaril las a marrones) y se identif icaron adecuadamente usando 

los correspondientes estándares de l ípidos. Se rasparon las manchas de PA-

[3H] (en el or igen) y al DAG-[3H] remanente (a 3 cm del f rente del solvente) y 

se colocaron en viales para la cuantif icación de la radioactividad. 

Para separar PA-[3 2P], se ut i l izaron placas de síl ica gel H preparadas con 

una solución de oxalato de potasio al 1% p/v,  y los l íp idos se resuelven en 

un sistema compuesto de Cloroformo: acetona: metanol:  Ac. Acético: agua 

(C:A:M:AcAc:H2O, 40:15:13:12:7,5 v/v).  Los l ípidos se visualizaron por 
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exposición de la placa a vapores de I2 ,  y se ident if ican adecuadamente 

usando estándar de l ípidos. Se raspan las manchas correspondientes al PA-

[32P] (a 2 cm del f rente del solvente) y en algunos ensayos, también se 

raspan las manchas correspondientes a los PIP2-[3 2P] y a los PIP-[3 2P] (a 3 y 

5 cm del origen, respectivamente), Fig. 7b. Las manchas fueron raspadas y 

colocadas en viales y luego se procedió para la determinación de la 

radioact ividad.  

Cuando el precursor radiact ivo fue el DAG-[3H], sólo se detectó 

radioact ividad en las manchas correspondientes a PA, MAG y DAG. 

Cuando el precursor radiact ivo fue el ATP-[g-32P], la radioactividad hallada 

sólo correspondió a PA, PIP, PIP2 .  

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  7-  Cromatograf ía  en capa f ina  para  e l  a is lamie nto de PA-[ 3 H] y PA-[ 3 2 P]  

(a)  H:E:AcAc (30:70:2,3)  en s í l ica ge l  G para la  obtenc ión de PA[3H] 

(b)  C:A:M:AcAc:H2O (40 :15:13:12:7,5 )  en s í l ica ge l  H y 1% p /v de oxala to de potas io  para  

la  obtenc ión de PA-[3 2 P]  

 

6.5.2 Preparación de micelas de l ípido-detergente  

Se tomó una alícuota de concentración conocida del sustrato l ipídico a 

ut i l izar, resuspendida en cloroformo y se secó bajo corr iente de nitrógeno en 

un tubo de tef lón. Se resuspendió en el buffer de ensayo conteniendo el 

detergente. La concentración del l íp ido y del detergente en la micela fue de 
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4x, de forma tal de lograr la concentración deseada en un volumen de 50 µ l,  

para un volumen f inal de ensayo de 200 µ l.  El tubo conteniendo el l íp ido en 

el buffer,  se sonicó en un sonicador de copa, Branson Digital  Sonif ier, 

modelo 450. 

 

6.5.3 Anál isis de la integridad sinaptosomal  

Se anal izó la integridad de la estructura sinaptosomal a f in de evaluar si el 

agregado de la micela mezcla de sustrato l ipídico y detergente,  como el 

sonicado necesario para introducir  el  ATP-[g-3 2P] a los sinaptosomas, 

modif ican la estructura sinaptosomal.  La integridad de la membrana 

sinaptosomal se analizó por  microscopía electrónica de transmisión (TEM) y 

por microscopía de f luorescencia (MF) usando Rojo Ni lo (RN) en una 

concentración de 1 µ l/ml en buffer de ensayo, part iendo de una madre de RN 

de 1 mM en acetona. El RN t iene la part icularidad de unirse a los 

fosfol ípidos de la membrana, emit iendo una f luorescencia de color rojo, 

mientras que si se une a los l íp idos neutros, emite una f luorescencencia 

amari l la (Brown y col. ,  1992).  Esto permite comprobar s i los sinaptosomas 

son capaces de incorporar el l íp ido contenido en la micela. Los 

sinaptosomas tratados con la micela conteniendo el DAG, emit irán una 

f luorescencia amaril la, mientras que emit irán una f luorescencia roja s i son 

tratados con BE.  

 

6.5.3.1 Anál isis de la integridad sinaptosomal por TEM 

El análisis por TEM, se real izó para los sinaptosomas en presencia de las 

micelas conteniendo el 1,2-dipalmitoilg l icerol (DPG) ó el  1-estearoil,  2-

araquidonoi lgl icerol (SAG), ambos a una concentración f inal de 250 µM del 

l íp ido DAG y DMSO para una concentración f inal de 0.1%. Se real izan dos 
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controles, uno conteniendo sólo el BE y el otro conteniendo DMSO 0.1% v/v. 

Se procede según el protocolo detal lado en la Fig. 8.  

 

6.5.3.2 Anál isis de la efect ividad de incorporación  del DAG al 

sinaptosoma por MF 

El análisis por MF, se realiza en las mismas condiciones que para TEM. 

Luego de la incubación, se f i jan con 200 µ l de paraformaldehído al 4 %. 

Luego de 30 min, la suspensión se centr ifuga a 13.500 rpm y el pel let se 

lava 3 veces con BE. El pel let se resuspende luego en 30 µ l de BE 

conteniendo 1 µ l/ml de una madre de Rojo Ni lo de 1 mM en acetona. Se 

real iza luego la observación por microscopía de f luorescencia, usando un 

f i l t ro para una longitud de onda de 488 nm. 

 

6.6 Ensayo de Pulso-Demarcación  

Para la determinación de la act ividad de la fosfolipasa C específ ica de PIP2  

(PI-PLC), se real izó un ensayo de Pulso-Demarcación. Los sinaptosomas se 

resuspendieron en el buffer de ensayo de la DAGK, conteniendo  además, 

sulfato de l i t io (LiSO4  100 µM) sonicando por 15 segundos, en presencia de 

10 µM de ATP-[g-3 2P] (16 µCi/mg de proteína sinaptosomal).  El agregado de 

l i t io al buffer de reacción, inhibe la enzima inositol-1-fosfatasa (Berr idge et 

al,  1982), evitando la degradación de los diferentes inositoles fosfatos. El 

Pulso de radioactividad se l levó a cabo a 37ºC durante 10 min. El Pulso se 

f renó por el agregado de buffer l ibre de radiact ivo conteniendo 3 mM de 

ATP.  Inmediatamente después de remover una alícuota para el t iempo cero, 

la suspensión se re-incubó (período de demarcación), durante 1, 4, 5 y 6 

min en presencia o ausencia de 100 nM de insulina. A continuación se f renó 

por el agregado de C:M (1:1, v/v).  
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6.6.1 Separación de los fosfatos-[ 3 2P] de inositol   

Los fosfatos-[32P] de inositol presentes en la fase acuosa se separaron 

mediante cromatograf ía de intercambio aniónico. Luego de extraer los 

l íp idos según Folch en medio ácido, como se indicó en la sección 6.5.1, la 

fase super ior acuosa se secó bajo corr iente de nitrógeno, a f in de evaporar 

el  metanol.  Se agregó Nor it-A a f in de eliminar los nucléot idos-[3 2P] 

remanentes y 3 2Pi, agitando por 15 min y dejando por 2 horas en contacto 

con el adsorbente.  Se centr ifugó y trasvasó a un tubo plást ico conteniendo 

200 mg de resina Dowex 1-X8 en solución acuosa, agitando por 15 min y 

dejando en contacto con la resina por 2 horas. Luego se centr ifugó. La 

resina contenía los [32P]-fosfoinosít idos (PIs-[3 2P]) como también restos de 

nucléot idos-[3 2P] y 3 2Pi que pudieron quedar luego del tratamiento con la 

Norit  A. Poster iormente se trató la resina  mediante la adición (en batch) de 

60 partes de ácido fórmico 2,6 M y 40 partes de formiato de amonio 2,6 M, 

pH 3,45 (vol.  total de 4 ml).  Se agitó por 15 min, dejando el tratamiento de 

la resina por 2 horas. Se centr ifugó y el  sobrenadante conteniendo restos de 

nucléot idos-[3 2P] y 3 2Pi (Isaacks y col. ,  1977), se descartó. Este tratamiento 

se repit ió 3 veces.  Poster iormente se trató la resina con 1 ml de una 

proporción de 60:40 v/v de ácido fórmico 5 M y formiato de amonio 5 M, pH 

3,45 a f in de eluir los fosfatos-[32P] de inositol  ( Isaacks y col. ,  1977).  Esta 

operación se realizó 2 veces. La cant idad de PIs-[3 2P], se determinó en el 

extracto acuoso, luego de evaporar hasta un volumen aproximado de 500 µ l.  

Se agregó 6 ml de l íquido de centel leo Omnif luor/TX100 y se midió la 

radioact ividad.  
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Fig.  8  Protocolo para la  observac ión de la  in tegr id ad s inaptosomal  por  TEM  

Los s inaptosomas expuestos a la  mice la  de DAG-DMSO fueron t ra tados como en los  

ensayos enzimát icos.  Se contro ló  e l  e fec to de l  detergente y de l  l íp ido mediante e l  

t ra tamiento con BE y DMSO respect i vamente .  
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6.7 Métodos analí t icos 

 

6.7.1 Cuanti f icación de la radioactividad 

Los fosfol ípidos y los l ípidos neutros separados por cromatograf ía en capa 

f ina, se rasparon de las placas y se t ransf ir ieron a viales en los que se 

agregó 0,2-0,4 ml de agua desti lada, de acuerdo con la cantidad de muestra,  

para desact ivar la síl ica y 5 ml de l íquido de centel leo.  El l íquido de 

centelleo ut i l izado fue una mezcla de 4% de Omnif luor en Tolueno/ Tritón X-

100 (4:1, v/v).  Se agitó vigorosamente y la radioact ividad se midió ut i l izando 

un contador de centel leo marca Wallac. 

 

6.7.2 Cuanti f icación de las proteínas 

Para la cuant if icación de las proteínas sinaptosomales, se ut i l izaron los 

métodos de Lowry o de Bradford. El cálculo de las proteínas se realizó 

extrapolando el valor de absorbancia de la muestra en una curva estándar 

real izada  con seroalbúmina bovina (BSA) de concentración 1 mg/ml. 

  

6.7.2.1 Método de Lowry 

Para la determinación de las proteínas sinaptosomales ut i l izando el método 

de Lowry y col.(LOWRY y col. ,  1951), las mismas fueron solubi l izadas con 

hidróxido de sodio (NaOH) 1 N. Luego de la transparentización de las 

muestras, se di luye la normalidad hasta una concentración 0,1 N, 

alcal inización necesaria para el desarrollo de la reacción color imétr ica. El 

color resultante se debe a la reacción del Biuret con el ión cúprico en medio 

alcal ino y la reducción del react ivo fosfomolíbdico-fosfotúnstico por las 

t irosinas y tr iptofanos de las proteínas. La seroalbúmina bovina ut i l izada 
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para real izar la curva estándar, se preparó disolviendo 1 mg de la proteína 

en 1 ml de NaOH 0,1 N.  

Dos alícuotas de la solución proteica previamente solubi l izadas en  NaOH, 

concentraciones crecientes del estándar de proteínas y un blanco de 

reactivos, fueron tratados con los reactivos acordes a éste método y las 

absorbancias fueron medidas con un espectrofotómetro marca JENWAY, 

modelo Genova, a los 15 min de reacción usando una longitud de onda de 

750 nm. 

También se ut i l izó el k it  comercial marca Bio-Rad, para la determinación de 

proteínas por éste método.  �

�

6.7.2.2 Método de Bradford 

Otro de los métodos ut i l izado para la determinación de proteínas fue el 

método de Bradford. Este método se basa en el acoplamiento del colorante 

azul bri l lante de Coomassie con las proteínas, teniendo este complejo una 

absorción máxima a 595 nm que se determina color imetr icamente, con una 

relación directa entre el desarrol lo del color y la concentración de proteínas.   

Las proteínas para este método son previamente solubi l izadas en SDS al 10 

% p/v,  siendo la concentración f inal de SDS del 5% p/v.  La curva estándar 

se real iza empleando una solución de seroalbúmina bovina (1 mg/ml) en 

SDS al 5% p/v. 

 

6.7.3 Inmunodetección de proteínas por “ western-blot ” 

 

6.7.3.1 Materiales   

-  Marcadores de peso molecular preteñidos para geles de SDS, cubetas para 

electroforesis de proteínas mini-protean (Bio-Rad) 
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- Reactivo de quimioluminiscencia ECL: Western blott ing analysis reagents 

(Amersham) 

- Anticuerpos pr imar ios de conejo pol ic lonales para la DAGK, genti leza del 

Dr. Matthew Topham de la  Universidad de UTA. 

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

peroxidasa de rábano (HRP).  

 

6.7.3.2 Soluciones 

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

- Gel de separación: 10% (7,5% ó 12%) Archilamida; 0,26% Bisacr i lamida; 

375 mM Tris pH 8,8; 0,1% SDS; 0,05% persulfato amónico; 0,05% TEMED. 

- Gel de empaquetamiento (Stacking): 3,8% Acr i lamida; 0,1% Bisacr i lamida; 

125 mM Tris pH 6,8; 0,1% SDS; 0,05% persulfato amónico; 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-HCl pH 6,8; 20% 2-mercaptoetanol;  

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

 

6.7.3.3 Preparación de las muestras 

El material  biológico se resuspendió en agua ultra-pura para una 

concentración de proteínas de aproximadamente 5 µg/µ l.  La concentración 

de proteínas se determinó usando el método de Bradford o el de Lowry 

(Mater iales y Métodos, 6.7.2.1 y 2. Posteriormente se di luyó con el buffer de 

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

 

6.7.3.4 Electroforesis de proteínas 

Las muestras en el buffer de Laemmli,  fueron tratadas por 3 minutos a 
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100ºC. Se sembraron 15 µ l (aprox. 60 µg) en las cal les de un gel de SDS-

PAGE al 7,5% de acri lamida (para proteínas con peso molecular mayor a 80 

kDa) separando las proteínas por electroforesis a 20 mA durante 2 horas 

(aprox.) en una minicubeta.   

 

6.7.3.5 Transferencia e inmunodetección 

Para transferir  las proteínas del gel a las membranas de PVDF (Immobilon,  

Mil l ipore) se procedió como indica la técnica de transferencia del s istema 

Trans-Blot SD (Bio-Rad), a 350 mA durante 1 hora ut i l izando buffer de 

transferencia.  

Para la detección de las proteínas de estudio se procedió de la s iguiente 

manera: 

- Bloqueo de la membrana durante 2 horas a Tº ambiente con 5% de leche 

en polvo descremada (Sveltesse de Molico) en solución TBS/0,1% Tween 20 

(polyoxyethylenesorbitan monolaurate, Sigma). 

-  Incubación 1 hora a Tº ambiente con agitación suave, con el ant icuerpo 

primario específ ico para las proteínas de interés, di lu ido en solución de 

bloqueo. 

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

- Incubación con el ant icuerpo secundario f rente a IgG de conejo (dil.  

1:2000) conjugado con peroxidasa de rábano (HRP),  durante 2 horas a Tº 

ambiente y suave agitación, y s iempre preparados en solución de bloqueo. 

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

- Revelado mediante quimioluminiscencia con el react ivo ECL, empleando 

placas fotográf icas (Hiperf i lmTM, Amersham®) para visualizar las bandas. 

 

6.7.4 Inmunodetección de proteínas microscopía 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 inmunof luorescencia. 

 

6.7.4.1 Materiales   

-  Anticuerpos pr imar ios de conejo pol ic lonales para la DAGK, genti leza del 

Dr. Matthew Topham de la  Universidad de Utah. 

- Ant icuerpo secundar io de cabra anti- inmunoglobul ina G de conejo,  

conjugada con la sonda f luorescente verde (Jackson Inmuno Research 

Larorator ies).  

 

6.7.4.2 Soluciones 

- Solución de f i jación: Paraformaldehído al 4% p/v, pH 7,4 

- Buffer HBS conteniendo 142 mM de NaCl, 2,4 mM de KCl, 1,2 mM de 

K2HPO4 ,  1 mM de MgCl2 ,  1 mM de CaCl2  y 10 mM de Hepes a pH 7,4 

- Solución de permeabil ización: Buffer  HBS conteniendo Tritón X 100 al 

0,1% p/v.  

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

 

6.7.4.3 Preparación de las muestras 

Las membranas sinaptosomales fueron f i jadas con paraformaldehído (PF) al  

4% para una concentración de PF del 2%, durante 30 min a temperatura 

ambiente (TA). Luego los sinaptosomas fueron lavados 3 veces con buffer  

HBS, centr ifugando a 13.500 rpm por 5 min cada vez.  Las membranas 

fueron luego permeabi l izadas con Tritón X 100 al 0,1% en HBS durante 15 

min a TA. Luego de 3 lavados con HBS los sit ios inespecíf icos de la proteína 

de interés fueron bloqueados con leche descremada al 2% p/v en HBS 
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durante 6 horas. Posteriormente se incubó con el ant icuerpo primario anti-

DAGK en una di lución de 1:100 en la solución de bloqueo durante toda la 

noche. Al día siguiente se lavaron 4 veces con HBS y se incubaron con el 

ant icuerpo secundar io conjugado con la sonda f luorescente en una di lución 

de 1:200 en la solución de bloqueo. Se lavaron 3 veces centr ifugando cada 

vez. Se resuspendieron en HBS al doble del volumen del pellet,  y se 

procedió a la observación en un microscopio de f luorescencia usando un 

f i l t ro de longitud de onda de 488 nm. El control  negativo se real izó ut i l izando 

el mismo procedimiento con sinaptosomas expuestos al ant icuerpo 

secundario y en ausencia de anticuerpo primario.  

  

6.8 Métodos estadíst icos para anal izar los datos ex perimentales 

Para determinar la signif icat ividad de los cambios obtenidos entre las 

condiciones exper imental y control  se ut i l izó el test “ t ” de Student de dos 

colas. En los casos en donde se comparan más de dos condiciones, se 

empleó para el anál is is estadíst ico el  ANOVA de una vía con el poster ior  

test de Tukey. En el caso de datos provenientes de una relación calculada a 

part ir  de porcentajes, se ut i l izó un tratamiento estadíst ico que permite 

est imar el valor del desvío estándar (SD) por la relación entre las medias y 

sus desvíos (Johnson y Kotz, 1969). 

Los grados de signif icat ividad, p, se expresan en la leyenda de las f iguras. 
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Los resultados de la presente tesis se encuentran organizados en tres 

capítulos, cuyo contenido se descr ibe a continuación.  

Capítulo I :  “Caracterización de la act ividad DAGK, en sinaptosomas de CC 

de ratas adultas”. En este capítulo se estudiaron las caracter íst icas de la 

act ividad de la DAGK del material  biológico en estudio. Se evaluó el uso de 

dist intos detergentes como vehiculizadores del sustrato l ipídico DAG. Se 

evaluaron los parámetros cinét icos de la reacción enzimática a part ir  del 

sustrato l ipídico endógeno (aquel que se encuentra en la membrana 

sinaptosomal) como también a part ir  del aporte exógeno de DAG de 

diferente composición en acilos.  

Capítulo I I :  “Mecanismo de act ivación de la DAGK  por la insulina, en 

sinaptosomas de corteza cerebral  de ratas adultas”. En este capítulo se 

estudió la acción de la insul ina sobre la act ividad de la DAGK de los 

sinaptosomas de CC de ratas adultas, evaluando los mecanismos 

dependientes de la act ivación de vías fosfolipásicas por acción de la 

insul ina, mecanismo por el cual se genera el sustrato DAG, como también 

mecanismos de act ivación que son independientes del aporte de sustrato,  

usando DAG exógeno como herramienta exper imental.   

Capítulo I I I :  “Estudio de la act ivación de la DAGK  por acción de la insulina, 

en el SNC de ratas seni les”. En este últ imo capítulo se estudiaron los 

efectos del envejecimiento sobre la act ividad de la DAGK de membranas del 

SNC relacionadas con el aprendizaje y la memoria, evaluando el rol de la 

insul ina como factor neuroprotector. Este capítulo presenta resultados 

prel iminares, que siguen siendo tema de análisis. 
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La diaci lg l icerol quinasa (DAGK) catal iza la reacción de formación de PA 

mediante la fosfori lación del hidroxi lo l ibre en el 1,2 diaci lg l icerol,  ut i l izando 

como co-sustrato al ATP. 

Para el ensayo de la act ividad enzimática, al ser la DAGK una enzima bi-

sustrato, es posible ut i l izar dos herramientas experimentales para su 

análisis, cuya diferencia radica en el sustrato radiomarcado ut i l izado. De 

este modo, podemos emplear:  

1) ATP-[g-32P], midiendo como producto PA-[32P], ó 

2) DAG-[3H], midiendo como producto PA-[3H] 

Para el ensayo enzimático en donde se ut i l izó DAG-[3H],  el mismo fue 

obtenido por incubación de ret inas bovinas con gl icerol-[3H], metodología 

por la cual,  a part ir  de la síntesis de novo, obtenemos entre otros l ípidos el 

DAG marcado en la posic ión 2 de la cadena de gl icerol (Mater iales y 

Métodos, 6.3.1). A part ir  de esta metodología, además del DAG-[3H], 

podemos aislar TAG-[3H], el cual puede luego ser hidrol izado a part ir  de una 

l ipasa, obteniendo así DAG-[3H] (Mater iales y Métodos, 6.3.2).  

Tanto el DAG-[3H] directamente biosintet izado, como el TAG-[3H], a part ir  

del cual obtenemos DAG-[3H], son anal izados para determinar su 

composición en ácidos grasos, por cromatograf ía de reparto gas-l íquido, 

como se indicó previamente (Materiales y Métodos, 6.4).  
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El s iguiente cuadro detal la la composición  en ácidos grasos del DAG y TAG 

de ret inas  bovinas. Para comparar las diferencias en la composición de los 

DAGs obtenidos de una u otra forma presentamos los valores expresados en 

mol%. Se observa que son similares en la composición de sus aci los, 

especialmente si evaluamos la proporción global de ácidos saturados e 

insaturados.  

  

 

 
 

 

 

 

 

 

Tabla I I .  Compos ic ión en ác idos g rasos de l  DAG- [ 3H] y TAG-[ 3 H] de  re t ina bovina .  

 

 

7.1 Estudio de las act ividades enzimáticas de sinap tosomas de la 

corteza cerebral de ratas, involucradas en la metab ol ización del 

DAG exógeno (DAGe). 

Para muchas de las enzimas que ut i l izan o producen diaci lg l icéridos, se 

ut i l izan como sistemas de ensayo, micelas mixtas de l ípido-detergente para 

solubil izar los substratos o los productos l ipof íl icos. Un detergente 

comúnmente ut i l izado para el ensayo de la act ividad DAGK, es el � -Octi l  

g lucósido (OG) (Zhou y Roberts, 1997).  

En los ensayos enzimáticos real izados para medir la act ividad DAGK a part ir  

de DAG-[3H] como sustrato a dist intos t iempos de incubación, se observó 

Ac. Graso ME de AG (DAG) % AG en 
DAG 

% AG en 
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 5.78 ± 1.04 2  
22:6 35.67 ± 5.63 12 17 
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que el DAG de ret ina (de composición variada en ácidos grasos) ofertado en 

micelas de OG es transformado hacia dist intos productos. El aislamiento de 

los l íp idos real izado por cromatograf ía en capa f ina (Materiales y Métodos,  

6.5.1) permit ió determinar que pr incipalmente se degrada hacia la formación 

de MAG. En la Fig. 10 podemos observar que la transformación del sustrato 

DAG alcanza desde un 15% a un 45% (PA + MAG), mientras que la 

distr ibución de la radioactividad entre PA y MAG revela que la formación de 

MAG se encuentra favorecida en aproximadamente un 80%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  10-  Metabo l izac ión de l  DAG en s inaptosomas de CC en func ión de l  t iempo de  

reacc ión 

Los s inaptosomas fueron incubados en presenc ia de 130 µM de DAG-[3H] de re t ina de  

composic ión descr ip ta  en la  tab la  I I  (AE= 1100 dpm/nmol)  en presenc ia de 50 mM de  OG y 

de 1 mM de ATP. La reacc ión se in ic ió  con e l  agregado de la  suspens ión de membrana 

s inaptosomal  durante 2,  5  y  30 min a  37ºC.  Las d is t in tas  condic iones fueron ensayadas 

por  t r ip l icado y los  resu l tados fueron expresados como e l  promedio de l  porcenta je  de 

t ransformación de l  DAG ± SD. 

 

Este resultado indicó una baja ef iciencia para medir la act ividad DAGK ya 

que solo se detecta entre un 15 y 20 % de transformación a PA. Es 

�
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importante indicar que en estas condiciones de ensayo no se hal ló formación 

de ácido l isofosfatídico. La producción de MAG por una act ividad l ipásica 

sería la responsable de la rápida transformación del sustrato original.  Por 

éste motivo, en una primera etapa, el objet ivo fue determinar las mejores 

condiciones de ensayo para la DAGK evaluando  la metabolización del DAG 

exógeno (DAGe) ofertado en micelas de dist intos detergentes. 

 

7.1.1 Efectos de detergentes en la metabol ización d el DAGe  

Para evaluar la metabol ización del DAG exógeno, el sustrato l ipídico se 

resuspendió en dist intos detergentes, a f in de anal izar cuáles son las 

mejores condiciones para favorecer la act ividad quinasa. En la Fig. 11, se 

muestra la transformación del DAGe en las dist intas micelas detersivas. Se 

puede observar que tanto en los ensayos de corto plazo (5 min) como en los 

ensayos a 15 min, la transformación del sustrato hacia la formación de PA 

(DAGK) se ve favorecida cuando el DAG se encuentra en micelas formadas 

con Tritón X-100. Sin embargo, en incubaciones más largas (15 min), la 

transformación hacia MAG (vías l ipásicas), adquiere mayor importancia 

usando éste detergente.  

Si comparamos la relación entre la formación de PA y MAG (Fig. 12), 

podemos observar que el DOC o el DMSO favorecen la reacción de 

formación de PA por la DAGK.  
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Fig.  11-  Trans formac ión de l  DAG en s inaptosomas de CC 

Se ut i l i zó como sust ra to  exógeno 130 µM de DAG-[3 H] de re t ina de composic ión descr ip ta  

en la  tab la  I I  (AE= 1100 dpm/nmol) ,  en presenc ia de 2 mM de ATP. La concentrac ión de l  

detergente ut i l i zada para d iso lver  e l  DAG- [3H] fue para e l  Tr i tón X-100 de 15 mM, para e l  

Deoxico la to  de Sodio  (DOC) de 1  mM, para e l  b -Oct i lg lucós ido (OG) de 50 mM y para e l  

Dimet i lsu l fóxido (DMSO) de 0.1 %. La reacc ión se in ic ió  con e l  agregado de la  suspens ión 

de membrana s inaptosomal  durante 5 y 15 min a 37ºC.  Las d is t in tas  condic iones fueron 

ensayadas por  t r ip l icado y los  resu l tados fueron expresados como e l  promedio de l  

porcenta je  de t ransformación de l  DAG ± SD.  **p < 0.01,  ** *p < 0.001 comparando la  

formación de MAG vs.  PA para cada t iempo y  de tergente ut i l i zado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  12-  Trans formac ión de l  DAG en s inaptosomas de CC. Relac ión  PA/MAG  

A par t i r  de los  resu l tados expresados en la  f igura anter ior ,  se representa la  re lac ión entre  

la  formación de PA y la  formación de MAG a par t i r  de DAG, luego de 5 min de incubac ión 

para cada detergente ensayado.  
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7.1.2 Dependencia de la act ividad DAGK con la conce ntración de 

sustrato. 

Para evaluar la c inét ica de transformación en función de la concentración 

del diacilg l icérido, se ut i l izó 1,2-dipalmitoi lg l icerol (DPG) en concentraciones 

crecientes y en presencia de 50 µM de DAG-[3H] de ret ina (AE original = 

1100 dpm/nmol) en todos los casos. De esta manera se varía la AE del 

sustrato marcado empleando 5 concentraciones de DAG. La act ividad se 

midió en el medio de ensayo ya indicado (Apartado 6.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F ig .  13-  Ac t i v idad  de  la  DAGK s inaptosomal  en p rese ncia  de  concent rac iones 

crec ientes  de DPG. Concentrac iones ba jas de  DPG 

Las concentrac iones ut i l i zadas de 1,2-d ipa lmi to i lg l icero l  (DPG) fueron de  30,  60 y 120 µM 

en presenc ia de 1 mM de ATP. Se ut i l i zó como precursor  rad iac t i vo 50  µM de DAG- [3H]  de 

re t ina (AE or ig ina l  =  1100 dpm/nmol) .  E l  l íp ido  fue resuspendido en 15 mM de Tr i tón X-

100,  1  mM de  DOC ó  50 mM de OG. La reacc ión se in ic ió  con e l  agregado de la  

suspens ión de membrana synaptosomal  duran te  5 min a 37ºC.  Las d is t in tas  condic iones 

fueron ensayadas por  t r ip l icado y los  resu l tados fueron expresados como e l  promedio ± 

SD. *p < 0.020,  * *p < 0.0095,  ** *p < 0.0004 comparando las  d is t in tas  concentrac iones de 

DPG vs.  DAG endógeno para cada detergente ut i l i zado.   
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Como podemos observar en la f igura 13,  la act ividad de la DAGK 

sinaptosomal aumenta al aumentar la concentración del sustrato en 

presencia de diferentes detergentes. Se puede observar además que, dicha 

act ividad es signif icat ivamente superior en presencia de Tritón X-100 

respecto a lo que ocurre cuando el sustrato es ofertado en DOC u OG. 

Además real izamos un ensayo similar,  pero ut i l izando concentraciones de 

DPG de 0,5 y 1,0 mM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  14-  Ac t i v idad  de  la  DAGK s inaptosomal  en p rese ncia  de  concent rac iones 

crec ientes  de DPG. Concentrac iones a l tas de DPG 

Las concentrac iones ut i l i zadas de 1 ,2-d ipa lmi to i lg l icero l  (DPG) fueron de 0,5 y 1 ,0  mM. 

Las demás condic iones fueron como en la  F ig .  13.  *p  < 0.030,  * **p < 0 .0004 comparando 

las  d is t in tas  concentrac iones de DPG vs.  DAG endógeno para cada de te rgente ut i l i zado.  

 

En la Fig. 14 también podemos observar que la act ividad de la DAGK 

sinaptosomal aumenta al aumentar la concentración del sustrato. Sin 

embargo, la act ividad enzimát ica medida fue similar en presencia de los 3 

detergentes ensayados.  
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7.2 Estudio cinético de la act ividad DAGK sinaptoso mal 

 

7.2.1 Cinética enzimática basal 

En un pr imer ensayo experimental,  se evaluó la cinét ica enzimát ica 

ut i l izando como sustrato l ipídico el DAG endógeno con una concentración 

aproximada de 25 µM (cuantif icada por fase gaseosa) y variando la 

concentración de ATP hasta una concentración de 1000 µM. La Fig. 15, 

muestra que la velocidad de reacción sigue una cinét ica de Michael is-

Menten, s iendo la Km aparente de 809,8 µM y la Vmax aparente de 23,89 

pmol PA / mg prot x min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  15-   Act i v idad de la  DAGK s inaptosomal  en func ión de la  concentrac ión de ATP 

Se ut i l i zó DAG endógeno y  concentrac iones c rec ientes de ATP hasta  1 mM,  ut i l i zando  

como precursor  rad iac t ivo ATP-[g-3 2 P] a razón de 3 µCi  por  muestra para aquel las  

condic iones en que la  concentrac ión de ATP fue de hasta 200 µM y 6 µCi ,  para  

concentrac iones super iores de ATP.  La reacc ión se in ic ió  con e l  agregado de la  

suspens ión de membrana synaptosomal  duran te 5 min de reacc ión a 37 ºC,  previa  

sonicac ión durante 15 segundos a f in  de in t roduc i r  e l  ATP a los  s inaptosomas.   
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7.2.2 Cinética enzimática en presencia de DAGs exóg enos. 

Tal como se indicó en la introducción, 9 de las 10 isoformas de la DAGK no 

poseen preferencia en la ut i l ización de diaci lg l icér idos con una composición 

def inida de aci los. La única isoforma que pref iere DAGs que contienen ácido 

araquidónico (20:4) en la posic ión 2, es la isoforma épsi lon (DAGKe). Es por 

el lo que para una primera aproximación a un estudio cinét ico donde se 

ofertó sustrato l ipídico exógeno, se ut i l izaron dos t ipos de l ípidos para medir 

la act ividad DAGK: uno de composición saturada en ácidos grasos, el 1,2-

dipalmitoilg l icerol (DPG) y otro de composición insaturada, el 1-estearoi l,  2-

araquidonoi lgl icerol (SAG). Este t ipo de ensayo nos permit i r ía detectar, en 

base a preferencias de ut i l ización de sustrato, la existencia de una act ividad 

DAGKe.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F ig .  16-  Act i v idad DAGK a 1 mM de  ATP y concentrac i ones var iab les de DPG y SAG 

Se ut i l i zaron concentrac iones crec ientes de DPG ó SAG hasta 2 mM en  mice las de 50 mM 

de OG y manteniendo constante la  concentrac ión de ATP a 1 mM. El  p recursor  rad iac t i vo 

ut i l i zado fue e l  ATP-[g-3 2P] a razón de 6 µCi  por  muestra.  La reacc ión se  l levó a cabo 

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

act ividad enzimática sobre el sustrato SAG es signif icat ivamente super ior a 

la correspondiente sobre DPG, sin alcanzar el nivel de saturación de la 

enzima a 2 mM de este DAG pol i insaturado.  

Para explorar las condiciones de saturabilidad para cada uno de los sustratos, a fin 

de realizar los ensayos de cinética, se realizó una nueva curva de actividad, pero 

en este caso manteniendo constante la concentración de lípido y variable la de 

ATP, trabajando a tres concentraciones de DAG. La Fig. 17 resume los 

resultados obtenidos cuando el sustrato l ipídico fue el DPG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F ig .  17-  Act i v idad DAGK con DAG endógeno,  250 µM y 1  mM de  DPG var iando la  

concentrac ión ATP 

Se ut i l i zaron t res  concentrac iones f i jas  de DAG: n ive les  endógenos (aprox.  25 µM),  250  

µM y 1 mM de DPG en p resenc ia de 50 mM de OG. Las concentrac iones de ATP ut i l i zadas 

fueron hasta 4 mM, ut i l i zando como precursor  rad iac t ivo ATP-[g-3 2P] a razón de 5 µCi  por  

muestra para aquel las  condic iones en que la  concentrac ión de ATP fue  de hasta 1 mM y 

10 µCi ,  para concent rac iones super iores de ATP. La reacc ión se  l levó  a cabo como en la 

F ig .  15.  

 

En las mismas condiciones se midió la act ividad enzimát ica para las dos 

concentraciones de DAG exógeno ut i l izadas en el ensayo anter ior,  pero 

ut i l izando SAG como sustrato. En la Fig. 18 se observan los resultados. 
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Fig.  18-  Ac t i v idad DAGK con 250 µM y 1 mM de SAG a d i fe rentes concentrac iones de  

ATP 

Se ut i l i zaron concent rac iones f i jas  de SAG: 250 µM y 1 mM en presenc ia de 50 mM de  

OG. Las concentrac iones de ATP ut i l i zadas fueron hasta 4 mM,  ut i l i zando como precursor  

rad iac t ivo  ATP-[g-3 2P]  en las  mismas condic iones que en la  F ig .  17.  La reacc ión se  l levó a 

cabo como en la  F ig .  15.  

 

Como podemos observar en la Fig. 18, el s istema es capaz de convert ir  el 

sustrato SAG con una alt ísima ef ic iencia sin alcanzar, en 250 µM ó 1 mM de 

SAG, la máxima velocidad de reacción. Por este motivo se real izó una nueva 

curva de act ividades pero usando concentraciones más altas del sustrato 

SAG, de 2 mM. También se evaluó la act ividad  en presencia de DPG a esta 

misma concentración. 

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

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

6 mM de ATP para conf irmar dicha saturación.  
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Fig.  19-  Ac t i v idad DAGK con 2  mM de  DPG y SAG a d i f e rentes  concentrac iones de 

ATP 

Se ut i l i za ron concentrac iones f i jas  de DPG y SAG (2 mM) en presenc ia de 50 mM de OG.  

Las concentrac iones de ATP ut i l i zadas fueron  hasta 6 mM, ut i l i zando como precursor  

rad iac t ivo  ATP-[g-3 2P]  en las  mismas condic iones que en la  F ig .  17.  La reacc ión se  l levó a 

cabo como en la  F ig .  15.  

 

 

La DAGK es una enzima bi-sustrato, que ut i l iza un sustrato soluble (ATP) y 

un sustrato hidrofóbico (DAG). Las reacciones bi-sustrato constituyen 

aproximadamente un 60 % de las reacciones bioquímicas conocidas. Según 

el modelo cinét ico se clasif ican en tres t ipos: (1) reacciones al azar o t ipo 

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 l iberen los 

productos, mientras que en las reacciones t ipo Ping-Pong, se l iberan uno o 

más productos, antes de que se hayan incorporado todos los sustratos. La 

tabla I I I  resume las reacciones enzimát icas bi-sustrato. 
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Reacciones secuenciales al azar 

Ecuación del s istema 

 

Dependencia del sustrato A 

 

 

 

 

 

 

 

Los sustratos A y B se unen a la enzima 

aleatoriamente, el pr imero en unirse,  

cambia la constante de disociación del 

segundo en un factor a.  Los productos P 

y Q pueden l iberarse al azar y el pr imero 

en l iberarse cambia la constante de 

disociación del segundo en un factor b. 

 

Dependencia del sustrato A 

 

Reacciones secuenciales ordenadas 

Ecuación del s istema 

 

Dependencia del sustrato A 

 

 

 

 

 

 

 

Los sustratos se combinan con la enzima 

en un determinado orden. Pr imero se une 

el sustrato act ivador, A, formando el 

complejo EA y luego el segundo sustrato, 

B, formando el complejo EAB. 

 

Dependencia del sustrato B 
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Reacciones Ping-Pong 

 

 

 

Ecuación del s istema 

 

 

Dependencia del sustrato A 

 

 

 
Uno o más productos se l iberan antes de 

que se hayan incorporado todos los 

sustratos.  

Dependencia del sustrato B 

 

 

 

 

Tabla I I I .  Resumen de las reacc iones  enz imát icas b i -sust ra to.   

 

La cinét ica de estas enzimas, no solo podrían depender de la af inidad de la 

enzima por sus sustratos, sino también de la unión de la enzima a la 

membrana l ipídica (Wattenberg y col. ,  2006). Los parámetros cinét icos 

deberían ser estudiados para cada isoforma en part icular, en un sistema que 

permita variar las concentraciones de cada uno de los sustratos 

involucrados en la reacción enzimát ica.  

En nuestro sistema exper imental,  con la complej idad natural de una f racción 

subcelular enriquecida en terminales sinápticos, no se cuenta con las 

isoformas ais ladas, lo cual hace imposible real izar un anális is c inét ico 

estr icto. Hemos comprobado ( inmunodetección) más de una isoforma de la 
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DAGK en nuestro modelo exper imental de sinaptosomas de corteza cerebral 

y de hipocampo, por lo cual el estudio cinét ico arroja valores para Km y 

Vmax aparente y aproximados que resultan del promedio de act ividades de 

las isoformas presentes. A part ir  de la ecuación de Dalziel (DALZIEL y 

O'BRIEN, 1957), para reacciones enzimáticas bi-sustrato,  se evalúan los 

parámetros cinét icos. Los mismos se obt ienen representando según 

Lineweaver Burk, 1/V0 versus 1/ [ATP],  manteniendo  la concentración de 

DAG constante, para una serie de dist intas concentraciones de DAG. Las 

pendientes (Km/Vmax) y las intercepciones con el eje Y (1/V0) de cada 

gráf ico, son representados en gráf icos secundar ios, para obtener los 

coef icientes cinét icos f ,  como muestra la Fig. 20.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  20-  Representac iones gráf icas secundar ias.  Ecu ación de Dalz ie l  

Las pendientes (Km/Vmax) y  las  in tercepc iones con e l  e je  Y (1 /V0)  de la  ecuac ión de 

L ineweaver Burk  obten idas para una ser ie  de concentrac iones de ATP constantes y en 

func ión de 1/ [DAG],  son graf icadas en func ión  de 1/ [ATP]  para obtener  los  parámet ros 

c inét icos de la  ecuac ión de Dalz ie l  para reacc iones b i -sust ra to .  
 

De éstos gráf icos secundarios, se obt ienen  los valores f 0 ,  f DAG, f ATP y 

f DAGxATP. De la misma forma si graf icamos en función de la concentración 

de DAG, manteniendo constante la concentración de ATP y a dist intos 

valores del mismo, obtenemos los mismos resultados. De esta manera y 

según la ecuación de Dalziel,  obtenemos los valores para KmD A G= f DAG/f 0 ,  
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KmA T P= f ATP/f 0  y KsD A G= f DAGxATP/f ATP.  KmD A G es la concentración de 

DAG que alcanza ½ de la Vmax, cuando la concentración de ATP es 

saturante; KmA T P  es la concentración de ATP que alcanza ½ de la Vmax, 

cuando la concentración de DAG es saturante y KsD A G  es la constante de 

disociación para E-DAG ®  E + DAG.   

Se ut i l izaron DAGs de diferente composición a f in de establecer la af inidad 

por el DAG en el s istema exper imental.   

Los datos de las curvas se anal izaron según la ecuación de Dalziel,  

graf icando las pendientes y las intercepciones de los gráf icos pr imarios 

(1/V0  vs. 1/[DAG]) vs 1/[ATP]. Fig. 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  21-  Representac iones gráf icas de la  ecuac ión d e Dalz ie l  

Las pendientes (Km/Vmax) y las  in tercepc iones  (1 /V0)  de la  ecuac ión de L ineweaver Burk  

obten idas para  una ser ie  de concentrac iones  de  ATP constantes y  en func ión de 1/ [DAG],  

son graf icadas en func ión de 1/ [ATP]   
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Así, los parámetros cinét icos fueron: 

- KmD A G= 455,73 µM; KmA T P= 3,45 mM y Vm a x= 2,07 nmol PA/mg prot x 

min para DPG y  

- KmD A G= 1771,34 µM; KmA T P= 1,29 mM y Vm a x= 18,70 nmol PA/mg prot 

x min para SAG. 

Para los mecanismos de reacción que obedecen a la ecuación de Dalziel,  las 

representaciones gráf icas primar ias de Linewevear Burk 1/V0 vs. 1/[DAG] a 

las dist intas concentraciones f i jas de ATP, son l ineales, como muestra la 

Fig. 22.   

 

 

 

 

 

 

Fig.  22-  Representac iones gráf icas p r imar ias de L in ewevear Burk 

Se representa 1/V0 en func ión de 1/ [DAG] (DPG o SAG) para una ser ie  de  

concentrac iones constantes de ATP.  

 

Las reacciones enzimáticas que proceden en forma secuencial,  sea 

ordenada o al azar, responden a éste t ipo de gráf icos, en donde las 

pendientes decaen a medida que aumenta la concentración del sustrato que 

se mantiene constante para cada valor del otro sustrato, mientras que en las 

reacciones de t ipo Ping-Pong, las pendientes de cada curva, son paralelas 
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entre sí.  Como se muestra en la Fig. 22 la act ividad DAGK responde a una 

reacción de t ipo secuencial,  aunque no podemos dist inguir con éstos 

resultados, s i se trata de una reacción ordenada o al azar. 

 

7.3 Comparación de la act ividad de la DAGK sobre su stratos de 

diferente composición en ácido grasos 

La gran avidez por el sistema para transformar el SAG, fue l lamat iva. Una 

pregunta surgía de estos estudios y era si en verdad la act ividad de la 

DAGK de sinaptosomas en las condiciones ensayadas, preferencialmente 

ut i l izaba el SAG como sustrato respondiendo a una act ividad del t ipo de la 

DAGK épsi lon ó si el DPG, al ser un l ípido altamente saturado, era incapaz 

de disolverse adecuadamente en el sistema micelar ut i l izado. Por tal motivo, 

decidimos ensayar la act ividad enzimática en presencia de 1,2-

dioleoi lgl icerol (DOG), que al poseer un cierto grado de insaturabil idad, es 

más soluble que el DPG. El ensayo se real izó a 4 mM de ATP, para asegurar 

la saturabi l idad con respecto al co-sustrato y en presencia de 

concentraciones crecientes de DAG hasta 1 mM, comparando los tres DAG 

entre sí:  el SAG, el DOG y el DPG.  

Como podemos observar en la Fig. 23, a pesar de que la act ividad 

enzimát ica en presencia de DOG, es superior  que en presencia de DPG, la 

DAGK sinaptosomal ut i l iza preferencialmente el SAG en este sistema 

exper imental.  Ha sido reportado que la DAGKz, quien ut i l iza otros DAGs 

insaturados muestra preferencia por DOG (Thirugnanam y col. ,  2001). Este 

resultado también indicaría que no se trata de la isoforma DAGK zeta,  

apoyando la hipótesis de que se tratar ía de la DAGKe. 
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F ig .  23-  Ac t i v idad DAGK u t i l izando SAG, DOG y DPG c omo sust ra tos l ip íd icos y en  

presencia de 4 mM de ATP  

Se ut i l i zaron concentrac iones crec ientes de DPG, DOG y SAG hasta 1 mM en presenc ia de 

50 mM de OG. La  concentrac ión de ATP ut i l i zada fue de  4 mM, ut i l i zando como precursor  

rad iac t ivo ATP-[g-3 2P] a razón de 8 µCi  por  mues tra.  La reacc ión se in ic ió  con e l  agregado 

de la  suspens ión de membrana synaptosomal  durante 5 min de reacc ión a 37 ºC,  p revia  

sonicac ión durante 15 segundos a f in  de in t roduc i r  e l  ATP a los  s inaptosomas.  

 

 

7.3.1 Estudio de la act ividad DAGK en las dist intas  fracciones 

subcelulares de corteza cerebral de rata. 

Como se mencionó en la introducción, las dist intas isoformas de la DAGK se 

distr ibuyen diferencialmente a nivel de tej ido y a nivel subcelular,  siendo el 

SNC el tej ido en donde se expresan la mayoría de las isoformas descriptas 

hasta el  momento. Ha sido reportado que la DAKe está presente en las 

membranas del ret ículo endoplásmico (RE) (Goto y col. ,  2008). Nuestro 

sistema exper imental,  para el estudio de la DAGK, comprende a los 

terminales sinápticos obtenidos de neuronas de la corteza cerebral y del 

hipocampo. Dichas preparaciones purif icadas muestran en su interior las 

estructuras subcelulares caracter íst icas,  mitocondrias, vesículas sinápt icas 

y una proporción escasa aunque presente, de ret ículo endoplasmico.  Una 
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hipótesis que surgía a part ir  de la marcada act ividad de la DAGK en 

presencia de SAG, era que si mayor itar iamente medíamos en los 

sinaptosomas una act ividad principalmente debida a la DAGKe, entonces el 

porcentaje de distr ibución de la act ividad sería similar en presencia de 

ambos sustratos. Además la act ividad medida sería menor en los 

sinaptosomas que sólo cont ienen en su interior una porción del RE con 

respecto a la f racción del SPMit que contiene la f racción de RE de la célula 

neuronal.     

La Fig. 24 representa la distr ibución porcentual de la act ividad medida en 

las f racciones sinaptosomal, nuclear y sobrenadante post-mitocondr ial  

provenientes CC de ratas adultas de 4 meses en presencia de DPG ó SAG. 

Si bien en presencia de SAG, la act ividad enzimát ica medida fue 

aproximadamente 7 veces super ior que en presencia de DPG, la distr ibución 

porcentual para ambos sustratos permaneció invariable.  

Como se puede observar, la act ividad DAGK en sinaptosomas de CC 

representa el 10,91 % de la act ividad total,  sin embargo el porcentaje de 

distr ibución en el SPMit es de un 72,9 %. Estos hallazgos sugieren, en 

coincidencia con lo reportado, que esta act ividad observada se debe a la 

isoforma épsi lon de la DAGK, presente en la f racción que cont iene al 

ret ículo endoplásmico. La act ividad hal lada en la f racción sinaptosomal 

purif icada se hallaría en la porción de ret ículo presente en el terminal 

sináptico. En el Capítulo I I  se presentan estudios de MF con ant icuerpo 

contra DAGKe, donde se muestra la localización intrasinaptosomal de la 

enzima Fig. 49. 

 

 

 



 

																																																																							��)*��!�	�	
 
 

$�	

 

 

 

 

 

 

 

F ig .  24-  Dis t r ibuc ión de la  act iv idad de la  DAGK en  d is t in tas f racc iones de CC de 

ratas adul tas  

Las d is t in tas  f racc iones subcelu lares se obtuvieron de acuerdo a  lo  deta l lado en 

Mater ia les  y Métodos,  F ig .  4 .  La concentrac ión de DPG y SAG fue de 250 µM en p resenc ia 

de 50 mM de  OG.  La  concentrac ión de ATP ut i l i zada  fue de 500  µM, ut i l i zando como 

precursor  rad iac t i vo ATP-[g-3 2P] a razón de 3 µCi  por  muestra .  La reacc ión se in ic ió  con e l  

agregado de la  suspens ión de membrana synaptosomal  durante 5 min de reacc ión a 37 ºC,  

previa  sonicac ión durante 15 segundos a f in  de  in t roduc i r  e l  ATP a los  s inaptosomas.  

Los valores expresan las ac t ividades medidas en cada f racción en pmoles de 

PA/mg proteínas, indicando en paréntes is e l porcentaje de dis tr ibuc ión en cada 

caso.  
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En este Capítulo se presentan los resultados de los estudios real izados para 

determinar la part ic ipación de la DAGK en la vía de señal ización de la 

insul ina en el SNC. Para evaluar la acción de la insul ina, los sinaptosomas 

fueron incubados en presencia de ATP-[g-3 2P], ut i l izando como sustrato 

l ipídico el DAG endógeno. Este t ipo de ensayo depende de la disponibil idad 

del DAG generado a part ir  de los fosfol ípidos de la membrana por acción de 

dist intas vías enzimáticas (PLD/PAP2, PC-PLC, PI-PLC).  

Para independizarnos de las var iaciones del sustrato endógeno, que puede 

aumentar por act ividades fosfolipásicas, también se evaluó el efecto de la 

insul ina sobre la act ividad de la DAGK, ut i l izando sustrato DAG radiact ivo en 

micelas con DMSO al 0,1% v/v.  

La f igura 25A muestra que la insulina incrementa la formación de PA a part ir  

del DAG endógeno en un 73% respecto al control,  mientras que el 

incremento es del 46% a part ir  del DAG exógeno (DAG radiact ivo). Bajo 

estas condiciones, también fue posible observar la metabolización del DAG 

radiact ivo empleado, evaluando el MAG y el gl icerol como producto soluble. 

La f igura 25B representa la relación entre la act ividad DAGK (PA-[3H]) y la 

act ividad hidrolít ica (DAG l ipasa y MAG lipasa), midiendo el MAG-[3H] y el  

gl icerol-[3H], respect ivamente. Como se puede observar en la Fig. 25B, la 
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insul ina favorece la act ividad quinásica, aumentando la relación PA vs MAG 

+ Glicerol en un 58 % respecto al control sin la hormona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  25-  E fecto  de la  insul ina sobre  la  act i v idad d e la  DAGK s inap tosomal ,  med ida a  

part i r  de sustra to exógeno o de sus tra to endógeno.  

(A)  La act iv idad DAGK fue medida a par t i r  de l  DAG endógeno y ATP-[g-3 2P] a razón de 3 

µCi  por  muest ra ó  en presenc ia de 200 µM de  DAG radiact i vo con  una act iv idad especí f ica  

de 800 dpm/nmol .  La concentrac ión de ATP para ambos ensayos fue de 1 mM. La  

concentrac ión de insu l ina fue de 100 nM. Los basales contenían seroalbúmina bovina  

(BSA),  vehícu lo  de  la  insu l ina,  en una  concen trac ión f ina l  de 0 ,1% p /v.  El t iempo de 

reacc ión fue medido a part ir  de l  agregado de  la  membrana s inap tosomal  seguido de 

15 segundos de sonicac ión e inmediato agregado de la insul ina o de la  BSA en e l  

caso de los basales.  El  ensayo se rea l i zó por  un per íodo de 5 min en un baño incubador 

a  37ºC.  

 (B)  Representa la  re lac ión PA/MAG+Gl icero l  productos obten idos a  par t i r  de l  ensayo  con 

DAG-[3 H].   

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  Los resu l tados se expresan como e l  porcenta je 

de act iv idad respecto a l  va lor  basal  (100%) ± SD. *p < 0.03,  * *p< 0.005,  ***p < 0.0006 

comparando la  condic ión insu l ina vs .  Basal .  

 

Con ambos precursores se observa que la hormona est imula la formación de 

PA. El mayor efecto que ejerce la insul ina, observado cuando se usó ATP-[g-

3 2P] en el ensayo (73% versus 46% en el ensayo con DAG-[3H]), sugería un 

est ímulo adicional al  producido por el incremento del DAG en la membrana. 
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De ésta manera, los resultados podrían indicar que la insul ina est imula la 

formación de PA por dos mecanismos, a saber:  

1) un mecanismo dependiente de la generación de DAG, formados a 

part ir  de fosfol ípidos de la membrana por acción de enzimas 

est imuladas por la hormona, 

2) un mecanismo independiente de la generación de DAG, siendo la  

hormona la responsable de act ivar a la DAGK en forma directa o a 

través de mecanismos aún no establecidos.  

Además, se sabe que la insul ina incrementa la vía de novo de gl icerolípidos 

en varios tej idos. Suponiendo que el PA radiact ivo fue sintet izado por la vía 

de novo a través de la aci lación de gl icerol 3 fosfato radiact ivo, esto podría 

ser la causa del mayor est ímulo observado en presencia del precursor ATP. 

Sin embargo, en experimentos previamente real izados en el laborator io con 

membranas sinaptosomales incubadas con glicerol-[3H], precursor para la 

síntesis de gl icerolípidos, se observó que la marcación de los 

glicerofosfolípidos era signif icat iva solo a t iempos largos de incubación (60,  

90 y 120 min), (datos no publ icados). Entonces, aunque fuera posible que en 

los ensayos con ATP-[g-32P], encontráramos PA-[3 2P] proveniente de la 

síntesis de novo, el  aporte de éstos a t iempos cortos de incubación, no 

serían signif icat ivos.  Además, en exper imentos real izados en nuestro grupo 

de trabajo con membranas sinaptosomales, se observó que a t iempos cortos 

de incubación (5-10 min) y empleando PA marcado radiact ivamente como 

precursor, la fosfat idato fosfohidrolasa (PAP) t ipo 2 (PAP2) fue la act ividad 

predominante, mientras que no se detectó act ividad de PAP1, ésta últ ima 

asociada esencialmente a la síntesis de novo de gl icerolíp idos (Salvador y 

col. ,  2002).  
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Por otra parte, una eventual inhibición de PAP por parte de la insul ina,  

acción que de ocurr ir  podría producir una acumulación de PA radiact ivo, fue 

descartada ya que la enzima (PAP2) no modif ica su act ividad por acción de 

la hormona (Salvador y col. ,  2005). 

Para conf irmar la part icipación genuina de una act ividad DAGK en el efecto 

de la insul ina, se evaluó el efecto de la hormona en presencia del inhibidor 

select ivo para la DAGK R59022 (Jiang y col. ,  2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F ig .  26-  Efecto de l  R59022 en la  acc ión de la  insul ina sobre la  DAGK  

El  ensayo se rea l izó p re incubando las  membranas s inaptosomales durante 10 min en 

presenc ia de 10 µM del  inh ib idor  R59022 d isue l to  en DMSO para una concentrac ión f ina l  

de l  detergente de l  0 .1%. El  t iempo de reacc ión fue medido a par t i r  de l  agregado de 100  

µM de ATP-[g-3 2 P],  seguido de 15 segundos de sonicac ión e inmediato agregado de la  

insu l ina o de la  BSA en e l  caso de los  basales.  El  ensayo  se rea l i zó a 37ºC durante 5  min.   

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  porcenta je  PA 

formado /mg proteína x  5  min respecto a l  va lo r  basal  (100%) ± SD. * *p < 0.01,  ** *p <  

0.001 comparando cada condic ión vs .  Contro l -Basal .  

 

 

Como podemos observar en la Fig. 26, en presencia del R59022, la 

formación de PA se reduce signif icat ivamente. En estas condiciones, la 

insul ina no ejerce efecto est imulatorio en la formación de PA.  
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El est ímulo en la formación de PA por acción de la insulina en nuestro 

sistema exper imental,  está asociado a la act ivación de la DAGK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  27-  Efecto de l  R59022 en la  acc ión de la  insul ina ( Ins)  sobre los n ive les de PIP 2  

E l  ensayo  se rea l i zó en las  mismas condic iones que para la  F ig .  26.  

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  * **p <  0.0006,  para Ins+R59022 vs .  Insu l ina .  

 

Llamat ivamente, mientras el R59022 inhibe la formación del PA act ivado por 

la insul ina (Fig. 26), los niveles de marcación de los PIP2  aumentan en 

presencia de la hormona (Fig. 27). 

Se ha demostrado que la act ividad de las quinasas que fosfori lan 

fosfoinosít idos no son signif icat ivamente afectadas por el inhibidor R59022 

(de Chaffoy de Courcel les DC y col. ,  1985). Este resultado podría estar 

revelando la existencia de un mecanismo concertado que permite una 

correlación inversa entre PA y PIP2 .     

 

7.4 El aumento de los niveles de DAG por acción de la insul ina 

est imula la act ividad de la DAGK  

Como se descr ibió anteriormente, la insulina est imula la act ividad de la PLD, 

sin alterar la act ividad de la PAP2 (Salvador y col. ,  2005). La acción 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 formación de DAG.  

En varios t ipos celulares, la generación de DAG se produce en forma 

bifásica luego de un est ímulo (Donchenko y col. ,  1994; Zannett i y col. ,  

1997). Durante la fase inic ial,  dentro del primer minuto, la producción de 

DAG está asociado con la hidról is is del PIP2 ,  por acción de la PI-PLC, 

mientras que la fase tardía proviene de la hidról isis de la PC por la PLD, 

seguido de la acción secuencial de la PAP (Fu y col. ,  1989; Reibman y col. ,  

1988).  

Para explorar el  mecanismo de act ivación de la DAGK por la insul ina 

relacionado al aumento de los niveles endógenos de DAG, evaluamos la 

eventual part ic ipación de la PI-PLC y de la PLD/PAP2, ut i l izando inhibidores 

específ icos para éstas vías.  

 

7.4.1 - La PI-PLC part icipa en la act ivación de la DAGK por efecto de la 

insul ina, aumentando los niveles de DAG 

Para evaluar la part icipación de la vía PI-PLC se ut i l izó 100 µM de 

neomicina (N). La neomicina se une al PIP2 ,  inhibiendo la act ividad de la PI-

PLC (Grif f in y col. ,  1980; Schacht, 1976). Lo esperable, en el caso de que el 

aumento de sustrato DAG provenga de los fosfoinosít idos, era una reducción 

o anulación del est ímulo de la insul ina sobre la formación de PA.  

El t iempo de incubación fue de 2 min, ya que el pico de DAG proveniente de 

la act ivación de la PI-PLC se produce tempranamente. En la f igura 28A 

podemos observar una tendencia inhibitor ia a la formación de PA act ivada 

por la hormona en presencia de la neomicina. Como control del efecto 

inhibitor io de la neomicina sobre la act ividad de la PI-PLC, se evaluaron los 
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pol ifosfoinosít idos (PPIs), midiendo los niveles de fosfori lación de PIP+PIP2  

(Fig. 28B). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  28-  Par t ic ipac ión de la  vía  P I-PLC en la  ac t i v ac ión de  la  DAGK por la  insul ina  

El  ensayo se rea l izó p re incubando las  membranas s inaptosomales durante 10 min en 

presenc ia de 100 µM de  neomic ina (N) d isuel to  en DMSO para una concentrac ión f ina l  de l  

detergente de l  0 .1%. El  t iempo de reacc ión fue medido a par t i r  de l  agregado de 100 µM de 

ATP-[g-3 2P],  3  µCi  por  muestra,  seguido de 15 segundos de sonicac ión e inmediato 

agregado de la  insu l ina o de la BSA en e l  caso de los  basales.  El  ensayo se rea l izó a 

37ºC durante 2  min.   

(A)  Medic ión de PA- [3 2P]  

(B)  Medic ión de PPIs- [3 2 P] 

Cada condic ión  se ensayó por  t r ip l icado.  Los  resu l tados expresan e l  po rcenta je  de  PA (A)  

ó  PPIs  (B)  formados por  mg proteína x 2  min respecto a l  va lo r  basal  (100%) ± SD. 

*p<0.03,  ** *p<0.0002 para cada condic ión vs .  Basal . �

 

Como podemos observar en la Fig. 28B, hay una acumulación de los PPIs en 

presencia de la neomicina. Esto conf irma la inhibición de la degradación de 

estos l ípidos.  

Llamat ivamente, la presencia del orto-vanadato permit ió observar el efecto 

inhibitor io de la neomicina respecto al est ímulo que ejerce la insul ina sobre 
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la DAGK (Fig. 29). El o-vanadato (200 µM) fue usado para preservar la 

fosfori lación en t irosina, por ser este un agente inhibidor de t irosina-

fosfatasas, asegurando de esta manera la acción t irosina-quinasa 

dependiente del receptor de la insulina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F ig .  29-  Efecto de la  neomic ina sobre la  ac t i v idad de la  DAGK en  presencia de o-

vanadato 

El  ensayo se rea l i zó  en las  condic iones de la  F ig .  28,  pero en p resenc ia de 200 µM de o -

vanadato en e l  medio de  incubac ión.   

E l  ensayo  se rea l i zó por  t r ip l icado.  **p< 0 .003 comparando cada condic ión vs .  Basal .  �

 

Dado que el resultado obtenido impl icaba indirectamente la part ic ipación de 

una fosfolipasa C en la acción de la insulina, medimos la respuesta a la 

acción de la hormona sobre los fosfoinosít idos. Para ello se realizó un 

ensayo de Pulso-Demarcación. Como muestra la f igura 30, en la condición 

control  (ausencia de la insul ina y ausencia de la neomicina) no se observan 

cambios en los niveles de PIP2 .  Sin embargo, en presencia de la insul ina, se 

observa una inhibición del 44% en los niveles de PIP2  al minuto de 

incubación mientras que en presencia de la neomicina, la insulina no es 

capaz de producir éste efecto.  
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F ig .  30-  Ensayo  de Pulso-Demarcac ión  para  evaluar l a  par t ic ipac ión  de la  PI-PLC en 

la  acc ión de  la  insu l ina   

El  ensayo se rea l i zó  p re incubando los  s inaptosomas durante 10 min en presenc ia o  

ausenc ia de 100 µM de neomic ina y de  16 µCi  de  ATP-[g- 3 2P] por  mg de proteína  

s inaptosomal ,  como se deta l ló  en la  secc ión 6.6 y 6 .6 .1 de Mate r ia les  y Métodos.  El  Pulso 

de rad ioact i v idad se l levó a cabo durante 10  min y e l  pe r íodo de Demarcac ión,  durante 1,  

4 ,  5  y 6  min en presenc ia o ausenc ia de 100 nM de insu l ina.  Los resu l tados expresan e l  

porcenta je  de rad ioact iv idad en PIP 2  por  mg p roteína respecto a l  t iempo cero (100%).  

 

Estos datos indican que la PI-PLC es act ivada por la insul ina a t iempos 

cortos de incubación (1 min), disminuyendo los niveles de PIP2 .  Además, 

luego de los 4 min de incubación, se observa una posible resíntesis de los 

PIP2  por acción de la insulina, mientras que además se observa una 

acumulación en los niveles de PIP2  en presencia de la neomicina. Debemos 

tener en cuenta que el diseño exper imental ut i l izado permit ió disminuir 

fuertemente los niveles de ATP radiact ivo pero no el iminó del medio a dicho 

precursor. Este resultado conf irma lo observado en la Fig. 28, que muestra 

resultados de una exper iencia con insul ina y neomicina en presencia de 
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precursor radiact ivo, donde la fosfori lación de los polifosfoinosít idos está 

tr ipl icada. 

 

7.4.2 - La vía PC-PLD/PAP2 part icipa en la act ivaci ón de la DAGK por 

efecto de la insul ina, aumentando los niveles de DA G 

Para evaluar la part ic ipación de la vía PC-PLD/PAP2 en la act ivación de la 

DAGK por la insul ina, se ut i l izaron como inhibidores de la vía,  etanol al 2% y 

DL-Propranolol a 1,5 mM. Los alcoholes primar ios promueven el mecanismo 

de transfosfat idi lación de la act ividad de la PC-PLD, generando 

fosfat idi letanol e impidiendo de esta manera la subsiguiente reacción 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 Morr is, 1999).  

El enfoque para determinar si  la insulina actuaba a través de la act ivación 

de la vía PC-PLD/PAP2 fue emplear estos inhibidores de manera de impedir  

la generación de DAG como sustrato de la DAGK.  

Observamos en la f igura 31 que la insul ina no ejerce efecto est imulator io en 

la formación de PA en presencia de etanol,  siendo los valores similares a los 

obtenidos en los controles (ausencia de la insul ina) con etanol.  También se 

observa que el etanol produce una disminución en la formación de PA de un 

50% con respecto al control s in el alcohol,  indicando posiblemente, que la 

act ividad de la PLD se encuentra up-stream a la act ividad de la DAGK en los 

sinaptosomas de la CC.  

También se observa en la Fig. 31, que el DL-Propranolol,  produce una fuerte 

inhibic ión en la act ividad basal de la DAGK (70 %), que no es revert ida por 

la acción de la insul ina. Esto podría indicar que la droga disminuye el 

sustrato DAG o que inhibe a la DAGK. 
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F ig. 31- Efecto del etanol y del DL-Propranolol  en la act ivación de la DAGK 

por acción de la insu l ina 

El ensayo se real izó pre incubando las membranas s inaptosomales durante 10 min 

en ausenc ia ó en presenc ia de etanol a l 2% ó Dl-Propranolo l 1 ,5 mM disuel to en 

DMSO para una concentrac ión f ina l  del detergente del 0.1%. El  t iempo de reacc ión 

fue medido a part ir  de l agregado de 100 µM de ATP-[g- 3 2P],  3 µCi  por  muestra,  

seguido de 15 segundos de sonicac ión e inmediato agregado de la insul ina o de la  

BSA en e l caso de los  basales.  El  ensayo se real izó a 37ºC durante 5 min.   

Cada condic ión se ensayó por tr ip l icado. Los resul tados expresan e l  porcenta je  de PA 

formado por  mg proteína x 5  min respecto a l  va lor  de l  contro l -basal  (100%) ± SD. **p < 

0.002, ***p< 0.0001,  comparando cada condic ión vs.  contro l-basal .    �

 

Para determinar s i el DL-Propranolol t iene algún efecto inhibitor io en la 

act ividad de la DAGK, se real izó un exper imento en presencia de DAG 

exógeno radiact ivo.  

Como podemos observar en la Fig.  32, el DL-Propranolol no afecta 

directamente la act ividad de la DAGK ya que no se observan diferencias 

signif icat ivas en la formación de PA-[3H]. Este resultado sugiere que el 

efecto inhibitor io que ejerce la droga a nivel basal (en ausencia de la 

insul ina), podría atr ibuirse a la disminución de un aporte de DAG 

proveniente de la act ividad PAP.       
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Fig.  32-  Efecto de l  DL-Propranolo l  sobre la  act i v id ad de  la  DAGK  

Se ut i l i zó 45  µM de DAG-[3 H] p roveniente  de re t ina,  de AE= 1100 dpm/nmol .  El  ensayo  se  

rea l izó  pre incubando las  membranas s inaptosomales durante 10  min en presenc ia ó  en 

ausenc ia de l  inh ib idor ,  s iendo e l  t iempo de reacción medido a par t i r  de l  agregado de 2 mM 

de ATP, seguido de 15 segundos de sonicac ión e  inmediato agregado del  DAG-[3 H].   

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  �

 

 

7.4.2.1 - La formación de PA es modif icada por la a ct ivación de PKC 

Se sabe que la PKCa  está implicada en la regulación de la PLD en 

respuesta a señales mitogénicas (Hornia y col. ,  1999; Yeo y Exton, 1995). 

La act ivación de la PLD por la PKCa , es regulada por fosfori lación y por 

interacciones proteína-proteína (Oka y col. ,  2002). Entonces,  basándonos en 

la potente inhibic ión de la DAGK cuando se emplean inhibidores de la PLD o 

de la PAP2, se podría especular que la generación de DAG a part ir  de la vía 

PLD/PAP2, está a su vez regulada por una act ivación de PKC.  

En una pr imera aproximación se evaluó la modulación de la act ividad DAGK, 

mediante la inhibic ión o act ivación de la fosfori lación de proteínas mediada 

por PKC.  

Se ut i l izó 1 µM de PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) como act ivador 

del grupo A y B de PKC (aquel las que requieren DAG para su act ivación) y 

0,5 µM de Staurosporina (St),  como inhibidor de PKC.  
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En la Fig. 33 podemos observar una inhibic ión en la formación de PA cuando 

previamente en las membranas se inhibe la fosfori lación mediada por PKC 

(en presencia de St),  que se revierte parcialmente cuando la medida de la 

act ividad DAGK se real iza en presencia de PMA, indicando que la act ivación 

de PKC podría estar involucrada en la act ividad basal de la DAGK 

sinaptosomal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  33-  Acc ión  de PKC en la  act i v idad basal  de la  DAGK 

Los ensayos se rea l i za ron en condic iones favorables para evaluar  la  acc ión de PKC, 

empleando e l  buf fer  de  fos for i lac ión HBM descr i to  en “Mate r ia les  y Métodos”  apar tado  6.5  

y en presenc ia de 100 µM de CaCl 2  y  12,5 µM de fos fat id i lser ina (PS).  El ensayo se 

real izó pre incubando las membranas s inaptosomales durante 10 min en ausenc ia ó 

en presenc ia de 0,5 µM de Staurospor ina (St)  d isuel to en DMSO para una 

concentrac ión f ina l del detergente del 0.1%. El  t iempo de reacc ión fue medido a 

par t ir  de l agregado de 100 µM de ATP-[g- 3 2P], 3 µCi por muestra, seguido de 15 

segundos de sonicac ión e inmediato agregado de 1 µM de 12-myr is ta te  13-aceta te 

(PMA) o  su vehícu lo .  El  ensayo se real izó a 37ºC durante 5 min.   

Cada condic ión se ensayó por  tr ipl icado. **p < 0.002, comparando cada condic ión 

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 ut i l izadas 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 está 

también l igado a la act ivación de la DAGK por la insulina. Se real izó un 

nuevo ensayo con el buffer que usualmente empleamos para la medida de 

act ividad de la DAGK (Materiales y Métodos” apartado 6.5), ut i l izando en 

ésta oportunidad, otro inhibidor para la PKC ampliamente conocido, la bis-

indolmaleimida (BIM).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 34- Acción de PKC en la act iv idad de la DAGK e n presencia y ausencia de 

la  insu l ina  

El ensayo se real izó en presencia de 100 µM de CaCl2 ,  pre incubando las  

membranas s inaptosomales durante 10 min en ausenc ia ó en presenc ia de BIM 5,8 

µM y en ausenc ia ó en presenc ia de PMA 1 µM, d isueltos en DMSO (concentrac ión 

f ina l 0,1% v/v) .  El t iempo de reacc ión fue medido a part ir  del agregado de 100 µM 

de ATP-[g-3 2P], 3 µCi por  muestra, seguido de 15 segundos de sonicac ión e 

inmediato agregado de la insul ina ó de la  BSA en e l caso de los basales . El  

ensayo se real izó a 37ºC durante 5 min.   

Cada condic ión se ensayó por tr ip l icado.  *p< 0.04, **p < 0.005, ***p< 0.0001 

comparando cada condic ión vs . Contro l-Basal.  
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En las condiciones para el ensayo de la DAGK, también se puede observar 

una act ividad de la DAGK que es dependiente de la act ividad de PKC (Fig. 

34). Llamat ivamente, el est ímulo de insul ina es inhibido en un 86 % en 

presencia de BIM mientras que en presencia de PMA, la inhibic ión 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 acción de la insulina 

provoca un aumento en la formación de PA, debido a un aumento en los 

niveles de DAG endógeno a part ir  del est ímulo en la hidról isis de PC por la 

vía PC-PLD/PAP2 y posiblemente relacionada esta act ivación a la act ivación 

de una PKC.  

 

7.4.3 - La vía PC-PLC no part icipa en la act ivación  de la DAGK por 

efecto de la insul ina. 

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado en terminales sinápticos de 

CC la presencia de la PC-PLC, enzima que cataliza la hidról isis de la PC 

produciendo DAG. La formación de DAG proveniente de la vía PC-PLC y PC-

PLD, representa un 75% y un 25% del total  de DAG proveniente de la 

hidról is is de PC, respectivamente (Mateos y col. ,  2006). Para evaluar la 

part ic ipación de ésta vía en la act ivación de la DAGK por la insulina, se 

real izaron exper imentos en presencia del inhibidor específ ico de la PC-PLC, 

la sal de potasio Tricic lodecan-9-i l-xantato (D609). Lo esperable, en caso de 

que la vía fuera act ivada por la insulina,  era que el est ímulo en la formación 

de PA fuera parcialmente bloqueado.  

Las condiciones del ensayo, fueron similares a los casos anteriores, pero 

debido a que la droga es tóxica en medios que cont ienen como solución 

tampón al  Hepes, el  ensayo se real izó ut i l izando Tris-Maleato 50 mM. El pH 
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también fue modif icado, debido a que un pH l igeramente alcal ino inestabil iza 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F ig .  35-  Efecto de l  inh ib idor  para PC-PLC en la  act i vac ión  de la  DAGK por  la  insul ina 

El  ensayo se rea l izó p re incubando las  membranas s inaptosomales durante 10 min en 

ausenc ia ó en presenc ia  de 0,1 µg /µ l  de D609 en DMSO (0,1%).  El  t iempo de reacc ión fue  

medido a par t i r  de l  agregado de 200 µM de ATP-[g-3 2P],  seguido  de  15 segundos de 

sonicac ión e inmediato agregado de la  insu l ina o de la  BSA en e l  caso de l  basal .  E l  

ensayo se rea l izó  a 37ºC durante  5 min.   

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado .  **p < 0.005,  ** *p< 0.0006 comparando cada 

condic ión vs .  Basal .  

 

El D609 no disminuye la act ivación de la DAGK por la hormona, como se 

puede observar en la Fig. 35, indicando que la vía PC-PLC no está 

involucrada en el mecanismo de act ivación de la DAGK por la insul ina a 

través de la generación del sustrato DAG. En ésta f igura también se observa 

que el est ímulo que ejerce la insul ina en la formación de PA es super ior s i  

está presente el inhibidor de PC-PLC. Este resultado podría indicar que el 

bloqueo de la vía de hidrólisis de PC por PLC, aumenta la disponibi l idad de 

PC para su degradación por la PLD.  
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7.5 - La insul ina est imula la act ividad de la DAGK en forma 

independiente de la formación de DAG en la membrana  

El incremento en la formación de PA por est ímulo de la DAGK, acción 

ejercida por la insul ina, no se debe sólo al incremento en la masa de DAG 

por acción de la hormona sobre enzimas generadoras de DAG, sino que 

también se produce una act ivación directa sobre la enzima, hal lazgo 

observado en la Fig. 25. 

Hemos detectado que en nuestras condiciones de ensayo, la hormona act iva 

la fosfolipasa t ipo C sobre los fosfoinosít idos (Fig. 28,  29 y 30) y la 

fosfolipasa D actuante sobre PC (Fig. 31). Esto genera DAGs de diferente 

composición. Nos preguntamos entonces si este efecto independiente del 

incremento en la producción de sustrato l ipídico:  

1) es select ivo para un t ipo de DAG, más saturado en composición de 

aci los (p. ej .  relacionado a PC) ó mas insaturado y r ico en 

araquidonato en la posic ión 2 (proveniente de los fosfoinosít idos). 

2) cual sería el posible mecanismo de act ivación de la DAGK por la 

insul ina, independiente de la formación de DAG en la membrana? 

Para evaluar la acción de la insul ina,  independizándonos del incremento en 

la concentración de DAG, la estrategia desarrollada fue la medición de la 

act ividad DAGK uti l izando sustrato exógeno de diferente composición. 

Para l levar a cabo este estudio debíamos asegurar la integridad 

sinaptosomal dado que el l íp ido es ofertado en micelas mixtas con 

detergente. Nuestros datos previos (Capítulo I)  indicaron una importante 

act ividad de DAGK actuando sobre el sustrato SAG y ut i l izando OG como 

detergente.  Por datos bibl iográf icos donde se estudió la acción de diversas 

hormonas en células en cult ivo, conocíamos la ut i l ización de dimet i lsulfóxido 
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para vehicul izar drogas hidrofóbicas  ó l íp idos sin producir efectos 

deletéreos en la estructura celular.  

Por esta razón real izamos diversos controles sobre la integridad 

sinaptosomal y sobre la ef ic iencia de incorporación del l ípido al 

sinaptosoma. A part ir  de estos datos,  aunque OG es el detergente de 

elección para medir la act ividad enzimática, ut i l izamos DMSO como vehículo 

para dispersar al DAG. 

Los controles de la integridad sinaptosomal se evaluaron por microscopía 

electrónica de transmisión (TEM), en presencia y ausencia del DMSO, 

real izando además, los 15 segundos de sonicación habituales que t ienen 

lugar en los ensayos, tal como de detal la en Mater iales y Métodos, Fig. 8 del 

apartado 6.5.3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

F ig .  36-  Fotograf ía  de s inaptosomas obtenidas  por T EM 

Las fo tograf ías  son adqui r idas 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 poster ior sonicado, no modif ica su estructura, ni el  

tamaño sinaptosomal. Se advierte asimismo la simil i tud en cuanto al 

contenido de subestructuras intrasinaptosomales, como mitocondr ias, como 

A B 

0,5 µm 
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también del contenido de vesículas sinápticas y ret ículo endoplásmico.  El 

tratamiento de los sinaptosomas con micelas de DPG-DMSO ó SAG-DMSO 

arrojó resultados similares al tratamiento con DMSO. Sin embargo este 

estudio no nos permite evaluar la incorporación efect iva del DAG al 

sinaptosoma. 

Para evaluar la ef ic iencia de incorporación de los l ípidos contenidos en las 

micelas a los sinaptosomas, se ut i l izó el colorante rojo ni lo (9-diet i lamino-

5H-benzo [a ] fenoxazina-5-ona),  como marcador de l ípidos, tal como se 

indicó en Mater iales y Métodos, apartado 6.5.3.2. El rojo ni lo (RN) es 

comúnmente ut i l izado para la detección y visualización de gotas 

intracelulares de l ípidos neutros (Greenspan y Fowler, 1985; Greenspan y 

col. ,  1985). Los l ípidos neutros f luorescen de un color bri l lante amari l lo-oro,  

cuando son marcados con el colorante y observados por microscopia de 

f luorescencia usando un f i l t ro apropiado ( longitud de onda 450-500 

nanómetro). En cambio,  la interacción entre los fosfol ípidos y el RN provoca 

una coloración f luorescente anaranjada.  

Los sinaptosomas marcados con el colorante RN se evaluaron por 

microscopía de f luorescencia en presencia de las micelas formadas por la 

mezcla de l ípido-DMSO y en presencia sólo del detergente como control.  

Como podemos observar el la Fig. 37,  los sinaptosomas tratados con las 

micelas de DAG-DMSO (panel A) muestran una f luorescencia amari l la, 

mientras que los tratados sólo con el DMSO (panel B) muestran una 

f luorescencia roja, t ípica de los fosfol ípidos de la membrana.    

Estos resultados permiten demostrar que el tratamiento de los sinaptosomas 

con las micelas de l ípido-DMSO, no afecta la estructura sinaptosomal,  

incorporando ef ic ientemente el l íp ido al mismo. 
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F ig .  37-  Fotograf ía  de s inaptosomas obtenidas  por m ic roscopía de f luorescencia (MF) 

Las fo tograf ías  son adqui r idas ut i l i zando un f i l t ro  de 450-500 nm de longi tud de onda.  La 

concentrac ión de DAG fue de 250 µM y la  de DMSO de 0 ,1% v/v.  

(A)  Sinaptosomas t ra tados con mice las de DAG-DMSO 

(B)  Sinaptosomas t ra tados con DMSO 

 

Para cont inuar con el estudio de la acción de la insul ina sobre la act ividad 

de la DAGK, independientemente de la formación de DAG en la membrana, 

in ic ialmente se evaluó la act ividad de la DAGK uti l izando DAGs exógenos de 

diferente composición, a una concentración de 250 µM de DAG (diez veces 

super ior a la concentración endógena).   

Como podemos observar en la Tabla IV, el sustrato exógeno, incrementa la 

formación de PA con respecto a los valores obtenidos en donde se ut i l izó el 

DAG endógeno sinaptosomal. En los ensayos con OG, la formación de PA a 

part ir  de SAG fue 17 veces superior que a part ir  del DAG endógeno y el  PA 

generado a part ir  de DPG sólo fue 2,4 veces superior.   

Como se mencionó anteriormente, el OG es el detergente ideal para evaluar 

las isoformas de DAGK de membrana entre ellas la select iva del sustrato 

SAG (Walsh y col. ,  1994). Sin embargo, en los ensayos con DMSO, también 

se observó la preferencia en la ut i l ización de SAG con respecto a la de 

DPG, aunque el aumento es de 1 y 7 veces para DPG y SAG 

respect ivamente.   

 

�����

A B 
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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 IV-  Act i v idad de la  DAGK en p resencia de sust ra to exógeno de d i ferente 

composic ión en mice las de dete rgentes 

La concentrac ión de DAG ut i l i zada fue de 250 µM. Los mismos fueron ofer tados en  

mice las de detergentes (DMSO ú OG en una concentrac ión f ina l  de 0.1% v/v y 50 mM 

respect ivamente ) .  Se ut i l i zó como DAG exógeno,  1 ,2-d ipa lmi to i lg l i cero l  (DPG) y 1-

estearo i l ,  2-araquidonoi lg l icero l  (SAG) en  presenc ia de 500 µM de  ATP-[g-3 2 P],  3  µCi  por  

muestra.  El  t iempo de reacc ión fue medido  a par t i r  de l  agregado del  ATP-[g- 3 2P],  seguido  

de 15 segundos de sonicado.  El  ensayo se rea l i zó a 37ºC y e l  t iempo de incubac ión fue de 

5 min.  

 

�

Como se demostró en la Fig. 19, la transformación preferencial de SAG, 

medida en 250 µM de ATP, también ocurre a concentraciones saturantes de 

diaci lg l icér idos saturados ó pol i insaturados (DPG y SAG). Por lo tanto, la 

diferencia en la preferencia por sustrato pol i insaturado no se debe a una 

diferente “saturabi l idad” para DPG ó SAG.  Resulta evidente de esos 

resultados que 250 µM de DAG y 500 µM de ATP, no serían concentraciones 

saturantes para DPG.  

En estos ensayos con OG y en presencia de DAG exógeno, la DAGK de 

sinaptosomas de CC uti l iza preferencialmente el SAG. Como se muestra en 

la Tabla IV, esta situación se mantiene cuando el sustrato es ofertado en 

DMSO, vehículo empleado en las exper iencias donde se evaluó la acción de 

insul ina en terminales sinápticos.  
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El DAG enriquecido en ácido araquidónico, 20:4-DAG, aumenta durante el 

est ímulo de la PI-PLC y rápidamente es fosfori lado 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 ut i l izado por la fosfat idi l inositol sintetasa para la 

síntesis de fosfat idi l inositol (Lykidis y col. ,  1997). Luego, a part ir  de 

fosfori laciones secuenciales, se regenera el PIP2 .  El sit io donde ocurre la 

formación de PI es el ret ículo endoplásmico y ha sido objeto de numerosos 

estudios la resíntesis de pol ifosfoinosít idos, ya que existe un necesario 

proceso de transporte que sería mediado por proteínas transportadoras de 

PI hacia la membrana plasmát ica donde se encuentran las quinasas de 

fosfoinosít idos. La síntesis de novo de PA, con part icipación de las aci l 

transferasas sobre glicerol 3 fosfato, también ocurre en ret ículo 

endoplásmico. En cuanto a la ut i l ización de un PA formado a part ir  de un 

DAG producido en la membrana plasmática como consecuencia de la 

act ivación de fosfolipasas, se sugiere que  también ocurre en ret ículo pero 

no es consecuencia de un transporte mediado por proteínas sino por un 

proceso de migración de vesículas (Cockcrof t  y Thomas, 1992).   

De las 10 isoformas hasta el momento conocidas, sólo la DAGKe muestra 

preferencia en la ut i l ización del DAG, reaccionando más ef ic ientemente 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 PIP2 ,  mostrando 

un mecanismo de regulación negativa en la síntesis de fosfoinosít idos. La 

hipotét ica part icipación de la DAGKe en el in ic io de la resíntesis de 

fosfoinosít idos a part ir  de un PA conteniendo 20:4, es avalada también por 

su localización subcelular ya que predomina en el ret ículo endoplásmico. 
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7.5.1 - El SAG no es un regulador posit ivo para iso formas de DAGK no 

select ivas de sustrato. 

En base a que en nuestras preparaciones sinaptosomales observábamos 

una ef iciente ut i l ización de SAG para formar PA podíamos suponer que 

estábamos detectando preferentemente,  por las condiciones de nuestro 

ensayo, a una act ividad DAGKe. Sin embargo, también se podría especular  

que ésta act ividad preferencial de DAGK sobre los SAG, se debe a que el 

SAG podría estar actuando como regulador posit ivo en las isoformas de la 

DAGK no select ivas de sustrato. Para probar ésta posibi l idad, se realizó un 

ensayo midiendo la formación de PA a part ir  de 10 µM de SAG y en 

presencia o ausencia de 250 µM de DPG.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  38-  Estudio de l  e fecto de l  SAG como regulador  de la  act i v idad DAGK actuante  

sobre DPG 

Los l íp idos DPG y SAG fueron ofer tados en mice las de OG (50 mM del  detergente) .  Se 

mid ió  la  formación de PA a par t i r  de 10 µM de  SAG en presenc ia  o ausenc ia de 250 µM de  

DPG. Los contro les  se rea l izaron mid iendo  la  ac t iv idad en p resenc ia de 10 o 250 µM de  

DPG y en ausenc ia de SAG. El  t iempo de reacc ión fue medido a par t i r  de l  agregado de 

100 µM de  ATP-[g-3 2P]  (3µCi /muest ra) ,  seguido  de 15 segundos de  sonicac ión.  El  ensayo 

se rea l izó  a 37ºC durante 5 min.   
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Como muestra la Fig. 38, la formación de PA con 250 µM de DPG fue dos 

veces superior que con 10 µM de DPG. Por otra parte y tal  como se había 

observado, el empleo de 10 µM de SAG produjo una importante formación de 

PA, equivalente a 250 mM de DPG. Cuando 10 µM de SAG se agregó a los 

250 µM de DPG, la formación de PA no se potenció y solo se observó una 

síntesis equivalente a la sumatoria de ambos aportes.  

 

7.5.2 - La formación de PA a part ir  de SAG o DPG, n o es afectada por el 

R59022 y el R59949, inhibidores de la DAGK  

Se conocen dos inhibidores para la DAGK, el 6-(2-(4-[(4-

f luorofenil) feni lmeti len]-1-piper idinil)et i l) -7-meti l-5H-t iazol(3,2-a)pir imidin-5-

ona (R59022) y el  3-[2-(4-[bis-(4-f luorofenil)met i len]-1-piperidini l)et i l ] -2,3-

dihidro-2-t ioxo-4(1H)quinazol inona (R59949) (Jiang y col. ,  2000). La acción 

del R59949 es select iva para aquellas isoformas dependientes de calc io 

(t ipo I),  mientras que las isoformas insensibles al calcio, son mínimamente 

afectadas por éste agente. Ha sido reportado también, que la presencia de 

MgATP por encima de 0,2 mM, acentúan la inhibición por el R59949 sobre 

las isoformas calcio-dependientes.  Tanto el R59949 como el R59022, son 

incapaces de inhibir a la DAGK específ ica para 20:4-DAG extraída de 

test ículo (J iang y col. ,  2000).  

Se real izaron exper imentos para evaluar si la presencia de estos agentes 

(R59022 y R59949) afecta la act ividad DAGK actuante sobre los DAG 

exógenos.  

Aunque, como se muestra en la Tabla IV, la ut i l ización preferencial de SAG 

se observa mejor en los ensayos con OG, estos ensayos se realizaron en 

presencia de DMSO (conc. f inal 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 

(preincubación durante 10 min) aseguraría que,  aún suponiendo una acción 

competit iva, el DAG exógeno t iene menores posibi l idades para desplazar, en 

los 5 min subsiguientes, al inhibidor. Por otra parte, datos recientes sobre 

los efectos del R59022 sobre la DAGK de f racciones subcelulares de vena 

porta, ensayada con SAG en 73 mM de OG, indican que 3 mM de este agente 

es capaz de inhibir la en un 60 % (Nobe y col. ,  2004).  

La f igura 39 muestra los efectos del inhibidor R59022 en la formación de PA 

a part ir  de DAG endógeno ó DAGs exógenos (DPG y SAG) en presencia de 

100 µM de CaCl2 .  Aunque el R59022 es capaz de inhibir  en un 53 % la 

formación de PA a part ir  del DAG endógeno, el agente no ejerce efecto 

inhibitor io sobre la formación de PA a part ir  de SAG o DPG.  

La ausencia de acción del inhibidor cuando se mide la DAGK actuante sobre 

DAGs exógenos, fue también comprobada cuando se empleó al R59949 (Fig. 

40).   

Estos resultados indican que la act ividad de la DAGK actuante sobre DAGs 

exógenos y medida en los sinaptosomas de CC: 1)  es act ivada por OG, 2) es 

insensible al R59022 y 3) preferencialmente ut i l iza el SAG como sustrato.  
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F ig .  39-  Efecto de l  R59022 en la  formación de PA 

Se ut i l i zó 250  µM de DAG (SAG y DPG)  en mice las de DMSO (0,1% v/v  de l  detergente ) .  E l  

ensayo se rea l i zó pre incubando las  membranas s inaptosomales durante 10 min en  

ausenc ia ó en presenc ia de 10 µM de R59022.  El  t iempo de reacc ión fue medido a par t i r  

de l  agregado de 500  µM de ATP-[g-3 2 P] + DAG, seguido de 15 segundos  de sonicac ión.  El  

ensayo se rea l izó  a 37ºC durante  5 min.   

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  porcenta je  de PA 

formado por  mg pro teína x 5  min respecto  a l  va lor  de l  contro l  (100%) ± SD. ** *p < 0.0002 

comparando R59022 vs .  Contro l  pa ra cada l íp ido  ensayado.  

 

 

7.6 - Acción de la insul ina sobre la act ividad de l a DAGK sinaptosomal, 

actuante sobre DPG o SAG.  

 

7.6.1 - Efecto de los inhibidores R59022 y R59949.  

Para evaluar el efecto de la insul ina sobre la formación de PA a part ir  de 

DAGs exógenos se ut i l izó 250 µM de DAG (SAG y DPG) en presencia de 10 

µM de R59022 a 500 µM de ATP y 240 nM de R59949 a 4 mM de ATP. Tal 

como se mencionó previamente, la mayor concentración de ATP-Mg mejora 

la capacidad inhibidora del R59949. En las condiciones en presencia de la 
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insul ina, también se encuentra presente 200 µM de o-vanadato (Vto), a f in 

de inhibir la desfosfori lación de proteínas fosfori ladas en t i rosina (t irosina-

fosfatasas) manteniendo de este modo, el efecto t irosina-quinasa de la 

insul ina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  40-  Efec to de l  R59022 y de l  R59949 en la  forma ción de PA.  Efecto de Insul ina +  

Vanadato  

Se ut i l i zaron  250 µM de  DPG o  SAG como sust ra tos l ip íd icos y 10  µM de R59022 a  500 µM 

de ATP ó 240 nM de R59949 a 4 mM de ATP. Se ut i l i zó DMSO (conc.  f i na l  0 ,1% v/v)  para  

so lub i l izar  los  l íp idos o  inh ib idores.  El  ensayo  se rea l i zó p re incubando las  membranas 

s inaptosomales durante  10 min en ausenc ia ó  en presenc ia de los  inh ib idores.  El  t iempo 

de reacc ión fue medido a par t i r  de l  agregado de ATP-[g-3 2 P] + DAG, seguido de 15 

segundos de sonicac ión e inmediato agregado de la  insu l ina (200 nM) ó de la  BSA en e l  

caso de los  basales.  Las condic iones con insu l ina se rea l i zaron en  presenc ia de 200 µM 

de o-vanadato.  El  ensayo se rea l i zó en a 37ºC durante 5 min.   

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  porcenta je  de PA 

formado por  mg p roteína x 5  min  respecto  a l  va lor  de l  con tro l -basal  para cada sust ra to  

l ip íd ico (100%) ± SD.  Se compara cada  condic ión exper imenta l  f rente a su contro l  

respect ivo (basal  ó  en p resenc ia de Insu l ina + Vto) ,  para  cada l íp ido ensayado.  
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Como se observa en la Fig. 40, barras blancas, en ausencia de insul ina no 

se modif ica la act ividad DAGK sobre DPG o SAG, con ninguno de los dos 

inhibidores. También se observa que el est ímulo en la formación de PA por 

acción de la insulina a part ir  del SAG o DPG, es similar en ambos casos y 

tampoco se modif ica por el  agregado del R59022 o del R59949. Para 

representar esta situación se ut i l izaron los porcentajes respecto a cada 

control.  Sin embargo, desde el punto de vista cuant itat ivo y tal como hemos 

mostrado previamente, el SAG es el sustrato mas ef icientemente ut i l izado 

por los sinaptosomas de CC. 

Estos resultados indican que el efecto que ejerce la insulina no modif ica la 

act ividad de la DAGK actuante sobre DAGs exógenos desde el punto de 

vista de su sensibi l idad a inhibidores.  

Para conocer cual es el  mecanismo de act ivación de la DAGK, independiente 

del aumento de DAG en la membrana por acción de fosfolipasas, evaluamos 

la acción de la insul ina ut i l izando diferentes reguladores.  

 

7.6.2 - La insul ina est imula la síntesis de PA en f orma dependiente de la 

fosfori lación en t irosina 

La act ividad t irosina-quinasa del receptor de la insulina (RI) es esencial,  en 

algunos t ipos celulares, para responder al efecto de la insulina. Para evaluar 

la part ic ipación del RI en  la act ivación de la DAGK por la hormona, se 

real izaron exper imentos en presencia de genisteína (Gen), un inhibidor de 

proteínas t irosina-quinasas (Akiyama y Ogawara, 1991) y orto-vanadato 

(Vto) como inhibidor de proteínas t irosina-fosfatasas (Akiyama y Ogawara, 

1991; Swarup y col. ,  1982).  

Cabe destacar que en los ensayos real izados para evaluar la act ividad de la 

DAGK, como también en otros ensayos de fosfori lación, habitualmente el 
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buffer de ensayo contenía 10-20 mM de f luoruro de sodio (NaF), como 

inhibidor general de proteínas fosfatasas (Shenol ikar y Nairn, 1991). Sin 

embargo, ha sido reportado que el NaF causa la inhibición casi total de la 

autofosfori lación y de la act ividad t irosina-quinasa del RI y del receptor para 

el factor de crecimiento similar a la insul ina t ipo I  ( IGF-I receptor) (Vinals y 

col. ,  1997). Por tal  motivo los ensayos fueron modif icados, midiendo el 

efecto de la insulina sobre la act ividad de la DAGK, en presencia y en 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  41-  Acc ión de  reguladores  de la  fos for i lac ión en t i ros ina sobre la  fo rmación de  

PA a part i r  de  SAG. Efecto de l  NaF  

El  ensayo se  rea l i zó en  presenc ia de 250  µM de  SAG en  DMSO (0,1%) y 200  µM de ATP-

[g-3 2P] ,  3  µCi /muest ra.  La concentrac ión ut i l i zada de insu l ina ( Ins) ,  vanadato (Vto) ,  

genis te ína (Gen) y  NaF fue de 200  nM, 200  µM, 50  µM y 20 mM respect ivamente.  El  

t iempo de reacc ión fue medido a par t i r  de l  agregado de las  membranas s inaptosomales,  

seguido de 15 segundos de sonicac ión e inmediato agregado de la  insu l ina o de la  BSA en  

e l  caso de l  basal .  E l  ensayo se rea l izó  a 37ºC y e l  t iempo de incubac ión fue de 5 min.   

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado . � Los resul tados expresan e l  porcenta je  de PA 

formado por  mg proteína x 5  min respecto a l  va lor  basal  (100%) ± SD. * **p < 0.0001  

comparando exper imenta l  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 act ividad de la 

DAGK por la insul ina, es inhibido totalmente en presencia de la Gen. Este 

efecto permite evidenciar una act ivación de la DAGK por la insul ina que es 

dependiente de la fosfori lación en t irosina.  

También podemos observar en el gráf ico que el NaF incrementa una vez la 

formación de PA a part ir  de SAG, respecto al est ímulo que ejerce la insul ina 

en presencia del vanadato (Ins+Vto).  

Ha sido reportado que el vanadato t iene efectos similares a la insul ina, 

hecho que le ha val ido su denominación como insul ino-mimético (Shechter, 

1990). Como se observa en la f igura anterior,  el vanadato sólo produce un 

efecto similar a la insulina sobre DAGK, sin embargo, en presencia de la 

insul ina incrementa la acción hormonal.  

Como se pudo observar, la act ividad t irosina-quinasa del receptor de la 

insul ina, es esencial  para la respuesta hormonal asociada a la act ivación de 

la DAGK sobre sustratos exógenos. Por lo tanto, todos los estudios 

posteriores, para caracterizar el efecto de la insulina en la formación de PA 

por acción de la DAGK actuante sobre DAGs exógenos, se realizaron en 

presencia de 200 µM de o-vanadato de sodio.  

 

7.6.3 - La insul ina est imula la síntesis de PA en f orma independiente de 

la fosfori lación en serina y treonina 

El NaF es un clásico inhibidor de Ser ina/Treonina (Ser/Treo) fosfatasas 

(Shenol ikar y Nairn,  1991) y es rut inariamente incluido en los buffers de 

extracción para prevenir  la desfosfori lación de proteínas en residuos de Ser 

y Treo. Para profundizar sobre el efecto est imulador de NaF en la acción de 

la insul ina, se real izaron otros ensayos exper imentales comparando el 

efecto de NaF ut i l izando DPG o SAG como sustratos.  
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Fig.  42-  Efecto de l  NaF en la  act i v idad DAGK a part i r  de DPG y SAG 

Se ut i l i zaron  como sust ra tos l ip íd icos a l  DAG endógeno y 250  µM de DPG o  SAG en  

presenc ia de 50 mM de OG y 500 µM de ATP- [g-3 2P],  3  µCi /muestra.  El  ensayo se rea l i zó 

en ausenc ia y p resenc ia  de 20 mM de NaF.  El  t i empo de reacc ión fue medido a par t i r  de l  

agregado de las  membranas s inaptosomales,  seguido de 15 segundos  de sonicac ión e 

inmediato agregado de la  insu l ina (200 nM) o de la  BSA en e l  caso de los  basales.  El  

ensayo se rea l izó  a 37ºC y e l  t iempo de incubac ión fue de 5 min.   

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  porcenta je  de PA 

formado por  mg p roteína x 5  min respecto a l  va lor  en presenc ia de  DAG endóg.  (100%) ó  

respecto a l  va lor  en presenc ia de DAG+Ins+Vto  (100%) en  e l  inser to  ± SD. ** *p <  0.0001  

comparando exper imenta l  vs .  Basal  para cada l íp ido ensayado.  

 

Como podemos observar en la Fig. 42,  donde los resultados se expresan 

como porcentaje respecto al  PA sintet izado a part ir  de DAG endógeno 

(columna de la izquierda), la formación de PA a part ir  de SAG es muy 

super ior a la obtenida a part ir  de DPG, tanto a nivel basal (sin el efecto de 

la insul ina) como por est ímulo de la hormona. Sin embargo, el efecto del 

NaF luego de la acción de la insulina, es similar para ambos sustratos 

ut i l izados, aumentando 0,5 veces el est ímulo de la insul ina en presencia de 

Vto. Estos resultados nos permiten mostrar que en presencia de NaF, la 

formación de PA a part ir  de SAG es 16 veces superior a los valores 

obtenidos a part ir  de DAG endógeno. Es interesante notar que en ausencia 
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del est ímulo hormonal y en ausencia de vanadato, el NaF est imula la 

formación de PA a part ir  de SAG y de DPG en 2,35 y 1,57 veces respecto al  

control,  respect ivamente (Fig. 43).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  43-  Efecto de l  NaF en la  act i v idad de  la  DAGK sobre SAG y DPG 

Se ut i l i zaron 250 µM de  DPG o SAG en presenc ia de 50 mM de OG y 500 µM de ATP-[g-
3 2P],  3  µCi /muestra.  El  ensayo se rea l izó  en ausenc ia y presenc ia de 20 mM de NaF.  El  

t iempo de reacc ión fue medido a par t i r  de l  agregado de las  membranas s inaptosomales,  

seguido de 15  segundos de sonicac ión.  El  ensayo se  rea l i zó a  37ºC y e l  t iempo de 

incubac ión fue de 5 min.   

Cada condic ión  se ensayó por  t r ip l icado.  ** *p< 0.0001 para la  cond ic ión NaF vs.  su 

respect ivo cont ro l .  

 

 

Para evaluar si el efecto del NaF se debe a que la inhibic ión de las Ser/Treo 

fosfatasas provoca una desregulación posit iva en la act ividad de la DAGK, 

se realizaron ensayos midiendo la formación de PA a part ir  de SAG y DPG, 

en presencia de inhibidores select ivos de las fosfatasas mencionadas. Para 

el lo se ut i l izó 1 µM de ácido okadaico (AO), como inhibidor de las fosfatasas 

PP1 y PP2A (Bialojan y col. ,  1988; Holmes y col. ,  1990) y 120 nM de 

cic losporina A (CsA), como inhibidor de la fosfatasa PP2B o calc ineurina 
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(Nichols y col. ,  1994; Cl ipstone y col. ,  1994). El efecto inhibitor io de éstos 

agentes es más evidente a bajas concentraciones de ATP, dado que la 

acción de las proteínas fosfatasas es efect iva y los controles estarán 

desfosfori lados. Por esta razón, a f in de asegurar que la posible acción de 

las drogas sobre DAGK se debe a una inhibic ión de las fosfatasas, se 

real iza una exper iencia en paralelo empleando una concentración elevada 

de ATP lo que asegura una mayor capacidad fosfori lante y un control  

fosfori lado. En esta condición, el efecto debido a la inhibición de fosfatasas 

debiera revert irse. El control fue real izado en ausencia de NaF y en 

ausencia de vanadato.  

Como podemos observar en la Fig. 44A, la acción de AO y CsA no se 

corresponde con el est ímulo ejercido por NaF en la síntesis de PA a part ir  

de SAG y DPG cuando la concentración 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 síntesis de 

PA tanto a 0,5 como a 4 mM de ATP. Estos resultados sugieren que el 

efecto est imulador del NaF no está relacionado a la protección de la 

fosfori lación de proteínas en los residuos Ser/Treo.  

Se sabe que la PI3K que fosfori la a los fosfol ípidos de inositol en posición 3, 

es est imulada por la insul ina en una gran variedad de tej idos sensibles a la 

hormona (Farese y col. ,  2005). Se podría especular que el NaF actuaría 

como inhibidor de aquel las Ser/Treo-fosfatasas que part icipan en la 

defosfori lación de Akt, la que podría encontrarse fosfori lada en éstos 

residuos por el  mecanismo de transducción de la insul ina, dependiente de la 

act ivación de PI3K y que podría encontrarse upstream a la act ivación de la 

DAGK por la hormona. Se real izaron entonces ensayos experimentales,  en 

presencia y ausencia del inhibidor select ivo 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 

incubación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  44-  Efecto de los inh ib idores de Ser/Treo  fosf atasas 

Se ut i l i zaron 250 µM de DPG o SAG en presenc ia de 50 mM de OG y ATP-[g-3 2P] ,  3 

µCi /muestra.  La concen trac ión ut i l i zada de  Ins ,  Vto,  AO, CsA y NaF fue de 200 nM,  200  

µM, 1 µM, 240  nM y 20 mM respect i vamente.  El  t iempo de reacc ión fue medido a par t i r  de l  

agregado de las  membranas s inaptosomales,  seguido de 15 segundos  de sonicac ión e 

inmediato agregado de la  insu l ina o de la  BSA en e l  caso de los  basales.  El  ensayo se 

rea l izó a 37ºC y e l  t iempo de incubac ión fue de 5  min.   

A)  Concentrac ión de ATP 0 ,5 mM 

B)  Concentrac ión de ATP 4  mM 

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  porcenta je  de PA 

formado por  mg p roteína x 5  min  respecto  a l  va lor  de l  con tro l -basal  para cada sust ra to  

l ip íd ico (100%) ± SD. *P  < 0.050,  * *P < 0.005,  ** *P < 0.0001 comparando  exper imenta l  vs .  

Contro l  y #p < 0 .050,  # #p < 0.005,  # # #p< 0.0005  comparando Ins+Vto+NaF vs.  Ins+Vto.  
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F ig .  45-  Part ic ipac ión de la  v ía  PI3K/Ak t  en la  acc ión de la  insu l ina  sobre la  act i v idad  

de la  DAGK 

Se ut i l i zaron 250 µM de DPG o SAG en mice las de DMSO (0,1%) y 500 µM de ATP-[g-3 2P] ,  

3  µCi /muest ra.  La concentrac ión ut i l i zada de Ins ,  Vto y LY294002 fue de  200 nM, 200 µM,  

10 µM respect ivamente .  El  t iempo de reacc ión fue medido a par t i r  de l  agregado de las 

membranas s inaptosomales,  seguido de 15 segundos de sonicac ión e inmediato agregado 

de la  insu l ina.  El  ensayo se rea l izó en presenc ia de 20 mM de NaF,  a  37ºC durante 5 min 

de incubac ión.  Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  

porcenta je  de PA formado por  mg proteína  x 5  min f rente a  su respect i vo cont ro l  (100%) ± 

SD. Se compara exper imenta l  ( Ins+Vto+LY)  f rente a su respect i vo contro l  ( Ins+Vto) .  

 

 

En las condiciones de ensayo los sinaptosomas mantienen un estado basal 

de fosfori lación en t i rosina (presencia de vanadato) y de Ser/Treo (presencia 

de NaF). El resultado, está presentado en forma de porcentaje respecto al  

efecto de Ins+Vto en la formación de PA a part ir  de DAGs exógenos.  Como 

podemos observar en la Fig. 45, la presencia del LY294002, previa a la 

acción de la insul ina, no modif ica signif icat ivamente el est ímulo en la 

síntesis de PA a part ir  de SAG o DPG. 

Estos resultados indican que la insul ina ejerce su acción est imuladora sobre 

la act ividad de la DAGK en forma independiente de la fosfori lación en 

Ser/Treo a través de la acción de Akt. 
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7.6.4 - El NaF y el GTP ggggS son reguladores posit ivos del estímulo de la 

insul ina en la formación de PA a part i r  de SAG y DP G 

Muchos de los efectos celulares del NaF, son atr ibuidos a la formación de 

complejos con aluminio, formando f luoro aluminato, el  cual act iva a la 

proteína G heterotr imérica (Litosch, 1987). Por lo tanto, a f in de explorar la 

part ic ipación de la proteína G (ProtG) en el est ímulo de la DAGK por acción 

de la insul ina, se real izaron ensayos ut i l izando GTPgS, act ivador select ivo 

de la ProtG, por ser el análogo no hidrol izable de GTP  (Zeng y col. ,  1989).  

Se evaluaron los efectos de NaF ó GTPgS sobre la act ividad DAGK medida a 

part ir  de DPG o SAG. La adición de NaF ó GTPgS se real izó desde el 

comienzo (t iempo 0) y se prolongó durante los 5 y 10 min (parte A) ó a part ir  

de 5 min de incubación luego de la adición de Ins+Vto (parte B). Esto 

permite evaluar s i existe independencia en la acción de los potenciales 

efectores con respecto a la correspondiente de Ins+Vto.   

Se observa en la Fig. 46A y B, que los niveles de formación de PA de los 

controles se mantienen en los valores esperables, es decir que son muy 

super iores cuando el sustrato l ipídico es SAG (145,73 vs 30,98 pmoles a los 

5 min). Con ambos sustratos la presencia de Ins+Vto est imula en un mismo 

orden la formación de PA. Como podemos observar en la Fig. 46A, en 

ausencia de Ins+Vto, el  NaF y el GTPgS estimulan la síntesis de PA a part ir 

de SAG y DPG. Sin embargo cuando son agregados luego de 5 min de 

exposición a Ins+Vto, ambos agentes (NaF y GTPgS) no son capaces de 

incrementar en forma signif icat iva la formación de PA a part i r  de SAG y DPG 

(Fig. 46B). Esto permite sugerir que la acción de ambos efectores sobre la 

DAGK no se produce por un mecanismo diferente al que act iva la Ins+Vto (p. 

ej .  una vía muscarínica).   
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Fig.  46-  Efecto de l  NaF y GTP ggggS en ausencia  y en presencia de Ins+Vto  

Se ut i l i za ron 250 µM de DPG o SAG en presenc ia de 0,1 % de DMSO y 500 µM de ATP-[g-
3 2P],  3  µCi /muestra.  La concentrac ión ut i l i zada de Ins ,  V to,  NaF y GTPgS fue  de 200 nM,  

200 µM, 20 mM y 200  µM respect i vamente.  La act iv idad de la  enzima fue medida en 

func ión de l  t iempo en ausenc ia (basales)  y  en presenc ia de Ins+V to .   

A)  El  NaF y e l  GTPgS fueron agregados a l  t iempo 0 ��� incubados durante 5 y 10 min.  

B)  El  NaF y e l  GTPgS fueron agregados a los  5 min de l  es t ímulo de Ins+Vto.  

El  ensayo  se rea l i zó a 37ºC durante.  Cada condic ión se ensayó por  t r ip l i cado.   

 

 

A part ir  de estos exper imentos también se puede observar (Fig. 47), 

midiendo la radioactividad correspondiente al fosfat idi l inositol bi- fosfato 

(PIP2),  que en ausencia del efecto Ins+Vto la presencia de GTPgS disminuye 

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

disminución en la marcación de PIP2 .  Este efecto del GTPgS, no se observa 

cuando el precursor de PA es el SAG, mientras que la presencia de NaF 

incluso est imula la marcación de PIP2 .  Teniendo en cuenta que en éste 

ensayo está presente el ATP como precursor radiact ivo, se podría suponer 

que la disminución en la fosfori lación de PIP2  cuando se emplea DPG como 

precursor de PA, se produce por la hidrólisis del fosfol ípido y la 

predominancia de un intermediar io (di-16:0-PA) que no resulta apto para la 

inmediata resíntesis.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  47-  Efecto de NaF y de l  GTP ggggS en la  s íntes is  de PIP 2  

Se mid ió  la  rad iac t i v idad correspondiente a l  PIP2  a par t i r  de l  ensayo anter ior .  *p  < 0 .040,   

** *p < 0.0001 comparando los  exper imenta les  vs .  su respect ivo  va lor  contro l .  

 

Si analizamos las Fig. 46A y 47 veremos que en presencia de DPG, mientras 

que el NaF y el GTPgS incrementan la síntesis de PA, la marcación de PIP2  

disminuye. Sin embargo, en presencia de SAG, el NaF y el GTPgS 
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incrementan la síntesis de PA pero la marcación de PIP2  permanece 

constante (Fig. 46A y 47). Es interesante mencionar que el PIP muestra un 

comportamiento similar (dato no presentado). 

A part ir  de éstos resultados se podría concluir que el efecto directo de NaF 

y GTPgS sobre la DAGK está relacionado, posiblemente a través de la 

part ic ipación de una proteína G. 

También se podría sugerir que la síntesis de 18:0-20:4-PA, está relacionada 

con la resíntesis de los PPIs.  

Teniendo en cuenta que el PIP2  es un potente inhibidor de la DAGKe, se 

podría especular que la disminución en los niveles de PIP2  a través de la 

act ivación de la PI-PLC por mediación de una proteína G, podría regular 

posit ivamente la formación de PA a través de la DAGKe.  

Dado que hemos demostrado que la insulina act iva la PI-PLC (apartado 

7.4.1), la hipótesis de trabajo es que esta acción podría desencadenar la 

act ivación de  la act ividad DAGKe. 

Se evaluó entonces el efecto simultáneo del NaF y de la insul ina, en 

presencia de Vto.  

Como podemos observar en la Fig. 48, la insulina en presencia de vanadato 

aumenta la formación de PA a part ir  de ambos sustratos como también la 

marcación de los pol ifosfoinosít idos (PIP+PIP2).  El NaF provoca un aumento 

adicional al est ímulo de la insul ina en la formación de PA a part ir  de ambos 

sustratos, sin embargo reduce drást icamente los niveles de PPIs.  

Si observamos la Fig. 47, se puede advert ir  que en ausencia de Ins+Vto, el 

GTPgS y en especial  el NaF, parecen favorecer la resíntesis de PIP2  cuando 

SAG es el precursor. En éste t ipo de ensayo se obtiene una resultante que 

es el producto de la hidról is is y la refosfori lación de los fosfoinosít idos.  
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Fig.  48-  Efecto de l  NaF en presencia de Ins+Vto 

Se ut i l i za ron 250 µM de DPG o SAG en presenc ia de 0,1 % de DMSO y 500 µM de ATP-[g-
3 2P],  3  µCi /muestra .  Las concentrac iones ut i l i zadas de Ins ,  Vto  y  NaF fueron como en e l  

caso anter ior .  E l  t iempo de reacc ión fue medido a par t i r  de l  agregado de las  membranas 

s inaptosomales,  seguido de 15 segundos de sonicac ión e inmediato agregado de la 

insu l ina o de la  BSA en e l  caso de los basales.  El  ensayo se rea l izó a 37ºC y e l  t iempo de 

incubac ión fue de 5 min.   

Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  porcenta je  de PA ó  

PIP+PIP2  fo rmados por  mg proteína x 5  min f rente a su respect iva condic ión 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 est imula a la PI-PLC y aumenta 

en forma potente la resíntesis (Fig. 48), la hormona no consigue revert ir  la 

caída de la marcación en los fosfoinosít idos por acción del NaF, aún en el 

caso de que SAG sea el precursor. A pesar de que la caída de la marca es 

más notable cuando DPG es precursor de PA, la resultante entre la 

fosfori lación e hidról is is s igue siendo negativa cuando al efecto de Ins+Vto 

se suma el de NaF.    

Este hal lazgo no se explica cuando se interpreta que el NaF sólo ejerce sus 

efectos a través de la act ivación de proteínas G. Ha sido demostrado que en 

cerebro de rata, en condiciones de est ímulo de la PI-PLC por acción de 

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

act ivando a la fosfolipasa C a través de la act ivación de ProtG por formación 

de f luoro aluminato, y mediante la inhibic ión de la fosfori lación de los 

fosfoinosít idos.  

Nuestros datos indican que la insul ina en presencia de vanadato, est imula la 

hidról is is del PIP2  a través de la act ivación de la PI-PLC, pero también 

aumenta la resíntesis, 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 marcación de los PPIs, probablemente a través 

de los dos mecanismos mencionados, est imulando la hidról isis del PIP2  por 

acción de la PI-PLC a través de la act ivación de la proteína G (Cockcrof t  y 

Taylor, 1987; Litosch, 1987) e inhibiendo la PIK, dando como resultado, una 

marcada caída en los niveles de PPIs. Esto provoca una marcada reducción 

en los niveles de PIP2 ,  lo que podría expl icar un marcado aumento en la 

act ividad de la DAGKe a través de la desregulación negativa de la isoforma.   

�

7.6.5 - La isoforma épsi lon de la DAGK está present e  en las 

preparaciones sinaptosomales de CC. 

Los datos obtenidos sobre la preferencia de sustrato para la act ividad DAGK 

actuante sobre DAGs exógenos y la ausencia de inhibic ión en su act ividad 

por R59022 y R59949, nos l levaron a pensar que en los ensayos se 

detectaba especialmente una act ividad DAGK épsi lon (Capítulo I) .  

Los estudios sobre la acción est imulatoria de la act ividad DAGK, que ejerce 

la insulina independiente del est ímulo en la generación de DAGs por 

act ivación de fosfol ipasas (PI-PLC y PC-PLD) (Zul ian y col. ,  2006),  

real izados con DAGs exógenos, evidencian que no sólo el  efecto sino su 

regulación,  presentan simil i tudes,  ya sea cuando se ut i l iza SAG o DPG. Esto 
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nos l leva a suponer que el est ímulo provocado por la hormona se ejercería 

sobre ésta isoforma que muestra una capacidad preferencial para 

transformar SAG.   

Dado ésta caracter íst ica part icular, pero teniendo en cuenta que la DAGK 

zeta (DAGKz) también es una isoforma insensible a los inhibidores 

mencionados (R59022 y R59949), se anal izó mediante inmunof luorescencia,  

la presencia de la DAGKe y de la DAGKz en los sinaptosomas de CC de 

ratas Wistar, siguiendo el procedimiento que se detal ló en Materiales y 

Métodos, apartado 6.7.3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F ig .  49-  Mic roscopía de f luorescencia de s inaptosom as de CC marcados con  ant i -

DAGK eeee  y an t i -DAGK zzzz  

A)  ant i -DAGKe 

B)  ant i -DAGKz 

 

El tamaño y homogeneidad de las estructuras sinaptosomales, 

aproximadamente de 1-1,2 mm, fue corroborado mediante la visualización 

con transmisión (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 f luorescente es comparativamente mayor que en la Fig. 

49B, sugir iendo que la DAGKe se encuentra en mayor proporción que la 

DAGKz en los sinaptosomas de CC. Las fotograf ías fueron obtenidas en 

escalas similares (A: 14,43 µm y B: 13,65 µm), conteniendo las 

suspensiones similar  carga sinaptosomal.  

También se pudo comprobar por anális is de western blot,  la presencia de la 

DAGKz, con un peso molecular de aprox. 110 KDa. El ant icuerpo primar io 

para esta isoforma, fue diluido en una proporción de 1:750 en solución de 

bloqueo ( leche descremada al 5%), tal como se detal la en Materiales y 

Métodos, apartado 6.7.2. Se reveló la presencia de la proteína ut i l izando un 

anticuerpo secundar io f rente a IgG de conejo (di l.  1:2000) conjugado con 

peroxidasa de rábano (HRP). También se pudo detectar la presencia de ésta 

isoforma en membranas sinaptosomales de hipocampo de ratas adultas (Fig. 

50). 

 

 

 

 

 

Fig.  50-  Weste rn Blot  de proteínas s inap tosomales d e CC y de h ipocampo,  marcados 

con ant i -DAGK zzzz   

 

CC Hipocampo 

Anti-DAGKz 
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En estudios real izados en nuestro laboratorio,  se ha reportado que en los 

sinaptosomas de CC de ratas seni les, hay un desbalance en las act ividades 

enzimát icas l igadas a la formación de DAG y PA. 

Se ha observado que la act ividad de la DAGK se encuentra disminuida en 

los animales seniles (Salvador y col. ,  2005), mientras que la vía PLD/PAP2 

se encuentra aumentada (Pasquare y col. ,  2001). Estos hal lazgos sugir ieron 

que en el envejecimiento habría una mayor disponibil idad de DAG. 

Se ha demostrado además, que la insul ina provoca un aumento en la 

act ividad de la PLD y de la DAGK, mientras que no modif ica la act ividad de 

la PAP2, produciendo un aumento de los niveles de PA. Sin embargo, en los 

animales seniles, la insulina no fue capaz de est imular la act ividad de la 

PLD, pero en cambio inhibió a la PAP2. Además, aunque en los animales 

seni les se observó una menor act ividad de la DAGK, se mantuvo el est ímulo 

de la insul ina, recuperando de ésta forma, los niveles de PA del adulto 

(Salvador y col. ,  2005). Como resultado, la acción de la insul ina promueve 

una mayor disponibil idad de PA.  
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En este Capítulo se presentan los resultados de los ensayos real izados a f in 

de determinar la act ividad de la DAGK en sinaptosomas de hipocampo, 

ut i l izando DAG endógeno y DAG exógeno de diferente composición, 

comparando su act ividad con los datos obtenidos de sinaptosomas de CC y 

evaluando además la acción de la insulina. Estos estudios se real izaron 

ut i l izando animales adultos y seni les, a f in de comparar la act ividad de la 

DAGK en las dist intas condiciones y evaluando los efectos en el 

envejecimiento. 

 

7.7 - Cuanti f icación de los DAGs en los sinaptosoma s de corteza 

cerebral de ratas seni les 

Para determinar s i  exist ía una mayor disponibi l idad de DAGs en los 

terminales sinápt icos de animales seniles, se cuant if icaron los DAGs de los 

sinaptosomas de CC de ratas seni les de 28 meses y adultas de 4 meses.  

Se ut i l izó cromatograf ía gaseosa para la cuantif icación de los meti l-ésteres 

de ácidos grasos (FAME), obtenidos por metanól is is de los DAGs, tal como 

se detalla en Mater iales y Métodos, apartado 6.4. 

Del anál is is 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 act ividades 

enzimáticas l igadas al control de los niveles de DAG y PA (Salvador y col. ,  

2005; Pasquare y col. ,  2001; Salvador y col. ,  2005).  
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Tabla V-  Cuant i f icac ión de los DAG de  s inaptosomas de CC de animales adu l tos  y 

seni les.   

Se anal izaron los  ác idos grasos provenientes de los  DAGs por  cromatograf ía  gaseosa ta l  

como se deta l ló  en Mate r ia les  y Métodos apar tado 6.4.  

 

 

7.8 - Actividad de la DAGK en los sinaptosomas de h ipocampo de 

animales adultos y seni les  

Los sinaptosomas de hipocampo ut i l izados en estos ensayos, fueron 

obtenidos de acuerdo a lo descr ipto en Mater iales y Métodos, apartado 

6.2.3. Se ut i l izaron para el estudio, ratas adultas de 4 meses y seni les de 28 

meses de edad.  

Como se observa en la f igura 51, de manera similar a lo que ocurre en los 

sinaptosomas de CC, en los sinaptosomas de hipocampo de ratas adultas la 

act ividad de la DAGK fue signif icat ivamente mayor en presencia de DPG y 

más aún en presencia de SAG cuando se la compara con la act ividad sobre 

DAGs endógenos. � 

 Adul tos Seni les 
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 

Tota l AG 24,398 38,770 
Total  DAG 12,199 19,385 
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Fig.  51-  Act i v idad DAGK en s inaptosomas de CC e Hip ocampo de animales adul tos 

Se ut i l i zaron DAG endógeno,  DPG o SAG (250 µM) en presenc ia de 50 mM de OG y 250  

µM de ATP- [g-3 2 P],  3  µCi /muestra.  El  t iempo de  reacc ión fue medido  a par t i r  de l  agregado 

de las  membranas s inaptosomales,  seguido de 15 segundos de sonicac ión.  El  ensayo se 

rea l izó a 37ºC y e l  t iempo de incubac ión fue de 5 min.  Cada condic ión se ensayó por  

t r ip l icado.  * *p< 0.002,  * * *p< 0.0003 comparando los  va lores obten idos con DPG y SAG vs.  

DAG endógeno para cada te j ido ensayado.  

 

Si se compara la act ividad de la DAGK entre los animales adultos y seniles, 

se puede observar que en los sinaptosomas de CC de ratas seni les en las 

condiciones basales, la act ividad de la enzima en presencia de DAG 

endógeno 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 act ividad obtenida en las 

terminales sinápticas de animales adultos (100 % en cada caso), permiten 

comparar el efecto del envejecimiento en la act ividad DAGK sobre el 

sustrato endógeno y exógeno.   
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F ig .  52-  Ac t i v idad DAGK en s inaptosomas de CC e h ip ocampo de ra tas adul tas y 

seni les 

El  ensayo se rea l izó en las  mismas condic iones que para la  F ig.  51,  empleando 

s inaptosomas de cor teza cerebra l  e  h ipocampo de ra tas adul tas  de 4  meses y seni les  de 

24-28 meses.  Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  

porcenta je  de PA  formado por  mg proteína x 5  min f rente a su respect ivo va lor  en e l  

adul to  (100%)  ± SD. *p<  0.02,  * *p< 0.007 comparando seni l  vs .  adul to .  

 

 

Se puede observar que la ut i l ización de DPG es similar al valor de los 

adultos, tanto en el hipocampo como en CC, mientras que por el contrar io la 

ut i l ización de SAG se halla disminuida en animales seni les en 

aproximadamente un 18%. Éstos resultados son consistentes con los 

observados por Salvador y col.  (Salvador y col. ,  2005), ya que en aquel los 

ensayos experimentales, se ut i l izaron como sustrato,  los DAG-[3H] 

provenientes de ret inas bovinas, que poseen una gran proporción de ácidos 

grasos insaturados en su composición. (Tabla I I) ,  comparables con los SAG 

uti l izados en esta oportunidad.  

 

7.8.1 – Efecto de la insul ina sobre la act ividad de  la DAGK en 

sinaptosomas de hipocampo de animales adultos y sen i les 

¯̄̄̄ ���� � ¯̄̄̄ ���� �
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Se evaluó el efecto de la insul ina sobre la act ividad 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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 F ig .  53-  Acc ión de la  insul ina sobre la  act i v idad de la  DAGK en s inaptosomas de 

h ipocampo de  ra tas adul tas 

Se ut i l i zaron DAG endógeno,  DPG o SAG (250 µM) en presenc ia de 50 mM de OG y 250  

µM de ATP- [g-3 2 P],  3  µCi /muestra.  El  t iempo de  reacc ión fue medido  a par t i r  de l  agregado 

de las  membranas s inaptosomales,  seguido de 15 segundos de sonicac ión e inmediato 

agregado de la  insu l ina  (200 nM) o de la  BSA en e l  caso de los  basales.  El  ensayo se  

rea l izó a 37ºC y e l  t iempo de incubac ión fue de 5 min.  Cada condic ión se ensayó por  

t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  porcenta je  de PA formado por  mg proteína x 5  min 

f rente a su  respect i va condic ión basal  (100%)  ± SD.  * *p< 0.002 ,  * * *p< 0 .0003 para insu l ina  

vs .  basal .  

 

Como se puede observar, la insulina est imula aproximadamente 2 veces la 

act ividad de la DAGK de sinaptosomas de hipocampo, con respecto al basal 

sin insul ina, s iendo el est ímulo similar para la ut i l ización de DAG endógeno, 

DPG o SAG.  

Si se compara la acción de la insul ina en sinaptosomas de hipocampo con 

los de CC (Fig. 54), se observa que la act ivación de la DAGK por la hormona 

a part ir  de DPG es similar  en CC e hipocampo. Sin embargo, en presencia 

de SAG, la act ivación de la DAGK por la insulina es signif icat ivamente 
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super ior en hipocampo respecto a CC, siendo el est ímulo de insul ina de un 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F ig .  54-  Ac t i v idad de la  DAGK en s inap tosomas de h i pocampo y CC de ratas adul tas.  

Efecto de la  insul ina.  

Las condic iones de l  ensayo fueron como en la  F ig .  53.  Cada condic ión se ensayó por  

t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  po rcenta je  de PA  formado por  mg proteína  x 5  min 

f rente a su respect i vo va lor  basal  (100%) ± SD. * **p < 0.0001 comparando Insu l ina vs .  

Basal  para CC ó Hip y # # #p< 0.0001 comparando  Hip vs .  CC en la  condic ión Insu l ina.  

 

Cuando se compara la act ividad de la DAGK de los sinaptosomas de 

hipocampo de los animales seni les respecto a la de adultos, se observa que 

la insulina est imula signif icat ivamente la act ividad de la DAGK con respecto 

al basal s in la hormona, tanto a part ir  de DAGs endógenos, como en 

presencia de DPG o de SAG, aunque se observa un menor est ímulo cuando 

el DPG es ut i l izado como sustrato (Fig. 55).  

En la f igura 56 se presentan,  en forma comparat iva, los datos obtenidos de 

sinaptosomas de los animales adultos de la Fig. 54 (barras rayadas 

superpuestas)  con los datos obtenidos en los animales seni les, a f in de 

destacar la acción de la insul ina sobre la act ividad DAGK en presencia de 

DAGs exógenos. 
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Fig.  55-  Acc ión de la  insul ina sobre la  act i v idad d e la  DAGK en s inaptosomas de 

h ipocampo de  ra tas seni les 

Las condic iones de l  ensayo fueron como en la  F ig .  53 pero ensayando la  ac t iv idad de la  

DAGK en s inap tosomas de h ipocampo de ra tas seni les  de 24-28 meses.  El  ensayo se 

rea l izó a 37ºC y e l  t iempo de incubac ión fue de 5 min.  Cada condic ión se ensayó por  

t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  po rcenta je  de PA  formado por  mg proteína  x 5  min 

f rente a su respect ivo  basal  (100%) ± SD. * * *p <  0.0001 para Insu l ina vs .  Basal .  

 

 

Cuando comparamos el efecto de la hormona en Hip y en CC, pudimos 

observar que en los sinaptosomas de hipocampo de animales seni les, la 

insul ina est imula la formación de PA a part ir  de DPG en el mismo orden que 

en los adultos, mientras que se observa una leve disminución en la CC. En 

cambio cuando el PA provenía de SAG, el est ímulo de la insul ina en 

animales seni les fue muy super ior al de los adultos en ambas preparaciones, 

conservando así mismo el mayor efecto est imulatorio en el hipocampo. 
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Fig.  56-  Ac t i v idad  de la  DAGK en  s inaptosomas de h i pocampo y CC de ratas seni les.  

Efecto de la  insul ina.  

Se representan  los  va lores de PA ob ten idos  a par t i r  de los  ensayos rea l i zados en  

an imales seni les ,  superponiendo con barras rayadas e l  va lo r  obten ido a par t i r  de los 

adul tos  y  representados  en la  F ig .  54.  Las cond ic iones de l  ensayo fueron como en la  F ig .  

53.  Cada condic ión se ensayó por  t r ip l icado.  Los resu l tados expresan e l  porcenta je  de PA  

formado por  mg proteína x 5  min f rente a  su respect ivo va lor  basal  (100%) ± SD. ** *p< 

0.0001 comparando Insu l ina vs .  Basal  para CC ó  Hip.  #p<0.001 y # #p< 0.0001 comparando 

Hip vs .  CC en la  condic ión Insu l ina.  
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En trabajos previos real izados en nuestro laboratorio se demostró que la 

insul ina regula vías de transducción de señales en el SNC, que involucran 

moléculas l ipídicas (Salvador y col. ,  2005) y que además, son afectadas por 

el proceso de envejecimiento normal.  

En el presente trabajo de tesis se presentaron los resultados y la 

interpretación  de diferentes exper iencias real izadas para entender uno de 

los mecanismos moleculares involucrados en la vía de señal ización de la 

insul ina en el SNC. Se abordó, específ icamente, la acción de la insul ina 

como act ivadora de la formación de ácido fosfatídico a través del est ímulo 

de la act ividad DAGK, evaluando también a la misma en un modelo de 

envejecimiento normal.  

Se ut i l izó como modelo experimental a los sinaptosomas pur if icados de CC e 

hipocampo de rata, de animales adultos y seni les. Esta preparación 

enriquecida en terminales pre-sinápt icos resellados, es representat iva de la 

porción neuronal r ica en contactos sinápt icos que almacenan los 

neurotransmisores, componente básico de la neurotransmisión y de la 

comunicación intercelular.  

La insul ina y el RI  se encuentran distr ibuidos en áreas específ icas del 

cerebro, donde ejercen diferentes funciones. En los procesos 

neurodegenerat ivos como ser en el envejecimiento, se ha sugerido que se 

produce una desregulación de la señal de la insul ina, 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 evaluó el rol de la insulina específ icamente en 

sinaptosomas de éstas regiones.  
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Se demostró que la insul ina est imula la formación de PA, incrementando la 

act ividad de la DAGK sinaptosomal (Fig. 25) y que la act ivación de la DAGK 

se l leva a cabo a través de dos mecanismos:  

1) incrementando los niveles de DAG en la membrana plasmática a part ir  del 

est ímulo de fosfolipasas, lo cual resulta en un incremento en la acción de la 

DAGK, efecto dependiente de fosfolipasas (EDF) 

2) est imulando la DAGK en forma directa e independiente de la generación 

de DAGs en la membrana, efecto independiente de fosfolipasas (EIF). 

En una primera etapa se debió encontrar las mejores condiciones 

exper imentales para evaluar la act ividad de la DAGK, tanto a part ir  del DAG 

endógenos, necesar io para el anál is is del mecanismo de act ivación por EDF, 

como también a part ir  de DAG exógenos, enfoque metodológico 

implementado para entender la acción denominada EIF.  

La DAGK, que presenta 10 isoformas, ut i l iza como sustrato al diaci lg l icerol,  

un l ípido neutro de baja solubi l idad en medios acuosos y como co-sustrato 

al ATP. El estudio de ésta act ividad en las preparaciones sinaptosomales se 

real izó con sustratos radiomarcados, como ATP-[g-32P], empleando DAG 

endógenos y exógenos ó DAG-[3H] en presencia de ATP.   

Es conocida la dependencia de la actividad DAGK por fosfolípidos ó 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 act ividad de 

la DAGK sinaptosomal, ut i l izando dist intos detergentes,  como agente 

vehiculizador del l íp ido y potencial act ivador de la enzima.  

Dado que el pr incipal interés de esta tesis era evaluar la part ic ipación de la 

DAGK en la acción de la insul ina en este sistema membranoso complejo, el  
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primer� objet ivo fue 1) descartar  el empleo de aquel los detergentes que 

inhibieran o est imularan excesivamente alguna isoforma; 2) evitar aquellos 

detergentes que est imularan act ividades hidrolít icas sobre el sustrato 

l ipídico.  

En base a los resultados obtenidos, en este trabajo de tesis (Capítulo I) ,  los 

detergentes de elección fueron el OG y el DMSO. Con el uso de micelas de 

DAG-DOC, se observó muy baja act ividad enzimát ica. El DOC que es un 

detergente ampliamente ut i l izado para medir la act ividad DAGK, presenta 

una marcada act ividad para isoformas citosól icas del t ipo I ,  de importante 

presencia en cerebro (Mer ida y col. ,  2008). Por el  contrario, la DAGKe 

(isoforma de membrana), muestra una baja act ividad en este sistema micelar 

(Walsh y col. ,  1994). Estos autores muestran también que mientras el Tritón 

X-100 es select ivo para medir la act ividad de esta isoforma, con el OG no se 

observa una estr icta select ividad hacia isoformas membranosas.  

Por estos mot ivos el OG resultó un detergente muy conveniente para medir 

la act ividad DAGK, en especial cuando se estudiaron sus caracter íst icas 

cinét icas. 

El DMSO fue otro de los detergentes elegido dado que en micelas formadas 

con éste detergente prevaleció la act ividad quinásica y no la l ipásica f rente 

a la ut i l ización de DAGs exógenos (Fig. 12). Además, es ampliamente 

ut i l izado para disolver agentes poco solubles, s iendo conveniente su uso 

para estudiar la regulación de la act ividad DAGK. Existe amplia bibl iograf ía 

relacionada con su empleo en la vehicul ización de agentes en células en 

cult ivo. Otra ventaja que encontramos para ut i l izar al DMSO, como agente 

detersivo, fue que en estos ensayos ut i l izando ATP-[g-32P] se pudo medir  

simultáneamente la fosfori lación de l ípidos de inositol,  mientras que en los 

ensayos ut i l izando OG, por alguna razón aún no determinada, la marcación 
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de los PPIs fue indetectable, lo que podría suger ir una inhibición de las 

quinasas de fosfoinosít idos por OG.  

También en el capítulo I ,  mostramos los resultados obtenidos para estudiar 

los parámetros cinét icos aparentes de la act ividad enzimática en 

sinaptosomas de CC de rata. Este anál is is se hizo ut i l izando los DAGs 

endógenos como también DAGs exógenos de diferente composición en 

ácidos grasos.  

Solo una de las diez isoformas de las DAGK (DAGKe) presenta preferencia 

por diacilg l icéridos que contienen araquidonato en posic ión 2, ya que las 

nueve restantes son capaces de transformar idénticamente DAGs de 

composición en aci los saturados y de corta cadena (di-10:0) ó 

pol i insaturados. Para el estudio se anal izaron los parámetros cinét icos 

aparentes para DAGK frente al DPG, como representante de DAGs 

saturados y f rente al  SAG, que contiene araquidonato en posición 2.    

Los resultados obtenidos indicaron que, en las condiciones de ensayo 

elegidas y ut i l izando OG o DMSO como detergente, las preparaciones 

sinaptosomales de CC de rata presentaron una notor ia avidez para fosfori lar 

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 act ividad DAGK revelaron mayor af inidad 

por DPG y menor af inidad por ATP en presencia de DPG.  

Estudios recientes sobre la DAGK e y z indicarían que, aunque la segunda 

también ut i l iza el DAG conteniendo araquidonato en posic ión 2, esta 

isoforma también fosfori la al 1,2-dioleoilgl icerol (DOG) (Thirugnanam y col. ,  

2001). Los resultados obtenidos en sinaptosomas expuestos a micelas de 

DOG-OG indicaron que la DAGK mantiene preferencia por SAG (Fig. 23).  
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También se podría sugerir que las propiedades f ísicas diferenciales de la 

micela conformada por l íp idos con dist into grado de saturación en sus 

aci los, serían las responsables de provocar la preferente act ividad de la 

DAGK sobre SAG. Sin embargo, la presencia de SAG en las micelas de 

DPG, no favorecieron la act ividad sobre DPG.  De los resultados obtenidos 

cuando se ut i l izaron ambos sustratos, se podría interpretar también que la 

preferencia en la t ransformación del SAG respecto a DPG tampoco es 

consecuencia de un efecto regulatorio posit ivo del DAG insaturado sobre 

isoformas insensibles a la composición del sustrato.  

Estos resultados sugir ieron que, a pesar de haber supuesto que la act ividad 

representaría un promedio de las diferentes isoformas presentes, en estas 

condiciones se pr ivi legió la medida de la act ividad DAGKe.  Se ha reportado 

recientemente que la preferencia de sustrato es una caracter íst ica 

importante y dist int iva para la DAGKe, que no es consecuencia de una 

diferencia en las propiedades f ís icas del l íp ido en la membrana, sino que se 

relaciona a la interacción específ ica del araquidonato en el s it io act ivo de la 

enzima (Thirugnanam y col. ,  2001).  

En cuanto a los estudios cinét icos, real izados en las membranas 

sinaptosomales expuestas a las micelas de DAG-detergente, si bien es un 

sistema complejo para establecer parámetros enzimáticos, fueron diseñados 

por considerar los especialmente necesar ios para poder ut i l izar  las 

concentraciones adecuadas de ambos sustratos ATP y DAG (DPG y SAG), 

evitando que alguna de el las fuera una concentración saturante para la 

enzima. Este aspecto debe ser tenido en cuenta ya que la evidencia de la 

act ividad de esta isoforma radica en la diferente avidez por SAG. El empleo 

de una concentración de un t ipo de DAG que fuera saturante para la enzima, 

podría inducir a evaluar erróneamente los resultados.  
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Las concentraciones ut i l izadas fueron de 250 µM o 500 µM de ATP, ambas 

concentraciones no saturantes y 250 µM de DAG, siendo ésta una 

concentración no saturante para ambos DAGs ut i l izados. Por otra parte, esta 

concentración representa aproximadamente 10 veces el valor endógeno, lo 

que asegura que la producción de DAGs por act ividad fosfolipásica no 

inf luye en el contenido ni el la composición del sustrato. 

En el capítulo I I  se presentaron los resultados obtenidos cuando se estudió 

la acción de la insul ina sobre la act ividad DAGK de sinaptosomas de CC.  

Se pudo observar que el aumento en la formación de PA por acción de la 

insul ina, está asociado a la act ivación de la DAGK, como puede deducirse 

del empleo del inhibidor de la DAGK, el  R59022 (Fig. 26). Llamat ivamente, 

en presencia de este inhibidor, se observó un fuerte aumento en los niveles 

de PIP2  en presencia de la hormona (Fig. 27), lo que podría sugerir una 

correlación inversa entre la formación del PA y el PIP2 .  

Una estrategia que permite indirectamente evaluar el  aporte de las 

diferentes vías fosfolipásicas, que producen directa o indirectamente DAGs, 

es el empleo de inhibidores específ icos.  

En los experimentos real izados con neomicina como inhibidor de la PI-PLC 

pudo demostrarse una inhibición de esta fosfolipasa, observado por el  

aumento en los niveles de fosfori lación de PIP2  (Fig. 28), y una disminución 

en la síntesis de PA. Este efecto sólo fue signif icat ivo en presencia de 

vanadato (Fig. 29), cuando el est ímulo de insul ina dupl icó la formación de 

PA, indicando que la generación de DAGs a part ir  de la hidrólisis de los PIP2  

por la PI-PLC es mediado por un mecanismo potenciado por la fosfori lación 

en residuos de t irosina.  

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

protegiendo la fosfori lación en t irosina por la vía t irosina quinasas,  permit ió 
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observar el efecto inhibitor io que neomicina l levaba a cabo sobre la 

est imulación que ejercía la insul ina en la formación de PA (Fig. 29).  

La act ivación de una PI-PLC por la insul ina fue comprobada mediante un 

ensayo de pulso y demarcación cuyos resultados se presentaron en la Fig. 

30. Al l í se puede observar que la act ivación de la PI-PLC, evaluada a través 

de la marcación de PIP2  cuando en el medio se diluye el precursor 

radiact ivo, presenta una rápida caída que es máxima a los 2 minutos de la 

exposición a la hormona, lo cual indicaría que el PIP2  está siendo 

hidrol izado por acción de la PI-PLC, generando DAG e IP3  en un mecanismo 

disparado por la insul ina.  

Esquematizando, se podría resumir que el mecanismo de act ivación de la 

DAGK por la insul ina, producido como consecuencia del aumento de sustrato 

y  a part ir  de los DAGs generados a part ir  de la vía PI-PLC en sinaptosomas 

podría ser el s iguiente: 

 

 

 

 

 

 

 

La part ic ipación de una PLCg en este efecto surge como consecuencia del 

conocido efecto que ejercen las hormonas que actúan por la vía de RTK, tal 

como EGF y PDGF, act ivando a esta isoforma de la PI-PLC a través de la 

fosfori lación en t irosina (Nelson y col. ,  2008; Schmidt y col. ,  2000). También 

cuando se protegió el estado fosfori lado en t irosina se pudo observar la 

mediación de PI-PLC (Fig. 29). 
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Aunque este t ipo de mecanismo transductor no ha sido muy documentado 

para la acción de la insul ina, se ha reportado que en adipocitos esta 

hormona, a través de PI3K, act ivaría a la PI-PLCg (Eichhorn y col. ,  2001). Si 

bien en nuestro sistema experimental (sinaptosomas de CC) ha sido 

demostrada la act ivación de la vía PI3K-Akt por la insulina (Uranga y col. ,  

2007), las experiencias realizadas para evidenciar la mediación de esta vía 

en la formación de PA act ivada por la hormona fueron negativos (Fig. 45).   

Por otra parte,  un mecanismo de transducción de señal con act ivación de PI-

PLCb ha sido demostrado para la acción de inter leuquina 1a y para el factor 

de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), que ejercerían este efecto a 

nivel nuclear (Faenza y col. ,  2005; Marmiroli y col. ,  1994).  IGF-1, ejercería 

los efectos mitogénicos a nivel nuclear a través de la act ivación de la PKCa  

y en el cierre de la señal part iciparía una DAGK nuclear (Martell i  y col. ,  

2000).   

Si bien la mediación de la isoforma beta de la PI-PLC, impl icaría la 

part ic ipación de una proteína G, los resultados obtenidos en el modelo de 

act ivación de DAGK sobre DAGs exógenos, muestran que su  act ivación por 

proteína G act ivada (GTPgS y NaF) parece estar relacionada fuertemente 

con la vía de transducción de la insul ina.  Hasta el  momento, sobre la base 

de los resultados presentados en esta tesis, no se puede asegurar ni  

descartar, la part ic ipación de una isoforma beta de PI-PLC en la act ivación 

de la DAGK por la generación del sustrato DAG.  

En los exper imentos en presencia de etanol,  como agente act ivador de la 

síntesis de fosfat idi letanol a part ir  de PA, o en presencia del inhibidor de la 

PAP2, el DL-Propranolol,  se pudo observar una inhibic ión en la formación de 

PA tanto a nivel basal,  como también luego del est ímulo hormonal, 
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sugir iendo que la vía PC-PLD/PAP2 se encuentra up-stream a la act ivación 

de la DAGK por la insul ina (Fig. 31). Además, en los ensayos real izados con 

DAG-[3H] en ausencia y en presencia del DL-Propranolol,  se pudo descartar  

que la droga afecte de manera directa la act ividad de la DAGK (Fig. 32). 

Estos datos concuerdan con estudios previos real izados en nuestro 

laborator io, en donde se demostró, a part ir  de PC radiact iva, que la insul ina 

ejerce un efecto est imulator io en la act ividad de la PC-PLD a los 5 minutos 

de exposición a la hormona (Salvador y col. ,  2005).  

Los resultados presentados en las f iguras 33 y 34, permit ieron demostrar 

que la formación de PA está regulada por la act ividad de la PKC, y que el 

est ímulo de la insul ina en la formación de PA está l igado a la acción de 

PKC. Recientemente, ha sido reportado que la PKC está involucrada en los 

procesos de plast ic idad sinápt ica, aprendizaje y memoria, ya que fosfori la 

los sustratos del receptor de la insul ina (IRS), necesar io para la 

señal ización hormonal. La insul ina puede act ivar la vía de señal ización de 

PKC, a través del est ímulo de PLCg, act ivable por fosfori lación en t irosina, 

Erk 1/2 MAP quinasa y Src (Nelson y col. ,  2008).  

Los datos en la Fig. 34, indicaron que la acción de la hormona regula la 

act ivación de la DAGK, a través de un mecanismo de fosfori lación mediado 

por PKC. Por lo tanto, podría suponerse que el mecanismo de act ivación 

hormonal, que origina la autofosfori lación del receptor en t irosinas, 

comenzaría con la act ivación de la PLCg, dando como productos DAG + IP3 ,  

est imulando a la PKC. Ésta est imula a la PLD (Morash y col. ,  2000) 

generando el DAG a través de la vía PLD/PAP2, resultando en un aumento 

de PA a part ir  de la acción de la DAGK, tal como se deduce del empleo de 

los inhibidores de la vía (apartado 7.4.2).    
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Esquematizando, se podría resumir que el mecanismo de act ivación de la 

DAGK por la insul ina, producido como consecuencia del aumento de sustrato 

y  a part ir  de los DAGs generados a part ir  de la vía 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 insul ina 

est imula la act ividad PC-PLD, dependiente de PIP2  (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 

sinápticos (Mateos y col. ,  2006). Ha sido reportado que el DAG proveniente 

de la vía PC-PLC y PC-PLD representa un 75% y un 25% del total de DAG 

proveniente de la hidról isis de PC, respectivamente. Esto sugir ió que la 

insul ina podría act ivar también a la vía de PC-PLC, ut i l izando el inhibidor 

específ ico de la PC-PLC, el D609, en presencia de la insul ina, no se 

modif icó la act ivación de la DAGK por la hormona (Fig. 35), indicando que 

en el mecanismo de act ivación de la DAGK por la insulina, la vía de 

formación de DAG a part ir  de la PC-PLC no estar ía involucrada.  

Estos resultados indicaron que la insulina est imula la act ividad de la DAGK 

como consecuencia del aumento en los niveles de DAG, generados a part ir  
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de las vías 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 

act ivación de la DAGK puede corresponderse con un mecanismo de control 

negativo que promueve un cierre de señal.  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 act ivación podría signif icar la 

recuperación de los niveles de PIP2 ,  a través del inicio de un mecanismo de 

resíntesis.  

Llamat ivamente, éste mecanismo de recuperación del PA por acción de la 

insul ina, es reforzado por un mecanismo de act ivación directa de la DAGK 

ejercido por la hormona. Esto quedó en evidencia cuando, ofertando DAGs 

exógenos, lo que evita la modif icación en la concentración del sustrato por 

la act ivación de las fosfolipasas, la insul ina aún est imuló la formación de 

PA.  

Los resultados de las exper iencias real izadas con sustratos exógenos (DPG 

y SAG), indicaron que la insul ina� est imuló la transformación de ambos 

sustratos en forma similar (Fig. 40), aunque manteniendo una mayor avidéz 

por la ut i l ización de SAG. Se podría especular que la insul ina ejerce un 

est ímulo sobre la isoforma épsilon de la DAGK, especialmente porque la 

diferente avidez por DPG o SAG se mantiene en circunstancia de act ivación.  

Esto se deduce no solo por la preferencia en la transformación del sustrato 

SAG, sino también por la ausencia de inhibic ión por los inhibidores R59022 

y R59949. Ambos son potentes inhibidores de las isoformas calc io-

dependientes presentes en cerebro, pero no afectan a la isoforma 

representante del t ipo I I I ,  DAGKe, que es insensible (J iang y col. ,  2000).  

Dado que la DAGKz, isoforma del t ipo IV, también es insensible a éstos 
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inhibidores y presenta cierta preferencia por sustratos insaturados,  no se 

podía asegurar “a prior i”  la prevalencia de la isoforma épsi lon. 

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 habría un enriquecimiento marcado de la DAGKe 

(Fig. 49).  

Además, 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 ut i l izado 

preferentemente con respecto a DOG y DPG. Aunque también hemos 

probado la presencia de DAGKz (Fig. 49 y 50), estos resultados conf irman la 

hipótesis de que la act ividad enzimát ica medida en nuestras condiciones de 

ensayo es la DAGKe, actuando con dist inta avidez por DPG o SAG.  

La simil i tud en la distr ibución de la act ividad en las dist intas f racciones 

subcelulares con uno u otro sustrato,  apoyaría también ésta hipótesis (Fig. 

24). �A su vez, la local ización subcelular hal lada (SPMit) se corresponde con 

los datos de l i teratura que indican un enr iquecimiento en el ret ículo 

endoplásmico (Goto y col. ,  2008).  El contenido minoritar io de RE 

intrasinaptosomal (observación por TEM), así como la señal posit iva 

obtenida con anticuerpos anti-DAGKe (MF) explican que el escaso 

porcentaje hallado en la f racción sinaptosomal se debería a la local ización 

en el ret ículo endoplásmico intrasinaptosomal.     

Ha sido reportado que los ratones def icientes en DAGKe son más resistentes 

a shocks electroconvulsivos, observándose además, una menor act ivación 

del cic lo de los fosfoinosít idos y se ha sugerido que esta isoforma podría 

part ic ipar en la act ividad sináptica y la plast ic idad neuronal (Rodriguez de 
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Turco y col. ,  2001). �Los datos que estos autores obtienen con respecto a la 

composición de fosfoinosít idos al comparar contra ratones DAGKe +/+, 

indicarían una def ic iencia en el aporte de especies con araquidonato, lo que 

involucra a esta isoforma en la resíntesis de los fosfoinosít idos.   

Esta sugerencia ha sido reiteradamente realizada en las diferentes 

revis iones sobre las isoformas de la DAGK, (Dicu y col. ,  2007; Goto y col. ,  

2008; Pett it t  y Wakelam, 1999) especialmente motivada en 1) la preferencia 

de sustrato SAG que generaría un PA r ico en 18:0-20:4; 2) en la local ización 

subcelular de la enzima, que posicionaría al fosfat idato para ser sustrato de 

la CDS y 3) en la preferencia que t iene, 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 

que part iciparían en el mecanismo de act ivación de la DAGK � por insul ina,  

independientemente del aumento de DAG en la membrana por acción de 

fosfolipasas �act ivadas por la hormona, efecto que denominamos EIF.  

Se pudo demostrar que éste mecanismo de act ivación por la insul ina (EIF),  

es dependiente de la fosfori lación en t irosina (Fig. 41). El EDF, a través de 

la act ivación de PI-PLC, también requiere la fosfori lación en residuos de 

t irosina (Fig. 29). Además, la act ivación de PC-PLD por la insul ina, medida a 

través del sustrato específ ico y en presencia de su act ivador PIP2 ,  solo se 

observa en presencia de vanadato (Salvador y col. ,  2005).  

En este trabajo de tesis se ha demostrado que el NaF incrementó el 

est ímulo de la insul ina a part ir  de SAG o DPG, en el mismo orden ( inserto 

en Fig. 42). El NaF es  un clásico inhibidor general de Ser/Treo fosfatasas 

(Shenol ikar y Nairn,  1991) y podría interpretarse que la desfosfori lación a 

través de Ser/Treo fosfatasas está involucrada en la acción denominada EIF. 

Sin embargo, la part icipación de PP1, PP2A y PP2B, en el mecanismo de 
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activación de DAGK por acción de la insul ina fue descartado al ut i l izar los 

inhibidores select ivos, el ácido okadaico y la c iclosporina A, quienes no 

incrementaron el efecto est imulator io de insul ina (Fig. 44).  

Se puede también especular, que el NaF actuaría como un inhibidor de 

Ser/Treo-fosfatasas, actuantes select ivamente sobre proteínas fosfori ladas 

por la proteína quinasa B (Akt),  que a su vez es act ivada por la insul ina a 

través de la act ivación de la PI3K. Sin embargo,  ut i l izando el inhibidor 

select ivo de la vía, el LY294002, tanto en presencia de DPG o de SAG, no 

se modif icó la act ivación de la DAGK por la insul ina (Fig. 45). 

El NaF es además un act ivador de la proteína G, actuando a través de la 

formación de f luoro aluminato (AlF4),  el  que al poseer una estructura similar 

al PO4 ,  interacciona con el GDP, mimet izando la acción del GTP (Bigay y 

col. ,  1985).  Se podría especular entonces que el NaF act ivaría la vía PI-

PLC, mediada por la act ivación de la proteína G. Además, ha sido reportado 

que los receptores de insul ina aislados de membrana plasmática de células 

grasas humanas, son regulados a través de la proteína G, siendo el RI, 

est imulado por  GTPgS  e inhibido por GDPbS y toxina pertussis (Kreuzer y 

col. ,  2004). También han reportado que la act ivación de la proteína G por 

GTPgS induce un incremento de 5 veces en la autofosfori lación del RI 

respecto a los niveles basales, y de 3 veces respecto a la autofosfori lación 

inducida por la insul ina.  

Esta alternativa fue entonces explorada exper imentalmente 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 síntesis de PA en ausencia del 

est ímulo de la insulina, pero no producen ésta act ivación si  se los agrega 

luego de est ímulo hormonal. Esto parece indicar que la act ivación de la 
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DAGK por acción de los act ivadores de proteína G no se ejercería a través 

de un mecanismo de transducción de señal independiente a la vía 

transductora de la insulina (como podría ser la act ivación de alguna vía 

l igada receptores 7M), ya que el efecto no se potencia luego del est ímulo 

hormonal.  

Además, se pudo observar que en ausencia del est ímulo hormonal, mientras 

el NaF y el GTPgS incrementaron la síntesis de PA a part ir  de DPG (Fig. 

46A), la marcación de PIP2  d isminuyó (Fig. 47). Sin embargo, en presencia 

de SAG, aunque el NaF y el GTPgS incrementaron la síntesis de PA, la 

marcación de los PIP2  permaneció invariable (Fig. 47). Estos resultados 

sugieren que al producirse la hidrólis is de los PIP2 ,  a través de la act ivación 

de la PI-PLC, aumentaría la act ividad de la DAGKe (que es inhibida por 

PIP2),  provocando un aumento en los niveles de PA, tanto a part ir  de DPG 

como a part ir  de SAG, ya que aunque� preferentemente ut i l iza el SAG, 

también actúa sobre otros DAGs. La desapar ición de su regulador negativo 

inducir ía la act ivación de la enzima.   

Sólo el 18:0-20:4 PA, podría ser ut i l izado directamente para la resíntesis de 

los PI y la ulter ior fosfori lación de  PIP y PIP2 ,  manteniendo los niveles de 

éste l ípido, aún en presencia de NaF y GTPgS quienes act ivarían a PI-PLC. 

Por el contrario, en presencia de DPG, donde se propicia la formación de di-

16:0 PA, la marcación de los PIP2  d isminuye ante la presencia de éstos 

agentes que inducen su hidról is is.  

Esta modulación de la act ividad DAGK por parte de act ivadores de proteínas 

G, mediado por PI-PLC o por una autofosfori lación del RI (Kreuzer y col. ,  

2004; Schmidt y col. ,  2000), fue entonces  anal izada en presencia de la 

insul ina.  
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Cuando se evaluó el efecto del NaF en presencia de la insul ina, se pudo 

observar (Fig. 48) que la acción hormonal aumentó la formación de PA a 

part ir  de ambos sustratos como también la marcación de los 

pol ifosfoinosít idos (PIP+PIP2).  Sin embargo, aunque el NaF provocó un 

aumento adicional al est ímulo de la insul ina en la formación de PA, redujo 

signif icat ivamente los niveles de PPIs tanto en presencia de DPG como de 

SAG.  

Estos resultados indicarían que a la acción de la hidról is is del PIP2 ,  a través 

de la act ivación de la PI-PLC que ejerce la insul ina y demostrada en este 

trabajo de tesis, se le suma un aumento en la resíntesis de los PPIs, que se 

traduce en una mayor fosfori lación, pero que se inhibe en presencia de NaF, 

el que actuaría inhibiendo dicha resíntesis. Ha sido reportado que en 

cerebro de rata, en condiciones de est ímulo de PI-PLC por acción de 

carbacol,  el NaF inhibe la fosfat idi l inositol quinasa (PIK) (Claro y col. ,  

1990), al mismo t iempo que est imula la hidról is is de los PIP2  por acción de 

la PI-PLC, por un mecanismo dependiente de la proteína G (Cockcrof t y 

Taylor, 1987; Litosch, 1987) dando como resultado, una marcada caída en 

los niveles de PPIs.  

La interpretación de los resultados presentados permiten sugerir que esa 

suma de efectos provoca una marcada reducción en los niveles de PIP2 ,  lo 

que a su vez, provoca como consecuencia un marcado aumento en la 

act ividad de la DAGKe.   

Conclusión:  Estos resultados sugieren que en los sinaptosomas de CC de 

rata, la insul ina ejerce un efecto est imulatorio en la act ividad 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 

act ivación de las vías PI-PLC y PLD/PAP2, que generan DAGs de 

composición insaturada y saturada, 

2) la insul ina provoca un est ímulo de la DAGK, independiente de la 

generación de DAGs. Esta act ivación responde a una isoforma en 

part icular, la DAGKe, que preferentemente ut i l iza SAG como sustrato. 

La act ivación de la PI-PLC, mediada por la acción de la insul ina es un 

mecanismo dependiente de proteína G, que actúa removiendo al PIP2 .  La 

remoción de los PIP2 ,  inhibidor de la DAGKe, est imula select ivamente ésta 

isoforma, la cual al generar mayor itar iamente a un PA 18:0-20:4 part ic iparía 

en el in ic io temprano de la resíntesis de pol ifosfoinosít idos. La posibi l idad 

de ser regulada negativamente por PIP2 ,  podría también sugerir que la 

act ivación de la enzima sería transitor ia,  como también la reposición de los 

niveles de PIP2 .  Esta hipótesis puede expl icar hal lazgos previos que 

indicaban que  el  efecto est imulator io que ejerce la insul ina sobre la DAGK, 

es máximo a cortos períodos de incubación (3-5 min) y se reduce hasta 

anularse a los 30 min (Salvador y col. ,  2005).        
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En el Capítulo I I I  se presentaron los resultados del estudio de la act ividad 

de la DAGK en sinaptosomas de CC y de hipocampo, evaluando los 

mecanismos de act ivación de la enzima por acción de la insul ina, a f in de 

comprender el rol de la DAGK en la vía de la señal ización mediada por la 

hormona en el envejecimiento normal del SNC.  

Los resultados obtenidos al anal izar el  contenido de DAGs de sinaptosomas 

de CC de animales seni les, comparándolos con los de animales adultos, 

indicaron que el nivel de DAGs disponibles en estas membranas es mayor. 

Este resultado coincide con una menor act ividad de la DAGK, hal lada en 

estas membranas cuando se ut i l izó como sustrato radiomarcado el DAG 

proveniente de ret ina (exógeno) (Salvador y col. ,  2005), además de 

encontrarse aumentada la vía PLD/PAP2 (Pasquare y col. ,  2001). En este 

trabajo se sugería que, como consecuencia de este desbalance metaból ico,  

podrían hal larse alterados dichos niveles.  

La part ic ipación del hipocampo en los procesos de memoria y aprendizaje y 

el deterioro de los mismos en el envejecimiento, expl ican el interés en su 

estudio.  Cuando se anal izó la act ividad 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, ut i l iza ávidamente el DAG de 

composición en aci los 18:0-20:4, s iendo la formación de PA a part ir  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 transformación de DAGs exógenos 

respecto a los DAGs endógenos, en los terminales sinápt icos de hipocampo 

fue l igeramente super ior a lo hal lado en CC. Sin embargo, esta 

transformación mant iene la preferencia en la ut i l ización de SAG respecto a 

DPG, sugir iendo que en estas condiciones se favoreció la medida de una 

act ividad DAGKe.     
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Para estudiar  el efecto del envejecimiento normal en la act ividad de la 

DAGK, se consideró a la misma actuando sobre DAGs endógenos y 

exógenos (DPG y SAG). Se observó que la act ividad de la DAGK basal 

(ausencia de insul ina) en ausencia de DAGs exógenos,  se encontraba 

disminuida en los sinaptosomas de CC de los animales seni les. 

Llamat ivamente, esto no ocurr ió en los sinaptosomas de hipocampo. Por otra 

parte, tanto en los sinaptosomas de CC como en los de hipocampo, la 

act ividad DAGK basal de ratas seni les a part ir  de DAGs insaturados (SAG), 

se hal ló disminuida en relación a las adultas, sin embargo la ut i l ización de 

DAGs saturados (DPG) fue similar al valor de los adultos, tanto en 

hipocampo como en CC.  

Estos datos indicarían un deter ioro part icular en la transformación de DAGs 

insaturados, coincidente con hallazgos previos donde se ut i l izaba como 

sustrato de DAGK, a DAGs de composición preferentemente insaturada 

(Salvador y col. ,  2005).  

Cuando se evaluó la acción de la insulina en los sinaptosomas de animales 

adultos, se encontró que la hormona  est imula la act ividad de la DAGK a 

part ir  de DPG de la misma forma en CC e hipocampo. Sin embargo, en 

presencia de SAG, el est ímulo 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 fosfoinosít idos que en los 

cerebros normales (Stokes y Hawthorne, 1987). En trabajos recientes 

real izados en corteza prefrontal de cerebros de este t ipo de pacientes (EA) 

se demostró que aunque la expresión y act ividad de la PI-PLC o Gq/11 son 

similares a los hal lados en sujetos sanos, la act ivación por GTPgS ó 

carbacol produce una menor hidrólisis (Jope y col. ,  1994). En un modelo de 

envejecimiento normal (ratas de 24-26 meses) ha sido reportada la 
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reducción en la hidról is is de fosfoinosít idos de CC e hipocampo, inducida 

por la act ivación muscarínica, s iendo atr ibuida al desacople de la vía 

transductora que involucra a la PI-PLC (Ayyagari y col. ,  1998). Un hal lazgo 

interesante, real izado en áreas específ icas del hipocampo de ratas 

envejecidas y con probado déf ic it  cognit ivo, indicaría una importante 

reducción en la resíntesis de los fosfoinosít idos, medida a través de la 

incorporación de [3H]-cit id ina en [3H]-CDP-DAG (Nicol le y col. ,  2001).   

Dado el rol propuesto para DAGKe  en la resíntesis de los fosfoinosít idos y 

teniendo en cuenta la función de la insul ina como un agente neuroprotector, 

estos hal lazgos sugieren que en el envejecimiento, la insul ina produce una 

potenciación sobre la act ividad de la DAGKe, probablemente por un 

mecanismo de desregulación negativa ejercida por los bajos niveles de PIP2 ,  

favoreciendo así una mayor act ividad de ésta isoforma, resultando un 

mecanismo compensatorio para la restauración de los niveles de 

fosfoinosít idos.  

Existen evidencias experimentales realizadas “ in vivo”, en  adultos humanos, 

que indican que en condiciones controladas de glucemia normal, la infusión 

sistémica de insul ina provoca un mejoramiento de act ividades de memoria 

verbal y atención select iva (Kern y col. ,  2001). Otras estrategias, como la 

inst i lación nasal del péptido, que evitan las modif icaciones de los niveles de 

glucosa o insul ina en sangre perifér ica,  han permit ido detectar mejoras en 

tareas cognit ivas evocadas por est ímulos audit ivos (Kern y col. ,  1999). 

Numerosas experiencias cl ínicas indican que pacientes seni les y enfermos 

con EA, responden ef icientemente a insulina con respecto a los efectos 

benéf icos de la hormona en el mejoramiento de tareas de memoria (Craf t  y 

col. ,  1999; Craf t  y col. ,  2000). 
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Aunque hasta el momento no han sido esclarecidos los mecanismos precisos 

que implican comprender el rol  de la insulina en el aprendizaje y la memoria,  

como también su rol en la atenuación de los efectos que producen los 

desórdenes neurodegenerat ivos sobre estos procesos, este trabajo de tesis 

aporta datos que podrían, en parte, esclarecer algunos aspectos 

moleculares de la acción de la insul ina a nivel cerebral y de su importancia 

como modulador de señales que han sido deterioradas por el  

envejecimiento. 

 

En resumen: 

1) La insul ina a nivel s ináptico y en animales adultos, desencadena una 

secuencia de eventos tempranos, t irosina quinasa dependientes, que 

se inic ian en la producción de DAGs provenientes de fosfoinosít idos y 

fosfat idi lcol ina. 

2) Dicha producción es controlada a través de la formación de ácido 

fosfatídico por la act ividad DAGK,  sirviendo este mecanismo para la 

regulación de los niveles de DAGs potenciales act ivadores de 

proteínas con dominios C1.  

3) Existe en terminales sinápticos de CC e hipocampo una act ividad 

DAGKe que promueve una act iva transformación de DAGs 

provenientes de fosfoinosít idos.  

4) La insul ina act iva a dicha isoforma promoviendo la formación de un PA 

de composición potencialmente apta para ser precursor directo de los 

fosfoinosít idos.  

5) La act ivación de esta isoforma por insul ina podría desencadenarse por 

act ivación de una PI-PLC y disminución de fosfoinosít idos, acciones 
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también provocadas por la exposición de los terminales sinápticos a 

act ivadores de proteínas G.  

6) En ausencia de la hormona la act ividad DAGK actuante sobre SAG se 

hal la disminuida en los terminales sinápticos de CC e hipocampo de 

animales seni les. 

7) La acción de la insulina, respecto a la act ivación de la DAGK�  y a la 

formación de un PA potencialmente apto para ser precursor de 

fosfoinosít idos, se encuentra favorecido en hipocampo y 

part icularmente en los animales seni les.   

8) Este efecto de la hormona sobre la acción de la DAGKe podría ser un 

mecanismo que resulta compensator io en la regulación de la 

resíntesis de los fosfoinosít idos, expl icando en parte el rol de la 

insul ina como agente neuroprotector. 

�
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