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RESUMEN

RESUMEN

La fosfatidilcolina (PC) es uno de los glicerofosfolipidos mas abundantes en las
membranas celulares y es ademas fuente de segundos mensajeros lipidicos tales como
el diacilglicerol (DAG), el acido fosfatidico (PA), el acido araquidonico (AA) y la
lisofosfatidilcolina (LPC). Por su parte, el DAG es capaz de mediar eventos celulares
claves a través de la regulacién de diversas proteinas entre las que encontramos: las
proteinas quinasas C (PKC), las proteinas quinasas D (PKD), las quimerinas, las
proteinas liberadoras de nucleétidos de guanina de Ras (RasGRPs), las Muncl3s y las
DAG quinasas (DAGK). Estos efectores del DAG participan en funciones celulares como la
fusion y el trafico de las membranas, la inflamacion, la proliferacion, la diferenciacién y
la muerte celular.

La generacion de DAG por hidrolisis de la PC se produce en respuesta a diversos
estimulos celulares y es catalizada principalmente por la accién de dos vias enzimaticas:
por la activacion de la fosfolipasa D (PLD) (enzima que genera PA, el cual es hidrolizado
a DAG por la accién de una fosfatasa de acido fosfatidico tipo 2 o PAP2) y por la reaccion
catalizada por la fosfolipasa C especifica para PC (PC-PLC) la cual genera DAG vy
fosfocolina.

Los principales objetivos de la presente tesis doctoral fueron demostrar la
presencia de la via de la PC-PLC en las terminales sinapticas (sinaptosomas) de la
corteza cerebral de rata y estudiar el efecto del estrés oxidativo en la generacion de DAG
a partir de la PC.

Los resultados de esta tesis fueron divididos en dos capitulos, en la primera parte
estudiamos la presencia de la PC-PLC en los sinaptosomas de ratas adultas y seniles y
realizamos la caracterizacion de esta actividad enzimatica. En los sinaptosomas (Syn) de
ratas adultas los agentes tensioactivos Triton X-100 y deoxicolato de sodio (DOC)
estimularon la formacion del DAG observandose la maxima generacion en presencia de

Triton X-100 al 0,1%, concentracién que incrementé la generacion de DAG en un 330%
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con respecto al control. Por otra parte, el agregado de los iones Ca®* (2 mM) y Mg?* (1
mM) exodgenos inhibid la formacién de DAG en un 73% y en un 50% respectivamente.

En presencia de etanol (2%) evaluamos la reaccion de transfosfatidilacion
catalizada por la PLD por la cual se genera fosfatidiletanol (PEth) en lugar de PA. Dado
que la PAP2 no puede hidrolizar el PEth al incluir este alcohol primario en la reaccién
enzimatica pudimos medir la generaciéon de DAG que proviene exclusivamente de la via
de la PC-PLC. Mediante la utilizacion de etanol, del inhibidor de la PC-PLC (D609) y del
DL-propranolol como inhibidor de la PAP2, demostramos que ambas vias enzimaticas
(PC-PLC y PLD) participan en la generacion de DAG. Luego de 20 min de incubacion la
via de la PLD aportd el 40% del DAG generado mientras que la PC-PLC fue responsable
del 60% del DAG generado. Este mismo aporte porcentual se observd en los
sinaptosomas provenientes de ratas seniles.

Los ensayos cinéticos realizados en presencia de etanol permitieron determinar la
constante aparente de Michaelis-Menten (Ky) y velocidad maxima (Vmsx) para la PC-PLC
sinaptosomal, las cuales fueron de 350 pM y 3.7 nmol DAG x (mg proteina x h)*
respectivamente. Ensayos de Western blot utilizando un suero policlonal anti-PC-PLC de
Bacillus cereus evidenciaron la presencia de dos bandas muy préximas, de un peso
molecular cercano a 66 kDa, tanto en las terminales sinapticas de ratas adultas como de
ratas seniles.

La generacién de DAG se evalué en la fraccion de membrana plasmatica
sinaptosomal (SPM), en esta fraccion la formacion de DAG fue un 73% mayor respecto a
la generacion en los sinaptosomas mientras que en la fraccion soluble la hidrdlisis de la
PC a DAG fue practicamente indetectable. Mediante la utilizaciéon de etanol demostramos
que la actividad especifica de la PC-PLC es un 80% mayor en la fraccion SPM que en los
Syn.

Estudiamos también la hidrdlisis de la PC en la fraccion de membrana resistente a
detergentes (DRMs). Esta fraccion (aislada por el tratamiento de los Syn de ratas adultas
y seniles con Triton X-100 1% a 4°C) presentd caracteristicas de “rafts” de membrana,

ya que se encontrd enriquecida en esfingomielina y colesterol, asi como también en



RESUMEN

proteinas marcadoras de rafts como la caveolina y c-Src. La fraccibn DRM presentd
ademas un perfil proteico diferencial al de los Syn y un enriquecimiento en la isoforma
PLD1, mientras que ensayos de Slot blot mostraron que la PC-PLC se localiza en ambas
fracciones.

También en las DRMs se observd la generacion de DAG por hidrélisis de la PC, sin
embargo la presencia de etanol en el ensayo no disminuyd la formacion de DAG. Estos
resultados indicaron que, a pesar de encontrarse enriquecida en la isoforma PLD1, no se
detectd actividad de la PLD en la fraccidn resistente a detergentes. Por el contrario, la
actividad de la PC-PLC fue aproximadamente un 60% mayor en las DRMs con respecto a
los Syn.

En la segunda parte de la tesis estudiamos el efecto del estrés oxidativo inducido
por Fe?* en la hidrdlisis de la PC. La incubacidén de los Syn de ratas adultas con FeSO,
(50uM) gener6é un marcado aumento en la peroxidacién lipidica que se observo a partir
de tiempos cortos de incubacién. También se afectd la funcionalidad mitocondrial y la
integridad de la membrana plasmatica, aunque estos dos parametros se vieron afectados
luego de 60 min de incubacién con el agente inductor de la injuria oxidativa.

El tratamiento de los Syn de ratas adultas con el hierro provocé una mayor
generacion de DAG por hidrdlisis de la PC, este aumento fue del 77, 50 y 65% luego de
5, 30 y 60 min de preincubacion respectivamente. En forma contraria, la generacién de
acidos grasos libres (AGL) se inhibié en un 50% luego de 5 y de 60 min de preincubacién
con el hierro. Evaluando la generacién de DAG en presencia de etanol (actividad de la
PC-PLC) y la formacion de PEth como marcador de la actividad de la PLD, demostramos
que ambas vias enzimaticas contribuyen a la formacién de DAG bajo condiciones de
estrés oxidativo. EIl mismo efecto en la generacidn de DAG y AGL se observd en las
terminales sinapticas de ratas seniles. Tampoco se observaron diferencias en los niveles
de peroxidacion lipidica en los Syn de ratas seniles con respecto a las adultas.

La generacién de DAG en los Syn de ratas adultas fue independiente de la
activacion de la via de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y de la actividad de tirosinas

qguinasas. Por otra parte, la inhibicién de la fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol
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4, 5-bifosfato (PIP,-PLC) disminuyé significativamente la generacion de DAG en los Syn
expuestos al Fe?*, sin embargo este efecto no fue mediado por la actividad de las PKCs.

La inhibicion de las vias metabolizadoras, DAGK y DAG lipasa (DAGL), tampoco
modificd los niveles de DAG generados tanto en la condicién control como en la
experimental, esto se observd en los Syn de ratas adultas y seniles.

En conclusién, nuestros resultados demostraron por primera vez la presencia de
la PC-PLC en las terminales sinapticas de la corteza cerebral de rata. Nuestros hallazgos
constituyen el primer indicio acerca de la activacién de las vias de la PC-PLC y de la PLD
en condiciones de estrés oxidativo en las terminales sinapticas, representando el punto
de partida para el estudio del rol de estas vias de generacién de segundos mensajeros

lipidicos en los procesos neurodegenerativos.
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ABSTRACT

Phosphatidylcholine (PC) is one of the most abundant glycerophospholipids in
cellular membranes and is also the source of second lipid messengers such as
diacylglycerol (DAG), phosphatidic acid (PA), arachidonic acid (AA) and Ilyso
phosphatidylcholine (LPC). DAG can mediate key cellular events through the regulation
of several proteins such as protein kinase C (PKC), protein kinase D (PKD), chimaerins,
Ras guanine-releasing protein (RasGRP), Muncl13 and DAG kinase (DAGK). These DAG-
regulated proteins participate in cellular functions such as membrane fusion and traffic,
inflammation, proliferation, differentiation and cell death.

In response to several stimuli, DAG generation through PC hydrolysis can be
catalyzed mainly by two enzyme pathways, namely by means of the activation of
phospholipase D (PLD, which yields PA which is, in turn, hydrolyzed to DAG by a
phosphatidic acid phosphatase type 2 or PAP2) or by means of the action of a PC-specific
phospholipase C (PC-PLC) that generates DAG and phophocholine.

In view of the above, the main objectives of this thesis were to demonstrate the
presence of the PC-PLC pathway in rat cerebral cortex synaptic endings (synaptosomes)
and to study the effect of oxidative stress on DAG generation from PC.

The results collected were divided into two chapters. Chapter I focuses on the
presence of PC-PLC in synaptosomes from adult and aged rats and it includes the
characterization of this enzyme activity. It was observed that in synaptosomes (Syn)
from adult rats the tensioactive agents Triton X-100 and sodium deoxycholate (DOC)
stimulated DAG generation which was highest in the presence of 0.1 % Triton X-100.
This concentration enhanced DAG formation by 330% with respect to the control
condition. Furthermore, the addition of Ca®* (2 mM) and Mg?* (1 mM) decreased DAG
generation by 73% and 50%, respectively.

In the presence of ethanol (2%) we evaluated the transphosphatidylation reaction
produced by PLD which generates phosphatidylethanol (PEth) instead of PA. Under this

condition DAG generation was evaluated exclusively from PC-PLC because PEth cannot
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be hydrolyzed by PAP2. The use of ethanol, PC-PLC inhibitor (D609) and DL-propranolol
as PAP2 inhibitor, allowed us to demonstrate that both enzyme pathways (PC-PLC and
PLD) participate in DAG generation. After 20 min of incubation PLD pathway generated
40% of total DAG whereas PC PLC generated the remaining 60%. The same contribution
was observed in synaptosomes from aged rats.

Kinetic studies carried out in the presence of ethanol showed a Ky and V.« values
for the synaptosomal PC-PLC of 350 uM and 3.7 nmol DAG x (mg protein x h)?,
respectively. Western blot analysis using an anti-PC-PLC polyclonal antibody raised
against Bacillus cereus PC-PLC showed two bands with a molecular weight close to 66
kDa in synaptic endings from adult and aged rats.

DAG generation was evaluated in the synaptosomal plasma membrane fraction
(SPM). In this fraction DAG generation was increased by 73% with respect to that in
synaptosomes. In addition, PC hydrolysis to DAG was negligible in the soluble fraction.
By using ethanol it was possible to demonstrate that PC-PLC specific activity was
increased by 80% in the SPM fraction with respect to Syn.

We also studied PC hydrolysis in the detergent resistant membrane fraction
(DRMs). This fraction, which was isolated by treating Syn of adult and aged rats with 1%
Triton X-100 at 4°C, evidenced characteristics similar to those of rafts, as it was
enriched in sphingomyelin and cholesterol as well as in raft marker proteins such as
caveolin and c-Src. The DRM fraction also showed a different protein profile from that of
Syn. DRMs were also enriched in PLD1 while Slot blot assays showed that PC-PLC was
located in Syn and DRM fractions.

DAG formation from PC was also observed in DRMs. However, in this fraction the
presence of ethanol did not decrease DAG formation. These results indicated that,
despite being enriched in PLD1, PLD activity was not detected in DRM fraction. In
contrast, PC-PLC activity was 60% higher in DRMs with respect to Syn.

Chapter II of this thesis deals with the effect of Fe**-induced oxidative stress on
PC hydrolysis. The incubation of adult rat Syn with FeSO, (50uM) generated a marked

increase in lipid peroxidation which could be observed after short incubation times.
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Mitochondrial viability and plasma membrane integrity were also affected although these
parameters were affected with the oxidative stress inductor after 60 min of incubation.

In adult rats Syn DAG generation was stimulated by FeSO, (50 uM) after 5, 30
and 60 min of incubation by 77, 50 and 65%, respectively. On the other hand, free fatty
acid (FFA) generation was inhibited by 50% after 5 and 60 min of incubation with iron.
By measuring DAG generation in the presence of ethanol and PEth formation as a
marker of PLD activity, we demonstrated that both enzyme pathways contribute to DAG
formation under oxidative stress conditions. The same effect on DAG and FFA formation
was observed in synaptic endings from aged rats. No differences in lipid peroxidation
levels were observed in aged rats Syn with respect to adult rats.

DAG generation in Syn from adult rats was independent of tyrosine kinases
activity and of the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) pathway. On the other hand, the
inhibition of phosphatidylinositol bisphosphate-specific phospholipase C (PIP,-PLC)
decreased DAG formation in Syn exposed to Fe?*. However this effect was not mediated
by PKC.

The inhibition of metabolizing pathways (DAGK and DAG lipase) did not modify
DAG levels generated under control and experimental conditions; this was observed in
Syn from adult and aged rats.

In conclussion our results demonstrated for the first time the presence of PC-PLC
in rat cerebral cortex synaptic endings. Taken together, our findings constitute the first
evidence of PC-PLC and PLC activation in Syn under oxidative stress conditions and
represent the starting point for further studies aimed at understanding the role of lipid

second messengers in neurodegenerative events.
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INTRODUCCION

El sistema nervioso es una compleja red de comunicaciones que regula la
totalidad de las funciones vitales de un organismo permitiendo que interaccione de la
forma mas apropiada con el medio ambiente. El cerebro forma parte del sistema
nervioso central (SNC) y entre sus vastas funciones se incluyen la deteccidn sensorial, el
procesamiento y la interpretacion de la informacién y la memoria, asi como el control del
comportamiento, del movimiento y de todas las emociones humanas.

El sistema nervioso estd constituido por dos grandes tipos de células, las
neuronas y las células gliales que cumplen funciones de sostén e inmunoldgicas. La
neurona es la unidad funcional del este sistema, estas células tienen la capacidad de
interconectarse unas a otras, ya sea para inhibirse o excitarse y retransmitir el impulso
nervioso.

Las neuronas son las células mas polimérficas del organismo, sin embargo la
imagen tipica de una neurona es la de una célula con un soma de forma estrellada, con
las dendritas emergiendo de un polo y el fino axén del polo opuesto. El axén es una
prolongacién larga y Unica, cuya principal funcién es llevar el impulso nervioso hacia otra
neurona u organo receptor, mientras que las dendritas son prolongaciones mas cortas
encargadas de recibir los impulsos provenientes de otras neuronas.

Al sitio de comunicacién entre dos neuronas se lo conoce como sinapsis, las
cuales pueden ser eléctricas o quimicas. Las sinapsis quimicas se caracterizan por
presentar las membranas de las terminales presinaptica y postsinaptica separadas por
una hendidura (espacio intercelular de 20-30 nm de ancho) y contener en la terminal
presinaptica abundantes mitocondrias y vesiculas sindpticas que contienen los
neurotransmisores (Figura 1). En las sinapsis los procesos de sefalizacion celular se
encuentran altamente concentrados. Estos procesos de transduccion de sefiales son
fundamentales tanto para la comunicacidon celular como para la regulaciéon de la
supervivencia y la plasticidad de las neuronas (Galve-Roperh y col., 2008; Dresbach y

col., 2008; Kammermeier, 2008; Shen y col., 2008).
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Entre el 50 y el 60% de la masa cerebral esta constituida por los fosfolipidos, el
colesterol y los glicolipidos. Estos lipidos son responsables de la estabilidad, de la fluidez
y de la permeabilidad de las membranas neuronales. Por su parte, las membranas
celulares no constituyen una mera barrera que delimita el interior y el exterior celular,
sino que los lipidos que las conforman son participantes indispensables en numerosos
eventos de sefializacion celular (Eyster, 2007). Ademas, ciertas propiedades de las
membranas, como la fluidez y la permeabilidad, se relacionan estrechamente con la
insaturacién de los acidos grasos que forman parte de los fosfolipidos siendo factores
criticos para el correcto funcionamiento de las proteinas integrales de membrana, de las
enzimas, de los receptores y de los canales idnicos. (Farooqui y col., 2000; Swapna y
col., 2006). Algunos fosfolipidos se unen fuertemente a proteinas de membrana y esta
unidon es necesaria para la integracién de las proteinas a la bicapa lipidica (Farooqui y
col., 2007). El cerebro ademas, contiene lipidos complejos, entre los que se incluyen los

ganglidsidos, los cerebrésidos y los sulfatidos.

Figura 1: Esquema representativo de una sinapsis quimica.
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La fosfatidilcolina (PC) es el fosfolipido mas abundante de las membranas
celulares, tanto de células eucariotas asi como también de algunas células procariotas,
constituyendo entre el 40 y el 50% de los fosfolipidos totales. La fosfatidiletanolamina
(PE) es el segundo fosfolipido en abundancia en las células de mamiferos representando
entre el 20 y el 50% del total mientras que la fosfatidilserina (PS) constituye entre el 2 y
el 10%. Otros fosfolipidos menores en abundancia también forman parte de las
membranas celulares, tales como la esfingomielina (SM), el fosfatidilinositol (PI), los
polifosfoinsitidos (PPI) y la cardiolipina (CL) especifica de las mitocondrias (Farooqui y
col., 2000; Vance, 2008).

Cada una de las hemicapas que conforman la membrana plasmatica presentan
ademas una composicion fosfolipidica asimétrica, mientras que el 80% de la PS y la PE
se encuentran normalmente en la hemicapa interna la hemicapa externa se encuentra
enriquecida en PC y SM (Eyster, 2007; Vance, 2008).

En la década pasada la PS de las membranas cobrd un interés particular debido a
que en fases tempranas de la apoptosis este fosfolipidos es externalizado y esta
exposicién en la superficie constituye una de las sefales por las cuales las células
apoptoticas son reconocidas y removidas por los fagocitos (Fadok y col., 1992; Fadok vy
col., 2001; Balasubramanian y col., 2007). La exposicion de la PS en la superficie no es
exclusiva de células apoptoticas, ya que la externalizaciéon de PS en plaquetas activadas
desencadena la coagulacién sanguinea y este fosfolipido también se expone en la
superficie de las células espermaticas durante la maduracion (Vance, 2008). Otra
importante funcion de la PS es actuar como cofactor de diversas proteinas claves en la
sefializacion celular, entre las que se incluyen las proteinas quinasas C (PKC) (Nishizuka,
1992).

Dentro de los esfingolipidos, se ha demostrado que la esfingosina ejerce efectos
pleiotropicos sobre proteinas quinasas y participa en la regulacion del citoesqueleto, de
la endocitosis, del ciclo celular y de la apoptosis. La ceramida (Cer) es también un

importante mediador de la apoptosis y la esfingosina-1-fosfato juega roles cruciales en la
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supervivencia celular, la migracién celular y en la inflamacion (Obeid y col., 1993;
Venable y col., 1995; Hla, 2004; Hannun y Obeid, 2008).

Por su parte, alteraciones en la homeostasis de la PC pueden ocurrir en diversas
patologias como la formacién de placas ateromatosas y en situaciones de isquemia. La
reduccidén en la sintesis de PC, por la inhibicidon de las enzimas de su biosintesis o por
deficiencia de colina, puede llevar a la muerte celular por apoptosis, demostrando que la
PC juega un rol crucial en la estructura de la membrana plasmatica y en la viabilidad
celular (Cui y col., 1996; Cui y Houweling, 2002).

La sintesis de novo de PC a partir de colina por la via de la CDP-colina esta
presente en todas las células de mamifero. Esta via, descripta por Kennedy, consiste en
tres pasos: en el primer paso la colina quinasa (CK) convierte la colina en fosfocolina,
una segunda reaccion es llevada a cabo por la CTP: fosfocolina citidiltransferasa (CT) que
convierte el CTP y la fosfocolina en CDP-colina, esta reaccién es el paso limitante en la
sintesis de PC. El tercer y ultimo paso consiste en la conversién de DAG y CDP-colina en
PC, esta reaccion es catalizada por la CDP-colina: diacilglicerol colinafosfotransferasa
(CPT) (Kennedy, 1961; Cui y Houweling, 2002; Fernandez-Tome y col., 2002). Existe
una via adicional de sintesis de PC por metilacion de la PE la cual estd presente
predominantemente en hepatocitos y es catalizada por las dos isoformas de la
fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa (PEMT 1 y 2) (Cui y Houweling, 2002).

La PC actua también como lipido precursor en la biosintesis de otros fosfolipidos
(como la SM y la PS) y es ademas una importante fuente de segundos mensajeros
lipidicos tales como el diacilglicerol (DAG), el acido fosfatidico (PA), el acido araquiddnico
(AA) vy la lisofosfatidilcolina (LPC) (Billah y Anthes, 1990; Exton, 1994; Cui y Houweling,
2002). La generacion de estos segundos mensajeros a partir de la PC se debe a la accion
de fosfolipasas, enzimas cuya activacion puede ser disparada por diversos estimulos
como factores de crecimiento, citoquinas, neurotransmisores, hormonas y otras sefiales
extracelulares (Wakelam y col., 1993; Foster y Xu, 2003; Adibhatla y Hatcher, 2005).

Las enzimas de la biosintesis de la PC pueden utilizar los productos generados en

la hidrdlisis de este fosfolipido, es por ello que los mecanismos involucrados en el
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metabolismo de la PC, tanto en la degradacidn como en la sintesis, deben estar
absolutamente sincronizados y regulados para asegurar una adecuada renovacién de la

PC en las membranas bioldgicas.

EL DIACILGLICEROL COMO SEGUNDO MENSAJERD Lipiplco.

Aunque con propdsitos metabdlicos se debe mantener un nivel adecuado de DAG
en las membranas, numerosas senales externas resultan en la inmediata generacién de
este lipido. Es por ello que para lograr una respuesta apropiada diversas proteinas
participan en la produccién, en la respuesta y en la metabolizacién del DAG. Como
consecuencia, estimulos extracelulares resultan en cambios transitorios de “pooles”

especificos de DAG, determinando la especificidad, la intensidad y la duracion del

estimulo celular.

vias enzimaticas generadoras de DAG:

En sus estudios pioneros a principios de los afios 50, Hokin y Hokin observaron un
rapido recambio de los fosfolipidos de inositol en cortes pancreaticos estimulados con
acetilcolina (Hokin y Hokin, 1953). Sin embargo, la importancia de este hallazgo resurgié
varios anos después cuando el DAG vy el inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) fueron implicados
respectivamente en la regulacidon de la PKC y en la liberacién de Ca®' intracelular,
regulando diversas respuestas celulares (Nishizuka, 1992).

La “via clasica” de generacién de DAG mas extensamente estudiada ha sido la via
de la fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato (PIP,-PLC). La
activacion de la PIP,-PLC origina un incremento rapido, pero transitorio, en los niveles de
DAG e IP;. Esto origina un aumento simultdneo de Ca®* intracelular vy la activacién y
translocacion a la membrana de isoformas de PKC dependientes de Ca** y DAG (PKCa, B
y V). Por otra parte, cuando el DAG proviene de la hidrdlisis de PC el aumento de este
segundo mensajero es mas sostenido en el tiempo y ocurre sin incremento en los niveles

de Ca’* intracelular. Esta generacidn sostenida de DAG estd relacionada con la activacion
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de isoformas de PKC independientes de Ca%* (PKC3 y €) en respuestas celulares como la
proliferacién y la diferenciacion (Exton, 1994; Wakelam, 1998).

Hasta la fecha se han identificado 14 isoenzimas de PIP,-PLC, las cuales se han
clasificado en 6 subfamilias en base a su secuencia primaria y a los mecanismos de
activacion (Carrasco y Merida, 2007). Los dominios cataliticos, X e Y, son dos regiones
de aminoacidos altamente conservados, localizados entre dominios EF hands y un
dominio C2 (ambos implicados en la unién a Ca’*). El dominio PH (de homologia a
pleckstrina) de las PIP,-PLCs une PIP, permitiendo la localizacion de la enzima en la
membrana y también es capaz de unir fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato (PIPs), por lo
cual media la activacién y translocacion de la PLC dependiente de la fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K). Todas las isoformas de PIP,-PLC poseen un dominio C2, el cual contiene
3 a 4 sitios de unidn a Ca?*, este dominio aumenta la actividad enzimatica formando un
complejo enzima-PS- Ca** (Suh y col., 2008).

La subfamilia PIP,-PLCB esta formada por cuatro isoenzimas (B1-4), la isoforma
B1 la mas ampliamente expresada, especialmente en regiones especificas del cerebro
(Suh y col., 2008). Se han identificado dos isoformas de PIP,-PLCy (PLCyl y PLCy2),
estas enzimas se caracterizan por presentar una region altamente estructurada (PLCy-
specific array, ySA), implicada en la activacion de las PLCy por receptores con actividad
tirosina quinasa (RTKs) (Katan, 1998; Suh y col., 2008).

Por su parte, las PLCOs son consideradas las isoenzimas mas bdasicas dada la
simplicidad de su estructura y son ademas las mas sensibles al Ca?* y la PIP,-PLCZ, ha
sido identificada como la PLC especifica de esperma (Allen y col., 1997; Suh y col.,
2008).

La PIP,-PLCe es la isoenzima de mayor tamafno identificada hasta el momento,
esta isoforma presenta dos dominios RA localizados en la regién C-terminal que median
la interaccion con proteinas G pequenas como Ras y Rap (Kelley y col., 2001; Bunney y
Katan, 2006). En el afio 2005 se identificaron dos nuevas isoformas de PIP,-PLC (PLCn1
y PLCn2) (Hwang y col., 2005; Zhou y col.,, 2005; Nakahara y col., 2005).

Sorprendentemente, mientras que la mayoria de las PIP,-PLCs se localizan en el citosol y
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translocan a la membrana plasmatica tras un estimulo celular, la PLCn2 se localiza
predominantemente en la membrana aun en ausencia de un estimulo extracelular (Suh y

col., 2008).
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Figura 2: (A) Esquema de la hidrélisis de PIP, catalizada por la PIP,-PLC. (B) Vias de
sefializacion relacionadas con la activacion de las isoformas de PIP,-PLC. (Adaptado de Suh y

col., 2008).

Habitualmente, ante un estimulo celular mediado por un agonista el incremento
en los niveles de DAG depende de la activacion de mas de una via de sefializacion
(Wakelam, 1998). En adicion a la “via clasica” previamente mencionada, el DAG también

puede ser generado a partir de la hidrdlisis de PC.
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En las células de mamifero el acido graso esterificado en la posicién 1 del glicerol
es generalmente saturado, mientras que el que se encuentra en la posicién 2 es de
saturacion mas variable. Las especies moleculares de DAG provenientes de PC son
saturadas/monoinsaturadas, mientras que el DAG generado por la hidrdlisis del PIP, por
la accion de una PIP,-PLC contiene especies moleculares de acidos grasos generalmente
poliinsaturadas en la posicién 2, principalmente acido araquiddnico 20:4 (AA).

En respuesta a diversos estimulos la PC puede ser clivada por la activacion de la
fosfolipasa D (PLD) formando PA que, por la accién subsiguiente de una fosfatasa de
acido fosfatidico tipo 2 (PAP2), es hidrolizado a DAG. Otras dos vias enzimaticas son
capaces de generar DAG a partir de PC: la fosfolipasa C especifica para PC (PC-PLC), que
hidroliza la PC a DAG y fosfocolina (PColina), y la esfingomielina sintasa (SMS) cuya
actividad trasfiere el grupo fosfocolina de la PC a la ceramida (Cer) generando SM y DAG
(Billah y Anthes, 1990; Exton, 1994; Cui y Houweling, 2002; Albi y col., 2005). Se ha
especulado que la activacion de estas vias generadoras de DAG, que no conducen a un
aumento del Ca?* intracelular, participarian en la activacién de PKCs independientes de

Ca’*, a diferencia de la via PIP,-PLC (Klein, 2005).

‘gs,;gg‘g..

DAG PC PA Cer SM Colina PColina

Figura 3: Vias enzimaticas de generacion de DAG a partir de la hidrolisis de la PC.
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Como se menciond anteriormente, la hidrélisis de la PC catalizada por la PLD
produce PA y colina libre. En mamiferos se han reportado dos genes (ambos con
variantes de “splicing”) que codifican para dos isoformas de la PLD: PLD1 y PLD2
(Hammond y col., 1997; Colley y col., 1997; Steed y col., 1998). El sitio activo de estas
enzimas estd compuesto por dos dominios cataliticos HKD, los cuales se encuentran
particularmente bien conservados tanto en las PLDs de eucariotas como en las
bacterianas. Un residuo histidina perteneciente a este dominio forma un intermediario
transitorio fosfatidil-enzima, el cual es atacado por una molécula de agua activada para
catalizar la hidrdlisis de PC. Ademas, estas proteinas poseen un dominio PH (implicado
en la unién a PIP, y a PIP5;yy un dominio PX (de homologia a phox). Ambas isoformas
presentan un requerimiento practicamente absoluto de PIP, (Exton, 2002).

Una tercera PLD ha sido purificada aunque aun no se la ha caracterizado
molecularmente. Esta PLD presenta un mayor peso molecular (190 kDa) y es activada
por oleato en altas concentraciones (Hattori y Kanfer, 1985; Klein, 2005; Carrasco y

Merida, 2007).

PLD1 L1 H ] m
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PIP, y PIP
3 ¥ RS B dominio PH
Regulada por ARF-GTP, H-Ras, RhoA, RalA y PKC B dominio PX

] dom. conservados
o2 | —ER H 1 H (Il y IV cataliticos)

PLD activada por oleato

Proteina de transmembrana de 190 kDa con actividad PC-PLD

Figura 4: Estructura de las isoformas de PLD en mamiferos. El recuadro indica los dominios

cataliticos y regulatorios presentes en cada isoforma. (Adaptado de Carrasco y Mérida, 2007).

Aunque existe una homologia considerable entre los genes, los subtipos de PLD 1
y 2 presentan diferencias significativas en cuanto a su distribucidn subcelular y

regulacion. La PLD1 es una proteina de 120 kDa, localizada en la region perinuclear y en
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el Golgi, que practicamente no posee actividad basal y que es regulada por la PKCa y por
proteinas G pequefas tales como ARF y Rho. En cambio, la PLD2 tiene un peso
molecular de 100 kDa, se localiza principalmente en la membrana plasmatica y presenta
una alta actividad basal en comparacién con la isoforma PLD1 (Liscovitch y col., 2000;
Exton, 2002; Foster y Xu, 2003; Klein, 2005).

Las isoformas de la PLD estan presentes tanto en las neuronas
(independientemente de su neurotransmisor) como en los astrocitos y los
oligodendrocitos. En ratas adultas, la PLD1 se expresa en areas del cerebro ricas en
neuronas colinérgicas y en células gliales como los oligodendrocitos, mientras que la
PLD2 se expresa altamente en los astrocitos (Klein, 2005).

El hecho que las GTPasas de la familia Rho jueguen un rol importante en el
direccionamiento del crecimiento axonal y, a su vez, actien como reguladores de la
PLD1, llevo al estudio de la participacion de esta isoforma de la PLD en la formacién y
crecimiento de neuritas. También se estudio el rol de la PLD2 en este proceso ya que se
habia demostrado su capacidad para asociarse a proteinas del citoesqueleto (Klein,
2005). Se reportd que el crecimiento de las neuritas en células de hipocampo
estimuladas con el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es dependiente
del citoesqueleto y ocurre en paralelo a la activacion de la PLD (Sung y col., 2001). Por
otra parte, el crecimiento de neuritas en células PC12 diferenciadas con el factor de
crecimiento neuronal (NGF) es dependiente de la PLD2, en este modelo la PLD2 parece
actuar corriente abajo de la activacion de ERK (Watanabe y col., 2004).

Otro rol fundamental de la PLD en el sistema nervioso central es su participacion
en los procesos de exo y endocitosis, dado que el PA promueve la distorsién de la bicapa
lipidica estimulando la fusion de membranas (Scales y Scheller, 1999; Zeniou-Meyer y
col., 2008). Ademas, las interacciones ARF-PLD1 controlan pasos especificos en el trafico
vesicular y en la fusion de membranas (Liscovitch y col., 2000; Freyberg y col., 2003).

Algunos estudios también han postulado a la PLD como un regulador de los

niveles de colina y de la sintesis de acetilcolina en las neuronas colinérgicas (Klein y col.,
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1995; Klein, 2005). Tanto la sobreexpresién de la PLD1 como de la PLD2 aumentd la
sintesis de acetilcolina en células colinérgicas murinas SN56 (Zhao y col., 2001).

La importancia de los roles descriptos para la PLD y el hecho de que no se hayan
generado hasta la fecha ratones deficientes en PLD, indican que existe un requerimiento
esencial de esta enzima en el desarrollo y en la supervivencia celular.

Por otra parte, la conversion de PA a DAG por accién de las PAPs es importante
tanto para la sintesis de los glicerofosfolipidos como en los mecanismos de transduccion
de sefales. La desfosforilacién de PA relacionada con la sintesis de lipidos es llevada a
cabo por la isoforma PAP1, esta actividad enzimatica es dependiente de Mg?*, sensible a
N-etilmaleimida (NEM) y se localiza en el citosol y en el reticulo endoplasmico. Por otra
parte, la PAP tipo 2 es la hidrolasa responsable de convertir el PA generado por la PLD en
DAG durante eventos de sefializacion celular. Esta isoforma se localiza en la membrana
plasmaética y, a diferencia de la tipo 1, su actividad es independiente de Mg?* e insensible
a la inhibicidon por NEM (Roberts y col., 1998). Ambos subtipos de PAP estan presentes
en la corteza cerebral asi como en otros tejidos de rata (Fleming y Yeaman, 1995).

Estudios mas recientes concluyeron que la actividad enzimatica correspondiente a
la PAP2 es ejercida por una familia de isoenzimas con especificidad por varios lipidos
fosfatos como el PA, el LPA, la esfingosina-1-fosfato y la ceramida-1-fosfato entre otros.
Estas enzimas son ahora conocidas como lipido fosfato fosfatasas (LPPs). Las LPPs son
proteinas integrales de membrana y se han descripto 3 isoformas en mamiferos: LPP1
(PAP2a), LPP2 (PAP2c) y LPP3 (PAP2b) las cuales poseen una mayor eficiencia catalitica
para LPA, PA y esfingosina-1-fosfato respectivamente (Brindley, 2004; Pyne y col.,
2004; Pyne y col., 2005; Carrasco y Merida, 2007). La distribucién tisular de estas
enzimas difiere entre las distintas isoformas, siendo la LPP2 mayormente expresada en
el cerebro, el pancreas y la placenta mientras que la expresion de las isoformas 1y 3 es
mas amplia (Pyne y col., 2004).

La SMS es la ultima enzima involucrada en la biosintesis de SM transfiriendo el
grupo fosfocolina de la PC en el hidroxilo de la ceramida formando SM y DAG (Li y col.,

2007). En mamiferos se han identificado dos isoformas de SMS (SMS1 Y SMS2). Estas
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isoformas no difieren significativamente en cuanto a su bioquimica aunque si lo hacen en
su localizacién subcelular, mientras que la SMS1 se localiza en Golgi la SMS2 se localiza
en Golgi y en membrana plasmatica (Huitema y col., 2004; Yamaoka y col., 2004;
Tafesse y col., 2006; Tafesse y col., 2007). Ademas, ambas SMSs son capaces de actuar
como colinofosfotransferasas bidireccionalmente, es decir, son capaces de convertir la PC
y la Cer en SM y DAG vy viceversa (Huitema y col., 2004).

Una via de generaciéon de DAG muy poco explorada al momento es la via de la
PC-PLC. El rol y la estructura de esta enzima han sido bien estudiados en células
procariotas. Las PC-PLCs bacterianas mejor caracterizadas se encuentran en bacterias
Gram-positivas, donde juegan roles diversos en la biologia y la patogénesis de Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus y Clostridium perfringens entre otras (Stonehouse y col.,
2002). La bacteria L. monocytogenes es un patdégeno intracelular capaz de infectar
diversos tipos celulares en mamiferos. En esta cepa la PC-PLC es fundamental para la
diseminacion célula a célula de la bacteria. En L. monocytogenes la enzima es
dependiente de zinc y es secretada como una proenzima inactiva que debe ser clivada
por una proteasa presumiblemente del huésped (Zuckert y col., 1998).

La PC-PLC de C. perfringens (o a-toxina) es la principal causa de la gangrena
gaseosa originada por la infeccién con este patdogeno (Awad y col., 1995). En B. cereus
se demostro la estructura monomeérica de la PC-PLC y su peso molecular de 25 kDa, en
esta cepa la enzima contiene tres iones zinc en su sitio catalitico (Benfield y col., 2007).

La a-toxina del C. perfringens fue la primera toxina bacteriana en ser identificada
como una enzima (Macfarlane y Knight, 1941). La PC-PLC de C. perfringens también es
una metalofosfolipasa que contiene tres iones zinc en su sitio activo y posee un dominio
C-terminal de 120 aminoacidos, el cual podria ser determinante para la toxicidad ya que
este dominio no esta presente en la PC-PLC de B.cereus, la cual no actia como toxina.
Los residuos involucrados en la coordinacién de los iones Zn** estdn conservados en las
PC-PLCs de C. perfringens y de B. cereus y existe similitud estructural en el dominio N-
terminal de ambas enzimas. Por su parte, el dominio C-terminal de la a-toxina del C.

perfringens presenta similitud estructural con el dominio C2 de proteinas eucariotas de
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sefializacién, el i6n Ca?* puede unirse a estos dominios generando un cambio
conformacional de la proteina. Estos dominios constituye la primera evidencia en
procariotas de la presencia de motivos con similitud estructural a los dominios C2
(Naylor y col., 1998).

La estructura tridimensional de la PC-PLC de C. perfringens determinada por
cristalografia de rayos X mostré que el dominio N-terminal de la a-toxina (compuesto de
a-hélices, residuos 1-246) contiene el sitio activo de la enzima mientras que el dominio
C-terminal (residuos 256 a 370, compuesto de hojas B plegadas) ha sido implicado en la
unién a la membrana. Un dominio flexible (residuos 256-370) conecta los dominios Ny C

terminales (Naylor y col., 1998).

Figura 5: Estructura tridimensional de la
a-toxina de C. perfringens. Las esferas
negras indican la posicién de los iones Zn?*
en el sitio activo de la enzima. (Reproducido

de Naylor y col., 1998).

Si bien en mamiferos la PC-PLC no ha sido aun clonada, la generacién de DAG y
fosfocolina a partir de PC ha sido demostrada desde principio de los afios 80 en diversos
tejidos de rata, en sinaptosomas de cerebro de raton y en el plasma seminal de toro
(Hostetler y Hall, 1980; Matsuzawa y Hostetler, 1980; Sheikhnejad y Srivastava, 1986;
Yavin y col., 1989). También fue caracterizada la actividad de la PC-PLC en las plaquetas
de rata (Randell y col., 1992).

En células B de linfoma murino (células A20) la apoptosis desencadenada por
anticuerpos anti-Fas induce la activacion de la PC-PLC (Han y col., 1999; Kim y col.,
2001). La actividad de la PC-PLC en estas células fue evidenciada tanto por el aumento

en el DAG como por el aumento de fosfocolina. La activacion de esta enzima indujo la
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translocacion de PKC a la membrana y la actividad de la PLD resulté estimulada con el
agregado de PC-PLC exdgena y PMA (como activador de la PKC). Ademas, la inhibicién
de la PC-PLC endodgena bloqued completamente la activacion de PLD inducida por los
anticuerpos anti-Fas, sin observarse ningun efecto sobre la activacion de PLD inducida
por el PMA. Estos resultados demostraron que la PC-PLC es la responsable de transmitir
la senal iniciada por Fas a la PKC vy, a través de ésta quinasa, a la PLD (Han y col., 1999;
Kim y col., 2001).

El aumento de DAG catalizado por la PC-PLC también fue estudiado en
fibroblastos expuestos a la accion del PDGF (van Dijk y col., 1997; Ramoni y col., 2004).
En células NIH3T3 quiescentes, mediante la utilizacién de un anticuerpo policlonal anti-
PC-PLC de B. cereus, se observo la localizacion de la enzima en la region perinuclear. Sin
embargo, luego de la estimulacién de las células con insulina, ésteres de forbol o PDGF
se observé una relocalizacién de la PC-PLC en otros compartimentos citoplasmaticos y en
la membrana celular. Mas aun, la estimulacién con estos mitdgenos indujo una mayor
expresién de la enzima y un aumento de la actividad PC-PLC tanto en la membrana
como en el ndcleo (Ramoni y col., 2004). En los fibroblastos preincubados con el
inhibidor de la PC-PLC (D609) no se observd la redistribucion de la enzima y estas
células fueron incapaces de salir de la fase Gy al menos por 24 horas, sugiriendo que la
localizacién de la PC-PLC en el nlcleo es esencial para la respuesta proliferativa iniciada
por el PDGF (Ramoni y col., 2004).

La activacion de la PC-PLC se reportd también en nlcleos de células de
neuroblastoma humano (LA-N-1) previamente tratadas con el éster de forbol TPA. El
tratamiento de estas células con TPA estimuld la incorporacion de colina en la PC
nuclear, sugiriendo que el DAG producido era reutilizado como sustrato para la sintesis
de PC. Por su parte, la inhibicion de la PC-PLC bloqued completamente la incorporacion
de colina en la PC, lo cual indica que esta enzima juega un rol clave en la regulacion de
la sintesis de este fosfolipido en el nlcleo (Antony y col., 2001).

De la misma manera, la PC-PLC es necesaria para inducir la activacion de la via

MAPK (proteina quinasa activada por mitdgenos) en respuesta al PDGF en fibroblastos
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Rat-1 (van Dijk y col., 1997). Asimismo, en células de astrocitoma humano (1321N1) la
activacion de la via MAPK inducida por el tromboxano A, es mediada por la PC-PLC y una
PKC (Kobayashi y col., 2000).

También en fibroblastos se postulé que la PC-PLC participa en la mitogénesis
inducida por factores de crecimiento actuando corriente abajo de Ras, ya que la
expresion de una mutante dominante negativa de Ras bloqued la proliferacidon celular y
la hidrdlisis de PC inducida por factores de crecimiento (Cai y col., 1992). Un trabajo
posterior del mismo grupo demostré que la PC-PLC actua corriente arriba de Raf en la
cascada de activacién de las MAPKs. En este trabajo la sobreexpresion de la PC-PLC
bacteriana o el agregado de enzima bacteriana de forma exdgena indujeron la activacion
de Raf, sin embargo, no pudieron contrarrestar los efectos negativos de la expresion de
una mutante dominante negativa de Raf. En concordancia, la inhibicién de la enzima se
correlaciond con la inhibicién de Raf (Cai y col., 1993).

Por otra parte, en macréfagos alveolares humanos se reportd que el
lipopolisacarido bacteriano (LPS) induce la fosforilacion de ERK a través de la activacion
secuencial de la PC-PLC, la hidrdlisis de SM y la activaciéon de PKCC. La activacion de la
PC-PLC por el LPS se relaciona con importantes funciones de los macrofagos, dado que la
inhibicion de la enzima interfiere en estas células la produccion de citoquinas
proinflamatorias (Monick y col., 1999). Un estudio posterior también en macrofagos
postuld que la endotoxina bacteriana induce la activacién de las MAPKs JNK y p38, y esta
activacion es mediada por la PC-PLC. De la misma manera, en este trabajo la inhibiciéon
de la PC-PLC atenud la produccion de citoquinas proinflamatorias (Cuschieri y col.,
2006).

En la mayoria de los hallazgos publicados se utilizd el D609 para inhibir la
actividad PC-PLC. Esta sal de xantato (con actividad antiviral y antitumoral) fue
ampliamente aceptada como inhibidor de la PC-PLC (Muller-Decker, 1989; Amtmann,
1996; Ramoni y col.,, 2004) y se ha propuesto que actuaria como un inhibidor

competitivo de la enzima (Amtmann, 1996; Gonzalez-Roura y col., 2002).

22



INTRODUCCION

Se ha reportado también que la inhibiciéon de la PC-PLC disminuye marcadamente
la viabilidad de cultivos primarios de células neuronales de ratén. Por otra parte, en
neuronas corticales de rata el acido lipoteicoico (componente de la pared celular de
bacterias Gram-positivas) es capaz de estimular a la PC-PLC y a la PIP,-PLC para inducir
la activacion de PKCe y ERK (Lv y col., 2006; Wu y col., 2006).

Un trabajo reciente reportd que la actividad de la PC-PLC es 3 veces mayor en
lisados de células epiteliales de cancer de ovario con respecto a la actividad en células no
tumorales, reforzando la importancia que reviste el estudio de esta enzima en la

proliferacién celular (Spadaro y col., 2008).

Propledades del PAG en las membranas bioldgicas.

La composicién de acidos grasos y la presencia o no de grupos polares en la
estructura de los lipidos determina las propiedades fisicoquimicas de los mismos. El
espacio requerido por la regién polar y por la no polar de un lipido determina la forma
geométrica del mismo, lo cual afecta la curvatura de la membrana. El concepto de
curvatura espontanea (¢) define la forma de una monocapa lipidica compuesta por un
Unico lipido. Cuando el espacio ocupado por la cabeza polar y la regiéon apolar son
similares la molécula presenta una forma cilindrica con una curvatura espontanea igual a
cero (C(=0) lo cual genera estructuras lamelares, tal es el caso de la PC. La forma de
cono de lipidos con una cabeza polar pequena, como el PA o el DAG, origina curvaturas
negativas en la monocapa ({<0) y la formacién de micelas invertidas. Por el contrario,
los lipidos con forma de cono invertido con una gran region polar y una regién apolar
pequefa, tal como la LPC 6 el LPA, inducen curvaturas positivas ({>0) y la formacién de
micelas. Asimismo la curvatura espontanea también depende del largo y la saturacién de
los acidos grasos esterificados (Carrasco y Merida, 2007).

El DAG juega importantes roles tanto en la estructura como en la dinamica de las
membranas bioldgicas. Cuando se concentra en pequefas regiones de la membrana, la

curvatura negativa del DAG y su falta de carga induce regiones inestables y asimétricas
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en la bicapa lipidica. El DAG participa en los procesos de fusion y fision de membranas y
es ademas un intermediario fundamental en la biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos

como la PC, la PE y la CL (Carrasco y Merida, 2007).
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Figura 6: Disposicion geométrica y curvatura de la membrana inducida por distintos lipidos.

(Reproducido de Carrasco y Mérida, 2007).

Protelnas de respuesta al DPAG:

Las PKCs fueron las primeras proteinas en las cuales se describié la capacidad
reguladora del DAG. Desde este descubrimiento, llevado a cabo por el grupo de
Nishizuka a principio de los afios 80 (Takai y col., 1979; Kishimoto y col., 1980), hasta la
fecha se han descripto otras cinco familias de proteinas capaces de ser moduladas por el
DAG distintas de las PKCs: las proteinas quinasas D (PKD), las quimerinas, las proteinas
liberadoras de nucleétidos de guanina de Ras (RasGRPs), las Muncl3s y las DAG
quinasas (DAGKs). Todas estas proteinas se caracterizan por la presencia en su
secuencia de al menos un dominio conservado 1 (C1), con diferentes especificidades y
afinidades por el DAG (Wang, 2006).

Durante mucho tiempo se consideré que el principal efecto del DAG en las
proteinas que responden a este lipido era mediar la translocaciéon a la membrana

plasmatica a través de la interaccion del lipido con el dominio C1 de la proteina. Sin
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embargo, descubrimientos mas recientes han ampliado este concepto incluyendo dentro
de las funciones del DAG mediadas por el dominio C1 la modulaciéon de la actividad
proteica y la localizacién de las proteinas en dominios especificos de la membrana. El
rango de especificidad y afinidad de los dominios C1 aumenta la complejidad de las
respuestas al DAG vy facilita la discriminacion entre diferentes “pooles” de este lipido por
parte de las proteinas blanco (Hall y col., 2005; Carrasco y Merida, 2007).

Las PKCs constituyen una familia de 10 serina/treonina quinasas las cuales estan
implicadas en una gran diversidad de eventos celulares, tales como la proliferacién y la
muerte celular, la diferenciacién, la expresion génica, la transformacion celular y la
inflamacion (Oliva y col., 2005; Gould y Newton, 2008). La activacion de estas quinasas
ocurre tanto en respuesta a la activacion de receptores tirosinas- quinasa (RTKs) como a
la activacion de receptores acoplados a proteinas G (GPCR) (Griner y Kazanietz, 2007).

En mamiferos existen 10 isoformas las cuales se clasifican en tres subfamilias
(convencionales, “novels” y atipicas) en base a los dominios que las componen y que en
definitiva determinan el requerimiento de cofactores de cada isoenzima. Los dominios
bésicos son el C1 y el C2 (sensor de Ca®*), los dominios C1 localizados en la regién
regulatoria N-terminal contienen el sitio de unién a DAG vy los ésteres de forbol (analogos
no hidrolizables del ligando enddgeno) se unen a este mismo sitio activando la enzima
(Newton, 2003).

Las PKCs convencionales (cPKC: a, BI, BII y y) contienen dominios C1 (C1A y
C1B) y C2 funcionales y responden al DAG y al Ca®*, las PKCs “novels” (nPKC: &, €, n y
8) contienen dos dominios C1 funcionales y un dominio C2 no funcional, por lo que estas
isoformas solo responden al DAG (Griner y Kazanietz, 2007). En cambio, las PKCs
atipicas (aPKC: Ty A) poseen un dominio C1 no funcional y no poseen dominio C2, en
consecuencia estas isoformas no responden ni a DAG ni a Ca** (Newton, 2003; Griner y
Kazanietz, 2007). Los términos “tipico” y “atipicos” son actualmente utilizados para
referirse a dominios C1 que unen o no ésteres de forbol/DAG respectivamente (Colon-

Gonzalez y Kazanietz, 2006).
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A pesar de presentar una alta homologia, las distintas isoformas de PKC son
diferencialmente reguladas por fosforilaciones en serina/treonina y también por
autofosforilaciones e interacciones proteina-proteina que son requeridas para la
maduracion, la activacion y la estabilidad de la enzima (Oliva y col., 2005; Griner y
Kazanietz, 2007). Las PKCs se mantienen en su conformacion inactiva por la unién de
una secuencia pseudosustrato autoinhibitoria al sitio activo de la enzima. El dominio C1
es el responsable de la activacion alostérica de la enzima luego de la unién del ligando
lipidico y el modelo aceptado de la activacién de PKC propone que la unién del DAG al
dominio C1 causa la translocacion de la enzima a la membrana y también aumenta la
afinidad por PS y, en las cPKCs, el Ca®* también facilita la translocacién aumentando la
afinidad del dominio C2 por membranas anidnicas. La interaccion con la membrana
provee la energia necesaria para la liberacién de la secuencia pseudosustrato del sitio
activo, mientras que para las PKCs atipicas la Unica regulacién claramente establecida es
el requerimiento de la fosforilacion por la quinasa dependiente de fosfoinositidos PDK-1
(Newton, 2003; Oliva y col., 2005).

Las PKDs también son una familia de serina/treonina quinasas. Cuatro miembros
de esta familia han sido identificados: PKD1 (que incluye la PKD de ratéon y su homadlogo
humano PKCu), PKD2 y PKD3 (originalmente llamada PKCv), siendo PKD1 la mas
caracterizada (Wang, 2006).

Las PKDs contienen dos dominios C1, un dominio PH y un domino catalitico
serina/treonina quinasa. Las distintas isoformas de PKD han sido implicadas en la
proliferacion, la supervivencia celular, la migracién y el trafico de membrana (Rykx y
col., 2003; Oliva y col., 2005; Rozengurt, 2007). El DAG regula a PKD de dos maneras
distintas: regula la localizacién de PKD a través de su unién al dominio C1 e induce la
activacion de la enzima a través de fosforilaciones dependientes de PKC (Waldron vy
Rozengurt, 2003; Wang, 2006; Rozengurt, 2007).

Otras proteinas de respuesta al DAG son las Unci3/Muncl3, Uncl3 de
Caenorhabditis elegans y sus homodlogos en mamiferos (Muncl3s). Estas proteinas

contienen dominios C1 y C2 y se han identificado tres isoformas (Muncl3 1-3), las
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isoformas 1 y 3 se expresan principalmente en el cerebro, mientras que la expresién de
Munc13-2 es ubicua (Colon-Gonzalez y Kazanietz, 2006).

En las neuronas las proteinas Muncl3 promueven la formacion de complejos de
proteinas SNARE implicados en la secrecién de vesiculas, lo cual es un proceso esencial
para la liberacion de neurotransmisores (Oliva y col., 2005). Se ha observado que las
neuronas de ratones knockout para Muncl3-1 son incapaces de formar vesiculas
sinapticas maduras, ademas esta proteina ha sido identificada como el principal receptor
de DAG vy ésteres de forbol en neuronas de hipocampo (Augustin y col., 1999; Rhee y
col., 2002).

Por su parte, las quimerinas son proteinas activadoras de la actividad GTPasa
(GAPs), las cuales aceleran la actividad GTPasa intrinseca de las proteinas G pequefias
llevando a la inactivacion de las mismas. Las quimerinas son Unicas entre otras proteinas
GAPs en dos aspectos: bioguimicamente son las Unicas con actividad GAP
especificamente para la proteina G pequefia Rac y estructuralmente contienen un
dominio C1. Fueron llamadas de esta manera porque originalmente se las definid6 como
una quimera entre el dominio C1 de las PKCs y el dominio GAP de la proteina BCR (Yang
y Kazanietz, 2007).

Existen cuatro miembros en la familia de las quimerinas: al, a2, Bl y B2. Las
quimerinas al y a2 se expresan mayoritariamente en cerebro, la isoforma B2 en
cerebelo y la B1 en testiculo. Las quimerinas a2 y B2 poseen ademas un dominio SH2 N-
terminal de unidn a fosfotirosina (Yang y Kazanietz, 2007).

Estudios recientes identificaron a la B2 quimerina como un efector del receptor
del factor de crecimiento epidermal (EGF) en células COS-1. El EGF origina la
translocacion de B2-quimerina desde el citoplasma hacia la membrana y su asociacion
con Rac. Estos hallazgos proveen evidencia sobre la divergencia en las vias de
sefializacién mediadas por el DAG corriente abajo de la activacién de RTKs,
independientemente de los mecanismos mediados por las PKCs (Wang, 2006; Wang y

col., 2006).
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Los GPCRs también pueden modular la actividad de las quimerinas, la
estimulacion del receptor muscarinico de acetilcolina (mAChR1) recluta a al-quimerina a
la membrana plasmatica en neuronas de hipocampo en cultivo, este efecto ocurre en
segundos y es enteramente dependiente de la generacién de DAG y del dominio C1 de la
guimerina (Buttery y col., 2006). Se reportdé también que al-quimerina esta presente en
dendritas y en espinas neuriticas de neuronas de hipocampo en cultivo y que se une al
receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) en forma dependiente de ésteres de forbol
(Van, V y col., 2005).

Dado que las quimerinas se expresan altamente en cerebro, se especula que
jugarian roles importantes regulando las respuestas mediadas por Rac en el sistema
nervioso central (Yang y Kazanietz, 2007).

Las RasGRPs (RasGRP 1-4) contienen en el extremo N-terminal un domino de
factor intercambiador de nucleétidos de guanina (GEF) para Ras seguido de dos dominios
EF hands y un domino C1 C-terminal. Estas proteinas intercambian GDP por GTP en las
proteinas G pequenas Ras y Rapl facilitando su activacion. Las RasGRPs han sido
implicadas en la regulacion de la diferenciacién celular, en la proliferacion, en la
sefializaciéon en células T y B y en la transformacién celular (Oliva y col., 2005). Ademas,
las PKCs pueden fosforilar directamente a las RasGRPs y estimular de esta forma su
actividad, demostrando nuevamente la existencia de una importante interrelaciéon entre
los receptores de DAG (Teixeira y col., 2003).

Finalmente, el DAG es también capaz de regular directamente la actividad de los
canales TRPC (canales receptores de potencial transitorio) tipo 2 y 3. Estos canales,
permeables tanto al Na* como al Ca?', se expresan en diversos tipos celulares y
modifican el potencial de membrana en respuesta a la activacion de receptores
acoplados a PLCs. Se ha demostrado que el DAG ejerce un efecto activador directo, el
cual es independiente de la actividad de PKC y del Ca®*, sobre los TRPC2 y 3 (Lucas y

col., 2003; Soboloff y col., 2007).
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Figura 7: Estructura de las proteinas de respuesta al DAG. El recuadro indica los dominios

cataliticos y regulatorios presentes en las distintas proteinas. (Adaptado de Carrasco y Mérida, 2007).

vias metabolizadoras del DAG:

Considerando las numerosas vias metabdlicas en las cuales estd implicado el
DAG, es fundamental un control riguroso de la produccién y de la metabolizacidon de este
lipido bioactivo.

Alteraciones en los mecanismos que gobiernan la produccién y la metabolizacion
del DAG resultan en la localizacion o en la activacion aberrante de las proteinas que son
reguladas por este segundo mensajero lipidico, originando condiciones patoldgicas.

El efecto adverso de una produccion aumentada y sostenida de DAG resulta bien
ilustrado por el efecto tumorigénico de los ésteres de forbol. Estos andlogos de DAG se
unen a los dominios C1 de las proteinas blanco pero son metabolizados muy lentamente
y se ha postulado que la induccidon de tumores seria el resultado de una activaciéon
sostenida de las proteinas capaces de responder a estos compuestos (Carrasco vy

Merida, 2007).

29



INTRODUCCION

El DAG puede ser metabolizado de tres maneras: mediante la hidrdlisis de uno de
sus acidos grasos esterificados, por la reaccion con CDP-colina o CDP-etanolamina para
formar PC y PE, y por la fosforilacidon de su grupo hidroxilo para formar PA.

Las DAG lipasas (DAGLs) hidrolizan el acido graso en la posiciéon 1 6 2 generando
monoacilglicerol (MAG), en cerebro han sido clonadas y caracterizadas dos isoformas (a
y B) (Bisogno y col., 2003). La actividad de estas enzimas se relaciona con importantes
funciones como la coagulacién y la inflamacién ya que producen la liberacion de acido
araquidonico, precursor de prostaglandinas y tromboxanos (Smith y col., 1991; Boyce,
2008). En el sistema nervioso, la actividad de las DAGLs es importante para la
generacion del endocanabinoide 2-araquidonoil-glicerol (2-AG) en la neurona
postsinaptica, el cual actla sobre el receptor CB1 en la membrana presinaptica causando
la supresion de la liberacién de transmisores (Yoshida y col., 2006).

En la mayoria de los casos la conversion del DAG a PA por la accion de las
DAGKs es la principal forma de metabolizacion de este segundo mensajero lipidico.
Hasta la fecha se han identificado 10 isoformas de DAGKs en mamiferos, todas estas
isoformas poseen un dominio catalitico similar con un sitio consenso de unién a ATP,
pero se clasifican en 5 grupos en base a sus dominios regulatorios. Ademas del dominio
catalitico, todas las DAGKs poseen regiones ricas en cisteina homdlogas a los dominios
ClA y C1B de las PKCs, sin embargo estos dominios carecen de ciertos residuos
consenso necesarios para unir ésteres de forbol (Topham, 2006; Merida y col., 2008).

La actividad de las DAGKs remueve al DAG como molécula senal, sin embargo, el
PA producto de la reaccion también actla como segundo mensajero. El PA estimula la
sintesis de DNA siendo potencialmente mitogénico y colabora en reclutar a la membrana
proteinas como Raf y la esfingosina 1-quinasa. También esta involucrado en la
modulacion de diversas enzimas, entre ellas la PI 5-quinasa (PI5K), Ras-GAP, PKCC y la
NADPH oxidasa (Klein, 2005; Topham, 2006). Asimismo, se reportd que el PA es un
componente critico de los eventos celulares mediados por mTOR (mammalian target of
rapamycin), tales como el crecimiento y la proliferacion (Fang y col., 2001). En

consecuencia, las DAGKs no solo apagan las sefales intracelulares mediadas por el DAG,
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sino que también pueden iniciar otros eventos de sefalizacién mediados por el PA,

producto de su actividad enzimatica.
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Figura 8: Esquema resumen de las vias de generaciéon y de metabolizacion del DAG, de las
proteinas de respuesta al DAG y al PA y de los eventos celulares mediados por estos lipidos

bioactivos.

EL SISTEMA NERVIOSO Y EL ESTRES OXIDATIVO.

Entre todos los 6rganos del cuerpo, el cerebro es particularmente vulnerable al
dafo oxidativo debido a su gran consumo de oxigeno y a sus altos niveles de acidos
grasos poliinsaturados y de metales de transicidon en relacién a otros érganos. Ademas,
el cerebro presenta niveles relativamente bajos de sustancias antioxidantes (Sen y col.,
2006; Butterfield y col., 2007). El estrés oxidativo juega un rol crucial en la patogénesis

de un gran nimero de enfermedades, incluyendo el cancer, la isquemia y los desérdenes
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neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de
Parkinson (EP).

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se mantiene en equilibrio
por la presencia de los compuestos antioxidantes, entre los que se incluyen las vitaminas
E vy C, el glutation y enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD), la
catalasa y la glutation reductasa. Muchos factores; incluidos la radiacién, ciertas drogas
y enfermedades; pueden alterar el equilibrio oxidativo-antioxidativo en el cerebro. Es por
ello que entender los mecanismos que regulan el estado oxidativo, y los eventos
intracelulares desatados por las situaciones de estrés oxidativo, es de vital importancia
para el tratamiento y la prevencién de las enfermedades neurodegenerativas (Butterfield
y col., 2007; Sun y col., 2007; Castellani y col., 2007).

El hierro, tanto como el oxigeno, es un elemento esencial para el metabolismo
celular. Sin embargo, puede causar citotoxicidad cuando existen disfunciones en su
homeostasis, tanto por su deficiencia como por su exceso (Castellani y col., 2007). La
presencia del i6n ferroso (Fe?*) en un ambiente rico en oxigeno puede generar una
produccion excesiva de radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) como
peroxido de hidrogeno (H,0,) y el idn superdxido (0,"), que llevan en Ultima instancia a
la oxidacion de proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos (Butterfield y col.,
2007). El dafo oxidativo producido en estas moléculas origina disfunciones a distintos
niveles celulares, tales como alteraciones en el funcionamiento de ATPasas, de
transportadores de glucosa y glutamato, disfuncién mitocondrial y aumento de la
permeabilidad de la membrana plasmatica.

La captacion de hierro en el cerebro es estrictamente controlada por el receptor
de transferrina en las células endoteliales de los plexos coroideos y el receptor de
lactoferrina de las neuronas (Kawamata y col., 1993; Leveugle y col., 1994; Moos,
1996). La homeostasis celular del hierro se logra a través del control de la sintesis de
diversas proteinas involucradas en el movimiento, almacenamiento y utilizacion del
mismo. Los RNA mensajeros de alguna de estas proteinas contienen secuencias

especificas llamadas elementos de respuesta al hierro (IREs). Estos elementos

22



INTRODUCCION

interactlian con proteinas citoplasmaticas reguladoras del hierro (IRPs), las cuales son
los reguladores claves de la homeostasis intracelular del ién (Pinero y col., 2001; Patton
y col., 2005).

El depdsito de hierro en el cerebro se ha observado durante el proceso normal de
envejecimiento, a este proceso se le asocia un desbalance progresivo entre las defensas
antioxidantes (como el glutation, el ascorbato y la vitamina E) y la concentraciéon
intracelular de ROS, llevando a la declinacion de los procesos cognitivos. Asimismo, se
observa un aumento de hierro en el sistema nervioso central en ciertas enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y la esclerosis
multiple (Stankiewicz y col., 2007; Droge y Schipper, 2007).

También las especies reactivas de nitrdgeno (RNS), como el 6xido nitrico (NO)
producido por la éxido nitrico sintasa (NOS), son moléculas importantes en el sistema
nervioso central. El NO es producido tanto por las neuronas como por las células gliales
y, aunque es un importante mediador fisiolégico en condiciones normales, la produccion
excesiva resulta perjudicial para las células. EI NO puede reaccionar con el anién
superoxido (0,"), formando el anion peroxinitrito (ONOO’), el cual es un potente
oxidante que también puede causar dafio en las membranas lipidicas y formar aductos
(Acarin y col., 2005).

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza clinicamente por la disminucion de
habilidades cognitivas y de la memoria. Esta patologia estd asociada a la pérdida
progresiva de neuronas y sinapsis, siendo una de las principales causas de demencia
senil (Mattson, 1997; McGrath y col., 2001; Butterfield y col., 2007; Mandel y col.,
2007). Es caracteristico de esta enfermedad la presencia de placas seniles
extracelulares, formadas por agregados del péptido insoluble B amiloide (AB), asi como
de ovillos neurofibrilares intracelulares compuestos de la proteina tau del citoesqueleto
hiperfosforilada (Mandel y col., 2007).

El AB (un péptido de 40 a 42 aminodcidos) deriva del clivaje proteolitico de una
proteina integral de membrana, conocida como proteina precursora de amiloide (APP),

por la accion combinada de una B y una y secretasas. Este proceso puede ocurrir
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normalmente en condiciones fisioldgicas, siendo la formacion anormal de este péptido
considerada una de las principales causas en el desarrollo y la progresion de la
enfermedad. El depdsito de amiloide origina una inflamacién crénica y la generacién de
estrés oxidativo con la subsiguiente oxidacion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos
(Perluigi y col., 2006). El péptido AB puede existir como mondmeros, oligdmeros o
fibrillas. Los fragmentos 1-40 y 1-42 constituyen la mayoria del AR presente en los
cerebros humanos, siendo el 1-42 el mas toxico tanto in vivo como in vitro (Atwood vy
col., 2003; Butterfield y col., 2007; Reid y col., 2007).

Se ha reportado que metales divalentes como el Fe?*, el Cu*" y el Zn?* son
capaces de inducir la agregacion del AB en fibrillas neurotdxicas en el neocértex (Bush,
2002; Atwood y col., 2003) y estudios postmortem realizados por rayos X en cerebros
de pacientes con Alzheimer demostraron la presencia de estos metales en las placas
seniles (Lovell y col., 1998). Ademas, en cerebros provenientes de pacientes con
Alzheimer se observd una acumulacion especifica de hierro en ciertas areas demostrando
gue existen zonas mas vulnerables a la neurodegeneracién, tales como el hipocampo y la
corteza cerebral (Bostanci y Bagirici, 2007).

Por otra parte, la enfermedad de Parkinson se caracteriza por una degeneracion
selectiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra, resultado en disfunciones
motoras irreversibles. Afecta principalmente a personas mayores de 45 afios y se
caracteriza por rigidez, lentitud en los movimientos voluntarios (bradicinesia) y temblor
en el reposo (Jiang y col., 2007; Xu y col., 2008).

Diversos estudios han sugerido una posible relacion entre la enfermedad de
Parkinson y un metabolismo del hierro alterado en el cerebro (Youdim y col., 2005; Lee
y col., 2006; Xu y col., 2008). Ademas, en cerebros postmortem de pacientes con esta
enfermedad se encontrdé una acumulacion excesiva de hierro en la sustancia negra (Kaur
y Andersen, 2002; Lee y col., 2006). Si bien no se ha esclarecido completamente cuales
son las causas de la neurodegeneracidon, es muy probable que la injuria oxidativa
producida por los altos niveles de hierro sea un factor determinante de la muerte

neuronal en esta patologia (Berg y Youdim, 2006; Jiang y col., 2007; Xu y col., 2008).
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Muchas veces los procesos degenerativos propios de estas patologias comienzan
en las sinapsis, sitio donde los procesos de sefalizacién celular se encuentran altamente
concentrados y participan en la regulacién de la supervivencia y en la plasticidad de las
neuronas (Guo y Mattson, 2000). Trabajos previos demostraron que la incubacion de los
sinaptosomas en presencia de FeSO, constituye un modelo apropiado de estrés oxidativo
(Keller y col., 1997; Guo y Mattson, 2000). Estos autores reportaron que el Fe** (50 uM)
reduce la viabilidad mitocondrial, la captacién de la glucosa y del glutamato y promueve
la peroxidacion lipidica. Ademas, los efectos producidos por el hierro fueron de la misma
magnitud que los producidos por el AR (50 pM).

El vasto nimero de eventos celulares regulados por proteinas que responden al
DAG demuestran la importancia de las vias generadoras de este lipido bioactivo a partir
de los fosfolipidos de las membranas, tanto en células nerviosas como en células de
otros tejidos.

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio demostraron la presencia de la
PLD, y su regulacién por insulina, en la corteza cerebral y en el cerebelo de rata
(Salvador y col., 2002; Pasquare y col., 2004; Salvador y col., 2005).

Asimismo, aunque se carecen de datos en cuanto a su estructura, peso molecular
e isoformas, los antecedentes antes mencionados evidencian la presencia de la PC-PLC
en mamiferos. Sin embargo, son escasos los trabajos que han estudiado su rol en el
sistema nervioso central y en células neuronales. Es por ello que en esta tesis doctoral
se estudio la presencia de la via de la PC-PLC en las terminales sinapticas de la corteza
cerebral de rata y se realizd la caracterizacion de esta via con el fin de hallar las
condiciones experimentales 6ptimas para ensayar la actividad de la enzima y determinar
su localizacién en la terminal sinaptica.

Ademas, en la segunda parte de la tesis se estudid el efecto de la injuria oxidativa
inducida por el FeSO, en las vias de generacién de DAG a partir de PC ya que, a pesar de
los numerosos trabajos que describen los eventos intracelulares inducidos por el estrés
oxidativo, muy poco se conoce sobre el rol de las vias de sefializacién que involucran

segundos mensajeros lipidicos.
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La presente tesis doctoral tiene como objetivo global contribuir al conocimiento de
los eventos moleculares que median las vias de sefalizacién lipidicas, en particular

aquellas derivadas de la PC en el sistema nervioso central.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

e Evaluar la generacion de DAG a partir de la PC en las terminales sinapticas de la

corteza cerebral de ratas adultas y seniles.

e Demostrar la presencia de la PC-PLC en los sinaptosomas, caracterizar esta nueva via

de generacién de DAG y determinar sus parametros cinéticos.

o Identificar, mediante el uso de inhibidores y de ensayos de Western blot, las vias

enzimaticas que contribuyen a la generacion de DAG a partir de la hidrdlisis de la PC.

e Estudiar la localizacion de las vias generadoras de DAG en la fraccion de membrana

sinaptosomal y en dominios especializados de la misma.

e Caracterizar el dafio producido en los sinaptosomas por el estrés oxidativo, utilizando

como inductor el FeSO,.

e Evaluar el efecto de la injuria oxidativa sobre la hidrdlisis de la PC en los
sinaptosomas de ratas adultas y seniles, particularmente el efecto sobre las vias de

generacion de DAG.
e Determinar el rol de las vias de metabolizacion del DAG y la interrelaciéon entre las

vias generadoras de este segundo mensajero y otros mecanismos de sefializacién que

involucran la activacion de tirosinas y serina/treonina quinasas.
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MATERIALES Y METOPOS

1, MODELO EXPERIMENTAL.,

Para la realizacion de la presente tesis doctoral se utilizaron como modelo
experimental terminales sinapticas o sinaptosomas (Syn) obtenidos de la corteza
cerebral (CC) de la rata.

Las cortezas cerebrales fueron obtenidas de ratas de la cepa Wistar adultas (4
meses) y seniles (28 meses) las cuales fueron criadas en el bioterio del INIBIBB, en
condiciones ambientales constantes (temperatura de 24 °C y ciclos de luz y oscuridad de
12 hs) y alimentadas con una dieta estandar ad /ibitum hasta el momento del sacrificio.

El sacrificio de los animales se realizé por decapitacién.

2. OBTENCION DE LA CORTEZA CEREBRAL Y PE LA FRACCION
SINAPTOSOMAL.

Inmediatamente después de la decapitacidon (2 min aproximadamente) se extrajo el
cerebro de los animales y la corteza cerebral fue disecada rapidamente de la sustancia
blanca, estos procedimientos se llevaron a cabo a una temperatura de 4°C.

Los sinaptosomas se obtuvieron por un método de centrifugacion diferencial
descripto por Cotman con algunas modificaciones (Cotman, 1974; Salvador y col.,
2002). Una vez obtenida la corteza cerebral esta se homogeneizé al 20% (p/v) en un
medio de homogenizacion (BH: sacarosa 0,32 M, EDTA 1 mM, HEPES 10 mM, pH 7,4) en
presencia de inhibidores de proteasas (DTT 1 mM, leupeptina 2 upg/ml, aprotinina 1
Mg/ml, pepstatina 1 pg/ml y PMSF 0,1 mM). Se utilizd un homogenizador tipo Potter-
Elvehjem con vastago de teflén (clearance 0,13-0,18 mm), realizandose 10 toques
ascendentes y descendentes a 700 rpm. Luego este homogenado fue diluido al 10% en
el mismo medio.

El homogenado total (HT) se centrifugd a 1.800 x g durante 7,5 min a 4°C para

obtener la fraccidon nuclear (FN) la cual se descartd. Se utilizd un rotor JA-21 y una
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centrifuga Beckman J2-21. El sobrenadante post nuclear (SPN) se centrifugd a 14.000 x
g durante 20 min a 4°C para obtener la fraccion mitocondrial cruda (FMit). El
sobrenadante post mitocondrial (SPMit) se descartdé mientras que a la FMit se le realizd
un lavado con 5 ml de buffer de homogenizacion. La FMit lavada se resuspendié en 3 ml
del mismo medio y se sembroé sobre un gradiente discontinuo de Ficoll formado por 6 mi
de Ficoll 13% y 6 ml de Ficoll 8,5% (las soluciones de Ficoll fueron preparadas en el
mismo medio de aislamiento). El gradiente se centrifugd a 85.500 x g durante 30 min a
4°C en un rotor SW 28.1 utilizando una ultracentrifuga Beckman L5-50. La fraccion
sinaptosomal se obtuvo entre las dos densidades de Ficoll. En la interfase del medio de
aislamiento y el Ficoll 8,5% se encontré la banda de mielina mientras que las
mitocondrias se hallaron en el pellet. A continuacion la banda de Syn fue aislada, diluida
en el medio de aislamiento (al menos 4 veces) y centrifugada a 33.000 x g durante 20
min a 4°C. El pellet obtenido se resuspendidé en distintos buffers segun el objetivo y se
utilizé para los ensayos enzimaticos y de viabilidad a realizar. El protocolo de obtencién

de los Syn se esquematiza en la Figura 9.
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OBTENCION DE SINAPTOSOMAS (Syn)
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Figura 9: Protocolo de obtencidon de los Syn de CC de rata.

40



MATERIALES Y METODOS

2. OBTENCION DE LA MEMBRANA PLASMATICA SINAPTOSOMAL (SPM).
3. 1. Obtencidn.

La obtencién de la fraccion SPM se realiz6 en base a un protocolo descripto por
Igbavboa con algunas modificaciones (Igbavboa y col., 1996; Mateos y col., 2006): la
fraccion sinaptosomal proveniente de una CC se resuspendié en 4 ml de medio de lisis
previamente enfriado a 4°C (Tris 5 mM, pH 8,5) conteniendo inhibidores de proteasas
(DTT 1 mM, leupeptina 2 pg/ml, aprotinina 1 pg/ml, pepstatina 1 pg/ml y PMSF 0,1
mM). Esta suspensién fue agitada vigorosamente mediante la utilizacién de vértex e
incubada a 4°C por 1 h, repitiendo la agitacion cada 15-20 min. Luego de la hora de
incubacién en frio la suspensidn se centrifugd a 33.000 x g durante 30 min utilizando un
rotor JA-21 y una centrifuga Beckman J2-21. A continuacion la fraccion soluble (Sol) de
los sinaptosomas lisados fue recolectada y el pellet obtenido se resuspendié en 4 ml de
agua ultrapura previamente enfriada a 4°C. Posteriormente esta suspensién fue
sembrada sobre 12 ml de una solucién de sacarosa 0,75 M conteniendo HEPES 10 mM,
EDTA 0,25 mM (pH 7,4) y se centrifugé a 73.000 x g durante 30 min a 4°C en un rotor
SW 28.1 utilizando una ultracentrifuga Beckman L5-50. Luego de la centrifugacion la
fracciéon SPM se obtiene en la interfase, ésta es recolectada y centrifugada a 33,000 x g
durante 30 min. El pellet obtenido fue resuspendido en un medio Tris 0,1 M (pH 7,4) y
utilizado para los ensayos enzimaticos y para la determinacion de la pureza de la

fraccién. El protocolo se esquematiza en la Figura 10.
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OBTENCION DE LA MEMBRANA PLASMATICA SINAPTOSOMAL
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Figura 10: Protocolo de obtencién de la fraccion de membrana plasmatica sinaptosomal

(SPM).
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3. 2. Determinacion de La pureza de la fracclbn SPM.

La pureza de la fraccién SPM se determindé midiendo la actividad de la enzima
5'nucleotidasa, enzima marcadora de membrana plasmatica, en las fracciones de HT,
Syn, SPM y Sol. Se utilizdé el método previamente descripto por Widnell y Unkeless con
algunas modificaciones (Widnell y Unkeless, 1968), este método mide la liberacion de
fosfato inorganico utilizando como sustrato adenosina monofosfato (AMP).

Para la reaccién se tomaron alicuotas (conteniendo 50 ug de proteinas) de las
distintas fracciones resuspendidas en el buffer Tris 0,1 M (pH 7,4) y se les agregd buffer
Tris 0,1 M (pH 8,5) cantidad suficiente para 100 pl. A continuacion se agregaron 500 pl
del reactivo sustrato (AMP 10 mM, MgCl, 10 mM, Tris 0,1 M pH 8,5) y las muestras
fueron incubadas a 37°C por 20 min. Luego de la incubacién se agregdé 1,4 ml del
reactivo de coloracién (1 parte de acido ascérbico 10% en 6 partes de molibdato de
amonio 0,42% en acido sulfarico 1 N, preparado el mismo dia). El color se desarrolla
incubando las muestras por 1 h a 37°C y la absorbancia se leyéo a 820 nm en un
espectrofotometro. El blanco de reaccién enzimatica se realizé reemplazando la alicuota
de membrana por buffer Tris (100 ul buffer + 500 pl reactivo sustrato + 1,4 ml reactivo
de color). Paralelamente se realizd una curva estandar utilizando una solucién patrén de
fosfato diadcido de potasio (KH,PO,;) 8 jpg/ml, se tomaron alicuotas tales de lograr
concentraciones de 0 (Blanco de reaccién), 2, 10, 20, 100 y 200 yM y se agregdé H,O
cantidad suficiente para (csp) 600 pl mas 1,4 ml de reactivo de color. Los resultados se

expresaron como nmoles Pi x (mg proteina x h)™.

4. OBTENCION DE LA FRACCION DE MEMBRANA RESISTENTE A

DETERGENTES (DRMs) DE LOS SYyw BE CC.

La obtencion de la fraccidn de membrana resistente a detergentes (DRMs) o
“Rafts” se realiz6 en base a los protocolos descriptos por Brown y Rose y por Molander-
Melin (Brown y Rose, 1992; Molander-Melin y col., 2005) con algunas adaptaciones a

nuestro modelo experimental: el pellet sinaptosomal obtenido de 3 cortezas cerebrales
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(aproximadamente 27-30 mg proteina) fue resuspendido en 5 ml de buffer DRMs-T (Tris
10 mM, NaCl 70 mM, MgCl, 2 mM, EDTA 0,5 mM, Triton X-100 1%, pH 7,4) a 4°C,
conteniendo inhibidores de proteasas (DTT 1 mM, leupeptina 2 pg/ml, aprotinina 1
Hg/ml, pepstatina 1 pg/ml y PMSF 0,1 mM). Las membranas resuspendidas fueron
homogeneizadas utilizando una jeringa (haciendo pasar la resuspensiéon al menos 5
veces por una aguja 21G x 1'/,") y se incubaron a 4°C por 30 min repitiendo la
homogenizacion a los 15 min. Luego se centrifugd a 1.000 x g por 15 min a 4°C
(utilizando un rotor JA-21 en una centrifuga Beckman J2-21) y el sobrenadante obtenido
se diluyd en igual volumen de sacarosa 80% a 4°C conteniendo inhibidores de proteasas
(volumen final 10 ml). Este volumen se dividié en dos, se colocaron 5 ml en el fondo de
un tubo de centrifuga en el cual se forma un gradiente discontinuo de sacarosa
colocando 20 ml de sacarosa 30% y 8 ml de sacarosa 5%, ambas soluciones a 4°C. Las
soluciones de sacarosa se prepararon en buffer DRM (Tris 10 mM, NaCl 70 mM, MgCl, 2
mM, EDTA 0,5 mM, pH 7,4). A continuacién el gradiente se centrifugé a 120.000 x g
durante 20 h a 4°C (utilizando un rotor SW 28 en una ultracentrifuga Beckman Optima
LK-90). Luego de la centrifugaciéon la fraccion DRM se observé como una banda visible
flotando entre las soluciones de sacarosa de 5 y 30%, esta banda visible se aislé con
pipeta pasteur, se lavd con buffer DRM para eliminar la sacarosa y se pelleted
centrifugando a 120.000 x g durante 1 h a 4°C (utilizando un rotor SW 28 en una
ultracentrifuga Beckman Optima LK-90).

El pellet obtenido se resuspendidé en buffer TBM (Tris 20 mM, NaCl 120 mM, KCI 5
mM, MgCl, 1mM, NaHCO3; 5 mM, Na,HPO, 1,2 mM, glucosa 10 mM, pH 7,2) para realizar
los ensayos enzimaticos, la determinacién de proteinas, los ensayos de western blot y la
caracterizacion lipidica. El protocolo de obtencién de las DRMs se esquematiza en la

Figura 11.
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OBTENCION DE LA FRACCION DE MEMBRANA RESISTENTE A
DETERGENTES (DRMs)
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Figura 11: Protocolo de obtencion de la fraccion de membrana resistente a detergentes

(DRMs).
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5. ENSAYOS ENZIMATICOS.
5. 1. Medicidn de Lla actividad de la PC-PLC Y la PLA.

= Sustrato Utilizado: para la medicidn de estas actividades enzimaticas se utiliz6 como
sustrato radiactivo 1-[**C] palmitoil-2-[**C] palmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (dipalmitoil
fosfatidilcolina [**C]-DPPC) (111 mCi/mmol), New England Nuclear-Dupont, Boston, MA,
USA.

= Ensayo enzimatico: la hidrdlisis de la PC catalizada por las enzimas PC-PLC y PLA se
evalud utilizando microdispersiones formadas por [**C]-DPPC y DPPC no radiomarcada.
Para la preparacion de las microdispersiones el sustrato (frio y radiomarcado) se seco
bajo atmodsfera de N,, luego se resuspendié en un volumen adecuado de éter etilico para
favorecer una dispersion homogénea del lipido y se volvid a llevar a sequedad bajo N,. A
continuacion se resuspendié en un medio Tris 0,1 M (pH 7,2-7,4) conteniendo 0,2% de
Triton X-100 y se agitd vigorosamente utilizando vortex durante 5 minutos. Finalmente
la emulsion se sonico durante 15 segundos (Branson digital sonifier).

Las microdispersiones lipidicas fueron preparadas de manera de lograr para cada
ensayo con una concentracién de 45.000 dpm y 0,125 mM de [**C]-DPPC y DPPC
respectivamente, en un volumen final de reaccién de 200 ul. Las membranas (Syn, SPM
6 DRMs) se agregaron en 100 pl. La concentracion de proteinas en el volumen final fue
de 150 ug y la de Triton X-100 de 0,1%. Los tubos se incubaron en bafio a 37°C por 5 o
20 min y las reacciones enzimaticas se frenaron por el agregado de 5 ml de cloroformo:
metanol (C:M) (2:1, v/v). Los blancos de reaccién enzimatica se prepararon de la misma
manera excepto que las membranas fueron hervidas por 5 minutos antes de ser usadas.
Posteriormente los lipidos fueron aislados y resueltos por cromatografia en capa fina
(TLC). Los resultados se expresaron como dpm de DAG x (mg proteina x 20 min)* 6

dpm DAG/ mg proteina cuando se evalu6 la generacién de DAG en funcién del tiempo.
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5. 2. Medicidn de Lla actividad de Lla PLD.

= Sustrato Utilizado: se utilizé el sustrato especificado en el punto 5. 1.

= Ensayo enzimatico: la actividad de la PLD se evalué midiendo la reacciéon de
transfosfatidilacion catalizada por esta enzima. En presencia de alcoholes primarios como
el etanol la PLD cataliza no solo la hidrdlisis de PC a PA sino también una reaccién de
transfosfatidilacion generando fosfatidilalcoholes, en este caso fosfatidiletanol (PEth)
(Kobayashi y Kanfer, 1987; Nozawa, 2002). El ensayo enzimatico se realizd de manera
similar al ensayo descripto para la PC-PLC y la PLA con la Unica diferencia que se llevo a
cabo en presencia de etanol al 2%. El alcohol fue agregado minutos antes de comenzar
la reaccién enzimatica en el tubo de reaccién, sin incubacidon previa. Los tubos se
incubaron en bafio a 37°C por 5 o 20 min y la reaccidon enzimatica se frend por el
agregado de 5 ml de C:M (2:1, v/v). Posteriormente los lipidos fueron aislados y
separados por TLC. Los resultados se expresaron como dpm PEth x (mg proteina x 20
min)? & dpm PEth/mg proteina cuando se evalud la generacién de PEth en funcidn del

tiempo.

5. 2. Mediclon de La actividad de la SMS.

» Sustrato utilizado: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo[metil->*H]colina  ([*H-colina]
DPPC) (43 Ci/mmol), de New England Nuclear-Dupont, Boston, MA, USA.

= Ensayo: se realizé un ensayo similar al descripto en el punto 5. 1 pero se utilizd
como sustrato una microdispersion lipidica de [°*H-colina] DPPC. Los tubos se incubaron
en bafio a 37°C por 5 0 20 min y la reaccién enzimatica se frend por el agregado de 5 ml
de C:M (2:1, v/v). Posteriormente los lipidos fueron aislados y separados por

cromatografia en capa fina.

6. ENSAYOS DE WESTERN BLOT (WB).

Para los ensayos de WB las distintas fracciones de membrana (Syn y DRMs)

fueron resuspendidas, se les agregd un volumen adecuado de buffer Laemmli 4X (Tris
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0,25 M, SDS 8%, glicerol 40%, 2-mercaptoetanol 20%, pH 6,8) y se hirvieron durante 3
min. Luego las proteinas se resolvieron por SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio) (Laemmli, 1970) en un gel de poliacrilamida
al 10%. La corrida se realizé a voltaje variable y amperaje constante de 30 mA durante
aproximadamente 1 h. A continuaciéon se transfirieron a una membrana de PVDF
utilizando un Mini Trans-Blot cell electroblotter (BIO-RAD Life Science Group, California)
por 1 h a 350 mA y voltaje variable. La cantidad de proteinas (en ug) sembrada en el gel
y el bloqueo de la membrana de PVDF variaron segun el anticuerpo utilizado, lo cual se
detallard para cada caso en particular en las leyendas de las figuras correspondientes.
Luego de la incubacién con los anticuerpos primarios y secundarios las inmunoreacciones
se detectaron utilizando un ensayo de quimioluminiscencia utilizando el ECL Plus

Western Blotting Detection System (GE Healthcare) y placas autorradiograficas (Kodak).

F. ANALISIS LIPiDICO.
7. 1. Bxtraceion de los Lipidos.

Para determinar la composicién fosfolipidica de los Syn y de las DRMs la
extraccion de los lipidos de las membranas se realizé por el método descripto por Bligh y
Dyer (Bligh y Dyer, 1959). Las membranas se resuspendieron en buffer y se les agrego
un volumen adecuado de C:M (1:2, v/v) para llegar a la proporcién cloroformo: metanol:
agua (1:2:0.8, v/v), solo en los casos en que fue necesario se agregd un volumen
conocido de metanol para evitar que el tejido flotara. Luego de 24 h (tiempo que
dejamos transcurrir para la extraccién) se agregd cloroformo y agua ultrapura para
lograr la proporcion cloroformo: metanol: agua (2:2:1.8, v/v), en el caso que se hubiese
agregado metanol se debe reconstituir previamente la proporcion (1:2:0.8, v/v).
Seguidamente los tubos fueron agitados utilizando voértex y centrifugados a 900 x g por
5 min. Luego de la centrifugacion se obtuvieron dos fases, una fase superior acuosa y
una fase organica inferior quedando las proteinas desnaturalizadas en la interfase. La

fase superior y las proteinas se descartaron mientras que la fase organica se lavo con un
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volumen igual al descartado de fase superior tedrica compuesta por cloroformo:
metanol: KCl 0.1 M (3:47:48, v/v). Finalmente la fase organica se llevd a sequedad bajo
atmoésfera de N, y se resuspendié en un volumen adecuado de C:M (2:1, v/v).

Luego de realizados los ensayos enzimaticos los lipidos se extrajeron por el
método de Folch (Folch y col., 1957). Las reacciones enzimaticas se frenaron por el
agregado de 5,5 ml de C:M (2:1, v/v), luego se realizé una particiéon con 0,2 volumenes
de CaCl, 0,05% vy los tubos se centrifugaron a 900 x g durante 5 min. Luego de la
centrifugacién se obtuvieron dos fases, la fase superior y las proteinas desnaturalizadas
en la interfase se descartaron. La fase organica se llevé a sequedad bajo atmosfera de

N,y se resuspendié en un volumen adecuado de C:M (2:1, v/v).

F. 2. Resolucton Yy visualizactén de Lipidos.

Los lipidos se separaron por cromatografia en capa fina (TLC) como se detalla a
continuacion y se visualizaron por la exposicion de las placas a vapores de yodo. La
radioactividad en las manchas de interés se determind por centelleo liquido como se

describe en el punto 8. 3.

F. 2. 1. Upldos neutros (LN).

Para la separacion de los lipidos neutros se utilizaron placas de silica gel G
(Kieselgel 60 G, Merck) previamente activadas a 100°C durante 50 min. El sistema de
solventes utilizado fue hexano: éter etilico: acido acético (50:50:2.6, v/v) y las placas se
dejaron sobrecorrer por 5 min. Con este sistema de solventes la PC y todos los
fosfolipidos quedan retenidos en el origen de siembra, las manchas correspondientes a
MAG, DAG y acidos grasos libres (AGL) se identificaron mediante la utilizacién de
estandares. Para una mejor visualizacion de las manchas de las muestras se agregd una

mezcla de estdndares de MAG, DAG y AGL previo a la TLC. (Ver Figura 11A y Figura 12).
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F. 2. 2. Lipidos polares,

= Separacion de los fosfolipidos (PLs): para la separacion de los distintos fosfolipidos
entre si se utilizaron placas de silica gel H (Kieselgel 60 H, Merck) preparadas con
acetato de Mg al 3% y se realizd una cromatografia bidimensional. Las placas fueron
activadas a 100°C durante 50 min. En la primera dimensién el sistema de solventes
utilizado fue cloroformo: metanol: amoniaco (65:25:5, v/v) mientras que en la segunda
dimensién se utilizd cloroformo: acetona: metanol: acido acético: agua (30:40:10:10:4,
v/v) (Rouser y col., 1970). La resolucion de los PLs se esquematiza en la Figura 11B.
Entre la primera y la segunda corrida las placas fueron secadas utilizando una corriente
de aire frio.

= Separacion del PEth y PA: para el aislamiento del PEth se utilizaron también placas
de silica gel H. En primer lugar se utilizd el sistema de solventes descripto por Kobayashi
(Kobayashi y Kanfer, 1987) compuesto por cloroformo: metanol: acetona: acido acético:
agua (50:15:15:10:5, v/v), con este sistema se desarrollaron las placas hasta un 75%
de su altura total. A continuacion las placas se recromatografiaron con hexano: éter
etilico: acido acético (70:30:2.3, v/v). Las manchas correspondientes a PEth y PA se
identificaron mediante la siembra de estandares en la placa. Para una mejor
visualizacion de la mancha correspondiente se agregé PEth como estandar interno
previamente a realizar la TLC (Figura 11C).

= Separacion de la esfingomielina (SM): para resolver SM del resto de los PL se
utilizaron placas de silica gel H y el sistema de solventes cloroformo: metanol:
amoniacao (65:25:5, v/v). Las manchas correspondientes a SM se identificaron
mediante la utilizacion de un estandar de SM (Figura 11D).

= El sistema de solventes utilizado en la primera dimension de la resolucion de los
fosfolipidos, cloroformo: metanol: amoniaco (65:25:5, v/v), no resuelve los lipidos
neutros entre si los cuales migran con el frente del solvente. Es por ello que,
previamente al segundo sistema de solventes utilizado para la resolucion de los

fosfolipidos, se pueden resolver los lipidos neutros utilizando una mezcla de solventes
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mas apolares, la cual no va a afectar la resolucién de los fosfolipidos. Para ello se corrid
el primer sistema de solventes hasta un 75% del largo total de la placa, luego la placa se
giré 90°, se sembraron estandares (st) de Cer y Col y se corrid el sistema de solventes
hexano: éter etilico: acido acético (60: 40: 2,3, v/v). Seguidamente se retird una
fraccién de silica y se dividio en dos la placa, para evitar que el tercer sistema de
solventes (cloroformo: metanol: acetona: &cido acético: H,O, 50:15:15:10:5, v/v)
arrastre los lipidos neutros ya resueltos (Ver Figura 12 E). Este sistema fue previamente

descripto por Martin y colaboradores (Martin y col., 2005).
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Figura 12: Esquema de la resolucion de los lipidos neutros y polares por TLC.

(C: cloroformo, M: metanol, AcAc: acido acético, A: acetona, E: éter etilico, H: hexano)
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AGL

DAG

MAG

PLs

Figura 13: Fotografia de una placa de TLC para la resolucion monodimensional de lipidos

neutros. El sistema de solventes utilizado fue H:E:AcAc (50:50:2,6).

F. 3. Determinacion del colesterol

La determinacién de colesterol (total: libre mas esterificado) en los extractos
lipidicos de Syn y DRMs se realiz6 utilizando el kit Colestat enzimatico AA (laboratorios
Wiener, Rosario, Argentina). Este método enzimatico se basa en una serie de reacciones
enzimaticas:

a) la enzima colesterol esterasa hidroliza los ésteres de colesterol generado colesterol
mas AGL.

b) la enzima colesterol oxidasa oxida el colesterol a colesten-3-ona mas H,0,.

¢) el H,O, mas la 4-aminofenazona mas un aceptor por la accidn de una peroxidasa
forman una quinonimina roja la cual se determina a 505 nm.

Se tomaron alicuotas de los extractos lipidicos (5 pg Pi) y se llevaron a sequedad
bajo N,. Luego se agregaron 100 pl de alcohol isopropilico y se agitaron vigorosamente
con vortex durante 10 min, a partir de esta extraccién se siguieron las instrucciones del

fabricante.
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2. METODOS ANALITICOS.
2. 1. Peterminacion del fosforo fosfolipidico.

La determinacién de fosforo fosfolipidico se realizd por el método descripto por
Rouser (Rouser y col., 1970). Se tomaron alicuotas de los extractos lipidicos y también
se realizo la determinacién en las manchas correspondientes a los distintos fosfolipidos
aislados por TLC. Este método se basa en la medicion del fosfato inorganico que se libera
por digestion de la materia organica (fosfolipidos) en presencia de acido perclérico. Por
la adicion de molibdato de amonio se forma fosfomolibdato de amonio y éste es
reducido por el acido ascérbico a una mezcla de 6xidos de molibdato de valencia menor
a 7 que poseen un color estable azul, el cual se determina espectrofotométricamente a
800 nm. EIl color se desarrolla calentando las muestras con los reactivos durante 5 min
en bano de agua hirviente. Los valores de absorbancia se leyeron contra el blanco de
reaccion y los ug de fésforo inorganico (Pi) se calcularon mediante la realizacién de una

curva estandar utilizando un estandar de KH,PO, (8 pug/ml).

g. 2. Peterminacion de protelnas.

La cuantificacién de proteinas se llevd a cabo empleando el kit RC DC protein
assay (Bio-Rad) el cual estd basado en el método de Lowry (Lowry y col., 1951). Las
proteinas fueron solubilizadas en dodecilsulfato de sodio (SDS) 10% (concentracion final
de SDS 5%, compatible con el método) y se siguieron las instrucciones del kit. El
método de Lowry es un método colorimétrico el cual consta de dos etapas: en la primera
iones Cu?* en medio alcalino forman un complejo con el nitrégeno de los enlaces
peptidicos, estos complejos Cu®*-proteina tiene un color azul claro y provocan el
desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina exponiendo los residuos
fendlicos de las tirosinas y los triptofanos. En la segunda etapa de la reaccién el reactivo
de Folin-Ciocalteau (acido fosfomolibdotlingstico, de color amarillo) es reducido por los

grupos fendlicos dando un color azul intenso. Luego de 15 min a temperatura ambiente
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se realizaron las lecturas de absorbancia a 750 nm. Paralelamente se realizdé una curva

de calibrado utilizando como estandar seroalbumina bovina (BSA) 2 mg/ml.

g. 2. Medicion de la radioactividad por centelleo Liquido.

Las manchas correspondientes a los lipidos de interés resueltos por TLC se
rasparon y transfirieron a viales donde se agregaron 300 ul de agua con el fin de
desactivar la silica. A continuacién se agregaron 5,5 ml de liquido de centelleo formado
por Preblended dry fluor 2a70 4% (98% PPO y 2% bis-MSB, Research Products
International Corp. USA) en tolueno: Triton X-100 (4:1, v/v). La determinacion de
radioactividad se realizé con un contador de centelleo liquido Wallak Oy, modelo 1214

Rackbeta.

9. CARACTERIZACION Y DETERMINACION DE LOS PARAMETROS
CINETICOS DE LA PC-PLC EN LOS SYN DE CC.
9. 1, Efecto de agentes tenslonctivos sobre La generacion del DAG.

Cuando se evalud el efecto de detergentes en la generacion de DAG a partir de
PC, los Syn fueron resuspendidos en un buffer Tris 0,1 M (pH 7,4) y se prepararon
microdispersiones lipidicas con diferentes concentraciones de Triton X-100 o Deoxicolato
de sodio (DOC). En el volumen final de reaccién las concentraciones finales de
detergentes utilizadas fueron las siguientes: Triton X-100 (0,05; 0,075; 0,1 y 0,5%) vy
DOC (0,05 y 0,1%). El resto de las condiciones de ensayo fueron iguales a las descriptas
en el punto 5. 1. (45.000 dpm y 0,125 mM de DPPC y 150 pg de proteinas). Los tubos
se incubaron a 37°C por 20 min y la reaccidon enzimatica se frend por el agregado de 5
ml de C:M (2:1, v/v). Como control se prepardé una microdispersion del sustrato en
ausencia de detergente. Este fue el Unico caso en que se varid la concentracion de
detergente utilizada, los demas experimentos fueron realizados con Triton X-100 al

0,1%. Los resultados se expresaron como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)™.
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9. 2. Determinactén de la contribucion de las vias PC-PLC Y PLBD/PAP2 4 la

generacion de PAG en los Syw de CC.

Para determinar la contribucion de las dos principales vias enzimaticas
generadoras de DAG a partir de la PC (PC-PLC y PLD/PAP2) se utilizé etanol al 2% como
estrategia para desviar la generacion de PA, catalizada por la PLD, a la formacidon de
PEth. En presencia de etanol 2% se evalud la generacion de DAG y también la formacién
de PEth a los 5 y 20 min de reaccidon enzimatica. También se utiliz6 DL-propranolol 1,5
mM como inhibidor de la PAP2, para ello los Syn se preincubaron 20 min a 4°C en
presencia de dicho inhibidor.

Con el fin de corroborar el aporte de la PC-PLC se utilizd el compuesto D609
(Sigma-Aldrich) como inhibidor de la via. Los Syn fueron preincubados a 4°C por 20 min
con concentraciones crecientes de D609 (50, 200, 300 y 500 ug/ml) antes de iniciar la

reaccion enzimatica.

9. 3. Bfecto de Los Lones Ca2t Y Mg32* sobre La generacién de DAG,

Cuando se evalud el efecto de los cationes divalentes calcio y magnesio en la
generacion de DAG los Syn fueron resuspendidos en el buffer Tris 0,1 M (pH 7,4) y se
prepararon soluciones madres de CaCl, (20 mM) y MgCl, (10 mM). De dichas soluciones
madre se agregé un volumen adecuado para lograr una concentraciéon de Ca®* 2 mM y
Mg?* 1 mM en el volumen final de reaccién (200 pl). También se realizd una condicién en
la cual se agregd EDTA en una concentracion de 5 mM, este compuesto actla como
guelante del calcio y magnesio. Una cuarta condicidon ensayada consistio en el agregado
de Mg** 1 mM y ATP 250 pM, en estas condiciones se favorece la actividad de proteinas
guinasas. La reaccion enzimatica se llevd a cabo durante 20 min a 37°C y los resultados
fueron comparados con la condicion basal, es decir con concentraciones enddgenas de

calcio, magnesio y ATP.
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9. 4. Determinacion de Los pardimetros clinéticos Km Y Viuix de la PC-PLC.

Para determinar los parametros cinéticos los Syn fueron resuspendidos en buffer
Tris 0,1 M (pH 7,4). Se prepararon 8 microdispersiones distintas para lograr en el
volumen final de ensayo de 200 pl (100 yl de membrana + 100 yl de microdispersion)
concentraciones finales de DPPC de 50, 75, 125, 200, 300, 500, 700 y 900 pM. En estos
experimentos se utilizaron 150.000 dpm de [**C]-DPPC por ensayo, Triton X-100 0,1% vy
etanol 2% para evitar la generacién de DAG por la via PLD/PAP2. Los parametros Ky y
Vmax S€ determinaron utilizando el grafico de Lineweaver-Burk y los resultados fueron

expresados en pM y nmoles DAG x (mg proteina x h)?, respectivamente.

9. 5. Determinacion de la PC-PLC 1 A%% =

En la deteccidon de la PC-PLC sinaptosomal por WB se sembraron 60 pg de
proteinas de Syn de ratas adultas y seniles. Las membranas de PVDF se bloquearon por
2 h a temperatura ambiente utilizando leche descremada al 5% en buffer TBS-T (Tris 20
mM pH 7,5, NaCl 150 Mm, Tween-20 0,1%). Se utiliz6 como anticuerpo primario un
suero policlonal de conejo dirigido contra la PC-PLC de Bacillus cereus obtenido en
conejos (Rabbit) en una concentracién 1:100 en leche descremada al 5% en TBS-T
durante 18 h (overnight) a 4°C. Este anticuerpo fue gentil y desinteresadamente
donado por el Dr. Howard Goldfine de la Universidad de Pensilvania, Filadelfia, USA. A
continuacion se incubd con el anticuerpo secundario anti-rabbit conjugado con una
peroxidasa (HRP) (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, USA) por 2 h a
temperatura ambiente en una concentracién de 1:1.000 en leche descremada al 5% en

TBS-T. Como control positivo para el anticuerpo se utilizo la proteina bacteriana.

9. 6. Localizacién de La actividad PC-PLC en La fracclén SPM.

Con el objetivo de determinar la localizacién de la actividad PC-PLC se evalud la
generacion de DAG a partir de PC en las fracciones SPM y soluble de los sinaptosomas de

CC. El ensayo enzimatico se realiz6 como se describidé en el punto 5. 1. y las fracciones
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SPM y Sol fueron utilizadas como fuente enzimatica. El tiempo de reacciéon enzimatica
fue de 20 min a 37°C y los resultados se compararon con la generacién de DAG obtenida
en Syn integros.

En la fraccion SPM se utilizd etanol 2% como estrategia para desviar la
generacion de DAG proveniente de la via PLD/PAP2 y también se evalud el efecto del
inhibidor de la DAGL, RHC80267 30 uM (Pasquare y col., 2006). La madre de RHC80267
se prepard en dimetilsulféxido (DMSO) por lo cual se realizd un control con DMSO en la
concentracién final obtenida en el ensayo con RHC80267 (0,01%). Los inhibidores

utilizados fueron adquiridos en Sigma-Aldrich.

9. 7. Caracterizacién de Las DRMs.
9. F. 1. Caracterizacién Lipldica.

En las DRMs se determino el contenido de SM, PC, PE, PS, PI y colesterol. Para
ello los distintos fosfolipidos fueron resueltos por TLC y se cuantificé el fdsforo
fosfolipidico (ver puntos 7. 2. 2 y 8.1 de esta seccion). El colesterol se determindé como

se detallé en el punto 7. 3.

9. F. 2. peterminacion del perfil proteico.

Para observar el perfil proteico se resolvieron 25 ug de proteinas provenientes de
Syn y de DRMs por SDS-PAGE tal como se describié en el punto 6. A continuacién, para
visualizar las bandas proteicas, el gel se tifid utilizando una solucion del colorante
Coomassie Brilliant Blue y se seco utilizando un secador de geles modelo 583 de Bio
Rad.

Por la técnica de WB se estudio la presencia de caveolina, c-Src y PLD1, tanto en
la fraccion DRM como en los Syn. Para ello se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-
caveolina (policlonal de conejo, BD Biosciences); anti-c-Src (monoclonal de ratén, Santa

Cruz Biotechnology) y anti-PLD1 (policlonal de conejo, Cell Signaling). Las condiciones
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en las cuales se determiné la presencia de cada una de estas proteinas se detallan en la

leyenda de las figuras correspondientes.

9. F. 3. Determinaciin del ganglidsido GM1 Yy de la PC-PLC por la téenicn
de sSlot blot.

Se transfirieron 3 ug de proteinas de los Syn y las DRMs a una membrana de
nitrocelulosa por la técnica de Slot blot utilizando el equipo Bio-Dot SF (Bio-Rad). Para
determinar la presencia de GM1 las membranas se incubaron con la subunidad B de la
toxina colérica conjugada a la peroxidada (CTB-HRP) (Sigma-Aldrich) por 1 h a
temperatura ambiente en una dilucién 1:30.000 en buffer TBS-BSA 0,1%. La unidn
especifica toxina-GM1 se evidencio utilizando el reactivo ECL Plus Western Blotting
Detection System (GE Healthcare) y placas autorradiograficas (Kodak). Para determinar
la presencia de la PC-PLC las membranas fueron incubadas en las condiciones descriptas

en el punto 9. 5.

9. F. 4. Mediclbn de Lla generacion de DAG en las DRMs.

Para evaluar la hidrdlisis de PC las DRMs fueron resuspendidas en buffer TBM en
un volumen adecuado para lograr una concentracion de 1,5 mg proteinas/ml. La
generacion de DAG a partir de PC se evalué en la fraccién DRM tal como se describié en
el punto 5. 1. con la Unica diferencia que el total de dpm por ensayo fue de 120.000. La

generacion de DAG se midid en ausencia y en presencia de etanol 2%.

9. & Premarcaciin de Los fosfolipidos Y los Lipidos neutros en los syw.

Los Syn correspondientes a media corteza cerebral fueron incubados por 1 h a
37°C con 30 pCi de [3H]-glicerol o 10 pCi de [3H]-acido araquidénico ([*H]-AA) en 1 ml
de medio HBM (HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl 120 mM; KCI 5 mM, NaHCO3 5 mM, MgCl, 1

mM, Na,HPO,4 1,2 mM, glucosa 10 mM). El [®*H]-4cido araquiddnico se vehiculizé6 en BSA

5%
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libre de acidos grasos al 0,1%. Luego de la incubacién los Syn se centrifugaron a 33.000
X g por 20 min a 4°C y se realizé la extraccion de los lipidos con 15 ml de C:M (2:1,
v/V).

El extracto lipidico de los Syn incubados con [?H]-glicerol se particiond con 0,2
volumenes de KCI 0,1 M conteniendo glicerol 0,1% vy se realizaron 4 lavados del extracto
con C: M: KCI 0,1 M-glicerol 0,1% (3:47:48, v/v). El extracto de los Syn incubados con
[*H]-4cido araquiddnico se particiond con 0,2 volimenes de KCI 0,1 M y se realizaron 4
lavados con C: M: KCI 0,1 M (3:47:48, v/v). Finalmente los lipidos neutros y los distintos
fosfolipidos (correspondientes a 20 ug de fosforo fosfolipidico u 800 ug de proteinas) se
resolvieron tal como se detalld6 en los puntos 7.2.1 y 7.2.2 y se cuantificé la

radioactividad incorporada en cada lipido como se describié en el punto 8.3.

10. MODELOD DE ESTRES OXIDATIVO.
10. 1. neubactdn de Los sinaptosomas Y evaluaclon de la hidrblisis de la PC bajo
condiclones de estrés oxidativo.

Los sinaptosomas obtenidos de ratas adultas fueron resuspendidos en el medio
TBM en un volumen adecuado para lograr una concentracion de 1,5 mg proteinas/ml.
Los Syn fueron sometidos a estrés oxidativo mediante la preincubacion con FeSO, 50 uM
por 5, 30 y 60 min a 37°C bajo una atmosfera de composicion 0,:CO, (95:5, v/v).
Paralelamente se realiz6 la incubacién de Syn con H,O, 1 mM por 5, 60 y 120 min.

Luego de esta preincubacion se evalud la hidrélisis de PC en 20 min a 37°C como
se describié en los puntos 5.1 y 5.2. Los resultados se compararon con la condicion
control en la cual se agregd agua ultrapura en lugar de Fe?* & H,0.. Las soluciones
madres de hierro y de H,0, fueron preparadas inmediatamente antes de usar en H,O
ultrapura. De la madre de Fe?* (10 mM) se prepararon submadres tal que el volumen a
agregar fuera igual al 5% del volumen final de incubacion. Las submadres de H,O, se
prepararon a partir de una solucion de 10 volimenes la cual fue abierta inmediatamente

antes de usar, también en este caso el volumen a agregar fue del 5% del volumen final.
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10. 2. Bvaluacion del efecto deletéreo olel Fe=+.
10. 2. 1. Medicldn de La peroxidacion Lipldica.

= Método espectrofotométrico: La peroxidacion lipidica inducida por el hierro se evalud
midiendo la generacidon de sustancias reactivas con el acido tiobarbiturico (TBARS) segun
el protocolo descripto por Adamczyk y colaboradores (Adamczyk y col., 2006). Luego de
la incubacion de los sinaptosomas (1,5 mg proteina/ml) por 5, 30 y 60 min en presencia
de Fe?* (50 uM) o de vehiculo, se tomaron alicuotas de 0,5 ml y se les agregé 1 ml de
acido tricloroacético (TCA) 30%. A continuacion se agregdé 0,1 ml de HCI 5N y 1 ml de
acido tiobarbiturico (TBA) 0,75% (preparado en agua ultrapura). Los tubos se taparon y
se llevaron a un bafio de agua hirviente por 15 min. Finalmente las muestras se
centrifugaron a 1.000 x g por 10 min y se leyd la absorbancia de los sobrenadantes a
535 nm en espectrofotdometro. También se evalué la generacion de TBARS en las
condiciones D609 (250 pg/ml), Fe** (50 uM) mas D609 (250 pg/ml) y H.0, (1 mM). Los
resultados se expresaron como unidades de absorbancia a 535 nm por mg de proteina
(Abs 535 nm (U arbitrarias)/mg proteina) y se compararon con los obtenidos en la

condicidn control.

= Método fluorimétrico: paralelamente se evalud la generacién de TBARS por el método
descripto por Keller (Keller y col., 1996). Luego de la incubacidon de los sinaptosomas
(1,5 mg proteina/ml) por 5, 30 y 60 min en las condiciones descriptas para el método
espectrofotométrico se tomaron alicuotas de 0,5 ml y se les agregd 0,5 ml de acido
tricloroacético (TCA) 10%. A continuacién se agregdé 0,25 ml de TBA 0,335% preparado
en acido acético: agua (1:1, v/v). Los tubos se taparon y se llevaron a bafio de agua
hirviente por 30 min, una vez enfriados se les agregdé 1 ml de butanol y se centrifugaron
a 1.000 x g durante 5 min. La fase superior organica se trasvasé a otro tubo y se leyé la
fluorescencia mediante la utilizacion de un fluorimetro excitando a 518 nm y midiendo la
emision a 588 nm. Los resultados se expresaron como Unidades de fluorescencia/mg

proteina.
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MATERIALES Y METODOS

10. 2. 2. Bvaluacion de la funcibn mitocondrial.

La funcidon mitocondrial se evalué midiendo la reduccion del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a cristales de formazan, la cual depende de
la actividad de las deshidrogenadas mitocondriales. La reduccion del MTT se evalud en
sinaptosomas incubados por 5y 60 min en la condicién control y en presencia de Fe?** 50
MM. También se evalué el efecto del D609 (250 pg/ml) y del etanol (2%) en la viabilidad
mitocondrial en sinaptosomas incubados en la condicidon control y en sinaptosomas
sometidos al estrés oxidativo.

El MTT se disolvié en buffer fosfato salino (PBS) estéril en una concentracion de 5
mg/ml, a 10 pl de esta solucidon se agregaron 100 pl de Syn y se incubaron por 2 h a
37°C en oscuridad. Luego de la incubacién se agregaron 200 ul de SDS 20% (pH 4,7) y
se mezcld vigorosamente para disolver los cristales de formazan. El grado de reduccion
del MTT se midi6 espectrofométricamente a 570 nm restando el valor de absorbancia a
650 nm. Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias y se compararon con

los valores obtenidos en la condicidn control.

10. 2. 3. Bvaluaciéwn de la integridad de la membrana sinaptosomal, Ensayo
de Ltberacién de la enzima lactato deshidrogenasa.

El dafio producido en la membrana plasmatica sinaptosomal por la injuria
oxidativa se evalué midiendo la liberacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) al
medio de incubacién. Asi mismo se evalud el efecto de la coincubacién del vehiculo o del
Fe?* (50 puM) con D609 (250 pug/ml) y con etanol (2%). Luego de la incubacién por 5 o
60 min en las condiciones previamente descriptas los Syn se centrifugaron a 33.000 g
por 20 min a 4°C y se determind la actividad LDH en el sobrenadante.

La determinacion de la actividad de la LDH se evalud espectrofotométricamente
utilizando el kit LDH-P UV AA (laboratorios Wiener), este método cinético se basa en
medir a 340 nm la conversion del dinucleétido nicotinamida adenina reducido (NADH) a

la forma oxidada (NAD™"). Los resultados se expresaron como unidades por litro (U/L).
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MATERIALES Y METODOS

10. 3. Bvaluacion del vol de las vias wetabolizadoras del DAG.

Para evaluar el rol de las vias metabolizadoras de DAG las incubaciones con Fe**
50 uM o con el vehiculo se llevaron a cabo en presencia de inhibidores de distintas vias
metabdlicas. Se utilizd el inhibidor de la DAGL RHC80267 (30 uM), el inhibidor de Ia
DAGK R59022 (20 upM) vy el inhibidor de la PIP,-PLC U73122 (10 upM). Las
concentraciones utilizadas fueron previamente chequeadas en nuestro laboratorio y

todos los inhibidores utilizados fueron adquiridos en Sigma-Aldrich.

10. 4. Evaluactéwm del vol de las PRCs.

Para evaluar el rol de las PKCs los Syn fueron preincubados por 10 min a 37°C
con PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) 1 pyM (analogo no hidrolizable del DAG vy
activador de PKC) y con distintos inhibidores de PKC: staurosporina 100 nM,
bisindolilmaleimida (BIM) 10 yM y queleritrina 5 yM. Luego de esta preincubacién los

Syn fueron incubados con Fe?* 50 uM o con el vehiculo por 5y 60 min.

10. 5. Bvaluacion del vol de La via de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PIzK).

Con el objetivo de estudiar la interrelacion entre la via PI3K y las vias
metabolizadoras de PC los sinaptosomas se incubaron por 5 min con Fe?* 50 uM o con el

vehiculo en presencia del inhibidor de la PI3K, LY294002 (10 pM).

10. 6. Inhibiclén de tirosinas quinasas.

Para evaluar el efecto de la fosforilacidon en tirosinas en la hidrélisis de la PC las
incubaciones en la condicién control y experimental se llevaron a cabo en presencia de
dos inhibidores de tirosinas quinasas. Los Syn en presencia de Fe?* o vehiculo se co-
incubaron con genisteina (100 uM) por 5 y 60 min. También se evalud el efecto de la

coincubacion con herbimicina A (10 uM) por 60 min.
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MATERIALES Y METODOS

10. F. Eftcto de la injuria oxidativa en La hidrblisis de la PC en los Syn de ratas
seniles.

El efecto de la injuria oxidativa en la hidrélisis de la PC también se evalu6 en los
sinaptosomas obtenidos de la corteza cerebral de ratas seniles. Las incubaciones de los
Syn se realizaron como se describié en el punto 10. 1. Las actividades PC-PLC, PLD y
PLA se evaluaron como se describié en los puntos 5. 1 y 5. 2 y la generacién de TBARS
se realizd como se detallé en el punto 10. 2. 1. Los resultados se compararon con los

obtenidos en los sinaptosomas de la corteza cerebral de ratas adultas.

11. ANALISIS ESTADISTICOS.

La significatividad de los datos obtenidos se analizé utilizando el test t de Student
o ANOVA segun correspondiera. Valores de p menores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Cada experimento se repiti6 un minimo de tres veces
utilizando un pool de al menos tres animales, realizdndose las determinaciones por
duplicado en cada ocasion. Los datos graficados corresponden a la media = SD de seis

muestras (***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05).
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CAPITULO I

“CARACTERIZACION DE LA

PC-PLC EN LAS TERMINALES SINAPTICAS DE LA

CORTEZA CEREBRAL DE RATA”.
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CAPITULOD | RESULTADOS

RESULTADOS

En la primera etapa de trabajo de esta tesis doctoral estudiamos por primera vez
la presencia de la PC-PLC en los sinaptosomas de la corteza cerebral de rata y
realizamos la caracterizacion de esta actividad enzimatica. Los sinaptosomas o
terminales sinapticas (obtenidos como se describié en la seccion Materiales y Métodos)
contienen mitocondrias y pueden mantenerse metabdlicamente activos por seis horas
luego de su obtencion, dependiendo de las condiciones de incubacion.

Con el fin de hallar las condiciones 6ptimas para ensayar la actividad de la PC-PLC
se midié la generacién de [*C]-DAG a partir de la [**C]-DPPC en funcién del tiempo, en
presencia de distintas concentraciones de agentes tensioactivos (deoxicolato de sodio y
Triton X-100) y se estudid el efecto de los cationes divalentes Ca®* y Mg?*. Asimismo, se
estudidé el aporte porcentual de la actividad de la PC-PLC a la generacién de DAG en las
terminales sinapticas de la corteza cerebral, discriminandose entre el DAG proveniente
de la via PLC de aquel generado por la via de la PLD, y se describieron los parametros
cinéticos Ky Y Vmay para la PC-PLC.

Se estudié también la localizacién de esta fosfolipasa en la membrana plasmatica

sinaptosomal y en dominios especializados de la membrana.

[.1. EFECTO DE LOS AGENTES TENSICALCTIVOS EN LA C;ENERAO!C/DN bE

DAG A PARTIR DE LA PC.

Diversos detergentes se han utilizado para evaluar la actividad de las fosfolipasas
debido a que pueden favorecer la accesibilidad al sustrato y aumentar la disponibilidad
de los sitios activos de la enzima, favoreciendo la medicion de estas actividades
enzimaticas.

La generacion de DAG a partir de la PC se estudid en presencia de distintas
concentraciones del detergente no idnico Triton X-100 y de deoxicolato de sodio (DOC)

utilizando como sustrato dipalmitoil fosfatidilcolina radiomarcada (['*C]-DPPC) y DPPC no
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CAPITULOD | RESULTADOS

marcada como se describe en detalle en la seccidn Materiales y Métodos. El efecto de
estos agentes tensioactivos en la generacién de DAG se muestra en la Figura 14. Cabe
sefialar que previo a la realizacion del ensayo se evalud la eficiencia de la incorporacién
de la ['*C]-DPPC en las microdispersiones de sustrato para cada condicién, la cual fue

cercana al 100% en todos los casos.

2000+

1500+

1000+

500=

dpm DAG x (mg proteina x 20 min)’

e

0 0,05% 0,075%  01% 0,5% 0,05% 0,1%

Triton X-100 DOC

Figura 14. Efecto de agentes tensioactivos en la generacion de DAG a partir de la PC. Los Syn
(150 pg de proteina) se incubaron en buffer Tris 0,1 M (pH 7,2-7,4) en presencia de distintas
concentraciones de Triton X-100 y DOC. La reaccion enzimatica se llevo a cabo por 20 min a 37°C, las
microdispersiones del sustrato fueron preparadas de forma tal de lograr 45.000 dpm de [**C]-DPPC y 0,125
mM de DPPC por ensayo como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como dpm
DAG x (mg proteina x 20 min)? y se compararon con la condicidn control. *p< 0,05; **p<0,01; ***
p<0,001.

El Triton X-100, a todas las concentraciones ensayadas, estimuld la formacion de
DAG con respecto a la condicién control (donde se midid la formacién de DAG en
ausencia de detergentes). La mayor generacion de DAG se produjo en presencia de
Triton X-100 0,1%. A esta concentracidon la formacion de DAG se incrementé en un
330% respecto a la condicidon control. Sin embargo, en presencia de la mayor
concentracion ensayada para este detergente (0,5%) el efecto estimulatorio fue menor,

ya que la formacion de DAG se incremento sélo en un 135% con respecto al control.
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CAPITULOD | RESULTADOS

Por su parte, el DOC en las concentraciones de 0,05 y 0,1% solo incrementé la
formacion de DAG en un 50 y 70% con respecto a la condicién control, respectivamente.
En base a estos resultados los siguientes experimentos se realizaron en presencia de

Triton X-100 en una concentracion de 0,1%.

[.2. EFECTO DE LOS IONES Ca2t Y M2+ EN LA GENERACION DEL DAG,.

Para hallar las condiciones 6ptimas de ensayo y caracterizar la actividad de la PC-
PLC se estudio el efecto de cationes divalentes sobre la generacion de DAG a partir de la

PC (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de los iones Ca2?* y Mg?* en la generaciéon de DAG a partir de la PC. Los Syn se
resuspendieron en buffer Tris 0,1 M (pH 7,2-7,4) y se evalud la generacidon de DAG en presencia de los
iones enddgenos (condicidn control), de EDTA 5 mM o luego del agregado de Ca®* 2 mM y Mg?** 1 mM. La
reaccidn enzimatica se llevé a cabo durante 20 min a 37°C, en presencia de 45.000 dpm de [**C]-DPPC,
0,125 mM de DPPC y Triton X-100 0,1%. Los resultados se expresan como dpm DAG x (mg proteina x 20
min)™ y se compararon con el control. *p< 0,05; **p<0,01.

El agregado de Ca®** 2 mM al buffer de ensayo inhibi6 la formacién de DAG en un
73% mientras que el Mg?* 1 mM la inhibié en un 50%. En la condicidn donde se agregd
Mg?* 1 mM y ATP 250 puM (condicidn que favorece la actividad de proteinas quinasas)

también fue inhibida la formacién de DAG en un 50%. Cabe destacar que el agregado de
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EDTA 5 mM (quelante de calcio y magnesio) no modificd la generacion de DAG con
respecto a la condicidon control.

Basandonos en los resultados obtenidos los ensayos realizados para la
caracterizacion de la actividad de la PC-PLC fueron llevados a cabo en presencia de
Triton X-100 al 0,1% vy sin el agregado de cationes exdgenos. Todos los ensayos fueron

realizados al pH fisiologico 7,2-7,4.

.3, CONTRIBUCION DE LAS VIAS DE LA PC-PLC Y PE LA PLD/PAPR EN

LA C,ENERAOI@N DE DAG A PARTIR DE LA PC.

[ 3. 1. Contribucidn de la PC-PLC y de la PLD en sinaptosomas obtenidos de la
corteza cevebral de vatas adultas.

La Figura 16 muestra la generaciéon de DAG a partir de PC en los Syn de ratas
adultas (4 meses) luego de 5 y de 20 min de incubacion con el sustrato radiomarcado.
La formacion de DAG en 20 min de reaccién enzimatica fue 0,8 veces superior a la

generacion observada en 5 min de incubacion con el sustrato radiomarcado.

Figura 16. Generacion de DAG
en funcion del tiempo. Los Syn
S (150 pg de proteina) se incubaron
en buffer Tris 0,1 M (pH 7,2-7,4)
a 37°C en presencia de 45.000
dpm de [**C]-DPPC, DPPC 0,125
mM y una concentracion final de
Triton X-100 de 0,1%. Se evalud
la formacién de [**C]-DAG a los 5

y a los 20 min. Los resultados se

1000=

500=

dpm DAG/ mg proteina

expresan como dpm DAG/mg

0 5 10 15 20 proteina.

Tiempo (min)
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Como se menciond anteriormente, la PC de las membranas puede ser hidrolizada
por la PLD generando colina y PA, el cual seguidamente puede ser desfosforilado a DAG
por la accién de la PAP2. Asimismo, la acciéon de la PLC especifica para PC también es
capaz de generar DAG a partir de PC (junto con la liberacion de fosfocolina). Debido a los
dos posibles origenes enzimaticos del DAG, fueron necesarias diversas estrategias

experimentales para discriminar el aporte porcentual de ambas vias enzimaticas.

= evaluacion de la reaccion de transfosfatidilacion catalizada por La PLD.

En presencia de alcoholes primarios (como el etanol o el 1-butanol) la PLD no solo
cataliza la hidrdlisis de PC a PA sino que también cataliza una reaccidén de
transfosfatidilacién, generando fosfatidilalcoholes por esterificacion del PA con dichos
alcoholes (Kobayashi y Kanfer, 1987; Nozawa, 2002). Por lo tanto, cuando se incluye
etanol (2%) en el ensayo enzimatico la formacion de PA se desvia hacia la formacion de
fosfatidiletanol (PEth). Dado a que el PEth no puede ser desfosforilado por la PAP2, en
presencia de etanol la generacién de DAG a partir de PC proviene exclusivamente de la

via de la PC-PLC (Figura 17).

Figura 17. Inhibidores de las

PC vias de generacion de DAG a
partir de PC. El etanol desvia la
\. formacion de PA catalizada por la
PEth PLD hacia la formacidn de PEth, el

Etanol i
DL-propranolol actua como

inhibidor de la PAP2 y el D609
inhibe la actividad de la PC-PLC.

| DL-propranclol

La Figura 18 muestra la formacion de DAG en funcion del tiempo, en presencia de

etanol 2% y en ausencia de dicho alcohol (condicién control).
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-~ Control Figura 18. Efecto del etanol en
=B= FEtanol 2% la generacion de DAG a partir
de la PC. Los Syn se incubaron
en las mismas condiciones
descriptas en la Figura 16. Se
evalud la generacién de DAG en
funcion del tiempo, en la
condicidon control y en presencia

de etanol 2%. Los resultados se
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La presencia de etanol en una concentracién del 2% durante la reaccion
enzimatica inhibio la generacion de DAG en un 27% a los 5 min de incubacidon y en un
42% a los 20 min.

A partir de estos resultados se calculd el aporte porcentual de las vias de la PC-

PLC y de la PLD/PAP2 (Figura 19).
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Figura 19. Aporte porcentual de las vias de la PC-PLC y de la PLD a la generacion de DAG a partir
de la PC. En base a los resultados obtenidos en la Figura 18 se calculd el aporte porcentual de la PC-PLC y
de la PLD a la generacién de DAG, a los 5 y a los 20 min de reaccion enzimatica. Los resultados se

expresan como % del DAG generado.
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En 5 min de incubacién el 73% del DAG provino de la via de la PC-PLC y la via de
la PLD/PAP2 generd el 27% restante, mientras que luego de 20 min de reaccion
enzimatica la via de la PC-PLC gener6 el 58% del DAG total y la via de la PLD el 42%.

Se evalud también en los Syn la generacion de PEth (marcador de la actividad
PLD) tanto en 5 como en 20 min de incubacién con el sustrato radiomarcado. La Figura
20 muestra que en presencia de etanol los niveles de DAG mas PEth fueron del mismo
orden que los niveles de DAG generados en la condicion control, demostrando que

efectivamente la formacion de PA estaba siendo desviada hacia la formacidon de PEth.

20009 gmm pAG
3 PEth

1500-

1000+

dpm/ mg proteina

500=

Control Etanol 2% Control Etanol 2%
5 20

Tiempo de reaccion enzimatica (min)

Figura 20. Niveles de DAG y PEth generados a partir de la PC. Los Syn se incubaron en las
condiciones descriptas en la Figura 18. Se evalud la generacidon de DAG en la condicidn control y la
formacion de DAG mas PEth en los Syn incubados en presencia de etanol 2%. Los resultados se expresan

como dpm/mg proteina.

= Efecto del DL-propranolol:

El paso final en la produccion de DAG por la via de la PLD es la desfosforilacion
del acido fosfatidico por la accion de la PAP2. Para estudiar el rol de la PAP2 en la
generacion de DAG a partir de la PC los Syn fueron preincubados con DL-propranolol.
Este antagonista B-adrenérgico es capaz de inhibir la actividad de la PAP cuando se lo

utiliza en altas dosis, independientemente de su actividad sobre los receptores -
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adrenérgicos (Billah y col., 1989; Meier y col., 1998; Albert y col., 2005) (Ver Figura

17).

g EaE] Figura 21. Comparacién del
& Etanol 2% efecto del etanol vy del DL-
== Propranolol 1,5 mM propranolol en la generacion
de DAG. Los Syn se incubaron en
las condiciones descriptas en la
Figura 16. Se evalué |la
generacion de DAG en funcion del
tiempo en la condicion control, en

presencia de etanol 2% y de DL-

dpm DAG/ mg proteina

propranolol 1,5 mM. Los

resultados se expresan como dpm

DAG/mg proteina.

Tiempo (min)

El DL-propranolol (1,5 mM) inhibié la generacion de DAG luego de 5 y de 20 min
de incubacién. Esta disminucion en la generacién de DAG coincidié con los niveles de
DAG generados en presencia de etanol 2% (Figura 21). Los resultados obtenidos con el
propranolol confirmaron el aporte porcentual de la via PLD/PAP2 calculado en base a los

resultados con etanol.

= Efecto del De09:

Con el fin de corroborar el aporte de la via de la PC-PLC a la generacion de DAG
se estudido el efecto del D609. Este compuesto (con propiedades antivirales y
antitumorales) inhibe la actividad de la PC-PLC (Muller-Decker, 1989; Antony y col.,
2001; Ramoni y col., 2004), mas especificamente se postulé que actia como un
inhibidor competitivo de la enzima (Amtmann, 1996; Gonzalez-Roura y col., 2002) (Ver

Figura 17).
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Para estudiar el efecto de este inhibidor los sinaptosomas fueron preincubados 20
min a 4°C con concentraciones crecientes de D609 y luego se midié la generacion de

DAG a partir de la PC en 20 min de incubacién con el sustrato radiomarcado a 37°C.
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Figura 22. (A) Efecto del D609 en la generacion de DAG a partir de PC. Los Syn se resuspendieron
en buffer Tris 0,1 M (pH 7,2-7,4) y se preincubaron por 20 min a 4°C con concentraciones crecientes de
D609. La reaccidon enzimatica se llevo a cabo a 37°C por 20 min en las condiciones descriptas en la Figura
16. Los resultados se expresan como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)' y se compararon con la
condicion control (D609 0 ug/ ul). *p< 0,05; **p<0,01; *** p<0,001. (B) Estructura del D609.
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El D609 inhibid la formacion de DAG en forma dependiente de la concentracién:
la concentracion de 50 pg/ml no ejercid efecto alguno sobre la generacién de DAG con
respecto al control, sin embargo, 200, 300 y 500 pg/ml de D609 inhibieron la formacion
de DAG en un 26%, 46% Yy 61% respectivamente (Figura 22). La inhibicion obtenida con
la maxima concentracion ensayada de D609 (61% con D609 500 pg/ml) coincide con el
aporte de la via de la PC-PLC calculado en base a los resultados obtenidos con etanol

2%.

" Medicton de la actividad oe La esfingomieling sintasa (SMS):

La SMS es una enzima involucrada en el metabolismo de la esfingomielina y la
ceramida. Esta enzima transfiere el grupo fosfocolina de la PC a la ceramida generando
SM y DAG (Villani y col., 2008; Dmitrieva y col., 2008). Aunque la formacién de DAG por
la SMS es un proceso lento, cuya cinética difiere de la generacion de DAG proveniente de
vias rapidas como las de la PLD y la PC-PLC, se decidié estudiar la actividad SMS en Syn
debido a que esta enzima también puede ser inhibida por el D609 (Luberto y Hannun,
1998; Meng y col., 2004; Albi y col., 2008). Para este objetivo se utilizé [*H-colina]-
DPPC como sustrato radioactivo (manteniendo el resto de las condiciones de ensayo) y
se midio la formacion de SM radioactiva. En estas condiciones de ensayo no se observé
formacion de SM a partir de PC confirmando que la actividad de la SMS no contribuye a

la formacién de DAG a partir de la PC en nuestras condiciones experimentales.

(. 3, 2. Actividad de las vias de la PC-PLC Y de la PLD en los Syw de vatas seniles.

La formacion de DAG a partir de la PC en los Syn de ratas seniles (28 meses) se
evalud en la condicidén control y utilizando etanol 2%, tal como se realizdé en los Syn de

ratas adultas.
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2000
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g 3 Seniles Figura 23. Generacion de DAG a
= partir de PC en los Syn de ratas
% 15004 seniles. Los Syn de ratas seniles fueron
@ incubados en las condiciones descriptas
% en la Figura 16. Se evalu6 la generacion
g 1000+ de DAG en 20 minutos de incubacién, en
g la condicion control y en presencia de
;' etanol 2%. Los resultados se expresan
g 500+ como dpm DAG x (mg proteina x 20
% min)* y se compararon con los
% obtenidos en los Syn de ratas adultas.
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Control Etanol 2%

La generacion de DAG a partir de PC en terminales sinapticas no se vio
modificada con la edad de los animales. Tampoco se modificaron los niveles de DAG
generados en presencia de etanol 2% indicando que el envejecimiento no modifica
significativamente la actividad de las vias de la PC-PLC y de la PLD, con respecto a lo

observado en animales adultos en nuestro modelo experimental (Figura 23).

[. 4. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS Km Y Viuix DE LA
PC-PLC.

Para determinar los parametros cinéticos Ky Yy Vmax (constante aparente de
Michaelis-Menten y velocidad maxima) de la PC-PLC se midié la hidrdlisis de PC en
presencia de etanol 2% y concentraciones crecientes del sustrato exégeno DPPC (50, 75,
125, 200, 300, 500, 700 y 900 pM).

La generacion de DAG se incrementd en forma lineal hasta una concentracion de
200 uM de DPPC, a concentraciones superiores la actividad de la PC-PLC mostré un
comportamiento de saturacién (Figura 24A).

Para calcular los parametros Ky Yy Vmax Se realizd el grafico de Lineweaver-Burk, y
se pudo determinar que bajo nuestras condiciones experimentales la Ky de la PC-PLC es

de 350 uM y su Vs de 3.7 nmol DAG x (mg proteina x h)™ (Figura 24B).
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Figura 24. Determinacion de la Ky y de la V,,sx de la PC-PLC. (A) Los Syn se resuspendieron en buffer
Tris 0,1 M (pH 7,2-7,4) y la reaccidn enzimatica se llevd a cabo a 37°C por 20 min, en presencia de etanol
2%, Triton X-100 0,1%, 150.000 dpm de [**C]-DPPC y concentraciones crecientes de DPPC. Los resultados
se expresan como dpm DAG x (mg proteina x h)™. (B) Grafico de Lineweaver-Burk realizado a partir de los
datos obtenidos en la Figura 24A.
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.5, DETECCION DE LA PC-PLC POR WB EN LAS TERMINALES
SINAPTICAS DE RATAS ADULTAS Y SENILES.

Con el fin de determinar inmunoldégicamente la presencia de la PC-PLC en las
terminales sinapticas se utilizd un anticuerpo primario (Ac) anti-PC-PLC (suero policlonal
de conejo dirigido contra la PC-PLC de Bacillus cereus). En 1986 Clark y colaboradores
demostraron que los anticuerpos dirigidos contra la enzima de B. cereus también
reaccionaba especificamente con una proteina con actividad PC-PLC de células de

mamifero (Clark y col., 1986).

WB: anti PC-PLC
c+ Adulto Seniles

= . =

Figura 25. Deteccion de la PC-PLC sinaptosomal por WB. Las proteinas sinaptosomales (60 pg) se
resolvieron por SDS-PAGE en un gel al 10% y se transfirieron a una membrana de PVDF. La membrana
una vez bloqueada se incubé con un suero policlonal de conejo anti-PC-PLC de B. cereus (dilucién 1: 100,
18 h a 4°C). Luego se incub6 2 h a T ambiente con el Ac secundario acoplado a la peroxidasa (dilucién 1:
1.000). En la calle 1 se sembré como control positivo PC-PLC de C. perfringens, en la calle 2 los Syn de

ratas adultas y en la calle 3 los Syn de animales seniles.

Luego de incubar con el Ac secundario se evidenciaron las inmunoreacciones y se
observaron dos bandas muy proximas correspondientes a un peso molecular cercano a
66 kDa, tanto en los sinaptosomas de ratas adultas como en los sinaptosomas de ratas
seniles (Figura 25). Como control positivo del Ac primario se sembrdé la proteina PC-PLC
de Clostridium perfringens dado que el dominio N-terminal de esta proteina presenta

similitud estructural con la proteina de B. cereus (Naylor y col., 1998).
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L&, LOCAUZACION DE LA ACTIVIDA DE LA PC-PLLC EN LA MEMBRANA

PLASMATICA SINAPTOSOMAL.

Con el objetivo de determinar la localizacién de la PC-PLC en las fracciones
constituyentes de los Syn los mismos fueron lisados y sometidos a un proceso de
centrifugacion diferencial para obtener la fraccion de la membrana plasmatica
sinaptosomal (SPM) vy la fraccién soluble (Sol), tal como se describidé en el punto 3.1. de
la seccién Materiales y Métodos.

La pureza de la fraccion de la membrana sinaptosomal se evalué midiendo la
actividad de la enzima 5’nucleotidasa, enzima marcadora de membrana plasmatica
(Depierre y Karnovsky, 1973; Schimmel y col., 1973). La actividad de esta enzima se

ensayo en el homogenado total (HT), en los Syn, y en las fracciones Sol y SPM.

Fraccion subcelular mg proteina/gr. CC S’Iﬁlcctli:(i)?i?i(;sa Act./Act. en HT
HT 145,8 352+56 1
Syn 12,02 684 + 96 1,94
SPM 2,56 1.500+2,4 4,26
Sol 8,7 40+ 16 0,11

Tabla 1. Distribucion de las proteinas y de la actividad de la 5'nucleotidasa en las distintas
fracciones subcelulares. Las fracciones subcelulares HT, Syn, SPM y Sol fueron obtenidas tal como se
describié en Materiales y Métodos. En cada una de las fracciones se evalud la actividad de la 5’'nucleotidasa
y el contenido de proteinas como se describié en la seccién de Materiales y Métodos. La actividad de la

5’'nucleotidasa se expresa en nmol Pi x (mg proteina x h)™.

El enriquecimiento en membrana plasmatica de las fracciones subcelulares se
evalué comparando los valores de la actividad de la enzima 5’nucleotidasa con respecto
a los hallados en el HT. La Tabla 1 muestra que esta actividad enzimatica fue 0,94 veces
mayor en los Syn y 3,26 veces mayor en la fraccion SPM con respecto al HT. Por el
contrario la actividad en la fraccion soluble fue mucho menor con respecto a la detectada

en el HT.
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Para determinar la localizacion de la PC-PLC se evalud la generacion de DAG a
partir de la PC en las fracciones sinaptosomal, SPM y Sol obtenidos a partir de la CC de

ratas adultas (Figura 26).
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Figura 26. Generacion de DAG en las distintas fracciones subcelulares. Se evalud la formacién de
DAG a partir de la PC en los Syn de ratas adultas y en las fracciones SPM y Sol. Alicuotas de las distintas
fracciones fueron incubadas por 20 min a 37°C en las condiciones descriptas en la Figura 16. Los
resultados se expresan como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)™ y se compararon con los obtenidos en
los Syn. *** p<0,001.

En la fraccion SPM la generacion de DAG fue un 73% mayor respecto a los niveles
encontrados en los sinaptosomas enteros, mientras que en la fraccion soluble la
generacion de DAG fue practicamente indetectable.

Para evaluar el aporte de la via de la PLD a la generacién de DAG en la fraccion
de membrana, el ensayo enzimatico se llevd a cabo en presencia de etanol 2%.
Asimismo, dado que la DAG lipasa (DAGL) es una enzima muy activa la cual también se
localiza en la membrana plasmatica, se decidié evaluar el efecto de la inhibicién de esta
via de degradacion del DAG en la fraccion SPM para lo cual se utilizé un inhibidor

especifico de dicha enzima (RHC80267 30 uM).
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Figura 27. (A) Efecto del etanol y de la inhibicion de la DAGL en la generacion de DAG en la
fraccion de membrana sinaptosomal. Alicuotas de la fraccion SPM (150 pg de proteina) la generacion
de DAG se evalud por 20 min a 37°C en las condiciones descriptas en la Figura 16 (condiciéon control) y en
presencia de etanol 2%, DMSO 0,01% y RHC80267 30 uM. (B) Actividad de la PC-PLC en los Syn y en
la fraccion SPM. La actividad de la PC-PLC se evalud en los Syn y en la fraccién SPM en las condiciones
descriptas en la Figura 16 y en presencia de etanol 2%. Los resultados se expresan como dpm DAG x (mg

proteina x 20 min)! y se compararon con la condicidn control. *p< 0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

Cuando la formacién de PA por la PLD fue desviada hacia la formacién de PEth la
generacion de DAG en la fraccidn SPM se inhibié en un 35%, este resultado demuestra
gue en la fraccion de membrana el 65% del DAG generado provino de la actividad PC-
PLC vy el 35% restante de la via de la PLD (Figura 27A). En presencia del RHC80267 la
formacion de DAG se incrementd soélo en un 16% con respecto a la situacidon control
(Figura 27A). Simultdneamente se realizd un control con DMSO al 0,01% (concentracion
en la cual se vehiculizé el RHC80267), esta concentracion de DMSO no modificd los
niveles de DAG generados en la fraccion SPM.

La actividad especifica de la PC-PLC (medida en presencia de etanol al 2%) fue un
80% mavyor en la fraccidon SPM con respecto a la actividad en los sinaptosomas (Figura

27B).
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. # LOCAUZACION DE LA ACTIVIDAD DE LA PC-PLC EN DOMINIOS DE
MEMBRANA RESISTENTES A DETERGENTES (PRMs) TIPO “RAFTS”.

Los dominios de membrana tipo “rafts” o balsas consisten en dominios pequefos
(10-200 nm) enriquecidos en colesterol y esfingolipidos, los cuales son capaces de
actuar como plataformas para procesos celulares como la adhesion, la endocitosis y la
sefalizacién celular. Tanto los lipidos como las proteinas contribuyen a la generacion de
estos microdominios, por lo cual se ha adoptado el término “dominios de membrana” en
lugar de “dominios lipidicos” (Simons y Toomre, 2000; van y Lisman, 2002; Helms y
Zurzolo, 2004; Pike, 2006). El aislamiento de estos microdominios se basa en su
propiedad quimica de ser resistente al tratamiento con Triton X-100 en frio (Brown y
Rose, 1992). Los lipidos y las proteinas asociados a estas membranas resistentes a
detergentes (DRMs) se presume han estado asociadas a los “rafts” en la células intactas
(London y Brown, 2000). Este método de aislamiento, a pesar de sus limitaciones, ha
sido ampliamente utilizado para el estudio de estos microdominios.

Las DRMs se obtuvieron, como se describié en el punto 4 de Materiales y
Métodos, por el método de extraccidon con Triton X-100 en frio seguido de una
centrifugacién en gradiente de densidad, a partir de los pellets sinaptosomales
provenientes de la corteza cerebral de ratas adultas y seniles. Se obtuvo una fraccidon
liviana de membrana resistente al detergente, como una banda visible, la cual

permanecio flotando en la interfase de las soluciones de sacarosa de 5 y 30%.

(. 7 1. Carncterizacléwn Lipldica de las DRMs de syw de ratas adultas Y seniles.
" Composiclin fosfolipldica y contenido de SM.

En primer lugar se determind la composicién fosfolipidica de las DRMs y de los
Syn provenientes tanto de ratas adultas como seniles. Para ello se extrajeron y se
resolvieron los lipidos polares como se detallé en los puntos 7.1 y 7.2.2. de Materiales y

Métodos. En la siguiente Figura se muestra la resolucién de los lipidos de los Syn (Figura
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28A) y de las DRMs (Figura 28B) utilizando la estrategia experimental detallada en
Materiales y Métodos, que permite resolver los fosfolipidos y los lipidos neutros en la
misma placa.

Observamos que en la fraccion DRM se distingue una mancha que migra con un
Rf similar al estdndar de ceramida (indicada con una flecha), esta mancha no se observa
en los Syn. También puede apreciarse a simple vista que la mancha correspondiente a

SM es mayor en la fraccion DRM.

| StCol e (B) DRMs

PC PE HE PE
- -
" PI
» s » rs

AN AN

Figura 28. Resolucion de lipidos neutros y polares en los sinaptosomas y en la fraccion

resistente a detergentes. Los fosfolipidos y los lipidos neutros de la fraccidon sinaptosomal (A) y de las
DRMs (B) se resolvieron como se detalla en la seccién Materiales y Métodos y se visualizaron por

exposicion a vapores de I,.

Seguidamente se cuantific6 el contenido de fdésforo en las manchas

correspondientes a PC, PE, PS, SM, PI, PPI, PA y CL.
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Figura 29. Composicion fosfolipidica de los Syn y las DRMs de animales adultos y seniles. Luego
de la extraccion lipidica los lipidos polares de las fracciones Syn y DRM (15 ug de Pi total) fueron aislados
por TLC tal como se describié en Materiales y Métodos y se cuantificé el Pi correspondiente a cada
fosfolipido. Los resultados se expresan como % de fosfolipidos totales. (A) Comparacion de la composicion
fosfolipidica de los Syn y las DRMs de ratas adultas. (B) Comparacidon de la composicion fosfolipidica de los

Syn y las DRMs de ratas seniles.
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Las Figuras 29 A y B muestran que las DRMs se encontraron enriquecidas en PC y
SM con respecto a los sinaptosomas mientras que el contenido de PE y PS disminuyd.
Esto se observd tanto en las membranas provenientes de ratas adultas (Figura 29A)
como de ratas seniles (Figura 29B). La PC represent6 un 43% de los fosfolipidos totales
en los Syn mientras que en las DRMs correspondié a un 56%. Asimismo, el contenido de
SM aumentd con respecto a los Syn 1,45 veces en las DRMs de animales adultos y 0,6
veces en las DRMs de ratas seniles. Por el contrario, el contenido de PE representd un
40% en los Syn y un 28% en las DRMs y la PS un 10% en los Syn y un 7% en la
fraccion de membrana resistente a detergente. El contenido de CL también disminuyd en
la fraccion DRM, lo cual resulta logico dado que este lipido es marcador mitocondrial.
Cabe senalar que la sensibilidad del método utilizado no permitiéd cuantificar (por la
cantidad de fésforo total sembrada en la TLC) los fosfolipidos minoritarios, como el PA y
los PPI.

Se compard también el efecto del envejecimiento en la composicion fosfolipidica
de los sinaptosomas (Figura 30A) y de las DRMs (Figura 30B). Observamos que el
porcentaje de los distintos fosfolipidos no varié significativamente con el envejecimiento,
tanto en los Syn como en las DRMs. La Unica excepcidon la constituye la SM, cuyo
porcentaje se incrementd en ambas fracciones obtenidas de los animales seniles. El
contenido de SM aumentd 1,2 veces en los Syn de ratas seniles con respecto a los Syn
de ratas adultas (Figura 30A) y 0,45 veces en las DRMs de animales seniles respecto a la
misma fraccion obtenida de animales adultos (Figura 30B).

La relacion umoles de fosfolipidos (PLs) por mg de proteina fue 2,85 veces mayor
en las DRMs de animales adultos con respecto a los Syn, y 3,47 veces mayor en las
membranas de ratas seniles (Figura 31 A y B). El aumento en dicha relacién en la
fraccion DRM indica que estas membranas presentan un alto enriquecimiento en

fosfolipidos, dato caracteristico de este tipo de estructuras.
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Figura 30. Efecto del envejecimiento en la composicion fosfolipidica de los sinaptosomas y las
DRMs. La determinacion de la composicion fosfolipidica se realizé como se describié en la Figura 29. Los
resultados se expresan como % de fosfolipidos totales. (A) Comparacion de la composicion fosfolipidica de
los Syn de ratas adultas y seniles. (B) Comparacion de la composicidn fosfolipidica de las DRMs de ratas

adultas y seniles.
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4= i Figura 31. Relacion entre el
g - DR contenido de fosfolipidos y de
% proteinas de las fracciones Syn y
'n-_ 34 DRMs. En las fracciones sinaptosomales
g’ y DRMs de animales adultos y seniles se
E 2 determiné el contenido de foésforo
o fosfolipidico y de proteinas como se
E detalla en Materiales y Métodos. Los
E 1 resultados se expresan como pmoles
= PLs/mg de proteinas.

0

Adultos Seniles

= Contenldo de Colesterol.

El contenido de colesterol en las DRMs y en los Syn (provenientes de animales
adultos y seniles) se determind por un método enzimatico detallado en el punto 7.3 de la

seccién Materiales y Métodos (Figura 32).

151 @8 Syn A 159 @@ Adultos B
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Figura 32. Determinacion de colesterol en Syn y en DRMs. Se determind el contenido de Col en
alicuotas de extractos lipidicos (5 pg Pi) de Syn y de DRMs por el método enzimatico detallado en
Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como pg Col/pg Pi. (A) Comparacion del contenido de Col

entre Syn y DRMs. **p< 0,01; ***p<0,001. (B) Comparacién del contenido de Col entre animales adultos
y seniles.
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La fraccién resistente a detergente se encontré enriquecida en un 40% en
colesterol con respecto a los sinaptosomas, tanto en animales adultos como en seniles
(Figura 32A). El contenido de colesterol en los Syn y en las DRMs fue el mismo en
membranas provenientes de animales adultos y seniles (Figura 32B). Estos resultados
demuestran que el envejecimiento no ejerce ningun efecto en el contenido de este

esterol, tanto en los Syn como en las DRMs.

" Contenloo de gMd.

Los ganglidésidos son glicoesfingolipidos que contienen &cido sidlico en su
estructura. La detecciéon del gangliosido GM1 como marcador de “rafts” ha sido
ampliamente utilizado (Simons y Toomre, 2000; Molander-Melin y col., 2005; Janich y
Corbeil, 2007; Hofman y col., 2008; Ariga y col., 2008). Para evaluar el contenido de
GM1 en los Syn y en las DRMs se realizd6 un Slot blot utilizando la subunidad B de la
toxina colérica conjugada a la peroxidada (CTB-HRP), ya que esta subunidad de la toxina

reconoce con gran afinidad al gangliésido GM1 (Figura 33).

Seniles Adultos

DRMs Syn DRMs Syn

GM1

Figura 33. Determinacion de GM1 en Syn y DRMs. Alicuotas de Syn y DRMs de animales adultos y
seniles (correspondientes a 3 pg de proteina) se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La
membrana se incubé con CTB-HRP (dilucién 1: 30.000) por 1 h a T ambiente como se describe en
Materiales y Métodos.

Se observd que en las DRMs y en los Syn el contenido de GM1 es muy similar,
tanto en las membranas provenientes de animales adultos como de animales

envejecidos (Figura 33).

&



CAPITULOD | RESULTADOS

(. 7. 2. Caracterizaclbn protelea de las PRMs.

En primer lugar y con el objetivo de observar el perfil proteico de los
sinaptosomas y de las DRMs se realizé6 un SDS-PAGE seguido de una tincién del gel con

una solucion del colorante Coomassie Brilliant Blue.

Seniles Adultos

DRMs  Syn DRMs  Syn

| L ! -
210 kDa __
160 kDa —
140 kDa =—
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60 kDa —
A0 kDa — .
e
'
. -
20kDa ___
—
e a—

Figura 34. Determinacién del perfil proteico de los Syn y las DRMs. Las proteinas de los Syn y las
DRMs de animales adultos y seniles (25 ug) se resolvieron por SDS-PAGE al 10%. Las bandas proteicas se

visualizaron por la tincion del gel con una solucién de Coomassie Brilliant Blue.

En la tincidon del gel se observd que los Syn y las DRMs presentan un perfil
diferencial de bandas (Figura 34). En las fracciones DRM de animales adultos y seniles se
observd un enriquecimiento con respecto a los Syn en bandas de aproximadamente 85,
50, 55 kDa y dos bandas muy proximas cercanas a 30 kDa. Por el contrario, se observd
la ausencia en las DRMs de una banda de 95-100 kDa y una de 35 kDa presentes en los

Syn.
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Dentro de los microdominios de membrana se pueden distinguir diferentes
subtipos en base a su composicion de lipidos y proteinas. Las caveolas son un subtipo de
microdominio de 50 a 80 nm de diametro, las cuales también estan enriquecidas en SM
y colesterol y forman invaginaciones que median procesos de endocitosis dependientes
de rafts y de diferentes vias de sefalizacién. La caveolina-1 es una proteina palmitoilada
de 22 kDa que constituye el principal componente de las caveolas y su expresion es
esencial para la formacion de las vesiculas (Pelkmans y Helenius, 2002; Cohen y col.,
2004; Michel y Bakovic, 2007; Lajoie y Nabi, 2007).

Para caracterizar el perfil proteico de las DRMs se realizaron ensayos de Western
blot y se investigd la presencia de caveolina en la fraccidn DRM obtenida de
sinaptosomas de ratas adultas y seniles. También se evalud la presencia de c-Src en las
DRMs y en los Syn de ratas adultas y seniles, dado que esta proteina tirosina quinasa se
localiza en los microdominios tipo rafts (Lee y col., 2002; Van y Leo, 2002; Resh, 2008;
de Diesbach y col., 2008). Ademas se investigd la presencia de la isoforma PLD1 tanto

en las DRMs como en los sinaptosomas de ratas adultas y seniles.

Seniles Adultos
DRMs Syn DRMs Syn
(A) Caveolina i,
B) c-Src .
(B) & n p

Figura 35. Deteccion de caveolina y c-Src por Western blot. Las proteinas de los Syn y las DRMs de
animales adultos y seniles (25 pg) se resolvieron por SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a una membrana
de PVDF. (A) Deteccion de caveolina: Ac primario (policlonal de conejo, dilucion 1: 1.000) 2 h a T
ambiente, Ac secundario (1: 5.000) 2 h a T ambiente. (B) Deteccion de c-Src: Ac primario (monoclonal,
dilucién 1: 1.000) 18 h a 4°C, Ac secundario (1: 2.000) 2 h a T ambiente.

Observamos que las DRMs, provenientes tanto de animales adultos como de

seniles, es encuentran enriquecidas en caveolina con respecto a la fracciéon sinaptosomal
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(Figura 35A). Asimismo, las DRMs de animales adultos y seniles se vieron enriquecidas
en la proteina c-Src respecto a los Syn (Figura 35B).

Para investigar la presencia de las vias de senalizacion dependientes de la PC en
las DRMs se determind la presencia de la isoforma PLD1 y de la PC-PLC en dicha
fraccién. La presencia de la isoforma PLD1 se estudid en los Syn y en las DRMS de ratas
adultas y seniles mediante un ensayo de Western blot, mientras que para estudiar la

localizacidon de la PC-PLC se realizdé un Slot blot en los Syn y las DRMs de ratas adultas.

Seniles Adultos
DRMs Syn DRMs Syn
SRR — —

(B) PC-PLC

Figura 36. (A) Deteccion de la PLD1 por WB. Las proteinas de los Syn y las DRMs de animales adultos
y seniles (25 pg) se resolvieron por SDS-PAGE al 10% vy se transfirieron a una membrana de PVDF.
Seguidamente se incubd con el Ac primario (policlonal de conejo, diluciéon 1: 300) 18 h a 4°C, y con el Ac
secundario (1: 2.000) 2 h a T ambiente. (B) Deteccion de la PC-PLC por Slot blot. Alicuotas de Syn y
DRMs de animales adultos (correspondientes a 3 ug de proteina) se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa como se describe en Materiales y Métodos. La membrana se incubd con el Ac primario
(policlonal de conejo, 1: 100) por 18 h a 4°C vy el Ac secundario (1: 1.000) por 2 h a T ambiente.

La PLD1 se encontrd enriquecida en la fraccién DRM de animales adultos y seniles
con respecto a los Syn (Figura 36A) mientras que la PC-PLC se encontré tanto en los Syn

como en las DRMs de animales adultos (Figura 36B).

[ 7. 3. Generacion de DAG a partiv de la PC en la fracclén DRM.

Una vez realizada la caracterizacion lipidica y proteica de la fraccion DRM se
evalud la generacion de DAG a partir de PC en dicha fraccion. La generacion de DAG se
midié en DRMs provenientes de animales adultos y seniles, en presencia y ausencia de

etanol. Los resultados se compararon con la generacion de DAG en los Syn.
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Figura 37. Generacion de DAG a partir de PC en la fraccion DRM. (A) Los Syn y las DRMs se
resuspendieron en buffer TBM y se evalud la generacion de DAG en la condicidon control y en presencia de
etanol 2%. La reaccién enzimatica se llevé a cabo por 20 min a 37°C en presencia de 120.000 dpm [**C]-
DPPC, DPPC 0,125 mM y una concentracién final de Triton X-100 de 0,1%. (B) Actividad de la PC-PLC
medida en presencia de etanol 2%. Los resultados se expresan como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)™.
**p<0,01; ***p<0,001.

Los niveles de DAG generados en las DRMs bajo la condicién control fueron
iguales a los generados en los sinaptosomas. Sin embargo, en las membranas
resistentes a detergentes de animales adultos y seniles, la presencia de etanol 2% no
disminuyd la formacién de DAG (Figura 37A). Estos resultados indican que en la fraccion
DRM, bajo nuestras condiciones experimentales, la reaccion de transfosfatidilacion
catalizada por la PLD no es llevada a cabo. Por su parte, la actividad especifica de la PC-
PLC (medida en presencia de etanol) se incrementé aproximadamente en un 60% en las
DRMs de las ratas adultas y seniles, con respecto a la actividad en los sinaptosomas
(Figura 37B).

Ademas, los niveles de DAG generados en la fraccion DRM de animales adultos y
seniles fueron iguales, indicando que en animales seniles tampoco afectd la formacion de

DAG a partir de PC en estos microdominios de la membrana.
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[.2. PREMARCACION DE LOS FOSFOLPIDOS Y Los LIPIDOS NEUTROS DE
LOS 551/\,.

Para evaluar la sintesis de novo de glicerofosfolipidos en los sinaptosomas de
ratas adultas, éstos fueron resuspendidos en medio HBM e incubados con [3*H]-glicerol.
Luego se cuantificé la radioactividad incorporada en los distintos fosfolipidos (Figura
38A) y también en los lipidos neutros (Figura 38B).

Entre los fosfolipidos, la mayor incorporacién de [*H]-glicerol se observé en el PA,
lo cual era esperado dado que el PA es el precursor clave para la sintesis de lipidos y
fosfolipidos. Al PA le siguieron en la incorporacién de [®H]-glicerol el PI, la PE y la PC,
mientras que la incorporacién en PS, PPI y CL fue practicamente indetectable (Figura
38A). Entre los lipidos neutros la mayor incorporacién se observé en el DAG seguido del
TAG y en menor medida en el MAG (Figura 38B).

Los sinaptosomas también fueron premarcados con [*H]-AA (Figura 39). La
incorporacion de acido araquiddnico en los lipidos evidencia la actividad de enzimas
involucradas en la acilacion y transacilaciéon de lipidos, esta incorporacion fue mucho
mavyor en los lipidos neutros con respecto a la premarcacion de los glicerofosfolipidos. En
cuanto a los fosfolipidos, la mayor premarcacion se observd en la PC, seguida de la PE,
la CL, el PI y el PA mientras que la incorporacién en PS y PPI fue menor e indetectable
en la SM (Figura 39A). Con respecto a los lipidos neutros la mayor incorporacién de [°H]-
AA se observo en el DAG, seguido del MAG y en menor medida en el TAG (Figura 39B).

Si bien la eficiencia de la incorporaciéon es muy baja (1,15% para el [°H]-glicerol y
0,2% para el [3H]-AA) estos resultados demuestran que los sinaptosomas son
metabodlicamente activos en la sintesis de lipidos neutros y glicerofosfolipidos. Sin
embargo, la baja eficiencia en la incorporaciéon sumada a la alta premarcacién del DAG
con respecto a la PC, hicieron que no fuera posible utilizar los sinaptosomas premarcados

para evaluar la hidrdlisis de la fosfatidilcolina.
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Figura 38. Premarcacién de los sinaptosomas con [*H]-glicerol. Los Syn de CC de ratas adultas se
resuspendieron (4,5 mg de proteinas) en medio HBM y se incubaron con 30 pCi de [*H]-glicerol por 1 h a
37°C. Se realizd la extraccion lipidica, se resolvieron los lipidos neutros y los polares correspondientes a
0,8 mg de proteinas y se cuantificd la radioactividad incorporadas en cada uno de ellos como se describid
en Materiales y Métodos. (A) Premarcacién de glicerofosfolipidos. (B) Premarcacion de lipidos neutros. Los

resultados se expresan como dpm de [*H]-glicerol incorporadas.
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Figura 39. Premarcacion de los sinaptosomas con [*H]-AA. Los Syn de CC de ratas adultas se
resuspendieron (4,5 mg de proteinas) en medio HBM y se incubaron con 10 pCi de [®H]-AA por 1 h a 37°C.
Se realizd la extraccion lipidica, se resolvieron los lipidos neutros y los polares correspondientes a 0,8 mg
de proteinas y se cuantificd la radioactividad incorporadas en cada uno de ellos como se describidé en
Materiales y Métodos. (A) Premarcacion de glicerofosfolipidos. (B) Premarcacién de lipidos neutros. Los

resultados se expresan como dpm de [*H]-AA incorporadas.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL CAPITULO |

El DAG como segundo mensajero fue descubierto a partir de su papel en la
activacion de la PKC (Nishizuka, 1986; Nishizuka, 1988). Entre las vias enzimaticas
capaces de generar este segundo mensajero se encuentran aquellas que lo generan a
partir de la hidrélisis de la PC, como la via de la PLD y la via de la PC-PLC, siendo esta
ultima uno de los mecanismos de sefializacién menos caracterizados en las células de
mamiferos.

Por su parte, se reportd que la expresién de las PLDs en el cerebro estd
ontogenéticamente regulada y, en la rata, el rapido aumento de la actividad de la PLD en
el periodo post natal es paralelo a la sinaptogénesis y a la mielinogénesis (Klein, 2005).
También se demostré que la estimulacidon de los receptores adrenérgicos induce la
activacion de la PLD en cultivos primarios de células astrogliales (Gonzalez y col., 1996;
Kotter y Klein, 1999). Otros estudios reportaron la activacion de la PLD por factores de
crecimiento en células gliales y en células PC12 derivadas de feocromocitoma de rata
(Zhang y col., 2004; Watanabe y col., 2004). Ademas, también en células PC12, la PLD
es capaz de ejercer efectos antiapoptéticas a través de la inhibicién de la
esfingomielinasa (Nozawa, 2002).

Sin duda, el rol de la PC-PLC en mamiferos ha sido mayoritariamente estudiado
en células del sistema inmune, tales como células B provenientes de linfomas murinos en
donde se demostré que la actividad de la PC-PLC es necesaria para la activacion del
transductor de sefial y activador de transcripcion 6 (STAT6) frente a la estimulacién con
la interleuquina 4 (IL-4) (Zamorano y col., 2003). En monocitos la activacion del
receptor de la IL-4 origina un aumento en los niveles de DAG y de fosfocolina, producto
de la actividad de la PC-PLC (Ho y col., 1994). También en células “natural killers” (NK),
activadas por la IL-2, Ramoni y colaboradores demostraron la colocalizacion de la PC-
PLC con los granulos de perforinas y su rol fundamental en la citotoxicidad mediada por

estas células (Ramoni y col., 2001; Spadaro y col., 2006; Cecchetti y col., 2007).
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Nuevos roles de la PC-PLC han sido descriptos recientemente en macréfagos, por
ejemplo la participacion de esta enzima en la secrecién de la citoquina CCL2 en
respuesta a la proteina gp120 del virus HIV-1, mientras que en macréfagos alveolares la
PC-PLC regula la produccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y de la IL-1B en la
respuesta inflamatoria inducida por la silica (Liu y col., 2007; Fantuzzi y col., 2008).

A pesar de estos antecedentes reportados en las células del sistema inmune, muy
pocos son los estudios que se han realizado para dilucidar el rol de la PC-PLC en los
procesos de transduccién de sefales en el sistema nervioso. Es por ello que el objetivo
de la primera parte de esta tesis fue demostrar la presencia de la PC-PLC en las
terminales sinapticas de la corteza cerebral de rata, asi como también realizar la
caracterizacion de esta actividad enzimatica utilizando como sustrato [**C]-DPPC.

Los primeros experimentos realizados fueron disefiados con el fin de encontrar las
condiciones dptimas de ensayo para medir la generacion de [**C]-DAG a partir de [**C]-
DPPC. En primer lugar se evalud el efecto de dos agentes tensioactivos en la generacion
de DAG. La utilizacién de detergentes en la medicion de la actividad de fosfolipasas
favorece la accesibilidad al sustrato y aumenta la disponibilidad de sitios activos de las
enzimas, haciendo posible la medicién de estas actividades enzimaticas.

Se emplearon distintas concentraciones de dos detergentes con distintas
propiedades: se utilizd el Triton X-100 (detergente no idénico, no desnaturalizante, que
no altera las uniones proteina-proteina) y el DOC (detergente anidnico). Todas las
concentraciones del Triton X-100 ensayadas fueron superiores a la concentracion micelar
critica (CMC) de dicho detergente mientras que las concentraciones del DOC fueron
inferiores a la CMC del mismo, dado que al pH de trabajo a concentraciones superiores al
0,1% se observaba la gelificacion del DOC.

Ambos detergentes estimularon la generacion de DAG con respecto a la condicidon
control (sin detergente). La maxima formacion de DAG se obtuvo con Triton X-100
0,1%, en esta condicién (10 veces superior a la CMC) la formacién de este lipido neutro
se increment6 en un 330% respecto a la condicion control. El aumento en la generacidn

del DAG en presencia de los detergentes podria deberse a una mayor exposicion de las
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enzimas o0 a una mayor solubilizacién del sustrato, favoreciendo la accesibilidad de las
enzimas al mismo. No podemos descartar una posible accidon directa del detergente
sobre las enzimas. Asimismo, la activacion producida por los agentes tensioactivos
podria estar reflejando el caracter de proteina intrinseca de membrana de la o las
enzimas responsables de la generacién del DAG.

Nuestros hallazgos concuerdan con lo reportado por otros autores: Randell y
colaboradores en 1992 realizaron la caracterizacion de la PC-PLC en las plaquetas de
rata, ellos demostraron la estimulacién en la produccién de fosfocolina por agentes
tensioactivos. Sin embargo, en las plaquetas de rata, la mayor produccion de fosfocolina
se obtuvo con DOC en una concentracion del 0,01% (Randell y col., 1992). Por su parte,
Albi y colaboradores utilizaron el Triton X-100 al 0,1% para medir la actividad de la PC-
PLC en células de melanoma murino BL6 (Albi y col., 2005).

Con respecto a la actividad de la PLD, Kanoh y colaboradores demostraron que en
el cerebro de la rata la actividad de esta enzima no era detectable en ausencia de
detergentes, mientras que el Triton X-100 incrementaba marcadamente su actividad. La
maxima actividad enzimatica en estos experimentos se obtuvo con Triton X-100 entre el
0,1 y el 0,2% mientras que otros detergentes ensayados (como el DOC, el CHAPS vy el
Lubrol-PX) sélo estimularon levemente la actividad de la PLD (Kanoh y col., 1991). De la
misma manera, la deteccion de actividad de la PLD en cultivos de neuronas de la corteza
frontal de rata solo fue posible en presencia de Triton X-100. También en este caso la
concentracion de Triton con la cual se consiguié la maxima actividad de la PLD fue del
0,1%, mientras que concentraciones mayores del mismo agente tensioactivo la
disminuyeron (Nishida y col., 1992).

En segundo lugar se evalud el efecto de los iones Ca?* y Mg?* sobre la generacién
del DAG a partir de la PC. Cuando se incluyd un quelante de Ca** y Mg?** (EDTA 5 mM)
en la reaccién enzimatica los niveles de DAG fueron iguales a los generados en la
condicién control (en la cual estdn presentes niveles enddégenos de Ca’* y Mg?*). Sin
embargo, el agregado de concentraciones exdgenas de ambos cationes inhibid

fuertemente la formacidon de DAG. Al agregar Ca’* (2 mM) la formacién de DAG

97



CAPITULO DISCUSION

disminuyd un 73% mientras que ante el agregado de Mg?* (1mM) la disminucién en la
generacion de este lipido fue de un 50%. El mismo % de inhibicién (50%) se obtuvo al
agregar Mg?* 1mM mas ATP 250 uM. En esta Ultima condicién ensayada (Mg?* 1mM mas
ATP 250 uM) se favorece la actividad de proteinas quinasas, por lo cual la generacién del
DAG no pareceria estar regulada por la actividad de estas proteinas.

Estos resultados concuerdan con dos trabajos previos realizados en el cerebro y
en las neuronas corticales de rata. En dichos trabajos los autores demostraron que la
actividad de la PLD, medida en presencia de Triton X-100, era inhibida por el Ca’* y el
Mg?* en forma dependiente de la dosis (Kanoh y col., 1991; Nishida y col., 1992).

Por el contrario, nuestros resultados difieren de los obtenidos por Randell en las
plaguetas de rata, donde se observd que la generacidén de fosfocolina a partir de PC se
producia activamente en un amplio rango de concentraciones de Ca®* (entre 25 nM a 25
mM) y era inhibida fuertemente por el agregado de EDTA (Randell y col., 1992). Mas
recientemente se reporté que en macréfagos la activacién de la PC-PLC inducida por la
silica es dependiente del Ca®*, ya que los niveles de fosfocolina generados disminuyen
cuando las células son tratadas con el quelante del calcio intracelular BAPTA (Liu y col.,
2007). Estas diferencias en cuanto al requerimiento de Ca?* podrian estar indicando la
existencia de distintas isoformas de la PC-PLC en mamiferos, las cuales serian reguladas
de forma diferente por este cation divalente.

Si bien no se realizaron curvas de pH para determinar el pH éptimo en nuestro
sistema experimental, la caracterizacion de la PC-PLC en plaquetas de rata y en plasma
seminal de toro reveldé en ambos casos un pH optimo de la enzima de 7,2 (Sheikhnejad y
Srivastava, 1986; Randell y col., 1992).

Tal como se menciond previamente, tres vias enzimaticas son capaces de
hidrolizar la PC para generar DAG. Este segundo mensajero lipidico puede ser generado
por la via de la PLD, por la accion de la PC-PLC y también por la actividad de la SMS.
Debido a los multiples posibles origenes del DAG, fue necesario utilizar diversas
estrategias experimentales para discriminar el aporte de cada una de estas vias

enzimaticas.
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En primer lugar se utilizé etanol como marcador de la actividad de la PLD, en
presencia de este alcohol primario la PLD cataliza una reaccion de transfosfatidilacion
formando el fosfatidilalcohol PEth. En presencia de etanol 2% se evita la formacion de
DAG por la via de la PLD, dado que el PEth no puede ser hidrolizado por la PAP2
(Kobayashi y Kanfer, 1987; Nozawa, 2002; Salvador y col., 2005). La propiedad de
catalizar la reaccién de transfosfatidilacion, Unica de la PLD, hace del etanol (y de otros
alcoholes primarios) una herramienta sumamente confiable y especifica para discriminar
el origen del DAG producto de la hidrdlisis de PC.

Cuando se incluyd etanol en el ensayo enzimatico la generacion de DAG
disminuyd un 27% y un 42% luego de 5y 20 min de incubacidn respectivamente. Estos
resultados demuestran que en 5 min de reaccidon enzimatica el 73% del DAG generado
proviene de la via PC-PLC mientras que la via PLD/PAP2 genera el 27% restante. Luego
de 20 min de reaccién enzimatica la via de la PC-PLC genera el 58% del DAG total y la
via de la PLD/PAP2 el 42%. Estas diferencias en el porcentaje de aporte de las vias
enzimaticas en funcidon del tiempo de incubacién podrian estar indicando una posible
activacion de la via PC-PLC corriente arriba de la activacion de la via de la PLD/PAP2. La
activacion de la PLD mediada por la PC-PLC ha sido reportada previamente en células B
de linfoma murino luego de la activacion de Fas y en células tiroideas activadas con la
hormona tirotrofina (Han y col., 1999; Kim y col., 2002). En ambos sistemas se
demostrd que la activacién de la PLD era mediada por la translocacion de isoformas de la
PKC a la membrana, PKCB I y II en las células B y PKCa en las células tiroideas, y esta
translocacion era dependiente de la actividad de la PC-PLC.

Para corroborar la presencia de la actividad de la PLD en los sinaptosomas de rata
se midié también la generacién de PEth, el cual indica especifica e inequivocamente la
actividad de esta enzima. Cuando se sumaron los niveles de DAG y de PEth generados
en presencia de etanol, éstos fueron iguales a los niveles de DAG generados en la
condicion control, tanto a los 5 como a los 20 min de incubacién. Esta concordancia
demuestra que en presencia de etanol la formacion de PA por la PLD esta siendo

desviada de manera efectiva hacia la formacion de PEth.
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Con el fin de confirmar el aporte de la via de la PLD/PAP2, los sinaptosomas
fueron preincubados con DL-propranolol. Este antagonista B-adrenérgico, como droga
anfifilica catidnica, es capaz de inhibir la actividad de la PAP cuando se lo utiliza en altas
dosis independientemente de su actividad como antagonista adrenérgico (Billah vy
Anthes, 1990; Meier y col., 1998; Albert y col., 2005). La inhibiciéon en la generacién de
DAG producida por el propranolol coincidié con la disminucidn observada en presencia de
etanol, por lo tanto este resultado confirma el aporte porcentual de la via PLD/PAP2
calculado en base a los experimentos realizados en presencia de etanol.

Como tercera estrategia para discriminar entre las vias generadoras del DAG se
estudio el efecto del D609. Este compuesto es una sal de xantato que posee propiedades
antivirales y antitumorales, y ha sido aceptado y utilizado como inhibidor de la PC-PLC
en diversos sistemas tales como células de astrocitoma, macrofagos y “Natural Killers”
entre otros (Kobayashi y col., 2000; Cuschieri y col., 2006; Cecchetti y col., 2007; Liu y
col., 2007). En nuestro modelo experimental el D609 inhibié la generacion de DAG en
forma dependiente de la dosis. La maxima concentracion ensayada (500 pg/ml)
disminuyé la formacién de DAG en un 61% luego de 20 min de incubacién con el
sustrato radiomarcado. Este resultado indica que luego de 20 min de incubacion el 61%
del DAG es producto de la PC-PLC, lo cual coincide con el aporte porcentual de esta via
enzimatica calculado en base a los resultados con etanol.

Cabe sefialar que las concentraciones de D609, que resultaron efectivas para
inhibir la generacion de DAG en nuestro sistema experimental, fueron mayores a las
utilizadas en los sistemas celulares. En dichos modelos celulares la PC habia sido
previamente radiomarcada y de esta manera no se modificaba el pool enddgeno de este
fosfolipido (Kobayashi y col., 2000; Liu y col., 2007). Es muy probable que la diferencia
en la concentracion de D609 necesaria para inhibir la generacion de DAG en nuestro
sistema se deba a la presencia del Triton X-100 en el ensayo enzimatico. Ademas, el
agregado del sustrato exdgeno puede influir en la concentracion de D609 necesaria para
inhibir a la enzima, dado que este compuesto fue postulado como un inhibidor

competitivo de la PC-PLC (Amtmann, 1996). Por lo tanto, al agregar DPPC exdgena se
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requiere una mayor concentracion del inhibidor para desplazar al sustrato natural de la
enzima.

Se ha reportado que el D609 es capaz de inhibir también la actividad de la SMS
(Luberto y Hannun, 1998; Luberto y col., 2000; Riboni y col., 2001; Albi y col., 2005).
La generacion de DAG por la SMS es una reaccion cinéticamente mas lenta en
comparacién con las vias de la PC-PLC y de la PLD. Ademas, para medir la actividad de
la SMS es necesario aumentar los niveles de ceramida en la membrana (ya sea mediante
la utilizaciéon de C,-ceramida o por el tratamiento con esfingomielinasa). Si bien bajo
nuestras condiciones experimentales no parecia probable que la SMS estuviera
aportando significativamente a la formacion del DAG en los sinaptosomas, se decidio
corroborar esta hipdtesis ensayando la actividad de la SMS. Para ello se evalud la
formacion de SM utilizando [®H-colina]-DPPC como sustrato y, efectivamente, bajo
nuestras condiciones experimentales no observamos generacién de SM. Si bien se ha
reportado que ambas isoformas de SMS regulan los niveles de SM y ceramida, otros
autores demostraron que la inhibicion de estas enzimas por la técnica del RNA de
interferencia no produce cambios significativos en los niveles de DAG y PC (Li y col.,
2007; Villani y col., 2008).

Teniendo en cuenta nuestros resultados podemos concluir que en las terminales
sinapticas de la corteza cerebral de ratas adultas, la generacion de DAG a partir de la
hidrdlisis de la PC es catalizada por la accién de la PC-PLC y por la via de la PLD, siendo
el aporte de estas vias de un 73 y 27% luego de 5 min de incubacién y de un 60y 40 %
luego de 20 min de reaccion respectivamente. El mismo aporte porcentual de las vias se
observd luego de 20 min de incubacién cuando se evalué la hidrdlisis de la PC en los
sinaptosomas de la corteza cerebral de ratas seniles, utilizando al etanol como marcador
de la PLD.

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron un aumento en la
actividad de la PLD (medida como liberacién de colina tritiada) en los Syn de la corteza
cerebral de ratas seniles con respecto a la actividad en las terminales sinapticas de ratas

adultas. Sin embargo, este aumento en la liberacion de colina se observé en ausencia de
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detergentes y en presencia de oleato de sodio y de PIP,, mientras que en ausencia de
PIP, exdgeno no se observaron variaciones en la actividad de la PLD como resultado del
envejecimiento (Salvador y col., 2002). Ademas, la evaluacion de la actividad de la PLD
en presencia de PIP, se incrementd en presencia de GTPyS y del agregado de la fraccidon
citosdlica que contiene factores como ARF y otras proteinas G pequefias (Salvador y col.,
2002). Los resultados de este trabajo previo indicaban una mayor actividad de la PLD1 y
de la isoforma dependiente de oleato en los Syn de ratas seniles, mientras que bajo
nuestras condiciones experimentales es probable que la generacidon de PEth sea producto
principalmente de la actividad de la PLD2, dado que esta isoforma presenta una mayor
actividad basal y que se evalud la reaccién de transfosfatidilacion sin el agregado de
PIP,.

Los ensayos cinéticos en presencia de etanol permitieron determinar la constante
aparente de Michaelis-Menten (Ku) y la velocidad maxima (Vma) para la PC-PLC
sinaptosomal, parametros que fueron calculados a partir del grafico de Lineweaver-Burk.
Los valores de Ky y Vmax fueron de 350 pM y 3.7 nmol DAG x (mg proteina x h)™
respectivamente. El Unico reporte previo acerca de los parametros cinéticos de la PC-PLC
fue publicado por Sheikhnejad y Srivastava en 1986, en este trabajo los autores aislaron
y caracterizaron la PC-PLC del plasma seminal de toro. Sin embargo, a diferencia de
nuestros ensayos, estos autores utilizaron para determinar los parametros cinéticos la
enzima purificada y dioleoil-PC como sustrato y el Ky y la Vn:x determinados fueron de
100 pM y 18 pmoles x (mg de enzima x min)* (Sheikhnejad y Srivastava, 1986).

Aunque la estructura de la PC-PLC en células eucariotas no se conoce todavia,
Clark y colaboradores en 1986 demostraron que los anticuerpos dirigidos contra la
enzima de Bacillus cereus también reaccionaba especificamente con una proteina con
actividad PC-PLC presente en monocitos humanos. Mediante la utilizacion de este
anticuerpo para realizar una cromatografia de afinidad estos autores pudieron purificar
una enzima con actividad de fosfolipasa C, que preferia como sustrato a la PC y que

presentaba un peso molecular de 40 kDa determinado por WB (Clark y col., 1986).
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La deteccién inmunoldgica de la PC-PLC en nuestro sistema experimental se llevo
a cabo por ensayos de SDS-PAGE-Western Blot (WB) utilizando un suero policlonal anti-
PC-PLC dirigido contra la enzima de Bacillus cereus. Mediante la utilizacion de este suero
policlonal pudimos observar en los sinaptosomas la presencia de dos bandas muy
proximas de un peso molecular cercano a 66 kDa, tanto en las terminales sindpticas de
ratas adultas como de ratas seniles. Resultados similares fueron obtenidos en
fibroblastos NIH 3T3 y en subpoblaciones de linfocitos B periféricos. En estas células se
observd una banda de 66 kDa utilizando también un Ac policlonal anti-PC-PLC de B.
cereus (Podo y col., 1996; Ramoni y col., 2001; Spadaro y col., 2006). Sin embargo,
resultados publicados por este mismo grupo de trabajo revelaron la presencia de 2
bandas correspondientes a 66 y a 40 kDa en células NK y en células monociticas U937
(Ramoni y col., 2001).

Por otra parte, ensayos de WB realizados con la PC-PLC purificada del plasma
seminal de toro demostraron la presencia de dos bandas de 55 y 69 kDa. Cabe sefialar
que en este caso los autores utilizaron un Ac policlonal dirigido contra la misma PC-PLC
purificada del plasma seminal. Dado que las cromatografias de exclusién molecular
revelaron un peso molecular de 125 kDa, propusieron que la PC-PLC del plasma seminal
de toro seria una proteina dimérica, con un peso molecular de 125 kDa conformada por
dos subunidades de 55 y 69 kDa respectivamente (Sheikhnejad y Srivastava, 1986).

Las diferencias en cuanto al peso molecular y al requerimiento de los iones Ca®* y
Mg?* refuerzan la teoria de la existencia de diferentes isoformas de la PC-PLC en
mamiferos, con diferente localizacidon subcelular y con la capacidad de mediar diferentes
respuestas celulares.

La fuerte activacidon en la generacién del DAG frente a los agentes tensioactivos
sugeria el caracter de proteina de membrana de las enzimas responsables de la
formacion de este lipido neutro. Por otra parte, es ampliamente reconocida la
localizacién de la isoforma PLD2 en la membrana plasmatica (Liscovitch y col., 2000;
Exton, 2002; Foster y Xu, 2003). En base a estos antecedentes se decidié estudiar la

actividad de la PC-PLC en las fracciones constituyentes de los sinaptosomas. Para ello se
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aislaron la fraccion de membrana (SPM) y el soluble (Sol) y se evalud la generacién de
DAG en dichas fracciones.

Nuestros resultados evidenciaron que en la fraccidn SPM la generacion de DAG
fue un 73% mayor respecto a la generacion en sinaptosomas mientras que en la fraccion
soluble la hidrélisis de la PC a DAG fue practicamente indetectable. Mediante la
utilizaciéon de etanol determinamos que en las SPM el 65% del DAG generado provino de
la actividad de la PC-PLC y el 35% de la via de la PLD. Por su parte, la inhibicion de la
DAGL en la fraccion de membrana solamente incremento los niveles de DAG en un 16%
respecto al control.

La localizacion de la PC-PLC en la membrana plasmatica fue reportada también en
células NK asi como también en otros compartimentos citoplasmaticos, la activacion de
estas células por la IL-2 induce una mayor translocacién de la enzima hacia la
membrana celular (Ramoni y col., 2001; Spadaro y col., 2006). En fibroblastos NIH 3T3
la PC-PLC presenta una localizacién perinuclear, sin embargo, ante el estimulo
mitogénico del PDGF se produce la translocacién de la enzima hacia la membrana
plasmatica y hacia el nucleo (Ramoni y col., 2004). Por lo tanto, se ha propuesto que la
PC-PLC podria cumplir distintas funciones en base a su localizacion celular, tal como
ocurre con otras fosfolipasas. A su vez, la localizacidon celular parece depender de la
activacion de la enzima ya que el tratamiento con el D609 inhibe la translocacidn
inducida por la IL-2 y el PDGF (Ramoni y col., 2001; Ramoni y col., 2004; Spadaro y
col., 2006).

Estudiamos también la generacion de DAG a partir de la PC en la fraccidon de
membrana resistente a detergentes. Estas membranas fueron obtenidas por el
tratamiento de los Syn de ratas adultas y seniles con Triton X-100 al 1% y a 4°C. Se ha
postulado que las membranas obtenidas por este procedimiento representan a los
microdominios tipo “rafts” presentes en las células intactas (London y Brown, 2000).

Se han denominado como “rafts” o balsas lipidicas a pequefios dominios de la
membrana, los cuales estan enriquecidos en colesterol, esfingolipidos y ciertas proteinas

residentes entre las que se incluyen las proteinas ancladas por glicofosfatidilinositol
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(GPI). Estos microdominios son capaces de compartimentalizar diversos procesos
celulares, tales como la adhesién celular, el trafico intracelular y los eventos de
transduccion de sefiales, ya que facilitan la formaciéon de complejos proteicos y la
activacion de vias de sefializacion especificas (Simons y Toomre, 2000; Helms y Zurzolo,
2004; Pike, 2006).

Ademas de la SM y el Col, en estos microdominios se encuentran especies
moleculares mayormente saturadas de PC y el gangliésido GM1, el cual ha sido utilizado
como marcador de rafts (Michel y Bakovic, 2007). La composicion lipidica de estos
microdominios, la alta saturacion de los acidos grasos, y el enriquecimiento en colesterol
hacen que se encuentren en un estado liquido ordenado.

Las caveolas se han clasificado dentro de estos dominios tipo rafts. Estos
microdominios constituyen invaginaciones (enriquecidas no solo en SM y Col sino
también en la proteina caveolina) que participan en procesos de endocitosis (Cohen y
col., 2004; Michel y Bakovic, 2007; Lajoie y Nabi, 2007).

En las DRMs obtenidas de los Syn de ratas adultas el enriquecimiento en SM fue
de un 145 % con respecto al contenido en los sinaptosomas, mientras que en
membranas provenientes de animales seniles el contenido de SM fue un 60% mayor en
las DRMs respecto a los Syn. Las DRMs, tanto de animales adultos como seniles, se
encontraron enriquecidas en un 40% en colesterol respecto a los sinaptosomas. Ademas,
las DRMs presentaron un mayor % de PC mientras que el contenido de PE y PS
disminuyé respecto a los Syn. Una distribucion similar de los fosfolipidos se observé en
las DRMs obtenidas de los segmentos externos de bastones retinianos obtenidos de ojos
bovinos (Martin y col., 2005).

El envejecimiento no modificd la composiciéon fosfolipidica ni el contenido de
colesterol de los Syn, tampoco se observaron variaciones en la composicion de los DRMs.
La excepcion la constituyd la SM, la cual representd un mayor porcentaje tanto en los
Syn como en las DRMs de animales seniles con respecto a los adultos.

Tampoco se detectaron diferencias en cuanto al contenido de GM1 en las DRMs y

en los Syn. Esto indica que en nuestro modelo experimental el GM1 no constituye un
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buen marcador de dominios tipo rafts, posiblemente debido al alto contenido de este
gangliésido en las membranas del sistema nervioso en comparacion con otras
membranas celulares (Molander-Melin y col., 2005).

Nuestros resultados concuerdan con hallazgos previos de nuestro laboratorio los
cuales reportaron que en la corteza cerebral de rata no se observan cambios
significativos con el envejecimiento, ni en el contenido de los distintos glicerofosfolipidos
ni en el contenido de colesterol, aunque si existen cambios en la composicion de acidos
grasos de los fosfolipidos (Lopez y col., 1995; Giusto y col., 2002). Por otro lado,
también se habia reportado el aumento en los niveles de SM en los hemisferios
cerebrales de ratas seniles con respecto a los niveles en ratas adultas (Giusto y col.,
1992).

Cuando se determind el perfil proteico de las DRMs y de los sinaptosomas,
observamos que las DRMs de ratas adultas y seniles presentan un perfil de proteinas
distinto al de los sinaptosomas. Particularmente las DRMs de ratas adultas y seniles se
encontraron enriguecidas en las proteinas marcadoras de rafts caveolina y c-Src, asi
como también en la isoforma PLD1. Por su parte, los ensayos de Slot blot mostraron que
la PC-PLC se localiza en ambas fracciones.

La caracterizacion tanto lipidica como proteica de la fraccion DRM demostrd que
estas membranas presentan caracteristicas inequivocas propias de los dominios de
membrana tipo rafts. En las DRMs también se observd la generacién de DAG a partir de
la PC, sin embargo la formacién de este mensajero lipidico no disminuyd en presencia de
etanol lo que indica que en nuestras condiciones experimentales no se pudo detectar la
actividad de la PLD en estas membranas. Por el contrario, la actividad especifica de la
PC-PLC (medida como generacion de DAG en presencia de etanol) fue aproximadamente
un 60% mayor en las DRMs de animales adultos y seniles con respecto a los Syn.

La localizacion de la isoforma PLD1 en los dominios de membranas resistentes a
detergentes y en las caveolas fue previamente reportada en células sanguineas
mononucleares (Diaz y col., 2002; Diaz y col., 2005), en fibroblastos de embrién de rata

(células 3Y1) y en células de rifion COS-7 (Kim y col., 1999; Kim y col., 2000). Ambas
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isoformas de PLD (PLD1 y 2) se hallaron en dominios enriquecidos en caveolina de
fibroblastos NIH 3T3 (Xu y col., 2000), mientras que solo la PLD2 se encontré en estos
microdominios aislados de queratinocitos humanos (Czarny y col., 1999; Czarny y col.,
2000).

Si bien en nuestro modelo experimental la PLD1 se encontrd enriquecida en las
DRMs, no pudimos evidenciar su actividad en estos dominios lo cual puede deberse,
entre varias razones, a la ausencia de cofactores indispensables como proteinas G
pequefas. También se ha propuesto que la localizaciéon de la PLD1 en los rafts seria un
mecanismo estratégico para disminuir su actividad, ya que la disrupcién de estos
dominios por el tratamiento con metil-B ciclodextrina induce la exclusién de la PLD1 de
estos dominios y su activacion (Diaz y col., 2002).

Asimismo, se ha demostrado que la caveolina es capaz de comportarse como una
proteina de andamiaje e interactuar directamente con diversas proteinas de sefializacién,
como Src, proteinas G, PKCa y el receptor de EGF (Okamoto y col., 1998). Kim y
colaboradores demostraron que la PLD1 purificada del cerebro de rata se une
especificamente a la caveolina-1. En este mismo trabajo se reportd que la caveolina es
capaz de inhibir la actividad basal de la PLD asi como también la actividad de la PLD
dependiente de PKCa interfiriendo en la interaccién de esta quinasa con la PLD (Kim vy
col., 1999).

Los ensayos de Slot blot y la generacion de DAG en presencia de etanol
demostraron la localizacion de la PC-PLC en las DRMs. Este hallazgo constituye la
primera evidencia de la localizacidon de esta enzima en dominios de membrana tipo rafts
en el sistema nervioso central. El Unico reporte previo acerca de la presencia de la PC-
PLC en dominios de membrana resistente a detergentes fue realizado en células NK
(Cecchetti y col., 2007).

En resumen, nuestros hallazgos representan la primera evidencia experimental
sobre la presencia de la via de la PC-PLC en las terminales sinapticas de la corteza
cerebral de ratas adultas y seniles. Las actividades de la PC-PLC junto a la PLD son las

responsables de la generacidon del DAG a partir de la hidrdlisis de la PC en los
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sinaptosomas. Asimismo pudimos demostrar que la actividad de la PC-PLC se localiza en
la membrana plasmatica sinaptosomal, asi como también en dominios especializados de

la membrana.
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RESULTADOS

Experimentos realizados en nuestro laboratorio demostraron que la exposicién de
las terminales sinapticas al FeSO, (50 uM) constituye un modelo apropiado para el
estudio de los efectos del estrés oxidativo en el sistema nervioso (Uranga y col., 2007).
El objetivo de la segunda parte de esta tesis doctoral fue estudiar el efecto de la injuria
oxidativa inducida por FeSO, (50 uM) sobre las vias de transduccidon de senales que

involucran segundos mensajeros lipidicos a partir de la PC.

(. 1. EVALUACION DEL EFECTO DELETEREOD DEL FeSO4 EN EL SISTEMA,

En primer lugar se evalud el efecto deletéreo del Fe** en los Syn bajo nuestras
condiciones experimentales. El dano producido por la sobrecarga de FeSQ, se evalud
midiendo la funcionalidad mitocondrial, determinando la integridad de la membrana
plasmatica sinaptosomal y evaluando el nivel de peroxidacién lipidica. Para realizar
dichos ensayos los sinaptosomas fueron resuspendidos en buffer TBM e incubados por
distintos tiempos en ausencia (control) o presencia de FeSO, 50uM bajo una corriente de

0,:C0O;, (95:5, v/v).

i, 1. 1. evaluactéw de La viabilidaod waitocondrial.

La capacidad funcional de las mitocondrias se evalué mediante el ensayo del
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Este ensayo se basa en
medir la reduccion metabdlica del MTT realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa a un compuesto insoluble de color azul (cristales de formazan),
permitiendo determinar la capacidad reductora mitocondrial de los sinaptosomas
tratados. Por lo tanto, cuanto mayor es la actividad reductora mitocondrial, mayor es la

reduccion del MTT a cristales de formazan.
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La reduccién del MTT se evalud en los sinaptosomas incubados en la condicidon
control y en los sinaptosomas expuestos al inductor de estrés oxidativo, luego de 5 y de

60 min de tratamiento.

il D Control Figura 40. Evaluacion de la
i - FeSO, (50 uM) funcionalidad mitocondrial. Los Syn de
ratas adultas se resuspendieron en buffer
TBM y se preincubaron por 5 y 60 min a

1.0= 37°C en la condicién control (vehiculo) o en

presencia de FeSO, (50 pM). Luego de la
preincubacién se evalud la reduccién del MTT

05 a cristales de formazan como se detalla en
. -

Reduccién de MTT
(Unidades Arbitrarias)

Materiales y Métodos. Los resultados se
expresan como unidades arbitrarias y se

compararon con el control. *p< 0,05.

0.0

5 60

Tiempo de Preincubacién (min)

El tratamiento por 5 min con el FeSO, no afectd la capacidad reductora de las
mitocondrias mientras que luego de 60 min de preincubacién en presencia del Fe?*

disminuyd significativamente (14%) la reduccion del MTT (Figura 40).

(1. 1. 2. evaluacién de la integridad de la weembrana plasmatica.

El dafio producido en la membrana plasmatica sinaptosomal por la injuria
oxidativa se evalué midiendo la liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH) al medio de
incubacién, luego de 5 y de 60 min de preincubacién en presencia de FeSO4 50 UM o en
la condiciéon control. El tratamiento con el Fe?* por 5 min no afectd la integridad de la
membrana plasmatica, sin embargo la liberacidon de LDH al medio se incrementd en un
28% con respecto a la condicion control luego de 60 min de preincubaciéon en presencia

de Fe** (Figura 41).
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1.00 E Control Figura 41. Evaluacion de la integridad
Q - FeSO, (50 pM) de la membrana plasmatica. Los Syn de
2 *kk ratas adultas se preincubaron en las
% 0.75+ condiciones descriptas en la Figura 40. Luego
-~ de la preincubacién se evalud la actividad de
[+}] —r—.
T la LDH en el medio de incubaciéon como se
= 0.50+
N detalla en Materiales y Métodos. Los
[T - .
o resultados se expresan como unidades por
E 0.25+ litro (U/L) y se compararon con la condicion
-~ control. *** p<0,001.

0.00

5 60

Tiempo de Preincubacion (min)

. 1. 3. Medicion de La perox’wlactéw L’Lpiol’wa.

La peroxidacion lipidica inducida por el hierro se evalué midiendo la generacion de
sustancias reactivas con el acido tiobarbitirico (TBARS). En éste método, el acido
tiobarbiturico (TBA) reacciona con el malondialdehido (MDA), un producto secundario de
la peroxidacion de lipidos, para generar un color rojo el cual se puede detectar
espectroscopicamente.

La formacién de TBARS se midié por dos métodos realizados en paralelo, uno
espectrofotométrico y otro fluorimétrico. Cuando se  utilizdé el método
espectrofotométrico la formacion de TBARS se incrementé 1,8; 3,3 y 4,5 veces con
respecto al control luego de 5, 30 y 60 min de incubacién con Fe®* respectivamente
(Figura 42A).

Resultados similares se obtuvieron con el método fluorimétrico, el Fe?*
incrementd la formacion de TBARS 1,4; 1,8 y 3 veces respecto a la condiciéon control

(Figura 42B).
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Figura 42. Evaluacion de la peroxidacion lipidica inducida por el FeSO,. Los Syn de ratas adultas se
preincubaron en las condiciones descriptas en la Figura 40 por 5, 30 y 60 min. Luego de la preincubacién
se evalud la generacion de TBARS como se describe en Materiales y Métodos. (A) Medicién de TBARS por el
método espectrofotométrico. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias/ mg proteina y se
compararon con la condicién control. *** p<0,001. (B) Medicidon de TBARS por el método fluorimétrico. Los
resultados se expresan como unidades de fluorescencia/mg proteina y se compararon con la condicién
control. **p<0,01; *** p<0,001.
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Para comparar la peroxidacion lipidica generada por el FeSO,4 con la generada por
otro inductor de estrés oxidativo, la generacién de TBARS también se evalué en
sinaptosomas expuestos al H,0, 1 mM utilizando el método espectrofotométrico (Figura

43).
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Figura 43. Evaluacion de la peroxidacion lipidica inducida por el H,0,. Los Syn de ratas adultas se
preincubaron por 5, 60 y 120 min a 37°C en la condicién control (vehiculo) o en presencia de H,0, (1 mM).
Luego de la preincubacién se evalud la generacion de TBARS por el método espectrofotométrico. Los
resultados se expresan como unidades arbitrarias/ mg proteina y se compararon con la condicion control.
**p<0,01; *** p<0,001.

Mientras que la preincubacidén de los Syn con Fe?* incrementd la generaciéon de
TBARS en 1,8 y 4,5 veces con respecto al control a los 5 y a los 60 min, el tratamiento
de los Syn con H,0, 1 mM incrementé la formacion de TBARS 0,5 veces con respecto al
control a los 5 y a 60 min e incluso a tiempos mayores de preincubacién (120 min).
Estos resultados indican que el FeSO4 es un inductor de la peroxidacion lipidica mucho
mas potente que el H,0, y su efecto deletéreo sobre los lipidos de las membranas se

incrementa con el tiempo de preincubacion.
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(. 2. HIDPROUSIS DE LA PC EN LAS TERMINALES SINAPTICAS
EXPUESTAS AL FESO4.

Para evaluar la hidrolisis de la PC bajo condiciones de estrés oxidativo los
sinaptosomas provenientes de la corteza cerebral de ratas adultas se resuspendieron en
medio TBM y se incubaron con FeSO, (50 yM) o vehiculo (condicion control) por distintos

tiempos. A continuacién se midié la generacién de DAG y AGL a partir de la PC.

1000 D Control
@l FeSO, (50 uM)

750+

500+

250+

dpm DAG x (mg proteina x 20 min)™'

5 30 60

Tiempo de Preincubacion (min)

Figura 44. Generacion de DAG a partir de PC en los Syn expuestos al estrés oxidativo. Los Syn de
ratas adultas se preincubaron por 5, 30 y 60 min a 37°C en la condicién control (vehiculo) o en presencia
de FeS0O, (50 uM). La hidrdlisis de la PC se evalud en presencia de 45.000 dpm de [**C]-DPPC, 0,125 mM
de DPPC y Triton X-100 0,1%. La reaccidn enzimatica se llevd a cabo durante 20 min a 37°C y los
resultados se expresan como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)? y se compararon con el control. *p<
0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

La exposicion de los Syn al hierro incrementd la generacion de DAG a partir de la
PC con respecto a la condicion control en un 77, 50 y 65% luego de 5, 30 y 60 min de
preincubacion respectivamente (Figura 44). Por el contrario, la generacion de AGL se
inhibié en un 50% respecto al control luego de 5 y 60 min de preincubacién con el hierro

(Figura 45).
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Figura 45. Generacion de AGL a partir de PC en los Syn expuestos al estrés oxidativo. Los Syn de
ratas adultas se preincubaron por 5 y 60 min a 37°C en la condicidn control (vehiculo) o en presencia de
FeSO, (50 pM). La hidrolisis de la PC se evalué como se describe en la Figura 44. Los resultados se

expresan como dpm AGL x (mg proteina x 20 min)™ y se compararon con el control. ¥**p<0,001.

ll. 2. PARTICIPACION DE LAS VIAS DE LA PC-PLC Y DE LA PLD EN LA
GENERACION DE DAG INDUCIDA POR EL Fe2t,

Con el fin de discriminar el origen enzimatico del aumento en la generaciéon de
DAG bajo condiciones de estrés oxidativo, se incluyd etanol (2%) en el ensayo. Como se
detalld6 en el capitulo I, el agregado de etanol en el ensayo enzimatico desvia la
formacion de PA, producto de la actividad de la PLD, hacia la formacion de PEth.

La Figura 46A muestra la generacion de DAG a partir de PC en ausencia o
presencia de etanol 2%, en Syn incubados con o sin FeSO, (50 uM). La actividad PC-PLC
(medida como la generacion de DAG en presencia de etanol) se incrementd en un 65, 43
y 100% respecto al control luego de 5, 30 y 60 min de preincubacion en condiciones

oxidativas respectivamente (Figura 46B).
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Figura 46. Efecto del etanol en la generacion de DAG en condiciones de injuria oxidativa. Los Syn
de ratas adultas se preincubaron por 5, 30 y 60 min en la condiciéon control (vehiculo) o en presencia de
FeSO, (50 uM). La generacion de DAG a partir de la PC se evalud en presencia y ausencia de etanol (2%)
como se describe en la Figura 44 incluyendo 60.000 dpm de [*C]-DPPC por ensayo. (A) Generacién de
DAG en ausencia y presencia de etanol. (B) Actividad de la PC-PLC medida en presencia de etanol 2%. Los

resultados se expresan como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)™. *p< 0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Paralelamente se evalud la actividad de la PLD midiendo la generacion de PEth en

las mismas condiciones experimentales.
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Figura 47. Generacion de PEth en condiciones de injuria oxidativa. Los Syn de ratas adultas se
preincubaron por 5, 30 y 60 min en la condicion control o en presencia de FeSO4 (50 uM). La generacion de
PEth se evalué en presencia de etanol (2%) como se describe en la Figura 44 incluyendo 60.000 dpm de
[**C]-DPPC por ensayo. (A) Generacién de PEth. Los resultados se expresan como dpm PEth x (mg proteina
x 20 min)? y se compararon con el control (etanol 2%). *p< 0,05. (B) Sumatoria de los niveles de DAG y
de PEth en las distintas condiciones experimentales. Los resultados se expresan como dpm x (mg proteina
x 20 min)™,

11Q



CAPITULO Ul RESULTADOS

La Figura 47A muestra que la formacion de PEth se incrementé en un 50%
respecto al control luego de 5, 30 y 60 min de exposicién al hierro. Este aumento en la
formacion de PEth demuestra que la PLD también se activa en la condicién de estrés
oxidativo inducido por Fe?*. La Figura 47B muestra que, en presencia de etanol, los
niveles de DAG sumados a los niveles de PEth concuerdan con los niveles totales de DAG
generados en la condicidn sin etanol. Esta concordancia se observa tanto en la condicién
control como en los Syn preincubados con hierro.

Nuestros resultados demuestran que durante la injuria oxidativa se activan vias

de degradacién de la PC en las terminales sinapticas.

(1. 4. PARTICIPACION DE LAS VIAS METAROLIZADORAS DEL DAG,.

Al ser el DAG un potente segundo mensajero lipidico sus niveles celulares son
estrictamente regulados por enzimas que lo metabolizan, ya sea hacia MAG por la
actividad de la DAGL o hacia la formacion de acido fosfatidico por la accién de la DAGK.
Para determinar la participacion de estas enzimas metabolizadoras del DAG, el ensayo
enzimatico se llevd a cabo en presencia de inhibidores especificos de estas vias: se
utilizé RHC80267 (30 yM) como inhibidor de la DAGL y R59022 (20 puM) para inhibir a la
DAGK. Ademas, se evalud el efecto de la inhibicion de la via de la PIP,-PLC coincubando
los Syn con U73122 (10 uM). El efecto de estos inhibidores se evalué tanto en la
condicién de injuria oxidativa como en la condicién control.

El nivel de DAG generado no se vio modificado en presencia de los inhibidores de
la DAGL y de la DAGK, ni en la condicidn control ni en la condicién expuesta al Fe?*,
independientemente del tiempo de incubacion (Figura 48).

Los niveles de DAG generados en la condicion control no fueron modificados por
la coincubacion con U73122 (inhibidor de la PIP,-PLC). Sin embargo, la inhibicién de la
PIP,-PLC disminuyd los niveles de DAG generados en los sinaptosomas expuestos al
Fe2*, Esta disminucion fue de un 11% y de un 23% luego de 5 y 60 min de coincubacién

con el oxidante y el U73122, respectivamente (Figura 48).
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Figura 48. Inhibicion de las vias metabolizadoras del DAG y de la PIP,-PLC. Los Syn de ratas
adultas tratados por 5 y 60 min en la condicién control o en presencia de FeSO,4 (50 uM), se coincubaron
con RHC80267 (30 uM), R59022 (20 uM), U73122 (10 uM) o vehiculo. La generacién de DAG se evalud
como se describe en la Figura 44. Los resultados se expresan como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)* y

se compararon con los obtenidos en la condicién incubada con el vehiculo. *p< 0,05, **p< 0,01.

(1. 5, EVALUACION DEL ROL DE LA PKC EN LA GENERACION DE DAG,

La disminucién en la generacién de DAG inducida por el inhibidor de la PIP,-PLC
(U73122) sugeria una posible participacion de proteinas quinasas C en la hidrdlisis de la
PC, dado que las PKCs son uno de los efectores corriente abajo de la activacion de la
PIP,-PLC. Es por ello que se evalud el rol de la PKC en la generacién de DAG, para ello la
hidrdlisis de la PC se midié en presencia de PMA 1 uM (ester de forbol activador de PKC)
y de distintos inhibidores de PKC (staurosporina 100 nM, bisindolilmaleimida (BIM) 10
UM y queleritrina 5 yM). El efecto de estos reguladores de PKC se evalud a los 5y a los
60 min, tanto en la condicién control como en Syn incubados en presencia de hierro.

La Figura 49 muestra que la incubacién con PMA o con los distintos inhibidores de
PKC no modificé los niveles de DAG generados, ni en la condicion control ni en los Syn

expuestos a la injuria oxidativa. Estos resultados indican que la disminucién en la
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produccion del DAG a partir de PC observada en presencia del inhibidor de la PIP,-PLC no

es un evento mediado por PKC.
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Figura 49. Evaluacién del rol de la PKC en la generacion de DAG. Los Syn de ratas adultas tratados
por 5y 60 min en la condiciéon control o en presencia de FeSO, (50 uM), se coincubaron con PMA (1 uM),
staurosporina (100 nM), BIM (10 pM), queleritrina (5 pM) o vehiculo. La generaciéon de DAG se evalu6
como se describe en la Figura 44. Los resultados se expresan como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)* y

se compararon con los obtenidos en la condicion incubada con el vehiculo. *p< 0,05, **p< 0,01.

(. &. INFHBICION DE TIROSINAS RUINASAS.

La fosforilacion en tirosinas es un evento temprano que aparece en situaciones de
estrés oxidativo (Lu y col., 2002; Kaul y col., 2005; Haorah y col., 2007). Asimismo,
resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que la fosforilacién en tirosinas se
incrementa en las terminales sinapticas expuestas al FeSO, (Uranga y col., 2007).

Para evaluar el efecto de la fosforilacidn en tirosinas en la hidrélisis de PC las
incubaciones en la condicién control y experimental se llevaron a cabo en presencia de
los inhibidores de tirosinas quinasas, genisteina (Figura 50A) y herbimicina A (Figura
50B).

La coincubacién por 5 o por 60 min con genisteina, tanto con el vehiculo como

con el Fe?*, no modificd la generacién de DAG a partir de PC. Tampoco se modificaron
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los niveles de DAG por la coincubacion con herbimicina A durante 60 min. Estos
resultados indican que la formacién de DAG, tanto en la condicidon control como en Syn

sometidos al estrés oxidativo, seria un evento independiente de la fosforilacion en

tirosinas.
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Figura 50. Evaluacion del rol de las tirosinas quinasas en la generacion de DAG. (A) Efecto de la
genisteina. Los Syn de ratas adultas tratados por 5 y 60 min en la condicidon control o en presencia de
FeSO4 (50 uM), se coincubaron con genisteina (100 pM) o con el vehiculo. (B) Efecto de la herbimicina A.
Los Syn de ratas adultas tratados por 60 min en la condicidon control o en presencia de FeSO,4 (50 uM), se
coincubaron con herbimicina A (10 uM) o con el vehiculo. En ambos casos la generacion de DAG se evalud
como se describe en la Figura 44. Los resultados se expresan como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)* y

se compararon con los obtenidos en la condicién incubada con el vehiculo.
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(1. 3. PARTICIPACION DE LA VIA DE LA PIZK EN LA GENERACION DE DAG A
PARTIR DE LA PC.

En las terminales sinapticas de la corteza cerebral de rata el estrés oxidativo
inducido por FeSO, estimula la actividad de la PI3K. Este estimulo se observod luego de
tiempos cortos de incubacidén con el agente inductor de estrés oxidativo (Uranga y col.,
2007). Con el fin de estudiar la interrelacién entre la via PI3K y las vias generadoras de
DAG a partir de la PC, los sinaptosomas se incubaron por 5 min con Fe?* 50 uM o con el
vehiculo en presencia del inhibidor de la PI3K, LY294002 (10 pM). Sin embargo, la
generacién de DAG inducida luego de 5 min de incubacién con el Fe?* no se modificé por

la inhibicion de la via de la PI3K (Figura 51).
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Figura 51. Inhibicion de la PI3K. Los Syn de ratas adultas tratados por 5 min en la condiciéon control o
en presencia de FeSO, (50 pM), se coincubaron con LY294002 (10 pM) o con el vehiculo. La generacién de
DAG se evalué como se describe en la Figura 44. Los resultados se expresan como dpm DAG x (mg

proteina x 20 min)! y se compararon con los obtenidos en la condicién incubada con el vehiculo.
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[l. . EFECTO DE LA INHRBICION DE LAS VIAS GENERADORAS DE DAG EN

LA VIABILIDAD SINAPTOSOMAL.

. € 1. Efecto del etanol Yy del D&09 sobre La funclonalidad mitocondrial.

Para evaluar el rol de la PLD y de la PC-PLC en la viabilidad mitocondrial, la

reduccion del MTT se ensayd en presencia de etanol (2%) y de D609 (250 ug/ml).
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Figura 52. Efecto del etanol y del D609 en la viabilidad mitocondrial. Los Syn de ratas adultas
tratados por 5 y 60 min en la condiciéon control o en presencia de FeSO, (50 uM), se coincubaron con
etanol (2%), con D609 (250 ug/ml) o con el vehiculo. La reduccion del MTT se evaludé como se describe en

Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias. *p< 0,05, **p< 0,01.

La coincubacion con etanol no modificd la viabilidad mitocondrial en la condicidon
control, asi como tampoco modificé la reduccidon del MTT luego de la incubacién con Fe?*.
Por su parte, el D609 provocé un aumento en la reduccién del MTT en todas las

condiciones ensayadas (Figura 52).
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. 8. 2. Bfecto del etanol Yy del Pe09 en la integridad de la mewmbrana plasmitica
sinaptosomal.

La liberacién de LDH también se monitoredé en presencia de etanol para evaluar

el rol de la via de la PLD y del inhibidor de la PC-PLC, D609 (Figura 53).
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Figura 53. Efecto del etanol y del D609 en la integridad de la membrana sinaptosomal. Los Syn
de ratas adultas tratados por 5 y 60 min en la condicién control o en presencia de FeSQO, (50 uM), se
coincubaron con etanol (2%), con D609 (250 pg/ml) o con el vehiculo. La liberacién de LDH al medio se
evalué como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como U/L. *p< 0,05, ***p<
0,001.

La presencia del alcohol primario no modificé la liberacion de LDH luego de 5 min
de incubacion, sin embargo, luego de 60 min de incubacién en presencia de etanol la
liberacion de LDH en la condicion control se incrementé al mismo nivel que el observado
en la condicién de injuria oxidativa. Inesperadamente, el D609 por si solo provocé un
aumento en la liberacion de LDH con respecto al control en todas las condiciones

ensayadas.
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1. 8. 3. Efecto del DE09 sobre La peroxidacion Lipldica.

Se reporté que el D609, ademas de actuar como inhibidor de la PC-PLC, posee
propiedades antioxidantes siendo capaz de imitar la accién del glutation (Lauderback y
col., 2003; Sultana y col., 2004; Joshi y col., 2005). En base a estos antecedentes se
decidid investigar el efecto del D609 en la peroxidacion lipidica generada por la
preincubacion con FeSQ,, para lo cual los Syn fueron coincubados con el inhibidor de la
PC-PLC en la condicién de estrés oxidativo y en la condicién control. La generacién de
TBARS en las distintas condiciones se evalué por los dos métodos previamente
descriptos, espectrofotométrico (Figura 54A) y fluorimétrico (Figura 54B).

Cuando se evalué la generacién de TBARS por el método espectrofotométrico
observamos que la peroxidacion lipidica inducida por la preincubacién con Fe?* por
distintos tiempos (5, 30 y 60 min) fue completamente inhibida en presencia de D609
(250 pg/mil) (Figura 54A).

Al evaluar el nivel de peroxidacion lipidica utilizando el método fluorimétrico se
obtuvieron los mismos resultados (Figura 54B). Este método ademas, probablemente
por tener mayor sensibilidad, permitiéo observar que el D609 inhibe la formacién basal de

TBARS en la condicidén control no expuesta al oxidante.
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Figura 54. Efecto del D609 en la peroxidacion lipidica. Los Syn de ratas adultas tratados por 5, 30 y

60 min en la condicion control o en presencia de FeSO, (50 uM), se coincubaron con D609 (250 pg/ml) o

con el vehiculo y se evalué la generacion de TBARS. (A) Medicion de TBARS por el método

espectrofotométrico. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias/mg proteina y se compararon

con la condicén control. (B) Medicién de TBARS por el método fluorimétrico.Los resultados se expresan

como unidades de fluorescencia/mg proteina y se compararon con el control. **p< 0,01, ***p< 0,001.
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(. 9. HIDPROUISIS DE LA PC EN LOS Syw DPE RATAS SENILES EXPUESTOS

AL ESTRES OXIDATIVO.

La hidrdlisis de la PC bajo condiciones de estrés oxidativo se evalué en los
sinaptosomas obtenidos a partir de la corteza cerebral de ratas seniles y los resultados

fueron comparados con los obtenidos en las terminales sinapticas de ratas adultas.

(. 9. 1. Generacibn de DAG Y AGL.

En los Syn de ratas seniles se evalud la generacién de DAG (Figura 55) y AGL

(Figura 56) a partir de la hidrdlisis de la PC.
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Figura 55. Generacion de DAG a partir de la PC en los Syn de ratas seniles expuestos al estrés
oxidativo. Los Syn de ratas seniles se preincubaron por 5 y 60 min a 37°C en la condicién control
(vehiculo) o en presencia de FeSO,4 (50 uM). La reaccion enzimatica se llevd a cabo como se describid en la
Figura 44 y los resultados se expresan como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)! y se compararon con los

obtenidos en Syn de ratas adultas incubados en las mismas condiciones.

En la condicion control los niveles de DAG generados en los Syn de ratas seniles
fueron iguales a los generados en los Syn de ratas adultas. La exposicion al FeSO, (50

HMM) por 5 y 60 min incrementd la generacion de DAG a partir de la PC en los Syn de
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ratas seniles y este incremento fue igual al observado en los Syn de ratas adultas

(Figura 55).
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Figura 56. Generacion de AGL a partir de la PC en los Syn de ratas seniles expuestos al estrés
oxidativo. Los Syn de ratas seniles se preincubaron por 5 y 60 min a 37°C en la condicidon control
(vehiculo) o en presencia de FeSO, (50 uM). La hidrdlisis de [**C]-DPPC se evalué como se describe en la
Figura 44. Los resultados se expresan como dpm AGL x (mg proteina x 20 min)™? y se compararon los

obtenidos en Syn de ratas adultas incubados en las mismas condiciones.

La generacion de AGL se vio inhibida en los Syn de ratas seniles luego de 5 y 60
min de preincubacién con Fe?*. También en este caso los niveles de AGL generados en
los Syn de ratas seniles fueron iguales a los generados en las ratas adultas, tanto en la

condicion control como en la condicién experimental (Figura 56).

(1. 9. 2. Actividad de la PC-PLC en los Syn de animales seniles.

La actividad de la via de la PC-PLC se evalu6 en los Syn de ratas seniles

incluyendo etanol 2% en el ensayo enzimatico.
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Figura 57. Actividad de la PC-PLC en los Syn de ratas seniles expuestos al estrés oxidativo. Los
Syn de ratas seniles se preincubaron por 5 y 60 min a 37°C en la condicién control (vehiculo) o en
presencia de FeSO, (50 pM). La reaccidn enzimatica se llevd a cabo en presencia de etanol 2% como se
describe en la Figura 46 incluyendo 60.000 dpm de [**C]-DPPC por ensayo. Los resultados se expresan

como dpm DAG x (mg proteina x 20 min)™? y se compararon con los obtenidos en los Syn de ratas adultas

incubados en las mismas condiciones.

La preincubacion por 5 y 60 min con FeSO, (50 uM) estimuld la generacion de
DAG por la via de la PC-PLC en los Syn de ratas seniles. Este incremento en la formacion
de DAG fue igual al observado en los Syn de ratas adultas sometidos a las mismas

condiciones experimentales (Figura 57).

(1. 9. 3. Rol de las vias de metabolizacion del DAG en individuos seniles,

Para determinar la participacién de las enzimas metabolizadoras de DAG en los
sinaptosomas provenientes de ratas seniles, el ensayo enzimatico se llevd a cabo en
presencia de RHC80267 (30 uM) (inhibidor de la DAGL) y R59022 (20 uM) (inhibidor de
la DAGK). Para evaluar el efecto de la inhibicion de la via de la PIP,-PLC los Syn se
coincubaron con U73122 (10 pyM). El efecto de estos inhibidores se evalué tanto en la

condicion de injuria oxidativa como en la condicién control.
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Figura 58. Inhibiciéon de las vias metabolizadoras del DAG y de la PIP,-PLC en los Syn de ratas
seniles. Los Syn de ratas seniles, tratados por 5 y 60 min en la condicién control o en presencia de FeSO,
(50 puM), se coincubaron con RHC80267 (30 uM), R59022 (20 pM), U73122 (10 uM) o vehiculo. La
generacién de DAG se evalué como se describe en la Figura 44. Los resultados se expresan como dpm DAG
x (mg proteina x 20 min)* y se compararon con los obtenidos en la condicién incubada con el vehiculo.
**p< 0,01.

La coincubacién con los inhibidores de la DAGL y de la DAGK no modificé los
niveles de DAG generados en los Syn de ratas seniles, esto se observd tanto en la
condicién control como en la condicién expuesta al Fe?*, independientemente del tiempo
de incubacién (Figura 58). La coincubacién con U73122 no modificd los niveles de DAG
generados en la condicidon control mientras que en la condicion experimental (expuesta
al Fe?*) inhibié la generacidon de DAG en un 20 % luego de 5 min de preincubacién con el
oxidante (Figura 58). A diferencia de lo observado en los Syn de ratas adultas, en las
terminales sinapticas de ratas seniles la inhibicion de la PIP,-PLC no modificd la

generacion de DAG luego de 60 min de preincubacidon con el Fe?*,
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(1. 9. 4. &valuacién de La peroxidacion Lipidica.

La peroxidacién lipidica inducida por la incubacion con FeSO, 50 uM en los Syn de
ratas seniles se evalué midiendo la generacidn de TBARS. El nivel de peroxidacién
lipidica se midid por el método espectrofotométrico y los resultados se compararon con

los obtenidos en los Syn de ratas adultas.

Generacion de TBARS
Abs 535 nm (unidades arbitrarias)/mg proteina
5 min preincubacion 30 min preincubacion 60 min preincubacion
Control FeSO, (50 nM) Control FeSO, (50 nM) Control FeSO,4 (50 pM)

Adultos 0.153 £0.025 0.331+£0.106 0.162 £0.011 0.621 = 0.087 0.187 +£0.031 0.866 +0.159

Seniles 0.146 + 0.003 0.390£0.059 | 0.185+£0.017 | 0.651+£0.021 | 0.233+0.093 | 0.871+0.009
(ns) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns)

Tabla 2. Evaluacion de la peroxidacion lipidica inducida por el FeSO, en los Syn de ratas seniles.
Los Syn de ratas seniles fueron preincubados por 5, 30 y 60 min en la condiciéon control o en presencia de
FeSO, (50 uM) y se evalud la generacion de TBARS por el método espectrofotométrico. Los resultados se
expresan como unidades arbitrarias/mg proteina y se compararon con los obtenidos en los Syn de ratas

adultas incubados en las mismas condiciones experimentales.

La Tabla 2 muestra que en los Syn de ratas seniles la exposicién al Fe?* induce
fuertemente la generacién de TBARS luego de 5, 30 y 60 min de preincubacién. Este
aumento en la peroxidacion lipidica fue de la misma magnitud al observado en los Syn

de ratas adultas expuestos al mismo tratamiento experimental.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL CAPITULO (I

El hierro libre es altamente téxico debido a su capacidad de generar radicales
libres. El i6n ferroso (Fe®*), en particular, en presencia de oxigeno molecular o de
peroxido de hidrogeno genera moléculas altamente téxicas tales como los radicales
hidroxilo (OH®) y superdxido (0,"). Es por ello que el efecto del Fe** es similar al del
péptido AB, dado que ambos son capaces de inducir dafno neuronal promoviendo la
peroxidacion lipidica, alteraciones en el funcionamiento de ATPasas y de transportadores
de glucosa y glutamato, asi como también la disfuncion mitocondrial (Butterfield y col.,
1999; Andersen, 2004; Berg y Youdim, 2006).

En la segunda etapa de esta tesis doctoral nuestro objetivo fue estudiar el efecto
del estrés oxidativo inducido por la sobrecarga de FeSO,4 en la generacion de segundos
mensajeros lipidicos derivados de la PC, en las terminales sinapticas de la corteza
cerebral de ratas adultas y seniles.

Para evaluar el dano producido en nuestro modelo experimental por la incubacién
con el Fe?* se midieron tres parametros: la funcionalidad mitocondrial (medida como la
capacidad de reducir el MTT a cristales de formazan), la integridad de la membrana
plasmatica sinaptosomal (evaluando la liberacion de LDH al medio) y el grado de la
peroxidacion lipidica (midiendo la generacion de TBARS). La funcionalidad mitocondrial y
la integridad de la membrana se vieron alteradas luego de 1 h de incubaciéon de los
sinaptosomas con el oxidante, mientras que la formacién de TBARS se incrementd
sensiblemente a partir los 5 min de incubacién. Estos resultados confirmaron que la
incubacién con Fe?* constituye un modelo apropiado para generar dafio oxidativo en los
sinaptosomas, tal como se habia propuesto previamente por otros autores (Keller y col.,
1997; Guo y Mattson, 2000). Entre los indicadores del dafio evaluados en nuestro
sistema, observamos que el primero en evidenciarse fue la peroxidacion de los lipidos de
la membrana.

Nuestros resultados demostraron por primera vez que el dafio oxidativo, inducido

por FeSQ,, estimula fuertemente la generacién de DAG a partir de la PC, tanto en las
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terminales sinapticas de la corteza cerebral de ratas adultas como en los sinaptosomas
de ratas seniles. Mediante la utilizacion del etanol como marcador de la actividad de la
PLD, demostramos que tanto la via de la PC-PLC como la via de la PLD participan en la
generacion del DAG inducida bajo condiciones de estrés oxidativo.

Con anterioridad a nuestros hallazgos practicamente no existian reportes acerca
de la activacion de la PC-PLC en condiciones de injuria oxidativa en sistema nervioso
central y son muy escasos los antecedentes publicados en otros sistemas. En la linea
celular de hipocampo de ratén (HT22) se reportd la participacién de la actividad PC-PLC
en la muerte celular inducida por glutamato. En esta forma de muerte celular conocida
como “toxicidad oxidativa del glutamato” las concentraciones elevadas de glutamato
interfieren con la captacion de cisteina a través del antiportador de cisteina/glutamato lo
que lleva a la deplecion intracelular de glutatién (Li y col., 1998).

Recientemente Zhao y colaboradores relacionaron la formacién de DAG por la via
de la PC-PLC vy la generacion de especies reactivas de oxigeno en la diferenciacion de
células del blastodisco de pollo a células endoteliales vasculares (Zhao y col., 2007). En
macréfagos alveolares se demostrd que la silica induce la produccion de H,0;, con la
subsiguiente activacion de la PC-PLC (Liu y col., 2007). Por otra parte, se ha reportado
que el inhibidor de la enzima y antioxidante, D609, es capaz de proteger a las neuronas
en cultivo y a los sinaptosomas del dafio oxidativo producido por el AR (Sultana y col.,
2004; Perluigi y col., 2006).

A diferencia de la PC-PLC, la activacion de la PLD ha sido estudiada en situaciones
de estrés oxidativo y se encontré una actividad aumentada de esta enzima en los
cerebros post mortem de pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Kanfer y col.,
1996). En células de neuroblastoma humano se reportdé que el péptido AB (25-35)
induce la activacion de la PLD, esta activacion fue independiente del Ca’* pero
dependiente de la fosforilacién en tirosinas y de la actividad de la PKC (Singh y col.,
1998). También en neuronas de hipocampo de rata el péptido AR (1-40) indujo la
activacion de la PLD, la cual fue acompafiada de un aumento en la liberacion de LDH

(Cox y Cohen, 1997) mientras que en células PC12 la actividad de la PLD se estimuld por
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el tratamiento con H,0, (Ito y col., 1997; Oh y col., 2000). Sin embargo, no se conoce
aun con certeza si la activacién de la PLD es parte de la cascada patoldgica del Alzheimer
0 si constituye una via de rescate celular.

Las sinucleinas son proteinas que se encuentran en las terminales nerviosas, cuya
funcién exacta es aun desconocida, aunque se las ha encontrado en las placas seniles y
en los cuerpos de Lewis (inclusiones intracitoplasmaticas en las neuronas) propios del
Parkinson. Se ha reportado que estas proteinas son capaces de interaccionar y de inhibir
a la PLD2 vy se ha especulado que las interacciones sinucleinas-PLD podrian contribuir a
la patogénesis del Parkinson afectando el trafico de vesiculas y el normal funcionamiento
de las sinapsis dopaminérgicas (Jenco y col., 1998; Ahn y col., 2002; Klein, 2005).

Asimismo, se demostré que el H,0, estimula a la PLD en astrocitos de cerebro de
rata (Servitja y col., 2000). Luego de la isquemia cerebral también se reportd un
aumento masivo en la expresion de la PLD1 en astrocitos reactivos de hipocampo, este
aumento en la actividad de la PLD aparentemente acompafia la astrogliosis y la
remodelacién del tejido luego de la injuria lo que sugiere un posible rol neuroprotectivo
de la enzima en los astrocitos (Lee y col., 2000; Klein, 2005).

La participacion de la PLD en situaciones de injuria oxidativa también se describid
en cardiomiocitos (Banno y col., 2005; Tappia y col., 2006), asi como también en células
de musculo liso vascular y en células endoteliales de aorta (Corl y col., 2003; Kim y col.,
2004). Sin embargo, nuestros resultados constituyen la primera evidencia de la
activacidon de la PLD en respuesta al estrés oxidativo en la terminal sindptica de la
corteza cerebral de la rata.

Por otra parte, la activacion de las fosfolipasas A2 (PLA;) por el estrés oxidativo
también es considerada una de las principales causas subyacentes en patologias como la
enfermedad de Alzheimer, la isquemia cerebral y la esclerosis multiple (Sun y col., 2004;
Muralikrishna y Hatcher, 2006; Cunningham y col., 2006; Sun y col., 2007). Estas
enzimas clivan el acido graso esterificado en la posicion sn-2 de los glicerofosfolipidos
para generar acidos grasos libres y lisofosfolipidos. Esta reaccion es de particular

importancia cuando el acido graso liberado es el araquidonico, dado que éste puede ser
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metabolizado por las ciclooxigenasas y las lipooxigenasas generando eicosanoides
bioactivos como las prostaglandinas, los leucotrienos y los tromboxanos. Ademas, los
lisofosfolipidos también son biolégicamente activos y de gran importancia en los
mecanismos de sefializacion celular (Muralikrishna y Hatcher, 2006).

Cerca de veinte isoformas de la PLA, han sido identificadas en varios tejidos de
mamiferos. Estas enzimas, ubicuas en neuronas y en células gliales, han sido clasificadas
en tres familias seglin su requerimiento de Ca’*: las independientes de Ca®* (iPLA,) y
entre las PLA, dependientes de Ca®' se encuentran las citosélicas (cPLA,) y las
extracelulares o secretadas (sPLA;) (Muralikrishna y Hatcher, 2006). Las cPLA, requieren
Ca’* para su translocacion a la membrana y poseen preferencia por fosfolipidos que
contiene AA mientras que las iPLA; no presentan especificidad por ninguna especie
molecular de los diferentes fosfolipidos (Caro y Cederbaum, 2003).

Se demostré que las PLA, citosdlicas pueden ser activadas por compuestos
oxidantes como el H,0, o la menadiona (Samanta y col., 1998; Xu y col., 2003).
También se reportd la activacion de la PLA, en células piramidales de hipocampo
sometidas a situaciones de deprivacién de glucosa y de oxigeno. Mediante la utilizacién
de inhibidores para las diferentes PLA,, se demostrd que la isoforma responsable de este
aumento de actividad en las células de hipocampo era una cPLA, (Arai y col., 2001). En
modelos de isquemia cerebral global se reportd que tanto la actividad como la expresion
de las cPLA, aumentan significativamente luego de 20 min, asi como también aumenta
su actividad en neuronas corticales expuestas al fragmento 1-42 del péptido AB (Saluja y
col., 1997; Shelat y col., 2008).

Sin embargo, en nuestro modelo experimental la liberacién de acidos grasos
libres se vio significativamente inhibida en los sinaptosomas expuestos al Fe**. Nuestro
resultado difiere del reportado en otros sistemas y esto podria deberse a la inhibicion de
una fosfolipasa A independiente de calcio en las condiciones de estrés oxidativo. Otro
factor determinante podria ser la naturaleza saturada del sustrato utilizado para los
ensayos enzimaticos, la DPPC. Este tipo de sustrato solo nos permite evaluar la actividad

de las isoformas de PLA con afinidad por fosfolipidos de composicion saturada.
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Entre los eventos de aparicién temprana en los procesos que involucran estrés
oxidativo se encuentra la fosforilacion en tirosinas de diversas proteinas. Se ha
reportado que la activacion de tirosinas quinasas por especies reactivas de oxigeno
aumenta la fosforilacion en tirosinas de proteinas constituyentes de las uniones
estrechas entre células endoteliales que componen la barrera hematoencefalica. Ademas,
la injuria oxidativa (a través de la activacidon de estas quinasas) induce la actividad de
las metaloproteinasas y estos eventos culminan con la pérdida de la funcionalidad de la
barrera hematoencefadlica (Haorah y col., 2007). Por otra parte, en la linea celular de
neuronas dopaminérgica N27, el H,0, induce la fosforilacion en el residuo tirosina 311
(Tyr-311) de la proteina PKCd. La fosforilacion en este residuo es esencial para el clivaje
proteolitico y la activacidon de dicha quinasa (Kaul y col., 2005).

Por otra parte, en células del hipocampo expuestas al producto de la peroxidacion
lipidica 4-hidroxi-2,3-nonenal (HNE), se observé un marcado aumento en la actividad de
canales de Ca’* activados por voltaje y la fosforilacién en residuos tirosinas de las
subunidades del mismo. Ademas, las corrientes de Ca®* fueron también inducidas por el
tratamiento con inhibidores de tirosinas fosfatasas y parcialmente disminuidas por
inhibidores de tirosinas quinasas (Lu y col., 2002). Asimismo, se demostré que muchos
eventos de estrés oxidativo que involucran la activacion de la PLD son dependientes de
la actividad de las tirosinas quinasas (Ito y col., 1997; Singh y col., 1998; Kim y col.,
2004) aunque la inhibicién de estas enzimas en las células PC12 tratadas con H,O,
produjo una disminucion leve en la actividad de la PLD (Oh y col., 2000).

Resultados de nuestro laboratorio demostraron que el tratamiento de los
sinaptosomas con FeSO, produce un marcado aumento en la fosforilacion en tirosinas de
diversas proteinas sinaptosomales luego de 1 h de incubacidon con el agente oxidante.
Ademas se observd la activacion de la via de la PI3K/Akt luego de tiempos cortos de
incubacién, también en forma dependiente de la fosforilacion en tirosinas (Uranga y col.,
2007).

Todos estos antecedentes demuestran el rol central de la fosforilacidn en residuos

tirosinas en eventos que involucran la generacion de especies reactivas de oxigeno. Sin
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embargo, la generacién de DAG en nuestro modelo experimental no fue modificada por
la coincubacién con inhibidores de tirosinas quinasas (genisteina y herbimicina A) ni por
el inhibidor de la enzima PI3K (LY294002). Estos resultados indican que la activacién de
las vias de la PC-PLC y de la PLD en nuestras condiciones experimentales se produce por
un mecanismo diferente e independiente, tanto de la activacién de tirosinas quinasas
como de la enzima PI3K y su efector corriente abajo, Akt.

Cabe senalar que para estudiar la activacion de la PI3K por el tratamiento con el
Fe?* la incubacién de los sinaptosomas se llevd a cabo en un medio que contenia calcio
exdgeno. En tales condiciones se observé un mayor dafio producido por el hierro a nivel
mitocondrial y de la membrana, incluso a tiempos cortos de incubacion (Uranga y col.,
2007). Es posible que la presencia de Ca’* desencadene diferentes mecanismos de
injuria oxidativa frente al Fe**. En consecuencia, la ausencia de este catién en nuestro
medio de incubacion podria explicar el menor dafio observado a nivel mitocondrial con
respecto al dafno reportado en presencia de calcio, ya que la desregulacién del calcio es
uno de los mecanismos subyacentes en la disfuncion mitocondrial y en los eventos de
neurodegeneracion (Mattson, 2007; Bawa y Abbott, 2008; Wojda y col., 2008; Bull y
col., 2008; Vosler y col., 2008).

Asimismo, la inhibicion de las enzimas DAGL y DAGK tampoco modifico la
generacion de DAG a partir de PC, sugiriendo que la injuria oxidativa no ejerce ningun
efecto sobre las vias que catabolizan la degradacion del DAG vy la fosforilacién del mismo,
al menos bajo nuestras condiciones experimentales. Por el contrario, la inhibicién de la
PIP,-PLC disminuyo la formacion de DAG en los sinaptosomas expuestos al hierro. Este
resultado sugiere la participacidon de la PIP,-PLC como un efector corriente arriba en la
activacion de las vias de la PC-PLC y/o de la PLD en condiciones de dafio oxidativo.

Siendo la PKC el efector corriente abajo de la activaciéon de la PIP,-PLC mas
estudiado, se evalud el efecto de la activacién y de la inhibicion de estas quinasas. Sin
embargo, los niveles de DAG no se maodificaron por la coincubacién con PMA o con los

distintos inhibidores de PKC.
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En la mayoria de los antecedentes publicados la activacién de la PLD en
situaciones de estrés oxidativo (por el tratamiento con el péptido AB o con el H,0,) fue
dependiente de la actividad de la PKC (Singh y col., 1998; Min y col., 1998; Servitja y
col., 2000; Oh y col., 2000; Kim y col., 2004). Por el contrario, otros estudios
demostraron que la activacion de la PLD inducida por el H,0, en células PC12 y en
células endoteliales no fue dependiente de PKC (Natarajan y col., 1993b; Ito y col.,
1997). Ademas, en las células endoteliales la activacion de la PLD fue independiente
tanto del calcio intracelular como del extracelular, ya que el tratamiento con EGTA o
BAPTA (quelantes de Ca?' extra e intracelulares, respectivamente) no modificd la
generacion de PEth inducida por el perdxido (Natarajan y col., 1993b). También la
activacion de esta fosfolipasa fue independiente del Ca’* en las células de neuroblastoma
humano incubadas con el péptido AB (25-35) (Singh y col., 1998).

Las diferencias en los mecanismos que llevan a la activacién de la PLD en
condiciones de estrés oxidativo (como la dependencia o no de la fosforilacion en tirosinas
y de la actividad de la PKC, asi como también el requerimiento o no de calcio),
demuestran que las vias de senalizacion involucradas en la activacién de esta fosfolipasa
pueden variar dependiendo del tipo celular y del inductor de la injuria oxidativa en
estudio.

Nuestros resultados mostraron que en las terminales sinapticas expuestas al Fe?*
en nuestras condiciones experimentales se genera rapidamente un gran nivel de
peroxidacion lipidica. Por otra parte, los efectos deletéreos en la funcién mitocondrial y
en la integridad de la membrana plasmatica se observaron tras periodos mayores de
tratamiento con el hierro. Ambas vias generadoras de DAG a partir de la PC fueron
estimuladas por el Fe?* luego de tiempos cortos de incubacién y permanecieron
activadas al menos por 60 min, cuando el efecto danino del hierro se evidenciaba ya a
nivel mitocondrial y por la pérdida de la integridad de la membrana.

Los acidos grasos poliinsaturados son las moléculas bioldgicas mas susceptibles al
estrés oxidativo y su degradacién por efecto de los radicales libres se denomina

peroxidacion lipidica. Este proceso consta de una serie de reacciones en cadena. La
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primera etapa es la de iniciacién, la cual requiere de una molécula suficientemente
reactiva como para extraer un dtomo de hidrégeno. Los metales divalentes como el Fe**
o el Cu?* en presencia de oxigeno son capaces de generar especies reactivas de oxigeno
(ROS) como el radical hidroxilo (OH*), el cual es altamente reactivo y puede actuar como
iniciador en la peroxidacién de los lipidos. Este radical inicia la peroxidacion de los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas produciendo un radical lipidico (R®), el cual a
su vez puede reaccionar con el oxigeno molecular para formar un radical peroxilo
organico (ROO").

Los radicales ROO" inician la fase de propagacién al extraer un hidrégeno de un
acido graso adyacente, generando un lipido hidroperdxido (ROOH) y otro radical R* que
continla una reaccion en cadena de peroxidacion. La peroxidacion lipidica también puede
ser iniciada por especies reactivas de nitrégeno (RNS) tales como el peroxinitrito
(ONOO").

A la fase de propagacion le sucede la fase de terminacion, en la cual se produce
la combinacion de los productos iniciales (radicales lipidicos) para dar lugar a
compuestos aldehidicos no radicales, tales como el malondialdehido (MDA), el HNE vy la
acroleina. Estos aldehidos se pueden unir covalentemente a las proteinas alterando su
funcion. Ademas, la oxidacion de los lipidos disrumpe la organizaciéon de la membrana,
causando cambios en la fluidez y en la permeabilidad, inhibiendo procesos metabdlicos y
alterando el transporte de iones. Todos estos procesos causados por la peroxidacién de
los lipidos pueden culminar en la muerte celular.

En nuestro modelo experimental el D609 fue capaz de inhibir completamente la
peroxidacion lipidica inducida por la incubacién con el Fe?*. Cuando se midi6 la
generacion de TBARS por el método fluorimétrico (el cual es mas sensible que la
medicidén realizada con espectrofotometro), este inhibidor también disminuyd levemente
la peroxidacién producida en la condicién control, lo que indica que en la condicién no
incubada con el agente oxidante existe una leve oxidacion basal de los lipidos.

Trabajos previos han reportado las propiedades antioxidantes del D609. Los

xantatos imitan la accidén del glutation (GSH) eliminando radicales hidroxilos y perdxidos
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mediante la formacidn de uniones disulfuro (dixantogenatos). Los xantatos también
pueden reaccionar con los productos electrofilicos de la peroxidacion lipidica como la
acroleina y, ademas, una vez formado el dixantogenato éste puede ser reducido por la
glutation reductasa formandose nuevamente el xantato activo (Lauderback y col., 2003).

Se demostré que el D609 es capaz de proteger a las neuronas de hipocampo en
cultivo del estrés oxidativo inducido por el péptido AB, disminuyendo la produccién de
radicales libres, la formacion de HNE y la oxidacion de proteinas. La forma metilada del
D609 (incapaz de formar la unién disulfuro) no protege a las neuronas del dano
producido por el AB, lo que demuestra que el D609 ejerce su rol protectivo modulando el
nivel de estrés oxidativo (Sultana y col., 2004). Asimismo, este inhibidor administrado
intraperitonealmente es capaz de proteger de la injuria oxidativa inducida por el péptido
AB y por el Fe** en presencia de H,0, en las terminales sindpticas y en las mitocondrias
de cerebros de animales que fueron previamente inyectados con el D609 (Joshi y col.,
2005; Perluigi y col., 2006; Ansari y col., 2006). Ademas, este xantato es capaz de
disminuir el dafio oxidativo inducido por la radiacion gama (Zhou vy col., 2001). Nuestros
resultados confirmaron las propiedades antioxidantes de este compuesto, es por ello que
la utilizacion del D609 en nuestro modelo experimental no es apropiada para dilucidar el
rol de la PC-PLC.

Se evaludé también el efecto del D609 sobre la viabilidad mitocondrial y sobre la
integridad de la membrana plasmatica de los sinaptosomas, tanto en la condicion
expuesta al estrés oxidativo como en la condiciéon control. EI D609 previno el dafio
mitocondrial producido por el Fe?* luego de 60 min de incubacién. Ademas, incluso bajo
la condicion control, este xantato aumenta la capacidad reductora de las mitocondrias
con respecto a los sinaptosomas coincubados con vehiculo. Estos resultados concuerdan
con la capacidad antioxidante antes mencionada de este compuesto. Por el contrario, los
experimentos de liberacion de LDH demostraron que el D609 (al menos en la
concentracién utilizada en nuestros ensayos) provoca un aumento en la permeabilidad
de la membrana plasmatica, tanto en la condiciéon control como en los Syn expuestos al

Fe?*. En vista de los efectos producidos por el D609 a nivel de la mitocondria y de la
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membrana plasmatica, resulta muy dificil establecer el rol de este compuesto en la
viabilidad sinaptosomal. Un trabajo recientemente publicado, demostré que el D609 es
capaz de inhibir también a las PLA,; citosdlicas purificadas de bazo bovino (Kang y col.,
2008).

Muchos trabajos publicados le han atribuido propiedades antiapoptoticas o
antiinflamatorias a la PC-PLC basandose Unicamente en efectos observados con el D609
(Zamorano y col., 2003; Du y col., 2003; Cheng y col., 2006; Liu y col., 2006). Sin
embargo, nuestros resultados demuestran que la sola utilizacion del D609 como
inhibidor de la PC-PLC, sin medir paralelamente la actividad enzimatica, puede conducir
a conclusiones erroneas debido a las multiples acciones que ejerce este compuesto a
nivel celular sumado a los efectos inhibitorios de este xantato sobre otras enzimas.

Por otra parte, la incubacion en presencia etanol (para inhibir la formacién de
DAG por la via de la PLD) no fue capaz de evitar el dafio de la funcién mitocondrial
producido por el hierro. Sin embargo, la incubacion de los sinaptosomas durante 60 min
con este alcohol aumenta la permeabilidad de la membrana sinaptosomal. Es interesante
destacar que, ya sea en ausencia o en presencia de Fe?*, en las preincubaciones por 60
min en condiciones que disminuyen parcialmente la formacion de DAG (con etanol o con
D609) la permeabilidad de la membrana sinaptosomal se vio aumentada.

Se estudié también el efecto del estrés oxidativo inducido por el hierro en las
terminales sinapticas de ratas seniles. Cuando se evalud la hidrdlisis de la PC en los
sinaptosomas de animales seniles se obtuvieron los mismos resultados observados en
individuos adultos, la formaciéon de DAG se vio estimulada por el Fe** en la misma
proporcion que en los sinaptosomas de las ratas adultas y la generacién de AGL se
inhibié también a los mismos niveles observados en animales adultos. Sin embargo, la
inhibicion de la PIP,-PLC en individuos adultos disminuy6 significativamente la formacion
de DAG luego de 5y de 60 min de incubacién con el Fe?*, mientras que en individuos
seniles el tratamiento con el U73122 solo disminuyd los niveles de DAG luego de 5 min
de incubacion con el hierro. Estos resultados indican que, si bien el efecto final de la

injuria oxidativa en la hidrodlisis de la PC es equivalente en los sinaptosomas de las ratas
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adultas y seniles, existen diferencias en la regulacion de estas vias enzimaticas
generadoras de DAG a partir de la PC por parte de la via de la PIP,-PLC.

Los niveles de peroxidacion lipidica inducidos por el tratamiento con el hierro
también fueron iguales en las terminales sinapticas de las dos poblaciones. Resultados
previos de nuestro laboratorio demostraron que en la corteza cerebral el contenido de
acidos grasos poliinsaturados disminuia solo levemente en las ratas seniles (Lopez y col.,
1995), esto haria a los Syn de la CC de ratas seniles y adultas igualmente susceptibles a
la peroxidacién lipidica frente a un inductor de la peroxidacién tan potente como el Fe?*,
Este hecho no quita la posibilidad que los sinaptosomas de las ratas seniles sean mas
susceptibles al dafio oxidativo en otros niveles, como la funcionalidad mitocondrial o la
integridad de la membrana plasmatica, parametros que no fueron evaluados en los
sinaptosomas de ratas seniles bajo nuestras condiciones experimentales.

Con el andlisis de los resultados de esta segunda parte de la tesis surge la
hipdtesis que el factor determinante en la activaciéon de las vias generadoras de DAG a
partir de la PC podria ser la peroxidacién lipidica, ya que el gran incremento en la
generacion de DAG ocurre en paralelo a los altos niveles de peroxidacion lipidica medidos
como la generacion de TBARS. Un mecanismo posible seria la unidn covalente de los
productos de la peroxidacion lipidica (como el HNE y el MDA) a las enzimas, lo cual
podria originar un cambio en la estructura y la consiguiente activacién o inhibicién de la
actividad enzimatica.

En diversos sistemas se ha demostrado que los productos de la peroxidacion
lipidica pueden modificar la estructura y la actividad de las proteinas siendo una de las
causas de la disfuncién celular a varios niveles. En células endoteliales se reporté que el
hidroperoxido del acido linoleico era capaz de activar a la PLD e incluso el nivel de
activacion era mayor al obtenido en presencia de H,O, (Natarajan y col., 1993b).
También en estas células el HNE fue capaz de estimular la actividad de la PLD, esta
activacion fue independiente tanto del calcio como de la actividad de la PKC (Natarajan y
col., 1993a). Sin embargo, la activacion de la PLD por parte del HNE fue dependiente de

la actividad de tirosinas quinasas (Natarajan y col., 1997). De la misma manera otros
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hidroxialdehidos como el hidroxioctenal y el hidroxihexenal también fueron capaces de
estimular la formacién de PEth en las células endoteliales (Natarajan y col., 1993a).

Asimismo, se demostré que el HNE puede interaccionar con las estructuras del
citoesqueleto, modificar los microtubulos y los microfilamentos y originar cambios en la
morfologia celular (Gadoni y col., 1993). Se reportd también que el HNE es capaz de
disminuir significativamente la actividad de la enzima creatina quinasa en homogenados
de cerebro de rata y también la actividad de la citocromo c oxidasa mitocondrial
(Horakova y col., 2002; Kaplan y col., 2007). Ademas este aldehido esta involucrado en
las modificaciones de la proteina apoB, lo cual altera el metabolismo de las lipoproteinas
de baja densidad (Negre-Salvayre y col., 2003), y es también capaz de modificar la
conformacion de las proteinas de la membrana sinaptosomal (Subramaniam y col.,
1997).

Si el nivel de peroxidacion lipidica fuera el factor determinante en la activacion de
las vias enzimaticas responsables de la hidrdlisis de la PC a DAG, esto seria concordante
con el hecho de no encontrar diferencias en la generacion de DAG en animales adultos y
seniles, ya que el nivel de peroxidacién tampoco se modificd con la edad.

Concluyendo, en la segunda parte de la tesis demostramos por primera vez que
el estrés oxidativo induce un marcado aumento en la generaciéon de DAG a partir de la
PC en los sinaptosomas de ratas adultas y seniles. El incremento en este mensajero
lipidico es consecuencia de la activacion de las vias de la PC-PLC y de la PLD, siendo este
el primer reporte acerca de la activacion de la PC-PLC por injuria oxidativa en el sistema
nervioso central.

El hecho de haber demostrado la existencia de esta nueva via de sefalizacién en
la terminal sinaptica constituye el punto de partida para el futuro estudio de su rol en los
procesos de senalizacion y de comunicacion neuronal. Nuestros resultados abren nuevos
interrogantes que nos impulsan a continuar investigando los mecanismos que llevan a la
activacidon y a la regulacion de la PC-PLC en los eventos neurodegenerativos en el

sistema nervioso central.
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En este trabajo de tesis se demostro la presencia de la via de la PC-PLC en las
terminales sinapticas de la corteza cerebral de rata. Esta via de generacion de DAG es
responsable, junto a la PLD, de la hidrdlisis de la PC de la membrana sinaptosomal para
generar este segundo mensajero lipidico. Especificamente con los resultados obtenidos

hemos demostrado:

e La generacion del DAG a partir de la hidrdlisis de la PC en los sinaptosomas se vio
estimulada por los agentes tensioactivos Triton X-100 y DOC mientras que se vio

inhibida por el agregado de Ca®* y Mg?* exdgenos.

e Mediante la utilizacién del etanol como marcador de la reaccién de
transfosfatidilacion catalizada por la PLD, del DL-propranolol como inhibidor de la PAP2 y
del D609 como inhibidor de la PC-PLC, se determind que el 60% del DAG generado
proviene de la actividad de la PC-PLC y el 40% restante de la via de la PLD/PAP2. Se
corroboré también que la actividad de la SMS, bajo nuestras condiciones de ensayo, no

contribuye a la generacion del DAG.

e La caracterizaciéon de la cinética enzimatica de la PC-PLC permitié determinar un
valor de Ky aparente de 350 uM para la DPPC y una Vnix de 3.7 nmol DAG x (mg

proteina x h)™.

e Los niveles de DAG generados y la contribucion de las vias de la PC-PLC y de la PLD

no mostraron cambios significativos en los individuos seniles cuando se los comparé con

los valores hallados en las ratas adultas.
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e Utilizando un anticuerpo contra la PC-PLC de Bacillus cereus se detecté por WB la
presencia de dos bandas muy préximas correspondientes a un peso molecular cercano a

66 kDa, tanto en los sinaptosomas de ratas adultas como de seniles.

e La actividad de la PC-PLC se localizd en la fraccion de la membrana plasmatica
obtenida a partir de los sinaptosomas de ratas adultas, siendo practicamente

indetectable en la fraccion soluble de los mismos.

e La fraccibn de membrana resistente a detergentes aislada de los sinaptosomas
presentd caracteristicas de dominios “rafts”, ya que el contenido de SM y de colesterol
fue mayor con respecto a los Syn. De la misma manera, la fraccion DRM se encontrd

enriquecida en proteinas marcadoras de estos microdominios, como caveolina y c-Src.

e La actividad especifica de la PC-PLC se vio aumentada en las DRMs con respecto a
los Syn. Asimismo, los ensayos de Slot blot confirmaron su localizacion tanto en los Syn

como en los microdominios de membrana.

Los resultados obtenidos en la segunda etapa de la tesis demostraron que, en los
sinaptosomas de ratas adultas y seniles, el estrés oxidativo inducido por la sobrecarga
de FeS0Q, estimula la hidrdlisis de la PC y la generacion de DAG. De la segunda parte de

la tesis podemos concluir que:

e La incubacién de los sinaptosomas en presencia de Fe?* afectd la viabilidad de los
mismos. La injuria oxidativa produjo una marcada peroxidacion de los lipidos de la
membrana sinaptosomal y este efecto se observé marcadamente ya a tiempos cortos de
incubacién con el agente oxidante. Sin embargo, los efectos deletéreos del Fe?* a nivel
de la funcién mitocondrial y de la integridad de la membrana plasmatica se hicieron

evidentes luego de tiempos mayores de incubacién con el hierro.
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e La injuria oxidativa estimuld fuertemente la formacién de DAG a partir de la DPPC. La
generacion de DAG inducida por la incubacién con el hierro, es debido a la activacion de

las vias de la PC-PLC y de la PLD.

e En animales adultos, la hidrdlisis de la PC por accion de las enzimas PC-PLC y PLD en
condiciones de estrés oxidativo resulté independiente de la activaciéon de tirosinas

guinasas asi como también de la via de la PI3K/Akt.

e El estrés oxidativo indujo un aumento en la generacion de DAG catalizado por las
vias de la PC-PLC y la PLD en los individuos seniles. Sin embargo, no se detectaron
diferencias significativas con respecto a lo reportado en los animales adultos ni en la

generacion de DAG ni en el grado de peroxidacion lipidica.
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ABREVIATURAS

2-AG

AA
AcAc
AGL
AMP
APP
ARF
ATP
AB
BH
BIM
BSA

CC
Cer
CL
CMC
Col
CTB
D609
DAG
DAGK
DAGL
DMSO
DNA
DOC
DPPC
DRMs
DTT

EA
EDTA
EGF
EP
EtOH

ABREVIATURAS

2-araquidonoil-glicerol
Acetona

Acido araquidénico

Acido acético

Acidos grasos libres
Adenosina 5'-monofosfato
Proteina precursora de amiloide
Factor de ADP ribosilacién
Adenosina 5'-trifosfato

B amiloide

Buffer de homogenizacién
Bisindolilmaleimida
Albumina sérica bovina
Cloroformo

Corteza cerebral

Ceramida

Cardiolipina

Concentracion micelar critica
Colesterol

Subunidad B de la toxina colérica

Triciclodecan-9-il-xantato (sal de potasio)

Diacilglicerol

Diacilglicerol quinasa
Diacilglicerol lipasa
Dimetilsulféxido

Acido Desoxirribonucleico
Deoxicolato de sodio

Dipalmitoil fosfatidilcolina
Membranas resistentes a detergente
Ditiotreitol

Eter etilico

Enfermedad de Alzheimer

Acido etilendiaminotetraacético
Factor de crecimiento epidermal
Enfermedad de Parkinson

Etanol
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ABREVIATURAS

FMit Fraccién mitocondrial

FN Fraccidén nuclear

GAPs Proteinas activadoras de la actividad GTPasa
GDP Guanosina 5'-difosfato

GEF Factor intercambiador de nucledtidos de guanina
GPCR Receptor acoplado a proteina G

GSH Glutatién

GTP Guanosina 5'-trifosfato

GTPyS Guanosina 5'-0O-(3-tiofosfato)

H Hexano

h Hora/s

H,0, Perdéxido de hidrogeno

HBM Medio en buffer Hepes

HNE 4-hidroxi-2,3-nonenal

HT Homogenado total

IL Interleuquina

IP3 Inositol 1, 4, 5-trifosfato

IRES Elementos del respuesta al hierro

IRPS Proteinas citoplasmaticas reguladoras del hierro
Km Constante aparente de Michaelis-Menten
LDH Lactato deshidrogenasa

LN Lipidos neutros

LPA Acido lisofosfatidico

LPC Liso fosfatidilcolina

LPPS Lipido fosfato fosfatasas

LPS Lipopolisacarido

M Metanol

mAChR Receptor muscarinico de acetilcolina

MAG Monoacilglicerol

MAPK Proteina quinasa activada por mitégenos
MDA Malondialdehido

min Minuto/s

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
NADPH Nicotiamida-Adenina Dinucleotido Fosfato
NEM N-etilmaleimida

NGF Factor de crecimiento neural

NK Células “natural killers”

NMDA N-metil-D-aspartato
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ABREVIATURAS

NO
NOS
PA
PAP
PBS
PC
PColina
PC-PLC
PDGF
PE
PEth

PI

Pi

PI3K
PISK
PIP,
PIP,-PLC
PKC
PKD
PLA,
PLD
PLs
PMA
PMSF
PN

PPI

PS
PVDF
RasGRPs
RNA
RNS
ROS
RTK
SDS
SDS-PAGE
SM
SMS
SNC

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintasa

Acido fosfatidico

Fosfatasa de acido fosfatidico

Buffer fosfato salino

Fosfatidilcolina

Fosfocolina

Fosfolipasa C especifica para fosfatidilcolina
Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Fosfatidiletanolamina

Fosfatidiletanol

Fosfatidilinositol

Fosforo inorganico

Fosfatidilinositol 3-quinasa

Fosfatidilinositol 5-quinasa

Fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato

Fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato
Proteina quinasa C

Proteina quinasa D

Fosfolipasa A2

Fosfolipasa D

Fosfolipidos

Forbol 12-miristato 13-acetato
Fenilmetilsulfonil fluoruro

Pellet nuclear

Polifosfoinositidos

Fosfatidilserina

Polivinilidenofluoruro

Proteinas liberadoras de nucledtidos de guanina de Ras
Acido Ribonucleico

Especies reactivas de nitrégeno

Especies reactivas de oxigeno

Receptores tirosina quinasa

Dodecilsulfato de sodio

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
Esfingomielina

Esfingomielina sintasa

Sistema nervioso central
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ABREVIATURAS

SOD
Sol
SPM
SPMit
SPN
Syn
TAG
TBA
TBARS
TBM
TCA
TLC
Triton X-100
TRPC
u/L
Vimax
wB

Superdxido dismutasa

Fraccién soluble

Membrana plasmatica sinaptosomal
Sobrenadante post mitocondrial
Sobrenadante post nuclear
Sinaptosomas

Triacilglicerol

Acido tiobarbittrico

Especies reactivas al acido tiobarbiturico
Medio en buffer Tris

Acido tricloroacético

Cromatografia en capa fina

Eter mono[p-(1, 1, 3, 3-tetrametilbutil) fenilico] del polietilenglicol
Canal receptor de potencial transitorio
Unidades por litro

Velocidad maxima

Western blot
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