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1. Introduccion

1.1. Nucleo celular

El nucleo celular es la adquisicion evolutiva que define a las

células eucariotas.

El nucleo (N) fue la primera estructura intracelular descubierta,

hace ya mas de 200 anos (1).
El siguiente esquema corresponde a un nucleo celular tipico con

Sus componentes estructurales caracteristicos.

" 77 Filamentos intermedios
+ J

RN
Lamina nudear \ RS _\ e

AR

(Adaptado de Molecular Biology of the Cell, Alberts y col. 4° ed.)

El nucleo celular se encuentra delimitado por la envoltura nuclear,
formada por dos bicapas lipidicas concéntricas, la membrana nuclear
interna (MNI) y la membrana nuclear externa (MNE), interrumpidas a
nivel de los complejos del poro nuclear (CPN), a traves de los cuales se
lleva a cabo el transporte de moléculas entre el N y el citosol.

La envoltura nuclear presenta una relacion de continuidad con

las membranas del reticulo endoplasmatico (RE) y se encuentra
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estructuralmente relacionada con dos redes de filamentos intermedios:
una, llamada lamina nuclear (LN), constituye una malla delgada y
altamente organizada que tapiza internamente a la MNI mientras que la
segunda, mds laxa, rodea externamente a la MNE (2).

El N celular contiene el patrimonio genético de la ce€lula,
protegiéndolo del dano ambiental y asegurando su duplicacion,
transcripcion y reparacion.

La composicion quimica general del N se determinc hace ya
muchos anos (3). Las proteinas son las biomoléculas mayoritarias
alcanzando mas del 60 % del total, seguidas por el ADN, que representa
casi el 30 %, los lipidos, que constituyen casi el 5 % y el ARN, que alcanza
al 3 %.

Los fosfolipidos (FL) son los lipidos mayoritarios alcanzando el 3.7 %
de la composicion quimica general, siendo fosfatidilcolina (FC) el
constituyente mas abundante del N celular seguido por
fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilinositol (Fl), esfingomielina (SM) vy

fosfatidilserina (FS).

1.1.1. Estructura y ultraestructura nuclear

El N celular es una estructura altamente dinamica formada por
distintos dominios intranucleares que, a diferencia de los
citoplasmaticos, no estan rodeados por membranas. A pesar de ello,
tres razones fundamentales hacen que se acepte el término "dominio”
para referirse a estas estructuras intranucleares: 1- cada uno se
caracteriza por poseer determinado conjunto de proteinas, 2- puede ser
morfologicamente identificado por microscopia optica y/o electronica
y, al menos algunos de ellos, 3- pueden ser aislados y purificados (1).

La existencia de estos dominios representa una manera de

organizacion espacial de las funciones nucleares tales como los
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procesos de replicacion, transcripcion, procesamiento del ARN 'y
reparacion del ADN, entre otros (4).
El siguiente esquema corresponde a un modelo del N celular y sus

dominios intranucleares, los que se describen a continuacion.

Corpusculos
Corpilsculo peG

de corte

CPN
Corplsculos de

e Zajal
- Dorninic Gern

- Tenitorios
cromos ormales

Dorninio OFT )

- Corpusculos

Sitios de T [slells
itios ce Transcripcion oL

Zompartirnientos
desplicing

g Corplsculo
pe SAMES
Larnina

.
nuclear Heterocromating

Compartimiento
perinucleoclar

Huclaolo

(Adaptado de David L. Spector, 2001, Journal of Cell Science 114, 2891-2893).

1.1.1.1. Dominios del Nucleo celular

Cromatina

Se define a la cromatina como el componente nuclear formado
por el ADN asociado a dos clases de proteinas, las proteinas histonicas y
las proteinas cromosomales no histonicas (2).

Las proteinas representan entre el 60 y el 65 % del total de los
componentes de la cromatina mientras que el ADN alcanza
aproximadamente el 30 %. Los FL representan un componente

3
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minoritario de la cromatina alcanzando el 0.2 % (5). Los porcentajes
relativos de cada clase fosfolipidica son: FC (52.8 %), FI (15.5 %), FE (13.9
%), SM (13.3 %) y FS (3.9 %) (6).

Tradicionalmente se realiza la distincion entre dos tipos de
cromatina en el N interfasico: una forma altamente condensada y
organizada, denominada heterocromatina, y otra forma mas laxa,
menos condensada, llamada eucromatina.

Segun un modelo propuesto recientemente por Cremer y
colaboradores (7) el nucleo celular seria una estructura altamente
compartimentalizada formada por territorios cromosomales (TCs) y un
compartimiento de intercromatina (Cl), antes denominado dominio de
intercromatina (8).

Este modelo TC-CI postula que el Cl es un dominio tridimensional
de lagunas y canales, que comienza a nivel del complejo del poro
nuclear y se extiende entre, y hacia el interior, de los TCs vecinos. Las
fronteras entre los TCs y el Cl se denominan regiones de pericromatina
(RP).

En el Cl se localizan numerosos dominios de variadas dimensiones,
siendo los mas caracterizados el nucleolo, los cumulos de granulos de
intercromatina (IGCs, por sus siglas en ingles), los corpusculos de Cajal y
los corpusculos de la oncoproteina de la leucemia promielocttica.

Los mismos autores hipotetizan (9) que los Cl y las RP definen una
topologia espacial crucial para el desarrollo de procesos nucleares
como la transcripcion, la replicacion, el corte y empalme del ARN v,
presumiblemente, la reparacion del ADN.

Segun este modelo, la organizacion estructural de la cromatina se
relacionaria directamente con la actividad genomica de la cé€lula y
constituira@a una primera instancia de regulacion de la expresion
genética. Es asi que las RP corresponderian a sitios activos de
replicacion y transcripcion, donde se concentrarian factores de

transcripcion, transcriptos nacientes y la maquinaria de procesamiento
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de ARN, mientras que los genes silenciados se encontrarian en el interior
de los TCs. Sin embargo, observaciones recientes demuestran que en las
RP también se puede encontrar genes inactivos (10) lo que determinaria

que la separacion entre zonas activas e inactivas no seria tan absoluta.

Nucleolo

El hucleolo es el dominio mas llamativo del N celular, cuando se lo
observa al microscopio optico. Es el sitio donde se lleva a cabo la sintesis
y procesamiento del ARN ribosomico (rARN) y el ensamblado de las
particulas ribosomicas y otros complejos de ARN-proteinas, como las
telomerasas y las particulas de ribonucleoproteinas nucleares pequenas
U6 (U6 snRNP), que participan en el corte y empalme del pre-mARN (2).

El hucléolo constituye un gran agregado de macromoléculas que
incluye los genes para los rARNs, pre-rARNs, rARNs maduros, enzimas que
procesan los rARNs, particulas de ribonucleoproteinas nucleolares
pequenas (snoRNPs), subunidades proteicas ribosomales y ribosomas
parcialmente ensamblados (2).

Esta estructura nuclear se desensambla durante la mitosis, cuando
los cromosomas se condensan, y se reorganiza una vez finalizado este
proceso de division celular.

El tamano del nucléolo refleja el numero de ribosomas que la
cé€lula esta produciendo por lo que varia mucho de un tipo celular a

otro y aun en una misma ce€lula, segun la etapa del ciclo celular.

Compartimientos de factores de corte y empalme
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Las denominadas "pecas nucleares’ o "compartimientos de
factores de corte y empalme" (Nuclear Speckles o Splicing-Factor
Compartments; SFCs, por sus siglas en ingles), corresponden a dominios
nucleares donde se concentran factores de corte y empalme (splicing)
del pre-mARN (11). Estos dominios se presentan en nudmero de 20 a 25
por N celular, difusamente distribuidos en el interior nuclear.

En este dominio nuclear se concentran tambieén algunos de los
componentes del ciclo de fosfoinositidos nuclear, incluidos varias
isoformas de la enzima fosfatidilinositol fosfato quinasa, el fosfatidilinositol
4,5-bifosfato, la fosfoinositido 3-quinasa y la diacilglicerol quinasa-o (12).

En estos dominios, si bien corresponden a sitios donde se lleva a
cabo el ensamblado, reserva y reciclado de complejos de splicing (13)
no se llevarian a cabo los procesos de transcripcion, corte y empalme
de ARN pero si el control de calidad de los mismos, previo a su

exportacion (9).

Corpusculos de Cajal

Los corpusculos de Cajal (Cajal Bodies; CB, por sus siglas en ingles)
corresponden a otros dominios nucleares donde se acumulan factores
de splicing del ARN (1). Estos dominios son pequefnas estructuras
esféricas que se presentan en numero de 1 a 5 por N celular.

En funcion del tamano se reconocen dos subtipos de CB, uno
mayor -llamado CB- y uno menor -llamado mini-CB-. Contienen una
amplia gama de componentes como madquinaria espliceosomal,
factores de transcripcion, factores especificos de corte y de
poliadenilacion y ciertos componentes nucleolares (14).

Se considera que los CB funcionarian como centros de
distibucion donde se concentran determinados factores de
transcripcion y de splicing del ARN para ser distribuidos a los sitios donde

se lleva a cabo la transcripcion (15). Mds aun, en los CB se produciria
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tambien el pre-ensamblado de la maquinaria de la ARN pol llly | con la
maquinaria de procesamiento del ARN para conformar los

transcriptosomas de polllly pol 1 (14;16).

Corpusculos de la Oncoproteina de la Leucemia Promielocitica

Estos dominios nucleares (Promyelocytic Leukaemia Oncoprotein;
PML, por sus siglas en ingl€s) son pequenos dominios esféricos conocidos
tambieén como "dominio nuclear 10", "cuerpos de Kremer" y "dominios
oncogenicos PML" (17). Los PML se presentan distribuidos por el N celular
en nimero de 10 a 30.

Estos corpusculos son de gran interés clinico para el diagnostico y

tratamiento de la leucemia promielocitica aguda (18).

Ademas de los dominios intranucleares descriptos anteriormente,
el N celular presenta un conjunto de dominios poco caracterizados en
sus aspectos estructural y funcional, que se describen someramente a
continuacion.

Los dominios OPT (el nombre hace alusion a determinados
factores de transcripcion que alli se concentran) se ensamblan durante
la fase G1 del ciclo celular y desaparecen al inicio de la fase S. Estos
dominios se asocian preferencialmente con determinados cromosomas
para intervenir en la transcripcion de genes especificos (18).

El compartimiento perinucleolar (PNC, por sus siglas en inglé€s) y los
corpusculos nucleares SAM 68 son dominios nucleares localizados en la
periferia del nucleolo, con el que presentan contacto directo (19). En
estos dominios se concentran determinados ARNs transcriptos por la
enzima ARN pol lll. Su funcion no se conoce aun pero la presencia de

este dominio se correlaciona con transformacion oncogeénica.
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Los corpusculos PcG son dominios nucleares que varian en
tamano y numero y se presentan asociados a regiones de
pericromatina (20). Su funcion no se conoce aun con precision pero se
postula que estarian involucrados en el silenciamiento genico (10).

Los Gems son dominios nucleares adyacentes a los CB
caracterizados por la presencia de determinados factores proteicos,
como la proteina de supervivencia de neuronas motoras y el factor
asociado Gemin2. Estos dominios intervienen en la maduracion de
SnRNP y presentan correlacion clinica con una enfermedad
degenerativa de neuronas motoras, la atrofia muscular espinal (21).

Los corpusculos de corte (Cleavage Bodies, en ingl€s) son
dominios donde se concentran factores que intervienen en el corte y la
poliadenilacion durante el procesamiento del pre-mARN (22).

Las siguientes microfotografias de fluorescencia corresponden a
algunos de los dominios nucleares mencionados. La foto a corresponde
a los SFCs; la b al nucleolo; la ¢ a los CB (verde) y al nucléolo (rojo); la d
al corpusculo PML (rojo) y al los CB (verde); la e a los cromosomas de
raton 13 (azul), 14 (rojo) y 15 (verde) en metafase y, por ultimo, la foto f
corresponde a los mismos cromosomas de la foto anterior que, en

interfase, se visualizan como territorios cromosomales.
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(Miroslav Dundr y col., 2001, Biochem. J. 356, 297-310).

1.1.1.2. Matriz Nuclear

Este componente nuclear fue descripto por primera vez en 1948
(23) pero mucho mas tarde, en el ano 1974, se la comenzo a denominar
"matriz nuclear" (Mx) (24).

En 1996 Don Fawcet definio a la Mx como la "estructura nuclear
no cromatinica observada con el microscopio electronico" (25).

Actualmente se acepta que la Mx no es un concepto sino una

estructura nuclear bien concreta.
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El principal componente estructural de la misma lo constituye una
red fibrogranular de ribonucleoproteinas identificada por primera vez en
los anos 60 (26), limitada periféricamente por la LN.

La composicion quimica de la Mx matriz nuclear se determino
hace una deécada siendo el componente mayoritario las proteinas,
seguidas por el ADN y los FL (27).

La Mx le otorga al N celular el andamiaje estructural donde se
anclan los dominios de la cromatina (28). El anclado de la cromatina a
proteinas especfficas de la Mx nuclear y a la lamina nuclear tiene una
base molecular dada por la presencia de secuencias de ADN llamadas
regiones de union a la matriz (MARs, por sus siglas en inglées) (29).

A la red de fibras de la Mx tambieén se fijarian durante la
replicacion y la transcripcion los complejos de ADN polimerasa (30) y
ARN polimerasa (31) y algunas de las enzimas y complejos enzimaticos
requeridos para el remodelado de la cromatina y la activacion genica
(32-34).

Las investigaciones existentes acerca de la Mx han puesto
especial enfasis en la ultraestructura y composicion proteica; en este
sentido, se conoce un numero limitado de proteinas y de interacciones
proteiha-proteina de la Mx nuclear como ribonucleoproteinas, ARN,
actina nuclear y proteinas que ligan actina, incluidas la miosina y la
proteina estructural 4.1 (35-40). Sin embargo, no se ha realizado aun su

caracterizacion lipidica.
1.1.1.3. Envoltura nuclear

Rodeando los dominios nucleares se encuentra la envoltura
nuclear que separa espacial y temporalmente los procesos nucleares

como replicacion y transcripcion, de los citoplasmaticos, como la

traduccion (41). Curiosamente, existe un dato bibliografico que describe
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que, en el interior del N celular de mamiferos, existirla acoplamiento
entre los procesos de transcripcion y traduccion (42).

La carioteca o membrana nuclear (MN) consiste en dos
membranas o bicapas lipidicas concéntricas, interrumpidas a nivel de
los CPN y separadas por un espacio perinuclear. Si bien las membranas
nucleares interna y externa son continuas, presentan distinta
composicion proteica. La MNE presenta una relacion de continuidad
con el RE y esta caracterizada por la presencia de ribosomas en su cara
citoplasmatica. La MNI contiene proteinas especificas que actuan
como sitios de union para la cromatina y para la LN. El espacio entre las
dos membranas nucleares, llamado espacio intermembrana, es
continuo con el lumen del RE (2).

La MN posee el 13 % de la proteinas nucleares, el 3 % del ARN vy
menos del 1 % del ADN (43).

La composicion quimica general de la membrana nuclear incluye
proteinas, el componente mayoritario, que representan el 97.4 % del
total, ADN, que constituye el 0.9 % y FL, que alcanzan el 1.7 % (27). Los
porcentajes relativos de cada clase fosfolipidica son: FC (60.6 %), FE
(23.5 %), FI (10.1 %), SM (3.9 %) y FS (1.7 %) (44).

La LN esta constituida por filamentos intermedios de tipo V,
llamados laminas, que se organizan en una trama bi o tridimensional -
segun el tipo celular-que tapiza internamente a la MNI (45).

Los filamentos de la LN pueden ser clasificados en dos subtipos: las
laminas B, de distribucion ubicua y las laminas A/C, que se encuentran
solo en celulas diferenciadas (46) (47). Estas proteinas presentan senales
de localizacion nuclear (NLS) (48) y, en muchos casos, el extremo
carboxilo se encuentra isoprenilado o metilado (49) (50) (51). Estas
proteinas determinan la forma y el tamano del nucleo celular, asi como
tambien el posicionamiento del CPN y de proteinas de la MNI (45).

A través del CPN se lleva a cabo un continuo trafico nucleo-

citoplasmatico, bidireccional y selectivo.
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En cé€lulas animales los CPN se encuentran distribuidos en toda la
superficie del N celular y estan formados por mas de 50 proteinas
diferentes, denominadas nucleoporinas, que determinan una estructura
de simetria octogonal. La envoltura nuclear de una ce€lula de mamifero
tipica consta de 3000 a 4000 CPN (52).

Cada CPN consta de uno o mas canales acuosos de 9 nm de
diametro y 15 nm de longitud, a través de los cuales difunden
pasivamente moléculas pequenas y medianas (con un tamano menor a
50 kDa) solubles en medios acuosos. Las moléculas cuyo tamano es
mayor de 50 kDa no pueden pasar a traves del CPN y son vehiculizadas
a traves de la envoltura nuclear mediante mecanismos de transporte
activo que involucran receptores especificos y NLS (53). Se ha descripto
la presencia de lipidos con AG de cadena muy larga asociados al CPN,

necesarios tanto para su estructura como para su funcion (54).

1.1.1.4. Sistema tubular membranoso intranuclear

En el ano 1979 se describio por primera vez la presencia de un
sistema tubular membranoso intranuclear (55). En la dltima década este
sistema, tambieén llamado reticulo nucleoplasmico, se caracterizo mas
detalladamente (4) (56) (57) (58).

La morfologia de este reticulo nucleoplasmico es especifica de
cada tipo celular pudiendo estar constituida por cortos tubos hasta
multiples y complejas estructuras ramificadas. Algunas invaginaciones
atraviezan enteramente el nucleo celular, abriendose en dos puntos de
la superficie nuclear, mientras que otras alcanzan, o terminan cerca, del
nucléolo. Estas invaginaciones estan limitadas por membranas
derivadas de la envoltura nuclear, presentan CPN y, en algunos casos,
son particularmente abundantes los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3R) (56).

12
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El interior de estas invaginaciones presenta continuidad con el
citoplasma; inclusive se han observado ribosomas, mitocondrias,
pequenas vesiculas y elementos del citoesqueleto en su interior. El
espacio entre la membrana interna y la membrana externa de las
invaginaciones presenta proteinas solubles caracteristicas del RE.

Este sistema tubular membranoso intranuclear se observo en
numerosos tipos celulares diferentes, a saber: vegetales (59), insectos
(60) (61) y mamiferos (55) (62), inclusive en c€lulas en cultivo primario (4).
En los nucleos celulares de hepatocitos de rata normal se ha observado
entre 0-3 canales por nucleo.

En lo que respecta a las funciones de este controvertido sistema
de "tdbulos citoplasmaticos que penetran el nucleo celular’, se ha
propuesto que aumentaria la superficie de contacto entre el N celular y
el citoplasma, lo que facilitaria el transporte nucleo-citoplasmatico (63)
asi como también intervendria en los mecanismos de senalizacion

nucleares dependientes de Ca+? (56) (64) (58).
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1.2. Lipidos del Nucleo Celular

La primera demostracion de la existencia de lipidos,
especialmente FL, en el N celular corresponde al trabajo publicado por
Chayen y col., en 1957 (65). Posteriormente se demostro la existencia de
lipidos neutros (66) y de numerosas enzimas del metabolismo lipidico en
el ndcleo celular de una gran variedad de tejidos e, inclusive, en lineas
celulares (67) (68).

En este compartimiento celular los lipidos se encuentran no solo
formando parte de la envoltura nuclear sino tambieén en su interior,
asociados a la matriz nuclear y a la cromatina de una gran variedad de
tipos celulares (65) (69) (70) (71) (5) (72).

Se ha propuesto que los FL del N celular se encuentran asociadas
a moléculas de ARN en zonas de cromatina descondensada (73) (74);
otras investigaciones proponen que los lipidos del N celular existen como
complejos proteolipidicos, muy probablemente, asociados a la Mx (75)
(76).

Como se dijo anteriormente, los FL son los lipidos mayoritarios del N
celular. Los porcentajes relativos de cada clase fosfolipidica nuclear de
higado de rata son: FC (57.9 %), FE (21.6 %), FI (12.2 %), FS (2.7 %) y SM
(5.5 %) (77).

En cuanto a las composiciones de dcidos grasos (AG) de los FL
nucleares se ha demostrado la existencia de elevados niveles de AG
polinosaturados, principalmente d&dcido araquidonico (20:4n-6) vy
docosahexaenoico (22:6) (78).

Ademas de los FL en el N celular se encuentran otros
componentes lipidicos como colesterol (col), esteres de colesterol (EC),
diacilgliceridos (DAG), triacilgliceridos (TAG) y dcidos grasos libres (AGL)
(44).

En las dltimas deécadas se realizaron numerosisimas investigaciones

que demuestran la existencia de un metabolismo lipidico nuclear muy
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activo que involucra procesos como sintesis de novo, desaturacion,
peroxidacion y sintesis de eicosanoides, entre otros. Los lipidos del N
celular no representan meros componentes estructurales inertes de la
membrana nuclear sino que intervienen en la regulacion de una gran
variedad de procesos, por ejemplo, al constituir precursores de
moleéculas mensajeros generadas en numerosas vias de transduccion de
senales (79) y en la regulacion de la estructura de la cromatina y de la
expresion genética (80).

Al presente se han descripto las vias de senalizacion nuclear de
fosfoinositidos (81), FC, FS, esfingolipidos, eicosanoides y AG (82-84) (85).

A continuacion se realizara una breve actualizacion acerca del

metabolismo y las funciones de los lipidos del N celular.

1.2.1. FC nuclear

La FC es el FL mayoritario del nucleo celular, donde se encuentra

formando parte tanto de la membrana nuclear como en su interior.

En el N celular se encuentran enzimas responsables de la sintesis y

de la degradacion de la FC nuclear.

La sintesis nuclear se puede llevar a cabo por tres vias o

mecanismos diferentes:

1. "via de la CDP-colina" o "via de Kennedy", responsable de la
sintesis del 85 % de la FC nuclear. Se encuentran las tres
enzimas encargadas de la sintesis de novo de la FC: colina
quinasa (CK), CIP-: fosfocolina citidililtransferasa a (CCTa) y la
enzima CDP-colina: 1,2- diacilglicerol colinafosfotransferasa
(CPT) (86) (87) (88) (89) (90);

2. el complejo enzimatico de intercambio de base que cambia
serina por colina en la FS, responsable del 5-10 % de la sintesis

total de FC nuclear (91);
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3. la SMsintasa reversa, que sintetiza FC a partir de SM y DAG,
liberando ceramida (92).
Las ultimas dos vias han sido demostradas en nucleo de cé€lulas de
higado de rata (86) (88).
El catabolismo de la FC nuclear depende de la actividad de las
siguientes enzimas:
- fosfolipasa D-dependiente de FC (PC-PLD). Esta enzima posee dos
isoformas con diferente regulacion y localizacion: la PC-PLD1
localizada en la membrana nuclear (93) y la PC-PLD2, de

localizacion intranuclear (94).

La activacion de la PLD nuclear produce finalmente un
incremento de los niveles nucleares de DAG, los que actian como
moleéculas mensajeras produciendo la activacion de las isoformas de la
proteina quinasa C (PKC) dependientes de DAG.

Todavia no se establecio con precision el rol del acido fosfatidico
(PA) nuclear producido por actividad de PLD. Se sabe que en el
citoplasma el PA esta involucrado en la regulacion de la polimerizacion
de las fibras de actina y que estimula la actividad de la enzima
fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa incrementando la sintesis de PIP; (95).
En relacion a lo antes dicho, la actina es uno de los principales
componentes estructurales de la matriz nuclear (23) y la enzima
fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa se encuentra asociada a los speckles
del N celular (96) (12) por lo que se postula que el PA cumpliria un rol en

la polimerizacion de las fibras de actina.

- fosfolipasa C-dependiente de FC (PC-PLC). Esta enzima se
encuentra asociada a la cromatina (87);

- SMSintasa o PC:ceramida fosfocolinatransferasa, también
asociada a la cromatina (97);

- fosfolipasas A: nucleares (PLA>).
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Se determind la presencia de una PLA; neutra, que se encontraria
asociada a la Mx y que desempenaria un rol en la proliferacion celular
(98) (27); se ha descripto tambien la presencia de una isoforma
citosdlica de PLA; de 85-kDa, Ila cPLAz-a, que reside
predominantemente en el N celular (99) y de otros tipos de PLA: que,
ante ciertos estimulos, translocan al N celular. Estas son una iPLA2 que en
respuesta a la hipoxia transloca al nucleo de cé€lulas de LA-N-1-
neuroblastoma (100) (101) y la PLA2-I, una PLA; secretoria de ce€lulas de
pancreas, que estimula la sintesis de ADN en una linea celular derivada
de estroma uterino de rata normal (102).

Las PLAzs nucleares cumplen un rol en la regulacion del
crecimiento y la proliferacion celular mediante el incremento de la
produccion de &dcido araquidonico (AA) y de lisofosfatidilcolina (lisoFC).
El mecanismo especifico a traves del cual estas moléculas mensajeras
afectan la tasa de proliferacion no ha sido aun completamente
elucidado (103). Estas enzimas modifican la composicion de AG de los
FL nucleares -FC, FE, Fl y FS- en relacion con la regeneracion hepaética
(104).

La FC nuclear, ademas de intervenir en las vias de senalizacion,
actua también como FL de contra flujo para el importe neto del Fl al
interior nuclear, proceso mediado por la proteina transportadora de
fosfatidilinositol (PITP) ya que se demostro que la isoforma alfa (PITP,) de
esta proteina es tanto de localizacion extra como intranuclear (105).

La FC nuclear constituye uno de los principales sustratos de la
PLA;, cuya actividad produce la liberacion del acido araquidonico,

precursor de eicosanoides (106).

1.2.2. FE nuclear
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La FE es el segundo FL en abundancia del N celular donde se
encuentra asociado tanto a la membrana nuclear como a la cromatina
(5). Sin embargo, en la literatura existe poca informacion acerca del
metabolismo y los posibles roles de este FL nuclear. Al respecto se ha
demostrado que, en hepatocitos tratados con insulina, se produce un
incremento de los niveles de FE y SM de Ila cromatina

transcripcionalmente activa (107).

1.2.3. Fl nuclear

El Fl es el tercer FL en masa del N celular, donde se encuentra a
nivel de la membrana nuclear como asi tambien asociado a la
cromatina (5).

A diferencia de lo que ocurre con la FC, para el FI no se ha
demostrado que exista sintesis de novo nuclear.

El perfil de fosfoinositidos nucleares se remodela en respuesta a
estimulos externos por la accion de determinadas enzimas
desencadenando una cascada de senales que lleva a la regulacion de
procesos como la diferenciacion y proliferacion celular, adaptacion al
estrés y apoptosis (108). Los fosfoinositidos nucleares tendrian tambien un
rol estructural y/o regulatorio en los procesos de splicing del mARN (109)
y de la estructura de la cromatina (110) (111).

En lo concerniente al catabolismo del Fl nuclear, las actividades

enzimaticas caracterizadas son las siguientes:

fosfolipasa C-dependiente de Fl (PI-PLC). En el N de numerosos
tipos celulares se demostro la existencia de las siguientes isoformas
de esta enzima: B1, B2, B3, B4 y y1. Cada una de las isoformas de PI-
PLC presenta diferentes y caracteristicas localizacion subnuclear
(cromatina, MN), actividad y regulacion. (112). La actividad de

esta enzima genera DAG y trifosfato de inositol (IP3) (106);
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- fl-quinasas, enzimas que fosforilan al fosfatidilinositol para formar
fosfoinositidos  (F/ 4-quinasa) 'y a é&stos para formar
polifosfoinositidos (F/ 4-quinasa, FI4P 5-quinasa, FIP-quinasas tipo | y
Il, FI3-quinasas tipo I, Il y Ill) (106);

- PC-PLC, que cataliza la hidrdlisis del fosfatidilinositol para formar
DAG e inositolfosfato y a los fosfoinositidos para formar DAG y

polifosfoinositidos (94).

Tanto el DAG como los polifosfoinositidos generados a partir del
catabolismo del FI activan a PKC, la que fosforila determinadas
proteinas diana. En el N celular de higado de rata se demostro la
existencia de una isoforma de PKC independiente de la citosdlica,
ademads de la de otras PKC (PKCa y PKCBIl) que translocan a nucleo
desde el citosol cuando se elevan los niveles nucleares de DAG (106)
(108).

1.2.4. SM nuclear

La SM es un componente minoritario del nucleo celular que se
encuentra asociado a la membrana y, principalmente, a la cromatina
(77).

Recientemente se establecio que el N celular constituye un
importante sitio para la generacion de esfingolipidos bioactivos.

En el N celular se encontro actividad de las siguientes enzimas

relacionadas con el metabolismo nuclear de la SM:

- Esfingomielinasa neutra (nSMasa), es una enzima dependiente de
Mg+2 que se encuentra asociada a membrana nuclear (113), a Mx
(27) y a cromatina (114) (115); estas isoformas presentan diferentes
caracteristicas fisicoquimicas (pH optimo, Vmax Y Km), regulacion y

actividades a lo largo del ciclo celular (115);
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- Ceramidasa (116),

- Esfingosina quinasa (117);

- SMsintasa o Fosfatidilcolina:ceramida fosfocolina transferasa. Esta
enzima se encuentra en la MN y en la cromatina; la actividad de
la isoforma presente en MN es mayor que la de cromatina y las

mismas difieren tambien en cuanto a pH optimo y Km) (118) (108).

La ceramida, esfingosina y esfingosina 1-fosfato son moléculas con
numerosos efectos biologicos (119). Estos efectos biologicos mediados
por SM y sus catabolitos son tanto dependientes como independientes
de PKC y de otras quinasas dependientes de SM (108).

La SM del interior nuclear se encuentra asociada principalmente a
los acidos nucleicos, posiblemente cumpliendo un rol tanto estructural -
estabilizacion de la estructura de la cromatina- (120) como funcional. En
este ultimo sentido, se ha demostrado que los productos metabdlicos de
la SM, particularmente la ceramida, cumplen importantes roles en la
proliferacion celular (121) y en la apoptosis (122) (123) (120); tambien
pueden afectar el splicing alternativo de genes involucrados en la
diferenciacion celular (124). Por ultimo, el metabolismo nuclear de la
esfingosina esta implicado en la regulacion de la concentracion del
Ca+?intranuclear la que desencadena una serie de eventos que llevan,
finalmente, a la regulacion de la expresion de determinados genes

(125).

1.2.5. FS nuclear

La FS representa un pequeno porcentaje de los FL nucleares. Esta
clase fosfolipidica presenta localizacion a nivel de membrana nucleary,

principalmente, intranuclear, asociada al ARN (6).
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Las enzimas responsables de la sintesis de esta clase fosfolipidica
han sido descriptas en el nucleo celular asociadas, principalmente, a la
membrana nuclear interna (126). Dicha sintesis es un mecanismo
dependiente de Ca+*? en el cual el grupo base -colina o etanolamina-
de un FL preexistente es cambiado por serina libre. La isoforma
enzimatica presente en el N celular es la PSS I, mientras que la PSS Il no
ha sido aun descripta en este compartimiento subcelular (127) (86).

La FS presente en el nucleo celular estimula la actividad de las
enzimas DNA y RNA polimerasas (128) y de todas las isoformas de PKC
(129).

1.2.6. Colesterol

El colesterol del nucleo celular se encuentra tanto en la
membrana nuclear, principalmente asociado a membrana externa
(130), como en el interior nuclear, asociado a la cromatina y a la matriz
nuclear (131) (132). Se determinaron dos fracciones de colesterol en
cromatina, una soluble y otra ligada a complejos de SM-proteina. La
relacion colesterol/FC en el interior nuclear es tres veces mayor que en
la membrana nuclear, lo que indica una estructura intranuclear mas
rigida (94).

El colesterol asociado a la cromatina esta involucrado en la
proliferacion celular, especificamente en la transicion de la fase Go a la
fase Gi del ciclo celular y en el inicio de la fase S, probablemente
mediante activacion de ciclinas, mientras que la fraccion asociada a

Mx se relaciona con la union del ADN a la Mx (94).

1.2.7. Otros componentes nucleares minoritarios
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Se ha descripto la presencia de (dlicoesfingolipidos, mas
especfficamente de ganglicsidos, asociados a la membrana nuclear de
c€lulas del sistema nervioso (52) y de higado de rata (133).

1.2.8. Acidos grasos

En N celulares se demostro la existencia de elevados niveles de
AG polinosaturados, principalmente dcido araquidonico (20:4n-6) vy
docosahexaenoico (22:6) (78).

Los acidos grasos del nucleo celular provienen en primera
instancia del citosol, donde se sintetizan o se captan de la dieta. Si bien
en nuestro laboratorio se demostro que el acido araquidonico, ademas
de sintetizarse en el RE, se sintetiza en el nucleo por desaturacion del
acido 20:3n-6 por la A5 desaturasa, en primera instancia, el acido 20:3n-
6 debe provenir del citosol (134).

Historicamente se consideraba que la funcion biologica de los
acidos grasos se restringia a ser nutrientes, sustratos de energia
metabolica y componentes estructurales de las membranas al estar
esterificados formando lipidos complejos. En la actualidad se sabe que
los acidos grasos asi como tambi€én algunos productos de su
metabolismo poseen per se propiedades fisiologicas y farmacologicas.

Los AG intervienen tambi€n en la regulacion de la expresion de
determinados genes del metabolismo lipidico y glucidico hepaticos
(135) (136) (137), de los genes de las proteinas que unen AG (FABPs)
(138) y de las proteinas transportadoras de AG (FATPs).

La regulacion de la expresion genética es un evento que se
desarrolla dentro del nucleo en las c€lulas eucaridticas. Los mecanismos
mediante los cuales los AG regulan el inicio de la transcripcion son
diversos y dependen del entorno celular y del gen blanco (139). Entre
estos mecanismos el mas estudiado es el que implica la union de los AG
a determinados receptores hormonales nucleares denominados

receptores activadores de la proliferacion peroxisomal (PPARs, por sus
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siglas en inglés) aunque actualmente se reconoce la existencia de otros
receptores diferentes a los PPARs; los AG intervienen tambi€én en otras
vias que no implican la interaccion con factores de transcripcion, esto
seria por un efecto directo de los AG.

Los acidos grasos son moleéculas poco solubles en medios acuosos,
muy reactivas y que se esterifican facilmente a otros lipidos; su limitada
hidrosolubilidad determina que los AG no esterificados se desplacen por
la celula unidos a las FABPs.

El control de la expresion genética por AG, independientemente
del mecanismo a traves del cual se lleve a cabo -efecto directo de los
AG o interaccion con diferentes factores de transcripcion-, implica
obligatoriamente el transporte de los AG hacia el nucleo. La L-FABP
constituye un candidato obvio para esta funcion ya que ha sido

descripta en el citosol y tambie€n en el interior nuclear (140).

1.2.9. Metabolismo nuclear de los eicosanoides

Los metabolitos oxigenados del AA son los leucotrienos (LT),
tromboxanos y prostaglandinas (PG), conjuntamente denominados
eicosanoides. Son un grupo de potentes metabolitos lipidicos con
actividad biologica que regulan procesos homeostaticos normales y
promueven respuestas inflamatorias agudas (141).

El primer paso en la produccion de leucotrienos implica la
conversion del AA en leucotrieno A4 (LTA4) por accion de la enzima 5-
lipoxigenasa (5-LO), la cual se encuentra tanto en el N como en el
citoplasma (142).

El LTA4 se une al ADN y al ARN por lo que se postula que afectaria
la transcripcion (143). El LTA4 es un compuesto inestable que, en el N
celular, por accion de la enzima LTAs-hidrolasa se convierte en LTB4, el

cual constituye un ligando del PPARa (144).
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Las primeras enzimas que intervienen en las vias de sintesis de PG
son las ciclooxigenasas (COXs). Estas enzimas metabolizan al AA en un
proceso de dos etapas que comprende una reaccion inicial en la que
el AA se compleja con dos moléculas de O para formar la PGG, la
cual es posteriormente reducida a PGH: por actividad peroxidasa de
COXs (145). Se determind que COX-1 y COX-2 se localizan en la
membrana nuclear y en la zona de pericromatina, respectivamente, a
pesar de que todavia no se elucido con certeza el rol intranuclear de
COXs (146) (147).

Las PG y LT ejercen sus funciones mediante la union a receptores
ligados a proteina G (GPCR) y tambiéen serian ligandos de los PPARs. Por
ejemplo, el LTBs y ciertas PG se unen a PPARa y y, respectivamente (144)
(148).
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1.3. Proteihas que unen acidos grasos (FABPs) y

proteinas que unen acil-CoAs (ACBPs)

En la regulacion de la expresion genetica por AG y acil-CoAs
estan involucrados dos grupos de proteinas: 1- proteinas intracelulares
que unen y transportan AG y acil-CoAs (FABPs y ACBPs) y 2- receptores
nucleares que funcionan como factores de transcripcion activados por

ligando.
1.3.1. Familia de las FABPs

Las FABPs constituyen una familia de proteinas citosolicas que
evolucionaron a partir de una forma ancestral milenaria y que se
expresan de manera especifica en diferentes crganos de una gran
variedad de animales. Como se dijo anteriormente, en la actualidad
estas proteinas han sido descriptas tambien en el interior del N celular.

Los miembros de esta familia de proteinas tienen un peso
molecular de 14-15 kDa y entre 126 y 134 aminod&cidos forman parte de
su estructura primaria (149).

A pesar de que recientemente se adopto una nomenclatura
numerica, las FABPs se siguen denominando haciendo alusion al tejido
en el cual se encuentran en abundancia, sin embargo, su distribucion
tisular no es exclusiva ya que algunos tejidos e, inclusive, tipos celulares
presentan mas de una clase de FABP. Es asi como se reconocen
diferentes tipos de FABPs, las L-FABP (higado), I-FABP (intestino), H-FABP
(corazon), A-FABP (tejido adiposo), E-FABP (epidermis), IL-FABP (ileal), B-
FABP (cerebro), M-FABP (mielina) y T-FABP (testiculo).

Si bien la similtud en la secuencia de aminoacidos de las
diferentes isoformas de FABPs puede variar entre el 22 y el 73 %, su

estructura terciaria es altamente conservada (149). El estudio de esta
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familia de proteinas a nivel molecular se utiliza para realizar analisis de
flogenia.

La I-FABP y L-FABP presentan una gran diversidad de ligandos
hidrofobicos como AG, acilCoAs, lisoFL, prostaglandinas, acidos biliares,
eicosanoides y ciertas drogas; es asi que se considera a la L-FABP como
la proteina mds «promiscua» de esta familia de proteinas (150) (151)
(152), ademas de ser la unica con dos sitios de union a ligandos (153).

En el higado de rata se expresa unicamente la denominada

isoforma hepdtica de esta familia de proteinas, la L-FABP (154).

1.3.1.1. Estructura de las FABPs

Analisis cristalograficos y de resonancia magnética nuclear
revelan que todas las FABPs presentan una estructura terciaria similar de
barril B, formado por 10 laminas B antiparalelas (BA - BJ) (155) (156) (157)
(158) (159). Esta estructura de barril delimita una cavidad interna
hidrofobica donde se une el ligando, cuya entrada esta limitada por un
dominio portal con estructura de hélice-giro-helice, la cual no es
requerida para mantener la integridad de la cavidad interna pero si
para regular la entrada y salida del ligando y para la interaccion con
membranas durante la transferencia del mismo. El volumen de esta
cavidad esta determinado por cadenas laterales de aminoacidos tanto
hidrofobicos como polares que determinan también la especificidad
por el ligando, parametro que varia entre los diferentes tipos de FABP.
Las moleculas polares que forman el interior de la cavidad contribuirian
a la estabilizacion de la estructura proteica y a la liberacion del ligando.

Como se dijo anteriormente, solo L-FABP puede unir dos ligandos,
con orientaciones opuestas, sean estos AG, eicosanoides o lisofFL. La
afinidad por el primer ligando es mucho mayor que la del segundo. El
grupo carboxilo de uno de los dos AG interacciona con la Arg 122

quedando poco expuesto al solvente mientras que el del segundo AG
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queda mas expuesto al solvente en la cercania del dominio portal con
estructura hélice-giro-hélice que limita uno de los extremos del barril B.
Los dos sitios de wunion al ligando serian interdependientes
principalmente debido a la existencia de interacciones hidrofobicas
entre las dos cadenas alifaticas de los AG (160).

Las diferencias estructurales entre las isoformas de FABPs afectan
la selectividad y afinidad de ligandos asi como tambi€n la interaccion
de las mismas con membranas y con otras proteinas.

La L- FABP representa el 5 % de las proteinas solubles citosolicas

hepdticas (161).

1.3.1.2. Funciones de las FABPs

Transporte citosolico de AG

Las FABPs aumentan la solubiidad de los AG y facilitan su
transporte desde la membrana plasmatica hacia los sitios donde estos
seran metabolizados como, por ejemplo, hacia las mitocondrias y
peroxisomas donde los AG son oxidados, hacia membranas donde los
AG se esterifican a FL y TAG o hacia el nucleo celular para cumplir
funciones regulatorias (149). Se postula que la union de los ligandos a
FABPs incrementa la difusion intracelular de los mismos al reducir la union
de éstos a las membranas intracelulares (162).

La transferencia de AG desde las FABPs hacia membranas puede
ocurrir por distintos mecanismos: mediante interaccion colisional o
mediante difusion (163). El mecanismo colisional involucra interacciones
electrostaticas entre las membranas y la proteina transportadora
mientras que el difusional implica obligatoriamente la liberacion inicial
del ligando en el medio acuoso.

Si bien los datos experimentales acerca del mecanismo de

transferencia de AG desde Ila L-FABP hacia membranas son
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contrastantes existe consenso sobre que este seria de tipo difusional

(164) (154).

Modulacion de la transduccion de senales y transcripcion genica

Los AG, acil-CoAs, eicosanoides y lisoFL pueden regular, directa o
indirectamente, varios procesos celulares mediante la interaccion con
enzimas, membranas, canales ionicos, receptores o genes. Se postula
que las FABPs tendrian injerencia indirecta en dichos procesos al
modular la concentracion disponible de estos mensajeros lipidicos y sus
derivados (149).

1.3.2. Proteinas transportadoras de acil-CoAs (ACBP)

Los acil-CoA son moléculas muy versatiles que cumplen roles
muy diversos en la cé€lula, entre ellos, el de intervenir en la regulacion de
la expresion genética; esta regulacion se puede llevar a cabo mediante
la interaccion de los mismos con los receptores nucleares HNF-4a. Las
funciones biologicas de los acil-CoAs dependen, en gran medida, de las
ACBPs, proteinas formadoras y transportadoras de pooles de acil-CoA
en el medio acuoso intracelular, protegiéndolos de la hidrolisis por
tioesterasas (165). Las ACBP son proteinas de bajo PM (10 kDa),
altamente conservadas, que ligan acil-CoAs con una Kp en el rango de
los nmoles (166) (167).

Al igual que las FABPs, las ACBP presentan localizacion nuclear,

ademads de citosolica (165).
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1.4. Factores de transcripcion

La regulacion de la expresion genética por AG se produce a
través de cambios en la actividad o en la cantidad de, al menos, 4
familias de factores de transcripcion, a saber: PPAR, receptor x hepatico
(LXR, por sus siglas en ingles), factor nuclear hepatico 4 a (HNF-4a, por sus
siglas en inglés) y proteinas de union a elementos reguladores de
esteroles (SREBP, por sus siglas en ingleés) (168). Todos ellos, excepto
SREBP, pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares de
hormonas tiroideas y esteroideas.

El mecanismo general de accion implica la interaccion de los
ligandos lipidicos con los respectivos receptores nucleares
produciendose, en éstos, un cambio conformacional que facilita la
interaccion con el ADN, la liberacion de correpresores y/o el
reclutamiento de complejos coactivadores estimulando, en ultima

instancia, la expresion de los genes blanco (169).
1.4.1. PPARs

Los PPARs conforman una importante subfamilia de la superfamilia
de receptores hormonales nucleares.

La denominacion "PPAR" se debe a la observacion que la primera
isoforma clonada de estos receptores nucleares inducia proliferacion
peroxisomal hepatica dependiente de ligando (170).

Se caracterizaron 3 isotipos de PPARs llamados PPAR a, PPAR B y
PPARYy.

Los PPARs de mamiferos se unen al promotor de los genes cuya
expresion regulan a nivel de los PPRE, o "elementos de respuesta a los
PPAR", formando heterodimeros con receptores del acido 9-cis retinoico
(RXR) (171). Los PPARs establecen interacciones proteina-proteina con

otras proteinas nucleares coactivadoras o represoras las que median el
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contacto entre el heterodimero PPAR-RXR, la cromatina y la maquinaria
transcripcional basal promoviendo la activacion o la represion de la
expresion genica, respectivamente (172).

Los PPARs presentan ligandos naturales y sintéticos. Entre los
primeros se encuentran los AG de cadena media y larga en
concentraciones pM, principalmente polinosaturados  -linoleico,
linolénico, araquidonico, eicosapentaenoico, etc- y algunos de sus
metabolitos, como el LTB4 y la PGJ2. Entre los agonistas sintéticos mas
caracterizados se encuentran los proliferadores peroxisomales como Wy
14.643, compuestos hipolipidémicos como fibratos -clofibratos,
bezafibratos-, drogas antiinflamatorias no esteroideas como ibuprofeno,
indometacina y fenoprofeno, entre otros (173).

Los tres isotipos diferentes de PPARs, a, B (0 8) y y presentan
patrones distintivos de expresion tejido-especificos y especificidad de
ligandos. Estos receptores desempenan roles claves en el metabolismo y
la homeostasis lipidica.

En humanos y en roedores los PPARa se expresan
predominantemente en el higado y el tejido adiposo; este isotipo se
expresa también en corazon, rindn, musculo esqueletico, intestino
pancreas, pulmon y placenta (174) (175).

Los agonistas naturales mas potentes del PPARa son AG
polinsaturados de cadena larga, como el AA y el acido linoleico,
mientras que los agonistas mas debiles son los AG saturados de cadena
corta (176).

PPARa interviene en la regulacion de los genes involucrados en la
captacion, activacion y degradacion de AG, mecanismos que
contribuyen a la homeostasis lipidica, en procesos inflamatorios y en la
aterosclerosis (171).

Los PPAR B representan la isoforma con la distribucion tisular mas
amplia entre los PPARs; se expresan en tejidos de roedores y humanos

con un activo metabolismo lipidico como adiposo, intestino delgado,
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corazon y musculo esqueletico donde regulan la expresion de genes
implicados en la captacion, activacion y recambio de AG; para este
isotipo se indico también un potencial rol en procesos como
proliferacion y diferenciacion celular (177), implantacion embrionaria y
mielinizacion (178) (179). Entre los agonistas naturales mads potentes de
esta isoforma se encuentra el metilpalmitato (180).

Los PPARy se expresan predominantemente en los adipocitos
(181), donde estan involucrados en la regulacion de la adipogénesis y la
diferenciacion de los adipocitos en tejido adiposo blanco y marron (182)
(183) (184).

Los PPARy intervienen tambi€n en la homeostasis de la glucosa, en
el control del ciclo celular, en procesos cancerosos, inflamatorios (185)
(186) y en la aterosclerosis (171).

PPARy se diferencia de las otras dos isoformas de PPARs porque
presenta un numero mas restringido de ligandos, principalmente AG
poliinsaturados como AA y &acido linoleico, y una distribucion tisular mas
limitada.

Para la completa comprension de la regulacion de la expresion
genética mediada por los PPARs es necesario caracterizar
exhaustivamente la composicion y cuantificacion de los pooles
citosdlicos e intranucleares de AG asi como también los mecanismos

concernientes a su trafico nucleo-citoplasmatico.

1.4.2. LXR

Se determing la existencia de dos isoformas de estos receptores
nucleares denominadas LXRa y LXRB cuyos ligandos son acidos grasos
de cadena larga y oxiesteroles, como el 22 R-hidroxicolesterol y el 24, 25
epoxicolesterol (187).

Cuando el colesterol celular en el higado se incrementa se

generan oxiesteroles que activan al LXR. Estos receptores regulan la
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expresion de genes que intervienen en la sintesis hepatica de acidos
biliares (188) mediante, al igual que los PPARs, la formacion de
heterodimeros con RXR. LXR tambi€én estimula la expresion de proteinas
ABC que transportan colesterol hacia la bilis o hacia lipoproteinas que
circulan en la sangre. Promueve ademas la produccion de lipoproteinas
y la modificacion y expresion de SREBP-1c, que luego activa la

transcripcion de genes necesarios para la sintesis de AG (189).

1.4.3. HNF-4a

Los acil-CoAs de cadena larga constituyen los principales ligandos
de esta clase de receptores nucleares (190). HNF-4a tambig€n une, pero
con menor afinidad, AG no esterificados, como AA (191) (192).

El tipo de ligando determina la actividad de estos receptores de
manera que la union a acil-CoAs saturados, como los tioesteres de CoA
de los acidos miristico y palmitico, produce una estimulacion de la
actividad transcripcional de HNF-4a mientras que la union a acil-CoAs
poliinsaturados, como los tioesteres de CoA de los AG 18:3, 20:5 y 22:6,
tiene un efecto inhibitorio (193).

Estos factores de transcripcion regulan la expresion de genes que
codifican proteinas del metabolismo de las lipoproteinas hepaticas apo
ClIl, ClIl, All'y AV (194), del metabolismo del hierro (195), del metabolismo
de los carbohidratos (196) (197) y del metabolismo anabdlico de los
acidos biliares (198).

Al igual que los receptores nucleares PPARs y LXR, HNF-4a
heterodimeriza con los receptores RXR para regular la expresion

genética.

1.4.4. SREBP
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Estos factores de transcripcion regulan la expresion de genes del
metabolismo lipidico mediante la union a un corto segmento localizado
en la region 5 del promotor de dichos genes, denominado elemento
regulador de esteroles (SRE-1, por sus siglas en inglés) (199).

Las proteinas SREBPs se caracterizan por sintetizarse como
precursores inactivos que se localizan en la membrana del RE y, para
alcanzar el N celular donde actian como factores de transcripcion,
deben migrar al Golgi donde son clivadas en su dominio NHz terminal
por dos proteasas distintas, l1a proteasa de sitio 1y la proteasa de sitio 2
(200) (201). La migracion de las SREBPs al Golgi requiere de una proteina
"escolta”, la proteina activadora del clivaje de SREBPs (SCAP), que
posee un dominio sensor de esteroles.

Se clonaron tres isoformas de SREBPs: SREBP-1a y 1c, derivadas de
sitios de inicio de la trasncripcion alternativos en un mismo gen, y SREBP-
2, codificada por otro gen. La proteina SREBP-1c actua principalmente
aumentando la transcripcion de genes que intervienen en la sintesis de
AG, TAG y PL mientras que SREBP-1a y SREBP-2 activan genes
involucrados en la sintesis de colesterol (200) (201).

A diferencia de los mecanismos de accion de los tres receptores
nucleares antes descriptos (PPAR, LXR y HNF 4a), la regulacion de la
expresion genica por AG y colesterol mediada por las proteinas SREBP
no involucra cambios en la actividad de estos factores de transcripcion,
sino en las concentraciones nucleares de los mismos.

El tratamiento de células CHO con PUFA produce un incremento
del colesterol en el RE que inhibe la maduracion proteolitica de SREBP,
con la consecuente disminucion de su abundancia en el N celular (202).

Los PUFA disminuyen la transcripcion de los genes de SREBP-1a y
1c (no asi la de SREBP-2), a traveés de un mecanismo que involucra a
LXR, regulador positivo del gen del SREBP- 1 (203) (204).

SREBP-1c aumenta la transcripcion de genes que codifican

enzimas regulatorias de la sintesis de AG (205) de manera que la
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disminucion de los niveles nucleares de dicho factor de trasncripcion
representa, probablemente, el principal mecanismo mediante el cual
los PUFA suprimen la sintesis de AG.

La disminucion de los niveles celulares de esteroles produce la
activacion proteolitica de SREBP 1a y SREBP 2 para, finalmente, estimular
la expresion de genes que intervienen en la colesterogenesis y asi

mantener la homeostasis del colesterol (199) (206).
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es contribuir a la determinacion
de la constitucion, la topografia, y las transformaciones de los lipidos en
el ndcleo celular. Es, ademads, determinar los mecanismos de accion en
los que los lipidos estan involucrados que conducen, entre otros, a la

regulacion de la expresion genetica.

Se propusieron los siguientes objetivos especificos:

1- Determinar la constitucion y la localizacion de los pooles

lipidicos nucleares de cé€lulas de higado de rata normal.

2- Determinar los posibles mecanismos por los cuales los acidos
grasos procedentes del citosol se internalizan, interaccionan y

redistribuyen en los pooles lipidicos del nucleo celular.

3- Determinar el rol de L-FABP en la internalizacion, interaccion y

redistribucion de los AG en los pooles lipidicos del nucleo celular.
Con esos objetivos se plantearon las siguientes hipotesis:

e Los pooles lipidicos nucleares y endonucleares estan
constituidos mayoritariamente por fosfolipidos y por un alto
porcentaje de AG polinosaturados.

e Los AG llegan al interior nuclear como AGL o como acil-
CoAs e interaccionan con los pooles lipidicos nucleares y

endonucleares por un mecanismo acil-CoA dependiente.

e La L-FABP favorece de manera especifica la interaccion de

los AG con los pooles lipidicos nucleares y endonucleares.

35



MECANISMO DE INCORPORACION DE ACIDOS GRASOS EN EL NUCLEO CELULAR

MATERIALES




3. Materiales

3.1. Materiales de Laboratorio, Drogas y Reactivos

Se utilizaron placas de Siica gel para cromatografia en capa fina
(TLC) de 10 x 20 cm y 20 x 20 cm, con Yy sin zona de concentracion, de Merk
(Alemania) y columnas de High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC) de Alltech Associates (Deerfield, IL). Todos los solventes utilizados
fueron de grado analttico y de HPLC. Los cofactores utilizados fueron
adquiridos a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO., U.S.A). Los dcidos grasos
no radioactivos utilizados como estandares fueron provistos por Nu-Chek-
Prep Inc. (Elysian, MN); el 1,2-Diarachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
fue provisto por Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL., U.S.A).

Los dcidos [1-“Clestedrico (act.esp. 56 mCi/mmol), [1-1“C]linoleico
(act.esp. 54.7 mCi/mmol) y [1-*C]araquidonico (act.esp. 54.9 mCi/mmol)
fueron provistos por New England Nuclear Corp. (Boston, MA., US.A). El 1-
14Claraquidonil-CoA (act.esp. 51.6 mCi/mmol) fue adquirido a ARC (St.
Louis, MO., U.S.A).

El plasmido pET11-a con el gen que codifica la L-FABP de rata
insertado fue generosamente provisto por los Dres. Alan Kleinfeld y Ron
Ogata a la Dra. Betina Carsico, quien nos suministro la L-FABP purificada a

partir de un cultivo de E. colique sobreexpresa esta proteina.

3.2. Animales de Laboratorio

En nuestro Instituto se posee amplia experiencia en el uso de
animales de laboratorio. El protocolo de utilizacion de ratas se ajusta a las
normas &ticas vigentes de tratamiento humanitario que debe aplicarse a

los animales vertebrados utilizados en investigacion biomedica. Tales
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cuestiones fueron supervisadas por el Comité Interno de Bienestar Animal
integrado por personal de nuestro Instituto (CIBA-INIBIOLP).

Los animales fueron provistos por el Bioterio General de la Facultad
de Ciencias Mé&dicas, de la Universidad Nacional de La Plata.

Se trabajo con ratas macho jovenes endocriadas de la cepa Wistar
de 60-70 dias de edad, con un peso aproximado de 180-200 g. Se optd por
trabajar con ratas macho ya que estos animales no presentan las
variaciones hormonales debidas al ciclo estral que se observa en las
hembras y, por lo tanto, se evita la necesidad de sincronizar los animales en
una misma etapa, como debe hacerse cuando se trabaja con hembras.

Los animales estuvieron alojados en jaulas compartidas entre 4-5
ratas, en un ambiente con la temperatura controlada en 24 + 2 ° C y
sujetos a periodos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, siendo la
medianoche el punto medio del periodo de oscuridad.

Las ratas fueron alimentadas con una dieta comercial para roedores
(Alimento para Ratas y Ratones Cargill, Pilar, Argentina). El alimento y el
agua se les administro ad libitum. La composicion de la dieta fue la
siguiente: 24 % de proteihas y 8 % de lipidos totales, con una composicion
de dcidos grasos (peso %) de 1.7% de 14:0, 20.3% de 16:0, 1.8% de 16:1,
11.4% de 18:0, 27.5% de 18:1n-9, 2.1% de 18:1n-7, 31.4% de 18:2-6, 3.1% de
18:3n-3, 0.2% de 20:4n-6 y 0.6% de 22:6n-3.

La eutanasia de los animales se implemento mediante decapitacion,
procedimiento virtualmente indoloro por su rapidez, que permite obtener
fludos y tejidos anatomicamente intactos y no contaminados
quimicamente. Dicho procedimiento se realizo por personal
experimentado del Bioterio, a las 8 a.m para evitar variaciones en los datos

debidas a ritmos circadeanos.
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4. Méetodos

4.1. Preparacion de las fracciones subcelulares de higado de

rata

4.1.1. Obtencion de nucleos celulares de higado de rata

Para obtener nucleos puros aislados de c€lulas de higado de rata
se ensayaron dos técnicas alternativas: la de Blobel y Potter (207),
modificada por Kasper (208) y la de Spelsberg, Knowler y Moses (209). Se
ensayaron dos técnicas diferentes con el objetivo de determinar cual de
las dos cumplia con los siguientes propdsitos fundamentales: 1-mantener
la integridad nuclear, 2-separar los nucleos de contaminantes
citoplasmaticos, principalmente del reticulo endoplasmico y 3-conseguir

un alto rendimiento.

4.1.1.1. Méetodo de Blobel y Potter, modificado por Kasper

La eutanasia de los animales se implemento mediante una rapida
decapitacion, a las 8 am.

Todos los pasos descriptos a continuacion se llevaron a cabo a 4
°C. Se utilizaron soluciones frias y material de vidrio.

Se extrajeron los higados y se sumergieron inmediatamente en
una solucion de sacarosa 0.25 M en buffer TKM [Tris-HCI 0.05 M pH: 7.5,
MgCl; 0.005 M y KCI 0.0025 M], en adelante solucion homogeneizadora.
Los higados se pesaron y se lavaron en solucion homogeneizadora,
luego se cortaron con tijera hasta obtener pequenos trozos y se lavaron
nuevamente hasta que la solucion quedo limpida. Se agrego sacarosa
0.25 M TKM (1:2, p/v) y se homogenizd en homogenizador vidrio-teflon. El
homogenato resultante se filtro por 4 capas de gasa previamente
separadas y embebidas en sacarosa 0.25 M TKM. Se hizo un pool con 3-6
higados de rata.

Se cargaron tubos para un rotor SW 28 con 9 ml de homogenato y
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16 ml de sacarosa 2.3 M TKM; posteriormente, los mismos se agitaron por
inversion a fin de obtener una solucion de sacarosa 1.6 M TKM. A cada
tubo se le agrego un colchon de 4 ml de sacarosa 2.3 M TKM.

Los tubos se centrifugaron a 87300 x g durante 74 minutos, a 4 ° C.
De esta manera se obtuvieron pellets blancos que corresponden a los
nucleos libres de contaminacion citoplasmatica. El gradiente
discontinuo determina que los ndcleos, al atravesar la interfase y
sedimentar, se separen de los demds componentes citoplasmaticos,
principalmente RE, los cuales no logran atravesar la interfase debido a
que por su menor densidad tienden a flotar.

Los ndcleos puros se lavaron dos veces con soluciones
decrecientes de sacarosa -primero con sacarosa 1.0 M TKM vy, luego,
con sacarosa 0.25 M TKM- y, por dltimo, se resuspendieron en dlicerol
25% Tris-HCI 0.010 M, pH: 7.9, se fraccionaron y se congelaron a -70°C
hasta su posterior utilizacion, con una concentracion final de

aproximadamente 30 mg prot./ml.

4.1.1.2. Metodo de Spelsberg, Knowler y Moses

Los higados, pesados y lavados, se homogeneizaron en sacarosa
0.32 M en buffer TKM (1:2 p/v) [Tris-HCI 0.05 M pH: 7.5, MgCl; 0.005 M y
KCI 0.0025 M]. El homogenato resultante se filtrd por 4 capas de gasa. Se
hizo un pool con 3-6 higados de rata. Se centrifugo a 600 x g durante 10
min. El pellet resultante se resuspendioc en 20 ml de sacarosa 2.0 M TKM,
se filtro por gasa y se centrifugd a 205028 x g durante 39 min en un rotor
70 Ti. El pellet resultante se resuspendio en 15 ml de sacarosa 1.7 M TKM,
se coloco en un tubo de Sorvall sobre 15 ml de sacarosa 1.8 M TKM y se
centrifugo a 15000 x g durante 20 min. El pellet resultante se lavo dos
veces con soluciones decrecientes de sacarosa (1.0 M TKM y 0.25 M
TKM), se agito con vortex y se centrifugo a 2000 x g durante 10 min. El

pellet final se resuspendio en glicerol 25 % Tris-HCI pH: 7.9, se fracciono y
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se congelo a -70 °C hasta su posterior utilizacion, con una
concentracion final de aproximadamente 30 mg prot./ml.

La pureza e integridad de los nucleos obtenidos con ambas
técnicas se verifico por microscopia electronica y medicion de enzimas

marcadoras.

4.1.2 Obtencion de matriz nuclear de c€lulas de higado de rata

La fraccion correspondiente a nucleos sin membrana se obtuvo
siguiendo la técnica de Vann y colaboradores (210), ligeramente
adaptada. Se incubaron nucleos enteros de c€lulas de higado de rata
en presencia de un detergente no ionico, Triton X-100, a fin de solubilizar
la doble membrana nuclear. Luego de dicha incubacion se procedio a
la separacion de las matrices y la membrana nuclear como se detalla a
continuacion: se mezclo una alicuota de 0.5 ml de nucleos (8 mg
proteina/ml) en solucion A [Tris-HCI 0.01 M pH 7.5; MgCl. 0.002 M;
sacarosa 0.25 M] con 20 ml de solucion de resuspension [Tris-HCI 0.005 M
pH: 7.4, MgCl; 0.005 M, KCI 0.0015 M, sacarosa 0.29 M, EGTA 0.001 M].
Dicha mezcla se incubo en hielo, sin agitacion, durante 20 min. El
detergente TX-100 se agregdo a la solucion de resuspension, antes del
agregado de los nucleos, en una concentracion final de 0.04 o 0.08 %
(p/v). Los ndcleos sin membrana se separaron del sobrenadante
centrifugando a 165 x g durante 6 min, a 4 °C; luego se les agrego 5 ml
de Sol. A y se resuspendieron cuidadosamente. Una vez resuspendidos
se les agrego un colchon de 10 ml de sacarosa 0.5 M [Tris-HCI 0.01 M pH
7.5, MgCl> 0.002 M] y se centrifugd a 165 x g durante 6 min, a 4 °C. Este
procedimiento se repitic una vez mas. El pellet resultante,

correspondiente a los nucleos sin la doble membrana -de ahora en mas
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Matriz nuclear: Mx-, se resuspendio en 0.5 ml de Sol. A. En los casos en
que los nucleos sin membrana no fueron inmediatamente utilizados se
procedio al agregado de dlicerol 25% (Tris-HCL 0.01 M pH 7.9) para su
conservacion a -70°C hasta su posterior utilizacion, a razon de 10-20 mg
prot./ml.

La pureza e integridad de la fraccion correspondiente a la Mx,
obtenida como se detallara anteriormente, se chequed por

microscopia electronica.

4.1.3. Obtencion de las demas fracciones subcelulares de higado de

rata

4.1.3.1. La fraccion microsomal hepdtica se aislo por centrifugacion a
10000 x g durante 20 min del homogenato correspondiente obtenido
utiizando una relacion 1:3 (p/v). El sobrenadante resultante se filtré a
traves de gasa, luego se centrifugo a 100000 x g durante 60 min. El pellet
rosado obtenido corresponde a la fraccion Microsomal (reticulo
endopldsmico). Dicha fraccion se resuspendic en la misma solucion
homogeneizadora y se congelo a -70° C hasta su posterior utilizacion, a

razon de 35-45 mg prot./ml.

41.3.2. La fraccion citosolica se obtuvo centrifugando 3 veces el
sobrenadante pos-microsomal a 100000 x g durante 60 min. Se congelo a

-70° C hasta su posterior utilizacion, a razon de 18 mg prot./ml.

4.1.3.3. La fraccion mitocondrial se preparo siguiendo el método de
Hogeboom y colaboradores (211). Los higados se homogeneizaron en
sacarosa 0.25 M en buffer fosfato de potasio 0.01 M pH 7.4, (9:1, p/v). Se
centrifugaron 10 ml de homogenato con 10 ml de sacarosa 0.34 M a 700
X g durante 10 min; el pellet, formado por nucleos, globulos rojos, tejido

conectivo y c€lulas intactas se descarto y el sobrenadante se centrifugo
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a 5000 x g durante 10 min. El pellet resultante, amarronado y con forma
de corazon, corresponde a la fraccion mitocondrial. EI mismo se
resuspendio en sacarosa 0.25 M y se centrifugo a 24000 x g durante 10
min. Esta etapa se repitic dos veces mas y la fraccion mitocondrial
obtenida finalmente se resuspendioc en sacarosa 0.25 M y se congelo a -

70° C hasta su posterior utilizacion, a razon de 30-35 mg prot./ml.

4.2. Determinacion de proteinas

El contenido de proteinas de las fracciones subcelulares antes
mencionadas se determino utiizando el método de Lowry vy
colaboradores (212). Para ello, alicuotas de diferentes volimenes,
segun la fraccion subcelular de que se trate, fueron llevadas a una
determinada dilucion y se les agrego 1 ml de una solucion formada por
COsNaz 2 % en NaOH 0.1 M, tartrato de Na y K2 % en H.O y SO4Cu 1 %
en H2O (100:1:1, v/v/v). Este primer paso implica la formacion de un
complejo cobre-proteina en una disolucion alcalina. Transcurridos 10
min, se agregaron 200 pl de reactivo de Folin. EIl complejo cobre-
proteina redujo este reactivo fosfomolibdico-fosfowolframico
desarrollando un color azul intenso. Despues de 30 min la reaccion
colorimétrica se cuantifico en un espectrofotometro, a una longitud de
onda de 750 nm. La calibracion del metodo colorimétrico se realizo

utilizando albumina seérica bovina cristalizada como estandar.

4.3. Analisis lipidico

4.3.1. Extraccion y cuantificacion de lipidos totales

Los lipidos totales (LT) de las distintas fracciones subcelulares se
extrajeron por el procedimiento de Folch y colaboradores (213). La

muestra se homogeneizo en un homogeneizador vidrio-teflon con
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cloroformo: metanol (2:1, v/v) en una relacion de una parte de muestra
a veinte partes de mezcla extractiva. La mezcla resultante se filtré por
papel de filtro. Luego se agrego al filtrado un 20 % de su volumen de
agua, se agito y se dejo toda la noche a 4 °C para permitir la
separacion de dos fases: una superior metandlica acuosa y una inferior,
clorofcrmica. La fase superior se separo por sifonacion y la inferior, con
el extracto lipidico, se llevo a seco mediante corriente de N». Dicho
extracto se conservo en un pequeno volumen de €ter de petroleo a -20
°C en atmosfera de N2 para su posterior anéilisis.

La  cuantificacion de los lipidos fue  determinada
gravimétricamente, tomando una pequena fraccion del extracto
cloroformico total y evaporando el solvente con nitrdgeno hasta peso

constante.

4.3.2. Separacion, identificacion y cuantificacion de las clases lipidicas y

fosfolipidicas individuales

Las distintas clases de lipidos se separaron mediante la utilizacion
de diferentes técnicas cromatograficas, eligiendose la mds adecuada

para cada caso en particular.

4.3.2.1. Separacion de lipidos neutros

Las diferentes clases de lipidos neutros se separaron por
cromatografia en capa fina (TLC), utilizando placas de vidrio de 20 x 20
cm y siicagel G como fase estacionaria. Las placas se activaron
previamente durante 1 hora a 120 °C. Se utilizo como fase movil la

siguiente mezcla de solventes: hexano: éter etilico: AcH (80:20:1, v/v/v)
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(214). Las cubas de desarrollo se saturaron con la mezcla de solventes.
Los lipidos se sembraron en forma puntual. El tiempo de desarrollo de la
corrida cromatogréfica fue de 60 min. Una vez completado el desarrollo
de la cromatografia los solventes de corrida se evaporaron bajo
corriente de Nz. Utilizando esta metodologia se separaron las diferentes
clases de lipidos de la siguiente manera: la fraccion correspondiente a
FL quedd en el punto de siembra, mientras que los lipidos neutros
corrieron en mayor o menor medida con la fase movil segun su
polaridad, a saber: MAG, 1,2y 1,3-DAG, col, AGL, TAG y EC.

El revelado de las manchas se realizo con vapores de yodo en
una cuba dispuesta a tal efecto, que contenia yodo bisublimado, en la
cual se coloco la placa desarrollada y seca. El yodo es un reactivo
inespecifico; las zonas en las cuales existian lipidos se tineron de color
pardo, que se distinguio del fondo claro de la placa. Este procedimiento
no permite la identificacion exacta de los distintos lipidos pero si permite
comparar los Rf con los estandares que se siembran en forma

simultanea en la misma placa.

4.3.2.2. Andlisis de AG

La composicion de AG se determino por cromatografia gas-liquido
(GLC) de los respectivos €steres metilicos.

Si bien los AG pueden separarse como tales por GLC, las mejores
separaciones se obtienen con acidos grasos de cadena corta. En una
muestra biologica se encuentran habitualmente no solo AG de cadena
corta, sino también de cadena media y larga, saturados y nosaturados.
Es asi que se hace necesario transformar a los mismos en sus esteres
metilicos. Estos son mads volatiles, debido a una reduccion en su
polaridad al formarse el ester y relativamente mas estables que los

acidos grasos libres.
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4.3.2.2.1. Obtencion de esteres metilicos

La obtencion de los AG totales requiere la saponificacion previa
de las muestras tratandolas con dlcali para hidrolizar los AG de los
esteres de colesterol, acilgliceridos y fosfogliceéridos y convertirlos en
jabones insolubles en solventes org&anicos poco polares, utilizados para
la extraccion de lipidos.

Para ello se tomaron alicuotas de cada uno de los distintos
materiales bioldgicos, se les agrego una solucion de KOH al 10 % (p/v)
en etanol absoluto (libre de carbonatos) en una proporcion de 8 ml por
g de lipido, se gasearon con N; para evitar oxidaciones y se calentaron
en tubos tapados a 80 °C durante 45 min. (215). Los lipidos
insaponificables se extrajeron por agitacion de la fase alcohdlica con 2
ml de é&ter de petroleo, repitiendo esta operacion tres veces.
Completada la extraccion de lipidos insaponificables se acidifico el
medio con HCL pro-andlisis para desplazar el equilibrio hacia la
formacion de AG, los cuales fueron extraidos por agitacion de la fase
alcohdlica con 2 ml de éter de petroleo tres veces. Estos extractivos
fueron almacenados en tubos conicos bajo atmdsfera de N, en la
oscuridad y a -20 °C, hasta el momento de su analisis.

Los AG libres provenientes de la saponificacion de los LT fueron
metilados de acuerdo a la metodologia desarrollada por Morrison y
Smith (216).

La muestra a esterificar se cargo en tubos de vidrio con tapa
esmerilada a los que se les agrego 2 ml de trifluoruro de boro en
metanol al 10 %. Los tubos se gasearon con Nz se taparon y se
colocaron a 64°C durante 1-3 h. Una vez transcurrido el tiempo y
cuando los tubos estuvieron frios, se agrego a cada uno 3 ml de
cloroformo y se agitd, luego se agregaron 2 ml de agua y se volvio a

agitar. Se acelero la separacion de las fases centrifugando. La fase
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superior acuosa se descarto por sifonacion y la inferior cloroformica se
lavo dos veces con agua destilada, utilizando 2 ml por vez.

Por ultimo, el extracto cloroférmico se evaporo a sequedad bajo N:
y los esteres metilicos de dcidos grasos (EMAG) se volvieron a resuspender
con n-hexano. Asise conservaron a -20 °C, bajo atmdsfera de N, hasta el

momento de ser utilizados.

4.3.2.2.2. Identificacion de AG por GLC

Los EMAG fueron analizados en un cromatografo gas-liquido
Hewlett Packard modelo 6890 con detector de ionizacion de llama, sobre
una columna capilar DB-23 (J y W Scientific) de 30 m de largo.

El meétodo de identificacion de los EMAG se baso en el tiempo de
retencion relativo, que es caracteristico de cada é&ster metilico,
dependiente de la columna utlizada, de la fase movil y de la
temperatura, e independiente de otras condiciones experimentales. Los
picos fueron identificados comparando sus tiempos de retencion con los

de una mezcla de estandares de EMAG conocidos.

4.3.2.3. Separacion de lipidos polares

43.23.1.TLC

Las diferentes clases de lipidos polares se separaron por TLC,
utilizando placas de vidrio de 20 x 20 cm con banda de concentracion y
silicagel G como fase estacionaria. Las placas se activaron previamente
durante 1 hora a 120 °C. Se utilizo como fase movil la siguiente mezcla de
solventes: cloroformo: metanol: AcH: agua (50:37,5:3,5:2, v/v/v/v) (217).
Las cubas de desarrollo se saturaron previamente con las mezclas de

solventes de la fase movil. La cromatografia se desarrollc durante 1 h 40
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min. Una vez completado el desarrollo de la cromatografia las placas se
secaron bajo corriente de Nz. De esta manera se procedio a la
separacion de los FL en el siguiente orden desde el punto de siembra:
lisoFC, SM, FC, FS, Fl'y FE.

El revelado de las manchas se realizO por impregnacion con

vapores de yodo.

4.3.2.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

En determinadas ocasiones (ver tem 4.3.2.4.) fue necesario aislar la
FC por HPLC. Se utilizo un equipo Merck-Hitachi L-6200 pump
(Daarmstadt, Alemania) y una columna de Econosil Silica de 250 x 4.6
mm, 10 pm. Como fase movil se utilizo un gradiente con las siguientes
mezclas de solventes |: hexano: isopropanol: diclorometano (40:48:12,
v/v/v) y mezcla de solventes Il: hexano: isopropanol: diclorometano:
agua (40:42:8:8, v/v/v/v). Se paso de la mezcla | a la Il en 15 min, seguido
por 15 min con la mezcla de solventes Il (218). La FC se colecto
manualmente del efluente de la columna mediante un splitt localizado
entre la salida de la columna y la entrada al detector. La deteccion se
realizd con un Detector Evaporativo de Dispersion de la Luz (Evaporative
Light-Scattering Detector, ELSD) provisto por Alitech Associates (Deerfield,
IL).

El principio de deteccion del ELSD implica la nebulizacion del
efluente de la columna de HPLC y la evaporacion del solvente
quedando el soluto como una nube de "gotitas" que se detectan por la

luz dispersada al ser iluminadas con un laser.

4.3.2.4. Separacion de las Especies Moleculares de FC

La FC aislada por HPLC de la forma previamente descripta (tem
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4.3.2.4.2.) se resolvio en las respectivas especies moleculares (EM) por FR-
HPLC utilizando dos columnas conectadas en serie de fase reversa RP18
Lichro Cart de 250 x 4 mm, 5 p, en corrida isocratica. Se utilizo como fase
movil la siguiente mezcla de solventes: trietilamina: acetonitrilo: metanol
(2:40:58) (219). La mayor parte del eludo de la columna (90 %) se
colecto cada 30 seg utilizando un colector de fracciones LKB 2212
Helirac (Bomma, Sweden). El 10 % restante del eluido de la columna se
analizo en un detector ELSD.

Cuando la deteccion de las EM de FC separadas por FR-HPLC se
realiza con un ELSD la FC aislada no debe provenir de una TLC ya que la
FC separada por TLC retiene silica de la placa, lo que determina una

Ihea de base con demasiado ruido, imposible de eliminar.

4.3.2.5. Identificacion de las EM de FC

Las EM de FC se identificaron determinando la composicion de
dcidos grasos de cada pico del cromatograma de RF-HPLC-ELSD por
GLC y por comparacion con datos bibliogréficos (220). Cada EM de FC
se aislo juntando los tubos del colector de fracciones que correspondian
al eluido de un pico en particular segun el cromatograma obtenido con
el ELSD.

4.3.2.6. Cuantificacion de las Clases Fosfolipidicas Individuales

Los fosfolipidos se cuantificaron midiendo el contenido de fosforo
en la muestra mediante el método de Chen y colaboradores (221). Este
procedimiento para la determinacion de fosforo es una modificacion
del de Fiske y Subbarrow (222). La cuantificacion de cada clase
fosfolipidica se realizo previa separacion de las mismas por
cromatografia en capa fina. La zona correspondiente a cada especie

fosfolipidica fue raspada y recogida en tubos de mineralizacion. Las
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muestras se mineralizaron con acido percldrico a 160 °C hasta cenizas
blancas. El fosforo inorganico (Pi) liberado por este procedimiento se
cuantifico utilizando el reactivo de Fiske y Subbarrow. Después de la
mineralizacion, las muestras se diluyeron con agua y la reaccion
colorimétrica se desarrollo a 100 °C durante 15 min, en presencia de
molibdato de amonio y reactivo de Fiske. El color azul resultante se leyo
contra un blanco de silica gel preparado en las mismas condiciones que
las muestras a una longitud de onda de 820 nm. La calibracion del
meétodo colorimétrico se realizo utilizando una solucion de NaH:PO4.H20

como estandar.

4.4. Incorporacion de acidos grasos saturados y nosaturados

en los lipidos nucleares de ce€lulas de higado de rata

4.4.1. Condiciones de incubacion

Las reacciones de incorporacion se iniciaron con la adicion de
nucleos celulares (6 mg de proteina nuclear) a tubos de ensayo que
contenian, salvo otra indicacion, 68 pg de proteinas citosdlicas, acido
[1-14C]graso 2 pM (18:0, 18:2 n-6 o 20:4n-6), NaF 0.417 M, buffer fosfato de
potasio 0.42 M pH 7.4, KC| 0.15 M, sacarosa 0.25 M, MgCl. 0.005 My N-
acetilcisteina 0.0016 M, con un pH final de 7.4, CoA (sal sodica) 60 pM y
ATP 1.3 mM en un volumen final de 1.6 ml. Cuando se estudio la
incorporacion de [1-1*C]20:4n-6-CoA se utilizaron estas mismas

condiciones experimentales pero se omitio el agregado de ATP y CoA al

. + 49



4. Méetodos

medio de incubacion. Las incubaciones se realizaron con los tubos
abiertos, a 36 °C, con agitacion constante. Transcurrido el tiempo de
incubacion los nucleos (N) se separaron del medio de incubacion (M)

mediante centrifugacion a 2000 x g, a 4 °C, durante 10 min.

4.4.2. Cuantificacion de la radioactividad incorporada en cada clase

lipidica

Los lipidos correspondientes a la fraccion nuclear (N) y al medio
de incubacion (Ml) se extrajeron por el procedimiento de Folch y col.
(213) y la radioactividad correspondiente a las fases cloroformica (c) y
metandlica-acuosa (a) se cuantifico por centelleo liquido.

La cuantificacion de la radiactividad se efectuo en viales de
plastico, conteniendo 3 ml de liquido de centelleo. Se utilizo liquido de
centelleo comercial. Cada vial se conto durante 1 min en un contador
de centelleo liquido Wallac 1214 RackBeta (Pharmacia, Turku, Finland).

Los lipidos totales se recuperaron del correspondiente extracto
cloroformico (Nc y Mic) y se separaron en las diferentes clases lipidicas
por TLC, como ya se describiera.

La radioactividad incorporada en cada fraccion se determino por
escaneo radiocromatografico en un Dunnschicht Scanner LB 2723
Berthold.

4.4.3. Incorporacion de [1-14C]20:4n-6-CoA en las especies moleculares

de FC de nucleos celulares de higado de rata

Los experimentos de incorporacion se realizaron como se
detallara anteriormente en el tem 4.4.1. Los lipidos correspondientes a la
fraccion nuclear (N) y al medio de incubacion (Ml) se extrajeron por el

procedimiento de Folch y col. (213) y la radioactividad correspondiente
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a las fases cloroformica (¢) y metandlica-acuosa (a) se cuantifico por
centelleo liquido, como ya se describiera.

Las EM de FC marcadas radiactivamente se resolvieron por FR-
HPLC-ELSD como se detallara anteriormente, el efluente de la columna
se colecto cada 30 seg y se juntaron los tubos correspondientes a cada
EM de FC. La radioactividad incorporada en cada EM de FC se
determind mediante la utilizacion de un contador de centelleo liquido,

como se detallara anteriormente.

4.5. Remodelado de AG en los Lipidos Nucleares de c€lulas

hepaticas

4.5.1. Condiciones de Incubacion

Con el fin de determinar si en el N celular aislado de higado de
rata se llevan a cabo los procesos de remodelado de AG se procedio
como se indica a continuacion:

En una primera etapa las EM de FC nuclear que poseen AA se
marcaron radiactivamente como se indicara anteriormente (tem 4.4.3).

En una segunda etapa los nucleos marcados radiactivamente se
reincubaron bajo diferentes condiciones experimentales: 1) en
presencia de medio de incubacion frio (sin [1-14C]20:4n-6-CoA), durante
diferentes tiempos, con o sin el agregado de ATP 1.3 mM y CoA (sal
sodica) 60 pM; 2) en presencia de medio de incubacion frio, durante 80
min con 4.5 o 14.5 mg de proteina citosdlica, con o sin el agregado de
ATP 1.3 mMy CoA (sal sodica) 60 pM.

En todos los casos, al finalizar la incubacion, los N se separaron del
MI mediante centrifugacion en las condiciones descriptas anteriormente
y los lipidos nucleares se extrajeron inmediatamente por el Método de

Folch y col. (213). La radioactividad correspondiente a las fases
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clorofdrmica (c) y metandlica-acuosa (a) se cuantifico por centelleo

liquido, como ya se describid.

4.5.2. Analisis lipidico y cuantificacion de la radioactividad incorporada

en cada clase lipidica

Los lipidos totales se recuperaron del extracto cloroformico y se
separaron en las diferentes clases lipidicas por TLC como se describio
previamente (217). La radioactividad incorporada se cuantifico por

escaneo radiocromatogréafico como ya se indicara.

4.5.3. Remodelado de AG en las EM de FC

La radioactividad incorporada en las EM de FC en cada una de
las condiciones experimentales descriptas se analizo como se detallara

en el tem 4.4.3.

4.6. Rol de L-FABP en la Incorporacion de acidos grasos
saturados y nosaturados en los lipidos nucleares y

endonucleares de ce€lulas de higado de rata

4.6.1. Condiciones de Incubacion

Las reacciones de incorporacion se iniciaron con la adicion de
nucleos celulares o matrices nucleares (6 mg de proteina nuclear o
endonuclear respectivamente) a tubos de ensayo que contenian, salvo
otra indicacion, acido [1-1*C]graso 2 pM (18:0 o 20:4n-6) libre o ligado a
L-FABP 2 pM, buffer fosfato de potasio 0.042 M pH 7.4, KCI 0.015 M,
sacarosa 0.25 M, MgCl. 0.005 M y N-acetilcisteinha 0.0016 M, con un pH
final de 7.4, CoA (sal sodica) 60 pM y ATP 1.3 mM en un volumen final de
1.6 ml.
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Las concentraciones de AG libre y ligado a L-FABP se eligieron con
el objetivo de trabajar en condiciones en las que el sitio de union de
alta afinidad de la L-FABP estuviera saturado. Para dicho sitio se tuvo en
cuenta que las Kp para los acidos 18:0 y 20:4n-6 son de 9 (223) y 110 pM
(224), respectivamente. Por lo tanto, al incubar 2 pM de ambos AG con
2 M de L-FABP, todo el AG estara ligado a L-FABP. Para proceder al
ligado AG-FABP se incubaron los sustratos con L-FABP en buffer fosfato a
25 °C durante 1 min.

El analisis lipidico y la incorporacion de los AG marcados
radiactivamente en las diferentes clases de lipidos neutros y polares de
nucleos y Mx incubados en las condiciones experimentales elegidas se

realizaron como se detallara en el tem 4.4.2.

4.7. Tratamiento Estadistico de los Resultados

Los resultados experimentales se expresaron como el promedio
de, segun el caso, 3 a 10 determinaciones + el error estandar.

Las hipdtesis estadisticas se ensayaron mediante el test ¢ de
Student. Aquellas diferencias de medias en las cuales el estadistico t
quedo comprendido en el intervalo de confianza impuesto por un valor
de a = 0.001 se consideraron altamente significativas (*); para a =0.01
significativas (**); para a =0.05 poco significativas (***) y para valores de

a > 0.05 no significativas.
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5. Resultados

5.1. Obtencion de nucleos celulares y matrices

nucleares de higado de rata. Eleccion de la tecnica

5.1.1. Obtencion de nucleos celulares de higado de rata

Se ensayaron dos técnicas diferentes para la obtencion de los N
celulares a fin de seleccionar la mas rigurosa. En ambos casos se partio
del homogenato total de higado, el que se sometioc a centrifugacion en
gradiente discontinuo de sacarosa. La presencia de un gradiente
discontinuo permite la separacion del RE y demdas contaminantes
citosdlicos debido a que é&stos tienden a flotar mientras que los nucleos,
mads densos, atraviesan la interfase y sedimentan. Una vez optimizadas
ambas teécnicas se estudio la pureza e integridad estructural de los

nucleos por microscopia electronica y enzimas marcadoras.
5.1.1.1. Técnica de Blobel y Potter, modificada por Kasper

La Figura 5.1 corresponde a microfotografias electronicas en la
que se observan nucleos de c€lulas de higado de rata obtenidos por la

técnica de Blobel y Potter, modificada por Kasper.

En la Figura 5.1. se observa que los nucleos estan enteros,
redondeados y con todos los componentes estructurales que los
caracterizan como la doble membrana nuclear (MN), las zonas de
hetero y eucromatina (C) y el nucleolo (Nu). En las microfotografias B y
C se observan ribosomas asociados a la MNE, la MNI y el espacio
intermembrana. No se observan contaminantes citoplasmaticos como
mitocondrias, reticulo endoplasmico, restos de membranas o citosol.

Para descartar con mayor seguridad una posible contaminacion
(con RE, citosol, lisosomas y mitocondrias) de los N celulares obtenidos

con la técnica descripta se midieron las siguientes enzimas marcadoras:
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arilesterasa -marcadora de reticulo endopldasmico-, lactato
deshidrogenasa -citosdlica-, dcido fosfatasa -lisosomal- y succinato
deshidrogenada -mitocondrial-. Cada ensayo se realizo por duplicado y
en condiciones de linealidad entre la formacion de producto y los
factores tiempo y concentracion de proteina.

Los niveles de actividad de las enzimas marcadoras ensayadas en
el N celular fueron insignificantes (134).

En conclusion, con los ensayos morfologicos y bioquimicos
realizados se corroboro la pureza e integridad de la fraccion nuclear

aislada en las condiciones experimentales descriptas.

5.1.1.2. Técnica de Spelsberg, Knowler y Moses

La Figura 5.2 corresponde a una microfotografia electronica de
nucleos celulares de higado de rata obtenidos por la técnica de

Spelsberg, Knowler y Moses.

En la Figura 5.2 se observa una muy elevada contaminacion
ctoplasmdtica que incluye mitocondrias, reticulo endoplasmico,

aparato de Golgi y demds componentes citoplasmaticos.

A partir de los resultados presentados se opto por la técnica de
Kasper para el aislamiento de los nucleos celulares y se descarto la de

Spelsberg y col.
5.1.2. Obtencion de matrices nucleares de higado de rata
Para la obtencion de las Mx se eligio la técnica de Vann y

colaboradores, ya que es especifica para obtener Mx de N de cé€lulas
de higado de rata (210).
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Las Mx se obtuvieron incubando nucleos aislados de células
hepédticas con el detergente no ionico Triton X-100, utilizando dos
concentraciones, 0.04 y 0.08 % (p/v) y centrifugando posteriormente en
gradiente de sacarosa. La integridad de las mismas fue chequeada por
microscopia electronica.

En las Figura 5.3 se observan microfotografias electronicas de las
Mx obtenidas utilizando 0.04 % (p/v) de TX-100 mientras que la Figura 5.4
corresponde a las Mx obtenidas con la mayor concentracion de TX-100
ensayada, 0.08 % (p/v).

En estas Figuras se observa que las Mx conservan su integridad
estructural puesto que se observan como estructuras redondeadas, no
colapsadas ni deformadas; se observa tambien que el tratamiento con
el detergente no ionico TX-100, a partir de una concentracion de 0.04 %
(p/v), remueve completamente las dos membranas nucleares mientras
que se conservan la lamina y el complejo del poro nuclear, el nucléolo y
las zonas de hetero y eucromatina. Estos resultados concuerdan con lo
observado por Vann y colaboradores al utilizar las mismas

concentraciones de TX-100.
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Fig. 5.1. Microfotografias electronicas de N celulares de higado de rata. Los N celulares
se obtuvieron segun la Técnica de Blobel y Poter, como se describic en Méetodos. A:

vista general x 5K. B: detalle x 50K. C: detalle x 350K.
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Fig. 5.2. Microfotografia electronica de N celulares de higado de rata. Los N celulares
se obtuvieron segun la Técnica de Spelsberg, Knowler y Moses, como se describio en

Metodos.
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Fig. 5.3. Microfotografias electronicas de matrices nucleares de higado de rata. Las Mx
se obtuvieron con TX-100 0.04 % (p/v) como se describic en Metodos. A: vista general x

4000. B: detalle x 30K. C: detalle x 60K.
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Fig. 5.4. Microfotografias electronicas de matrices nucleares de higado de rata. Las Mx
se obtuvieron con TX-100 0.08 % /p/v) como se describio en Metodos. A: vista general x

4000. B: detalle x 8000. C: detalle x 25K.
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5.2. Composicion lipidica de nucleos celulares y

matrices nucleares de ce€lulas de higado de rata

5.2.1. Composicion fosfolipidica y proteica de N y Mx de celulas de

higado de rata

Con el objetivo de estudiar la composicion de los lipidos que se
encuentran en el interior del N celular se obtuvieron las Mx eliminando la
doble membrana nuclear con el detergente TX-100, como se detalla en
Metodos.

La Tabla 5.1 muestra el contenido de fosfolipidos (FL) y de
proteinas aslf como la proporcion relativa de cada especie fosfolipidica

en N enteros y Mx aislados de ce€lulas de higado de rata.

Tabla 5.1. Composicion fosfolipidica y proteica de N y Mx de ce€lulas de

higado de rata.

Fraccion nuclear Nucleo entero Mx

TX-100 (%, p/v) 0 0.04 0.08
Recupe- Recupe- Recupe-
racion (%) racion(%,) racion(%,)

Proteinhas 1.9+0.14 100 05+00° 26.3 0.5+0.1 25.8

(mg/g org.)

FL 39.2+0.1 100 89+0.7" 22.6 8.5+0.0° 22.6

(nmol/mg prot.)

Fosfolipidos (%)

FC 64.8 £ 6.1 100 70.4 £6.2 24 429+22™ 14

FE 22.0+£2.9 100 156 £1.2 16 20.3+1.6 20

Fl 95+1.3 100 11.0+£1.3 27 8.9+0.6 19

FS 1.7+0.9 100 1.6+0.7 19 7.9+0.1° 94

SM 20+0.2 100 tr - 9.3+0.1° 105

LisoFC tr 100 1.4+0.6 - 10.7+£1.1° -

Las proteinas y los FL se cuantificaron como se describio en Metodos. El término Recuperacion
corresponde al % de proteinas y FL presentes la Mx respecto de los N enteros. Los datos se
expresaron como la media + el ES de n= 10 determinaciones independientes para los N y las Mx
obtenidas con TX-100 0.04 % (p/v) y n=5 para las Mx obtenidas con TX-100 0.08 % (p/v). tr.
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cantidades traza no detectables por el metodo utilizado. Diferencias significativas respecto de los

N enteros: *P < 0.001; y ***P < 0.05.

Las Mx obtenidas con ambas concentraciones de TX-100
retuvieron el 26 y 22 % de proteinas y FL nucleares, respectivamente.

En la Tabla 5.1 se observa que en el nucleo la FC es el
constituyente fosfolipidico mayoritario representando el 64.8 % de los FL,
seguido por la FE que representa el 22.0 % del total. El Fl representa un
componente intermedio siendo el 9.5 % de los FL, mientras que la FS y la
SM son constituyentes minoritarios representando el 1.7 y 2.0 % del total.

Las Mx obtenidas con TX-100 0.04 % (p/v) presentan un perfil
fosfolipidico similar al de los nucleos, siendo la FC el constituyente
mayoritario (70.4 %) seguido de FE (15.6%) y FI (11.0 %), mientras que FS'y
lisoFC son componentes minoritarios representando el 1.6 % y 1.4 % del
total respectivamente. Con el método utilizado se determinaron
cantidades traza de SM. La recuperacion de cada una de las clases
fosfolipidicas en particular fue similar a la de los FL (cercana al 21%).

En las Mx obtenidas con TX-100 0.08 % (p/v) se observo una notoria
modificacion del perfil fosfolipidico, respecto al de los N enteros,
caracterizada por una disminucion en el contenido de FC y un
incremento de FS y de SM. El aumento en la concentracion de
detergente utilizado determinc una pequena hidralisis de FC y que la Mx
retenga practicamente toda la FS y la SM nuclear, como lo evidencian
los altisimos porcentajes de recuperacion de estos fosfolipidos que son
del 100 y 94 % respectivamente, mientras que la recuperacion de los FL
fue del 22.6 % .

5.2.2. Composicion de AG de lipidos totales y de FC
En los resultados presentados anteriormente se observa que la FC

es el FL mayoritario en N enteros y en Mx de c€lulas de higado de rata.

A partir de estos resultados se decidio continuar con el estudio de la




5. Resultados

composicion de AG de los lipidos totales (LT) y la FC de los N y las Mx de

c€lulas de higado de rata.

5.2.2.1. Composicion de AG de lipidos totales y de FC de N y Mx de

celulas de higado de rata

La Tabla 5.2 muestra la composicion de AG de los LTy de la FC de

N y Mx, aislados de cé€lulas de higado de rata.

Tabla 5.2. Composicion de AG de LT y de FC de nucleos y Mx.

Fraccion nuclear Nucleos Mx

TX-100(%,p/V) 0 0.04 0.08

AG (%) LT FC LT FC LT FC
12:0 0.6+0.1 0.1+0.0 0.8+0.1 tr 0.1+0.0" tr
14:0 0.9+0.3 0.2+0.0 0.6+0.0 tr 0.3+0.0 0.5+0.0
16:0 18.5+1.0 15.4+0.9 17.7£0.9 13.6+1.1 17.7+£1.0 19.9+1.2°
16:1 0.3+0.2 0.1+0.0 1.3£0.1" tr 0.8+0.0 0.6+0.0"
18:0 25.0+0.7 24.240.9 23.5%+1.1 25.1+1.3 24.4+1.4 25.8+1.3
18:1 n-9 6.0+0.2 8.4+0.3 6.8+0.3"" 4.3+0.4"° 9.0+0.6" 5.2+0.7
18:1 n-7 2.210.2 4.5+0.3 2.0+0.3 2.1+0.17  2.940.1™ 2.6+0.0°
18:2 n-6 16.3+0.6 13.74£0.8 14.941.0  17.5£1.1 16.2+1.1 17.0£1.17
18:3 n-6 0.5+0.1 0.2+0.1 1.3+0.9 0.6+0.1" 0.7£0.1" 1.0+0.0°
18:3n-3 0.3+0.6 0.1+0.0 0.4+0.0 0.2+0.0™  0.6+0.0 1.2+0.0°
20:3n-6 0.8+0.1 0.7+0.0 0.7+0.0 0.8+0.0™  0.9+0.0 0.8+0.0™
20:4 n-6 24.1+0.7 28.1£1.0 24.5+1.5 30.1+2.2  21.0+£1.17" 21.5£1.6™
22:5n-3 0.8+0.1 0.5+0.0 0.8+0.0 0.7+0.0"  0.94+0.0 0.5+0.0
22:6 n-3 3.5+0.3 3.840.2 4.44+0.2 4.2+0.3 3.7+0.2 2.7+0.2"

2 Saturados 45.0£2.1 39.9£1.8 42.6£2.1 38.7£2.4 42.5+2.4 46.2+£2.5
2. 18-20Nn-6 41.7£0.8  45.2+1.9 41.443.4 49.0£3.4 38.8£2.3 40.3£2.8
2. 18-22n-3 4.6+£1.0 4.4+0.3 5.6+0.3 5.1+0.3 5.2+0.3" 4.4+0.3

La composicion de AG se determind por GLC capilar, la FC se separo previamente por
TLC, como se describic en Metodos. Los AG mayoritarios se presentan en color. Los
datos se expresaron como la media del % + ES de cinco determinaciones
independientes. Diferencias significativas respecto de los N enteros (LT o FC): *P <
0.001; **P < 0.01 y ***P < 0.05.
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En la Tabla 5.2 se observa que la composicion de AG de los LT es
similar a la de FC en todas las fracciones nucleares de c€lulas de higado
de rata estudiadas. Este hecho se deberia a que la FC es el FL
mayoritario en los N enteros y en las Mx y, por lo tanto, representa una
parte muy significativa del total lipidico (LT).

Las Mx obtenidas con las dos concentraciones de TX-100
ensayadas presentan proporciones similares de AG saturados e
insaturados; los dltimos, principalmente de la serie n-6, alcanzan mas del
40 % de los LTy de la FC. Los AG insaturados mas abundantes son: acido
araquidonico (20:4 n-6) > linoleico (18:2 n-6) > oleico (18:1 n-9) >
docosahexaenoico (22:6 n-3) > y ascleépico (18:1 n-7). Los acidos grasos
saturados mayoritarios son: acido estedrico (18:0) > y palmitico (16:0).

Un analisis m&s detallado de la tabla nos permite observar que los
cambios mds significativos en las Mx obtenidas con TX-100 0.04 % (p/v)
son: un incremento de los dcidos 18:2 n-6, y-linolénico (18:3 n-6), a-
linoleénico (18:3 n-3), eicosatrienoico (20:3 n-6) y docosapentaenoico
(22:5 n-3) y una disminucion de los acidos 18:1 n-9y 18:1 n-7.

Los lipidos endonucleares estudiados en las Mx obtenidas
mediante remocion de la membrana nuclear de N enteros con TX-100
0.08 % (p/v) se caracterizaron por presentar mayores diferencias en su
composicion de AG respecto de los N control. En particular, en lo
concerniente a la FC, se observo un incremento en el contenido del
dcido graso saturado miristico (14:0), del monoinsaturado palmitoleico
(16:1 n-7) y del dcido graso polinosaturado 18:3, de las series n-6 y n-3.
Tambien se observo una disminucion en los porcentajes de los acidos
18:1, de las series n-9 y n-7. En lo que respecta a los LT endonucleares el
cambio mads significativo corresponde a un incremento del AG 18:1 n-7,
respecto al N.

En conclusion, si bien los N y las Mx de cé€lulas de higado de rata
presentan una composicion fosfolipidica (Tabla 5.1) y de AG de FC

(Tabla 5.2) muy similar, con la FC, la FE y los AG saturados palmitico y
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estedrico y polinosaturados, principalmente de la serie n-6, como
constituyentes mayoritarios, los cambios mas evidentes se observan en
las Mx obtenidas con la concentracion mas elevada de detergente

utilizada, 0.08 % (p/v).

5.2.2.2. Composicion de AG de lipidos totales y de FC de homogenato,

microsomas y mitocondrias de higado de rata

En los resultados presentados previamente se observa que la
composicion de AG de los LT y la FC de los N y las Mx es muy similar; es
asl que el siguiente objetivo planteado fue determinar si dicha
composicion era propia del N o compartida con otros organoides de
celulas de higado. Con este fin se determind la composicion de AG de
LT y FC de homogenato, microsomas y mitocondrias hepaticas. Es
importante remarcar que la FC es tambi€n el FL mayoritario de estos
organoides (225).

La Tabla 5.3 muestra la composicion de AG de los LTy de la FC de
homogenato, microsomas y mitocondrias aislados de cé€lulas de higado

de rata.

Tabla 5.3. Composicion de AG de LT y de FC de homogenato,

microsomas y mitocondrias de higado de rata.

Fraccion

Subcelular Homogenato Microsomas Mitocondrias
AG (%) LT FC LT FC LT FC
12:0 0.310.2 0.910.3 tr tr 0.3+£0.0 0.5£0.0
14:0 0.31£0.0 0.5£0.0 tr tr 0.4£0.0 0.6£0.0
16:0 16.2£1.0  22.7+1.3 22.6+0.8 22.2#0.7  17.4+0.1 21.840.1
16:1 0.1£0.0 0.2£0.1 0.4£0.1  0.6£0.3 1.2+0.0 0.1£0.0
18:0 21.6+0.1  26.3+1.7 23.7+£1.1  22.940.7  19.7+0.1 19.5£0.1
18:1 n-9 5.910.1 5.610.8 5.210.4 4.8+0.3 6.0£0.2 6.7+0.2
18:1 n-7 2.410.1 2.840.5 1.4+0.2 1.60.2 4.5£0.0 4.8+0.2
18:2 n-6 20.7+¢0.7  11.840.8 13.6£0.6 13.8£0.6  19.1£0.1 18.7£0.3
18:3 n-6 0.4£0.0 0.4£0.0 0.4£0.1 0.4£0.1 tr tr
18:3 n-3 0.6+0.1 tr 0.2+0.0 tr tr tr
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20:3n-6 0.8+0.1 0.4+0.1 0.6+0.2 0.2+0.1 1.8+0.1 1.8£0.0
20:4 n-6 26.0£0.3  23.3£1.2 25.6£0.3 27.8£1.5 20.910.3 19.0£0.4
22:5n-3 0.1+£0.0 0.8+0.4 0.6+0.1 0.4+0.1 1.0£0.0 0.2+0.1
22:6 n-3 4.3+0.2 3.0£0.1 4.8+0.8 4.1+0.2 6.8+0.1 4.0£0.1

> Saturado 38.5+1.3  50.4+£3.4  46.3x1.9  45.1£1.4  37.840.3 42.440.2
218-20n-6  47.9+1.1 35.9£2.1 40.3£1.2 42.2+2.3  41.92£0.5 39.5+0.8
2. 18-22n-3 5.0£0.3 3.840.5 5.441.0 4.5+0.3 7.8£0.1 4.2+0.2

La composicion de AG se determind por GLC capilar. La FC se separd previamente
por TLC, como se describic en Metodos. Los AG mayoritarios se presentan en color. Los

datos se expresaron como la media + ES de cinco determinaciones independientes.

Enla Tabla 5.3 se observa que las composiciones de AG de los LTy
la FC de homogenato, microsomas y mitocondrias de cé€lulas de higado
de rata son muy similares entre si. Los AG mayoritarios son: 16:0, 18:0, 18:2
n-6 y 20:4 n-6. Se determinaron proporciones similares de AG saturados e
insaturados, los ultimos, principalmente de la serie n-6, alcanzan el 36-48
% de los LTy de la FC. Los AG insaturados mas abundantes son: &acido
araquidonico (20:4 n-6) > linoleico (18:2 n-6) > oleico (18:1 n-9) >
asclepico (18:1 n-7) > y docosahexaenoico (22:6 n-3). Los acidos grasos
saturados mayoritarios son el dgcido estedrico (18:0) > y el palmitico
(16:0).

En conclusion, el perfil de AG del homogenato, los microsomas y
las mitocondrias de higado de rata es muy similar entre siy al de los N y

las MXx.

5.2.3. Composicion de las EM de FC
5.2.3.1. Composicion de las EM de FC de nucleos y Mx de higado de

rata

Teniendo en cuenta que la FC es el FL mayoritario en el N y la Mx
(Tabla 5.1) y que la misma presenta un alto porcentaje de AG
insaturados (Tabla 5.2), el siguiente objetivo fue determinar la
composicion de las EM de la FC con el fin de analizar la distribucion de

los AG en esta clase fosfolipidica.
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La Figura 5.5 corresponde a un cromatograma tipico de las

especies moleculares de FC del N celular de higado de rata, resueltas

por RPHPLC-ELSD.
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Fig. 5.5. Cromatograma tipico de las EM de FC de nucleos celulares de higado de rata.

Las EM de FC fueron resueltas por RHPLC-ELSD e identificadas por GLC capilar, segun

se describio en Metodos.

La Tabla 5.4 corresponde a la composicion de lasEM de FC de Ny

Mx de cé€lulas de higado de rata.

Tabla 5.4. Composicion de las EM de FC de nucleos y Mx.

Fraccion nuclear Nucleos Mx

TX-100 (%, p/v) 0 0.04 0.08

Pico EM de FC
1 20:4-20:4 0.2 + 0.0 0.2 = 0.1 0.2 + 0.0
1 18:2-22:6 0.2 + 0.0 0.2 + 0.1 0.2 + 0.0
2 18:2-20:4 22 + 0.2 1.9 + 0.3 15 + 04
3 18:2-18:2 20 = 0.1 06 = 0.1* 0.7 + 00*
4 16:0-22:6 36 £ 1.7 28 £+ 0.7 22 + 05
5 18:1-20:4 47 £ 0.6 46 + 1.1 3.7 £+ 0.7
6 16:0-20:4 19.8 + 0.6 188 + 1.5 206 + 1.7
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7 18:1-18:2 28 + 0.3 26 + 0.2 43 + 0.5*
8 16:0-18:2 13.4 + 0.6 13.5 + 05 226 £+ 19*
9 16:0-20:3 0.2 + 0.0 40 = 1.3* 23 + 0.8*
10 18:0-22:6 1.9 £+ 0.4 36 £ 2.0 23 = 1.1
11 18:0-20:4 36.7 £ 1.9 32.6 £ 0.6 27.8 £+ 0.9**
12 16:0-18:1 1.1+ 0.2 16 £ 0.1*** 20 + 0.3***
13 18:0-18:2 11.2 £+ 0.7 11.0 + 2.0 9.6 + 1.1
14 18:0-18:1 tr 0.3 £+ 0.3 tr
15 16:0-18:0 tr 1.7 + 0.0 tr

Las EM de FC se resolvieron por RHPLC-ELSD segun se describic en Metodos. El numero
de pico es el correspondiente al del cromatograma de la Figura 5.5. Las especies
moleculares de FC mayoritarias se muestran en color. Los datos analizados por
duplicado se expresan como upumol % y corresponden a la media £+ ES de 5
determinaciones independientes para la fraccion correspondiente a Mx y de, un
minimo, de 10 determinaciones para la fraccion correspondiente a los N enteros. tr.
cantidades trazas no detectables mediante el méetodo utilizado. Diferencias

significativas respecto de la fraccion nuclear: *P < 0.001; **P < 0.01 y ***P < 0.05.

Las diferentes EM de FC se resolvieron por RHPLC y se detectaron
por ELSD. Utilizando este procedimiento se resolvieron, identificaron y
cuantificaron las siguientes 16 EM de FC en N celulares de higado de
rata: 20:4-20:4; 18:2-22:6; 18:2-20:4; 18:2-18:2; 16:0-22:6; 18:1-20:4; 16:0-
20:4; 18:1-18:2; 16:0-18:2; 16:0-20:3; 18:0-22:6; 18:0-20:4; 16:0-18:1; 18.0-
18:2; 18:0-18:1 y 16:0-18:0. La especie molecular 20:4-20:4 (pico 1) eluye
junto con la especie molecular 18:2-22:6 en cantidades practicamente
iguales.

Las EM de FC mayoritarias en el nucleo celular de higado de rata
son las siguientes: 18:0-20:4n-6 > 16:0-20:4n-6 > 16:0-18:2n-6 > 18:0-18:2n-6.
El acido araquidonico se encuentra esterificado en posicion sn-2 en las
siguientes EM de FC: 18:0-20:4, 16:0-20:4, 18:1-20:4 y 18:2-20:4 y en
ambas posiciones, sn-1y sn-2, formando la EM 20:4-20:4.

La composicion de las EM de FC endonuclear poseen, al igual
que los nucleos, una alta proporcion de AG insaturados, siendo las EM
mayoritarias: 18:0-20:4, 16:0-18:2, 16:0-20:4 y 18:0-18:2 mientras que las EM

que contienen dgcido araquidonico en posicion sn-2 son 18:0-20:4, 16:0-
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20:4, 18:1-20:4 y 18:2-20:4 y, en ambas posiciones sn-1y sn-2, la EM 20:4-
20:4.

En particular, en las Mx obtenidas con TX-100 0.04 % (p/v) se
observaron pequenos cambios en las proporciones de las EM de FC,
respecto de los nucleos: una disminucion de la EM 18:2-18:2 y un
incremento de 16:0-20:3 y 16:0-18:1. Estos resultados se correlacionan
con el incremento de los acidos grasos 16:0 y 20:3 observados en la FC
endonuclear, respecto del control (Tabla 5.2).

En las Mx obtenidas con TX-100 0.08 % (p/v) se observaron
modificaciones mds evidentes en la composicion de EM de FC, respecto
de los nucleos. El porcentaje de los pooles de FC endonucleares que
poseen 20:4 disminuyo desde 63.3 % hasta 54.1 %. Esto se debe
principalmente a la disminucion de la EM de FC 18:0-20:4.

La recuperacion de las EM de FC endonuclear que poseen el
dacido 20:4 n-6 fue de 23.5y 11.2 % cuando se utilizo TX-100 0.04 % y 0.08
% (p/v), respectivamente. Como se observa en la Tabla 5.1 este
rendimiento es similar al encontrado en el pool total de FC endonuclear,
que es de 24 % y 14 % cuando se utilizo TX-100 0.04 % (p/v) y 0.08 % (p/v),
respectivamente. Estos resultados se correlacionan con la disminucion
del a@cido 20:4n-6 observado en la FC endonuclear de la Mx obtenida
con TX-100 0.08 % (p/v) (Tabla 5.2).

Las EM mayoritarias de la FC endonuclear que poseen 18:2 n-6 en
la molécula representan, al igual que lo observado en los nucleos, entre
un 30 y 40 % del total. Se encontraron diferencias selectivas en algunas
EM como por ejemplo un incremento en las EM 18:1-18:2 y 16:0-18:2 en
las Mx obtenidas con TX-100 0.08 % (p/v) respecto de los nucleos, siendo
la recuperacion cercana al 23 %. Estos resultados se correlacionan con
el incremento observado en los AG 16:0 y 18:2 n-6 de la FC endonuclear
(Tabla 5.2). Sin embargo, a pesar del incremento descripto en el
porcentaje del acido graso 18:2 n-6 en el pool total de FC endonuclear,

el porcentaje de la EM de FC 18:2-18:2 decrece significativamente en
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las Mx respecto de los nucleos control, debido a una selectiva y baja
recuperacion del 5 % encontrada en la EM 18:2-18:2.

Resumiendo, las EM de FC mayoritarias del N celular y de la Mx
son 18:0-20:4n-6, 16:0-20:4n-6, 16:0-18:2n-6 y 18:0-18:2n-6 mientras que el
dcido araquidonico se encuentra esterificado en posicion sn-2 en las EM
18:2-20:4, 16:0-20:4, 18:0-20:4, 18:2-20:4 y 18:1-20:4 y, en ambas
posiciones sn-1y sn-2, formando la EM de FC 20:4-20:4.

5.2.3.2. Composicion de las EM de FC de homogenato, microsomas y

mitocondrias de higado de rata

En los resultados presentados previamente se observa que la
composicion de las EM de FC de los N y las Mx es muy similar; es asi que
el siguiente objetivo planteado fue determinar si dicha composicion era
propia del N o compartida con otros organoides de c€lulas de higado.
Con este objetivo fue que se analizo la composicion de las EM de FC de
homogenato, microsomas y mitocondrias hepaticas.

La Tabla 5.5 corresponde a la composicion de las EM de FC de

homogenato, microsomas y mitocondrias de c€lulas de higado de rata.

Tabla 5.5. Composicion de las EM de FC de homogenato, microsomas y

mitocondrias de higado de rata.

Fraccion subcelular Homogenato Mitocondrias Microsomas
Pico EM de FC
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1 20:4-20:4 0.5 = 0.0 0.5 £ 0.1 tr
1 18:2-22:6 0.5 + 0.0 0.5 £ 0.1 tr
2 18:2-20:4 1.6 £ 0.1 1.5 + 1.3 1.2 + 1.3
3 18:2-18:2 0.7 £+ 0.0 20 + 0.8 tr
4 16:0-22:6 29 + 0.2 6.1 + 0.8 41 + 0.3
5 18:1-20:4 28 + 0.2 50 £ 1.7 1.2 £ 0.3
6 16:0-20:4 219 + 1.2 18.0 = 1.1 220 £+ 1.5
7 18:1-18:2 1.6 = 0.1 34 £ 03 0.7 £+ 0.2
8 16:0-18:2 155 + 1.3 16.0 £ 0.9 16.1 £ 1.0
9 16:0-20:3 19 + 0.2 36 + 0.8 tr
10 18:0-22:6 1.5 £ 0.1 1.5 + 0.9 27 £ 0.7
11 18:0-20:4 37.9 + 2.1 226 + 1.0 40.0 + 1.8
12 16:0-18:1 tr 51 + 0.6 45 + 14
13 18:0-18:2 99 £+ 1.1 11.1 £ 1.1 7.5 + 0.6
14 18:0-18:1 0.8 + 0.0 3.1 + 1.5 tr
15 16:0-18:0 tr tr tr

Las EM de FC se resolvieron por RHPLC-ELSD segun se describio en Metodos. El nimero
de pico es el correspondiente al del cromatograma de RPHPLC. Las especies
moleculares de FC mayoritarias se muestran en color. Los datos analizados por
duplicado se expresan como pumol % y corresponden a la media + ES de 10
determinaciones independientes para cada fraccion subcelular. tr. cantidades trazas

no detectables mediante el metodo utilizado.

En la Tabla 5.5 se observa que se resolvieron, identificaron vy
cuantificaron las siguientes 16 EM de FC en las fracciones subcelulares
de higado de rata analizadas: 20:4-20:4; 18:2-22:6; 18:2-20:4; 18:2-18:2;
16:0-22:6; 18:1-20:4; 16:0-20:4; 18:1-18:2; 16:0-18:2; 16:0-20:3; 18:0-22:6;
18:0-20:4; 16:0-18:1; 18.0-18:2; 18:0-18:1 y 16:0-18:0.

Las EM de FC mayoritarias son 18:0-20:4n-6 > 16:0-20:4n-6 > 16:0-
18:2n-6 > 18:0-18:2n-6 y el @cido araquidonico se encuentra esterificado
en posicion sn-2 en las siguientes EM de FC: 18:2-20:4, 16:0-20:4, 18:0-20:4,
18:2-20:4 y 18:1-20:4 y en ambas posiciones, sn-1y sn-2, formando la EM
20:4-20:4.

En conclusion, la distribucion de EM de FC de homogenato,
microsomas y mitocondrias de ce€lulas de higado de rata muestra un
perfil general muy similar al de los nucleos y las Mx que se caracteriza

por presentar una alta proporcion de a@cidos grasos insaturados.
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5.3. Incorporacion de dcidos grasos saturados y
nosaturados en los lipidos nucleares de celulas de

higado de rata

5.3.1. Incorporacion de los AG [1-*C]18:0 (estedrico), [1-'4C]18:2 n-6

(linoleico) y [1-1“C]20:4n-6 (araquidonico) en los lipidos nucleares

Con el fin de determinar el mecanismo por el cual los AG
citosdlicos llegan al N celular se disendo el siguiente modelo
experimental.

Se incubaron in vitro nucleos aislados de ce€lulas de higado de
rata en un medio de incubacion que contenia el acido [1-1*C] graso o
el [1-14C] acil-CoA en estudio. Se trabajo con una concentracion de 2
MM ya que el rango de concentracion fisiologico de AGL en el
citoplasma celular es de 5-10 pM. Se eligio trabajar con los AG 18:0,
18:2n-6 y 20:4n-6 ya que son los mas abundantes en el nucleo celular de
higado de rata (Tabla 5.2).

Se considero la posibiidad de que el AG se esterifique en los
Iipidos nucleares y ya que en el higado estos procesos requieren del AG
activado como acil-CoA (226), se adiciono al medio de incubacion ATP
y CoA. Estos cofactores son necesarios para la activacion de los AG a
los correspondientes acil-CoAs por actividad de la acil-CoA sintetasa
(ACS) nuclear.

En algunos casos el medio de incubacion se suplementd con
citosol. Una de las razones por las que se agredgo citosol al Ml fue para
determinar si las proteinas y demas componentes de dicha fraccion son
necesarias para los procesos estudiados teniendo en cuenta que en la
celula eucarictica, a diferencia de lo que ocurre en un ensayo in vitro, el
nucleo se encuentra rodeado por el citosol. El citosol aportaria, entre

otras proteinas, FABP al MI, que transporta a los AG ya que debido su
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baja solubiidad en agua los mismos se desplazan por el espacio

intracelular unidos a esta proteina transportadora.

5.3.1.1. Incorporacion de AG saturados e insaturados en los LT nucleares

La Figura 5.6 muestra la distribucion de la radiactividad
incorporada en las fracciones correspondientes al N y al Ml, luego de la
extraccion con Folch. La distribucion de la radiactividad incorporada en
las fases metandlica-acuosa y cloroformica de cada fraccion se
expresa como porcentaje, siendo el 100 % la cantidad de [1-1*C] AG

inicial agregada a tiempo O.

A-Nucleos B- Medio de Incubacion

Radioactividad incorporada (dpm%)

—&— 18:0-Nc
—¥— 18:2n-6 - Nc
—&— 20:4n-6 - Nc
® - 18:0-Na
v 18:2n-6 - Na
- 20:4n-6 - Na

100 7

80 1

60

40 1

20 1

os
0

Tiempo [min]

—e— 18:0- Mic
18:2n-6 - Mic
—=&— 20:4n-6 - Mic
®- 18:0-Mla
18:2n-6 - Mla
= 20:4n-6 - Mla

15

20
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Fig. 5.6. Incorporacion de la radiactividad en los lipidos nucleares, en funcion del
tiempo. (A) fraccion nuclear y (B) medio de incubacion. Se incubaron in vitro N
celulares de higado de rata en presencia de los acidos [1-*C]18:0, [1-*C]18:2n-6 y
[1-14C]20:4n-6, durante diferentes tiempos. Finalizada la incubacion los N se
separaron del Ml por centrifugacion, los lipidos de cada fraccion (N y MI) se
extrajeron por la Técnica de Folch y la radiactividad de las fases cloroformica (Nc y
Mic) y metandlica-acuosa (Na y Mla) se cuantificd como se describio en Metodos.

Los resultados representan la media + ES de 5 experimentos independientes.

En la Figura 5.6 (A) se observa que en los nucleos la mayor
proporcion de radiactividad se incorpord en los lipidos (fraccion Nc)
mientras que solo el 5 % del total se incorporo en los componentes
solubles en medio acuoso (fraccion Na). Este hecho se observo con los 3
dacidos grasos ensayados y a todos los tiempos testeados,
independientemente del agregado o no de proteina citosolica al
medio de incubacion (resultados no presentados a fin de simplificar la
interpretacion de la Figura).

La incorporacion de los tres acidos grasos ensayados en los lipidos
nucleares fue rapida al principio y, con el transcurso del tiempo de
incubacion, el proceso se saturo. El acido graso 18:0 se incorporo
practicamente en su totalidad (90 %) en los lipidos nucleares, mientras
que la incorporacion de los dcidos grasos insaturados testeados (18:2n-6
y 20:4n-6) fue menor alcanzando 67 y 50 % respectivamente al final de
la incubacion.

En la Figura 5.6 (B) se presenta lo ocurrido con los AG marcados
radiactivamente que no se incorporaron en los lipidos nucleares y
permanecieron en el medio de incubacion.

Cuando los nucleos se incubaron con [1-14C]20:4n-6 y [1-14C]18:2n-
6, el 93 % y el 53 % de la radiactividad, respectivamente, permanecio en
la fraccion Mic y el resto como componentes solubles en medio acuoso.
En el caso particular del AG 18:0 la cantidad de radiactividad que

permanecio como AGL (Mic) en el medio de incubacion fue minima
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(menos del 10 %) debido a que la mayor proporcion se incorpord en los

lipidos nucleares (Nc).

5.3.1.2. Incorporacion de los AG [1-*C]18:0, [1-*C]18:2n-6 y [1-
14C]20:4n-6 en las clases lipidicas nucleares, en funcion del tiempo de

incubacion

En la Figura 5.7 se muestra la incorporacion y esterificacion de los
AG [1-14C]18:0, [1-1*C]18:2n-6 y [1-1*C]20:4n-6 en las diferentes clases de
Iipidos nucleares en funcion del tiempo de incubacion, en presencia de
citosol, ATP y CoA.
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Fig. 5.7. Incorporacion de los acidos grasos [1-14C]18:0, [1-4C]18:2n-6 y [1-4C]20:4n-
6 en las diferentes clases de lipidos nucleares, en funcion del tiempo. Se incubaron
N celulares de higado de rata con los d&cidos [1-4C]18:0, [1-*C]18:2n-6 y [1-
14C]20:4n-6, ATP y COA, con o sin citosol. Finalizada la incubacion los N se separaron
del Ml por centrifugacion, los lipidos se extrajeron por el método de Folch, las
diferentes clases de lipidos se separaron por TLC y la radiactividad incorporada
(nmol) en cada clase lipidica se determinéd como se describic en Metodos. Los

resultados corresponden a la media + ES de cinco experimentos independientes.

La presencia de citosol en el Ml no determind ninguna
modificacion en los perfiles de incorporacion y esterificacion de los AG
testeados en los lipidos nucleares (resultados no presentados a fin de
facilitar la interpretacion de la Figura).

Se encontro radiactividad esterificada en FL, TAG, DAG y EC e
incorporada directamente como AGL. En un principio, el AG [1-14C]18:0
se incorpord en los lipidos nucleares en mayor proporcion como AGL (78
%), mientras que el [1-14C]20:4n-6 no solo se incorporé como AGL (37 %)
sino que tambien se esterifico en los FL (46 %). Con el transcurso del
tiempo de incubacion los AG 18:0 y 20:4n-6, incorporados inicialmente
como AGL, se fueron esterificando en los lipidos nucleares. Esto se
evidencia por la disminucion de la radiactividad en el pool de AGL y el
aumento de la misma en los FL, principalmente, y en los TAG. Por otro
lado, la incorporacion inicial del acido [1-1*C]18:2n-6 como AGL en los
Iipidos nucleares fue escasa y se saturo desde el comienzo del proceso.

Los tres acidos grasos estudiados se esterificaron en forma rapida
y, mayoritariamente, en los FL nucleares. La esterificacion de [1-
14C]18:2n-6 y [1-1*C]20:4n-6 en los TAG nucleares fue mas lenta que en
los FL y se fue incrementando durante toda la incubacion. La
esterificacion del acido [1-1*C]18:0 en los TAG se saturd luego de 5 min
de incubacion lo que indicaria una muy baja selectividad por este AG.
Esta saturacion no se debe a una cantidad insuficiente de sustrato en el
sistema ya que la cantidad de los acidos 18:2n-6 y 20:4n-6 incorporada
en TAG fue alta y se incremento durante todo el intervalo de tiempo

estudiado. La cantidad de radiactividad esterificada en DAG solo fue
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cuantitativamente importante en el caso del acido graso [1-%C]18:0. De
los tres acidos grasos estudiados en las condiciones experimentales

elegidas, solo el acido [1-14C]18:2n-6 se esterifico en EC.

5.3.1.3. Efecto del ATP y CoA en la incorporacion de AG saturados e

insaturados en las fracciones Nc y Mic

Los resultados presentados previamente se realizaron en un medio
de incubacion que contenia ATP y CoA.

Con el fin de determinar si la esterificacion de los AG [1-14C]18:0,
[1-14C]18:2n-6 y [1-14C]20:4n-6 en los lipidos nucleares es un mecanismo
acil-CoA dependiente se repitieron las incubaciones en las condiciones
antes descriptas, pero sin el agregado de ATP y CoA al M. El hecho de
que el mecanismo sea dependiente de ATP y CoA implica que los AG,
previo a su esterificacion, deban ser activados a los correspondientes
acil-CoAs por la ACS de cadena larga nuclear (227).

En la Tabla 5.6 se muestra el efecto del ATP y CoA en la
incorporacion de AG en los lipidos nucleares. Los resultados representan
el porcentaje de radiactividad incorporada como AGL en la fase
clorofdrmica del Folch que se realizo a los N una vez finalizada la

incubacion con los AG radiactivos.

Tabla 5.6. Efecto del ATP y CoA en la incorporacion de [1-14C]18:0, [1-
14C]J18:2n-6 y [1-14C]20:4n-6 en los lipidos nucleares.

Radiactividad incorporada como AGL (%)

[1-4C]AG 18:0 18:2n-6 20:4n-6
Con ATP y CoA 40 12 10
Sin ATP y CoA 100 100 100

Se incubaron nucleos celulares de higado de rata con [1-14C]18:0, [1-1%C]18:2n-6 O [1-
14C]20:4n-6, con y sin ATP y CoA, durante 20 min. Los resultados se presentan como el
porcentaje de la radiactividad total incorporada como AGL en los lipidos nucleares

(Nc: fase cloroformica).
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En la Tabla 5.6 se observa que en ausencia de ATP y CoA los tres
acidos grasos testeados se incorporaron en los N celulares
exclusivamente como AGL (100%) y no se esterificaron en ninguna clase
lipidica; este hecho se deberia a que no fueron activados a los
respectivos acil-CoAs. Por el contrario, en presencia de ATP y COA, el
porcentaje de esterificacion de los AG testeados en cada clase lipidica
nuclear depende del AG en particular; es asi que cuando se incubaron
los N en presencia del AG 18:0, ATP y CoA, el 40% de la radiactividad
incorporada se encontro como AGL mientras que el resto se esterifico
en los FL, DAG y TAG, como se detalla en la Figura 5.7; cuando se
incubaron los N en presencia del AG 18:2n-6, ATP y CoA , la
radiactividad incorporada se encontro en un 12 % como AGL mientras
que el resto del sustrato marcado se esterifico en los FL, TAG, EC y DAG
mientras que cuando se utilizo 20:4n-6 como sustrato exogeno marcado,
ATP y CoA , la radiactividad se encontré en un 10 % como AGL y el resto
se esterifico en los FL, TAG y DAG.

En conclusion, estos resultados indican que la esterificacion de los
dcidos grasos 18:0, 18:2n-6 y 20:4n-6 en los FL, TAG, DAG y EC (solo el
18:2n-6) nucleares es un proceso acil-CoA dependiente. El AG se debe
activar a acil-CoA (por accion de la acil-CoA sintetasa de cadena
larga) para esterificarse en las diferentes clases lipidicas nucleares,

ademas de permanecer como AGL.

5.3.1.4. Incorporacion del [1-14C]20:4n-6-CoA en las clases lipidicas

nucleares

Considerando que los AG exdgenos se esterifican en los pooles
lipidicos nucleares exclusivamente por un mecanismo acil-CoA
dependiente (Tabla 5.6), el siguiente objetivo fue determinar si los acil-

CoA exogenos podian esterificarse en los lipidos nucleares.
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Se eligio trabajar con 20:4n-6-CoA ya que el 20:4n-6 es el AG
polinosaturado mas abundante en el N celular de higado de rata (Tabla
5.2), es precursor para la sintesis de eicosanoides e interviene en la
regulacion de la expresion génica, entre otras funciones celulares.

En la Figura 5.8 se muestra el porcentaje de incorporacion y
esterificacion del [1-1*C]20:4n-6-CoOA en las diferentes clases de lipidos

nucleares, en funcion de la concentracion de sustrato marcado.
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Fig. 5.8. Incorporacion del acido [1-¥C]20:4n-6-Co0A en las diferentes clases de lipidos
nucleares. Se incubaron nucleos celulares de higado de rata con diferentes
concentraciones de [1-14C]20:4n-6-CoA durante 10 min. Finalizada la incubacion los N
se separaron del MI por centrifugacion. Los lipidos se extrajeron por el método de
Folch. Las diferentes clases de lipidos se resolvieron por TLC y la radiactividad
incorporada en cada clase lipidica se determiné como se describic en Metodos. Los

resultados corresponden a la media + ES de cinco experimentos independientes.

En la Figura 5.8 se observa que el [1-14C]20:4n-6-COA se incorporo
como AGL y se esterifico en los pooles lipidicos nucleares principalmente
en los FL y en TAG y, en menor proporcion, en DAG y EC. La
esterificacion en los FL se saturo inclusive con la menor concentracion
de [1-*C]20:4n-6-CoOA utilizada (2 pM). En los TAG y AGL se observo un
incremento lineal de la marca radiactiva con la concentracion de
sustrato radiactivo agregado. El [1-1*C]20:4n-6-CoA se esterifico en los
EC exclusivamente cuando se agrego en una concentracion de 4 pM.

La presencia de radiactividad en el pool de AGL implica que parte del
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[1-14C]20:4n-6-COA exdgeno se hidrolizo a AGL por accion de la acil-
CoA hidrolasa nuclear (228).

En conclusion, el [1-14C]20:4n-6-CoA exdgeno se esterifica en los
Iipidos nucleares principalmente en los FL seguido por los TAG, los EC v,
en la minima proporcion, en los DAG mientras que la incorporacion
como AGL se incrementa linealmente con la concentracion del sustrato

marcado.

5.3.1.5. Esterificacion del [1-14C]20:4n-6 en los fosfolipidos nucleares

Habiendo determinado que el [1-14C]20:4n-6-COA se esterifica en
los lipidos nucleares, mayoritariariamente en los FL, el siguiente objetivo
fue estudiar la esterificacion en cada clase fosfolipidica del N celular.

En la Figura 5.9 se muestra el porcentaje de esterificacion del [1-

14C]J20:4n-6 en los fosfolipidos nucleares.
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Fig. 5.9. Esterificacion del [1-'C]20:4n-6-CoA en los fosfolipidos nucleares. Se
incubaron nucleos celulares de higado de rata con [1-*C]20:4n-6-CoA 2 pM,
durante 10 min. Finalizada la incubacion los N se separaron del MI por
centrifugacion. Los lipidos se extrajeron por el método de Folch. Los fosfolipidos se
resolvieron por TLC y la radiactividad incorporada en cada clase fosfolipidica se
determind como se describio en Metodos. Los resultados corresponden a la media

+ ES de cinco experimentos independientes.

En la Figura 5.9 se observa que el [1-1*C]20:4n-6-CoA exdgeno se
esterifica en todos los FL nucleares, a excepcion de la SM.

La ausencia de radiactividad en este FL no resulto sorprendente
ya que la SM posee principalmente dcidos grasos saturados y
monoinsaturados (229). De acuerdo con estos resultados, D Antuono y
colaboradores (230) demostraron que la EM de membrana nuclear de
c€lulas de papila renal de ratas adultas posee un alto porcentaje de AG
saturados.

Al analizar la distribucion de la radiactividad esterificada en los FL
nucleares se observa que el &acido araquidonico se esterifico
principalmente en FC (62.4 %) y, en mucha menor proporcion, en FE (22.
%), en Fl (8.7 %), en lisoFC (2.9 %) y en FS (2.2 %).

5.3.1.6. Esterificacion de [1-14C]20:4n-6-CoA en las EM de FC nuclear de

c€lulas de higado de rata

Considerando que la FC constituye el pool nuclear de 20:4n-6
mayoritario en masa y que el [1-1%C]20:4n-6-CoA exdgeno se esterifica
en mayor proporcion en esta clase fosfolipidica (Figura 5.9), el siguiente
objetivo fue determinar el patron de esterificacion del [1-14C]20:4n-6-
CoA en las EM de FC nuclear. Con este fin se incubaron in vitro N
celulares de higado de rata en presencia de [1-1*C]20:4n-6-CoA 8 pM,
durante 10 minutos, y se determind la radiactividad incorporada en las
EM de FC nuclear.
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La Figura 5.10 corresponde a un cromatograma tipico de las

especies moleculares de FC del N celular de higado de rata, resueltas

por RPHPLC-ELSD.
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Fig. 5.10. Cromatograma de las EM de FC de nticleos celulares de higado de rata.
Las EM de FC se resolvieron por RHPLC-ELSD y se identificaron por GLC capilar,
segun se describioc en Metodos. A- Cromatograma tipico de la distribucion de
masas de las EM de FC. B- Esterificacion del [1-14C]20:4n-6-CoA en las EM de FC. Los
nucleos se incubaron en presencia de [1-*C]20:4n-6-CoA 8 pM durante 10 min. La
radiactividad incorporada en cada EM se determind como se describio en

Metodos.

La Figura 5.11 muestra el porcentaje de esterificacion de [1-

14C]J20:4n-6-CoA en las EM de FC nuclear de c€lulas de higado de rata.
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Fig. 5.11. Esterificacion de [1-1*C]20:4n-6 en las EM de FC de nucleos celulares de
higado de rata. Los nucleos se incubaron en presencia de [1-14C]20:4n-6-CoA
durante 10 min. Las EM de FC se resolvieron por RHPLC-ELSD y la incorporacion de la
radiactividad en cada una se estudio como se describio en la seccion Metodos. La
radiactividad especffica (dpm/mol) incorporada en las 5 EM de FC que poseen
20:4n-6 se expresa en la parte superior de cada columna, entre paréntesis. Los

resultados representan la media + ES de 5 experimentos.

En la Figura 5.11 se observa que se marcaron radiactivamente las
5 EM de FC nuclear que poseen 20:4n-6 en su molécula, estas son: 18:0-
20:4, 16:0-20:4, 18:1-20:4, 18:2-20:4 y 20:4-20:4.
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La EM de FC que presento el mayor porcentaje de radiactividad
esterificada fue 16:0-20:4 (25.3%) seguida por 18:0-20:4 (22.2%), 20:4-20:4
(20.9 %), 18:2-20:4 (17.8 %) y 18:1-20:4 (14.4 %).

La EM de FC nuclear 20:4-20:4 fue la que presento la mayor
actividad especffica (AE) de esterificacion. En los nudcleos hepaticos esta
EM es cuantitativamente minoritaria ya que, como se muestra en la
Tabla 5.4, representa el 0.25 % (expresado en pmol%) del total de FC.
Por otro lado, las EM mayoritarias de FC nuclear 18:0-20:4 y 16:0-20:4
fueron las que presentaron la menor AE de esterificacion de 20:4n-6.

En conclusion, estos resultados demuestran que el 20:4n-6-CoA
exogeno se esterifica en todas las EM de FC nuclear que poseen 20:4n-6
en su molécula; la mayor AE la presentaron las EM que poseen un AG
insaturado en posicion sn-1(20:4n-6 > 18:2n-6 > 18:1) y el AA en posicion

sh-2.
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5.4. Remodelado de acidos grasos en los lipidos

nucleares de ce€lulas hepaticas

5.4.1. Remodelado de AG en los fosfolipidos nucleares de ce€lulas de

higado de rata.

En los resultados presentados en el capitulo anterior se observa
que el AA se esterifica en los pooles lipidicos del N celular de higado de
rata, mas especificamente en FL > TAG > EC > DAG. Entre los FL, el
mayor porcentaje de esterificacion se encontrd en el pool
correspondiente a FC y, en particular, la mayor AE la presentaron las EM
que poseen un AG insaturado en posicion sn-1 (20:4 > 18:2 > 18:1) que
constituyen componentes minoritarios en masa. A partir de estos
resultados se propuso la siguiente hipdtesis de trabajo:

- en la posicion sn-1 de las EM de FC que poseen 20:4n-6
inicialmente se esterifica un AG insaturado que luego, por un proceso
de remodelado es reemplazado por un AG saturado, reestableciéndose
de esta manera el perfil caracteristico de EM de FC nuclear.

Con el objetivo de determinar si en el N celular existen los
mecanismos de remodelado de AG de FC se procedio a:

- en una primera etapa, se marcaron radiactivamente los pooles
nucleares de 20:4n-6 incubando N celulares de higado de rata en
presencia de [1-1%C]20:4n-6-CoA 8 pM durante 10 minutos.

- en una segunda etapa los nucleos marcados radiactivamente
se separaron del Ml y se reincubaron bajo diferentes condiciones
experimentales.

La primera condicion de reincubacion ensayada se realizo con un
medio de incubacion frio (sin [1-14C]20:4n-6-CoA), durante diferentes

tiempos, con o sin el agregado de ATP 1.3 mM y CoA (sal sodica) 60 pM.




5. Resultados

En la Figura 5.12 se observa la redistribucion de la radiactividad
esterificada en los FL nucleares luego de la reincubacion de los N

celulares durante 80 min, con o sin el agregado de ATP y CoA al Ml.
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Fig. 5.12. Redistribucion del [1-*C]20:4n-6-CoA en los FL nucleares. Los pooles
fosfolipidicos nucleares de 20:4n-6 se marcaron radiactivamente incubando N
celulares de higado de rata en presencia de [1-*C]20:4n-6-CoA durante 10 min
(control). Los nucleos se separaron del Ml por centrifugacion y, posteriormente, se
reincubaron en un Ml sin [1-14C]20:4n-6-CoA durante 80 min con, o sin, la adicion de
ATP y CoA al MI. Finalizada la incubacion los N se separaron del MI por
centrifugacion, los lipidos se extrajeron por el metodo de Folch, las diferentes clases
de FL se separaron por TLC y la radiactividad incorporada en cada una se
determind como se detalldc en Metodos. Los resultados se expresan como
porcentaje de la radiactividad total y representan la media + ES de 5 experimentos.

Diferencias significativas respecto del control: *P < 0.001; **P < 0.01.

La primera barra de cada conjunto de datos -clase de FL-

corresponde a la distribucion de la radiactividad en los pooles
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fosfolipidicos que poseen AA luego de la incubacion de los N en
presencia de [1-14C]20:4n-6-CoA durante 10 minutos, condiciones
control. Estos resultados fueron analizados en el capitulo anterior de
Resultados (Figura 5.9). Cada una de las demds barras en cada clase
de FL corresponde a las condiciones de reincubacion.

En la Figura 5.12 se observa que cuando se reincubaron los N
durante 80 min, sin [1-14C]20:4n-6-CoA en el MI, la radiactividad
incorporada en FC aumentd mientras que en FE disminuyd, con o sin el
agregado de ATP y CoA al ML. Esto se deberia a que se hidrolizo el 20:4n-
6 esterificado en el pool de FE nuclear mientras que se incremento el
esterificado en el pool de FC. En las demas clases de FL no se
observaron cambios significativos en las condiciones de reincubacion

ensayadas.

La siguiente etapa fue estudiar la redistribucion de la
radiactividad en las EM de FC nuclear que poseen 20:4n-6, expresado

como actividad especffica (Figura 5.13).
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Fig. 5.13. Redistribucion del [1-4C]20:4n-6-CoA en las EM de FC de nucleos
celulares de higado de rata. lLas EM de FC nuclear que poseen 20:4n-6 se
marcaron radiactivamente incubando los N en presencia de [1-14C]20:4n-6-CoA
durante 10 min, seguido de una reincubacion en un medio sin [1-1*C]20:4n-6-CoOA,
con o sin ATP y CoA, en funcion del tiempo. Finalizada la incubacion los N se
separaron del Ml por centrifugacion, los lipidos se extrajeron por el método de
Folch, las EM de FC se resolvieron por RHPLC-ELSD y la radiactividad incorporada en
cada una se determinGd como se detalld en Metodos. En la figura solo se
representan las EM de FC que poseen 20:4n-6 en su mol€cula. El inserto en la figura
muestra los datos obtenidos para las EM minoritarias 18:2-20:4, 18:1-20:4, 16:0-20:4 y

18:0-20:4 en una escala expandida. Los resultados representan la media + ES de 5
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La primera barra de cada conjunto de datos -EM de FC-
corresponde a la distribucion de la radiactividad en las EM de FC que
poseen 20:4n-6 luego de la incubacion de los N en presencia de [1-
14C]20:4n-6-CoA durante 10 minutos, condiciones control. Estos
resultados fueron analizados en el capiulo anterior de Resultados
(Figura 5.11). Cada una de las demds barras en cada EM de FC
corresponde a las condiciones de reincubacion.

En la Figura 5.13 se observa que la mayor AE de esterificacion del
[1-14C]20:4n-6-CoOA se encontro en la EM de FC nuclear minoritaria en
masa, 20:4-20:4. Esta AE de esterificacion solo disminuyo cuando los N se
reincubaron en presencia de ATP y CoA en el MI. Estos cofactores son
necesarios para la activacion de los AG por actividad de la ACS a los
correspondientes acil-CoAs que seran luego metabolizados.

Cuando se reincubaron los N sin ATP y CoOA la radiactividad
incorporada en las EM de FC 18:2-20:4 y 18:1-20:4 disminuy0. Estos datos
sugieren que los AG 18:2 y 18:1 en la posicion sn-1 de estas EM de FC se
habrian hidrolizado para ser rapidamente reemplazados por otros AG
frios ya que dicha disminucion no se evidencia por un incremento en el
pool de lisoFC.

La radiactividad incorporada en la EM de FC 18:0-20:4,
mayoritaria en masa, se incremento en todas las condiciones testeadas
mientras que el aumento de la radiactividad en la EM 16:0-20:4 no
siempre fue significativo. Estos datos indicarian que se utiliza 18:0 y 16:0
frios del pool de AG nuclear para la reesterificacion de la posicion sn-1
del pool marcado de 2-araquidonil-isoFC, el cual se generaria por
hidrdlisis de las EM de FC diinsaturadas 20:4-20:4, 18.2-20:4 y 18:1-20:4,
que son las que presentaron una disminucion en la radiactividad. Es
importante considerar que los AG frios palmitico y estedrico constituyen
los AG saturados mayoritarios del pool de AGL nuclear siendo el 18.5 % y
25.0 % respectivamente (Tabla 5.2).

En conclusion, al reincubar N celulares que poseen las EM de FC

marcadas radiactivamente con [1-14C]20:4n-6-CoA en un Ml frio sin ATP
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y CoA se observa que la radiactividad disminuye en las EM que poseen
un AG insaturado en posicion sr-1 (18:2 'y 18:1) y aumenta en las EM que
poseen un AG saturado en esa misma posicion, principalmente en la EM
18:0-20:4. Cuando la reincubacion de los N marcados se realiza en un Ml
con ATP y CoA la radiactividad solo disminuye en la EM 20:4-20:4 y se
incrementa en las EM de FC 18:0-20:4 y 16:0-20:4.

Estos resultados demuestran que en un principio se marcarian las
EM de FC que poseen 20:4n-6 con un patron de distribucion de la
radiactividad que no se corresponde con el fisiologico. Posteriormente,
existira un proceso de remodelado de los AG de las EM de FC mediante
el que se reemplazaria al AG insaturado de la posicion sn-1 por un AG
saturado.

A partir de estos resultados la siguiente hipctesis de trabajo
planteada fue:
- para que se complete el remodelado de los AG en los lipidos nucleares
se necesitan mas factores que, en condiciones fisiologicas, serian

aportadas por el citosol que rodea al N celular.

La siguiente condicion de reincubacion ensayada se realizO0 en
presencia de medio de incubacion frio, durante 80 min, con proteinas
citosolicas y con o sin el agregado de ATP y CoA.

Se eligio trabajar con un tiempo de reincubacion de 80 min ya
que solo a ese tiempo disminuyo la marca radiactiva en la EM de FC
nuclear 20:4-20:4, que es la que posee la mayor AE de esterificacion del
[1-14C]20:4n-6-CoA (Figura 5.13).
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Fig. 5.14. Redistribucion del [1-*C]20:4n-6-CoA en los FL nucleares. Los pooles
fosfolipidicos nucleares de 20:4n-6 se marcaron radiactivamente incubando N
celulares de higado de rata en presencia de [1-*C]20:4n-6-CoA durante 10 min
(control). Los nucleos se separaron del Ml por centrifugacion y, posteriormente, se
reincubaron durante 80 min en un Ml con citosol, sin [1-14C]20:4n-6-CoA y con, o sin,
ATP y CoA. Finalizada la incubacion los N se separaron del Ml por centrifugacion, los
lipidos se extrajeron por el método de Folch, las diferentes clases de FL se separaron
por TLC y la radiactividad incorporada en cada una se determind como se detallo
en Metodos. Los resultados se expresan como porcentaje de la radiactividad total y
representan la media + ES de 5 experimentos. Diferencias significativas respecto del

control: *P < 0.001.

En la Figura 5.14 se observa la distribucion de la radiactividad
esterificada en los FL nucleares luego de la reincubacion de los N
celulares durante 80 min, en presencia de citosol y con o sin el
agregado de ATP y CoA al ML.

La primera barra de cada conjunto de datos -clase de FL-

corresponde a la distribucion de la radiactividad en los pooles
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fosfolipidicos que poseen AA luego de la incubacion de los N en
presencia de [1-14C]20:4n-6-CoA durante 10 minutos, condiciones
control. Estos resultados fueron analizados en el capitulo anterior de
Resultados (Figura 5.9). Cada una de las demds barras en cada clase
de FL corresponde a las condiciones de reincubacion.

Cuando los N se reincubaron 80 min con el agregado de citosol al
Ml se observo una disminucion de la radiactividad incorporada en FC y
un aumento de la misma en lisoFC. Estos resultados nos indican que se
hidrolizo FC por accion de las enzimas fosfolipasa Ar (PLA7) y/o Az (PLA2)
aportadas por el citosol, asi como los factores necesarios para dicha
actividad enzimatica. En estas condiciones experimentales tambien se
observo una disminucion de la marca en FE; este hecho podria deberse
a que la FE se haya hidrolizado a lisoFE, pero la ultima en este sistema no
se puede cuantificar.

Con el agregado simultaneo de ATP, CoA -cofactores necesarios
para la actividad de la enzima ACS- y citosol al Ml no se observaron
cambios significativos en la radiactividad incorporada respecto del
control, en ninguna clase de FL nuclear. La presencia de los factores
antes mencionados en el Ml permitiria la activacion de los AGL por
accion de la Acil-CoA sintetasa a los correspondientes acil-CoAs, que se
esterificarian luego en los FL por accion de aciltransferasas,
reestableciendose de esta manera los niveles de incorporacion del
20:4n-6-CoA en la FC y la FE observados en el control.

En conclusion, estos resultados demuestran que el nucleo aislado
de cé€lulas hepaticas carece de la actividad y/o la presencia de ciertas
enzimas (como PLA:1 y PLAz, aciltransferasas, etc), factores solubles, ATP y

CoA necesarios para el remodelado de AG en los FL.

La siguiente etapa fue estudiar la redistribucion de la
radiactividad en las EM de FC nuclear.
En la Figura 5.15 se observa la incorporacion y redistribucion de la

radiactividad en las EM de FC que poseen 20:4n-6, luego de reincubar
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los N celulares durante 80 min con 2 concentraciones de citosol y con o

sin ATP y CoA.
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Fig. 5.15. Redistribucion del [1-4C]20:4n-6-CoA en las EM de FC de nucleos celulares
de higado de rata. Las EM de FC nuclear que poseen 20:4n-6 se marcaron
radiactivamente incubando los N en presencia de [1-'4C]20:4n-6-CoA durante 10
min, seguido de una reincubacion en un medio sin [1-1*C]20:4n-6-CoA durante 80
min con citosol y con o sin ATP y CoA. Finalizada la incubacion los N se separaron
del Ml por centrifugacion, los lipidos se extrajeron por el método de Folch, las EM de
FC se resolvieron por RHPLC-ELSD y la radiactividad incorporada en cada una se
determino como se detallo en Metodos. En la figura solo se representan las EM de
FC que poseen 20:4n-6 en su molécula. El inserto en la figura muestra los datos
obtenidos para las EM minoritarias 18:2-20:4, 18:1-20:4, 16:0-20:4 y 18:0-20:4 en una
escala expandida. Los resultados representan la media + ES de 5 experimentos.

Diferencias significativas respecto del control: 2P < 0.001; 2P < 0.01.

La primera barra de cada conjunto de datos -EM de FC-
corresponde a la distribucion de la radiactividad en las EM de FC que
poseen 20:4n-6 luego de la incubacion de los N en presencia de [1-
14C]20:4n-6-CoA durante 10 minutos, condiciones control. Estos
resultados fueron analizados en el caprulo anterior de Resultados
(Figura 5.11). Cada una de las demds barras en cada EM de FC
corresponde a las condiciones de reincubacion.

En la Figura 5.15 se observa que la AE de esterificacion del [1-
14C]20:4n-6-CoA en las EM de FC 20:4-20:4 y 18:2-20:4 disminuyo en las
tres condiciones de reincubacion ensayadas, esto es con el agregado
de dos concentraciones de citosol en el Ml, con o sin ATP y CoA. En
estas condiciones de reincubacion se observo tambieén un incremento
de la AE de esterificacion en las EM 16:0-20:4 y 18:0-20:4; en la EM de FC
minoritaria en masa 18:1-20:4 no se observo ningun cambio en la
radiactividad esterificada.

Estos resultados indicarian que en presencia de citosol se utiliza
18:0 y 16:0 frios del pool de AG nuclear y/o citosdlico para la
reesterificacion de la posicion sn-1 del pool marcado de 2-araquidonil-
lisoFC, el cual se generaria por hidrdlisis de las EM de FC diinsaturadas
20:4-20:4 y 18.2-20:4. Cabe mencionar que los AG palmitico y estedrico

son los AG saturados mayoritarios tanto del pool de AGL nuclear (Tabla
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5.2) como citosdlico. El agregado de ATP y CoA al Ml determina que las
observaciones recién mencionadas sean aun mas significativas.

Los resultados presentados en este capitulo implicarian que el [1-
14C]J20:4n-6-CoA exdgeno en un principio se esterifica en las EM de FC
que poseen un AG insaturado en posicion sn-1 (20:4 n-6, 18:2n-6 y 18:1) y
el AA en posicion sn-2. Este perfil de distribucion de la radiactividad no
seria fisiologico. Posteriormente, el perfil tipico de EM de FC nuclear
hepdtica, caracterizado por una distribucion asimétrica de los AG (esto
es un AG saturado en posicion sn-1 de la molécula y un AG insaturado
en posicion sn-2) se reestableceria por un proceso de remodelado
dependiente de factores citosolicos, ATP y CoA. Mediante este proceso
los AG insaturados de posicion sn-1 se reemplazan por los AG saturados

16:0 y 18:0, provistos por el pool de AGL nuclear y/o citosdlico.
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5.5. Rol de la L-FABP en la incorporacion de acidos

grasos saturados e insaturados en los pooles lipidicos
nucleares y endonucleares de celulas de higado de

rata

En los resultados presentados previamente se demostro que los
acil-CoAs y los AG exdgenos saturados e insaturados, se esterifican y
remodelan en los pooles lipidicos nucleares mediante un mecanismo
acil-CoA dependiente.

Estos resultados fueron obtenidos incubando /n vitro nucleos
aislados de ce€lulas de higado de rata y, en algunos casos,
suplementando el medio de incubacion con citosol. En particular, el
remodelado de AG de la FC nuclear se completa en presencia de
citosol, ademas de ATP y CoA. Esto podria deberse a que el citosol
aporta, ademas de enzimas y cofactores, las FABPs al Ml; se sabe que,
en condiciones fisiologicas, los AG se desplazan por la célula
principalmente unidos a las FABPs. Este mecanismo involucraria a los AG
citosolicos y a los nucleares ya que la L-FABP se ha descripto tanto en el
citosol como en el interior del N celular.

El siguiente objetivo planteado fue estudiar el rol L-FABP en los
procesos de incorporacion de los acidos grasos saturados e insaturados
en los pooles lipidicos nucleares.

Como modelo experimental se eligio trabajar con nucleos vy
matrices nucleares aislados de c€lulas de higado de rata, incubandolos
in vitro con los AG [1-14C]18:0 y [1-1*C]20:4 n-6, libres o unidos a la L-FABP,
con ATP y CoA en el ML.

Se eligieron los AG estedrico y araquidonico por ser los AG
saturado e insaturado mayoritarios de los pooles lipidicos nucleares y
endonucleares (Tabla 5.2) de c€lulas de higado de rata. Se trabajo con

una concentracion de AG y de L-FABP de 2 pM de modo de tener el
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sitio de union de alta afinidad de la L-FABP saturado con el AG, como se

explico en Méetodos.

5.5.1. Incorporacion del acido [1-%C]18:0 unido a L-FABP (18:0:L-FABP)

en las diferentes clases de lipidos nucleares

5.5.1.1. Incorporacion de 18:0:L-FABP en las clases lipidicas nucleares

Se estudio la incorporacion y esterificacion del acido [1-14C]18:0
unido a L-FABP en los pooles lipidicos nucleares incubando "in vitro”
nucleos aislados de cé€lulas de higado de rata en presencia de [1-
14C]18:0 o [1-14C]18:0:L-FABP, ATP y COA.

En la Figura 5.16 se muestra la distribucion de la radiactividad
incorporada en los lipidos nucleares, en funcion del tiempo de

incubacion.
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Fig. 5.16. Distribucion del acido [1-*C]18:0:L-FABP en las diferentes clases de
lipidos nucleares. Los nucleos celulares de higado de rata se incubaron en
presencia de &cido [1-*C]18:0, libre o unido a L-FABP, ATP y CoA durante
diferentes tiempos. Los nucleos se separaron del Ml por centrifugacion. Los LT se
extrajeron, las diferentes clases lipidicas se separaron por TLC y la radiactividad
incorporada en las mismos se determinG como se describic en Metodos. Los

resultados se expresan como porcentaje de la radiactividad total incorporada y

En la Figura 5.16 se observa que inicialmente el dacido [1-1*C]18:0:L-

FABP se esterifico en los FL (18%) y en los DAG (12%) y se incorporo
mayoritariamente como AGL (68%) en los N celulares de higado de rata.

luego de 10 minutos de incubacion la radioactividad
incorporada como AGL disminuyo (45%) ya que el sustrato radiactivo

continuo esterificandose en los FL (37%).
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La esterificacion en los DAG se saturo desde el inicio de la

incubacion y la esterificacion en los TAG fue muy baja durante todo el
tiempo de incubacion (1%).

En conclusion, el gcido [1-1*C]18:0:L-FABP se incorpora y esterifica
en los pooles lipidicos nucleares con el mismo patron que el [1-14C]18:0,

ya que no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos.

En los resultados presentados previamente se demostro que la
esterificacion de los AG 18:0n-6, 20:4n-6 y 18:2 es los lipidos nucleares se
realiza a traves de un mecanismo acil-CoA dependiente (Tabla 5.6). Por
lo tanto, con el objetivo de determinar si la esterificacion de los AG
unidos a L-FABP es tambieén dependiente de ATP y CoOA, se procedio a
incubar "in vitro” nucleos aislados de c€lulas de higado sin ATP y CoA en
el Ml.

Tabla 5.7. Efecto del ATP y CoA en la incorporacion de [1-14C]18:0 y [1-
14C]20:4n-6, libres o unidos a L-FABP, en los lipidos nucleares y

endonucleares.

Radiactividad incorporada como AGL (dpm %)

Fraccion nuclear Nucleos Matriz nuclear

[1-*C]AG 18:0 20:4n-6 18:0 20:4n-6

AGL AG:L-FABP AGL AG:L-FABP AGL AG:L-FABP AGL AG:L-FABP

Con ATPy CoA 46 46 30 27 32 28 70 65
Sin ATP y CoA 100 100 100 100 100 100 100 100

Los N celulares y las Mx de higado de rata se incubaron con [1-14C]18:0, [1-1C]18:0:L-
FABP, [1-14C]20:4n-6 o [1-14C]20:4n-6:L-FABP, con o sin ATP y CoA durante 10 min. Los
resultados se presentan como el porcentaje de la radiactividad total incorporada
como AGL en los lipidos nucleares y endonucleares (Nc).

En la Tabla 5.7 se observa que cuando las incubaciones se

realizaron sin el agregado de ATP y CoA en el Ml el [1-14C]18:0:L-FABP se
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incorporc exclusivamente como AGL (100%) y no se esterificé en ningun

pool lipidico nuclear.
El resto de los resultados presentados en esta Tabla se analizara

mas adelante, en el item correspondiente.
5.5.1.2. Esterificacion de 18:0:L-FABP en los FL nucleares
En la Figura 5.17 se muestra la distribucion de la radiactividad

esterificada en los FL nucleares en presencia de ATP y CoA, en funcion

del tiempo de incubacion.
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Fig. 5.17. Esterificacion del acido [1-4C]18:0:L-FABP en los FL nucleares. Los N
celulares de higado de rata se incubaron en presencia de dcido [1-1*C]18:0,
libre o unido a L-FABP, ATP y CoA durante diferentes tiempos. Los nucleos se
separaron del Ml por centrifugacion. Los LT se extrajeron, las diferentes clases
fosfolipidicas se separaron por TLC y la radiactividad incorporada en las mismos
se determind como se describio en Metodos. Los resultados se expresan como
porcentaje de la radiactividad total incorporada en los FL y representan la

media + ES de 5 experimentos independientes.

En la Figura 5.17 se observa que el [1-1*C]18:0:L-FABP se esterifico

mayoritariamente en la FE (60 - 70%), seguida por la FC (20 - 30%) y, en
muy baja proporcion, en el pool de Fl (6%) y de PS (5%). Estos

porcentajes de esterificacion del [1-14C]18:0:L-FABP en cada FL nuclear

no se correspondieron con las masas relativas de cada uno de ellos ya
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que, por ejemplo, la FE fue el FL en el que el 18:0 se esterifico en mayor

proporcion, si bien este no es el FL nuclear mayoritario.

En la Tabla 5.8 se muestra la actividad especifica de esterificacion
del [1-1%C]18:0 libre o unido a L-FABP, en los FL nucleares vy
endonucleares en presencia de ATP y CoA.

Para calcular los datos de la Tabla se considerc que el N celular
de higado de rata se caracteriza por poseer 39.2 + 0.1 nmol FL.mg prot
y la siguiente composicion fosfolipidica: FC (64%), FE (22%), FI (10%), SM
(1.9%) y FS (1.6%) (Tabla 5.1).

Por otro lado, las Mx de cé€lulas de higado de rata poseen 8.5 +
0.01 nmol FL.mg prot.", y la siguiente composicion fosfolipidica: FC (43%),
FE (20%), FI (9%), SM (9%), FS (8%) y lisoFC (11%) (estos resultados se

analizan mds adelante, en los tems correspondientes a Mx).
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Tabla 5.8. Actividad especifica de esterificacion del [1-4C]18:0, libre o unido a L-FABP,

endonucleares.

5. Resultados

en los FL nucleares y

Nucleos enteros (N)

Clase de FL FC FE FS
[1-14C]18:0 AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP
Tiempo (min) pmol incorp.nmol c/FL-
1 1.09+0.34 0.89+0.28 5.56+1.66 6.09+1.61 1.35+0.60 1.17+0.39 4.90+2.56 3.50+1.57
5 0.96+0.16 1.01+£0.17 9.09+1.49 9.97+1.65 2.25+0.40 1.80+0.47 12.62+2.21 12.13+4.14
10 1.38+0.26 1.22+0.27 12.93+1.86 12.69+1.48 2.34+0.36 2.60+0.42 13.03+4.22 16.68+3.19
Matriz nuclear (Mx)
Clase de FL FC FE Fl FS
[1-14C]18:0 AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP
Tiempo (min) pmol incorp.nmol c/FL-
1 10.19+2.93 6.44+2.40 18'678;12}21[31 g]-géﬂgf’g 3224507i121§327 21.63+6.98 25.23+3.80 15.00+3.35
5 12.76+1.18  8.32+1.73 09:8. :26216.7 05¢2. 2451545 17.66+2.18 14.09+5.56
10 9.27+1.60  8.47s1.64 01091224 MBEIZAT 1008522 4000 505 18714550  17.2042.21

103



5. Resultados

Los N y las Mx de higado de rata se incubaron en presencia de &gcido [1-1*C] 18:0, libre o unido a L-FABP, ATP y CoA durante diferentes

tiempos. Los resultados se expresan como prmol incorporado. nmol c/FL-7 y representan la media = ES de 5 experimentos independientes.
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En la Tabla 5.8 se observa que la AE de esterificacion del AG 18:0

unido a L-FABP en los FL nucleares no presentd diferencias significativas
respecto del libre. La mayor AE de esterificacion la presentaron los
pooles nucleares de FE y FS, seguidos por FI y FC. Este resultado
significaria que el AG 18:0 se esterifica selectivamente en la FE y FS
nuclear.

En las condiciones experimentales elegidas el [1-1*C]18:0:L-FABP
no se esterificd en el pool nuclear de SM. Este resultado es dificil de
explicar ya que las especies moleculares de SM se caracterizan por
tener esterificado un acido graso saturado o monoinsaturado. Ademas,
el dacido 18:0 se esterifico en la FS que es un FL que se encuentra en el
mismo porcentaje que la SM en el nudcleo, con lo que se podria
descartar que la no esterificacion del 18:0 en la SM se deba al bajo % de

este FL en el N celular.

5.5.2. Incorporacion del acido [1-14C]20:4n-6 unido a L-FABP (20:4:L-

FABP) en las diferentes clases de lipidos nucleares

5.5.2.1. Incorporacion de 20:4:L-FABP en las clases lipidicas nucleares

Se estudio la incorporacion y esterificacion del a@cido [1-14C]20:4n-
6 unido a L-FABP en los pooles lipidicos nucleares incubando in vitro
nucleos aislados de cé€lulas de higado de rata en presencia de [1-
14C]J20:4n-6 o [1-14C]20:4n-6:L-FABP, ATP y COA.

En la Figura 5.18 se muestra la distribucion de la radiactividad

incorporada en los lipidos nucleares, en funcion del tiempo de

incubacion.
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Fig. 5.18. Distribucion del acido [1-*C ]20:4n-6:L-FABP en las diferentes clases de
lipidos nucleares. Los N celulares de higado de rata se incubaron en presencia de
dcido [1-14C] 20:4 n-6, libre y unido a L-FABP, ATP y CoA durante diferentes tiempos.
Los nucleos se separaron del MI por centrifugacion. Los LT se extrajeron, las
diferentes clases lipidicas se separaron por TLC y la radiactividad incorporada en
las mismos se determind como se describio en Metodos. Los resultados se expresan
como porcentaje de la radiactividad total incorporada y representan la media + ES
de 5 experimentos. Los datos fueron analizados con el test ¢ de Student. Diferencias

significativas entre el 20:4 n-6 libre y unido a L-FABP: ***P < 0.05.

En la Figura 5.18 se observa que inicialmente el acido [1-14C]20:4n-
6:L-FABP se esterifico mayoritariamente en los FL (40%), seguido por los
TAG (15%) y se incorpord directamente como AGL (45%). No se observo

radiactividad incorporada en el pool de DAG nuclear.
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A los 5 minutos de incubacion, el dcido [1-14C]20:4n-6:L-FABP se

esterifico en menor proporcion en los TAG nucleares respecto del acido
libre. Este resultado no se observo al final del tiempo de incubacion.
Luego de 10 minutos de incubacion la radiactividad incorporada
en el pool de AGL disminuyo (30%) a medida que el dcido [1-14C]20:4n-6
continud esterificandose en los FL (50 %) y en los TAG (20%).
Cuando las incubaciones se realizaron sin el agregado de ATP y
CoA en el Ml el [1-1%C]20:4:L-FABP se incorpord exclusivamente como

AGL (100%) y no se esterifico en ningun pool lipidico nuclear (Tabla 5.7).
5.5.2.2. Esterificacion de 20:4:L-FABP en los FL nucleares
En la Figura 5.19 se muestra la distribucion de la radiactividad

esterificada en los FL nucleares en presencia de ATP y CoA, en funcion

del tiempo de incubacion.
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Fig. 5.19. Esterificacion del acido [1-9C]20:4n-6:L-FABP en los FL nucleares. Los N
celulares de higado de rata se incubaron en presencia de &dcido [1-14C] 20:4 n-6,
libre y unido a L-FABP, con ATP y CoA, durante diferentes tiempos. Los nucleos se
separaron del MI por centrifugacion. Los LT se extrajeron, las diferentes clases
fosfolipidicas se separaron por TLC y la radiactividad incorporada en las mismos
se determind como se describio en Metodos. Los resultados se expresan como
porcentaje de la radiactividad total incorporada en los FL y representan la media

+ ES de 5 experimentos.

En la Figura 5.19 se observa que el [1-1*C]20:4n-6:L-FABP se
esterifico con la siguiente distribucion de la radiactividad: FC (50-60%),

FE (20-30%), FI (aproximadamente 15%) y FS (1-2%). No se observaron

. + 108



5. Resultados

diferencias significativas cuando el 20:4 n-6 se encontraba libre o unido

a L-FABP en ninguna clase de FL nuclear.

En las condiciones de incubacion ensayadas el dcido [1-
14C]J20:4n-6:L-FABP no se esterifico en el pool nuclear de SM. Esto se
deberia a que el perfil de especies moleculares de SM presenta, de
manera caracteristica, AG saturados o monoinsaturados en su

molecula, pero no polinosaturados.

En la Tabla 5.9 se muestra la actividad especifica de esterificacion
del [1-14C]20:4n-6 libre o unido a L-FABP, en los FL nucleares y

endonucleares en presencia de ATP y CoA.

. + 109



Tabla 5.9. Actividad

endonucleares.

especifica de esterificacion de [1-1C]20:4 n-6,

5. Resultados

libre o unido a L-FABP, en los FL nucleares y

Nucleos enteros (N)

Clase de FL FC FE FI FS
[1-14C]20:4 AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP
Tiempo (min) pmol incorp. nmol c/FL-
1 2.83+0.69 2.59+0.41 4.81+£1.13 5.96+0.92 6.77+1.50 6.91+1.08 2.51+0.92 2.83+1.44
5 3.65+0.62 4.56+1.22 5.40+0.93 4.39+0.95 5.76+1.28 3.85+1.24 3.43+1.65 5.43+1.05
10 4.00£0.93 4.33+0.71 4.37+1.68 4.80+0.77 7.59+1.62 8.83+1.16 6.71£1.95 5.56+1.84
Matriz nuclear (Mx)
Clase de FL FC FE Fl
[1-14C]20:4 AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP
Tiempo (min) pmol incorp. nmol c/FL-
1 7.89+1.44 8.74£1.58 8.22£1.80  12.47+2.99 11.29+3.70 14.23+3.08
14.93:2.14  12.03:t0.92 16.81+2.45 12.15:£2.55 24.45:4.26 30.13+3.85
10 12.27+2.14  12.87:0.85 10.96+2.10 16.57+1.64 16.48+2.94  28.28+3.09"**
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Los N y las Mx de higado de rata se incubaron en presencia de dcido [1-*C]20:4n-6, libre o unido a L-FABP, ATP y CoA durante
diferentes tiempos. Los resultados se expresan como pmol incorporado. nmol c/FL-' y representan la media + ES de 5 experimentos

independientes.
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La AE de esterificacion del [1-14C]20:4n-6 libre o unido a L-FABP en

el FI nuclear practicamente duplica las AE observadas en la FC y la FE,
luego de 10 min de incubacion.

Es interesante observar que la AE de esterificacion del 20:4
respecto del 18:0 en los FL nucleares son muy contrastantes. Es asi que el
AA se esterifica con mayor AE en el Fl, seguido de la FS y, con menor AE,
en la FE y la FC (Tabla 5.9) mientras que, para el AG 18:0, la mayor AE
corresponde a la FS, seguida de FE, Fly FC (Tabla 5.8).

5.5.3. Incorporacion del acido [1-*C]18:0 libre o unido a L-FABP (18:0:L-

FABP) en las diferentes clases de lipidos endonucleares

5.5.3.1. Incorporacion de 18:0 y 18:0:L-FABP en las clases lipidicas

endonucleares

Se estudio la incorporacion y esterificacion del acido [1-1*C]18:0
libre y unido a L-FABP en los pooles lipidicos endonucleares, incubando
in vitro Mx en presencia de [1-14C]18:0 o [1-1*C]18:0:L-FABP, ATP y COA.

Las matrices nucleares se aislaron eliminando la doble membrana
nuclear con TX-100 0.08 % (p/v), como se indicara previamente.

En la Figura 5.21 se muestra la distribucion de la radiactividad
incorporada en los lipidos endonucleares, en funcion del tiempo de

incubacion.
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Fig. 5.21. Distribucion del acido [1-1¥C]18:0 y [1-*C]18:0:L-FABP en las diferentes
clases de lipidos endonucleares. Las Mx de higado de rata se incubaron en
presencia de &acido [1-1*C]18:0, libre o unido a L-FABP, ATP y CoA durante diferentes
tiempos. Las Mx se separaron del Ml por centrifugacion. Los LT se extrajeron, las
diferentes clases lipidicas se separaron por TLC y la radiactividad incorporada en
las mismos se determind como se describio en Metodos. Los resultados se expresan

como porcentaje de la radiactividad total incorporada y representan la media + ES
de 5 experimentos.

En la figura 5.21 se observa que inicialmente el acido 18:0 libre o

ligado a L-FABP se esterifico mayoritariamente en los FL (30 - 40%), en
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baja proporcion en los DAG (7%) y el resto se incorpord directamente
como AGL (50 -60%).

Lluego de 10 minutos de incubacion, la radioactividad
incorporada como AGL disminuyo ya que el sustrato radiactivo continud
esterificandose en los FL (50 - 60%), en los DAG (15%) y en los TAG (3 -
5%).

El hecho de que el acido 18:0 estuviera libre o unido a la L-FABP
no modifico el patron general de incorporacion y esterificacion del AG
en los pooles lipidicos endonucleares. En las incubaciones con [1-
14C]J18:0:L-FABP se observo, sin embargo, una menor dispersion en los

datos en funcion del tiempo de incubacion, respecto al dacido libre.

Para poder analizar en forma comparativa los resultados
obtenidos en las Mx respecto a los N enteros se expresaron los datos
como nmol incorporado. mgLT' teniendo en cuenta que los N enteros
contienen 0.205 + 0.01 mgLT.mg prot! mientras que las Mx poseen 0.032
+ 0.01 mgLT.mg prot! (datos no presentados).

En la Tabla 5.10 se muestra la incorporacion y esterificacion del [1-
14C]18:0 libre o unido a L-FABP (expresada como nmol incorporados.
mgLT"), en los lipidos nucleares y endonucleares, en funcion del tiempo

de incubacion.
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Tabla 5.10. Incorporacion y esterificacion del [1-14C]18:0 y [1-14C]18:0:L-FABP en los lipidos nucleares y endonucleares.

Nucleos enteros (N)

Clase lipidica FL TAG DAG AGL
[1-14C]18:0 AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP
Tiempo (min) nmol incorporado. mglT?*
1 0.41+0.10 0.41+0.10 0.03+0.03 0.03+0.01 0.33+0.05 0.21+0.03 1.41+0.08 1.57+0.11
5 0.58+0.04 0.62+0.06 0.03£0.03 0.03£0.02 0.30+0.16 0.36+0.08 1.12+0.13 1.10+0.08
10 0.80+0.05 0.79+0.04 0.03+0.01 0.03:0.02 0.29:0.11 0.36+0.11 0.96:0.07 0.98:0.13
Matriz nuclear (Mx)
Clase lipidica FL TAG DAG AGL
[1-4C]18:0 AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP
Tiempo (min) nmol incorporado. mglT?
1 6.26+0.65 4.22+1.01 0.07+0.04 0.07+0.04 1.19+0.34 0.87+0.10 6.79+0.50 8.88+1.08
5 6.72+0.30 6.38+0.85 0.07+0.04 0.07+0.04 1.59+0.17 1.70+0.17 4.84+0.30 5.94+0.57
10 6.50+0.32 8.15+0.68 0.66+0.14 0.38:0.14 1.75+0.41 2.24+0.37 4.82+0.44 3.60+0.40

Los N y las Mx de higado de rata se incubaron en presencia de dcido [1-*C]18:0, libre y unido a L-FABP, ATP y CoA durante diferentes

tiempos. Los resultados se expresan como nmol incorporado. mgLT'y representan la media = ES de 5 experimentos independientes.
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En la Tabla 5.10 se observa que la esterificacion del acido [1-

14C]18:0, libre o unido a L-FABP en los FL, DAG y TAG, y la incorporacion
como AGL fueron mayores en las Mx, respecto del N entero, a todos los
tiempos de incubacion estudiados.

Cuando las incubaciones se realizaron sin el agregado de ATP y
CoA en el Ml los AG [1-14C]18:0 y [1-1*C]18:0:L-FABP se incorporaron
exclusivamente como AGL (100%) y no se esterificaron en ningun pool
lipidico endonuclear (Tabla 5.7).

En conclusion, el AG 18:0 libre o unido a L-FABP se incorpora y
esterifica en las diferentes clases lipidicas endonucleares por un
mecanismo  acil-CoA  dependiente. Estos  procesos  serian
independientes de la presencia de membrana nuclear lo que implica
que en el interior del N celular habria actividad de las enzimas
intervinientes en dichos procesos de incorporacion y esterificacion (ACS,

aciltransferasas, etc).
5.5.3.2. Esterificacion de 18:0 y 18:0:L-FABP en los FL endonucleares
En la Figura 5.22 se muestra la distribucion de la radiactividad

esterificada en los FL endonucleares en presencia de ATP y CoA, en

funcion del tiempo de incubacion.
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Fig. 5.22. Esterificacion del acido [1-%C]18:0 y [1-'C]18:0:L-FABP en los FL
endonucleares. Las Mx se incubaron en presencia del dcido [1-1*C]18:0, libre o
unido a L-FABP, ATP y CoA durante diferentes tiempos. Las Mx se separaron del Mi
por centrifugacion. Los LT se extrajeron, los FL se separaron por TLC y la radiactividad
incorporada se determind como se describic en Metodos. Los resultados se
expresan como porcentaje de la radiactividad total incorporada en los FL y

representan la media + ES de 5 experimentos independientes.

En la Figura 5.22 se observa, al igual que en los pooles nucleares,
que los porcentajes de esterificacion del [1-14C]18:0, libre o unido a L-
FABP, en cada FL endonuclear no se correspondieron con las masas
relativas de cada uno de ellos siendo la distribucion de la radiactividad

esterificada la siguiente: FE (63%) > FC (18%) > FI (12%) > FS (4-8%).
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El 18:0 libre o unido a L-FABP no se esterifico en la SM endonuclear

a pesar de que las Mx se encuentran enriquecidas en este FL ya que
poseen un 9% de SM, mientras que el N entero posee un 1.9% (Tabla 5.1).
Este hecho podria ser consecuencia de una selectividad respecto del
dcido graso y no de la cantidad de SM ya que, si bien los porcentajes
del FI y la FS endonucleares son del orden del de la SM (9% y 8%
respectivamente), el 18:0 sr se esterifica en estos FL. Este resultado es
dificil de explicar ya que, como se dijo previamente, las especies
moleculares de SM se caracterizan por tener esterificado un dcido graso
saturado o monoinsaturado.

En las condiciones experimentales ensayadas no se observaron
diferencias significativas en la esterificacion del a@cido [1-1*C]18:0 ligado

a L-FABP, respecto del control con el dacido libre.

En la Tabla 5.8 se muestra la AE de esterificacion del dcido [1-
14C]J18:0, libre o unido a L-FABP, en los FL endonucleares, en presencia
de ATP y CoA. Se observa que la AE de esterificacion del [1-14C]18:0 libre
o ligado a L-FABP en los FL endonucleares es diferente a la observada
en los N enteros ya que el 18:0 se esterifica con mayor AE en la FE
seguida de Fl, FS y, por dltimo, FC mientras que en los N enteros FS > FE >
FI > FC.

Es importante observar que las AE de esterificacion del 18:0 en
todas las clases fosfolipidicas endonucleares son mucho mayores que
las correspondientes a los FL nucleares, a excepcion de la FS que

presenta AE similares en N y Mx.

5.5.4. Incorporacion del acido [1-14C]20:4 libre o unido a L-FABP (20:4:L-

FABP) en las diferentes clases de lipidos endonucleares

5.5.4.1. Incorporacion de 20:4 y 20:4:L-FABP en las clases lipidicas

endonucleares
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Se estudio la incorporacion y esterificacion del @cido [1-14C]20:4n-
6 libre y unido a L-FABP en los pooles lipidicos endonucleares, incubando
in vitro Mx en presencia de [1-14C]20:4n-6 o [1-1*C]20:4n-6:L-FABP, ATP y
CoA.
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Fig. 5.24. Distribucion del adcido [1-'YC]20:4n-6 y [1-4C]20:4n-6:L-FABP en las
diferentes clases de lipidos endonucleares. Las Mx se incubaron en presencia de
dacido [1-14C]20:4 n-6, libre o unido a L-FABP, ATP y CoA durante diferentes tiempos.
Las Mx se separaron del Ml por centrifugacion. Los LT se extrajeron, las diferentes
clases lipidicas se separaron por TLC y la radiactividad incorporada en las mismos
se determind como se describic en Metodos. Los resultados se expresan como
porcentaje de la radiactividad total incorporada y representan la media + ES de 5

experimentos independientes. Diferencias significativas entre el [1-14C] 20:4 n-6 libre
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En la Figura 5.24 se observa que inicialmente el dcido [1-1*C]20:4n-

6 se incorporo en los pooles lipidicos endonucleares en forma
mayoritaria como AGL (85%) mientras que el 15% se esterificd en los FL.

Luego de 10 minutos de incubacion el AGL incorporado continuo
esterificandose en los FL (20 %) y, en menor proporcion, en los TAG (11%).
Al igual que lo observado en el N entero, cuando se incubd &cido [1-
14C]J20:4n-6 con Mx no se observo [“C] en el pool de DAG. El porcentaje
de 20:4 esterificado en los TAG aumento con el tiempo de incubacion
tanto cuando el acido estuvo libre o unido a L-FABP.

El 20:4:L-FABP, luego de 10 minutos de incubacion, se esterifico en
mayor proporcion en los FL a expensas del pool de AGL, respecto del
20:4 libre. Es interesante senalar que en el N entero estas variaciones no

fueron significativas (Figura 5.18).

Nuevamente, para poder analizar en forma comparativa los
resultados obtenidos en las Mx respecto a los N enteros se expresaron los
datos como nmol incorporado. mgLT' teniendo en cuenta que los N
enteros contienen 0.205 + 0.01 mgLT.mg prot' mientras que las Mx
poseen 0.032 + 0.01 mgLT.mg prot' (datos no presentados).

En la Tabla 5.11 se muestra la incorporacion y esterificacion del [1-
14C]20:4n-6 libre o unido a L-FABP (expresada como nmol incorporados.
mgLT"), en los lipidos nucleares y endonucleares, en funcion del tiempo

de incubacion.
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Tabla 5.11. Incorporacion y esterificacion del [1-14C]20:4n-6, libre y unido a L-FABP, en las diferentes clases de lipidos
nucleares y endonucleares.

Nucleos enteros (N)

Clase lipidica FL TAG AGL

[1-14C]20:4 AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP

Tiempo (min) nmol incorp. mg LT’

1 0.68+0.136 0.71+0.087 0.27+0.07 0.17+0.020 0.77+0.07 0.74+0.021
5 0.80+0.098 0.88+0.082 0.40+0.03 0.19+0.053** 0.68+0.07 0.63+0.029
10 0.84+0.082 0.90+0.073 0.50+0.08 0.28+0.018" 0.59+0.02 0.43:0.0127

Matriz nuclear (Mx)

Clase lipidica FL TAG AGL
[1-14C]20:4 AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP AGL AG: L-FABP
Tiempo(min) nmol incorp. mg LT’
1 1.60+0.23 2.00+0.24 0.17+0.04 0.12+0.02 11.31+0.61 9.89+0.40
5 3.17+0.31 2.73+0.12 0.76+0.06 0.85+0.08 8.86+0.38 8.12+0.35
10 2.37+0.36 3.010.12 1.49+0.13 1.31+£0.19 9.26+0.40 8.06+0.29"**

Los N y las Mx de higado de rata se incubaron en presencia de &cido [1-1%C]18:0, libre o unido a L-FABP, ATP y CoA durante diferentes tiempos.

Los resultados se expresan como nmol incorporado. mgLT'y representan la media + ES de 5 experimentos independientes.

121



5. Resultados

En la Tabla 5.11 se observa que la incorporacion (AGL) y

esterificacion (FL y TAG) del 20:4n-6 exdgeno, libre o ligado a L-FABP fue
mayor en los lipidos endonucleares, respecto de los nucleares.

En los pooles lipidicos endonucleares, la esterificacion del 20:4n-6
respecto del 18:0, es menor en los FL y mayor en los TAG (Tablas 5.10 y
5.11).

Cuando las incubaciones se realizaron sin el agregado de ATP y
CoA en el Ml el AG [1-14C]20:4n-6 libre o unido a L-FABP se incorpord
exclusivamente como AGL (100%) y no se esterificd en ningun pool
lipidico endonuclear (Tabla 5.7).

En conclusion, los resultados presentados demostrarian que en el
interior del N celular, esto es en los N sin membrana, se encuentran las
enzimas necesarias para la incorporacion de AG saturados e

insaturados exogenos por un mecanismo acil-CoA dependiente.
5.5.4.2. Incorporacion de 20:4 y 20:4:L-FABP en los FL endonucleares
En la Figura 5.24 se muestra la distribucion de la radiactividad

esterificada en los FL endonucleares en presencia de ATP y CoA, en

funcion del tiempo de incubacion.
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Fig. 5.24. Esterificacion del acido [1-*C]20:4n-6 y [1-1YCJ]20:4n-6:L-FABP en los FL
endonucleares. Las Mx de higado de rata se incubaron en presencia del acido [1-
14C]20:4 , libre o unido a L-FABP, ATP y CoA durante diferentes tiempos. Las Mx se
separaron del Ml por centrifugacion. Los LT se extrajeron, los FL se separaron por TLC
y la radiactividad incorporada se determinG como se describic en Metodos. Los
resultados se expresan como porcentaje de la radiactividad total incorporada en
los FL y representan la media + ES de 5 experimentos independientes. Los datos
fueron analizados con el test ¢t de Student. Diferencias significativas entre el [1-14C]
20:4 n-6 libre y unido a L-FABP: * P < 0.001 y ** P < 0.01.

En la Figura 5.24 se observa que el dgcido [1-1*C]20:4 n-6, libre o
unido a L-FABP se esterifica en forma selectiva en los siguientes FL
endonucleares: FC (~55%), FE (25-30%) y FI (15-25%). No se observo

radiactividad esterificada en la FS y la SM endonuclear.
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EL 20:4n-6 unido a L-FABP se esterifico en el FI endonuclear en

mayor proporcion respecto del acido libre. Este resultado se observa a

partir de los 5 minutos de incubacion y se acentua al final de la misma.

Es importante senalar que en ninguna de las condiciones
experimentales ensayadas se observo esterificacion de los AG 18:.0 y

20:4, libres o ligados a L-FABP, en la SM nuclear ni endonuclear.

En la Tabla 5.9 se observa la actividad especifica de esterificacion
del dcido [1-14C]20:4 n-6 en los FL endonucleares. El AG 20:4n-6, libre o
unido a L-FABP se esterifica con mayor AE en Fl, seguido de FE y FC,
tanto en los lipidos endonucleares como en los nucleares.

En particular, el 20:4n-6 unido a L-FABP se esterifica con mayor AE
en el Fl endonuclear, respecto del libre, luego de 10 min de incubacion.
Existira, entonces, una selectividad del 20:4 por el FI que se ve
aumentada cuando este AG esta unido a L-FABP.

Las AE de esterificacion del 20:4n-6 en todas las clases
fosfolipidicas endonucleares son mayores que las correspondientes a los
FL nucleares.

En conclusion, en las condiciones experimentales elegidas el AG
18:0, libre o unido a L-FABP, se incorpora y esterifica en los lipidos
endonucleares con el mismo patron. Por el contrario, el AG 20:4n-6
unido a L-FABP se esterifica en los FL endonucleares, especificamente en

el pool de Fl, con mayor AE respecto del 20:4n-6 libre.
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6. Discusion

6.1. Composicion lipidica de nucleos celulares de

higado de rata

El niUcleo celular es la adquisicion evolutiva que define a las
células eucariotas.

Los lipidos del nucleo celular se encuentran formando parte de la
envoltura nuclear e, inclusive, en su interior, asociados a la cromatina
(231); estudios preliminares indican que los lipidos del interior nuclear se
encontrarian, también, asociados a la matriz nuclear (Mx) (106) (132).

Los componentes fundamentales de los lipidos celulares son los
dcidos grasos. Los AG y los acil-CoAs, ademdas de las funciones
tradicionalmente reconocidas intervendrian, directa o indirectamente,
en la regulaciéon de la expresidon genética, evento que tiene lugar en el
interior del N celular. Los AG se sintetizan en el citosol por lo que los AG
que se encuentran en el N celular e intervienen en la regulacion de
numerosos funciones nucleares tendrian dos origenes posibles:
provendrion de la hidrdlisis de los pooles lipidicos nucleares o,

directamente, del citosol.

El primer objetivo especifico propuesto en este trabajo fue,
enfonces:

1- Determinar la constitucion y la localizacion de los principales
pooles lipidicos nucleares de células de higado de rata normal.

Con este fin se propuso la siguiente hipotesis:
. Los pooles lipidicos nucleares y endonucleares estan constituidos
mayoritariamente por fosfolipidos y por un alto porcentaje de AG

polinosaturados.

Para evaluar esta hipdtesis primeramente se examind la

composicion lipidica de nucleos celulares -pooles lipidicos nucleares- y
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de matrices nucleares -pooles lipidicos endonucleares- de higado de
rata.

Se ha demostrado que la matriz nuclear constituye una estructura
o esqueleto infranuclear al que se enconfrarian asociados
espacialmente los diferentes dominios nucleares y sus moléculas
constituyentes. Mds audn, las observaciones de las matrices nucleares al
microscopio electréonico revelan que lo dominios nucleares permanecen
sin colapsar y en su localizacidon original aun después de los tratamientos
mediante los cuales se remueve la membrana nuclear (28;232).

Las Mx aisladas por nosotros retienen aproximadamente el 26 % y
22 % de las proteinas totales y los FL, respectivamente, presentes en el N

entero, control (Tabla 5. 1). Estos resultados nos permiten concluir que:

- aproximadamente el 78 % de los FL presentes en el nucleo
celular se encuentra formando parte de la membrana nuclear mientras

que el resto se encontraria en el interior del mismo.

Al respecto, Albi y colaboradores (77) demostraron que alrededor
del 10 % de los FL totales nucleares de células de higado de rata se
encuentran asociados a la cromatina, por lo que del 22 % de los FL
nucleares que constituyen los pooles endonucleares restaria todavia
localizar un 12 %.

No se determind aun con precision la organizacion estructural de
estos pooles lipidicos endonucleares. En este sentido se han propuesto
las siguientes alternativas, a saber: Albi y colaboradores (77)
demostraron que parte de los mismos se encuentran asociados a la
cromating; Irvine (106), asi como también Maraldi y colaboradores (233)
propusieron que los mismos se encontrarion formando parte de
complejos de proteolipidos mientras que Hunt y colaboradores (234)
sugirieron que estas biomoléculas formarian agregados en estado de

fase liquido cristalina. Es probable que estas tres alternativas no sean

. =126




6. Discusion

excluyentes sino complementarias y, dependiendo de las condiciones
fisiologicas y del dominio nuclear en particular, pueda prevalecer
alguna de ellas.

Los FL de la fraccibn endonuclear estdn constituidos
principalmente por FC, seguida por FE, Fl, FS y SM. Es interesante resaltar
que los pooles endonucleares estdn enriguecidos en SM y FS mientras
que el contenido de FC disminuyd, respecto de los N enteros. Albi y
colaboradores (85) también encontraron en Mx hepdtica un
enriguecimiento en FS y EM, asi como una disminucion en FC. Ademds,
Jaffrezou y colaboradores (235) demostraron que determinadas células
tumorales son ricas en SM nuclear asociada a cromatina. Es importante
remarcar el rol de estos pooles endonucleares de SM ya que serian el
sustrato del ciclo nuclear de senalizacion de ceramidas involucrado en
la regulacion de importantes funciones celulares como el crecimiento,
la proliferacion celular y la apoptosis.

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que:

- los lipidos endonucleares representan aproximadamente el 20 %
de los lpidos nucleares totales y presentan un perfil fosfoliprdico similar al
encontrado en los N enteros siendo, claramente, FC el FL mayoritario
seguido de FE, FI, SM y FS.

La composicion de AG de los pooles lipidicos nucleares vy
endonucleares asi como la de la FC, el FL mayoritario en ambos casos

(Tablas 5.2 y 5.3), evidencia que:

- se encuentran constituidos por proporciones similares (alrededor
del 40%) de AG saturados (principalmente palmitico y estedrico) y
polinosaturados, en particular los de la serie n-6. Los dcidos 20:4n-6 y
18:2n-6 son, claramente, los componentes mayoritarios alcanzando mdas

del 20 y 15 % del total, respectivamente.
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En particular, la FC nuclear y endonuclear esta organizado en 16
EM siendo las mayoritarias: 16:0-20:4n-6, 16:0-18:2n-6, 18:0-20:4n-6 y 18:0-
18:2n-6. EIl AA se encuentra esterificado en la posicion sn-2 de la
molécula formando las EM 18:2-20:4, 18:1-20:4, 16:0-20:4 y 18:0-20:4.

Determinamos ademds que:

- la composicion de las EM de FC nuclear y endonuclear no solo
es similar entre s sino tambien al de las fracciones subcelulares de
higado de rata -homogenato, microsomas y mitocondrias- lo que podria
implicar la existencia en las céelulas hepaticas de un patron general de
organo que determina dicha composicion. El mismo seria altamente
dependiente de la dieta y la requlacion hormonal. Este patron de EM de
FC se caracteriza por poseer un alto contenido de AG insaturados,

siendo el AA el mdas abundante.

La FC endonuclear constituye, junto con el Fl, uno de los
principales precursores de los pooles endonucleares de DAG, moléculas
mensajeras en las vias de tfransduccion de senales nuclear (236). Por lo
tanto, la composicion de la FC nuclear y endonuclear serian muy
importantes ya que determinan la composicion de las especies
moleculares de uno de los principales pooles de DAG nuclear.

Hunt y colaboradores describieron que la FC endonuclear de
células de neuroblastoma humano presenta una composicion de EM
altamente disaturada (237). En partficular, en la célula entera el
contenido de EM de FC disaturadas es 16.8 % mientras que en la
fraccion endonuclear este alcanza el 60.3 %.

Las diferencias en los resultados recién mencionados respecto de
los nuestros no se deberian al protocolo utilizado para la obtencidn de
las Mx ya que es el mismo en ambos casos, sino a que estos autores

trabajaron con células en cultivo. En este sentido, Marra vy
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colaboradores demostraron que células neopldsicas presentan
contenidos caracteristicamente bajos de AG esenciales y altas
proporciones de dcido oleico (238), que se deben a una muy alta
actividad A9 desaturasa (239). Incluso los hepatocitos de cultivo
primario muestran una declinacién de la actividad Aé y A5 desaturasa,
enzimas reguladoras de la biosintesis de AG polinosaturados. Por lo
tanto, la alta proporcién de EM de FC disaturada que Hunt y col.
observaron en los pooles endonucleares seria una caracteristica de las
propias células tumorales y no, como los autores proponen, de una

localizacidn selectiva nuclear.

6.2. Incorporacion de dacidos grasos saturados y
nosaturados en los lipidos nucleares y endonucleares

de celulas de higado de rata

En los resultados presentados hasta el momento se determind que
la FC es el FL mayoritario del N celular y de las Mx aislados de higado de
rata y que la misma presenta una alta proporcion de AG polinsaturados.

Como se dijo previamente, los acidos grasos y los acil-CoA del
nucleo celular proceden, en primera instancia, del citosol. Es posible
que los AG citosdlicos en su transito hacia el nidcleo celular, en una
primera etapaq, se esterifiquen a los lipidos de los pooles nucleares paraq,
mas tarde, ser hidrolizados a AGL. Es asi, como AGL, que quedarian
disponibles dentro del nucleo celular para unirse a la FABP nuclear,
interaccionar con receptores nucleares, activarse a acil-CoAs o

esterificarse a otros lipidos, entre otros posibles destinos metabdlicos.

El siguiente objetivo planteado fue, entonces:
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2- Determinar el mecanismo por el cual los dcidos grasos
procedentes del citosol se internalizan, interaccionan y redistribuyen en
los pooles lipidicos del nucleo celular.

Con el objefivo reciéen mencionado se propuso la siguiente
hipotesis:

o Los AG llegan al N celular como AGL o como acil-CoAs e
interaccionan con los pooles lipidicos nucleares y endonucleares

esterificdndose por un mecanismo acil-CoA dependiente.

Para evaluar esta hipdtesis se incubaron in vitro nicleos y Mx
aislados de células de higado de rata en presencia de los dcidos grasos
[1-14C] mds abundantes en el nUcleo celular -estedrico (18:0), linoleico
(18:2 n-6) y araquidénico (20:4 n-6)- y de la Mx - estedrico (18:0) vy

araquidonico (20:4 n-6)-.

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que:

- los AG saturados y polinosaturados exogenos testeados se
incorporan como AGL 'y se esterifican rdpidamente a los lpidos

nucleares y endonucleares;

- los AG no se esterifican directamente a los pooles lipidicos
nucleares y endonucleares sino que primero deben ser convertidos en
esteres de CoA por accion de la enzima acil-CoA sintetasa (ACS) de

cadena larga nuclear (227);

- el patron de incorporacion y esterificacion de los AG testeados
en los lipidos nucleares y endonucleares se caracterizo por presentar
especificidad respecto del AG, es as que el dcido 20:4n-6 se esterifico

principalmente en los FL nucleares y endonucleares, sequido de los TAG
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mientras que el AG 18:0 se esterifico en los FL y los DAG y, en mucha

menor proporcion, en los TAG nucleares y endonucleares.

- de los AG ensayados el 20:4n-6 es el que se esterifica en mayor

proporcion a los fosfolipidos nucleares y el 18:0 a los endonucleares;

- los N celulares serian autonomos e independientes del citosol en
los procesos recieén mencionados ya que la presencia de proteinas
citosolicas no es necesaria para la incorporacion, distribucion y

esterificacion de los AG en los lipidos nucleares.

- las Mx poseen las enzimas necesarias para esterificar AG
exogenos en sus pooles liprdicos por lo que, al menos en este aspecto
del metabolismo lipidico, las Mx serian autonomas e independientes de

la membrana nuclear.

Estos resultados son congruentes con frabagjos realizados
previamente en nuestro laboratorio en los que se demostrd que el 20:4n-
6 sintetizado en forma enddégena en el N celular a partir de 20:3n-6 por
la A5 desaturasa nuclear se esterifica en forma mayoritaria en los FL vy,
en menor proporcion, en los TAG y DAG nucleares (240).

La existencia de actividad acil-CoA sintetasa no se restringe a las
células hepdticas ya que también se la describid en nucleos celulares
aislados de corteza cerebral (241); sin embargo, los nucleos de células
inflamatorias carecerian de ACS nuclear y/o algun ofro factor ya que, in
vitro, el AA exdgeno se esterifica en los FL nucleares solo cuando se
agrega citosol al Ml (242).

El tipo de lipido al que se esterifica el AG dependeria del tejido en
particular ya que, a diferencia de lo que hemos encontrado en nicleos
de células de higado de rata, en los nucleos aqislados de corteza

cerebral de conejo los AG 18:1 y 20:4n-6 se esterifican en mayor
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proporcion en los TAG respecto de FL mientras que, en los microsomas
de las mismas células, el AA se esterifica principalmente en los FL
respecto de los TAG (243) (244).

Se ha propuesto que el ndcleo celular es un compartimiento que
posee un rol importante en el control de determinados procesos en los
gue interviene el AA ya que cuando este AG se incorpora a una célula
eucaridtica, primeramente se esterifica en los glicerolipidos nucleares vy,
posteriormente, se desplaza a otro compartimiento celular (245) (246).
Se demostrd también que en el N celular se sintetizan prostaglandinas y
leucotrienos, lo que se deberia a que tanto PLA, como las enzimas que
sintetizan dichos metabolitos translocan a la membrana nuclear (247)
(248) (249) (250).

Considerando que el AG que se esterifica en mayor proporcion en
los FL nucleares es el AA y que este mecanismo es acil-CoA
dependiente el siguiente objetivo planteado fue determinar si el
araquidonil-CoA exdgeno se esterifica en los lipidos nucleares.

Con ese fin se incubaron in vitro N celulares de higado de rata en
presencia [1-14C]20:4n-6-CoA. Se encontrd que el [1-14C]20:4n-6-CoA se
esterifica principalmente en FC (Figura 5.9), hecho que corrobora los
resultados anteriores.

Se observd ademds que el AA se incorpora en fodas las EM que
poseen 20:4n-6 en su molécula (Figura 5.11). Las EM de FC nuclear
mayoritarias en masa 18:0-20:4 y 16:0-20:4 incorporaron AA en mayor
proporcion; sin embargo, la mayor AE de esterificacion (dpm.mol') se
observo en las EM de FC que poseen un AG insaturado en posicion sn-1
y 20:4n-6 en sn-2.

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que:

- el ndcleo celular de higado de rata posee las enzimas necesarias

para la esterificacion del 20:4n-6-CoA exogeno en [los pooles
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mayoritarios de AA nucleares y para la hidrolisis del mismo a AGL y su

posterior incorporacion como tal,

- la mayor AE de esterificacion se observo en las EM de FC que

poseen AG insaturados en ambas posiciones sn-1y sn-2 de la molecula.

La alta AE de esterificacion observada en las EM de FC
diinsaturadas nos plantea el interrogante de si las mismas poseen
funciones fisiologicas per se o son meros intermediarios en los procesos
de sintesis de novo y/o de remodelado de los lipidos. Al respecto, por
ejemplo, se ha demostrado que el AA esterificado en posicion sn-1 de
los FL es el sustrato para la sintesis de anandamide (N-
araquidoniletanolamina), ligando de los receptores canabindideos en

los tejidos de mamiferos (251).

6.3. Remodelado de acidos grasos en los lipidos

nucleares de ce€lulas hepaticas

En los resultados recién presentados se determind que la mayor AE
de esterificacion del [1-14C]20:4n-6-CoA la poseen las EM de FC con un
AG insaturado en la posicidon sn-1 de la molécula y 20:4n-6 en sn-2. Las
EM que poseen un AG saturado en posicion srn-1 (16:0 y 18:0) y 20:4n-6
en sr-2 mostraron la menor AE. Esta distribucion de AG no es la
fisiologica ya que el perfil de EM de la FC nuclear se caracteriza por
poseer una distribucion asimétrica de AG, con un AG saturado
esterificado en la posicion sn-1 de la molécula y un AG insaturado en la
posicion sn-2 (Tabla 5.4).

A partir de estos resultados el siguiente objetivo propuesto fue
estudiar si en el N celular de higado de rata se reestablece el perfil de

EM fisiolégico caracteristico de la FC, por remodelado de AG. Con este
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fin, N celulares con los pooles de 20:4n-6 marcados radiactivamente se
reincubaron bajo diferentes condiciones experimentales, esto es:
durante diferentes tiempos, con o sin el agregado de proteina
citosolica, ATP y CoA al Ml.

En estos experimentos se determind que la distribucidn poco
frecuente de AG en las EM de FC nuclear se corrige al reincubar los
nUcleos celulares en un Ml adicionado con proteina citosdlica, ATP y
CoA. En estas condiciones decrece la actividad especifica en las EM
gue poseen un AG insaturado en ambas posiciones de la molécula y se
incrementa en las EM de FC que poseen un AG saturado en posicion sn-
1 de la molécula y un AG insaturado en sn-2, reestableciéndose la
distribucion fisiologica de AG de la FC nuclear.

Estos resultados son congruentes con los observados por Schmidt y
colaboradores (252) (253); estos autores determinaron que al incubar in
vitro hepatocitos aislados con AG exdégenos, los AG linoleico,
araquidénico y docosahexaenoico inicialmente se incorporan por
sintesis de novo en las EM de FC y de FE que poseen el AG exdgeno
esterificado en ambas posiciones sn-1 y sn-2 de la molécula.
Posteriormente, una vez que las EM diinsaturadas han sido sintetizadas,
el acido 20:4 de la posicion sr-1 es remodelado por el ciclo de Lands vy,
de esta forma, se sintetfizan las EM mayoritarias que posee la célula
(18:0-20:4 y 16:0-20:4 FC) reestableciendose el perfi de EM de FC
caracteristico de la misma.

En el nucleo celular de neuronas de conejo fambién se describio
la existencia de un proceso de remodelado que estaria involucrado en
el metabolismo del factor activador de plaquetas (PAF) (254). Se ha
propuesto que el proceso de remodelado del AA en los FL de células
cancerigenas es muy importante ya que, cuando se interrumpe, se
produce un incremento del AA libre que desencadena la detencidn del

crecimiento celular y la apoptosis (255).
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Para que el proceso de remodelado se lleve a cabo es necesaria
la presencia de fosfolipasas (PLA1 y PLA2), aciltransferasas y/o
transacilasas, ademds de los sustratos y cofactores correspondientes. En
el N celular, hasta el momento, se ha descripto sélo a la PLA, (256) (98).

Los resultados presentados hasta el momento nos permiten

concluir gue:

- en los nucleos celulares de higado de rata se lleva a cabo el
remodelado de AG de FC, en presencia de protemnas citosolicas, AIP y
CoA

Durante mucho tiempo se considerd que la asimetria en la
distribucion de los AG de los FL se debia a los siguientes procesos:
primeramente, los AG saturados, mono y dienoicos se infroducen en
posicion sr-1 'y sn-2 de los glicerolipidos por sintesis de novo, proceso
determinado por la especificidad de sustrato de las enzimas glicerol-3-
fosfatoaciltransterasa (GPAI) y la 1-acilglicerol-3-fosfatoaciltransferasa
(AGPAT) vy, posteriormente, los dcidos grasos polinosafurados se
esterifican en posicion sn-2 de la FC Unicamente mediante el ciclo de
deacilaciéon-reacilacion o via de Lands (proceso de remodelado) (257).
Estos conceptos han sido reconsiderados puesto que se describidé que
las enzimas AGPAT de diferentes organismos pueden utilizar araquidonil-
CoA como sustrato, lo que determina que los dacidos grasos
polinosaturados también puedan ser esterificados en posicion sn-1 de
los glicerolipidos por sintesis de novo (30).

Sugerimos, en base a estos resultados, que el N celular de higado
de rata esterifica AG exdgenos en la FC por un mecanismo que no seria
determinante del perfil fisioldgico de AG sino que dependeria de la
disponibilidad de sustrato; posteriormente, por un proceso de
remodelado se determinaria la caracteristica distribucion asimétrica de
AG en las EM de FC.

. =135




6. Discusion

Resumiendo, y en funcidon de los resultados hasta ahora

presentados, proponemaos que:

- el nucleo celular y las matrices nucleares de higado de rata
esterifican, en forma autonoma, AG saturados y polinosaturados en los
lipidos nucleares y endonucleares a traves de un mecanismo

dependiente de acil-CoA, con especificidad respecto del AG.

- el nucleo celular de higado de rata tambien posee las enzimas
necesarias para la incorporacion y esterificacion del acido 20:4n-6-CoA
exogeno en los pooles mayoritarios del acido en el nucleo, pero con

una distribucion al azar de los AG.

- en una primera etapa se sintetizan EM de FC con AG insaturados
en ambas posiciones sn-1 y sn-2 de la molecula y, en una segunda
etapa, mediante un proceso de remodelado dependiente de acil-CoA
en el que estarian involucradas proteinas citosolicas se reestablece la
distribucion asimetrica de AG de la FC nuclear que se caracteriza por
poseer un AG saturado esterificado en posicion sn-1 y un AG insaturado

en sn-2.

6.4. Rol de L-FABP en la incorporacion de acidos
grasos saturados e insaturados en los pooles lipidicos
nucleares y endonucleares de celulas de higado de

rata

Los AG del N celular podrian proceder, entonces, de la hidrdlisis

de los lipidos de la membrana nuclear y/o de los pooles lipidicos
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endonucleares o; alternativamente, del exterior nuclear, esto es, del
citoplasma. Estos AG constituirian posibles ligandos de receptores
nucleares como PPAR, HNF 4-a y LXR, ademds de ser sustratos de
enzimas del metabolismo lipidico nuclear y regular la actividad de otras
enzimas presentes en el interior nuclear, entre otros posibles roles.

Si bien aun se desconoce el mecanismo a través del cual los AG
citosdlicos llegan al N celular se postula que las FABPs serian las proteinas
que participarian en el fransporte ndcleo-citoplasmdtico de AG.

En el higado la FABP mayoritaria es la L-FABP; la misma se
encuentra tanto en el citoplasma como en el N de los hepatocitos
donde el PPARa constituye el isotipo predominante de PPARs (258).
Recientemente, Huang vy colaboradores estimaron que las
concenfraciones nucleares de L-FABP serian aproximadamente 50 yM
(259). Teniendo en cuenta que Wolfrum vy colaboradores (260)
determinaron que existe co-localizacidén nuclear entre L-FABP y PPARa
(también con PPAR vy, pero no con PPAR B y LXR), podemos suponer que
la L-FABP desempenaria un rol directo en la regulacion de la expresion
genética al transportar los AG hacia el N celular, donde
interaccionarian con dichos receptores. Las microfotografias de
fluorescencia indican que los complejos L-FABP y PPARa presentarian
una localizaciéon preferencialmente cercana a la envoltura nuclear y al
nucléolo (261).

La L-FABP nativa aislada de higado de rata contiene una variada
composicion de AG unidos, que poseen enfre 16 y 22 atomos de
carbono (262); en particular, los AG polinosaturados constituyen el 44 %
del total, de los cuales el 96 % pertenece a la serie n-6 mientras que el 4

% restante lo constituyen AG de la serie n-3.
Considerando los resultados obtenidos y los antecedentes

bibliogrdficos recién mencionados se propuso como Ultimo objetivo de

este trabajo de Tesis:
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3- Determinar el rol de la L-FABP en el transporte de AG hacia los
lipidos nucleares y endonucleares.

Con este fin se propuso la siguiente hipotesis:
o La L-FABP favorece de manera especifica la interaccion de los AG

con los pooles lipidicos nucleares y endonucleares.

Para evaluar esta hipdtesis se incubaron in vitro nicleos y matrices
nucleares de higado de rata en presencia de los AG mds abundantes
del nUcleo celular, los dcidos [1-14C]18:0 y 20:4 n-6, unidos a L-FABP, ATP
y COA.

En los experimentos realizados con los N celulares se observd que
el [1-14C]20:4n-6 unido a L-FABP se incorpora como AGL y se esterifica en
los FL en igual proporcién respecto del libre mientras que se esterifica en
los TAG en mayor proporcion cuando esta libre que cuando esta unido
a L-FABP (Figura 5.18). Este hecho podria deberse a que la L-FABP
compite por dicho ligando constituyendo de esta manera un reservorio
especifico de AGL nucleares que tendrdn un destino metabdlico
diferente. En este sentido, se ha demostado que los AG regulan la
actividad de determinadas enzimas de localizacion nuclear como la
ADN nucleotidasa, la ARN polimerasa dependiente de ADN, las ADN
polimerasasy la topoisomerasa Il, entre otras (263) (264) (265).

El [1-14C]20:4n-6 unido a L-FABP se esterificd en los diferentes FL
nucleares con el mismo patron que cuando esta libre. El AA se esterificod
en mayor proporcion en la FC (Figura 5.19), que es el FL nuclear
mayoritario en masa (Tabla 5.1). Sin embargo, fue en Fl donde el AA se
esterificd con la mayor actividad especifica (nmol incorporado. pmol
c/FL1), seguido de FS, FE y FC. Este resultado es congruente con el
hecho de que el Fl es el fosfolipido que presenta la mayor afinidad para
esterificar al AA (266).

. =138




6. Discusion

El 18:0 unido a L-FABP se incorpord y esterificd en los pooles
lipidicos nucleares con el mismo patron que el dcido libre. A diferencia
del AA, este AG se esterificd en los DAG nucleares, ademds de
esterificarse en los FL y los TAG.

Es importante senalar que el 18:0 libore o unido a L-FABP se
esterificd en los FL nucleares con la mayor AE en FS y FE, seguidos por Fl y
FC. Estos resultados sugieren que la FE y FS nucleares presentan un
metabolismo muy activo de este AG en particular; restaria determinar
las causas e implicancias biolégicas del mismo.

Huang y colaboradores observaron en células que sobreexpresan
L-FABP un incremento en la captacién nuclear de AG fluorescentes de
cadena media y larga, saturados e insaturados, respecto de células
control que no sobreexpresan dicha proteina (267). En particular, el
incremento de la fluorescencia lo observaron principalmente hacia la
cara interna de la membrana nuclear, y no asociado al interior nuclear.
Cabe aclarar que los AG utilizados por estos autores son no
metabolizables por lo que los mismos no se esterifican en los pooles
lipidicos nucleares como si lo hacen los AG metabolizables ensayados
en nuestros experimentos.

En conclusion, en las condiciones experimentales ensayadas no
hemos observado que la L-FABP favorezca de manera especifica la
inferaccion de los AG con los pooles lipidicos nucleares.

Nuestro trabajo aporta resultados experimentales realizados in
vitro intentando recrear de alguna manera el ambiente que rodea al N
celular en condiciones fisiologicas, esto es el citosol. Sin embargo, resulta
imposible reproducir en su totalidad estas condiciones ya que nuestro
modelo carece de la infrincada red de fibras del citoesqueleto
(aproximadamente 2 m2 de filamentos. ml citoplasma hepdtico!) asi
como los sistemas de endomembranas (aproximadamente 1T m2 de
membranas. ml citoplasma hepdtico!) que se encuentran en el

citoplasma celular (268). Por lo tanto, en el citoplasma, resulta mdas
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probable que la difusion de los AGL sea mucho mads lenta que el
transporte de los mismos mediado por proteinas especificas en un
medio acuoso. Por ofro lado, si bien esta descripto que las
concenfraciones citosodlicas de FABPs en células de higado son de 0.2 a
1 mM (269) (270) (271), s6lo el 2 % del total se encontaria unida a un
ligando (272) (273). Si bien en nuestros experimentos se trabajé con una
concentracién de L-FABP de 2 uM, no se puede descartar que la misma
corresponda a la concentracion fisioldgica de microambientes que, in

vivo, rodean al N celular.

Los experimentos realizados con Mx se realizaron con el objetivo
de determinar si los AG unidos a L-FABP que llegan o se encuentran en
el interior del N celular, independientemente del mecanismo por el cual
atraviezan la membrana nuclear, se pueden esterificar y redistribuir en
los lipidos endonucleares. Al respecto es importante senalar que el
tamano de la L-FABP, con o sin ligando, le permitiria ingresar al N celular
a través del complejo del poro nuclear (260) por difusion simple ya que
el transporte activo y regulado se realiza para moléculas mayores a 60
kDa.

Recientemente, Lawrence y colaboradores (263), estudiaron el rol
de L-FABP en el tfransporte del AG 18:1 hacia la matriz nuclear.
Determinaron que la L-FABP interacciona directamente con una
proteina de la Mx de 33 kDa. Estos autores concluyen sobre el
mecanismo de interaccion de los AG citosdlicos unidos a L-FABP con los
N celulares sin considerar que su sistema carece de membrana nuclear
ya que los N fueron tratados con TX-100). A pasar de esto los autores
extrapolan sus conclusiones a N entero. Por otro lado, estos autores no
agregaron ATP y CoA al Ml y, como hemos demostrado, en estas
condiciones los AG exdgenos no se pueden esterificar. Por otro lado, el

18:1 que Uutilizaron como AG exdgeno constituye un componente

. =140




6. Discusion

minoritario en masa del pool de AG nuclear y endonuclear (Tabla 5.2)
de células de higado de rata.

El patron de incorporacion y esterificacion del acido 18:0 libre en
los lipidos endonucleares no presentd diferencias significativas con el de
dicho AG unido a L-FABP. Al igual que lo observado en N entero, en la
Mx, el 18:0 no solo se esterificd en FL y TAG, como el AA, sino que,
ademds, se esterifico en DAG.

El 18:0 libre o unido a L-FABP se esterific6 con mayor AE en la FE
endonuclear, seguida de Fl, FS y, por Ultimo, FC.

Se observd que tanto el 18:0 como el 20:4n-6, libres o unidos a L-
FABP, se incorporaron y esterificaron en los lipidos endonucleares con
mayores AE que en los de los N enteros. Estos resultados evidenciarian
gue el metabolismo lipidico en la Mx es mucho mds activo que en los N
entferos.

Cuando el 20:4n-6 esta unido a L-FABP se esterifica en los FL
endonucleares en mayor proporcion que el libre; esto ocurre a expensas
del pool de AGL, que disminuye (Figura 5.24). Estos resultados no se
observaron en N enteros.

El mayor porcentaje de esterificacion del AA unido a L-FABP en las
diferentes clases fosfolipidicas endonucleares se observd en FC, seguida
por FE y Fl. Este resultado no es sorprendente ya que FC es el FL
mayoritario en masa de las Mx (Tabla 5.1). Se observd también que
cuando el AA esta unido a L-FABP se esterifica en mayor proporcion en
el pool endonuclear de Fl, respecto del dcido libre. Este hecho podria
significar que la L-FABP direccionaria este AG hacia las enzimas
responsables de la esterificacion del mismo en este fosfolipido en
particular, empezando por la ACS que activa al AA previo a su
esterificacion en Fl. Mds aun, es importante tener presente que las
enzimas que intervienen en el ciclo del FI nuclear se encuentran

asociadas preferencialmente al interior nuclear (274) (275) (276).
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En conclusion, la esterificacion de los AG 18:0 y 20:4n-6 unidos a L-
FABP en los pooles lipidicos endonucleares es un proceso dependiente
de ATP y CoA, al igual que cuando estos AG se encuentran libres. Los
patrones de esterificacion de dichos AG unidos a L-FABP en los pooles
lipidicos endonucleares son los mismos que cuando estdn libres, a
excepcion del AA que cuando esta unido a L-FABP se esterifica

preferencialmente en el Fl endonuclear, respecto del dcido libre.

En funcion de los resultados obtenidos proponemos que un posible

mecanismo de incorporacion de AG en el N celular seria el siguiente:

- los AG procedentes del citosol llegan al N celular libres o unidos a
la L-FABP;

- estos AG, unidos a L-FABP, se internalizan a traves del CPN o

- se incorporan como AGL y/o se esterifican en los pooles lipidicos
nucleares, por un mecanismo dependiente de AIP y CoA.
Posteriormente, los AG de estos pooles lipidicos pueden ser:

o hidrolizados

o activados por la acil-CoA sintetasa de cadena larga
nuclear para ser reesterificados en otros pooles lipidicos
de la membrana o del interior nuclear

o cumplir funciones estructurales

o desaturados, remodelados, etc.

o constituir los sustratos de numerosas vias nucleares de
transduccion de sefiales que intervendran en una gran
diversidad de funciones celulares

o intervenir en la regulacion de la expresion genetica tanto
por un efecto directo de los AG o acil-CoAs o a traves de
la interaccion con factores de transcripcion como los
PPAR
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o intervenir en la regulacion de la actividad de enzimas
(como las topoisomerasas y la ADN polimerasas), de
proteinas de canales ionicos y proteinas de membrana

o intervenir en la estabilizacion y organizacion de la

estructura de la cromatina; entre otros.
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