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Resumen

El primer paso en la sintesis de novo de glicerolipidos es la acilacion del gli-
cerol-3-fosfato, la cual es catalizada por la enzima glicero-3-fosfato aciltrans-
ferasa (GPAT). En mamiferos han sido descriptas hasta el momento cuatro
isoformas de GPAT, las cuales pueden diferenciarse por su localizacion tisular
y subcelular, y por su sensibilidad a reactivos que reaccionan con los grupos
sulfhidrilos. EI objetivo de este trabajo fue estudiar la localizacién y funcién
de GPAT2, una isoforma mitocondrial que se expresa principalmente en tes-
ticulo utilizando como modelo células CHO-K1 que sobreexpresan GPAT2. Se
observé que esta isoforma utiliza como sustrato especificamente al acido ara-
quidénico, estimula la sintesis de triacilgliceroles (TAG) con alto contenido de
acido araquidoénico, y favorece la incorporacién de [1-14C] acido araquidénico
en los TAG. Utilizando modelos animales se observé por un lado que el ARNm
de GPAT2 se expresa sélo en los espermatocitos primarios, mientras que la
expresion de la proteina se mantiene a lo largo de la espermatogénesis; y por
otro lado que la expresién de GPAT2 varia durante el desarrollo sexual, alcan-
zando un méaximo de expresion y actividad a los 30 dias de edad en la rata.
A esta edad se observé también un maximo en el contenido de TAG y de AA
esterificado en los TAG del testiculo. Se concluye que los resultados sugieren
que GPAT2 seria la enzima responsable de esterificar el 4cido araquidénico en
los TAG de las células de la linea espermatica.

Palabras clave: glicerol-3-fosfatoaciltransferasa 2 * 4cido araquidonico * tria-
cilgliceroles * espermatogénesis

3ummary

De novo glycerolipid synthesis begins with the acylation of glycerol-3 phos-
phate catalyzed by glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT). In mammals,
at least four GPAT isoforms have been described, differing in their cell and
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tissue locations and sensitivity to sulfhydryl reagents. The objective of the present work was to study localiza-
tion and function of GPATZ2, a mitochondrial isoform that is mainly expressed in testis, using as a model CHO-
K1 cells that overexpress GPAT2. Incubation of GPATZ2-transfected CHO-K1 cells with arachidonoyl-CoA in-
creased GPAT activity 2-fold and the incorporation of [1-14C] arachidonate into TAG. Consistently, arachidonic
acid was present in the TAG fraction of cells that overexpressed GPATZ2, but not in control cells, corroborating
GPATZ’s role in synthesizing TAG that is rich in arachidonic acid. In rat and mouse testis, Gpat2 mRNA was
expressed only in primary spermatocytes; the protein was also detected in late stages of spermatogenesis. Dur-
ing rat sexual maturation, both the testicular TAG content and the arachidonic acid content in the TAG fraction
peaked at 30 d, matching the highest expression of Gpat2 mRNA and protein. These results strongly suggest
that GPATZ2 expression is linked to arachidonoyl-CoA incorporation into TAG in spermatogenic germ cells.

Key words: glycerol-3-phosphate acyltransferase-2 * arachidonic acid * triacylglycerols * spermatogenesis

Resumo

O primeiro avango na sintese de novo de glicerolipidios é a acidulagdo do glicerol-3-fosfato, a qual é catali-
sada pela enzima glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT). Em mamiferos tem sido descritas até o momento
quatro isoformas de GPAT, as quais se podem distinguir pela sua localizagdo tissular e subcelular, e pela
Sua sensibilidade aos reagentes que reagem com os grupos sulfidrilos. O objetivo deste trabalho foi estudar
a localizagdo e funcdo de GPATZ2, uma isoforma mitocondrial que se expressa principalmente no testiculo,
utilizando como modelo células CHO-K1 que superexpressam GPAT2. Observou-se que esta isoforma utiliza
como substrato especificamente o acido araquidbnico, estimula a sintese de triacilgliceréis (TAG) com alto
conteudo de acido araquiddnico, e favorece a incorporacao de [1-14C] dcido araquidénico nos TAG. Utilizan-
do modelos animais se observou de um lado que o ARNm de GPATZ2 se expressa apenas nos espermatocitos
primarios, enquanto que a expressao da proteina se mantém ao longo da espermatogénese; e do outro que
a expressdo de GPATZ2 varia durante o crescimento sexual, atingindo um maéaximo de expressdo e atividade
aos 30 dias de idade no camundongo. Nessa idade foi observado também um maximo no conteudo de TAG
e de AA esterificado nos TAG do testiculo. Conclui-se que os resultados sugerem que GPATZ seria a enzima
responsavel por esterificar o dcido araquidénico nos TAG das células da linha espermaética.

Palavras-chave: glicerol-3-fosfatoaciltransferase 2 * dcido araquidénico * triacilglicerdis * espermatogénese

La composicion en AG de los GPL debe estar contro-
lada debido a que de ella dependen las propiedades de

Una de las principales caracteristicas que presentan fluidezy permeabilidad de lIa membrana, asi como tam-

los testiculos de los mamiferos adultos es la de poseer un
alto contenido de dcidos grasos (AG) poliinsaturados de
18 a 22 atomos de carbono (PUFA) y de AG poliinsatu-
rados (PUFA) de muy larga cadena (24 a 32 atomos de
carbono, VLCPUFA). En testiculo de rata y ratén predo-
minan los PUFA de la serie n6, siendo los AG docosapen-
taenoico (DPA, 22:5n6) y araquidonico (AA, 20:4n6) los
mas abundantes en la rata, y el 18:2n6 el mayoritario en
el ratéon (1), mientras que en el testiculo humano son
abundantes los PUFA de la serie n3, predominando el
22:6n3 (2)(3). Dentro de los lipidos testiculares estos
PUFA se esterifican principalmente en los glicerofosfo-
lipidos (GPL) y en los triacilgliceroles (TAG). El AA y
el 22:5n6 son los principales PUFA de los GPL y, por lo
tanto, los AG mayoritarios en las células de la linea esper-
matica tanto en la rata como en el ratén, mientras que el
22:5n6 en la rata, ylos AG 18:2n6 y 22:5n6 en el ratén, se
esterifican principalmente en los TAG (1) (4).

Acta Bioquim Clin Latinoam 2013; 47 (2): 315-25

bién la actividad de diversas proteinas presentes en la
misma. Por otro lado, la continua formacion de esper-
matozoides que ocurre en el testiculo de los animales
adultos requiere de un aporte continuo de GPL y coles-
terol para sintetizar sus membranas, y se ha planteado
que los TAG podrian cumplir el rol de intermediarios
en los cuales se almacenarian de manera temporaria es-
tos AG preformados, los cuales servirian también como
precursores para la biosintesis de los PUFA de 22 carbo-
nos que forman parte de los GPL de membrana de las
células de la linea germinal.

Cada uno de los pasos de la via de sintesis de novo de
glicerolipidos en mamiferos puede ser catalizado por
numerosas isoformas enzimaticas. El primer paso de
esta via esta catalizado por la enzima glicerol-3-fosfato
aciltransferasa (GPAT [EC 2.3.1.15]), e involucra al me-
nos cuatro isoformas productos de distintos genes. Los
estudios realizados hasta el momento indican que cada
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una de ellas presenta un patrén de expresion especifico
de tejido, diferentes localizaciones subcelulares, dife-
rente sensibilidad al tratamiento con N-etilmaleimida
(NEM) y distintos modos de regulacion. Esto sugiere
que cada una de estas isoformas cumpliria una funcién
especifica en el tejido en el cual se expresa.

En este trabajo se realiz6 una caracterizaciéon de
GPAT2 (Genebank # NP_001074558), una isoforma mi-
tocondrial sensible al tratamiento con NEM, e identifi-
cada por primera vez en el higado de ratones nulos para
el gen que codifica para GPAT1 (Gpatl-/-). E1 ADNc
correspondiente a la isoforma GPAT2 de raton fue clo-
nado a partir del ARNm de estos animales teniendo en
cuenta la alta similitud de secuencia que presenta con la
isoforma GPAT1 (identidad 27% y similitud 70%). Para
determinar la distribucion tisular de GPAT2 se realiza-
ron estudios de q-Real TimePCR (qRT-PCR) y esto per-
miti6 demostrar que en animales normales el ARNm co-
rrespondiente a Gpat2 se encuentra principalmente en
testiculos, siendo su expresion relativa 50 veces mayor
en este 6rgano que en el higado o el tejido adiposo (5).

Teniendo en cuenta esta particular distribucion tisu-
lar, como hipotesis se plante6 que GPAT?2 estaria invo-
lucrada en la sintesis de los TAG con un alto contenido
de PUFA caracteristicos del testiculo, y necesarios para
un normal desarrollo de la espermatogénesis.

Materiales y Métodos

Para realizar los ensayos se utiliz6 como modelo ex-
perimental un cultivo de células CHO-K1 transfectadas
de manera transitoria con el ADNc correspondiente a
GPAT2 marcado en su extremo 3’ con el epitope antigé-
nico FLAG (células G2), clonado en el vector de expre-
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sion eucariota pcDNA3.1 (Invitrogen). En simultaneo se
realizaron transfecciones con el vector vacio (sin inserto)
para utilizar como control (células control). La eficiencia
de la transfeccion se determiné por Western blot utilizan-
do un anticuerpo contra el epitope FLAG que permite
reconocer a la proteina expresada de manera heteréloga.

Resultados

1. LA SOBREEXPRESION DE GPAT2 EN CELULAS

DE MAMIFERO PROMUEVE LA SINTESIS Y
ALMACENAMIENTO DE TAG CON ALTO CONTENIDO DE
ACIDO ARAQUIDONICO

Para estudiar los efectos de la sobreexpresion de
GPAT?2 sobre la sintesis de TAG se determino el conteni-
do de lipidos neutros intracelulares cuantificando la for-
macion de las gotas de lipidos citoplasmaticas. Para esto
las células fueron incubadas durante 24 h en Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con un
10% de suero fetal bovino (DMEM 10% FBS), y luego
tenidas con el colorante Oil Red-O. La cantidad y el ta-
mano de las gotas de lipidos presentes en las mismas se
determinaron utilizando el programa Image Pro Plus
vb.1 (Fig. 1A). Este experimento permitié observar que
la sobreexpresion de GPAT2 produce un aumento en el
tamano de las gotas de lipidos con respecto a las células
control (Fig. 1B). Esto indica que se produjo un aumento
en el almacenamiento de TAG, debido probablemente a
un aumento de su sintesis. Teniendo en cuenta que para
realizar estos experimentos las células fueron incubadas
durante 24 h en DMEM con 10% de FBS, sin el agregado
de AG exo6genos al medio de cultivo, esto permite inferir
que este aumento en la sintesis de TAG se debe exclusi-
vamente a la sobreexpresion de GPAT?2.
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Figura 1. Acumulacién intracelular de TAG en las células que sobreexpresan GPAT2

Figura 1.A. Se tifieron con el reactivo Oil Red-0O células CHO-K1 transfectadas con el vector vacio (Control) o con el cDNA que codifica

para GPAT2 (GPAT2).

Figura 1.B. Se cuantificaron el nimero y el area de las gotas de lipidos en las células CHO-K1 transfectadas con el vector vacio (barra gris
claro), o con el ADNc correspondiente a GPATZ2 (barra gris oscuro) y tefiidas con Oil Red-O utilizando el programa Image Pro Plus v5.1.
Los resultados se expresan como el promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes. * p<0,05. UA: unidades arbitrarias.
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Posteriormente, se estudi6 la composicion en AG de
esos TAG para poder determinar si la sobreexpresion
de GPAT?2 facilitaba la esterificacion de algin AG en
particular. Para ello se utilizaron células control y G2 las
cuales fueron incubadas durante 24 h post-transfeccion
en DMEM con 10% de FBS. La composicién en AG de
los TAG fue evaluada por cromatografia gas-liquido
(Fig. 2). Estos experimentos permitieron observar que
solo las células transfectadas con GPAT?2 esterificaban el
AA aportado por el medio de cultivo en la fraccion TAG
(5,3% AA esterificado en los TAG en células G2, mien-
tras que el AA no fue detectado en los TAG de las células
control). Este resultado es sorprendente debido a que el
AA, al igual que otros PUFA, se esterifica normalmente
en los GPL. Incluso en el testiculo donde los TAG pre-
sentan un alto contenido de PUFA, el AA se encuentra
esterificado también principalmente en los GPL.

En conjunto, estos estudios permitieron demostrar
que GPAT?2 estd involucrada en la sintesis de TAG y que
muestra una aparente preferencia por el AA.

2. LA ISOFORMA GPAT2 ES ESPECIFICA PARA EL AA

Luego de observar los cambios producidos por la so-
breexpresion de GPAT2 en la composicién en AG de
los TAG de las células CHO-K1 se decidi6é corroborar
esta aparente especificidad de GPAT2 por el AA. Para

ello se midi6 la actividad GPAT utilizando las membra-
nas totales de células control y G2 y distintos acilgraso-
CoA como sustratos. Estos experimentos permitieron
demostrar que no existen diferencias significativas en
los valores de actividad GPAT entre las células control y
las G2 cuando se utilizan como sustratos palmitoil-CoA,
o0leoil-CoA o linoleoil-CoA. En cambio, la actividad es-
pecifica es dos veces mayor para las células G2 cuando
se utiliza araquidonil-CoA como sustrato, lo que de-
muestra una mayor afinidad de GPAT?2 por este sustra-
to poliinsaturado. Para determinar si este aumento de
actividad con araquidonil-CoA era especifico, se deter-
mino la actividad GPAT utilizando otro PUFA como sus-
trato, el docosahexanoil-CoA (22:6n3), pero los valores
de actividad especifica obtenidos fueron muy bajos y no
hubo diferencias significativas entre las células control
y las G2 (Fig. 3).

Teniendo en cuenta, por un lado, que las células que
sobreexpresan GPAT2 presentan un mayor contenido
de TAG que las células control, y por otro las diferen-
cias observadas en la composicion en AG de esos TAG,
se decidi6 estudiar la capacidad de incorporacion de
[1-1*C]AA a los distintos lipidos celulares. Para ello las
células control y G2 fueron incubadas durante tres ho-
ras con trazas de [1-*C]AA. Transcurrido ese tiempo
se extrajeron los lipidos totales, se separaron por cro-
matografia en capa fina y se determiné la radiactividad
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Figura 2. Composicion en AG de los TAG de las células que sobreexpresan GPAT2

Figura 2. Se determind la composicién en AG de los TAG de células CHO-K1 transfectadas con el vector vacio (barras gris claro), o con el
cDNA correspondiente a GPATZ (barras gris oscuro) incubadas durante 24 hs en DMEM con 10% de FBS. Los lipidos fueron extraidos por
la técnica de Folch y separados por TLC. Los TAG fueron saponificados y los AGL se derivatizaron, se separaron y se identificaron por GLC.

Los resultados se expresan como el promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2013; 47 (2): 315-25

* p<0,05.
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Figura 3. Actividad GPAT NEM sensible de células que sobreexpresan GPAT2 utilizando diferentes acilgraso-CoAs como sustratos

Figura 3.A. Actividad GPAT NEM sensible utilizando diferentes acilgraso-CoAs como sustratos: se midié la actividad GPAT (nmol/min mg)
sin el agregado (actividad total) y con el agregado (actividad resistente) de NEM 2mM, y se calculé la actividad NEM sensible por diferencia
entre estos valores. Se utilizaron 100 mg de proteinas correspondientes a células CHO-K1 transfectadas con el vector vacio (barras grises)
o con el cDNA correspondiente a GPATZ (barras verdes), y diferentes acilgraso-CoAs como sustratos. Los resultados se expresan como el

promedio + error estandar de dos experimentos independientes.

* p<0,05

Figura 3.B. Distribucién de actividad GPAT utilizando 20:4n6-CoA: se midid la actividad GPAT (nmol/min mg) sin el agregado (actividad
total) y con el agregado (actividad resistente) de NEM 2mM, y se calculé la actividad NEM sensible por diferencia entre estos valores utili-
zando araquidonil-CoA como sustrato y 100 mg de proteinas correspondientes a células CHO-K1 transfectadas con el vector vacio (barras
gris claro) o con el cDNA correspondiente a GPAT2 (barras gris oscuro).

correspondiente a cada fraccion. Este ensayo permitio
observar que luego de 3 horas de incubacion las cé-
lulas que sobreexpresan GPAT2 esterificaron un 40%
mas de [1-'*C]AA en sus TAG que las células control, y
disminuyeron la esterificacion de [1-1*CJAA en la fos-
fatidiletanolamina. Este resultado es coherente con la
participaciéon de GPAT2 en la via de sintesis de TAG y
con su preferencia por el araquidonil-CoA como sus-
trato (Fig. 4).

El modelo de células en cultivo permiti6 demos-
trar que GPAT?2 esterifica preferentemente el AA en la
fraccion TAG. Teniendo en cuenta que el ARNm co-
rrespondiente a Gpat2 se expresa principalmente en
testiculo (5) y que una caracteristica de las células tes-
ticulares es la presencia de PUFA en sus TAG (6), se
decidi6 estudiar la expresion y actividad de GPAT2 en
testiculos de rata, y correlacionar estos resultados con
la composicion en AG de los TAG del testiculo y con la
funcionalidad de este 6rgano.

3. GPATZ ES UNA ISOFORMA MITOCONDRIAL
BIOLOGICAMENTE ACTIVA EN TESTICULO DE RATAS
NORMALES

La deteccion de la expresion de un determinado gen
mediante la medida de su ARN mensajero es una técni-
ca ampliamente utilizada; sin embargo, para compren-
der su funcién es importante demostrar que el produc-
to de ese gen es biolégicamente activo.

Para realizar las medidas de actividad GPAT se purifi-
caron mitocondrias a partir de un homogenato total de
testiculo de animales adultos, por un método optimizado
en este laboratorio (7). La purificacion se realizé para
eliminar los restos de reticulo endoplasmico, en el cual
se localizan las isoformas 3 y 4 de GPAT las cuales, al igual
que GPAT?2, son sensibles al N-etilmaleimida (NEM). Se
midi6 la actividad GPAT aplicando una técnica estan-
dar y teniendo en cuenta los resultados obtenidos al so-
breexpresar GPAT2 en células en cultivo; para realizar la

Acta Bioquim Clin Latinoam 2013; 47 (2): 315-25
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Figura 4. Esterificacion de [1-14CJAA en los diferentes lipidos de células que sobreexpresan GPAT2

Figura 4. Se determind el porcentaje de AA radiactivo esterificado en cada una de las fracciones lipidicas indicadas por las células CHO-K1
transfectadas con el vector vacio (barras gris claro), o con el cDNA correspondiente a GPAT2 (barras gris oscuro) incubadas durante 3 h en
MEM con 10% de FBS suplementado con 0,5% de BSA y 0,25 mCi de [1-14CJAA. Los lipidos fueron extraidos por la técnica de Blight y
Dyer, separados por TLC y cuantificados en un lector de radiactividad. Los resultados se expresan como el promedio + desvio estandar de
tres experimentos independientes. * p<0,05. PE: fosfatidiletanolamina, Pl: fosfatidilinositol, PS: fostfatidilserina, PC: fosfatidilcolina, LPC:

lisofosfatidilcolina, TAG: triacilglicéridos

medida de actividad GPAT en testiculo se utiliz6 como
sustrato el araquidonil-CoA. Este ensayo permitié me-
dir por primera vez una actividad GPAT NEM sensible
en mitocondrias puras de animales normales (actividad
GPAT NEM sensible corresponde a un 65% de la activi-
dad GPAT total) y confirmar asi que el producto del gen
Gpat2 es activo en testiculo de rata (Fig. 5).

4. EL ARNm CORRESPONDIENTE A Gpat2 SE
EXPRESA EN LOS ESPERMATOCITOS PRIMARIOS,
MIENTRAS QUE LA EXPRESION DE LA PROTEINA
SE MANTIENE A LO LARGO DEL PROCESO DE
DIFERENCIACION CELULAR

Para estudiar la localizacién del ARNm correspon-
diente a Gpat2 se realiz6 la técnica de hibridizacion in
situ (HIS). Esta técnica presenta la ventaja de que per-
mite observar en simultdneo a todas las células, tanto
somaticas como germinales, que constituyen el testicu-
lo directamente en un corte del tejido, discriminando
ademas entre los distintos tipos de células que consti-
tuyen la linea espermatica. La HIS permiti6 confirmar
que el ARNm correspondiente a Gpat2 de raton se ex-
presa solo en las células de la linea espermatica, en par-
ticular en los espermatocitos primarios (Fig. 6).
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Figura 5. Actividad GPAT en mitocondrias puras de testiculo
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Figura 5. Se midié la actividad GPAT (nmol/min mg) en mitocon-
drias puras obtenidas a partir de testiculo de ratas adultas utili-
zando araquidonil-CoA como sustrato. Los resultados se expresan
como el promedio + desvio estandar de tres aislamientos indepen-
dientes.
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Figura 6. Expresion del ARNm correspondiente a Gpat2
en células de testiculo por HIS

Figura 6. Se realizé la HIS utilizando como muestras cortes de tes-
ticulo de ratones adultos los cuales fueron incubados con la sonda
sentido (Control) y con la sonda antisentido para Gpat2 (Gpat2)
marcadas con digoxigenina. La flecha negra indica las células sobre
las que se detectd sefial positiva. No se observa sefial en las mues-
tras incubadas con la sonda sentido.

La localizacién de la proteina GPAT2 se estudi6 por
inmunofluorescencia en cortes de testiculo de ratas
adultas, en los cuales se pudo observar por un lado que
esta proteina se expresa en los espermatocitos prima-
rios, y por otro, que su expresion se mantiene durante
las etapas siguientes de diferenciacién celular (Fig. 7).

Control

100X

Figura 7. Expresion de GPATZ por inmunofluorescencia

Figura 7. Se realizé la técnica de inmunofluorescencia en cortes de
testiculo de ratas de 60 dias los cuales fueron incubados en PBS
(Control) o con un anticuerpo comercial anti-GPAT2 (GPATZ2), y luego
con un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado al fluo-
réforo Alexa Fluor 488. Los nicleos fueron tefiidos con loduro de
propidio. No se observa sefal en las muestras incubadas con PBS.

321

5. LOS NIVELES DE EXPRESION DE GPAT2
VARIAN DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL
ALCANZANDO UN VALOR MAXIMO DURANTE LA
PRIMERA ESPERMATOGENESIS

La presencia de GPAT2 en las células de la linea es-
permatica sugiere que la misma podria cumplir algu-
na funcién durante la espermatogénesis. Por lo tanto,
se estudiaron los niveles de expresion y actividad de
GPAT2 a lo largo del desarrollo postnatal. Para ello
se trabajo con animales de edades correspondientes a
cuatro estadios del desarrollo: infantiles (19 dias), pre-
puberes (30 dias), puberes (40 dias) y adultos jovenes
(60 dias), que permitieran abarcar los sucesivos niveles
de maduracion testicular postnatal (8).

Se estudiaron los niveles de expresion del ARNm corres-
pondiente a Gpat2 por medio de ensayos de PCR cuantita-
tiva medida en tiempo real (qQRT-PCR) (Fig. 8), ylos niveles
de expresion de la proteina GPAT2 por Western blot (Fig.
9). Como muestras se utilizaron respectivamente el ARN
total y mitocondrias puras obtenidos ambos a partir de tes-
ticulos de animales de las diferentes edades mencionadas
anteriormente. Ambos resultados permitieron observar
que la expresion de Gpat2 varia durante el desarrollo post-
natal, alcanzando un maximo a los 30 dias de edad.

Teniendo en cuenta las diferencias observadas en los
niveles de expresion de GPAT2 en funcién de la edad se
decidi6 estudiar la actividad GPAT NEM sensible en mito-
condrias de testiculo utilizando araquidonil-CoA como sus-
trato. Para ello se obtuvieron mitocondrias puras a partir
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Figura 8. Expresion del ARNm correspondiente a Gpat2 en testi-
culo de ratas de diferentes edades

Figura 8. Se cuantificé la expresion del ARNm correspondiente
a Gpat2 por gRT-PCR utilizando ARN total obtenido a partir de
homogenato de testiculo de ratas de 19, 30, 40 y 60 dias. Los
cambios en los niveles de expresion fueron determinados utilizan-
do el método de la curva de calibracion. Los resultados se expresan
como el promedio + desvio estandar de tres experimentos inde-
pendientes.
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Figura 9. Expresion de GPATZ en testiculo de ratas de diferentes edades

Figura 9.A. Se analizaron mediante Western blot 100 g de proteina correspondiente a mitocondrias puras aisladas de testiculo de ratas de
19, 30, 40 y 60 dias, y a células CHO-K1 transfectadas con el cDNA correspondiente a GPATZ como control positivo (C+). El revelado se
realizé utilizando los anticuerpos anti GPAT2 y anti VDAC. La banda de GPATZ2 corresponde a un PM de ~ 80 KDa y la de VDAC a 30 KDa.
Figura 9.B. Los Western blot se cuantificaron utilizando el programa Image J y los resultados se grafican como niveles de expresion de
GPAT2/VDAC correspondientes a las edades de 19, 30, 40 y 60 dias. Los resultados corresponden al promedio + desvio estandar de cuatro

experimentos independientes.

de testiculos de ratas de diferentes edades y se midi6 la ac-
tividad GPAT de las mismas sin (actividad total) y con (ac-
tividad NEM resistente) el agregado de NEM 2 mM, para
poder determinar la actividad GPAT2 NEM sensible por
diferencia. A partir de estos ensayos se pudo observar que
la actividad GPAT NEM sensible mitocondrial (GPAT2)
alcanza un valor maximo a los 30 dias de edad. Estas varia-
ciones en los niveles de actividad GPAT NEM sensible en
funcion de la edad son coherentes con las obtenidas en las
medidas del ARNm y de la proteina (Fig. 10).

Los ensayos realizados en células en cultivo permitie-
ron determinar que GPAT2 estimula tanto la sintesis de
TAG como la esterificacion de AA en los mismos. Los
resultados obtenidos en el modelo animal permitieron
determinar que GPAT2 se expresay es activa en testicu-
lo al utilizar araquidonil-CoA como sustrato, mostrando
un perfil de expresion y actividad que varia a lo largo del
desarrollo postnatal. Teniendo en cuenta estos resulta-
dos, se decidi6 estudiar el contenido de TAG en testiculo
de ratas de diferentes edades y su composicion en AG. El
contenido de TAG se determiné por TLC y la composi-
cion en AG por cromatografia gas-liquido (Fig. 11).

Estos ensayos permitieron observar que solo el conte-
nido de AA varia en funcién de la edad, presentando un
maximo a los 30 dias, lo cual es coherente con las varia-
ciones observadas en las medidas de expresion y actividad
de GPAT?2. Teniendo en cuenta la mayor afinidad por el
AA demostrada por GPAT2 en los ensayos realizados en
cultivos celulares, esta correlacion entre el contenido de
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AA en los TAG y la expresion de GPAT2 en funcién de la
edad sugiere que GPAT? seria la enzima responsable de
la esterificacion del AA en los TAG del testiculo.
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Figura 10. Actividad GPATZ2 en mitocondrias puras
de testiculo de ratas de diferentes edades utilizando
araquidonil-CoA como sustrato

Figura 10. Se determind la actividad GPAT NEM sensible en mitocon-
drias puras aisladas de testiculos de ratas de distintas edades utilizan-
do araquidonil-CoA como sustrato. Los resultados se expresan como el
promedio + desvio estandar de tres aislamientos independientes.
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Figura 11. Contenido de TAG y composicion en AG en testiculo de ratas de diferentes edades.

Figura 11.A Se extrajeron los lipidos totales de testiculos de ratas de 19, 30, 40 y 60 dias con la técnica de Folch y se separaron por TLC.
Luego se realizé una carbonizacién de la placa y se cuantificé la fraccion correspondiente a los TAG utilizando el programa Image Quant.
Los resultados se expresan como el promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes.

Figura 11.B Se extrajeron los lipidos totales de testiculos de ratas de 19, 30, 40 y 60 dias con la técnica de Folch, se separaron por TLC,

y los acidos grasos correspondientes a los TAG fueron derivatizados y resueltos por GLC. En la figura inserta puede observarse el porcentaje
correspondiente al AA: Los resultados se expresan como el promedio + la desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Discusion y Conclusiones

La capacidad reproductiva del hombre adulto esta
condicionada, esencialmente, por el proceso de esper-
matogénesis. La produccién continua de un nimero
adecuado de espermatozoides funcionalmente com-
petentes depende de maultiples factores, y la alteracion
parcial o total de este proceso representa alrededor del
80% de las causas de subfertilidad o esterilidad mascu-
lina (9).

El normal desarrollo de la espermatogénesis implica,
ademas de cambios histolégicos, importantes cambios

bioquimicos. Estos resultados permiten demostrar que
el maximo de expresion de GPAT2 ocurre durante la
primera espermatogénesis, la cual se desarrolla en la
rata entre las semanas 1 y 8 de vida postnatal, y es un
proceso clave para la maduracion sexual y la funciona-
lidad del testiculo. Durante esta primera espermatogé-
nesis se ha podido observar que un gran numero de
células germinales mueren por apoptosis. Esta apopto-
sis ocurre de manera fisiolégica como un mecanismo
necesario para mantener una relacién 6ptima entre el
nimero de células germinales y el nimero de células
de Sertoli. Las medidas de actividad y expresién de pro-
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tefnas proapoptoéticas permitieron demostrar que en la
rata esta apoptosis asociada a la primera espermatogé-
nesis alcanza un maximo a los 25 dias de edad y afecta
principalmente a los espermatocitos primarios (10). Es
interesante destacar que en estas células se inicia la ex-
presion de GPAT?2.

Por otro lado, los ensayos realizados en células en cul-
tivo permiten concluir que GPAT?2 estd implicada en la
sintesis de TAG utilizando como sustrato especificamen-
te al AA, y aunque muchos de los efectos ejercidos por el
AA dependen de su estructura quimica o de productos
de su metabolismo, hoy en dia se sabe que el AA, de por
si cumple un rol muy importante participando de las
vias de transduccion de senales involucradas en la pro-
liferacién y supervivencia celular (11). En mamiferos
ha sido observado que altos niveles de AA libre intra-
celular promueven apoptosis, y se ha sugerido que las
vias metaboélicas que disminuyen los niveles de AA libre
dentro de las células podrian, por lo tanto, prevenir la
apoptosis (12) (13).

La presencia en el genoma de los mamiferos de va-
rias isoenzimas de GPAT sugiere que cada una de ellas
cumpliria una funcién especifica en el metabolismo de
los glicerolipidos. Existen diferencias importantes entre
GPAT2 y las demas isoformas de GPAT. Las isoformas
de GPAT 1y 3 se localizan principalmente en tejidos li-
pogénicos, como el higado y el tejido adiposo, y son las
enzimas responsables de la sintesis de TAG. GPAT4 ha
sido detectada en testiculo, pero a diferencia de GPAT?2
también se expresa en higado, tejido adiposo, y glandu-
la mamaria. GPAT4 se localiza en el RE y es la enzima
responsable del 50% de la actividad GPAT en el higado.
Los ratones nulos para GPAT4 presentan valores dismi-
nuidos de TAG en el higado, en el tejido adiposo y en
la leche materna, pero en ellos no han sido reportados
defectos en la fertilidad (14).

Por su parte, GPAT2 también estd implicada en la
sintesis de TAG, pero presenta un alto nivel de expre-
sion en el testiculo, en particular en células cuya princi-
pal caracteristica es la de encontrase en division celular
activa, en las cuales GPAT2 cataliza la esterificacion del
araquidonil-CoA en los TAG. GPAT2, al contrario de lo
que sucede con GPAT4, no ha sido detectada en tejidos
lipogénicos y ademas, al contrario de lo que sucede con
GPAT1 y otras enzimas lipogénicas como la acido graso
sintasa y la acetil-CoA carboxilasa, los niveles de]l ARNm
correspondiente a Gpat2 no resultan alterados en ex-
perimentos de ayuno-realimentacion (5). Esto sugiere
que GPAT?2 podria estar involucrada en la sintesis de
TAG que estarian cumpliendo una funcién diferente a
la de ser moléculas de reserva energética.

Los TAG de testiculo de ratas adultas se caracterizan
por poseer un alto contenido de PUFA siendo el mayo-
ritario el 22:5n6, y por ensayos de deplecion de células
de lalinea germinal y de deteccion de las gotas de lipidos
neutros intracelulares realizados en animales adultos ha
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sido demostrado que la sintesis de TAG en el testiculo
ocurre principalmente en las células germinales (15). Va-
rios resultados experimentales apoyan la idea que, una
posible funcién de estas especies moleculares de TAG
con alto contenido de PUFA presentes en el testiculo es
la de almacenar estos AG preformados, los cuales pue-
den servir también como precursores para la sintesis de
los PUFA de 22 carbonos presentes en los GPL (1).

Si bien la funciéon de GPAT2 puede estar relacionada
con este mecanismo, siendo la enzima responsable de
almacenar especificamente el AA, el hecho de que su
expresion y actividad se modifiquen con la edad sugie-
re que esta proteina podria estar cumpliendo ademas
un rol especifico relacionado con la maduracion testi-
cular. Teniendo en cuenta ademas que alteraciones en
los niveles de expresion de enzimas que utilizan al AA
como sustrato afectan a la viabilidad celular, esto permi-
te suponer que la sintesis de TAG catalizada por GPAT2
podria ayudar también a regular los niveles de AA libres
dentro de las células germinales participando de este
modo de los mecanismos relacionados con la supervi-
vencia de las mismas.

Si bien desde el punto de vista de la biologia de la
reproduccion los aspectos de la espermatogénesis que
pueden tener mayor interés son aquellos que relacio-
nan los conocimientos basicos con las aplicaciones
terapéuticas propias de la especialidad, como son los
tratamientos de la subfertilidad, la reproduccion asisti-
day el control de la natalidad, la investigacion basica a
nivel metabolico o de regulacion de la expresion géni-
ca puede ayudar a comprender el origen molecular de
estos desarreglos y contribuir al desarrollo exitoso de
nuevas formas de tratamiento, como son los cultivos in
vitro o el trasplante de células germinales. Conocer los
mecanismos que regulan la espermatogénesis normal
podria facilitar la interpretacion de las relaciones ob-
servadas entre un genotipo determinado y su fenotipo,
permitiendo el desarrollo de nuevas herramientas de
diagnéstico y tratamiento.
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