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Introduccion

La enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) cataliza el primer paso y limitante en la
sintesis de novo de glicerolipidos celulares. En mamiferos han sido descriptas al menos
cuatro isoformas con diferentes localizaciones celulares y parametros cinéticos. La isoforma
mitocondrial 1 (GPAT1) ha sido extensamente estudiada y se ha demostrado que participa
en la sintesis de triacilglicéridos (TAG) en higado de rata. La isoforma mitocondrial 2
(GPAT?2) presenta homologia de secuencia con GPAT1, pero se expresa preferencialmente
en testiculo de rata y no tiene preferencia por los acidos grasos saturados, por lo cual
hipotetizamos que estaria involucrada en la sintesis de TAG ricos en acidos grasos
insaturados, moléculas que actian como reservorios de estos acidos grasos necesarios para
la espermatogénesis.

Objetivos
Nuestro objetivo es determinar si la funcion de GPAT2 esté asociada a la sintesis celular de
TAG, y si su expresion se correlaciona con el inicio de la espermatogénesis.

Materiales y métodos

Utilizamos testiculos provenientes de ratas Wistar de diferentes edades. Los distintos tipos
celulares que componen el testiculo fueron aislados y parcialmente purificados por digestion
enzimatica y centrifugacion. EI ARN total fue extraido utilizando Trizol (Invitrogen). El ARNm
correspondiente a gpat2 fue cuantificado por Northern blot y por real-time-quantitative-PCR.
Los TAG fueron separados por cromatografia en capa fina y cuantificados por densitometria
luego de ser carbonizados, utilizando un programa de analisis de imagenes (Image-Quant).
Los acidos grasos fueron derivatizados como ésteres metilicos y analizados por
cromatografia gas-liquido capilar. El marco abierto de lectura que codifica para GPAT2 de
ratdn conteniendo la secuencia codificante para un epitope FLAG en su extremo 3’ fue
subclonado en un vector de expresion eucariota (pcDNA3.1, Invitrogen), y transfectado en
células CHO-K1 (ATCC) mediante liposomas catidnicos (Lipofectamine, Invitrogen). La
expresion fue monitoreada mediante Western blot utilizando el anticuerpo monoclonal anti-
Flag M2 (Sigma). Se utilizaron células transfectadas con el vector vacio como control. La
cuantificacion de las gotas de lipidos (lipid droplets) se realizé mediante tincién con oil-red-O
y analisis de las imagenes obtenidas. La proliferacién celular se midié por el método de
asimilacion de cristal violeta.

Resultados

Los ensayos de Northern Blot mostraron que el ARNm de gpat2 se expresa principalmente
en células de la linea germinal. Por RT-gPCR observamos que la expresion de GPAT2
alcanza un maximo a los 30 dias de edad, momento en el que se inicia la espermatogénesis.
Alos 40y 60 dias, la expresion de GPAT2 decae y se estabiliza. El contenido de TAG en
testiculo correlaciona con la expresion de GPATZ2, aumentando de los 19 a los 30 dias,
donde se observa su maximo contenido y luego decae a los 40 y 60 dias. La expresion
heteréloga del cDNA de GPAT2 en células CHO-K1 provocé un aumento en la sintesis y
acumulacion de TAG, ya que las gotas de lipido intracelulares duplicaron su tamafio sin
variar su nimero con respecto a las células control. También las células transfectadas
incrementaron su tasa de proliferacion comparada con las células control; el método de
tincion con cristal violeta mostrd que después de 65 horas el nimero de células fue 30%
mayor cuando se sobreexpresé. La sobre-expresion de GPAT1 no incrementd la proliferacion
celular, sugiriendo que estos efectos son especificos de GPAT2.
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Conclusiones

Nuestros resultados indican que la isoforma GPAT2 esta involucrada en la sintesis de TAG
en las células espermaticas, y que algun/os metabolito/s derivado/s de su actividad estaria/n
relacionado/s con la regulacion de los procesos de proliferacion de las células germinales.



