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Lipidos nucleares: topologia y metabolismo

1.Resumen

El niacleo es una de las caracteristicas distintivas que definen a las células eucariotas,
permite una compartamentalizacion que es critica para procesos que se desarrollan dentro del
mismo, como la replicacion, transcripcion, splicing de pre-mRNA y ensamblado de ribosomas.

Los Lipidos Neutros (LN) nucleares son fuentes alternativas de acidos grasos (FA) y
colesterol para membranas, vias de sefializacion y ligandos de factores de transcripcion.

Los objetivos de la presente tesis fueron:

1) Determinar la organizacion estructural y espacial de los lipidos nucleares.

2) Determinar el o los mecanismos de incorporacidn de los &cidos grasos (FA) exdgenos

en los lipidos nucleares.

Como modelo experimental se trabajé con nlcleos y matrices nucleares aislados de
higado de rata. La pureza de las fracciones aisladas se determind mediante ensayos
morfoldgicos y bioguimicos y se corroboré la alta pureza e integridad de cada fraccion.
Mediante andlisis bioquimicos tradicionales se determind la composicion lipidica nuclear y se
pudo concluir que los lipidos nucleares se ubican en dos localizaciones principales, la doble
membrana nuclear compuesta de glicerofosfolipidos, esfingolipidos y colesterol; y dentro del
nicleo, los lipidos endonucleares estan enriquecidos en triacilglicéridos (TAG) y ésteres de
colesterol (CE). En particular, los LN nucleares se organizan en la matriz nuclear como Gotas
Lipidicas nucleares (nLD), que serian anélogas a las gotas lipidicas citosélicas (cLD). Esta
hip6tesis fue corroborada al observar nLD en el interior de nucleos y matrices aislados de
higado de rata, en hepatocitos de rata y en células HepG2, mediante microscopia de campo claro

y de fluorescencia en muestras tratadas con coloraciones especificas para lipidos.

Las nLD se caracterizan por ser esferas, de nimero limitado por nucleo y estar
separadas espacialmente de los dominios nucleares nucleolo, Speckles y Paraspeckles y lamina

nucleas. Poseen ademas diametros menores a los de las cLD.

Se elaboré un protocolo para aislar nLD de los demas componentes nucleares y se
corrobor6 la presencia de gotas de lipidos en la fraccidn aislada por microscopia de campo claro

y electrénica con tinciones especificas. Las nLD son estructuras supramoleculares nucleares
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compuestas principalmente por CE, C, TAG y proteinas, con una baja proporcion de lipidos

polares.

Las nLD constituyen un nuevo dominio nuclear donde los LN se almacenan y organizan
y seguramente participan en la homeostasis lipidica nuclear. Las nLD podrian actuar como un
sistema buffer endonuclear proveyendo o incorporando lipidos y proteinas involucrados en

diferentes procesos.

Se determin6 que la membrana nuclear corresponde a una zona de fluidez mayor a la de
la membrana plasmatica y la matriz nuclear es mas rigida, utilizando la sonda Laurdan y

microscopia de 2 fotones.

Para evaluar el mecanismo de incorporacion FA exdgenos en los lipidos nucleares se
incubaron nécleos con distintos [**C]FA y se analiz6 la incorporacion de la radiactividad en los
lipidos. Los FA saturados y polinosaturados exdgenos estudiados se incorporan como FA vy se
esterifican en los lipidos nucleares. Los FA no se esterifican directamente a los pooles lipidicos
nucleares sino que primero deben ser convertidos en ésteres de CoA. Este proceso es llevado a
cabo por accion de acil-CoA sintetasas. Los acidos 16:0, 18:0, 18:1n-9, 18:2n-6 y 20:4n-6 se
esterifican en los lipidos nucleares. Los FA ensayados se incorporan como FA libre tanto en
nicleos, membranas nucleares aisladas, matrices nucleares como en las nLD y se esterifican en
los lipidos de las mismas (LP y LN en los nucleos, matrices y nLD y LP en las membranas
nucleares). Sin embargo, los FA no se esterifican en lipidos de nLD aisladas en las condiciones
ensayadas, esto pude deberse a que se necesiten componentes nucleares que se pierden durante

el aislamiento o que no haya remodelado de FA dentro de la gota.

La L-FABP participa en la movilizacion y transporte de FA nucleares. Existe un
transporte reverso de FA unidos a L-FABP desde los pooles lipidicos nucleares y endonucleares
(matrices nucleares) hacia el citosol. La L-FABP moviliza al 20:4n-6, 18:0 y 18:1n-9 fuera del
nacleo hacia otros compartimentos celulares. Estimula la movilizacion y redistribucion de los
mismos dentro del nacleo entre los diferentes pooles lipidicos. En especial, determina un
incremento de 20:4n-6 esterificado en PI. El Pl de la matriz nuclear forma parte del activo
sistema de transduccion de sefiales del nucleo, y la L-FABP estaria favoreciendo la adecuada
composicion de este fosfolipido. ElI 20:4n-6 movilizado por la L-FABP de los pooles
endonucleares, podria ser el ligando de factores de transcripcion, en particular del PPARa, dado

que existe colocalizacion entre PPARa y L-FABP.
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2.Introduccién

2.1.El nacleo celular

El nucleo es una de las caracteristicas distintivas que definen a las células
eucariotas.

El ndcleo es el principal reservorio del patrimonio genético de la célula eucariota,
en su interior se llevan a cabo los procesos de replicacion y transcripcion entre otros.

El nucleo es el organoide mas grande de las células eucariotas y presenta una
geometria de tipo esferoidal con un diametro aproximado de 10 um. Esta delimitado por
la envoltura nuclear (EN), la cual se compone de una red de filamentos intermedios
(l&mina nuclear), y dos membranas, la membrana nuclear interna (MNI) y la externa
(MNE), respectivamente. La MNI interacciona con la ld&mina a través de proteinas de
union (por ejemplo la LAP2B) y la MNE presenta continuidad con el reticulo
endoplasmico (RE) rugoso; el espacio entre ambas membranas presenta continuidad con
el lumen del RE [1,2].

La comunicacion y transporte de moléculas entre el nucleo y el citosol es
continua, bidireccional y selectiva, y se realiza principalmente a través del complejo del
poro nuclear (CPN). En la superficie del nucleo de una célula de mamifero pueden
hallarse entre 3000 y 4000 CPN y cada uno esta formado por mas de 30 proteinas
diferentes (nucleoporinas) [3]. EI CPN consta de uno 0 méas canales acuosos de 9 nm de
didmetro y 15 nm de longitud, a través de los cuales moléculas pequefias como por
ejemplo proteinas de menos de 40kDa pueden difundir en forma pasiva. Para las
moléculas de mayor tamarfio existe un sistema de transporte activo mediado por sefiales
de localizacion nuclear (especificas para la importacion y la exportacion,

respectivamente) [4].
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Figura 1. Esquema del nudcleo celular. A) Representacion de tejido hepético en la
gue se observa un hepatocito con el nlcleo en la zona inferior derecha del mismo
(Adaptada de: Cell Fine Structure: An Atlas of Drawings of Whole-Cell Structure.
Saunders WB, 1971). B) Representacion 3D de un nlcleo aislado con sus principales
componentes y la relacion de continuidad con el reticulo endoplasmico rugoso
(Adaptada de: Life:The Science of Biology, 7th edition, Sinaguer Associates and
Freeman WH & Co., 2004). C) Representacion esquematica de los principales

componentes del ndcleo a utilizar en el andlisis de los datos de la presente tesis.

En algunas condiciones, la envoltura nuclear presenta invaginaciones hacia el
interior nuclear constituidas por la MNI (Tipo I) o por ambas membranas MNI y MNE
(Tipo I1); el conjunto de las invaginaciones da lugar al reticulo nucleoplasmico (RN),
Figura 2 [5]. Una diferencia importante entre ambos tipos de invaginaciones es que solo
las Tipo Il poseen poros nucleares [6]. EI RN se encuentra presente en una gran
variedad de células animales [7] y vegetales [8]; y se encuentra particularmente
desarrollado en condiciones patolégicas [9].

La dindmica del RN es variada. Las invaginaciones pueden generarse luego de la
mitosis si la sincronia entre la descondensacion de los cromosomas y la fusion de los
fragmentos de membrana es imperfecta y en consecuencia la cromatina unida a cisternas
de EN/RE queda atrapada en espacios intersticiales, como se observa en la células de
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tabaco [10]. Existen ejemplos en los que las invaginaciones se forman de novo sin
necesidad de que ocurra mitosis, perduran durante la interfase e incluso presentan
patrones de herencia [6].

Si bien en la actualidad la existencia de invaginaciones esta perfectamente
probada, se desconoce su funcion precisa. En este sentido se propone que las
invaginaciones extienden las funciones de la EN hacia el interior del nucleo,
permitiendo una mejor eficiencia de los procesos nucleares al acercar los componentes
citoplasmaticos a los del interior nuclear. En el RN se localizarian los componentes de
los mecanismos de la sefializacion mediada por calcio [11,12] y algunos de los

componentes del transporte y del metabolismo lipidico nuclear.

O Corte transversal

Corte transversal

Reticulo
Nucleoplasmico

Reticulo
Endoplasmico

Y

Membrana

Nuclear ¥

Invaginacion
Externa . 9
Tipo |
Membrana
Nuclear
Interna

Invaginacion
Tipo ll

Figura 2. Reticulo nucleoplasmico. En la representacién se pueden apreciar las
membranas nucleares (externa e interna), los dos tipos de invaginaciones que pueden
observarse (Tipo | y I1) y los puntos posibles de generacion de los reticulos nucleoplasmico

y endoplasmico.
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2.2.El descubrimiento del ntcleo celular

El nucleo fue el primer organoide celular en ser descubierto. La representacion
mas antigua que se conserva corresponde al microscopista holandés Anton van
Leeuwenhoek (Figura 2). Este investigador observd y dibujo un hueco en el interior de
eritrocitos de salmon, que correspondia al ndcleo celular, [13]. Cabe destacar que a
diferencia de los eritrocitos de mamifero, los del salmén, al igual que los del resto de los

vertebrados, son células nucleadas.

e, ;érj /%fg‘ . ) /;I &

C
P d, W9
D@@ % o

AB G

Figura 3. Representacién mas antigua del nucleo celular.
Dibujos realizados por Anton van Leeuwenhoek (1632-1723).
En la representacion de eritrocitos de salmoén, se observan
espacios huecos que posteriormente se identificaron como los

nucleos celulares.

2.3.¢,Como se origind el nucleo?

Se han propuesto diferentes modelos para explicar el origen del nucleo en las
células eucariotas ancestrales. Martin et al proponen los siguientes modelos como los

principales: (Figura 4) [14]:

A) El nucleo y el resto de los componentes del Sistema de Endomembranas, se
habrian originado a partir de invaginaciones de la membrana plasmatica de la
célula procariota ancestral.

B) El ndcleo y el resto de los componentes del Sistema de Endomembranas, se
habrian originado a partir de una modificacion en el proceso de formacion de
endosporas de eubacterias Gram-positivas.

C) Se propone un origen endosimbiético para el nucleo, y en dicho proceso una
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eubacteria habria actuado como hospedadora de una arqueobacteria
endosimbidtica, que se habria transformado en el nucleo de la hospedarora.
D) El origen viral del nucleo fue sugerido involucrando poxvirus, la base de esta
teoria se fundamenta en que dos poxvirus (vaccinia y variola) presentan
DNA polimerasas similares a las DNA polimerasas alfa eucariotas [15].Una
variante de este modelo utiliza el contexto del consorcio sintréfico' con
metandgenos. El nucleo habria evolucionado a partir de DNA-virus. Se
propone que los virus establecieron una presencia estable en el citosol de
micoplasmas metanogeénicos, y fueron incorporando genes esenciales del
genoma del micoplasma hasta llegar a controlar toda la célula. Muchas
caracteristicas del nucleo derivan de los ancestros virales, por ejemplo, el
capping del ARNm, los cromosomas lineales y la separacion entre
transcripcion y traduccion. En este modelo los fenémenos de fagocitosis y
otros procesos basados en fusion de membranas derivan de los procesos de

fusion de las membranas virales [16].

! Sintroffa: en el contexto del metabolismo microbiano, se refiere a la colaboracién de varias especies
para realizar una reaccién quimica que, de otra forma, seria energéticamente desfavorable.
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Figura 4. Hipotesis sobre el origen del nicleo. A) Generacidn a partir de invaginaciones de la
membrana plasmatica. B) Por modificacién en el proceso de formacion de endosporas. C)

Origen endosimbidtico: diferentes variantes. D) Origen viral del ndcleo. Adaptada de [14].

Si bien los distintos modelos reciben apoyo desde distintas areas del conocimiento

(genética aplicada al origen de determinadas proteinas de la EN, complejo del poro, RE,
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etc.), no existe alin consenso sobre una teoria Unica que describa el origen del nucleo en
todo el Dominio Eukarya.

Como dice W. Martin [14]: “Un problema comtn a cualquier modelo es que debe
ser tan plausible como para haber ocurrido, y a la vez tan poco probable, para que sélo

haya ocurrido una vez hace 4 billones de afios”.

2.4.;,Como es la organizacion espacio-funcional del nucleo?

El ndcleo es un organoide muy dindmico cuyo interior, la matriz nuclear, esta
compartamentalizada espacial y funcionalmente. La matriz esta circunscripta por la
envoltura nuclear (EN) y alberga ademas de la cromatina, una gran cantidad de
estructuras supramoleculares llamadas cuerpos nucleares (CN: Nuclear Bodies). En la
actualidad hay identificados y descriptos aproximadamente doce CN. En los CN se
llevan a cabo funciones especificas, como la sintesis y procesamiento del RNA
preribosomal (nucléolo), el almacenamiento y ensamblado de los componentes del
splicing (speckles), o el almacenamiento de moléculas de RNA (paraspeckles), entre
otros. Los CN estan constituidos por un conjunto de proteinas especificas y no se
encuentran delimitados por una membrana como en el caso de los organoides
citoplasmaticos; la cohesion estructural se deberia a interacciones proteina-proteina y
proteina-RNA. En cuanto a su morfologia, si bien muchos CN son esféricos, existen
otras formas caracteristicas. EI tamafio y el numero de los CN es variado, el nucléolo es
el que posee el mayor tamafio (2-3 um de diametro) y puede haber hasta tres copias por
nacleo, mientras que los corpusculos de Cajal poseen un didmetro menor a 1,5um y hay

alrededor de 10 por nucleo [17].

Es dificil encontrar caracteristicas comunes a todos los CN ya que cada uno de
ellos posee caracteristicas propias y especificas respecto a composicion quimica,

morfologia, nimero, génesis y dinamica a lo largo del ciclo celular.

Hay CN que se desplazan dentro del nicleo y dicho movimiento es inversamente
proporcional al tamafio del CN, como por ejemplo los Corpusculos de Cajal y los PML
nuclear bodies, mientras que los CN maés pequefios, presentan una gran movilidad en
determinadas condiciones [18-21]; estos mismos CN presentan ademas fendmenos de
fusion y fision bajo determinadas condiciones.



Lipidos nucleares: topologia y funcion

El mantenimiento de la estructura de cada CN es la resultante de un flujo continuo
y bidireccional de las moléculas que los constituyen hacia y desde el mismo, mientras
que el tamafo y la forma dependen de las velocidades relativas de estos procesos [22].

Los CN pueden clasificarse en actividad-dependientes o actividad-independientes,
los primeros incluyen aquellos CN que se forman en sitios donde ocurren procesos
especificos, ejemplos de estos son el nucléolo (sintesis y procesamiento del RNA
preribosomal, ARN de tranferencia, etc.), los histone locus Bodies (transcripcion de los
genes de las histonas), los nuclear stress bodies (se forman en sitios de repeticiones
satélite |1l en respuesta a heat shock proteins) y las Speckles (el almacenamiento y
ensamblado de los componentes del splicing). Los segundos son los CN que parecen
formarse sin la necesidad de una actividad particular, podemos citar como ejemplo a los
PML bodies y a los corpusculos de Cajal.

La genesis de los CN implica un reclutamiento y posterior ensamblado de
componentes en un sitio en particular de la matriz nuclear. Para explicar este proceso se
propone un modelo con dos mecanismos posibles: uno secuencial-organizado y otro
estocastico (al azar) [17]. Hay evidencias que indican que en el caso de los corplsculos

de Cajal el mecanismo de génesis seria estocastico [23].

Cada CN posee caracteristicas particulares a lo largo del ciclo celular. Podemos
citar varios ejemplos. Las speckles nucleares se desensamblan al principio de la mitosis
y se reensamblan en telofase [24,25]; las paraspeckles permanecen ensambladas desde
G1 hasta anafase [26]; los histone locus bodies se desintegran entre metafase y telofase
[27,28]; los corpusculos de Cajal alcanzan un nimero maximo entre G1 y S, durante
toda la mitosis se desintegran y una vez que se forma la envoltura nuclear de cada célula
hija se vuelven a ensamblar [29,30]; los PML nuclear bodies se van desintegrando
durante la mitosis y una vez rearmada la envoltura nuclear, los componentes reingresan

al ndcleo y estos CN se rearman en fase G1 [21].
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Figura 5. Cuerpos nucleares. En el centro de la figura se observa una
representacion de un ndcleo aislado y los diversos cuerpos nucleares en su interior.
En los laterales pueden apreciarse imagenes de microscopia de fluorescencia de
nucleos en los que se observan los diferentes CN utilizando las proteinas marcadoras
de cada CN (Adaptado de [31]).

2.5.Composicidn quimica nuclear

2.5.1.Primeras descripciones de lipidos nucleares

La primera demostracion de la existencia de lipidos, [32] y los primeros reportes
sobre lipidos neutros (LN) en el ndcleo se remontan hacia fines de los “afios 60 y
principios de los “70; dichas investigaciones se realizaron junto con el desarrollo de los
primeros protocolos para el aislamiento de ndcleos. En esos afios investigaciones
independientes de Kashnig [33], Kleining [34], Keenan [35] y Khandwala [36] en
nacleos y membranas nucleares aislados de higado de rata, cerdo y vaca, demostraron
que en el nacleo habia lipidos polares (LP) y neutros (LN: colesterol (C), ésteres de
colesterol (CE) vy triacilglicéridos (TAG)). Posteriormente surgieron evidencias
indirectas de la existencia de LN en el nucleo cuando se realizaron estudios de
incorporacion de FA exdgenos radiactivos [37] in vitro y se encontrd marcacion
radiactiva en LP y TAG. En los afios siguientes las investigaciones se centraron en los
LP yen el C nuclear [38-41].
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2.5.2.Sintesis de lipidos nucleares y remodelado de acidos grasos

El metabolismo de los lipidos polares nucleares es muy activo y en la actualidad
existe mucha bibliografia al respecto.

Los lipidos celulares se sintetizan en forma mayoritaria en el citosol y en el RE,
sin embargo estd muy bien documentado que en el nucleo celular existe sintesis de
algunos de los lipidos que constituyen el nucleo.

La PC es el glicerofosfolipido (GPL) nuclear mayoritario y la sintesis del mismo

puede ser llevada a cabo por tres vias: 1) “la via de Kennedy”, la primera enzima de la

via (colina kinasa) ha sido medida su actividad en ndcleo [42], en cambio las siguientes
enzimas de la via (CTP: fosfocolina citidililtransferasa o (CCTa) y CDP colina:
diacilglicerol fosfocolina transferasa) han sido descriptas en nlcleo [43,44]; el complejo
de intercambio de base, donde la sintesis de PC se realiza a partir de PS [45]; y

mediante la SMsintasa reversa, se sintetiza PC a partir de SM y DAG [46].

En el nacleo se han descripto varias enzimas involucradas en el catabolismo de
PC: dos isoformas de la PC-PLD (una localizada en la membrana nuclear y otra
intranuclear) [47,48]; una PC-PLC [49] y una PC:ceramida fosfocolinatransferasa
asociadas a cromatina [50].

En el caso de PE, existe poca informacién acerca de su metabolismo y funciones
nucleares. Se ha demostrado que en hepatocitos tratados con insulina se produce un

incremento de los niveles de PE y SM en la cromatina transcripcionalmente activa [51].

En general, la sintesis de PS, se produce por intercambio de base a partir de PC o
PE en el RE. En el nlcleo esta descripta la isoforma | de la PS sintasa (PSS I) [52,53].

No se ha demostrado sintesis nuclear de Pl Pero estdn descriptas numerosas
enzimas relacionadas con las vias de sefializacién de PI, por ejemplo, diversas
isorformas de PI-PLC [54] y de PI kinasas [55] de localizacion en la MN y en la matriz
[56].

Recientemente el grupo de Pascuaret et al [57], ha demostrado que el ndcleo
posee un activo metabolismo del acido fosfatidico (PA), que incluye la existencia de las
siguientes enzimas: LPP (fosfolipido fosfatasa), PLA, acido lisofosfatidico (LPA)
fosfohidrolasa, LPA fosfatidasa, DAG lipasa y MAG lipasa. El PA al igual que el DAG
son importantes segundos mensajeros Yy actuarian ademas como precursores de la
sintesis de glicerolipidos.

La SM es un componente nuclear minoritario pero muy importante que esta

involucrado en procesos de sefializacion celular. Con respecto al metabolismo de



Lipidos nucleares: topologia y funcion

esfingolipidos en el ndcleo se ha demostrado la presencia de varias enzimas como la
esfingomielinasa (SMasa), SM sintasa, SM sintasa reversa, ceramidasa y esfingosina
kinasa [47,58-60]. No existiria sintesis de novo de la SM en el nucleo, pero si la
generacion de segundos mensajeros como las ceramidas y sus derivados a partir de este

esfingolipidos.

Los FA de los lipidos nucleares se remodelan mediante un mecanismo acil-CoA
dependiente [40,61], que seria equivalente al ciclo de deacilacion-reacilacion o ciclo de
Lands [62] citosolico; y en este proceso participa la acil-CoA sintetasa (ACS) de
cadena larga nuclear, descripta en el laboratorio [63]. Se ha demostrado ademas que en
animales hibernates se produce una redistribucion de la localizacion de la ACS nuclear

durante el proceso de hibernacion [64].

2.5.3.Funciones de los lipidos nucleares

2.5.3.1.Funciones de los FA

Se ha propuesto que el nucleo seria un sitio clave en el control celular del acido
20:4n-6 [58,65,66]. El 20:4n-6 nuclear no es s6lo un componente estructural de la
membrana nuclear sino que ademas es sustrato en la sintesis nuclear de
eicosanoides[67], posee propiedades antineopléasicas [66], esta involucrado en el
proceso de apoptosis [68] y en la regulacion de la expresion génica [69]. Los
eicosanoides son un grupo de mediadores derivados de la actividad de la ciclooxigenasa
(COX) sobre el 20:4n-6. En estudios con células de endotelio se encontré que la
isoforma COX-1 se localiza en la region perinuclear en asociacion a la EN y al RE, y
también dentro del nacleo en la matriz nuclear. La COX-2 se localiza principalmente
dentro del nacleo en las zonas de pericromatina indicando en forma indirecta que esta
isoforma podria unirse a sitios de sintesis y procesamiento de RNA; es interesante

sefialar que no se observo localizacion de la COX-2 en CN [70].

2.5.3.2.Funciones de los LP
En el nucleo se han descripto las cascadas de sefializacion de distintos LP. Los
componentes de la cascada de sefializacion de Pl no solo se localizan en la EN sino

también en la matriz [71].
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ElI DAG nuclear como segundo mensajero esta directamente ligado a la
proliferacion celular y puede provenir Pl y / o de PC. La PC endonuclear podria ser
fuente de DAG y también participar en el reciclado del mismo LP a través de la
resintesis de PC [61,72].

Al igual que el DAG, el PA esta involucrado en la proliferacion celular, éste ha
sido descripto en ndcleo y se produce por accion de PLD sobre GPL. Los trabajos de
Pasquaret et al. han demostrado la existencia de numerosas enzimas de la via de
sefializacion de PA en nucleos provenientes de células del sistema nervioso central y
del higado [57,73].

La SM se concentra en el interior nuclear [74] y se localiza en zonas de
pericromatina. Mas aun, se ha descripto que la SM se concentra en zonas del nucleolo
vinculada a la sintesis de pre-ARNr y por lo tanto de genes activos. Por otro lado la SM
contribuye al mantenimiento de la estructura nuclear, puesto que la misma se pierde
cuando la SM es degradada [75].

2.5.3.3.Funciones de los LN

Hasta el momento existia muy poca informacién de la funcién de los Ln nucleares
ya que las investigaciones se habian centrado en los LP del nucleo.

Albi y col. estudiaron el rol del C nuclear y su relacién con la SM [76].
Encontraron una relacién entre los niveles de C y el estado del ciclo celular y un
estrecho vinculo entre la SM y el C [77]. Estos autores proponen que el C nuclear se
localiza en la EN, en la Matriz nuclear y en asociacion a la cromatina (C libre o ligado a
SM y proteinas).

Los pooles C localizados en la membrana nuclear interna funcionarian como
plataformas para los procesos de transcripcion [78,79]; los pooles asociados a la
cromatina tendria un rol regulatorio en la transicion de las fases GO/G1 y en la
iniciacion de la fase S, mientras que el pool localizado en la matriz habilitaria un sitio
de anclaje del ADN durante la replicacién. [47].

Con respecto a los TAG y CE nucleares no existian datos concretos respecto a su

localizacion nuclear ni hipétesis respecto a las funciones celulares de los mismos.
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2.6.Proteinas solubles que unen lipidos

Entre las proteinas que son capaces de unir lipidos se encuentra la familia de las
FABP (fatty acid binding protein: proteina de union de FA), en particular, la isoforma
de higado (L-FABP) une FA de cadena larga, acil-CoAs, MAG, lisofosfolipidos, sales
biliares y grupo hemo [80]. Presentan una estructura tridimensional conservada, que
consiste de 10 cadenas B antiparalelas que se ubican en dos hojas enfrentadas
delimitando una cavidad central en la cual reside un pequefio nucleo hidrofébico,
ademas presentas dos hélices o cortas en lo que se denomina zona portal, a traves de la
cual se produciria la entrada de los lipidos [81]. En el higado la isoforma mayoritaria es
la L-FABP y se caracteriza por presentar 2 sitios activos para FA uno de baja y otro de
alta afinidad.

Se ha demostrado la existencia de una L-FABP y una ACBP (acil-CoA binding

protein: proteina de unidn de acil-CoAs) en el nucleo [82,83].
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2.7.Metabolismo lipidico nuclear

Por otro lado en nuestro laboratorio se viene estudiando desde hace tiempo el
metabolismo nuclear de los &cidos grasos (FA). Una de las principales funciones de los
FA en el nicleo es la de participar en la regulacion de la expresion génica; el proceso
general implica la union del FA (ligando) a factores de transcripcion que activan o
inhiben genes especificos. En este sentido se ha propuesto que los FA, en un proceso
que implica la unién a PPAR (peroxisomal proliferator activator receptor) y por
formacion de heterodimeros son receptores del &cido 9-cis retinoico (RXR) [84],
regulan la expresion de genes del metabolismo lipidico, del de la glucosa, del proceso
de adipogénesis y de la diferenciacion celular. Otro factor de transcripcion, el HNF-4o
(hepatocite nuclear factor- 4a) se activa por la unién de acil- CoAs de cadena larga
(18:3n-3, 20:5n-3 y 22:5n-3) como ligando y se inhibe por union de acil-CoA de FA
saturados (14:0 y 16:0). EI HNF-4a controla la expresion de genes involucrados en el
metabolismo de lipoproteinas, del hierro, de hidratos de carbono y en la sintesis de
acidos biliares [85].

Estudios previos del laboratorio han demostrado que en ndcleos aislados de
células de higado de rata los acil-CoAs, los FA saturados y los PUFA exdgenos se
incorporan como FA libre y esterifican en los lipidos nucleares principalmente en los
LP y en menor proporcion en los TAG por un mecanismo acil-CoA dependiente [39].
También se demostrd que el acido 20:4n-6 sintetizado en el nucleo por desaturacion del
20:3n-6, se esterifica rapidamente en los lipidos nucleares [38]. Por otro lado los FA
esterificados a la PC nuclear se remodelan mediante un proceso acil-CoA dependiente,

en el que intervienen proteinas citosolicas [40].
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Dado que se ha demostrado la existencia de una L-FABP y una ACBP en el
nacleo y que los FA unidos a L-FABP activan al PPAR o [86,87] se estudi6 el efecto
de incubar in vitro nucleos y matrices nucleares de células hepaticas de rata con los
4cidos [1-'*C]18:0 y [1-'*C]20:4n-6 libres o ligados a L-FABP. Ambos FA se
incorporan en los pooles lipidicos nucleares y endonucleares por un proceso acil-CoA
dependiente (FA > LP >> TAG). Se observé asi mismo, que la L-FABP estimula la
esterificacion de FA en los pooles endonucleares en forma selectiva respecto del acido y

de la fraccién lipidica, ya que el 20:4n-6:FABP se incorpora con mayor actividad
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3.0Objetivos e hipotesis

Objetivos Generales

El objetivo general de la presente tesis es determinar el metabolismo y funciones
de los lipidos nucleares, el lipidoma y la topologia los lipidos nucleares. Determinar
ademas, las transformaciones de los lipidos nucleares y los procesos celulares en los que
estan involucrados, que conducen entre otros a la regulacion de la expresion génica y
sus efectos.

La informacion generada permitird un mejor diagndstico, prondstico y/o tratamiento de

patologias donde la homeostasis lipidica esté alterada. Entender el metabolismo de los lipidos
nucleares, permitira establecer si éstos se relacionan y/o regulan como los citosélicos en
condiciones normales y patolégicas, e incorporarlos como blancos alternativos para los
tratamientos de obesidad, diabetes, dislipemias, ateroesclerosis y procesos neurodegenerativos.

Para optimizar protocolos de ingenieria y terapia genética, dirigidas a enfermedades
congeénitas, es crucial el conocimiento de los procesos bioquimicos y moleculares de todos los
constituyentes del nucleo, siendo estos, las proteinas, los acidos nucleicos, y también los lipidos.

Obijetivos especificos e hipétesis de trabajo

1. Determinar la composicion, topologia y propiedades fisicoquimicas de los pooles de
LN y LP del nlcleo.

2. Proponer un modelo de organizacién espacial de los lipidos nucleares.

3. Determinar el proceso mediante el cual los FA citosdlicos se internalizan,
interaccionan y redistribuyen en los pooles lipidicos del nacleo en condiciones
fisioldgicas.

4. Elucidar el rol de la L-FABP en estos procesos.

Hipotesis

1) En el ndcleo los LP y el C se encuentran mayoritariamente en la EN, mientras que
en el interior nuclear se concentran los LN (C, CE y TAG).

2) Los LN nucleares se organizan en gotas lipidicas nucleares (nLD) similares a las
citosélicas, formadas por un core hidrofébico y rodeados por una monocapa
lipoproteica.

3) Los FA exogenos llegan al nucleo, se incorporan y esterifican en los diferentes pooles
lipidicos nucleares. Dentro del nucleo se movilizan e interaccionan con los dominios
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nucleares y salen al exterior nuclear. En el higado, la esterificacion nuclear de FA es
acil-CoA dependiente. Dentro del ndcleo los FA se desplazan entre los diferentes
pooles lipidicos, sitios activos de enzimas, factores de transcripcion, receptores
nucleares, etc, como FA.

4) La L-FABP favorece la movilizacion de FA nucleares. Los FA libres o unidos a L-FABP
llegan al ndcleo, se incorporan y esterifican en los diferentes pooles lipidicos
nucleares y son movilizados hacia el exterior nuclear. En el higado, la esterificacion
nuclear de FA es acil-CoA dependiente. Dentro del nucleo los FA se desplazan entre
los diferentes pooles lipidicos, sitios activos de enzimas, factores de transcripcion,
receptores nucleares, etc, como FAy / o FA:L-FABP.
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4.1.Aislamiento de nucleos y fracciones nucleares de células de

higado de rata

4.1.1.Aislamiento de ndcleos celulares

Se ensayo la técnica de Blobel y Potter [1] modificada por Kasper [2] y luego adaptada
en nuestro laboratorio [3] para la obtencién de los Nucleos celulares. Se partié del homogenado
total de higado y se sometid a centrifugacion en gradiente discontinuo de sacarosa. El gradiente
discontinuo permite la separacion del RE y demas contaminantes citosélicos debido a que éstos
tienden a flotar mientras que los ndcleos, mas densos, atraviesan la interfase en la parte inferior
del tubo y sedimentan. Una vez optimizada la técnica se estudié la pureza e integridad
morfologica y estructural de los ndcleos mediante técnicas de  microscopia, actividad

enzimética y proteinas marcadoras.

En la figura 7 podemos observar imagenes de nicleo y de matriz nuclear obtenidas
mediante diferentes técnicas de microscopia. En la figura 7A podemos observar en primer lugar
la imagen correspondiente al analisis inmediato de ndcleos aislados sin tincidn por microscopia
de campo claro (MO), donde los nucleos estan enteros y redondeados con un granulado interno.
El anélisis mediato se realiz6 por microscopia electronica de transmision (MET), y se observa
gue los nlcleos estan enteros y con todos los componentes estructurales que los caracterizan
como la doble membrana nuclear (DMN), las zonas de hetero (hc) y eucromatina (ec) vy el
nucleolo (Nu). En las imagenes con mayor aumento se observan ribosomas (r) asociados a la
MNE, la MNI y el espacio intermembrana. No se observan contaminantes citoplasméaticos como

mitocondrias, RE, restos de membranas o citosol en el espacio que rodea a los nucleos.

Se realizé un andlisis complementario utilizando microscopia de 2 fotones (M2F) y la
sonda fluorescente Laurdan. Esta sonda se intercala mayoritariamente entre lipidos de
membrana (LP y C). Mediante esta técnica (Figura 7A) se puede apreciar en la periferia de los

nucleos una intensa sefial de fluorescencia proveniente de la DMN y que contrasta con la baja
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fluorescencia del interior (matriz nuclear), este hecho se debe a la poca cantidad de lipidos
polares que hay en matriz nuclear como ya fuera documentado en trabajos previos del

laboratorio [4].
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A
M2F
Nucleos
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nucleares
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LAP2p
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VDAC ‘ s
Nat/Kt* ATPasa o, v wmsoaw < 100-113kDa
PLIN1 | [ S <57kDa

Figura 7. Caracterizacion morfologica y bioquimica de nucleos y matrices nucleares
aislados. A) Imagenes de microscopia: MO (Microscopia de campo claro) detalle a 1.000 x; MET
(Microscopia electronica de transmision) de izquierda a derecha detalles a 5.000, 50.000 y
350.000 x para nucleos y 4.000, 8.000 y 25.000 x para matrices nucleares; M2F (Microscopia de 2
fotones) se utiliz6 la sonda Laurdan, detalle a 600 x. B) Analisis de la pureza de las fracciones por
western blot. Los mismos se revelaron para ACAT-1 (marcador de RE), VDAC (marcador de
mitocondria), Na*/K* ATPasa o (marcador de membrana plasmatica) y PLIN1 (marcador de
citosol y de cLD). Se utilizaron LAP2p y Lamina A como controles de Nucleo. MN: membrana
nuclear; Nu: nucleolo; MNI: MN interna; MNE: MN externa; hc: heterocromatina; ec:

eucromatina; r: ribosomas.
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El andlisis bioquimico de proteinas y enzimas marcadoras se realiz6 por western blot. Para
descartar posibles contaminaciones celulares durante el proceso de aislamiento de los nucleos,
se eligieron las proteinas ACAT-1 [5], VDAC [6], Perilipina o PLIN1 [7] y Na'/K*-ATPasa a
[8] como marcadoras de RE, mitocondria, citosol y membrana plasmatica, respectivamente. En
el control positivo de homogenado de higado se observaron bandas inmunoreactivas de los
cuatro marcadores elegidos, pero en las muestras de nlcleo no se observaron dichas bandas y
por lo tanto podemos considerar que la fraccion nuclear no estd contaminada con estas
fracciones celulares (Figura 7B). En el control de carga en la calle de nucleo se usaron
anticuerpos contra dos proteinas marcadoras ubicadas en la zona de la lamina nuclear (Lamina

Ay LAP2) [9,10].

Por lo tanto a partir de estos resultados morfoldgicos y bioquimicos consideramos
gue los nucleos aislados mediante el protocolo experimental desarrollado conservan su

morfologia, propiedades estructurales y bioquimicas caracteristicas.

4.1.2.Aislamiento de matrices nucleares

Las matrices nucleares estan constituidas por ndcleos desprovistos de la DMN que

conservan la morfologia redondeada del nucleo, el nucléolo y la ldmina nuclear [4].

Para la obtencion de las Matrices nucleares se eligid la técnica de Vann y col., [11] con
adaptaciones hechas en el laboratorio [4]. Esta técnica se caracteriza por desorganizar la doble
membrana nuclear utilizando concentraciones bajas del detergente no idnico Triton X-100 en
frio y luego aislar las matrices mediante gradiente de sacarosa. Al igual que con la fraccion
nuclear, se analizé la pureza, integridad morfoldgica y estructural por microscopia y proteinas

marcadoras.
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En la figura 7A podemos observar en primer lugar la imagen correspondiente al analisis
inmediato de matrices nucleares aisladas sin tincion, y se observa que las matrices estan enteras
y redondeadas con un granulado interno. Asi mismo, el andlisis mediato se realiz6 por
microscopia electrénica de transmision (MET), y se observa que el tratamiento con el detergente
no iénico TX-100 remueve completamente las dos membranas nucleares mientras que se
conserva la lamina, el nucleolo y las zonas de hetero y eucromatina, y segun datos
bibliogréficos se deberia conservar el complejo del poro nuclear [12],. Estos resultados se
confirman en los preparados analizados por M2F en donde se observa claramente que las
matrices nucleares carecen de fluorescencia en su periferia, como se observa en el nucleo
(propia de la DMN), y presentan un patrén de fluorescencia interno de tipo reticulado con zonas

puntuales de mayor fluorescencia.

Se realizaron ensayos de western blot para descartar al igual que en nucleo posibles
contaminaciones celulares. Como era de esperar, en la figura 7B se obeserva que no se

detectaron contaminantes de RE, mitocondria, citosol ni membrana plasmatica.

A partir de estos resultados morfolégicos y bioquimicos consideramos que las
matrices nucleares aisladas por el protocolo experimental desarrollado, carecen de la

DMN, conservan su morfologia, propiedades estructurales y bioguimicas caracteristicas.

En conclusion, con los ensayos morfoldgicos y bioquimicos realizados se corroboré la alta
pureza, homogeneidad e integridad de los nucleos y matrices nucleares aisladas en las

condiciones experimentales descriptas.

4.1.3.Aislamiento de membranas nucleares

El ndcleo posee dos membranas que conforman la EN, la MNI y la MNE. Los protocolos
de aislamiento de ambas membranas utilizan agentes quelantes de iones bivalentes (citrato de

sodio) que desorganizan la DMN. En una primera etapas se desorganiza la MNE del
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nucleoplasto (nucleos rodeados s6lo de la MNI) y se la aisla. La MNI se obtiene luego de tratar
a los nucleoplastos con DNasa, que hidroliza los acidos nucleicos y asi se promueve la

desorganizacion del nucleoplasto y este proceso facilita el aislamiento de la MNI (Figura 8).

Membrana nuclear
interna

Nucleo Nucleoplasto

Membrana nuclear ©
externa

Figura 8. Protocolo de aislamiento de membranas nucleares. En la figura se observa
el esquema del aislamiento y las correspondientes microscopias electronicas de

transmision de cada fraccion aislada.

Como puede observarse en las microscopias electrénicas, en las fracciones de MNE y de
MNI corresponde a membranas organizadas en vesiculas pequefias. La formacion de vesiculas
puede ser atribuida a los procesos de homogeinizacion utilizados para resuspender las muestras,

en lineas generales estos resultados concuerdan con los de bibliografia [9].

El presente protocolo de aislamiento es el mas utilizado en la bibliografia, no obstante
con este procedimiento sélo se obtienen fracciones crudas. La dificultad de aislar dos fracciones
completamente puras una de la otra se deberia a que ambas membranas presentan continuidad a

nivel del complejo del poro nuclear [13].
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4.1.Composicion y propiedades de los lipidos nucleares. Contenido
proteico

Obijetivo 1:

Determinar la composicion, topologia y propiedades fisicoquimicas de los pooles de LN
y LP del ndcleo.

Hipotesis 1:
En el nicleo los LP y el C se encuentran mayoritariamente en la EN, mientras que

en el interior nuclear se concentran los LN (C, CE vy TAQG).
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4.1.1.Composicién quimica nuclear

Uno de los objetivos de esta tesis fue elucidar la organizacién de los LN nucleares y por
lo tanto el primer paso fue determinar la composicion lipidica nuclear que se muestra en la

tabla 1.
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Fraccion hepética Homogenado Nucleo Matriz nuclear
Recuperacion (%) Recuperacion (%)
L %* %* %*
Composicion H H N
ug/ g higado ug/ g higado ug/ g higado
Proteinas 190800 + 33200 (7) 91.0 1900 + 100 (10) 96.8 1.00 500 + 100(5) 98.9 0.26 26.3
Lipidos 8§ 18909 + 1287 9.0 628 + 09 3.2 0.33 56 = 0.3 11 0.03 8.9
Clases lipidicas nmol/ g higado nmol/ g higado nmol/ g higado
Lipidos polares
GP + SP 19668 + 1064 (28) 7.5 745 + 04(10) 3.0 0.38 425 + 0.01(5 0.67 0.022 5.7
Lipidos neutros 1.5 0.18 0.44
TAG 1977 £+299 (4) 0.8 14 + 0.2(10) 0.06 0.07 17 + 02(14) 0.28 0.08 116.7
C 2403 £300(4) 0.4 33 + 06(12) 0.07 0.14 0.52 + 0.04(7) 0.04 0.02 15.4
CE 945 +102(5) 0.3 16 + 03(12) 0.05 0.17 09 + 02(7) 012 0.10 60.0

Salo los lipidos y proteinas fueron considerados para los calculos. *% calculados a partir de los datos en ug.g hl’gado'l, usando los

siguientes pesos moleculares: LP: 796; TAG: 864; C: 387 and CE: 641. H: Homogenado, N: Ndcleo. Los resultados presentados son la
media de al menos cuatro determinaciones independientes + SEM; el nimero de determinaciones se expresa entre paréntesis. GP:
glicerofosfolipidos; SP: esfingolipidos; TAG: triacilgliceridos; C: colesterol; y CE: ésteres de colesterol . § Lipidos = Lipidos polares +

Lipidos neutros.
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En la tabla 1 para poder analizar en forma comparativa el contenido de proteinas con el
de lipidos, los datos se expresan como [ug. g higado ] mientras que cuando las comparaciones

se establecen entre clases de lipidos los datos se analizan como [nmol.g higado™].

Los acidos nucleicos se excluyeron de los calculos ya que se considerd que permanecian
constantes, y por lo tanto s6lo se tuvieron en cuenta los lipidos y las proteinas (100 % de los

componentes nucleares).

Los lipidos y proteinas nucleares representan s6lo una pequefia proporcién de los
componentes celulares, ya que los valores de recuperacion respecto de homogenado (100% de
los componentes celulares de higado) son de 0,3 y 1 %, respectivamente, como se observa en la
tabla 1. Los lipidos nucleares corresponden a una pequefia fraccion de los componentes

nucleares (3%) mientras que las proteinas son las mayoritarias 97% (ug. g higado ™).

Los lipidos nucleares estan compuestos principalmente por lipidos polares (LP) (92%), y
los LN corresponden al 8% restante. Los LP nucleares tanto del ndcleo como de la matriz se
caracterizan por estar constituidos por GPL y por esfingolipidos (SL) [1]. Los LN nucleares
estdn compuestos por TAG, C y CE en las siguientes proporciones 22, 53 y 25%,

respectivamente.

Los lipidos de la matriz nuclear, considerados como endonucleares (ya que la matriz
carece de membranas nucleares), representan sélo el 0,03% de los lipidos totales de la célula de
higado (presentes en el homogenado). En la matriz, los lipidos se encuentran en menor
proporcién respecto de las proteinas, ain mas que en el nicleo, ya que s6lo representan el 1%
de los componentes de la matriz. Esto se debe a que al tratar a los ndcleos con Tritén X-100
s6lo el 6% de los lipidos nucleares persiste en la matriz y el resto es desorganizado y removido
como todos los componentes de la membrana nuclear. Los lipidos endonucleares estan
compuestos en un 60% por LP y en un 40% por LN. Estos Ultimos estan compuestos por TAG,

Cy CE en la siguiente proporcion: 54, 17 y 29 %, respectivamente.
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Es interesante observar que la matriz estd constituida por una alta proporcién de CE
(60%) en comparacién con una baja proporcion del C (16%) respecto del nucleo, este hecho se
debe a que el C al ser un componente de la DMN es removido durante la obtencion de las
matrices; mientras que el CE es altamente hidrofébico y por lo tanto es excluido de las

membranas y debe alojarse en dominios nucleares internos y resistentes al Triton X-100.

Siguiendo el mismo razonamiento y dada la mayor hidrofobicidad de los TAG es l6gico
esperar un comportamiento analogo al de los CE y de hecho la totalidad de los TAG nucleares
se concentran en la matriz (117%). Es interesante resaltar, lo minoritario que son los TAG
nucleares respecto a los de la célula hepética ya que sélo representan el 0,07% de los TAG

totales (homogenado).

En conclusion, los lipidos nucleares se encuentran en dos localizaciones principales,

en la envoltura nuclear compuesta de GPL, SL y C; y dentro del nlcleo, en la matriz nuclear,

enriquecida en LN (TAG y CE).
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4.1.2.Composicién de acidos grasos nucleares

En la figura 9 se representa la proporcion de FA que existe en cada clase de
lipidos nucleares y endonucleares. Estos datos se calcularon a partir de la composicion
lipidica del ndcleo y de la matriz nuclear [1] y considerando que los GPL, SL, TAG y
CE poseen 2, 1, 3y 1 FA esterificado, respectivamente.

En el nucleo el principal pool de FA lo constituyen los LP (GPL): PC, PE y PI
en orden decreciente, que son los principales componentes de la EN (compuesta por LP
y C) y como ya se presentara en la tabla 2; representan el 96 % de los lipidos nucleares;

y en menor proporcion PSy SMy los LN: TAG y C.

Pooles nucleares de FA Pooles endonucleares de FA

CE
1%
- _TAG
3%
.~ SM .
. SM -
Ps 1% g0,

Figura 9. Pooles nucleares y endonucleares de FA. Teniendo en cuenta la
composicién lipidica del ndcleo y de la matriz nuclear, se calculo la proporcién
relativa de FA en cada clase lipidica, considerando que los LP, TAG y CE

poseen 2,3y 1 FA esterificado, respectivamente.

En el interior nuclear los principales pooles de FA estan constituidos
mayoritariamente por TAG y PC y en mucha menor proporcion por el resto de los LP
(PE, PI,PSy SM) y los CE.

En el ndcleo los lipidos se encuentran en dos pooles contrastantes, la EN
constituida mayoritariamente por LP y C y PUFA, y en la matriz nuclear por LN (TAG
y CE) enriquecidos en saturados y FA monoendicos (MUFA). Como se observa en la
tabla 2, los principales FA esterificados en LP son 20:4n-6 y 18:0; por otro lado entre
los LN (TAG y CE) los principales FA son 16:0, 16:1n-7, 18:2n-6 y 18:1n-9. En este
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Gltimo grupo podemos encontrar caracteristicas distintivas entre los TAG y los CE, ya

que los TAG poseen mayor proporcién de 18:1n-9 y los CE de 16:1n-7 y 18:2n-6.

Tabla 2. Composicion de FA de los principales pooles lipidicos nucleares.

FA (%) LP TAG CE
12:0 02+01 11204 1,0 £ 0,1
14:0 03+00 39+18 6,2 + 57

16:1n-7 04+ 00 6
17:0 0,7 £ 0,3 0,

18:1n-7 22+ 0,2 1,1 + 08 1,0 = 0,7
18:3n-6 04+ 0,1 16 £ 0,8 2,7+ 09
18:3n-3 02+ 00 1,2 + 0,0 25+ 18
20:3n-6 08+ 0,1 04 + 01 01+01
22:5n-3 1,1+ 0,0 03+ 04 12 + 10
22:6n-3 45 + 0,2 28 = 25 19 + 27

Y Saturados 416 = 29 43,0 £ 152 442 + 191

> MUFA 76 = 0,7 26,4 + 59 343 + 3,3
2 n-7 26 = 0,2 7,7 £ 56 199 + 3,0
2n-9 50+ 05 18,7 + 0,3 14,4 + 0,3
Y PUFA 50,6 + 2,8 31,7 + 103 22,6 £ 9,8
2 n-3 58 £ 0,2 43 + 29 56 £ 55
2 n-6 448 + 2,6 274 + 7,4 17,0 + 4.3

MUFA: FA monoenoicos; PUFA: FA polinosaturados.

En conclusion, los LP nucleares se caracterizan por contener mayoritariamente
20:4n-6 y 18:0 y éstos se localizan en la DMN, mientras que los LN poseen més 16:0,

16:1n-7, 18:2n-6 y 18:1n-9 y se localizan en el interior nuclear.
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4.1.3.Propiedades fisicoquimicas del nacleo

Con el objetivo de determinar las propiedades fisicoquimicas de los nucleos
derivadas de los lipidos que los constituyen, se eligié como estrategia metodologica el

estudio de la fluidez de los mismos utilizando la sonda Laurdan.

El Laurdan particiona en las membranas fosfolipidicas y presenta un corrimiento
en su maximo de emision dependiendo de la fluidez del entorno en que se encuentra [2];
se cuantificd este corrimiento mediante el parametro Polarizacion Generalizada (GP)
utilizando un Microscopio de 2 Fotones.

A. Nucleos aislados

Fluorescencia del Laurdan Imagen de GP Histograma de valores de GP

av= 0.071std= 0.144 n=3709

1504 L _____

1004----- 1 ------ ......
501 ----- 1 ------- ,,,,,,
0

av= 0.424 std= 0.144 n=2720

R s B
YT |
o, | 1 IO

-1 +1

Figura 10. Microscopia de 2 fotones de A) nicleos y B) matrices nucleares
aislados. Ambas muestras se tifieron con Laurdan. De izquierda a derecha se
aprecian las imagenes de intensidad de fluorescencia, de GP del Laurdan (-1, azul -
+1, rojo) y los histogramas de distribucién de valores de GP. Las flechas rojas

indican la zona de la envoltura nuclear.
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En la figura 10 podemos observar que en los nucleos la fluorescencia del Laurdan
se concentra en la zona de la periferia que corresponde a la envoltura nuclear; en
cambio en las matrices nucleares que carecen de doble membrana nuclear, esta
fluorescencia de la periferia esta ausente y solo se observa fluorescencia en el interior
siguiendo un patron reticulado. Al analizar las imagenes de GP, las coloraciones mas
proximas al azul (-1) indican mayor fluidez respecto de las coloraciones proximas al
rojo (+1, mayor rigidez). La envoltura nuclear posee mayor fluidez que la matriz
nuclear ya que los valores de GP estan en la zona del verde (0,093) y del naranja
(0,423), respectivamente.

Para evaluar en forma comparativa la propiedades fisicoquimicas de la EN con
respecto a la membrana plasmatica, se repitio el estudio marcando con Laurdan células
HepG2 en cultivo y las respectivas imagenes obtenidas en el microscopio de 2 fotones
se presentan en la figura 11. En las células HepG2 tratadas con Laurdan se observa que
su periferia, que corresponde a la zona de la membrana plasmatica, presenta valores de
GP en naranja y por lo tanto esta zona es mas rigida que la envoltura nuclear, que como
se observa en la figura 11 poseen valores de GP en verde. Como era de esperar, los
nacleos aislados poseen el mismo comportamiento frente al Laurdan cuando estan
aislados (Figura 10) que cuando se los estudia dentro de una célula en cultivo (Figura
11).

Nucleo

Figura 11. Microscopia de
2 fotones de células HepG2
en cultivo. Las células se
tifieron con Laurdan. En las
imégenes los pixeles
correponden al valor de GP

de Laurdan (-1, azul - +1,

rojo).

Membrana plasmatica

En conclusion, la envoltura nuclear es mas fluida que el interior nuclear y que la

membrana plasmatica.
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4.1.4.Discusién
Hipdtesis 1

En el nucleo los LP y el C se encuentran mayoritariamente en la EN, mientras que
en el interior nuclear se concentran los LN (C, CE y TAG).

El ndcleo esta constituido por los LP (GPL y SL), y los LN (C, CE, DAG, TAG y

FA) [3-6], siendo los lipidos polares los mayoritarios del nucleo.

Hasta ahora no se habia realizado un estudio sistematico y riguroso de la
composicion y la ubicacion de los lipidos en el nucleo, en particular en el interior
nuclear. Se habia propuesto que en la matriz nuclear los LP se encontraban asociados al
RNA en zonas de cromatina descondensada y/o como complejos lipoproteicos [7,8].
Con respecto a los LN nucleares, los datos eran muy preliminares sin que existan
determinaciones rigurosas. Esto se debia en parte, a que la sensibilidad de las
determinaciones no era suficiente dada la baja concentracion de los lipidos presentes en

la matriz nuclear y la limitacion metodolégica de obtener fracciones subnucleares puras.

La hipdtesis planteada fue corroborada luego de estudiar la composicion lipidica
de nuacleos aislados de higado de rata, y hacer un estudio comparativo con la
composicion de matrices nucleares aisladas. A partir del mismo podemos concluir que
los LP se concentran mayoritariamente (94%) en la EN, y en el interior se concentran
los LN (TAG y CE), en estructuras o dominios resistentes al tratamiento con detergente

no iénico Tritén X-100.

Los lipidos de la EN (ricos en LP y C) le otorgan a la misma mayor fluidez
respecto de la matriz nuclear, la menor fluidez podria ser consecuencia de los lipidos
que la constituyen y/o de las caracteristicas fisicoquimicas que le confieren las proteinas

y los acidos nucleicos que se localizan en el interior nuclear.
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En particular, la EN es més fluida que la membrana plasmatica. La membrana
plasmética posee un mayor contenido de PS y SM que la EN, y éstos LP que tienden a
formar estructuras mas rigidas, podrian ser los responsables de la menor fluidez de la
membrana plasmaéticas respecto que la EN [9]. La diferente fluidez de las membranas
seguramente tiene consecuencias en las funciones biologicas de las mismas; en
particular, la mayor rigidez de la membrana plasmética le confiere a la misma mayor
resistencia al stress mecanico. Por otro lado, estd documentado que una mayor fluidez
en el RE favorece la sintesis, insercion y transporte de lipidos y de proteinas en esas
membranas, y dada la continuidad espacial de la MNE con el RE podemos especular

que el mismo fendmeno ocurra en el nucleo.
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4.11.Topologia de los lipidos neutros nucleares

Obijetivo 2:
Proponer un modelo de organizacion espacial de los lipidos nucleares.

Hipotesis 2:

Los lipidos neutros (LN) nucleares se organizan en la matriz nuclear en dominios
anéalogos a las gotas lipidicas citosolicas
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4.11.1.Localizacion y caracterizacion de las Gotas Lipidicas Nucleares
(nLD)

4.11.1.1.Analisis de nLD en fracciones aisladas

Para evaluar la hipétesis de trabajo la primera estrategia utilizada fue intentar
visualizar las gotas lipidicas en nucleos aislados de higado de rata. Con este fin las
muestras se trataron con diversos colorantes especificos para LN y se observaron

mediante microscopia.

En una primera instancia se realizaron tinciones con Rojo Sudan y Tetrdxido de
Osmio en muestras de nucleos y matrices nucleares. El colorante Rojo Sudan o Sudan
Il (S) es un lisocromo (sustancia soluble en lipidos) diazoderivado. ElI OsO, (O)
ademas de ser un buen colorante de lipidos, es un fijador y en microscopia electronica
se lo utiliza como coloracion de contraste. Las tinciones con estos colorantes se
realizaron sobre muestras previamente fijadas (Formol (F) o el mismo O) o sobre
muestras sin fijar (s6lo S). Los preparados se observaron en un microscopio éptico de

campo claro y se tomaron iméagenes con un aumento final de 1000x.

0s0,/ Formaldehido/
Sin tincién 0s0, (0) Rojo Sudin (S) Rojo Sudin (OS) Rojo Sudin (FS)

\ ’ k . ." .-/'"“ i
N I £ F
A 7 &/

Nucleos
\egh : [ P
" 1 “‘q -~ "
it
; B k
Matrices (Rt
nucleares \V e

Figura 12. Visualizacién de gotas lipidicas en nucleos y matrices aisladas.
Microfotografias tomadas con microscopia de campo claro. Las flechas indican gotas

lipidicas. Todas las imagenes fueron tomadas con una magnificacion de 1000x.
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Como se presenta en la figura 12 sélo en las muestras tefiidas se observan

estructuras esféricas coloreadas en el interior de los ndcleos y matrices.
A esas esferas coloreadas las denominamos Gotas Lipidicas Nucleares (nLD).

Estos resultados implican ademas, que las nLD son resistentes al Triton X-100

utilizado durante el aislamiento de las matrices nucleares.

En el caso de la tincién con S sin fijacion previa, los nucleos y las matrices
pierden su forma esférica caracteristica, se deforman y/o se destruyen. En cambio, si se
realiza una fijacion previa (O o F) las gotas se observan dentro de los ndcleos o matrices

como estructuras esféricas rojizas o negras (S u O, respectivamente).

En promedio considerando todas las coloraciones empleadas, se encuentran unas
tres nLD por nucleo o matriz. Sin embargo, con algunos protocolos, en particular
cuando las matrices sin fijar son tefiidas con S se observan alrededor de 9 gotas. Estos
resultados son concordantes con datos de literatura donde se describe que el Rojo Sudan
modifica el nimero y tamafio de las gotas lipidicas citosélicas (cLD) en preparados de
células, en particular cuando se tifien cLD de células CHO en cultivo, se observa un

menor nimero de LD y que ademas poseen un mayor tamafio [1].

Con el fin de caracterizar la poblacion nuclear de nLD, se estimd el tamarfio de las
mismas midiendo el didmetro de las nLD en cada condicion, como asi también los

didmetros de los nucleos y las matrices.

Como era esperable, los nucleos y las matrices sin tefiir (control) poseen un
didmetro similar (8,2 — 9,2 um), tabla 3. Un efecto de “swelling” (agrandamiento) se
observo en las muestras de matriz pero no en las de nacleo dado que la EN prevendria
este efecto. El tamafo preciso de las nLD no es fécil de establecer puesto que para
visualizarlas, se requiere someter la muestra a un proceso de coloracion y el tamafio
varia cuando se las tifie. A pesar de este efecto, podemos considerar que el didmetro de
las nLD se encuentra en un rango de 0,53 a 0,80 um (mediana). Con estos datos de
diametros y ajustando la morfologia de las nLD, nucleos y matrices a una esfera se
estimé que el porcentaje de volumen del nucleo y de la matriz que ocupan las nLD es

muy bajo, entre 0,09 y 0,19%.
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Por otro lado el tamafio de las poblaciones de nLD visualizadas con los
diferentes protocolos, presenta siempre una distribucion con sesgo positivo (Figura 13),
caracterizada por una mayor proporcion de gotas por debajo de la media. Esto determina
que haya que utilizar métodos no paramétricos para realizar los correspondientes
analisis estadisticos. Estos resultados implican que en el ndcleo y en la matriz las nLD
estan constituidas por una poblacién heterogénea con diferentes tamafios y con una alta
proporcion de gotas que poseen un tamafio menor al de la media.
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Figura 13. Distribucion de tamafios de nLD. Histogramas representativos de los
didmetros de nLD medidos en A) Nucleos (n = 385) y B) Matrices nucleares (n = 920).
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Tabla 3. Caracterizacion morfoldgica de nLD en nucleos y matrices nucleares aislados.

Nucleo
Diametro
Volumen

nLD por nucleo

nLD
Didmetro
Media
Mediana (Q25 Q75)
Min.
Max.
Volumen

% del Volumen nuclear

Nucleos enteros

51

Sin tincion

9,2°

+

407,7

0,2

0s0, (O)

079 + 0,01"
0,80"(Q25=0,54 Q75=0,99)
0,25
2,40
0,27

0,12

Rojo Sudan (S)

057 + 0,01
0,56'(Q25=0,37 Q75=0,76)
0,13
1,55
0,09

0,09

Os04/ Rojo Sudan (OS)

062 + 0,01
0,53(Q25=0,27 Q75=0,87)
0,13
2,56
0,08

0,11

Formaldehido / Rojo Sudan (FS)

76° £ 04°
232,8

3 + 0,3

072 + 0,01"
0,65"(Q25=0,53 Q75=0,84)
0,45
2,50
0,14

0,19



Tabla 3. (cont.)

Matriz nuclear
Diametro
Volumen

nLD por matriz nuclear

nLD
Diametro
Media
Mediana (Q25 Q75)
Min.
Max.
Volumen
% del Volumen de la matriz
nuclear
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Matrices nucleares

Sin tincién

8,2 + 0,1

288,7

0s04 (O)

13,79 + 0,4°

1350,7

3 + 05°%

0,74 + 0,04

0,56'(Q25=0,37 Q75=1,11)

0,13
2,47

0,11

0,03

Rojo Sudan (S)

044 + 0,01
0,42"(Q25=0,27 Q75=0,57)
0,13
1,95

0,04

0,11

OsO4/ Rojo Sudan (OS)

11,0° + 03"
696,9
3 = 04%
0,84 =+ 0,01

0,78/(Q25=0,27 Q75=0,95)
0,50
2,47

0,25

0,11

Formaldehido / Rojo Sudan (FS)

13,77 + 0,2°
1372,7
2 + 01°

085 =+ 0,02"
0,70™(Q25=0,56 Q75=0,89)
0,46
2,55

0,18

0,03

Los volimenes (um®) de las diferentes fracciones se calcularon considerando estructuras esféricas. Se midieron los diametros de las diferentes estructuras. Para el
analisis estadistico se utilizé test de ANAVA con comparaciones de medias post-hoc (HSD Tukey’s), las diferentes letras (a-g) muestran diferencias significativas con
p < 0,05. En el caso de los datos no paramétricos se utiliz6 el test de Krukal-Wallis, las diferentes letras (h-k) muestran diferencias significativas con p < 0,05.
Abreviaturas: O ,0s0,, S, Rojo Sudéan; F, formaldehido; Q25, primer cuartil; Q75, tercer cuartil; Min, minimo; y Max, maximo. Se analizaron al menos 3 imagenes
representativas conteniendo alrededor de 15 ndcleos o matrices nucleares por condicidn.
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Si bien mediante las tinciones realizadas y las observaciones al microscopio de campo claro
podemos visualizar a las nLD, definir su forma, tamafio, distribucion y propiedades tales como su
resistencia a detergentes, no podemos aseverar que se encuentren dentro del nucleo. De modo que
para precisar su ubicacion la siguiente estrategia metodoldgica utilizada fue la microscopia confocal

de fluorescencia.

Como los colorantes utilizados previamente no poseen propiedades fluorescentes, en los
siguientes ensayos de microscopia de fluorescencia se utilizo el colorante BODIPY493/503 que
dado su carécter hidrofébico tifie zonas ricas en LN. Ademas, el BODIPY493/503 por su bajo peso
molecular difunde rapidamente a través de las membranas bioldgicas en general y por lo tanto llega
facilmente al interior nuclear. Para observar la morfologia nuclear se utilizo DAPI (que tifie ADN).
Dado que ambos fluoréforos emiten en el espectro no visible, las imagenes obtenidas debieron ser

pseudocoloreadas con diferentes colores por medio de un software de analisis de imagenes.

En la figura 14 observamos imagenes de nucleos tomadas en la posicion central del
seccionamiento Optico. Se observan tres gotas en el nucleo del centro. Tomando como base la
imagen de contraste diferencial de interferencia (DIC) se puede apreciar claramente que la

morfologia nuclear no se ve alterada por el protocolo utilizado.

BODIPY493/503 +
DIC BODIPY493/503 DIC

Figura 14. Observacion de nLD en nucleos. Imagenes de microscopia
confocal de nicleos aislados. En verde se observa la tincion con BODIPY
493/503.

En la figura 15 se puede observar el resultado del seccionamiento dptico de las muestras de
nicleo de células de higado de rata, donde cada imagen representa un plano xy generado en la
direccion z del preparado. La secuencia en color azul corresponde a la marcacion con DAPI de los
nucleos y la verde a la de BODIPY493/503 de zonas hidrofobicas (LN). Podemos apreciar por la
secuencia del DAPI que el nucleo abarca desde el cuadro 1 hasta el 68, mientras que la sefial de
BODIPY493/503 aparece entre los cuadros 29 y 60 lo que demuestra la ubicacion de las nLD

dentro del ntcleo.
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Figura 15. Anélisis por microscopia confocal. Seccionamiento Optico realizado mediante

microscopia confocal de nicleos aislados, se observa en azul la marcacion correspondiente a DAPI
(NUcleo) en verde a BODIPY493/503 (LN). Se tomaron 68 secciones de 0,20 um con una

magnificacion final de 2000x.

A partir de las imagenes del seccionamiento dptico se puede generar una superposicion de las
mismas y reconstruir asi la imagen proyectada en los planos xz e yz (vistas ortogonales)
. Asi mismo es posible generar reconstrucciones tridimensionales de los especimenes analizados,

como se observa en la el ndcleo analizado posee una nLD en su interior. Mediante estas
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reconstrucciones se observa claramente que las nLD se localizan en el interior nuclear y por lo tanto

estan confinadas a dominios de la matriz.

DAPI BODIPY493/503  Vistas ortogonales

Reconstrucciéon 3D

nLD

Figura 16. Observacion de nLD en nudcleo. Reconstruccion de los planos xz e
yz a partir de los planos obtenidos mediante el seccionamiento &ptico y
reconstruccion tridimensional. En azul se observa la tincién para DAPI y en

verde para BODIPY 493/503. El nucleo analizado posee una nLD en su interior.

Asi mismo se marcaron nucleos y matrices aislados con DAPI, BODIPY 493/503 y por
inmunofluorescencia para LAP2f (proteina asociada a la ldmina nuclear) (Figura 17). En este caso
las imagenes obtenidas fueron pseudocoloreadas a rojo (LAP2[3). Las imagenes de reconstruccion
revelan que las nLD se localizan dentro del nucleo, por debajo de la LAP2f e interactuando con la
lamina nuclear. Estos dos ensayos independientes (Figuras 16 y 17) indican que las nLD poseen
una localizacion endonuclear y que estan confinadas a dominios de la matriz resistentes al Triton X-
100.
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DAPI + BODIPY493/503 +

DAPI BODIPY493/503 LAP2B 7 oot

Reconstruccion 3D

Lamina nuclear nLD

DAPI BODIPY493/503 LAPZﬁ BODIPY493/503 + DAPI + BODIPY493/503 + LAP2f3

LAP2p (Vistas ortogonales) Reconstruccion 3D

Lamina nuclear nLD

Figura 17. Relacion espacial de las nLD con la lamina nuclear. Anélisis por inmunofluorescencia
indirecta para LAP2B en A) nucleo y B) matriz nuclear. En rojo se observa la fluorescencia debida a

LAP28, en azul DAPI y en verde BODIPY 493/503. Se observa una nLD en la muestra de nucleo y dos
en la de matriz.

Habiendo demostrado que las nLD son dominios nucleares, el siguiente objetivo fue
determinar la relacién espacial de la nLD con otros dominios. Con este fin se tifieron los nucleos y
las matrices con las proteinas marcadoras para los cuerpos nucleares Speckles y Paraspeckles (SC-
35 y p54[nrb] respectivamente) por inmunofluorescencia indirecta utilizando microscopia confocal.
Como se esperaba por datos de bibliografia [2,3], se observaron numerosas Speckles y Paraspeckles
(Figura 18) dentro del nucleo, pero estos dominios no colocalizan con las nLD. Teniendo en cuenta
que a partir de estas imagenes también se puede observar la ubicacidén del nucléolo dentro del

nucleo, podemos inferir que el nucleolo tampoco colocaliza con las nLD.

Nuevamente se observa que las nLD poseen una distribucién al azar dentro del nucleo, ya que
se las observa en posicion periférica cercana a la membrana nuclear (Figura 18A) y en posicion

central (Figura 18B).
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DAPI + BODIPY493/503 + SC-35

DAPI BODIPY493/503 SC-35 283§Y493/503 + (Vistas ortogonales)

Reconstruccién 3D

Speckles nLD
B DAPI + BODIPY493/503 + p54[nrb]

BODIPY493/503 + (Vistas ortogonales)
pS4[nrb] p54[nrb]

DAPI BODIPY493/503

Reconstruccién 3D

nLD

Paraspeckles

Figura 18. Relacion espacial de las nLD con otros dominios nucleares.
Inmunofluorescencia indirecta para proteinas marcadoras de dominios nucleares: A)
SC-35, marcadora de Speckles nucleares y B) p54[nrb], marcadora de Paraspeckles.
En rojo se observa la fluorescencia debida a SC-35 y p54[nrb], en azul DAPI y en
verde BODIPY 493/503. Las imagenes para ambos dominios fueron
pseudocoloreadas a rojo. Se observa una nLD por nicleo en cada caso y numerosas

speckles y paraspeckles.
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4.11.1.2.Analisis de nLD en células

Con el fin de corroborar que las nLD no solo se hallan dentro de nucleos y matrices aislados
sino también en células enteras, se hicieron observaciones utilizando como modelo experimental
células de higado de ratas mantenidas con una dieta standard y células HepG2 mantenidas en

condiciones standard de cultivo.

En una primera etapa las muestras se analizaron mediante técnicas de tincion tradicional de
LN para microscopia de campo claro (S y O) y posteriormente por microscopia confocal de
fluorescencia (DAPI, BODIPY 493/503).

A

Figura 19. Andlisis por microscopia de campo claro de nLD y cLD en células HepG2.
Imagenes de microscopia optica. A) Tincién con Rojo Sudéan y B) tincion con OsO,. Las iméagenes

se tomaron con una magnificacion final de 1000x.
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Figura 20. Andlisis por microscopia de campo claro de nLD y cLD en hepatocitos de rata.
Imagenes de microscopia Optica. A) Tincidn con Rojo Sudan y B) tincidn con OsO,. Las imagenes

se tomaron con una magnificacion final de 1000x.

Como puede apreciarse en las figuras 19 y 20 en las muestras de células HepG2 y de
Hepatocitos se observan gotas lipidicas en el citosol y también en el ndcleo. La ubicacién nuclear
de las nLD se confirmé por microscopia confocal (Figuras 21y 22). En este caso se observan nLD
dentro del nucleo de células enteras. Nuevamente se observa que las nLD son pocas y poseen una

distribucién al azar dentro del nucleo.

Uno de los inconvenientes de las tinciones con S 0 O es que dentro de las células se observa
una importante coloracion inespecifica de fondo (background) si bien la misma no impide
discriminar entre LD y background y por lo tanto, hacer un analisis riguroso. La ventaja de esta
metodologia es el bajo costo de los colorantes y el poder utilizar un microscopio de campo claro.
Este backgroud no esta presente cuando las observaciones se realizan mediante microscopia de
fluorescencia y utilizando BODIPY 493/503 como colorante de LN. Como se observa en las tablas
3 (Ndcleos y Matrices nucleares) y 4 (Hepatocitos y células HepG2) con todas las coloraciones

seleccionadas los resultados fueron siempre comparables.
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BODIPY493/503

y
z

Vistas Ortogonales

/ nLD

/

X
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il dad T BT
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Reconstruccion 3D

Figura 21. Analisis por microscopia confocal de nLD y cLD en células HepG2. En azul se observa la
tincion con DAPI y en verde con BODIPY 493/503. A) Vista general del preparado; B) reconstruccién de
los planos xz e yz en una zona seleccionada del preparado; C) Reconstruccion tridimensional. Se observan

alrededor de 2-3 nLD por ndcleo.
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DAPI BODIPY493/503

Merge (Vistas ortogonales)

\

Figura 22. Andlisis por microscopia confocal de nLD y cLD en hepatocitos de rata. En azul se observa
la tincion con DAPI y en verde con BODIPY 493/503. A) vista general del preparado; B) reconstruccién de

los planos xz e yz en una zona seleccionada del preparado; C) Reconstruccion tridimensional. Se observan
alrededor de 2-3 nLD por ndcleo.
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Luego de analizar el tamafio de las LD en las poblaciones de cLD y nLD en células hepaticas
(Tabla 4), se encontr6 que las nLD constituyen una poblacion heterogénea sesgada positivamente y
estos resultados confirman los encontrados previamente en nucleos aislados. Puede establecerse un
rango de diametros de nLD entre 0,57 y 0,90 um (considerando las medianas) y como era de
esperar, es comparable a los datos obtenidos previamente (Tabla 3) para las poblaciones de nLD
observados en las muestras de ndcleos y matrices aisladas. Si se analizan en forma comparativa las
cLD vy las nLD, se observa en la tabla 4 que los maximos de las distribuciones de las cLD son
mayores que los de las nLD, lo que implica que las LD citosolicas poseen un mayor tamafio que las
nLD. Los minimos observados en todas las poblaciones analizadas son comparables y esto se debe a
que el limite de resolucion del microscopio es fijo. Por lo tanto, no podemos descartar que dentro
del nacleo y adn en el citosol haya poblaciones de LD cuyos tamafios sean menores a los
observados y que debido a la limitacion en el limite de resolucion del microscopio no puedan ser

observadas mediante la metodologia utilizada.
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Tabla 4. Caracterizacion morfologica de nLD en hepatocitos de rata y en células HepG2.

Diametro
Media

Mediana (Q25 Q75)
Min.
Méax.

nLD por Nucleo

Diametro

Media
Mediana (Q25 Q75)

Min.

Max.

nLD por Nucleo

Hepatocitos de rata

BODIPY493/503 0s04 (0O) Rojo Sudan (S)
cLD nLD cLD nLD cLD nLD
1,19 0,85 0,90 0,67 0,89 0,59
0,99a,h,p (Q25=0,75 0,81c,l,p (Q25=0,53 0,86b,j,q (Q25=0,64 0,63c,m,r (Q25=0,61 0,73b,k,s (Q25=0,57 0,57c,n,t (Q25=0,53

Q75=1,48) Q75=1,02) Q75=0,98) Q75=0,71) Q75=0,98) Q75=0,63)

0,45 0,46 0,46 0,52 0,43 0,46

3,28 1,49 2,39 0,97 2,67 0,84
1,906 1,0£0,0 14+0,2

Células HepG2

BODIPY493/503 0s04 (0) Rojo Sudan (S)
cLD nLD cLD nLD cLD nLD
0,85 0,89 0,87 0,67 0,83 0,72
0,76d,i,u (Q25=0,58 0,90f,I,v (Q25=0,70  0,78e,jw (Q25=0,62  0,66f,g,mx (Q25=0,54  0,74d K,y (Q25=0,58 0,67g,0,y (Q25=0,58
Q75=0,95) Q75=1,10) Q75=0,99) Q75=0,75) Q75=0,93) Q75=0,86)
0,30 0,46 0,45 0,52 0,13 0,45
2,85 1,35 2,56 0,86 3,67 1,20
2,4+0,3 1,8+0,2 2,1+0,2

Se midieron los diametros de las diferentes gotas lipidicas. Para el analisis estadistico de los datos se utilizd el test de Krukal-Wallis, las mismas letras indican que no hay diferencias
significativas con p < 0,05. Abreviaturas: O ,0s0,, S, Rojo Sudan; Q25, primer cuartil; Q75, tercer cuartil; Min, minimo; y Max, maximo. Se analizaron entre 3 y 10 imagenes
representativas conteniendo alrededor de 15 células por condicion.
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En conclusion, las nLD pueden ser visualizadas dentro del nucleo previa coloracion

como estructuras esféricas con un patron aleatorio de distribucion.
Representan un dominio nuclear muy pequefio.

Las nLD poseen menor tamario que las cLD, se encuentran en menor niimero que éstas

y se observan en ndcleos y matrices aisladas y en hepatocitos y en células HepG2.
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4.11.2.Aislamiento de nL.D de nucleos celulares de higado de rata

Las nLD se aislaron de nucleos enteros adaptando el protocolo standard de
aislamiento de las cLD que se basa en la separacion de las mismas mediante un gradiente
de sacarosa [4]. El procedimiento consta de una homogeinizacion de la muestra seguido de
una separacion por centrifugacion en gradiente de sacarosa basada en las diferencias de
flotacion que poseen las poblaciones de gotas con diferentes tamafios. Como control de la
técnica implementada, se aislaron en forma paralela cLD a partir de homogenado de higado
de rata. Como se observa en la figura 22, en la muestra de homogenado de higado se
separan 6 bandas de diferente densidad. De acuerdo a Ontko [4] cada banda posee una
composicion caracteristica tanto lipidica como proteica; estas bandas ademéas poseen
diferencias macroscopicas apreciables entre ellas (particulado) y coloracion (grisacea,

blanca, rojiza).

Nucleo Homog.
Entero Blanco de Higado

Agua bidestilada
Sacarosa 0,3 M
Sacarosa 0,7 M
Sacarosa 1,0 M
Sacarosa 1,3 M
Sacarosa1,5M

Muestra

en sacarosa 1,9 M v

Figura 23. Aislamiento de gotas lipidicas. En la parte central se observa una foto de los

tubos luego de 30 minutos de centrifugacién del gradiente discontinuo de sacarosa cargado
con muestras de nlcleo entero, un control sin muestra y el homogenado de higado. A ambos
lados de las fotos se presentan esquemas de tubos con la ubicacion de las bandas observadas

en el gradiente.
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La sonicacidn fue la técnica mas apropiada para lograr un mayor rendimiento de nLD
ya que utilizando un homogeinizador de tejidos vidrio-vidrio o vidrio teflon la banda o era
muy tenue. Luego de la centrifugacién se observé una sola banda clara y blanca en la parte
superior del tubo (Figura 23) analoga a la banda A del homogenado de higado. A pesar de
haber aislado una sola banda, no podemos descartar la posibilidad de la existencia de otras
poblaciones de nLD en el nicleo, y debido a la baja concentracion de sus componentes no

seria posible observarlas ni cuantificarlas mediante este procedimiento.

La banda nuclear o y la citosolica A se analizaron por MET utilizando tincion
negativa con acido fosfotingstico debido a la imposibilidad de sedimentar la muestra por su
baja densidad. En la figura 24 se observan agrupaciones de estructuras esféricas con

diametros que van desde los 30 a los 80 nm para ambas muestras.

Banda o nuclear Banda A citosodlica
A
MET:
Tincion
negativa
B
Campo claro:
Rojo Sudan

Figura 24. Analisis microscépico de LD aisladas de nucleo (nLD) y de homogenado de
higado (cLD). A) Tincion negativa con acido fosfotlngstico (Microscopia electronica de

transmision); y B) Tincién con Rojo Sudan (Microscopia 6ptica, campo claro).
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Para corroborar que las estructuras observadas por MET corresponden a gotas
lipidicas, las muestras se analizaron por tincién con Rojo Sudan y se observaron por
microscopia de campo claro. Como se ve en la figura 24 las estructuras esféricas son
positivas a la tincion con Rojo Sudan y con diametros comprendidos entre los 0,5 y los 27
um. Se observan fendmenos de agrupacion (“clustering”) y fusion de LD aisladas en las
bandas, lo que explica las diferencias observadas en los diametros de las mismas respecto
de las LD en las estructuras enteras (Ej.: nacleos, matrices nucleares, hepatocitos y células
HepG2), donde no se observaron estos fendmenos ya que estas muestras los nucleos
conservan sus respectivas estructuras que protegen a las LD de estos eventos. En este
sentido esta descripto que los alcoholes en los que se disuelven los colorantes serian los

responsables de modificaciones en el nimero y el tamafio de las cLD [5].

Las nLD se pueden aislar mediante centrifugacién en gradiente de sacarosa.
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presentan en la tabla 5.

nLD
(o)
CE
TAG
FA
C

PL .

cLD
(A)
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4.11.3.Composicion de las Gotas lipidicas nucleares
Para determinar la composicion lipidica de las nLD, los lipidos de la banda o se
extrajeron y separaron por cromatografia en capa delgada (TLC) junto con standards de
lipidos (Figura 25). En la muestra analizada se encontraron TAG, C, CE y una baja
proporcion de FA'y LP (GPL + SP). Las distintas clases lipidicas y el contenido proteico de
las bandas nuclear o y citosélica A, se analizaron cuantitativamente y los resultados se
Tabla 5A. Composicion de gotas lipidicas nucleares y citosélicas
Composicion nLD (a) cLD (A)
R (%) R (%)
%* %*
H H
ug/ g de higado ug/ g de higado
Proteinas 0.8 £0.1(12) 62.5 0.0004 545 + 110 (7) 22.1 0.29
Lipidos § 0.6 £ 0.09 37.5 0.002 2326 + 204 779 9.3
Clases lipidicas
Lipidos Polares nmol/ g de higado nmol/ g de higado
GP +SP 0.09 + 0.02 (7) 55  0.0004 145 + 1.8 (8) 0.5 0.07
Lipidos Neutros 32.0 77.3
TAG 0.12 + 0.01 (5) 7.8 0.006 2044 + 183 (6) 71.6 103.4
C 0.17 £ 0.04(6) 11.7 0.02 108.4 + 5.6 (3) 1.7 45
CE 0.24 £ 0.02(5) 125 0.03 1595 + 135(5) 4.1 16.9

Figura 25.

Cromatografia en
capa fina (TLC) de
LN denLDycLD

aisladas.

Las nLD se componen de un 38% de lipidos y un 62% de proteinas; los lipidos y
proteinas de éstas representan tan solo el 0,002% de los respectivos componentes celulares.
Los lipidos de las nLD estan formados en un 85% por LN y un 15% por LP (Tabla 5). Los

LP se cuantificaron por su contenido en fosforo, y no fue posible separar las subclases de

Para los calculos solo se consideraron lipidos y proteinas. Los resultados representan la media de al menos 3
experimentos + SEM; el nimero de determinaciones se encuentra entre paréntesis; cada determinacién
corresponden a un pool de 10 a 12 higados. (*) Los datos en porcentaje se calcularon a partir de los datos en

Hg por g de higado-1. H: Homogenado de higado; nLD: gotas lipidicas nucleares; cLD: gotas lipidicas
citosélicas; GP: glicerofosfolipidos; SP: esfingolipidos; TAG: triacilgliceridos; C: colesterol; CE: éster de

colesterol; y R: recuperacion. § Lipidos = Lipidos Polares + Lipidos Neutros.

LP debido al bajo contenido de las mismas.



Lipidos nucleares: topologia y metabolismo

Tabla 5B. Distribucién de los
componentes entre la monocapay el
coredelas LD

nLD cLD
Monocapa 80 24
Proteinas 78 91
LP 7 2
C 15 7
Core 20 76
TAG 38 94
CE 62 6

Los datos se calcularon a partir de los resultados

de la Tabla 5A expresados como ug. g higado'l,
considerando que la monocapa esta compuesta
por proteinas, lipidos polares y C, y el core

Las nLD poseen una composicion particular de LN rica en CE (45%), C (32%) y
TAG (23%) (Tabla 5A). Esta composicion es muy diferente de la observada en

homogenado total de higado, nucleo entero, matriz nuclear y la de las cLD.

Como era de esperar, la composicion de las cLD (banda A) concuerda con los datos
de bibliografia [4] ya que estan compuestas por 78% de lipidos y 22% de proteinas; entre
los lipidos el 99,4% son LN y solo un 0,6% son LP (Tabla 5A); en particular, el perfil de
LN es el siguiente: TAG (88%), C (7%) y CE (5%). Ontko ademas de analizar la
composicion de la banda A del gradiente de sacarosa (Figura 23), analizd la composicion
de las restantes bandas que corresponden a todas las poblaciones de cLD aisladas por
ultracentrifugacion, y la composicion de todas las poblaciones de cLD fue diferente a la de
las nLD (banda o).

En los hepatocitos los TAG se localizan mayoritariamente en las cLD (recuperacion
de aproximadamente 100%), mientras que los TAG de las nLD constituyen un pool
cuantitativamente minoritario (recuperacion de 0,006), pero con una ubicacién celular

estratégica.

70



Lipidos nucleares: topologia y metabolismo

Es interesante resaltar que la organizacién de los componentes en la monocapa de las
nLD seria similar a la de las cLD, ya que ambas monocapas estan constituidas por un 80 —
90 % de proteinas, un 20 — 10% de lipidos (lipidos polares: 20 — 30% y colesterol: 70 —
80%), (Tabla 5B). Como ya se demostrara en la tabla 4, las nLD poseen un menor tamafio
(menor mediata) que las cLD, y este hecho explica porqué las nLD poseen mayor
proporcién de monocapa que las cLD ya que se necesita una mayor area para poder recubrir

un core hidrofébico mas chico.

Tabla 6. Composicién de &cidos grasos de TAG de gotas lipidicas nucleares y
citosélicas de células de higado de rata

TAG

Acido graso nLD (o) cLD (A)

14:0 0,7 + 0,3 d 1,07 + 0,05 g,h
15:0 1,0 £ 05 d 0,63 + 0,05 g,h
16:0 194 £ 04 b 25,1 = 05 f
16:1n-9 21 + 0,1 d 1,06 £ 0,04 g,h
16:1n-7 16 = 0,2 d 23 £ 0,2 c
18:0 88 £ 0,8 c 26 £ 0,3 c
18:1n-9 29,5 = 05 a 29,6 = 0,6 e
18:1n-7 34 £ 0,3 d 26 = 0,2 c
18:2n-6 256 = 0,6 a 286 = 04 e
18:3n-3 20 £ 05 d 16 £ 0,2 g,h
20:4n-6 27 + 11 d 1,7 £+ 0,2 g,h
22:5n-3 25 £ 10 d 15 £ 0,3 g,h
22:6n-3 19 = 11 d 25 + 05 g
> Saturated 299 + 20 294 + 0,9
>MUFA 36,6 + 1,1 356 + 1,0

>n-7 50 £ 0,5 49 + 04

>n-9 316 = 0,6 30,7 £ 0,6
>PUFA 34,7 £ 43 359 + 20

3'n-3 64 + 2,6 56 £ 1,0

>'n-6 283 = 1,7 30,3 + 0,6
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Los TAG extraidos de las placas de cromatografia en capa delgada (TLC) (Fig.
25) se transmetilaron y analizaron por cromatografia gas-liquido. Los valores
estan expresados como porcentaje en peso + SEM de 3 y 6 determinaciones
independientes para gotas lipidicas nucleares (nLD) y citosélicas (cLD),
respectivamente. Los datos se analizaron por ANAVA con comparaciones de
medias (HSD Tukey's test). Letras diferentes indican diferencias significativas (p
< 0,05) entre ambas gotas lipidicas. MUFA: acidos grasos moinsaturados; y
PUFA: 4cidos grasos polinosaturados.

Como era de esperar, la composicion de FA esterificados en los TAG de las nLD es
comparable a la de los TAG determinada previamente en el nucleo aislado [6]. En las dos
muestras analizadas (bandas o y A) los TAG estdn compuestos por porcentajes
equivalentes de FA saturados (30-37%), FA monoinsaturados (MUFA) y FA
polinosaturados (PUFA). Los MUFA y PUFA de las series n-9 (30-32%) y n-6 (26-33%),
respectivamente, son los nosaturados mas abundantes. Los principales FA esterificados a
TAG son: 18:1n-9 = 18:2n-6 > 16:0.

Las nLD son estructuras supramoleculares nucleares compuestas principalmente

por CE, C, TAG y proteinas, con una baja proporcion de lipidos polares.
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4.11.4.Discusion

Hipotesis: Los LN nucleares se organizan en gotas lipidicas nucleares (nLD)
similares a las citosolicas, formadas por un core hidrofobico y rodeados por una
monocapa lipoproteica.

Las nLD constituyen un nuevo dominio nuclear con caracteristicas propias y
diferentes a otros dominios ya descriptos en el ndcleo como son los CN (Speckles o
Paraspeckles, Nucléolo) y la lamina nuclear, ya que las nLD son la primera estructura

intranuclear delimitada por una monocapa lipoproteica (Figura 27).

Core hidrofobico

(LN)
Nucleolo ) :
nLLD Monocapa % -

lipoproteica
_.\ (LP, C y proteinas) I c
N m TAG

Lamina

nuclear
Figura 26. Esquema estructural del ndcleo y de las nLD. Representacion esquematica del
nGcleo con los componentes de la envoltura nuclear (Ldmina nuclear, Membrana Nuclear Interna (MNI)

y externa (MNE) y de las nLD con sus componentes quimicos.
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El andlisis comparativo de estas nLD con las cLD demostré diferencias
fundamentales en cuanto al tamafio (son mas chicas que las citosélicas) y a
composicion lipidica (poseen diferente proporcion de LN) y proteica (no poseen Plinl
ni ACAT1); no obstante la composicion de FA de los TAG de ambos tipos de LD fue
similar.

Proponemos que esta organizacion de los LN nucleares en nLD no es exclusiva
de hepatocitos sino que es comun a otros tipos celulares, puesto que hemos encontrado
esterificacion de 20:4n-6 en TAG de nucleos aislados de rifion de rata [7]; este hecho
seria una primera evidencia de la existencia de estos LN en ndcleos de rifion. No se

puede descartar la presencia de este tipo de estructuras en otros 6rganos y / o especies.

A partir de la existencia y caracterizacion de las nLD hemos demostrado que los
TAG y gran parte del CE nucleares se localizan en las nLD, y ahora surge la pregunta
¢los LP de la matriz se localizan exclusivamente en la monocapa de las nLD?

La relacion LP a TAG en las nLD es de 0,75 (datos expresados como nmol por
gramo de higado), y dado que el contenido de TAG de la matriz es de 1,7 nmol,
entonces se necesita alrededor de 1,3 nmol de LP de la matriz para formar la monocapa
de las nLD, como el contenido total de LP de la matriz es de 4,3 nmol, un remanente de
3 nmol de LP deben estar formando parte de otros dominios lipidicos endonucleares, y
estos resultados son concordantes con trabajos previos en los cuales se estudid la

asociacion entre LP y cromatina [8-10].

A la luz de estos hallazgos surgen nuevas preguntas, tales como:
¢Como se originan las nLD?

La génesis de las nLD podria desarrollarse en el nicleo o en el citosol.
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% En el citosol: las LD se ensamblarian en el citosol con componentes
provenientes de la sintesis de novo y / o de procesos de hidrolisis, o del
exterior celular que incluiria los aportados por la dieta (Figura 26).

e Vias de ingreso de las nLD al nucleo:
o  En interfase se incorporaria a través del complejo del poro
nuclear.
o En telofase al finalizar la mitosis y rearmarse la membrana
nuclear, las cLD quedarian encerradas dentro de la matriz nuclear
y luego su composicion se modificaria con las caracteristicas
diferenciales de las nLD.
¢+ En el nicleo: las nLD se ensamblarian en el nicleo a partir de componentes:
¢ Sintetizados en el citosol y luego importados al nicleo, de componentes
parcialmente ensamblados en el citosol que completarian su maduracion
dentro del nucleo.
¢ Sintesis de novo en el nicleo. Esto podria llevarse a cabo en:
o Dominios especificos dispersos en la matriz nuclear.
o En asociacion con las invaginaciones de la MNI.
o En asociacion con la MNE que posee ribosomas y continuidad
con el RE.
Ambos mecanismos podrian no ser excluyentes uno del otro, y las nLD incorporadas al
nucleo podrian sufrir modificaciones por ensamblado (citosolico o nuclear),

incorporando o liberando al entorno lipidos y proteinas.
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En este momento no es posible determinar el origen del CE nuclear almacenado
en las nLD, pero de existir esterificacion del C dentro del nicleo se realizaria a través de

una isoforma diferente a ACAT-1, dado que esta enzima no esta presente en el ndcleo.

¢ Qué funciones desempefian las nLD en el nlcleo?

Las nLD estarian involucradas en la homeostasis lipidica y en el interior nuclear
servirian como un sistema buffer capaz de aportar o incorporar en forma répida
proteinas y lipidos involucrados en vias de sefializacion, aportando ligandos (FA) para
los factores de transcripcion, y sustratos y enzimas del metabolismo lipidico que se

desarrolla dentro del nucleo.

Las nLD no serian estructuras inmoviles nucleares sino que se podrian desplazar
dentro del nucleo utilizando actina y miosina, puesto que éstas moléculas han sido
descriptas en nacleo [11] y actuarian como un sistema de delivery de lipidos y de

proteinas dentro del mismo.

Dadas las caracteristicas de las nLD, éstas brindan en el interior nuclear un sitio
adecuado donde pueden reclutarse moléculas hidrofobicas endonucleares tales como

proteinas involucradas en distintos procesos nucleares.

Teniendo en cuenta que las cLD estan implicadas en forma directa o indirecta en
diferentes procesos de la salud humana (infecciones, procesos patoldgicos y
toxicologicos) las nLD también podrian tener implicancias similares a las que poseen

las cLD. A continuacion se enumeran algunos de dichos procesos:

1) Infecciones: Las cLD estan implicadas en el proceso de infeccion de los

virus de Hepatitis C [12-14] y Dengue [15,16]. En estos procesos ciertas
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proteinas virales se acumulan en las LD o en la zona del RE de la que se
generan las LD.

En infecciones con Micobacterium tuberculosis y leprae y con Chlamydia
pneumoniae los macréfagos infectados acumulan gran cantidad de TAG en

sus LD [17].

2) Procesos patoldgicos:
Cancer: el nacleo de las células cancerosas estd muy modificado,
observandose numerosas y amplias invaginaciones; habria que determinar

qué ocurre con las nLD en esos casos [18-20].

Sindrome metabdlico: se ha encontrado que la falta de proteinas de la familia

PAT?

provoca insulinoresistencia y afecta multiples pasos en la via de sefializacion

de la insulina [21].

Cirrosis: el aumento en la sintesis de FA en los higados de enfermos
alcohdlicos sumado a la disminucién en la capacidad del higado de oxidar
estos compuestos puede llevar a una sintesis aumentada de TAG y a la
acumulacion de éstos en LD. Se encontro en ratas alimentadas con etanol un

aumento en la expresion de ADRP* en asociacion con hepatoesteatosis [22].

3) Toxicologica: los efectos de los contaminantes en los seres vivos estan a

menudo asociados a un desbalance en el metabolismo de FA y una

? Las proteinas de la familia de las PAT son las principales proteinas marcadoras de LD. Estas son: Plinl
(Perilipina), Plin2 (ADRP o Adipofilina) yPlin3 (TIP47).
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acumulacion de LN en forma de cLD que luego son incorporadas en el
sistema lisosomal. Esta acumulacion se ha observado en las glandulas
digestivas de almejas y en hepatocitos de pescados y ha servido como buen
biomarcador de stress en estas células [23]. Es posible que esta acumulacion

también ocurra a nivel nuclear en las nLD.

Es evidente que las nLD conforman una nueva &rea del conocimiento con vastas

implicancias tanto en fisiologia como en patologia.
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4.111.Metabolismo nuclear de acidos grasos

4.111.1.0Dbjetivos 3

5. Determinar el proceso mediante el cual los FA citosélicos se internalizan,
interaccionan y redistribuyen en los lipidos del ndcleo en condiciones fisioldgicas.

6. Elucidar el rol de la L-FABP en estos procesos.

Hipotesis planteada

La L-FABP favorece la movilizacion de FA nucleares. Los FA libres o unidos a L-
FABP llegan al nucleo, se incorporan y esterifican en los diferentes pooles lipidicos
nucleares y son movilizados hacia el exterior nuclear. En el higado, la esterificacion
nuclear de FA es acil-CoA dependiente. Dentro del nucleo los FA se desplazan entre los
diferentes pooles lipidicos, sitios activos de enzimas, factores de transcripcion, receptores
nucleares, etc, como FAy / o FA:L-FABP.
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4.111.1.1.Incorporacidn de acidos grasos exdgenos al nucleo celular

Se evalud la incorporacion de FA saturados y nosaturados en el nucleo. Se
utilizaron los FA 16:0, 18:0, 18:1n-9, 18:2n-6 y 20:4n-6 marcados radioactivamente
como [1-**C]FA, ya que son los FA mayoritarios del ndcleo (Tabla 2). Como se
observa en la figura 27, la radiactividad se incorporé en forma mayoritaria en los
nucleos (80-90%) y solo un 10-20% permanecié en el medio de incubacion (Ml). Solo

en el caso del 18:2n-6 la incorporacion en el nucleo fue alrededor del 50%.
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Figura 27. Incorporacion de la radiactividad en el
nacleo. Las barras representan el porcentaje de
radiactividad total incorporada en nucleo (N) respecto de

la que permaneci6 en el medio de incubacion (MI) para
cada FA ensayado.

El siguiente grafico (Figura 28) muestra los perfiles de distribucion de la
radiactividad de los distintos FA en las fases cloroférmica (c) y acuosa (a) de la fraccion
nuclear (N) luego de la extraccion con Folch. Se observa que en los nucleos la mayor
proporcion de la radiactividad se incorporé en los lipidos (Nc) mientras que menos de

un 10 % se incorpord en componentes solubles en el medio acuoso (Na). En los
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componentes de Na estan incluidos los respectivos acil-CoA de los [1-*C]FA
ensayados. La incorporacion de los cinco FA ensayados en los lipidos nucleares fue

rapida y se saturd a tiempos cortos.
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Figura 28. Distribucién de la radiactividad nuclear entre la fase
cloroférmica y fase acuosa. Las barras representan el porcentaje de
la radiactividad incorporada (N de la figura 27) en las fases
cloroférmica (Nc) y acuosa (Na) de la fraccién nuclear luego de la
extraccién de Folch.
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4.111.1.2.Mecanismos de esterificacion de acidos grasos en los lipidos

del nucleo

En el higado los procesos de esterificacion de FA requieren de la activacion de
los mismos como acil-CoAs [1]. Resultados previos del laboratorio [2-4] demostraron
que la esterificacion de los &cidos 18:0, 20:3n-6 y 20:4n-6 en los lipidos nucleares y
endonucleares hepaticos es un proceso acil-CoA dependiente en el que participa la acil-
CoA sintetasa (ACS) y cuyos cofactores son el ATP y la CoA. A partir de estos
resultados, el siguiente objetivo fue determinar si este proceso era general y no se

restringia solo a los FA mencionados.

A continuacion (Tabla 7) se muestra que los FA 16:0, 18:1n-9 y 18:2n-6 al igual
que los estudiados previamente en el laboratorio (18:0, 20:3n-6 y 20:4n-6), s6lo se
esterifican en los lipidos nucleares en presencia de los cofactores de la ACS; en
ausencia de estos cofactores los FA exdgenos si bien se incorporan en el nucleo,
permanecen como FA libre (100%). Por lo tanto, los FA exdgenos se incorporan al

ndcleo por un mecanismo acil-CoA independiente.

Tabla 7. Porcentaje de la radiactividad total
(Nc) incorporada como FA libre (no
esterificada) luego de 10 min de incubacion.

[1-C] FA ConATPy SinATPy
CoA CoA
16:0 38,4 % 100 %
18:0 * 46,0 % 100 %
18:1n-9 31,1 % 100 %
18:2n-6 24,1 % 100 %
20:3n-6 * 32,0 % 100 %
20:4n-6 * 30,0 % 100 %

Con ATP y CoA los FA ademas de incorporarse
como FA se esterifican en LP, TAG y CE y de ese
modo se completa el 100%. * Datos previos del
laboratorio [4].

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que:

84



Lipidos nucleares: topologia y metabolismo 85

Los FA saturados y nosaturados exogenos se incorporan como FA y se

esterifican en los lipidos nucleares.

Los FA se incorporan por un mecanismo acil-CoA independiente.

Los FA se esterifican en los lipidos nucleares por un mecanismo acil-CoA
dependiente.
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I11.1.3.Incorporacion y esterificacion de 4cidos grasos en las clases lipidicas

nucleares
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Sabiendo que los FA estudiados se esterifican en los lipidos nucleares mediante un proceso

acil-CoA dependiente, el siguiente objetivo fue elucidar la cinética de incorporacion y esterificacion

de los mismos en las diferentes clases de LN y LP del ndcleo, como se muestra en la figura 29.
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Figura 29. Incorporacién de los FA [1-**C]16:0, [1-*C]18:1n-9 y [1-*C]18:2n-6 en los lipidos nucleares
en funcién del tiempo. A: Esquema del protocolo de incubacidn de nucleos in vitro. B: perfiles de distribucién
de la radiactividad en las clases lipidicas para cada FA ensayado (circulos amarillos). Los resultados
corresponden a las medias + desvio standard de la media (SEM) de al menos 5 experimentos independientes.
Dentro de una misma clase lipidica los resultados se compararon respecto del primer tiempo (1 min) mediante
el test de Student con: * 0,05 > p > 001, * 001 > p > 0,001, *** p < 0,001
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Los datos de incorporacién de radioactividad como FA se expresan solo como radiactividad
% y no actividad especifica, como en el caso de las restantes clases lipidicas, debido a que el pool

nuclear de FA es muy chico y por tanto dificil de cuantificar.

Los FA se incorporan rapidamente como FA libre, luego se movilizan y esterifican en los
pooles de LN y LP mediante un proceso acil-CoA dependiente, con particularidades seguin el FA y
la clase lipidica. En todos los casos disminuye la radiactividad como FA libre y aumenta como FA

esterificado en funcién del tiempo de incubacion.

En esta seccion se incorporan los resultados obtenidos en el laboratorio previamente [4] con

los FA 18:0 y 20:4n-6 a afectos de poder realizar un analisis comparativo.

El 18:0 y el 20:4n-6 son los FA que se esterifican méas activamente en LP respecto de los LN:
TAG y CE (AE), mientras que los FA 16:0, 18:1n-9 y el 18:2n-6 se esterificaron mas activamente
en LN: TAG y CE que en LP. En particular, la esterificacion de los FA exdgenos 18:0 y 20:4n-6 en

CE no fue detectable en las condiciones experimentales ensayadas.

La especificidad con que los FA se esterifican en las diferentes clases lipidicas seria la
responsable de la composicion final de las mismas, ya que como se presenta en la tabla 8, los FA
que se esterifican con mayor actividad especifica son a su vez los mayoritarios de esa misma clase

lipidica: 18:0 y 20:4n-6 en LP; y 16:0, 18:1n-9 y el 18:2n-6 en LN (Tabla 2).

Teniendo en cuenta que estos ensayos se realizaron utilizando ndcleos aislados de los demaés
componentes celulares, podemos concluir que la composicion de las especies moleculares de los LN
nucleares esta regulada por el propio nucleo a través de la especificidad de las enzimas involucradas

en dichos procesos.
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Tabla 8. Incorporacion de los FA [1-**C]16:0, [1-*C]18:1n-9, [1-*C]18:2n-6, [1-'*C]18:0 y [1-'*C]20:4n-6 en los lipidos nucleares.

16:0
% (dpm) [1-"*C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
FA Libre 938 + 0,8 474 + 1,1%** 38,4 + 2,6*%** -- -- --
FA Esterificado 6,2 £ 0,8 52,6 = 5,3*** 61,6 £ 3,7*** -- -- --
LP 62 £ 0,8 249 = 13*** 25,3 £ 1,5*** 0,12 = 0,03 0,51 = 0,13* 0,42 = 0,04**
LN 00 £ 0,0 27,7 £ 4,0%** 36,3 £ 2,2%** 0,0 £ 0,0 27,7 £ 41 29,0 £ 3,3
TAG 0,0 £ 0,0 19,9 + 2,1*** 244 + 1 3*** 0,0 + 0,0 20,9 + 1,8*** 19,7 = 2,1***
CE 00 £ 0,0 78 £ 1,9%** 11,9 + 0,9*** 0,0 £ 0,0 6,8 £ 2,3** 93 £ 1,2%**
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18:1n-9
% (dpm) [1-"C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
FA Libre 845 + 2,0 46,4 = 6,0%** 39,3 £ 3,6%** - -- --
FA Esterificado 145 £ 2,0 53,6 = 7,7*%** 60,7 £ 4,7*%* -- -- --
LP 75 £ 10 17,7 £ 1,6** 130 £ 1,0* 0,27 = 0,05 0,35 + 0,02 0,35 £ 0,03
LN 70 £ 10 37,7 £ 6,1*%** 478 + 3,7%** 116 + 24 39,0 £ 6,5** 68,8 £ 3,9*%**
TAG 70 £ 10 30,8 + 52** 37,0 £ 2,5%** 116 + 24 32,5 £ 55* 54,8 £ 2,7*%**
CE 0,0 £ 0,0 6,9 £ 0,9*** 10,8 £ 1,2*** 0,0 £ 0,0 6,5 + 1,0 140 £ 1,2%**
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18:2n-6
% (dpm) [1-"C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
FA Libre 68,6 + 2,7 36,9 £ 0,4** 24,1 £ 0,4** -- -- --
FA Esterificado 30,7 £ 3,8 62,7 = 1,6** 75,2 £ 1,3** -- -- --
LP 156 £ 29 104 £+ 0,8 128 + 0,3 0,71 = 0,11 0,29 = 0,03 0,59 + 0,05
LN 151 £ 0,9 52,3 = 0,8*%** 62,4 + 1,0%** 36,7 £ 3,2 76,9 £ 17,6 148,3 + 12,2
TAG 151 £ 0,9 358 + 0,7** 53,4 + 0,9%** 36,7 £ 3,2 55,1 £ 13,0 129,3 + 11,1*
CE ND 16,5 £ 0,1*** 9,0 = 0,1*** 0,0 £ 0,0 21,8 = 4,6* 190 £ 2,1**




Tabla 8. (cont.)

Lipidos nucleares: topologia y metabolismo 91

18:0
% (dpm) [1-"C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
FA Libre 100 £ 0,0 50,8 + 0,3*** 49,9 + 0,07*** -- -- --
FA Esterificado ND 49,3 + 0,3*** 50,1 £ 0,3*** -- -- --
LP ND 40,4 + 0,3*** 43,5 = 0,2*** 78,1 + 19,1 1105 = 7,6 1524 + 9,53**
LN ND 8,9 £ 0,01*** 6,6 = 0,1*** 0,11 £ 0,11 0,11 £ 0,11 0,11 = 0,11
TAG ND 8,9 £ 0,01*** 6,6 £ 0,1*** 0,11 £ 0,11 0,11 £ 0,11 0,11 = 0,11
CE ND ND ND ND ND ND
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20:4n-6
% (dpm) [1-"*C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
FA Libre 100,0 = 0,0 30,3 = 0,02*%** 23,3 £ 0,03**= -- -- --
FA Esterificado ND 69,7 = 0,03*** 76,7 + 0,2%** -- -- --
LP ND 51,5 + 0,02%** 54,4 + 0,08*** 1295 + 26,7 152,4 + 18,7 160,0 + 15,6
LN ND 18,2 £ 0,01*** 22,3 = 0,1%** 1,00 £ 0,26 148 = 0,11 1,85 + 2,96*
TAG ND 18,2 + 0,01*** 22,3 + 0,1*%** 1,00 + 0,26 1,48 = 0,11 1,85 + 2,96*
CE ND ND ND ND ND ND
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Los resultados se presentan como radiactividad incorporada (dpm %) y como actividad especifica de esterificacion
(pmol de [1-**C]FA esterificado / nmol de cada clase lipidica). Los resultados corresponden a las medias + desvio
standard de la media (SEM) de al menos 5 experimentos independientes. En cada clase lipidica los resultados se
compararon respecto del primer tiempo (1 min) mediante el test de Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001,
***p < 0,001. ND: no detectable. La incorporacion total en LN calculada como actividad especifica, refleja los pmoles
de FA esterificado en TAG+CE respecto de los nmoles totales de TAG y CE. Los resultados correspondientes a los
acidos 18:0 y 20:4n-6 corresponden a resultados previos de nuestro laboratorio [4]
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Los FA estudiados se esterificaron en los LP nucleares mayoritarios, PC, PE y Pl mediante un
mecanismo acil-CoA dependiente (Figura 30). Sin embargo, ninguno de ellos se esterificd en la
SM nuclear en las condiciones ensayadas, indicando que una vez sintetizada la SM, el FA que posee

no se remodelaria en el ndcleo.

Los FA 16:0, 18:0 y 18:1n-9 se esterificaron en mayor proporcion en PE respecto a PC y PI,
mientras que por el contrario, los FA 18:2n-6 y 20:4n-6 lo hicieron en mayor proporcion en PC

respecto de PE y PI.

A su vez, analizando cada clase lipidica en particular se encuentra especificidad respecto del

FA y de la clase de LP nuclear, a saber:

PC: 20:4>18.0>18:2>16:0=18:1

PE: 18.0>20:4>>16:0=18:2 = 18:1

PI: 20:4 >>18.0 > 18:2 > 18:1 = 16:0

Estas diferencias en la esterificacion de los diferentes FA ensayados en las distintas clases

de LP podria estar determinando la composicion final de estos lipidos.



Radiactividad incorporada (dpm %)

100

80

60 -

40 A

20 A

Lipidos nucleares: topologia y metabolismo 95
16:0 100 18:1n-9
EEE PC ;Q N rc
= PE E —
 — T 807 {—
* g 60 - I
1 5 10 ’ 1 s 2
Tiempo (min.) Tiempo (min.)

100 ] 18:2n-6

80 4

60 A

40 4

B |10 1 |

1 5 10

Radiactividad incorporada (dpm %)

Tiempo (min.)

Figura 30. Esterificacion de los FA [1-C]16:0, [1-**C]18:1n-9 y [1-}*C]18:2n-6 en
los lipidos polares nucleares en funcién del tiempo. Los resultados corresponden a
las medias + desvio standard de la media (SEM) de al menos 5 experimentos
independientes. Para una misma clase de LP, los resultados se compararon respecto
del primer tiempo mediante el test de Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p >
0,001; *** p < 0,001.
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Tabla 9. Esterificacion de los FA [1-**C]16:0, [1-'*C]18:1n-9, [1-'*C]18:2n-6, [1-'*C]18:0 y [1-**C]20:4n-6 en los lipidos polares nucleares.

16:0
% (dpm) [1-"C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
PC 211 = 13 256 = 0,3 37,4 £ 3,0* 0,04 = 0,01 0,17 = 0,04* 0,25 = 0,04*
PE 47,8 + 35 529 = 0,2 56,2 £+ 1,8* 0,31 £ 0,03 10 £ 0,2* 10 £ 0,1*
Pl 225 = 18 195 £ 21 174 + 18 0,36 £ 0,04 0,36 £ 0,05 04 = 0,1
18:1n-9
% (dpm) [1-"C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
PC 242 £ 1,0 16,4 £ 3,7 29,3 £ 2,1 0,08 £ 0,02 0,08 = 0,02 0,13 = 0,02
PE 46,9 + 1.2 62,7 = 7,2 50,9 £ 6,0 05 = 0,1 0,86 £ 0,04 06 = 0,1
Pl 289 = 19 209 £ 14 198 £ 15 0,7 £ 0,2 0,67 = 0,04 0,54 £+ 0,06
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18:2n-6
% (dpm) [1-"C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)
Tiempo (min) 5 10 1 5 10
PC 25,6 2,6 266 £ 54 425 £ 04* 0,30 = 0,03 0,11 + 0,01* 0,40 £ 0,02
PE 22,3 59 53,2 £ 9,6 326 £ 19 0,70 = 0,09 0,7 £ 0,2 0,80 £ 0,01
Pl 23,0 3,5 20,2 = 4,2 215 £ 12 1,60 £ 0,03 0,60 = 0,05** 1,30 £ 0,01*
Tabla 9 (cont.).
18:0
% (dpm) [1-"*C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)
Tiempo (min) 5 10 1 5 10
PC 26,1 3,3 16,0 + 0,8 12,0 = 0,7 11 £ 0,3 10 £ 0,2 14 + 0,3
PE 56,9 7,9 713 = 1.2 77,2 + 09 56 + 1,7 91 + 15 129 + 19
Pl 11,3 4,3 73 £ 1.2 48 + 0,2 14 + 0,6 22 = 04 23 = 04
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Tabla 9 (cont.)

20:4n-6
% (dpm) [1-"*C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
PC 515 = 2,2 56,8 = 2,6 59,1 £ 8,0 28 = 0,7 36 = 0,6 40 = 0,9
PE 29,7 £ 10 285 £ 14 219 £ 20 48 + 1,1 54 £ 0,9 44 £ 17
Pl 181 £ 04 131 £ 13 164 + 19 6,8 £ 15 58 = 1,3 76 = 16

Los resultados se presentan como radiactividad incorporada (dpm %) y como actividad especifica de esterificacion (pmol de [1-**C]FA esterificado / nmol de cada LP). Los
resultados corresponden a las medias + desvio standard de la media (SEM) de al menos 5 experimentos independientes. Para una misma clase de LP, los resultados se compararon
respecto del primer tiempo (1 min) mediante el test de Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** p < 0,001. Los resultados correspondientes a los acidos 18:0 y
20:4n-6 corresponden a resultados previos de nuestro laboratorio [4].
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Analizando la tabla 9 de actividades especifica de esterificacion de FA en LP se observa
que existe especificidad en el remodelado de FA respecto del tipo de FA y la clase de LP en
particular. En PC el 20:4 y el 18:0 (en ese orden) se esterifican activamente (mayores actividades
especificas); en PE ocurre el fendmeno inverso es el 18:0 el FA que se esterifica mas activamente
(mayor actividad especifica). En Pl los FA se esterificaron (actividad especifica) en el siguiente
orden 20:4n-6 > 18:0 > 18:2n-6.

Los TAG y CE nucleares poseen un activo remodelado de los FA que los constituyen.

El remodelado de 16:0, 18:1n-9 y el 18:2n-6 es mas activo en LN que en LP nucleares.

El remodelado de 18:0 y 20:4n-6 es mucho mas activo en LP que en LN nucleares.

Los FA de la SM nuclear no se remodelan en el ntcleo.

Podemos concluir que los diferentes FA saturados, monoinsaturados Yy
polinosaturados se esterifican y remodelan en el nucleo con especificidad respecto

de la clase lipidica.

El remodelado de FA de los lipidos nucleares es intrinseco al ntcleo y determinaria

la composicion final de las clases lipidicas que lo constituyen.
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4.111.1.4.Incorporacion y esterificacion de &cidos grasos en las membranas

nucleares

Hemos determinado que los FA que constituyen los lipidos nucleares se incorporan y
remodelan de las diferentes clases de lipidos nucleares mediante un mecanismo acil-CoA
dependiente (seccion 4.111.1.2), y por resultados previos del laboratorio [4] hemos demostrado que
en la matriz nuclear se incorporan y remodelan FA exdgenos en forma auténoma e independiente de
componentes y /o estructuras de la DMN. El siguiente objetivo fue determinar si en cada una de las
membranas nucleares (MNE y MNI) se desarrollan los procesos de incorporacion y remodelado sus

FA.

Con este fin primeramente se procedié a realizar un fraccionamiento nuclear, y se aislo la
MNE, los Nucleoplastos (Nucleos sin la MNE) y finalmente la MNI. Cabe aclarar que las mismas
corresponden a fracciones crudas y no purificadas, ya que la recuperacion de las diferentes
fracciones es muy baja y por lo tanto es muy dificil de obtener una masa critica de las mismas para

su posterior purificacion.

Cada fraccidon nuclear se analizd por microscopia electronica y las observaciones que se
muestran en la figura 8, se corresponden con los datos de bibliografia. La MME y la MMI estan
constituidas por vesiculas que poseen una Unica membrana, y los Nucleoplastos se caracterizan por
mantener el nucléolo, zonas de heterocromatina y eucromatina y una sola membrana nuclear, la

MMI [5].

Habiendo aislado las membranas, en una primera etapa se incubaron la MMI y la MNE con
FA exogeno (Figura 31) y posteriormente se determind en qué clase lipidica se habia incorporado

la radiactividad (Figuras 32y 33).
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Figura 31. Esquema del protocolo experimental de incubacién de MME y MNI in vitro.
Se aislaron membranas nucleares como se detalla en Materiales y métodos (seccién 7.3.2.2).
La MNE y la MNI se incubaron con [1-'*C]20:4n-6 y se analizé la distribucién de la
radiactividad incorporada en las diferentes clases de lipidos que las constituyen.
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Figura 32. Incorporacion y esterificacion del acido [1-*C]20:4n-6 en los lipidos de las
MNE y MNI. Al analizar la distribucion de la radiactividad incorporada en las diferentes
clases de lipidos por TLC, solo se detecto radiactividad en FA'y LP.
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Figura 33. Incorporacion y esterificacién del acido [1-**C]20:4n-6 en los lipidos polares de
las MNE y MNI. Los resultados corresponden a las medias + desvio standard de la media

(SEM) de al menos 3 experimentos independientes.

Los resultados (Figuras 32 y 33) indican que en ambas membranas nucleares existen los
mecanismos necesarios para incorporar y esterificar FA exdgenos. En particular la esterificacion

ocurre por un mecanismo acil-CoA dependiente.

Como era de esperar, no se observo radiactividad esterificada en TAG y CE, y por lo tanto
podemos suponer que estos resultados se debieron a que los LN nucleares se concentran y

organizan en la matriz nuclear, en las nLD (seccion 4.11) y no en la MN.
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So6lo se observd esterificacion de 20:4n-6 en LP y no se observaron caracteristicas
diferenciales en el patron de esterificacion entre ambas membranas. En ambas membranas (MNE y
MNI) se observo una mayor proporcion de la esterificacion de 20:4n-6 en PC y PE respecto de Pl y
PS, lo que concuerda con la abundancia relativa de estos LP en las MN. Como no se determino la
composicion quimica de cada membrana no es posible calcular las respectivas actividades
especificas de esterificacion. La esterificacion fue rapida no observandose aumento con el tiempo

de incubacion.

Podemos concluir que cada membrana nuclear es autdbnoma para esterificar FA exégenos

mediante un mecanismo acil-CoA dependiente.

No existen TAG y CE en la DMN.
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4.111.1.5.Mecanismos de internalizacién nuclear del 20:4n-6

El protocolo experimental utilizado consiste en incubar ndcleos aislados in vitro con [1-
CIFA en condiciones tales que el FA exdgeno se incorpora rapidamente como FA y luego se
esterifica en LN y LP. El siguiente objetivo fue determinar la localizacion nuclear del pool de FA

incorporado Yy discernir si el mismo se encuentra asociado a la MN o dentro del ndcleo.

Con este fin se incubaron ntcleos con [1-*C]20:4n-6, luego se eliminaron las MN con Tritén
X-100 y se aislaron las matrices nucleares utilizando la técnica que se elaboré en el laboratorio [6]
(Figura 34). Finalmente se analizé la distribucién de la radiactividad en las diferentes clases

lipidicas de la matriz nuclear (Figura 35).

Aislamiento de
CoA matriz nuclear
. o
. Membranas
000 nucleares
00
[1-14C]FA

Figura 34. Esquema del protocolo experimental de obtencion de matrices nucleares
marcadas a partir de nucleos incubados con FA. Se incubaron nicleos con [1-*C]20:4n-6
luego de la incubacién se aislaron las matrices nucleares eliminando las membranas nucleares
como se detalla en la seccion 7.3.2.1. Luego se analizé la distribucion de la radiactividad.

Al cuantificar la radiactividad que se recupera en la matriz respecto de la total inicial, se
observé que el 15% (dpm) de la radiactividad se incorpora en la matriz nuclear y el 85% restante se

elimina junto con la MN.

En la tabla 10 se presentan los resultados de la radiactividad incorporada como FA libre de
las matrices aisladas luego de incubaciones con y sin ATP y CoA; como control se presentan los
resultados correspondientes al nicleo marcado antes que se eliminen las membranas nucleares y se

aislen las respectivas matrices.
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Tabla 10. Porcentaje de la radiactividad total incorporada como FA
libre (no esterificado) luego de 10 min de incubacién.

Con ATPy CoA Sin ATPy CoA

Nucleos enteros 30 100

Matrices nucleares 29 100

Con ATP y CoA los FA ademas de incorporarse como FA se esterifican en
LP, TAG y CE y de ese modo se completa el 100%.

Se observa que en ausencia de ATP y CoA la radiactividad se recupera totalmente como FA
libre ya que no se esterifico el FA exdgeno en los LN y LP de la matriz. Mientras que, en presencia
de ATP y CoA en condiciones en las que el FA se puede activar como acil-CoA, el mismo se
esterifica en los pooles lipidicos de la matriz en un 71%, quedando un remanente como FA libre

(29%).

Por lo tanto, un 15% del FA exdgeno se internaliza en el nucleo mediante un mecanismo
pasivo y luego dentro del nucleo, si existen las condiciones adecuadas se esterifica mediante un

mecanismo acil-CoA dependiente en sus lipidos.
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Figura 35. Distribucién de la radiactividad incorporada y esterificada en los
pooles lipidicos de la matriz. Las caracteristicas de la incubacién corresponden
a las de la figura 34. Los resultados corresponden a las medias + desvio standard
de la media (SEM) de al menos 3 experimentos independientes. Los datos
encima de las barras corresponden a las actividades especificas de esterificacion,
calculadas como pmol de FA esterificado por nmol de cada clase lipidica. Los
resultados se compararon respecto del primer tiempo (1 min) mediante el test de
Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** p < 0,001.
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Los perfiles de distribucion de la radiactividad (Figura 35) indican que el 20:4n-6 se
incorporé como FA libre y se esterifico en los pooles de LN y LP endonucleares por un mecanismo
acil-CoA dependiente. A mayor tiempo de incubacion el FA libre se movilizd y esterifico
activamente (mayor actividad especifica) en el pool de TAG nuclear. En concordancia con
resultados previos (Tabla 9), la esterificacion en LP se saturd aln a tiempos cortos de incubacion y

, el 20:4n-6 se remodel6 més activamente en Pl que en PC y PE.

En conclusion, los FA exdgenos se incorporan y esterifican en los lipidos de la DMN, se
internalizan como FA y dentro del nacleo se movilizan y esterifican en los LN y LP
endonucleares. No podemos descartar que ademas exista un intercambio de LP entre la DMN y la matriz

nuclear.
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4.111.1.6.Incorporacion y esterificacion de acidos grasos en

los lipidos de las nLD

Habiendo determinado que los FA exdgenos se esterifican en los lipidos nucleares
y sabiendo que los LN se localizan en las nLD, el siguiente objetivo fue determinar si
los LN marcados radiactivamente con los [1-**C]FA se localizan en las nLD. Con este
fin se aislaron nLD de nicleos previamente marcados con [1-**C]FA como se detallara
en el seccion 4.111.1.3 y se analizaron las clases de lipidos marcados radiactivamente
(Figura 36A). Estos estudios se realizaron incubando in vitro nucleos con los FA
mayoritarios que componen los LN: [1-**C]16:0, [1-*C]18:1n-9 y [1-**C]18:2n-6. Los
resultados respectivos expresados como radiactividad incorporada (dpm %) y como

actividad especifica de esterificacion, se presentan en la tabla 11.

nLD

[1-14C]FA

Figura 36A. Esquema del protocolo experimental de incubacion de
Nucleos in vitro y posterior aislamiento de nLD. Los nucleos aislados
se incubaron con [1-"*CJFA como se detalla en la seccién 7.10.1
(Materiales y métodos). Luego se aislaron las nLD como se detalla en la
seccion 7.3.2.3 (Materiales y métodos) y se analizd la distribucion de la

radiactividad en las  clases lipidicas de las  nLD.
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Tabla 11. Incorporacion y esterificacion de [1-*C]FA en los lipidos de las nLD.
18:2n-6
Actividad Actividad Actividad
% (d e % (d e % (d e
o (dpm) especifica b (dpm) especifica b (dpm) especifica
FA Libre 72,4 - 29,3 - 40 -
FA Esterificado 27,5 11,1 70,7 12,6 60 20,1
LP 6,5 3,5 9,9 2,4 2,5 1,4
LN 21,0 7,6 60,8 10,2 57,5 18,7
TAG 17,4 6,9 49,8 9,2 46,3 16,3
CE 3,6 0,7 11,0 1,0 11,2 2,4

Los resultados se presentan como radiactividad incorporada (dpm %) y como actividad especifica de
esterificacion (pmol de [1-'*C]FA esterificado / nmol de cada clase de lipido).
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A partir de los datos de la tabla 11 podemos observar que al incubar nucleos in
vitro con los tres FA mayoritarios de los LN nucleares, los FA se esterificaron en los
LN nucleares que se localizan en las nLD. Como era de esperar los resultados
observados al aislar las nLD son comparables a los observados previamente al analizar
los LN en los ndcleos totales (Tabla 8, figura 29), ya que en las nLD los FA se
esterifican en los LN con mayor actividad especifica respecto de los LP.

Los FA estudiados se esterificaron activamente (actividad especifica) en los LN
de las nLD en el siguiente orden: 18:1n-9 > 18:2n-6 > 16:0.

Puesto que los FA mas abundantes en los TAG (18:1n-9 > 18:2n-6 > 16:0,
tabla 6), son los que se esterifican mas activamente, podemos suponer entonces que el
proceso de remodelado es el que estd determinando la composiciéon final de los TAG y
CE de las nLD.

Los FA 16:0, 18:1n-9 y 18:2n-6 se esterifican en los lipidos de las nLD por un
mecanismo acil-CoA dependiente.

Los FA 16:0, 18:1n-9 y 18:2n-6 se remodelan en forma mas activa en LN respecto de
LP de las nLD.

Existe especificidad en la esterificacion de los FA en las nLD que determinaria la
composicion de las especies moleculares de sus lipidos.

El remodelado de FA de los lipidos nucleares es intrinseco al nucleo y
determinaria la composicion final de las clases lipidicas que lo

constituyen.
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4.111.1.7.Incorporacién y esterificacion de acidos grasos en nLD
aisladas

Habiendo determinado que los FA exdgenos se incorporan y esterifican en los
lipidos de las nLD, el siguiente objetivo fue determinar si las nLD son estructuras
autonomas capaces de incorporar y esterificar FA en sus lipidos. Con este fin, se
incubaron in vitro nLD aisladas en presencia del FA mayoritario de sus LN, el [1-
1%C]18:1n-9 y se analizaron las clases de lipidos marcados radiactivamente (Figura
36B).

nLD
ATP

CoA 9

@ 3 ®
% 8
. [1_14C]FA e

Figura 36B. Esquema del protocolo experimental de
incubacion de nLD in vitro. Las nLD aisladas se incubaron con
[1-**C]18:1n-9. Posteriormente se analizé la distribucién de la
radiactividad en las clases lipidicas como ya se detallara

anteriormente.

En la figura 37 se observa claramente que el acido 18:1n-9 se incorporo
totalmente como FA, y no se esterificd en ninguna clase lipidica de las nLD aisladas.
Teniendo en cuenta que en la seccion 4.111.1.5 demostramos que al incubar nucleos in
vitro con el &cido oleico, el FA se esterifica en los LN de las nLD. Podemos plantear

las siguientes hipotesis para explicar estos resultados:

1) Las nLD carecen de algin componente o enzima implicada en el remodelado
de los FA de sus los lipidos. Los FA se remodelan fuera de las nLD, en la
matriz y luego se incorporan y/o intercambian con los lipidos de las nLD.
Las nLD podrian carecer de ACS vy por lo tanto los FA se incorporarian ya
activados en la nLD como acil-CoA
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2) Las nLD son auténomas pero durante el proceso de aislamiento perdieron o

se inactivo algin componente o enzima del metabolismo lipidico.

Estas hipdtesis seran validadas o refutadas en un futuro proximo.

Nucleos nLD

CE

TAG

FA

LP =3

Figura 37. Incorporacion de acido [1-'*C]18:1n-9 en nLD aisladas. Luego de incubar in vitro
ndcleos (control) y nLD con [1-**C]18:1n-9, ATP y CoA, los lipidos se extrajeron y resolvieron
por TLC y se cuantificd la radiactividad como se indicara en la seccion 7.10.1. LP: lipidos

polares, FA: A4cidos grasos, TAG: triacilglicéridos y CE: ésteres de colesterol
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4.111.2.Efecto de la L-FABP en la incorporacion y esterificacion de

acidos grasos al nucleo

Resultados previos del laboratorio demostraron que la L-FABP juega un rol
importante en la movilizacion de FA nucleares, ya que en el interior nuclear favorece la
movilizacion del &cido 20:4n-6 dentro del nucleo, su esterificacion en Pl endonuclear
[4] y el remodelado del 18:0 y 20:4n-6 de las especies moleculares de PC que estan

constituidas por éstos FA [7].

A partir de los resultados presentados en la seccién 4.111.1 donde se demostro que
los FA mayoritarios que constituyen los TAG y CE (16:0, 18:1n-9 y 18:2n-6) son
remodelados activamente, el siguiente objetivo fue determinar el rol de la L-FABP en
estos procesos.

Con este fin se incubaron nuacleos in vitro en presencia de L-FABP cargada con
[1-**C]FA y se analizé el perfil de distribucion de la radiactividad en las clases lipidicas
nucleares (Figura 38). Se utilizaron los FA mayoritarios de los LN, uno saturado
(16:0) y uno nosaturado (18:1n-9).

L-FABP : [1-"C]FA

Figura 38. Esquema del protocolo experimental de incubacién de
nacleos in vitro. Los ndcleos aislados se incubaron en presencia de [1-
YCIFA (O) unido a L-FABP (@) como se detalla en la seccion 7.11.1
(Materiales y métodos). Los lipidos se extrajeron y se analiz6 la
distribucion de la radiactividad en las clases lipidicas como se detalla en

la seccion 7.10.1 (Materiales y métodos).
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4.111.2.1. Internalizacion de la L-FABP exogena al nacleo

Un primer control que se realizo, fue determinar si la L-FABP se internaliza en
los nlcleos aislados cuando éstos se incuban in vitro con la proteina. Con este fin, se
analizo el contenido de L-FABP en los nucleos post-incubacion por western blot, por

microscopia de 2 fotones y de fluorescencia.

Homogenado Nucleos incubados
de higado con L-FABP delipidada
L-FABP
0 0 2 8 16 40
[uM]

14-15 KDa I - . .

Figura 39. Contenido de L-FABP de nucleos incubados con la proteina.
Western blot de ndcleos incubados in vitro con concentraciones crecientes de
L-FABP. En cada calle se sembraron 50 pg de proteina nuclear. La primera
calle representa el control positivo con una muestra de homogenado de

higado de rata.

Como se observa en la figura 39, al incubar ndcleos con concentraciones
crecientes de L-FABP, las bandas inmunoreactivas de western blot presentaron
intensidad proporcional a la concentracion de proteina empleada. La banda
inmunoreactiva de L-FABP mostr6é una masa molecular relativa de 14 -15 kDa que es
representativa de la masa de 14,18 kDa de la L-FABP.

Es interesante remarcar que bajo estas condiciones experimentales ensayadas,
cuando no se agregd L-FABP exdgena al medio de incubacion (OuM), se observo una
tenue banda que corresponde a la L-FABP propia del nicleo y que contrasta con la
importante banda inmunoreactiva observada en homogenado. Estos resultados estan en

concordancia con datos de bibliografia, ya que esta descripto que en el nucleo las L-
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FABP y ACBP se encuentran en baja concentracion [8,9], estos datos contrastan con la

alta concentracion de estas proteinas en el citosol.

Para determinar si la L-FABP se internalizé en el nucleo o se deposito por fuera
del mismo sobre la EN, se realizaron dos ensayos independientes, se incubaron nucleos
in vitro con L-FABP no marcada y marcada fluorescentemente (Fluo-L-FABP). Luego
de la incubacion se realizaron observaciones por microscopia, en el primer caso se
analizé por inmunofluorescencia indirecta y con un microscopia confocal (Figura 40), y

en el segundo caso con un microscopio de 2 fotones (Figura 41).

Envoltura
nlL.D nuclear

Figura 40. Internalizacion nuclear de L-FABP. Analisis por
inmunofluorescencia indirecta de L-FABP en ndcleo. En rojo se
observa la fluorescencia debida a L-FABP, en azul DAPI (ADN)
y en verde BODIPY 493/503 (nLD). En las iméagenes adyacentes

se aprecian las vistas ortogonales.

En la figura 40 se observa que la L-FABP ingresa al nicleo y se localiza en la
zona de la matriz nuclear e interacciona fuertemente con ésta puesto que resistio el

tratamiento posterior con Triton X-100 utilizado para lograr la permeabilizacién de los
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preparados y el ingreso de los anticuerpos. Se observa claramente a la L-FABP
internalizada, mientras que no se observa fluorescencia significativa en la zona de la
EN.

Figura 41. Internalizacion nuclear de Fluo-L-FABP. Las imagenes se

obtuvieron por microscopia de 2 fotones (Laboratory for Fluorescence
Dynamics, Univ. California — Irvine) y corresponden a ndcleos incubados: 1)
sin Fluo-L-FABP; 1l y 11I) con Fluo-L-FABP 40nM; IV y V) con Fluo-L-
FABP vy lavados. Las imagenes VI) a X) corresponden al seccionamiento

optico de la muestra a lo largo del eje z.

Para analizar los preparados mediante M2F (Figura 41), los nacleos se
sedimentaron por gravedad luego de la incubacion y éstos permanecieron inmoviles
durante la observacion microscépica. Como control y para descartar el background
debido a efectos de autofluorescencia, se incubaron nucleos sin el agregado de Fluo-L-
FABP y no se detectd fluorescencia en el preparado (Figura 41 1), y por lo tanto se

descarta el fenomeno de autofluorescencia en la muestras.

La adicion de Fluo-L-FABP determind un aumento en la fluorescencia como se
observa en la figura 41 11-X. Dentro del ndcleo se observa un patron discreto y
heterogéneo de fluorescencia y no se observa fluorescencia significativa en la zona de la
EN (Figura 41 I1-111). Para confirmar que la Fluo-L-FABP se internaliz6 en el ndcleo,
se tomaron imagenes luego de reemplazar el medio de incubacion por un medio fresco

sin Fluo-L-FABP, y como se observa en la figura 41 1'V-V/ la fluorescencia permanece
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dentro de los ndcleos. Por altimo se realizé un seccionamiento éptico a lo largo del eje z
de la muestra (Figura 41 VVI-X), y estas observaciones confirman que la Fluo-L-FABP
se internaliz6 y se mantuvo retenida por estructuras endonucleares ya que al desplazarse
hacia la periferia nuclear la intensidad de la fluorescencia disminuye (Figura 41 VI11-
X). De haber permanecido la Fluo-L-FABP concentrada en el MN, la fluorecencia

deberia haberse concentrado en zonas de la periferia nuclear.

Podemos suponer que la L-FABP ingresa al nucleo en forma pasiva por el CPN
ya que la proteina carece de sefial de localizacion nuclear (NLS) y no posee una masa
superior a 60 kDa, ambos factores son imprescindibles para el transporte activo a través
del CPN.

Se puede concluir que la L-FABP se internaliza en el ndcleo por un mecanismo

pasivo.
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4.111.2.2. Efecto de la L-FABP en la incorporacion y esterificacion de

acidos grasos al nucleo.

Con el objetivo de determinar el rol de la L-FABP en la incorporacion y
esterificacion de FA en el nicleo se incubaron nucleos in vitro en presencia de L-FABP
cargada con [1-'*CJFA (Figura 38). A continuacién se observan los perfiles de
distribucion de la radiactividad en las clases lipidicas nucleares cuando se utilizaron los
FA 16:0 y 18:1n-9 (Figuras 42 y 43).
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Figura 42. Incorporaciéon vy
esterificacion del acido [1-
%C]16:0 en los lipidos neutros
nucleares en ndcleos incubados
con FA libre o unido a L-FABP.
Los resultados corresponden a las
medias + desvio standard de la
media (SEM) de al menos 5
experimentos independientes. Los
resultados se compararon respecto
del primer tiempo (1 min) o
comparando (a un mismo en cada
tiempo el efecto del FA libre o
unido a L-FABP mediante el test
de Student con: * 0,05 > p > 0,01;
** 0,01 > p > 0,001; *** p <
0,001.
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Figura 43. Incorporacion vy
esterificacion del 4&cido [1-
YC)18:1n-9 en los lipidos
neutros nucleares en nucleos
incubados con FA libre o unido
a L-FABP. Los resultados
corresponden a las medias +
desvio standard de la media
(SEM) de al menos 5
experimentos independientes. Los
resultados se compararon respecto
del primer tiempo (1 min) o
comparando en cada tiempo el
efecto del FA libre o unido a L-
FABP mediante el test de Student
con: * 0,05 > p >0,01; ** 0,01 >
p > 0,001; *** p < 0,001.
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A tiempos cortos de incubacion (1 minuto) la L-FABP favorece la movilizacion de 16:0
desde el pool de FA, donde se incorpora inicialmente en forma masiva, hacia los pooles de LN
(TAG y CE) y LP donde se esterifica mediante un proceso acil-CoA dependiente (Figura 42).

Como se observa en la figura 43, la L-FABP favorece la movilizacion de 18:1n-9 desde el
pool de FA donde se incorpora inicialmente en forma masiva, hacia el pool de LN de CE (1y 5

min) y LP (1 min) donde se esterifica mediante un proceso acil-CoA dependiente.
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Tabla 12. Incorporacion de los FA [1-**C]16:0, [1-**C]18:1n-9, [1-"C]18:0 y [1-*C]20:4n-6 en los lipidos neutros nucleares.

16:0
% (dpm)
FA libre FA:L-FABP
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
FA libre 938 + 08 A7,7 £ 11%** 384 + 2,6%** 802 + 1,3 52,1 + 1,7%** 40 + 32,2%**
FA Esterificado 62 = 0,8 526 + 5,3** 616 + 3,7*** 220 + 009° 52,7 + 16** 66,9 + 24**
LP 62 £ 08 249 £ 13%** 25,3 + 15%** 198 = 0,6° 26,2 + 0,7** 286 + 0,7**
LN ND 27,7 £ 4,0%* 36,3 + 2,2%** 22 + 03 26,5 + 0,9%** 38,3 + 1,7%*%*
TAG ND 19,9 £ 2,1*** 244 + 13*%** 16 + 03° 18,9 + 0,6*** 27,4 + 0,9%**
CE ND 78 £ 19** 119 £ 0,9*%** 06 + 0,07° 76 + 0,3*%** 10,9 + 0,8***
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16:0

Tiempo (min)

FA Esterificado

LP

LN

TAG

CE

[1-**C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)

FA libre FA:L-FABP
1 5 10 1 5 10
0,12 + 0,03 282 + 4,1*% 294 + 3,3** 35 = 0,6° 209 = 04 34,7 + 2,9°
0,12 = 0,03 051 *+ 0,13* 042 =+ 0,04** 059 * 0,05° 0,47 *= 0,01 0,67 + 0,10°
ND 27,7 = 41 290 += 33 29 + 06 204 = 04 340 = 28
ND 209 + 18*** 19,7 + 2,1%** 20 = 04° 13,7 + 0,3**** 21,3 £ O0Q,1***
ND 6,8 + 2,3** 9,3 + 12%** 09 = 02° 6,7 + 0,1*** 12,7 + 2,7**
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Tabla 12 (cont.)

18:1n-9
% (dpm)
FA libre FA:L-FABP
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
FA libre 845 = 20 46,4 + 6,0%** 40,5 + 2,0%** 79,7 =+ 05 27,1 £ 0,4*%** 245 + 1,0%**
FA Esterificado 156 = 2,1 554 + 7,7** 58,8 + 4,7** 170 £ 1,0 75,3 £ 81*** 749 £ 6,1***
LP 86 + 11 17,7 + 1,6** 139 = 1,6* 6,2 £ 0,3 22,0 = 14*%** 146 = 2,0*
LN 70 £ 10 37,7 = 6,1** 45,9 £ 3,7** 10,8 + 0,7 53,3 £ 6,7** 60,3 £ 4,1***
TAG 70 + 10 30,8 £ 5,2** 33,7 = 2,9** 95 = 04 40,8 * 54*** 446 + 3,0%**
CE ND 6,9 + 0,9*%** 12,2 + 14%*+* 1,3 + 0,3° 125 + 1,3** 15,7 + 1,1%**
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18:1n-9

125

Tiempo (min)

FA Esterificado
LP
LN
TAG
CE

[1-"C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)

FA libre FA:L-FABP
1 5 10 1 5 10
119 + 24 394 + 6,5** 69,2 + 3,9%** 11,4 + 0,7 335 + 4,2%* 41,2 + 2,7%**
0,27 = 0,05 0,35 + 0,02 0,35 + 0,03 0,13 + 0,01 0,22 + 0,06 0,2 = 0,03
116 + 24 390 = 6,5** 68,8 *+ 3,9*** 11,3 = 0,7 33,3 £ 4,2** 41,0 = 2,7%**
116 = 24 325 + 55* 40,7 + 5,6%** 99 =+ 04 255 + 34** 30,3 + 2,0%**
ND 6,5 = 1,0*** 140 = 12%** 14 + 0,3° 78 = 0,8** 10,7 = 0,7***
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Tabla 12 (cont.)

18:0
% (dpm)
FA libre FA:L-FABP
Tiempo (min) 1 5 10 1 5

FA libre 76,3 £ 35 618 + 6,4 53,7 =+ 3,2 782 = 50 639 = 3,7 55,2 %
FA Esterificado 238 + 57 381 + 37 46,3 + 2,7 21,7 £ 49 36,1 + 2,8 448 +
LP 22,1 + 45 322 £ 21 448 + 2,3 20,2 + 43 357 £ 27 444 +
LN 1,7 £ 1,2 59 + 16 15 £ 04 15 £ 0,6 04 £ 01 04 +
TAG 17 £12 59 + 16 15 + 04 15 + 06 04 = 0,1 04 +

CE ND ND ND ND ND
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Tabla 12 (Cont.)

18:0

[1-"*C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)

FA libre FA:L-FABP
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
FA Esterificado 05 = 0,2 0,7 + 0,1 09 + 008> 05 %= 01 0,7 £ 0,1 09 = 0,1**
LP 04 + 0,1 0,58 + 0,04 0,80 + 0,05** 0,41 + 0,10 0,62 = 0,06 0,79 + 0,04**
LN 0,11 + 0,11 0,11 + 0,11 0,11 + 0,037 0,11 + 0,07 0,11 + 0,07 0,11 =+ 0,07
TAG 0,11 + 0,11 0,11 + 0,11 0,11 + 0,037 0,11 + 0,07 0,11 = 0,07 0,11 + 0,07

CE ND ND ND ND ND ND
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Tabla 12 (cont.)
20:4n-6
% (dpm)
FA libre FA:L-FABP
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
FA libre 446 = 4,1 36,3 = 3,6 30,0 £ 1,2 457 + 1,3 370 £ 1,7 26,7 £ 08
FA Esterificado 55,3 + 11,7 63,6 £ 6,8 68,5 + 85 543 + 55 62,8 £ 7,9 732 £ 56
LP 395 £ 79 42,3 £ 5.2 43,0 = 4,2 439 + 54 516 £ 4,8 56,0 £ 45
LN 158 + 3,8 21,3 + 16 255 + 4,3 104 + 0,1 11,2 + 31 172 + 11
TAG 158 + 33,8 21,3 + 16 255 + 4,3 104 + 0,1 11,2 + 3,1%** 172 + 11
CE ND ND ND ND ND ND
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Tabla 12 (Cont.)

20:4n-6

[1-"C]FA esterificado/clase lipidica (pmol/ nmol)

FA libre FA:L-FABP
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
FA Esterificado  130,0 = 26,9 1539 + 18,8 1618 + 158 1358 + 17,1 168,3 + 154 1724 + 133
LP 1295 + 26,7 152,4 + 187 160,0 + 15,6 1352 + 17,1 167,6 + 15,2 1714 + 133
LN 1,00 + 0,26 148 + 0,11 1,85 + 0,29* 0,63 + 0,07 0,70 + 0,19 1,04 + 0,07**
TAG 1,00 + 0,26 1,48 = 0,11 1,85 + 0,29* 0,63 = 0,07 0,70 = 0,19 1,04 + 0,07**°
CE ND ND ND ND ND ND

Los resultados se presentan como como actividad especifica de esterificacion (pmol de [1-**C]FA esterificado / nmol de cada pool lipidico). Los
resultados corresponden a las medias + desvio standard de la media (SEM) de al menos 5 experimentos independientes. Los resultados se compararon
respecto del primer tiempo (1 min) mediante el test de Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** p < 0,001 respecto del primer tiempo;
y .20,05>p>0,01;°0,01 >p >0,001; °p < 0,001 comparando los efectos del 4cido libre respecto al unido a L-FABP para un mismo tiempo. Los

resultados correspondientes a los é&cidos 18:0 y 20:4n-6 corresponden a resultados previos de nuestro laboratorio [4].
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Figura 44. Incorporacion y esterificacion del
acido [1-*C]16:0 en los lipidos polares
nucleares en nucleos incubados con FA libre o
unido a L-FABP. Los resultados corresponden a
las medias + desvio standard de la media (SEM)
de al menos 5 experimentos independientes. Los
resultados se compararon respecto del primer
tiempo (1 min) o comparando en cada tiempo el
efecto del FA libre o unido a L-FABP mediante
el test de Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01
>p >0,001; *** p <0,001.



Radiactividad incorporada (dpm %)

Radiactividad incorporada (dpm %)

Lipidos nucleares: topologia y metabolismo 131

18:1n-9

100 A

80 A

60 -

40 A

NS

PC

1 5 10

Tiempo (min)

100 A

80 A

60 -

40 A

Pl

11

Tiempo (min)

Radiactividad incorporada (dpm %)

100 1

80 -

60 -

40 A

20 A

I 18:1n-9 libre
[ 18:1n-9 unido a L-FABP

aol

PE

1 5 10

Timepo (min)

Figura 45. Incorporacién y esterificacion
del &cido [1-**C]18:1n-9 en los lipidos
polares nucleares en nucleos incubados con
FA libre o unido a L-FABP. Los resultados
corresponden a las medias + desvio standard
de la media (SEM) de al menos 5
experimentos independientes. Los resultados
se compararon respecto del primer tiempo (1
min) o comparando en cada tiempo el efecto
del FA libre o unido a L-FABP mediante el
test de Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01
>p>0,001; *** p < 0,001.
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Como ya se demostrd en la seccion 4.111.1, los FA exdgenos se incorporan
inicialmente en forma mayoritaria como FA en el nucleo y luego en funcién del tiempo,
se movilizan desde ese pool al de LP y LN donde se esterifican en los mismos en forma

especifica segun el tipo de FA y clase lipidica.

Cuando el 16:0 llega al nucleo unido a la L-FABP se incorpora rapidamente como
FA y la L-FABP a tiempos cortos promueve una mayor esterificacion en LP y LN
(tablas 12 y 13); hay una activa esterificacion de 16:0 en TAG, CE y PE y disminucion
en Pl. EI 16:0 se esterifica en forma mucho mas activa en LN que en LP.

Cuando el 18:1 llega al ndcleo unido a la L-FABP se incorpora rapidamente como
FA y la L-FABP a tiempos cortos promueve una mayor esterificacion en CE; hay una
muy activa esterificacion de 18:1 en CE (tablas 12 y 13). Si bien aumenta la
esterificacion en TAG y CE a todos los tiempos ensayados, no llega a ser un cambio

estadisticamente significativo.

132



Lipidos nucleares: topologia y metabolismo 133

Tabla 13. Incorporacion de los FA [1-'*C]16:0, [1-1*C]18:1n-9, [1-**C]18:0 y [1-*C]20:4n-6 en los lipidos polares nucleares.

16:0
FA libre FA:L-FABP
% (dpm) % (dpm)
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
PC 211 + 13 256 = 0,3 37,4 + 3,0* 180 = 0,4 24,1 + 0,9** 30,4 + 0,4***
PE 478 + 35 529 + 02 56,2 + 1,8* 683 + 05" 542 + 14* 61,4 + 0,7**
Pl 225 + 18 195 = 2,1 174 =+ 18 13,7 + 0,8 11,7 + 0,5° 82 + 0,7%*
16:0
FA libre FA:L-FABP
Actividad especifica Actividad especifica
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
PC 00 +00 017 + 0,04 025 + 0,04 016 + 002 0,18 + 0,01 0,31 + 0,05*
PE 03 £ 00 1,0 £ 0,2* 10 + 0,1* 0,37 + 0,05 0,25 + 0,01 0,24 + 0,02
Pl 04 £ 00 04 + 0,05 04 £ 01 42 + 04° 32 £ 0,2° 46 £ 1,1°
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Tabla 13 (Cont.)

18:1n-9
FA libre FA:L-FABP
% (dpm) % (dpm)
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10
PC 242 £ 10 164 + 3,7 293 + 21 26,3 + 46 357 + 3,5° 36,5 + 31
PE 469 %= 12 62,7 = 7,2 50,9 + 6,0 534 + 4,0° 453 + 3,1 45,1 + 3,0
Pl 289 £ 19 209 =+ 14 198 = 15 27,7 + 18 205 + 1.3 20,7 £ 15
18:1n-9
FA libre FA:L-FABP
Actividad especifica Actividad especifica
Tiempo (min) 1 5 10 1 5 10

PC 01 %= 0,0 0,08 + 0,02 0,13 = 0,02 0,06 + 0,01 0,13 = 0,03 0,13 = 0,02

I+
I+

PE 05 % 01 0,86 + 0,04 06 = 0,1 0,35 + 0,03 05 %= 0,2 0,5 = 0,07

PI 0,7 = 0,2 0,7 + 0,04 0,5 + 0,06 06 = 02 0,7 = 0,05 06 = 0,04
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18:0
FA libre FA:L-FABP
% (dpm) % (dpm)
Tiempo (min) 5 10 1 5 10
PC 329 2,5 204 + 08 214 + 27 270 £+ 21 20,3 + 0,2 193 = 3.3
PE 572 3,3 65,6 + 5.8 68,0 + 57 63,0 + 1.8 68,0 + 50 67,8 = 4,8
PI 6,0 £ 1,2 70 £ 07 53 £ 0,5 52 £ 05 53 £ 0,9 6,0 £ 0,7
PS 39 £ 11 7,0 £ 0,05 53 + 04 28 £ 06 64 £ 16 69 + 1,0
18:0
FA libre FA:L-FABP
Actividad especifica Actividad especifica
Tiempo (min) 5 10 1 5 10
PC 1,1 0,3 10 = 0,2 14 £ 0,3 09 + 04 10 £ 0,2 1,2 £ 0.3
PE 5,6 1,7 91 + 15 129 + 19 6,1 £ 1,6 99 = 16 12,7 = 15
Pl 14 0,6 22 =+ 04 23 = 04 12 £ 04 18 £ 05 26 £ 04
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Tabla 13 (Cont.)
20:4n-6
FA libre FA:L-FABP
% (dpm) % (dpm)
Tiempo (min) 5 10 1 5 10
PC 515 + 272 56,8 + 2,6 59,1 + 8,0 454 + 16 64,0 £ 50 59,3 = 05
PE 29,7 £15 285 = 14 219 + 6,3 354 + 20 209 + 7.6 223 =+ 138
Pl 180 £ 04 131 £ 1.3 164 = 19 17,7 = 0,6 79 + 18 17,7 £ 0,9
PS 12 £ 0,2 14 + 0,05 26 £ 01 1,3 + 0,05 20 £ 02 20 = 0,05
20:4n-6
FA libre FA:L-FABP
Actividad especifica Actividad especifica
Tiempo (min) 5 10 1 5 10
PC 2,8 0,7 36 £ 0,6 40 = 09 26 £ 04 46 + 1.2 43 = 0,7
PE 4.8 11 54 £ 09 44 + 17 6,0 £ 0,9 44 + 09 48 = 08
Pl 6,8 15 58 £ 1.3 76 £ 1,6 6,9 £ 11 38 = 172 88 £ 1.2
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Los resultados se presentan como como actividad especifica de esterificacion (pmol de [1-*C]FA
esterificado / nmol de cada pool lipidico). Los resultados corresponden a las medias + desvio
standard de la media (SEM) de al menos 5 experimentos independientes. Los resultados se
compararon respecto del primer tiempo (1 min) mediante el test de Student con: * 0,05 > p > 0,01;
** 0,01 > p > 0,001; *** p < 0,001. Los resultados correspondientes a los acidos 18:0 y 20:4n-6

corresponden a resultados previos de nuestro laboratorio [4].
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Para hacer un andlisis comparativo del efecto de la L-FABP en la incorporacion
de FA en los lipidos nucleares, en la tabla 12 se recopilaron los datos de esta tesis junto
con resultados previos del laboratorio con los acidos 18:0 y 20:4n-6 [4]. Al hacer esta
comparacion se observa claramente que los FA 16:0 y 18:1n-9 se esterifican en forma

mucho mas activa en LN que los FA 18:0 y 20:4n-6.

Al expresar los resultados como actividades especificas (Tabla 12) se puede
observar que los FA 16:0 y 18:1n-9 se esterifican en forma mas activa en TAG seguido
de CE y luego en LP; en cambio los FA 18:0 y 20:4n-6 se esterifican mas en LP que en

TAG y no se esterifican en CE.

Como ya hemos demostrado en la seccion 4.111.1 los FA estudiados se
esterificaron en los LP nucleares mayoritarios, PC, PE y Pl mediante un mecanismo
acil-CoA dependiente (Tabla 12). Cuando los FA estan unidos a L-FABP, ninguno de
ellos se esterificd en la SM nuclear en las condiciones ensayadas, indicando que la SM
una vez sintetizada en el citosol, no remodelaria sus FA en el nucleo. Estos mismos

resultados se obtuvieron cuando los FA estaban libres (seccion 4.111.1).

Los FA 16:0, 18:0 y 18:1n-9 unidos a L-FABP se esterificaron en mayor
proporcion (%) en PE respecto a PC y PI, mientras que por el contrario, el 20:4n-6:L-

FABP se esterifico en mayor proporcion en PC respecto de PE y PI (Tabla 13).

Cuando se analiza la actividad especifica de esterificacion en LP (Tabla 13) se
observan diferencias contrastantes, el 16:0:L-FABP posee mayor actividad especifica en
P1 que el 16:0 libre. No se observaron diferencias en la esterificacion de los FA 18:0 y
20:4n-6 cuando el FA esté libre o unido a L-FABP.

A su vez, analizando cada clase lipidica en particular se encuentra especificidad
respecto del FA cuando el mismo estd unido a L-FABP y también respecto de la clase

de LP nuclear, a saber:

PC:20:4>18.0> >16:0=18:1

138



Lipidos nucleares: topologia y metabolismo 139

PE: 18.0>20:4>>16:0 = 18:1

Pl: 20:4 > 16:0 > 18:0 > 18:1

Es interesante remarcar que la cuando los FA estan unidos a L-FABP se esterifica
en Pl mas activamente el 16:0 respecto a los FA 18:0 y 18:1 (Actividad especifica),
mientras que cuando el FA esta libre el acido 18:0 es el que se esterifica en forma mas

activa en Pl respecto de 16:0 y 18:1 (seccion 4.111.1).

Por lo tanto, estas diferencias en la esterificacion de los diferentes FA:L-FABP
en las distintas clases de LP podria estar determinando la composicion final de estos

lipidos.

La L-FABP favorece la movilizacion de los &cidos 16:0 y 18:1n-9 desde el pool de FA

hacia los pooles de LN y LP del nucleo.

La L-FABP favorece la movilizacién y esterificacion de 16:0y 18:1n-9 a CE

La esterificacion de estos FA unidos a L-FABP en los LP presenta particularidades

segun el 4cido.

El 16:0:L-FABP se esterifica en PE probablemente movilizado a partir del pool de PI.

El 18:1n-9:L-FABP se esterifica en forma alternada entre PC y PE.
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4.111.3. Transporte reverso de acidos grasos desde el nucleo hacia el

citosol

Habiendo demostrado que la L-FABP favorece la movilizacion de FA exdgenos
hacia el nucleo donde los FA se esterifican en los lipidos que se localizan en los
diferente compartimentos nucleares (DMN, Matriz nuclear y nLD), con especificidad
respecto del FA y la clase lipidica, el siguiente objetivo fue determinar si existe un
transporte reverso de FA desde el nucleo hacia el citosol y el rol de la L-FABP en el
mismao.

Con este propdsito en una primera etapa se marcaron con [1-**C]FA las diferentes
clases lipidicas nucleares (N) y luego los N” se incubaron con L-FABP delipidada.
Finalmente, se analiz la radiactividad incorporada en los lipidos nucleares y la liberada
al medio de incubacion. El esquema general se presenta en la figura 46.

ATP
CoA

I r >
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[o] / o o
(o] ’
O L-FABP

Figura 46. Esquema del protocolo experimental para determinar el
transporte reverso de FA nucleares mediado por la L-FABP. Se incubaron
ndcleos aislados con [1-'*C]FA posteriormentente con L-FABP delipidada. Se
analiz6 en forma comparativa la distribucién de la radiactividad en los
nicleos y en el medios de incubacién como se detalla en la seccién 7.11.2

(Materiales y métodos).

4.111.3.1.Efecto de la L-FABP en la movilizacién y liberacion

de &cidos grasos nucleares

Para realizar las incubaciones que se detallan en la figura 46 se eligieron los FA
18:0, 18:1n-9 y 20:4n-6 ya que son los mayoritarios de LP y LN. Las incubaciones se
realizaron con L-FABP y con seroalbumina bovina (BSA) delipidadas, ya que si bien la
BSA no se encuentra en el citosol como si lo estd la L-FABP, el objetivo de los ensayos
con BSA fue determinar si los FA nucleares se movilizan en forma especifica por la L-
FABP o por otra proteina que una lipidos.
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Al marcar los nicleos con [1-**C]FA durante 10 minutos de incubacién y sin
adicion de L-FABP o BSA la radiactividad se recuperd mayoritariamente en la fraccion
nuclear (N) (76 - 99 % de total) y solo el 34 % permanecio en el incubacién (Ml)
(Figura 47). La radiactividad en el nicleo correspondia mayoritariamente a la fraccion
lipidica (Nc) (75 - 99%), mientras que una pequefia fraccion se transformé en
componentes solubles en medio acuoso (Na) (0,1 — 25 %). En el Ml el 50-90 % de la
radiactividad se recuper6 en la fraccion lipidica (Mlc) y entre un 10 - 50 % en la
fraccion acuosa (Mla).

100
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—_ [ Na
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Figura 47. Distribucion de la radiactividad incorporada.
Radiactividad incorporada en las distintas fracciones luego de 10
min de incubacion en ausencia de L-FABP o BSA. N: ndcleos;
MI: medios de incubacion; “c”: fase cloroformica; y “a”: fase
acuosa.

Para evaluar la hipotesis de que la L-FABP promueve la liberacion de FA desde el
nacleo hacia el citosol, se analizé por TLC en qué clases lipidicas se habia incorporado
la radiactividad en la fraccion Mic. Como se observa en la figura 48 la L-FABP
promovio la liberacion de FA al Ml en funcion de la concentracion, dado que toda la
radiactividad se recuperd como FA libre. Debido al bajo contenido de radiactividad de
la fraccion Mla los componentes solubles en agua no pudieron cuantificarse. Podemos

considerar que los compuestos solubles en medio acuoso corresponden a acil-CoAs.
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Figura 48. Cromatografia en capa fina (TLC) de LN de medios de incubacion
(MIc). Se incubaron nlcleos aislados con [1-*C]FA y posteriormente con
concentraciones crecientes de L-FABP delipidada. Luego de la incubacién los
lipidos del medio de incubacion (MI) se extrajeron y resolvieron por TLC y se
cuantifico la radiactividad como se indicara en la seccion 7.10.1. So6lo se muestra la
seccién de la placa de TLC que correspondiente a los FA libres ya que fue donde se

observd marca radiactiva (100%).

Para cuantificar la liberacion de FA por la L-FABP, se definié el parametro

“Liberacién %”, definido como:

Radiactividad incorporada en Ml

. ey =
Liberacion (%) (Radiactividad incorporada en N + Radiactividad incorporada x 100

en Ml)
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En la figura 49 se representa la “Liberacion %” en funcion de la concentracion de L-

FABP.
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Figura 49. Efecto de la L-FABP en la Liberacion de FA fuera del
nacleo. Nucleos marcados previamente con [1-*C]FA se incubaron
con L-FABP y se cuantifico la liberacion de FA al MI. Los resultados se
compararon respecto de la concentracion OuM mediante el test de
Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** p < 0,001.

La L-FABP promueve la liberacion de los tres FA estudiados desde el nucleo (N) al
medio de incubacion (Ml).

Es interesante notar que la liberacién de 18:0 y 18:1n-9 no se satura con ninguna de
de las concentraciones de L-FABP estudiadas, como si ocurre en el caso del 20:4n-6.
Ahora bien, al comparar las pendientes de las curvas de liberacion de los tres FA
estudiados por L-FABP, se observa que la liberacién fue entre 4 y 5 veces mayor en el
caso del 18:1n-9 y 18:0 respecto del 20:4n-6. Estos resultados son consistentes con las
constantes de disociacion (Kp) de la L-FABP para los diferentes FA [10], puesto que
para en el caso de 18:0 y 18:1n-9 la Kp es de 9 nM mientras que para 20:4n-6 es de 48
nM, y por lo tanto la mayor afinidad de la L-FABP por los dos primeros FA posibilita una
mayor movilizacion de estos FA al MI donde permanecerian unidos a la L-FABP vy

explicaria por qué la liberacion de estos FA no se satura y si lo hace la de 20:4n-6..
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La L-FABP habilitaria un pool soluble de FA sumado a los otros pooles lipidicos en
los cuales los FA se encuentran esterificados.

El siguiente objetivo fue determinar si el proceso de liberacién de FA del N al Ml
era un proceso especifico de la L-FABP. Para este fin se realizaron experimentos
analogos pero esta vez con BSA en lugar de L-FABP y los FA 18:0 y 20:4n-6.

En la figura 50 se recopilan los resultados obtenidos cuando se incubaron in vitro N
previamente marcados con [1-*C]18:0 y 20:4n-6 con concentraciones crecientes de BSA

y se presentan en forma comparativa con los respectivos ensayos con L-FABP y los
mismos FA..

La BSA promueve la liberacion desde el N al Ml de los dos FA estudiados y dicha
liberacién se satura a bajas concentraciones incluso para el caso del 18:0. Por lo tanto la
liberacion de FA desde el N al MI no seria un proceso promovido en forma especifica por

la L-FABP ya que la BSA que posee varios sitios de unién para FA también lo favorece
[11].
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Figura 50. Efecto de la L-FABP y BSA en la Liberacion de FA fuera
del ntcleo. Ndcleos marcados previamente con [1-**C]FA se incubaron con
L-FABP o0 BSA y se cuantifico la liberacidn de FA al MI. . Los resultados
se compararon respecto de la concentracion OuM mediante el test de
Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** p < 0,001.

4.111.3.2.Efecto de la L-FABP en la movilizacion y distribucién nuclear
de 18:0, 18:1n-9 y 20:4n-6

Habiendo demostrado en la seccidn anterior que la L-FABP exdgena, se internaliza
en el ndcleo y favorece la liberacién FA del nucleo al medio de incubacion, el siguiente
objetivo fue determinar el origen de los FA movilizados hacia el exterior por la L-
FABP. Con este fin, siguiendo el esquema experimental de la seccién anterior, se
determind en qué clase lipidica se habia incorporado la radiactividad en funcién de la

concentracion de L-FABP utilizada.
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Figura 51. Movilizacion y distribucién nuclear de 18:0. Perfiles de
distribucion de la radiactividad de los distintos FA en los pooles de LN y LP
del nicleo luego de la incubacién con concentracion crecientes de L-FABP.
Los insertos representan los datos de incorporacion basal de 18:0 en el N
luego de 10 min de incubacion (Tablas 8 y 9 - seccion 4.111.1.3), estos N
luego se incubaron con L-FABP. Los resultados se compararon respecto de la
concentraciéon OuM mediante el test de Student con: * 0,05 > p > 0,01; **
0,01 >p>0,001; *** p < 0,001.
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Figura 52. Movilizacién y distribucion nuclear de 18:1n-9. Perfiles de distribucion de la
radiactividad de los distintos FA en los pooles de LN y LP del nucleo luego de la incubacion
con concentracion crecientes de L-FABP. Los insertos representan los datos de incorporacion
basal de 18:1n-9 en el N luego de 10 min de incubaci6n (Tablas 8 y 9 - seccion 4.111.1.3), previo
a la incubacién con L-FABP. Los resultados se compararon respecto de la concentracion 0uM
mediante el test de Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** p < 0,001.
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Figura 53. Movilizacién y distribucidn nuclear de 20:4n-6. Perfiles de distribucion de la
radiactividad de los distintos FA en los pooles de LN y LP del nicleo luego de la
incubacién con concentracion crecientes de L-FABP. Los insertos representan los datos de
incorporacion basal de 20:4n-6 en el N luego de 10 min de incubacion (Tablas 8 y 9 -
seccion 4.111.1.3), previo a la incubacién con L-FABP. Los resultados se compararon
respecto de la concentracion OuM mediante el test de Student con: * 0,05 > p > 0,01; **

0,01 > p > 0,001; *** p < 0,001.
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La L-FABP promueve la movilizacion y redistribucion de los tres FA ensayados

en los pooles lipidicos nucleares.

La L-FABP promueve la movilizacion del 18:1n-9 nuclear que se encuentra como
FA vy esterificado en PE hacia los pooles de PC, TAG y CE donde se esterifica en los

mismos (Figuras 51, 52 y 53).

La L-FABP promueve la movilizacién del 20:4n-6 entre LP y LN dependiendo de
la concentracion de L-FABP; se observaron aumentos en la esterificacién en LP (PI) y
un descenso en TAG a concentraciones intermedias y un descenso en el pool de FA 'y

PE.

La L-FABP promueve la movilizacion del 18:0, estos resultados son dificiles de
explicar ya que no se observa una disminucion significativa del pool de FA, mientras
que se observé un aumento en la esterificacion en LP (PI), y aumentos en TAG y CE a

altas concentraciones.

La L-FABP favorece la movilizacion de FA de los distintos pooles lipidicos con

caracteristicas propias segun el FA

La L-FABP favorece la movilizacion de FA provenientes de LN y LP fuera del nucleo
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4.111.3.3.Efecto comparativo de la BSA en la movilizacion de acidos
grasos nucleares

Con el fin de determinar si Los FA nucleares solo son movilizados por la FABP,
se realizaron experimentos analogos pero esta vez con BSA en lugar de L-FABP. En este
caso sOlo se utilizaron los acidos 18:0 y 20:4n-6. En la figura 54 se recopilan los
resultados obtenidos para BSA en forma comparativa con los antes analizados para

L-FABP.
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Figura 54. Efecto de la
proteina transportadora
sobre la incorporacion y
esterificacion de FA en los
lipidos neutros nucleares.
Luego de incubar N 10 min
en presencia de 180 o
20:4n-6, estos N se incubaron
con L-FABP o BSA. Los
resultados corresponden a las
medias + desvio standard de
la media (SEM) de al menos 5
experimentos independientes.
Los resultados se compararon
respecto de la concentracion
OuM mediante el test de
Student con: * 0,05 > p >
0,01; ** 0,01 > p > 0,001; ***
p < 0,001.
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Figura 55. Efecto de la proteina
transportadora sobre la incorporacién y
esterificacion de FA en los lipidos polares
nucleares. Luego de incubar N 10 min en
presencia de 18:0 o 20:4n-6, estos N se
incubaron con L-FABP o BSA.Los resultados
corresponden a las medias + desvio standard
de la media (SEM) de al menos 5
experimentos independientes. Los resultados
se compararon respecto de la concentracion
OuM mediante el test de Student con: * 0,05 >
p >0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** p < 0,001.
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La BSA también movilizé los FA nucleares en forma equivalente a la L-FABP y
por lo tanto la movilizacion de FA desde el nucleo al citosol no es especifica de L-

FABP.

En términos generales la BSA movilizo los FA nucleares con un mismo perfil que
la L-FABP y en algunos casos los efectos fueron mayores y mas significativos. Ambas
proteinas promueven la movilizacion de los los FA 20:4n-6 y 18:0 desde el pool de FA

libre nuclear hacia los LP donde se esterifican .

La L-FABP favorece la movilizacién y remodelado de los FA de las diferentes clases

lipidicas nucleares.

Este efecto no es especifico de la L.FABP sino que la BSA también lo produce con

caracteristicas comparables.
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4.111.3.4.Efecto de la L-FABP en la movilizacion de acidos grasos

endonucleares

Habiendo determinado que la L-FABP favorece la movilizacion de FA dentro del
nucleo y hacia el exterior, el siguiente objetivo fue determinar si en ausencia de la
membrana nuclear, la L-FABP promueve la movilizacién de los FA endonucleares con
las mismas caracteristicas que cuando el nucleo estd completo. Para ello se marcaron
radiactivamente las clases lipidicas endonucleares incubando matrices nucleares con
[1-'4C]20:4n-6 y posteriormente con  concentraciones  crecientes de L-FABP

(Figura 56).
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Figura 56. Esquema del protocolo experimental para determinar el transporte reverso
de FA endonucleares mediado por la L-FABP. Se incubaron matrices nucleares aisladas
con [1-*CJFA y luego con L-FABP delipidada. Finalmente se analizo la distribucion de la
radiactividad en matrices nucleares y medios de incubacion.

Luego de la incubacion se analizo la distribucion de la radiactividad incorporada
y/o esterificada (Figuras 57 y 58). En estas condiciones se observd que la L-FABP
moviliza el 20:4n-6 que se encuentra como FA, favorece su esterificacion tanto en LP
como en LN (TAG y CE) y su liberacién al medio de incubacion.

La L-FABP promueve la esterificacion del 20:4n-6 en PC, PE y PI a todas las
concentraciones ensayadas. Es llamativo que no favorecio la esterificacion en PS que es

un componente cuantitativamente importante de los LP de la matriz.
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La figura 59 se presentan los resultados del efecto de concentraciones crecientes
de L-FABP en la liberacién de FA desde el ndcleo y la matriz nuclear al medio de
incubacion (datos de la seccion 4.111.3.1) Estos resultados demuestran claramente que
cuando la MN no estd presente, la L-FABP libera mucho més 20:4n-6 al medio de
incubacion, ya que la liberacion de FA desde lamatriz nuclear es mucho mayor
comparada con la del ndcleo entero. Por lo tanto podemos inferir que la MN esta

regulando y limitando el transito de FA al M.
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Figura 57. Movilizacién y distribucion endonuclear de 20:4n-6. Perfiles de
distribucion de la radiactividad de 20:4n-6 en los pooles de LN de la matriz
nuclear luego de la incubacién con concentraciones crecientes de L-FABP. Los
resultados para LP, TAG y CE se expresaron como pmol de FA esterificado
por nmol de cada clase lipidica; los resultados de FA se expresaron como nmol
de FA incorporado por mg. de lipido total (LT). Los resultados se compararon
respecto de la concentracion OuM mediante el test de Student con: * 0,05 > p >
0,01; ** 0,01 > p >0,001; *** p <0,001.
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Figura 58. Movilizacién y distribucion endonuclear de 20:4n-6. Perfiles de distribucion de
la radiactividad de 20:4n-6 en los pooles de LP de la matriz nuclear luego de la incubacion con
concentraciones crecientes de L-FABP. Los resultados se compararon respecto de la concentracion
OuM mediante el test de Student con: * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** p < 0,001.
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Figura 59. Efecto de L-FABP y BSA en la-proteina-transportadora-sobre-la liberacion de

FA desde el nicleo y la matriz nuclear al medio de incubacion. Junto a los resultados de la
presente seccion se graficaron los resultados de liberacion de 20:4n-6 en nicleo previamente
analizados en la seccion 4.111.3.1.
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La L-FABP moviliza el 20:4n-6, el 18:0 y el 18:1n-9 nucleares hacia otros

compartimentos celulares.

La L-FABP estimula la movilizacion y redistribucion del 20:4n-6, 18:0 y 18:1n-9

dentro del nucleo entre los diferentes pooles lipidicos.

L-FABP estimula la esterificacion de 20:4n-6 y 18:0 en PI.

El Pl localizado en la matriz nuclear forma parte del activo sistema de
transduccion de sefiales del nucleo, y la L-FABP estaria favoreciendo la adecuada

composicion de las especies moleculares de Pl.

El efecto de la L-FABP no seria especifico de ésta proteina ya que la BSA
también moviliza a los acidos 20:4n-6 y 18:0 nucleares entre los diferentes pooles
lipidicos y fuera del nacleo. Sin embargo, en condiciones fisiol6gicas la L-FABP es la

que se encuentra en el citosol y no la BSA.

El L-FABP desempefia un activo rol en la movilizacion del 20:4n-6 de los pooles

endonucleares

Dentro del nacleo la L-FABP movilizaria FA hacia factores de transcripcion, a

sitios activos de enzimas de la matriz nuclear, DMN y nLD.
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4.111.4.Discusion

Trabajos previos del laboratorio han demostrado que el nicleo se caracteriza por
poseer una elevada proporcion de PUFA, principalmente 20:4n-6 y 22:6n-3
esterificados en sus lipidos [12]. Estos resultados revirtieron lo que proponia Hunt el al.
[13] y se aceptaba en bibliografia, que en la matriz nuclear se concentraban LP,
principalmente especies moleculares de PC ricas en FA saturados y 18:1n-9. Esta
composicion lipidica endonuclear solo es vélida en lineas celulares que se caracterizan
por poseer una activa A9 desaturasa que explica la alta proporcion de 18:1n-9 en estas
células [6,14]. Més auln, los cultivos primarios de hepatocitos poseen disminuidas las
actividades enzimaticas de las A5 y A6 desaturasas [6,15], que participan en la sintesis
de FA insaturados, siendo la A6 desaturasa la enzima reguladora del proceso. Estos
hechos explicarian la alta proporcion de 18:1n-9 y la baja proporcion de FA de las series
n-6 y n-3 observados en los lipidos de las células neoplasicas en general, y por lo tanto
la composicion de los FA observada por Hunt et al. en las matrices de estas células es
propia de las mismas, y no es una caracteristica general del ndcleo celular. Mas aun, en
la seccidn 4.1.2 demostramos que en la matriz nuclear de células de higado, existen
especies moleculares ricas en 18:1n-9 pero las mismas corresponden a especies
moleculares de TAG y de CE de las nLD y no de especies moleculares de PC como

proponia Hunt et al.

Habiendo demostrado que los LN nucleares se encuentran en las nLD y con
18:1n-9, el siguiente objetivo fue determinar las caracteristicas de los procesos de
incorporacion y esterificacion de los FA mayoritarios que constituyen los LN nucleares
(16:0, 18:1n-9 y 18:2n-6). Hemos encontrado que estos FA se incorporan por un
mecanismo acil-CoA independiente en el nucleo (que podria ser mediado o0 no) y se

esterifican por un mecanismo acil-CoA dependiente; la esterificacion de FA se
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caracteriza por ser mas activa (mayor actividad especifica) en LN que en LP. Resultados
equivalentes se observaron al aislar nLD de nucleos previamente marcados luego de
incubarlos con estos FA, ya que los LN nucleares se localizan en las nLD. Estos
resultados contrastan con resultados previos del laboratorio en los que se habia
observado que los FA 18:0 y 20:4n-6 se esterifican en LP mas activamente (mayor

actividad especifica) que en LN.

La SM es el SL mayoritario de las células de higado de rata[6]. Se sintetiza en el
citosol en el RE y no remodela el FA que posee esterificado en su molécula cuando se
encuentra constituyendo la MN, la matriz nuclear y /o la monocapa de las nLD. Estos
resultados estan de acuerdo con datos previos del laboratorio [2-4,7].

Hemos demostrado que los FA exdgenos se esterifican en los LN y LP (a
excepcion de la SM) mediante un mecanismo acil-CoA dependiente que es intrinseco
del ndcleo y que ademas esta presente en todas las fracciones nucleares ensayadas, que
incluye a los nucleos aislados, matrices nucleares, membranas nucleares y nLD.

Hemos demostrado que las nLD poseen un activo metabolismo lipidico ya que los
FA esterificados en los LP y LN de las mismas se remodelan con especificidad respecto
de la clase lipidica y el tipo de FA. Sin embargo, debido a limitaciones metodoldgicas,
no podemos precisar aun si las nLD poseen todas las estructuras y componentes
requeridos en estos procesos y por lo tanto poseen autonomia respecto a los demas
componentes nucleares. De todas formas, los lipidos provenientes de otras zonas del
nacleo se podrian incorporar en las nLD, o las propias nLD se desplazarian por el
interior nuclear hasta la zona de sintesis o remodelado de FA con la participacion de la

actina y miosina nuclear [16].

El destino de los TAG nucleares no seria el de proveer energia como en el caso de

los TAG de las cLD, si no que podrian ser fuente de DAG (como segundos mensajeros)
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y / 0 FA que actuarian como ligandos de factores de transcripcion. Esta descripto que el
DAG y el PA son importantes segundos mensajeros generados en el nlcleo en respuesta

a determinados estimulos [18,19] y la fuente de los mismos podria 