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Introduccién

Las enzimas glicerol-3-fosfato aciltransferasas (GPAT) catalizan la reaccion entre el glicerol-3-fosfato y
acil-CoA, siendo su producto el acido lisofosfatidico. En células de mamifero se han descripto cuatro
isoformas de GPAT; las GPAT1, 3 y 4 estan involucradas en la sintesis de novo de glicerolipidos y su
expresion esta asociada a tejidos lipogénicos. GPAT2, si bien presenta alta homologia de secuencia
proteica con GPAT1, presenta un patrdn de expresiéon andmalo ya que se expresa prominentemente en
testiculo. La transcripcion del gen a lo largo de la maduracion sexual posnatal en el ratén tiene un pico de
expresion a los 15 dias post parto y en este momento como en la adultez se expresa prominentemente es
espermatocitos en paquiteno. Hemos demostrado que esta proteina ademas se expresa en tejidos
tumorales humanos y que su expresion aberrante esta regulada al menos en parte por mecanismos
epigenéticos, pudiendo clasificar a esta enzima como un antigeno cancer testiculo.

Objetivos

Comprender el rol fisioldgico de GPAT2 en relacion con la espermatogénesis y la fertilidad asi como los
mecanismos que regulan su transcripcién. Hipotetizamos que, como sucede con otros genes cancer-
testiculo, el silenciamiento de Gpat2 murina afectaria negativamente el proceso espermatogénico y que
este gen podria estar regulado por algun mecanismo epigenético.

Materiales y métodos

Se silenci6 a Gpat2 in vivo mediante un sistema lentiviral que expresa un shRNA especifico contra Gpat2,
inyectando in situ en los tubulos seminiferos de ratones de 11 dias de edad. Como control, se inyecté un
shRNA que no silencia ningin gen conocido (Scramble, SCR). Al alcanzar la madurez sexual, se
colocaron en una jaula con dos hembras cada uno hasta que cada una tuviera tres camadas de cria (dos
grupos de ratones uno sh-Gpat2 y otro SCR). Luego se sacrificaron, se realizaron los calculos
estadisticos con la cantidad de crias que tuvo cada grupo de ratones y los testiculos fueron utilizados
para medir la expresion de Gpat2 y genes marcadores de distintos estadios de la espermatogénesis.
Ademas se estudio el estado de metilacion de la region promotora de Gpat2 durante la maduracién sexual
en ratén mediante tratamiento del ADN con bisulfito de sodio, para determinar si el estado de metilacion
correlaciona con el perfil de expresion de esta enzima durante la maduraciéon sexual del raton.

Resultados

Logramos silenciar exitosamente Gpat2 in vivo con el sistema lentiviral; el analisis histolégico e
inmunohistoquimico de cortes de testiculos con Gpat2 silenciada mostré una disminucion severa del
numero de células espermaticas maduras en los tubulos seminiferos de los animales con expresion
reducida de Gpat2. El grupo de ratones sh-Gpat2 tuvo un numero de crias significativamente menor que
el grupo SCR en la primer camada y el analisis de la expresion de genes marcadores revela que la
expresion de Gpat2 en los ratones sh-Gpat2 detiene la espermatogénesis en el estadio de paquiteno, lo
que coincide con el analisis histoldégico. Ademas, verificamos que la expresion de esta enzima esta
regulada a nivel epigenético ya que, a diferencia de otras edades, a los 11 dias post parto la region
promotora de Gpat2 se encuentra totalmente desmetilada.

Conclusiones

Estos resultados demuestran que GPAT2 es importante para el progreso normal del ciclo
espermatogénico durante el desarrollo testicular postnatal, como asi también para la fertilidad masculina,
y que su expresion durante la maduracion testicular posnatal esta regulada, a menos en parte,
epigenéticamente por metilacién de su promotor.
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