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Introduccién

La enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) inicia y regula la sintesis de novo de glicerolipidos.
Durante la transicion macréfago-célula espumosa que ocurre en el contexto de la formacién de la placa de
ateroma estas células acumulan grandes cantidades de gotas de lipidos. Dichas gotas estan formadas por
un nucleo de ésteres de colesterol y triacilgliceroles (TAG) rodeado por una monocapa de fosfolipidos (PL).
El origen y relevancia funcional de los TAG y PL que la componen han sido poco estudiados.

Objetivo

Estudiar sila sintesis de novo de glicerolipidos se activa durante la transicion macréfago-célula espumosay
el rol de las 4 isoformas de GPAT identificadas en mamiferos en este proceso. Ademas, analizar la
relevancia de los glicerolipidos (TAG y PL) en el proceso de liberacién de citoquinas que ocurre en este tipo
de células.

Materiales y métodos

Se utilizaron dos modelos celulares: la linea de macréfagos murinos RAW 264.7 y macrofagos primarios
derivados de médula 6sea de ratén (BMDM) tratados con LDLs oxidadas (oxLDLs) durante diferentes
tiempos para inducir su transicion a células espumosas. Se cuantificaron gotas de lipidos, TAG y PL totales,
asi como también la incorporacién de sustratos radioactivos (["‘C]-acetato y [“C]-acido oleico) en lipidos
como medida de la sintesis de novo. Se cuantificd la expresion de las diferentes isoformas de GPAT
mediante qRT-PCR y se analiz6 la actividad enzimatica GPAT utilizando sustratos radioactivos. Para
analizar larelevancia de GPAT3 y GPAT4 se generd una linea de células RAW264.7 en donde GPAT3 esta
silenciada (shGpat3) y se obtuvieron BMDM de ratones Gpat3”y Gpat4”. Por ultimo, se cuantifico la
liberacion de citoquinas al medio utilizando el método Luminex-MAGPIX.

Resultados

La expresion de GPAT3 aument6 32y 8 veces luego de 8 y 24h de tratamiento con oxLDL en células RAW y
BMDM, respectivamente. Este aumento de la expresion fue coherente con un aumento en la actividad
enzimatica atribuible a GPAT3 y GPAT4 durante la transicidn macréfago-célula espumosa. El area de gotas
de lipidos y el contenido de TAG y PL también mostré un aumento significativo luego del tratamiento, asi
como también la incorporacién de sustratos radioactivos en lipidos totales y en particular en la fraccion de
TAG. Al evaluar los mismos parametros en células shGpat3 y BMDM Gpat3”"y Gpat4” observamos una
disminucion en todos ellos, es decir que la deficiencia de GPAT3 o GPAT4 produce una menor sintesis de
novo de TAG y PL luego de la transicion macréfago-célula espumosa y por lo tanto un menor aumento en la
cantidad de gotas de lipido, TAG y PL. Finalmente, los BMDM Gpat4" exhibieron una mayor liberacién de
citoquinas luego del tratamiento con oxLDL.

Conclusiones

Durante la transicion macréfago-célula espumosa se produce un aumento en la sintesis de novo de
glicerolipidos que contribuye al incremento en el contenido de gotas de lipidos, TAG y PL. GPAT3 y GPAT4
son requeridas para que este proceso ocurra. GPAT4, ademas, estaria implicada en la regulacién de la
liberacion de citoquinas durante la formacion de células espumosas.



