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RESUMEN

En las membranas rabdémericas de las células fotorreceptoras de D. melanogaster, 1a luz
gatilla un respuesta excitatoria asociada a un aumento de Ca** al interior de la célula. Esta
respuesta se inicia en una proteina receptora de luz llamada rodopsina, que activa una cascada de
sefializaci6n dependiente de la fosfolipasa C (PLC), la cual resulta en la apertura de dos canales
cati6nicos 1lamados TRP y TRPL. Existe evidencia que la activacién de estos canales es
mediada por el producte lipfdico de Ia actividad de esta enzima, pero atin estd en debate si es su
producto directo, el diacilglicerol (DAG), los metabolitos de éste tltimo (4cidos grasos
poliinsaturados, PUFAs) los protones o la disminucién del PIP,, el(los) responsable(s) de tal
activacion, Estudios en parches escindidos de la membrana fotosensible (rabdémero),
demostraron la activacién de los canales TRP y TRPL directamente con DAG y PUFAs,
(Delgado y Bacigalupo, 2009). Ademds, experimentos electrofisiologicos recientes de los
mismos autores muestran que el DAG es suficiente para activar al canal TRP mediante
inhibidores y mutantes de las enzimas que metabolizan al DAG- (DAG quinasa cataliza Ia
fosforilacién del DAG a 4cido fosfatidico y DAG lipasa lo hidroliza y produce PUFA). Ademds,
el PIP; aplicado a parches de membrana rabdémerica no disminuye la actividad del canal como
han postulado otros autores (Estacién y cols, 2001). Por otra parte, {a acidificacién del medio
activa levemente al canal TRP, en ausencia dé DAG (Huang y cols, 2010), pero la actividad del
canal no se detiene al activar la DAG quinasa, como ocurre con la aplicacion de DAG ex6geno
(Delgado y Bacigalupo, resultados no publicados). Estudios de otros grupos de investigacion
apoyan el posible rol activador de los PUFAs y rechazan al DAG y al IP3; como los posibles

activadores (Chyb y cols, 1999, Lev y cols, 2012).

Una parte bédsica de esta controversia es el absoluto desconocimiento de las

x1i



caracteristicas lipidicas de este tejido. Por lo fanto, en esta tesis se realizd una caracterizacion
cualitativa y cuantitativa de los PUFAs y los DAGs presentes en las membranas rabdoméricas y
se examinG si su proporcién se altera en respuesta a la luz, Para realizar este estudio se desarrolld
un protocolo para la obtencién de una fraccidn enriquecida en membranas rabdoméricas
mediante centrifugacién diferencial, que fue validada por inmunodeteccién de marcadores
especificos. Usando ese protocolo se obtuvieron preparaciones de membranas rabdoméricas de
moscas silvesires adaptadas a la oscuridad, a la luz y de la mutante Gayg':Gfeq’, 1a cual es
incapaz de responder a la luz, utilizada como modelo de la condicién de oscuridad. Este modelo
presenté similitudes y diferencias con las moscas silvestres adaptadas a oscuridad. Usando
técnicas cromatograficas, se determind la presencia y cantidad de PUFAs y DAG en los
rabdémeros. En las tres condiciones experimentales s¢ encontré que: 1) existen dos PUFAs en
fos rabdomeros (C18:2 y C18:3), ninguno de los cuales cambi6 en respuesta a la luz, 2) se
detectaron cuatro especies de DAG, de las cuales sélo una, DAG-34:1, presenté un aumento en
respuesta a la luz en las moscas silvestres, Se observo que el DAG-34:1 se encuentra en una baja
abundancia en los rabdémeros, tal como se esperaria para ¢l agonista fisioldgico de los canales
de transduccion. Cabe destacar que la estructura del DAG-34:1 se asemeja a la parte hidrofébica
de los fosfoinositidos (PI), mientras que los otros DAGs retienen una estructura similar a los
triacilgliceroles mds abundantes descritos recientemente en mosca completa, es decir, con dos
cadenas aciles saturadas (Hammad y cols, 2011).

Los perfiles de acidos grasos demostraron fa ausencia de PUFAs Cy and Cy; (Rietveld y cols,
1999; Shen y cols, 2010; Hammad y cols, 2011). Los experimentos cualitativos demostraron que
ningun lipido presenté 4cidos grasos saturados o insaturados con mas de 18 carbonos y que los
Acidos grasos monoinsaturados (MUFAS) sont més abundantes que los PUFAs en la mosca. Un
resultado inesperado, pero interesante, fue el déficit de 4cidos grasos insaturados en la mutante

Gaq':Gfeq’ comparado con la mosca silvestre, debido a que la protefna mutada no estd
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implicada directamente en el metabolismo de los dcidos grasos insaturados.
Los resultados de esta tesis apoyan fuertemente al DAG como el activador fisiolégico
de los canales TRP/TRPL, debido a que se observé un cambio en el cantidad de este lipido en ia

membrana fotosensible por efecto de la Iz, mientras que los PUFAs totales no tendrian un

papel, pues no se observaron cambios en su concentracion. Para reforzar esta witima conclusion

serfa importante determinar si estan presentes las enzimas que producen los PUFAs (a partir de
DAG) y aquellas que lo metabolizan. Falta por dilucidar el mecanismo de ‘activacién de los

canales por DAG y la posible participacién de PIP, y protones en estos eventos.
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ABSTRACT

Light elicits an excitatory response in the photereceptors of Drosophila melanogaster.
The underlying mechanism, termed phototransduction, involves an increase of calcium within
specialized photosensory microviﬂi structure of these cells. This response begins with the
photoisomerization of light-sensitive protein called rhodopsin, which in turn activates a
phosphoinositide-mediated G protein-coupled signaling pathway, leading to activation of two
cationic channels called TRPL and TRP-Like (TRPL). The activation of these channels is
mediated by the [ipid product of the phospholipase C (PLC) but it is still unclear whether the
direct product diacylglycerol (DAG), DAG metabolites polyunsaturated fatty acids (PUFAs), the
protons, or the substrate of the enzyme (PIP;) which are responsible for gating TRP/TRPL.
Studies in Inside-out excised photosensitive membrane (rhabdomere) patches demonstrated the
direct activation of TRP and TRPL channels by DAG and PUFAs (Delgado and Bacigalupo,
2009). Moreover, recent electrophysiological experiments by same authors showed that DAG is.
sufficient to activate TRP channel. Furthermore, application of PIP, to rhabdomeric-membranes
patches did not decrease the channel activity, in contrast to results reported by Estacion et al,
(2001). On the other hand, acidification by itself also activated TRP, although -only slightly
(Huang er al, 2010). A possible activating role of PUFAs but not DAG was reported by others
groups based on whole cell measurements (Chyb y cols, 1999, Lev y cols, 2012).

In this thesis we approach this problem with a novel biochemical study of the lipids that
have been implicated in phototransduction. I camied out a qualitative and quantitative
characterization of PUFAs and DAG present in rhabdomeric membranes and studied if their
proportions were altered in response to light. I developed a profocol to obtain an enriched

rhabdomeral membrane fraction using differential centrifugation, which was validated by
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Western blotting with specific markers. With this protocol, rhabdomeric-membrane preparations
of wild type flies adapted to dark or light, and the mutant Gaq';GPeq’, were obtained. The
mutant was used as a model for the dark condition, as it is unable to response to light. This
genotype showed similarities and differences with wild type flies adapted to dark. The presence
and content of PUFAs and DAGs was determined using chromatographic techniques. The main
findings were the. following: 1) there are two PUFAs (C18:2 y C18:3) in the rhabdomeres and
neither change in response to light, 2) four DAG species were detected, only one of which,
DAG-34:1, showed an increment in response to light (in wild type flies), while the others species
did not change. The DAG-34:1 has a low abundance in the rhabdomeres, as would be expected
for the physiological activator of TRP and TRPL channels. Notably, the DAG-34:1 structure is
similar to that of the hydrophobic part of Drosgphila phosphoinositides (P} while the others
DAGs retain the triacylglycerol (TAG) structure. Recently, the TAGs species have -been
described in whole fly tissue and have at least two saturated acyl-chains (Hammad y cols, 2011).
Importantly, the lipids analyzed completely lack C y Cx PUFAs using faity acid profile
(Rietveld y cols, 1999; Shen y cols, 2010; Hammad y cols, 2011). Qualitative experiments
revealed a complete absence of lipids with > 18 carbons (saturated o unsaturated) and that
monounsaturated fatty acid (MUFAs) are more abundant than PUFAs in the fly. An unexpected
but interesting result, was that the mutant Gag';Gfeq’ showed a deficit of polyunsaturated fatty
acids compared with wild type fly, aithough this protein has not been implicated directly in
unsaturated fatty acid metabolism.

My results strongly support DAG as the physiological activator of TRP and TRPL
channels, because only the DAG content increased in the photosensitive membrane in response
to light; by contrast total PUFAs would not have a role because they did not change their
concentratio‘n. To strengthen this last conclusion it would be important to determine if the

enzymes that generate PUFAs (from DAG) and those that metabolize it (DAG), are present in
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the thabdomere. An unresolved problem is determine the precise mechanism of gating channels

by DAG and the possible participation of PIP; and H' in this event.
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INTRODUCCION

El sentido de la visi6n permite tener una representacién del medio ambiente a través de
imégenes generadas por el sistema nervioso central (SNC) resultantes del procesamiento de las
sefiales provenientes de la retina de los animales. Los fotorreceptores retinianos absorben la luz
directa y la luz reflejada por los objetos ubicados en el campo visual y responden generando
sefiales eléctricas que tltimamente alcanzan la corteza visual.

La fototransduccién es el proceso por el cual un fotén activa a una proteina de
membrana (rodopsina), la cual desencadena una cascada de sefializacién que termina finalmente
en la generacién de una sefial eléétrica (Hardie y Postma, 2008). Para comprender ¢l fenémeno
de fototransduccién, los experimentos pioneros aprovecharon el tamafio de las células
fotorreceptoras gigantes de especies de invertebrados como Limuius (Bacigalupo y Lisman,
1983). Posteriormente, se realizaron registros en células fotorreceptoras individuales de
Drosophila melanogaster, registrando las corrientes dependientes de luz gracias al desarrollo de
fegistros de célula completa (“patch clamp-whole cell”), los cuales permitieron obtener
mediciones biofisicas mds precisas, tal como selectividad i6nica (Hardie, 1991). La ventaja de la
mosca como modelo biolégico, es su gran potencial genético, el cual permite obtener numerosos
mutantes, cuyas enzimas estdn involucradas en la fototransduccién. Asi, se ha encontrado ‘que
algunas mutaciones afectan especificamente a genes expresados exclusivamente en los
fotorreceptores, lo que resu-Ita en mutanies viables, Esas mutantes han sido claves en la
identificacién y en la determinaci6n de la identidad y las funciones de los componentes de la

cascada de fototransduccién. Sin embargo, fras treinta aflos de estudios de la fototransducccion

de invertebrados, ain no se comprende completamente €l “mecanismo molecular” involucrado




en la respuesta a la luz (Katz y Minke, 2009). El trabajo que aqui se presenta busca hacer un
aporte importante en este campo de investigacién mediante el estudio de los lipidos de la

membrana fotosensible involucrados en la fototransduccién, un aspecto no explorado

previamente.

1.1 Estructura del gjo compuesto

De los distintos tipos de ojos originados a lo largo de Ia evolucién, destacan aquellos en
base a lentes tipicamente encontrados en vertebrados, los generados por los cefalépodos y los
ojos compuestos de artrépedos. Estos ultimos poseen varias unidades repetidas y bien
organizadas llamadas omatidios (Figura 1A y 1B), los cuales se localizan en una esfera, cada
uno con su propia cérnea. El nimero de omatidios por ojo varfa en los distintos tipos de insectos,
desde unos cuantos en los primitivos Archaeognatha y Thysanura hasta cientos en Diptera
(orden donde se incluye a la mosca hogarefia Musca y a la mosca del vinagre Drosophila). En
Drosophila, cada omatidio consiste de alrededor de 20 céluias, de las cuales 8 son c¢élulas
fotorreceptoras. Seis de ellas (R1-6) se extienden por todo el largo del omatidio (~85 pm),
mientras que las dos restantes, R7 y R8, son mas cortos, ubicdndose la primera en la region distal
y la segunda en Ia regi6n proximal del omatidio (Fig. 1A). Cada omatidio consiste de un aparato
diéptrico compuesto de una cuticula transparente de quitina, Ia ceal forma la cérnea (lente) y una
cavidad flena de fluido extracelular llamada pseudocone. El fondo de la cavidad est4 formado
por 4 células Semper y las paredes por células pigmentarias primarias (Wang y Montell, 2007;
Hardie y Raghu, 2001).

Laos fotorreceptores son células epiteliales altamente polarizadas con un compartimiento
especializado conocido como rabdémero, el cual consiste de ~30-50.000 microvellosidades
empaquetadas, cada una de 1-2 pm de largo y 60 nm de didgmetro (Figura 1C y 1D), las.cuales

carecen de membranas internas. El rabdémero se extiende a lo largo del cuerpo celular como una




delgada banda. Cada microvellosidad contiene ~1000 moléculas de rodopsina empaquetadas en
la membrana microviliar en una densidad de ~4000 um™ La maquinaria de transduccion esta
localizada en el rabdémero, mientras que el nucleo y los organelos celulares, tales como las

cisternas microviliares, residen en el cuerpo celular (Hardie y Postma, 2008).

A co
psC
PC1
PC2

R7
R1-6

Figura 1. Omatidio y célula fotorreceptora de Drosophila. A, Esquema de un omatidio en una
vista longitudinal: co, cérnea; psC, pseudocono; PC1, célula pigmentaria primaria; PC2, célula
pigmentaria secundaria; R1-6, células fotorreceptoras 1-6; R7, célula fotorreceptora 7; R8, célula
fotorreceptora 8 (modificado de Wang y Montell, 2007). B, Fotografia de un omatidio disociado
obtenida con microscopia Nomarski (modificado de Delgado y Bacigalupo, 2009). C,
Microfotografia electronica de transmision de un corte transversal de un omatidio. Se indican las
células pigmentarias accesorias de los omatidios (PZ) y en un color mas oscuro y numerados, los
rabdomeros (Rh) y sus respectivas células fotorreceptoras. Solo se aprecian 7, ya que los
fotorreceptores 7 y 8 estdn superpuestos y no se extienden a lo largo de todo el omatidio
(modificado de Katz y Minke, 2009). D, Microfotografia electrénica que muestra una
ampliacion del rabdomero. Se aprecian las microvellosidades que componen al rabdémero (M),
el nicleo de las células fotorreceptoras (N) y las cisternas submicroviliares (SMC) (modificado
de Katz y Minke, 2009).



1.2 Fototransduccién en Drosophila.

En la fototransducci6n Ia rodopsina se activa al absorber un fotén de luz, determinando,
tras una setie de trasformaciones moleculares, un cambio eléctrico en la membrana de las células
fotorreceptoras. La rodopsina fotoisomerizada, se llama metarodopsina (Fig. 2); la cual
promueve el intercambio de GDP por GTF en una proteina G heterotrimérica (Gq). En esta
condicidn, ia protefna G queda habilitada para activar a la fosfolipasa Cy (PLC) que actfia sobre
su sustrato, el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,), un fosfolipido de membrana de muy baja
abundancia (Huang y cols, 2004). La hidrélisis del PIP, genera un protén, inositol trisfosfato
(IP5) que es soluble, y diacilglicerol (DAG), que permanece asociado a la membrana. Estas dos
(ltimas moléculas funcionan como segundos mensajeros en muchos procesos celulares. La
fototransduccién resulta en la apertura de los canales TRP y TRPL (TRP-Like), los responsables
del cambio eléctrico de la membrana de los fotorreceptores. TRP (“Transient Receptor
Potential™).es un canal catiénico selectivo a Ca® y TRPL es un canal catiénico no selectivo. A
pesar que el mecanismo de la transformacion del PIP; se conoce en detalle y que se cuenta con
mutantes de las enzimas participantes, ¢l mecanismo y el agonista fisiolégico que promueve la
apertura de los canales TRP/TRPL atin se desconoce.

En la membrana del rabdomero, las proteinas PLC, PKC (proteina quinz;sa C) y el canal
TRP interacttian con la proteina de andamio INAD, a través de los dominios PDZ de ésta, la cual
a su vez interactia con el citoesqueleto de la microvellosidad mediante una miosina llamada
NINAC. La interaccién entre estas proteinas forma un complejo molecular denominado
signaplex, el cual se ha postulado que se enc‘:ucntx:a en balsas lipidicas presentes en las
membranas de Ias microvellosidades (Sanxaridis y cols, 2008).Este complejo macromelecular
pompartimentaliza a las moléculas que participan en la fototransduccién, facilitando una rdpida

respuesta frente a un estimulo.
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Figura 2. Esquema de la cascada de fototransduccién de Drosophila. PLC, fosfolipasa C;
PIP,, fosfatidilinositol bifosfato; IPs;, inositol trisfosfato; DAG, diacilglicerol; DAGK,
diacilglicerol quinasa; PAc, acido fosfatidico; DAGL, diacilglicerol lipasa; PUFA, acido graso
poliinsaturado; TRP y TRPL, canales de transduccion. Las lineas continuas indican procesos

determinados de forma experimental y las lineas punteadas indican procesos por determinar.

1.3 La cascada de los fosfoinositidos estd involucrada en la fototransduccion.

Se ha observado que los fotorreceptores de moscas mutantes que carecen de PLC
(norpA) no responden a la luz, indicando que esta enzima juega un papel clave en la
fototransduccion (Bloomquist y cols, 1988). Por otra parte, en otros sistemas de transduccion el
IP; promueve la liberacién de Ca®" desde compartimientos intracelulares, principalmente desde
el reticulo endoplasmatico, donde interactia con el receptor de IP; (Berridge, 1993; Raghu y
cols, 2000b). Sin embargo, los fotorreceptores de moscas mutantes que carecen del receptor IP;
responden normalmente a la luz, observacion que ha sido usada como un argumento para
descartar la participacién del IP; en el proceso de fototransducciéon de Drosophila (Acharya y
cols, 1997; Raghu y cols, 2000b) y que es corroborada en experimentos que inducen liberacion
de IP; enjaulado en las células fotorreceptoras. Por lo tanto, existe consenso que el IP; es

insuficiente para excitar a los canales (Hardie, 1995; Hardie y Postma, 2008).




1.4 El papel de los lipidos en la apertura de los canales TRP.

Diacilglicerol (DAG), el otro de los productos generados por ia hidrolisis del PIP, es el
sustrato de la protefna quinasa C (PKC) que se encuentra en los fotorreceptores de Drosophila.
El mutante que carece de la PKC (inaC) responde a la Iuz, aunque posee una cinética de
desactivacién més lenta (Smith y cols, 1991; Hardie y cols, 1993), pbr Io cual esta enzima s6lo
ha sido involucrada en la desactivacién de la respuesta a la luz y se ha descartado Ia
participacién de la PKC en el proceso de activacion.

La propuesta de que un mensajero lipidico podria estar involucrado en la activaci6n de
los canales dependientes de luz, TRP y TRPL, surgi6 de la observacién que ciertos 4cidos grasos
poliinsaturados derivados del DAG (PUFAs, en su abreviacion en inglés), podfan activar a
ambos canales en fotorreceptores aislados intactos en oscuridad o en sistemas de expresion
heterloga. Al expresar el canal TRPL en células HEK se mostré que el DAG no tenia efecto
sobre la fraccion de tiempo abierto del canal cuando era aplicado de forma similar a los PUFAs
(los lipidos fueron aplicados en el bafio). Ademds, demostraron que el PUFA dcido linolénico
(C18:3) podia activar al canal TRPL recombinante (Chyb y cols, 1999).

Por otra parte, estudios de corrientes totales (patch clamp) .en fotorreceptores
individuales llevados a cabo en omatidios que carecen de la enzima diacilglicerol quinasa
(DAGK, mutante rdgd), las cuales no pueden convertir ¢l DAG 2 écido fosfatidico (PAc),
presentan degeneracién de la retina. Esto se debe a que los canales TRP y TRPL estin
constitutivamente activos en esos mutantes, lo que genera una alta concentracién de Ca® al
interior de los fotorreceptores, induciendo la degeneraci6n del tejido (Raghu y cols, 2000a).
Estudios en el doble mutante que carece de la DAGK y el canal TRP (rdg4,#rp) demostraron que
la degeneracion del rabdémero podia ser rescatada, ya que en este mutante no ocurre la excesiva

entrada constitutiva de Ca™; atribuyendo un papel excitatorio al DAG. Posteriormente, estudios

de corriente en célula completa en el doble mutante hipomoérfico norp4;rdg4 mostraron que la
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mutacién en el gen de la DAGK (rdgd) facilita enormemente la respuesta de los mutantes
hipomérficos severos de la PLC (n#orp4) aumentando ~100 veces la intensidad.de la respuesta
(producida por un flash de luz). En este doble mutante el DAG producido se acurnula ya que no
‘es fosforilado. Esta evidencia apoya la idea de que el DAG podria ser el segundo mensajero que
excita a los canales de transduccion (Hardie y cals, 2002).

En nuestro laboratorio se logré desarrollar un método de disgregacién suave de los
omatidios, obteniéndose el acceso a los rabdémeros, los cuales normalmente se encuentran
escondidos. Esto ha permitido obtener registros de canal Gnico de los canales TRP y TRPL en [a
membrana nativa observando también que los parches aislados contenian, ademds de los canales
dependientes de luz, las enzimas participantes en este proceso. De esta forma se ha podido
establecer las conductancias de los canales de transduccion (56,8 + 3,7 pS para TRP y 49,0 + 5,0
pS para TRPL) y se comprobd que tanto el DAG como los PUFAs (linolénico y araquid6nico), .
tienen un efecto activador sobre los canales que se encuentran en parches escindidos de
rabddmero, cuando estos lipidos se suministran por el lado intracelular de la membrana {Delgado
y Bacigalupo, 2009). Esta discrepancia con Chyb y cols, (1999) con respecto al efecto del DAG,
podrfa deberse a que el DAG aplicado de forma externa a las células completas debe entrar a la
microvellosidad, pero posiblemente no alcance la concentracion necesaria para activar a los
canales, debido a que serfa eficientemente metabolizado por la DAGK y/o la DAGL,
transforméndolo a PAc o PUFA, respectivamente.

Actualmente, no existe consenso de qué molécula podria ser el mensajero excitatorio de los
canales TRE.y TRPL. -

Dado que DAG y los PUFAs que resultan de su metabolismo han sido implicados en la
activacion de los canales TRP y TRPL, una enzima clave en este proceso es la diacilglicerol
lipasa (DAGL), la cual cataliza'la hidrélisis del DAG produciendo 4cidos grasos libres y

monoacilgliceroles (MAG). Uno de los primeros intentos para identificar Ja isoforma de DAGL




que participaria en la fototransduccién fueron Jos estudios realizados en las cepas mutantes
Rolling Blackout (rbo). La ﬁmtante termosensible rbo presenta en sus fotorreceptores pérdida -
reversible de la activacién por luz a temperaturas restrictivas. Debido a su homologta con otras
lipasas descritas en vertebrados, RBO fue calificada como una lipasa asociada a membrana. No
obstante, los experimentos de bloqueo condicional de R,BQ permitieron concluir que esta enzima
es requerida en la mantencion de la actividad de la PLC y no corresponde a [a supuesta DAGL
de los fotorreceptores (Huang y cols, 2004). Recientemente, la identificacion de la mutante
hipomorfa inaF, que muestra alteraciones en la respuesta a la Iuz, permiti6 identificar un gen que
codifica una proteina homoéloga a una DAGL de vertebrados, llamada INAE, la cual presenta
una elevada identidad de secuencia con las DAG lipasas de mamiferos; se expresa en
fotorreceptores de mosca y presenta actividad lipasa en ensayos in vitro. En estos ensayos se
mostré que ¢l mecanismo de hidrdlisis del DAG podia producir PUFAs, monoacilgliceroles
(MAGs) y 4cidos grasos saturados, el ltimo en una proporcién 10 veces mayor que los PUFAs
(Leung y cols, 2008). Estos resultados van en contra de lo que sc esperarfa si los PUFAs fueran
los agonistas fisiolégicos de los camales de transduccién. Sin embargo, estudios de
inmunohistoqufmica han mostrado que la proteina se localiza principalmente en el soma de las
células fotorreceptoras y no c;n el rabdémero, como el resto de las proteinas de la
fototransducci6n, No obstante es importante considerar que, por la naturaleza de esta técnica,
esta evidencia no descarta la presencia de esta protefna en los rabdémeros, ya que la proteina
podria estar presente pero en baja abundancia impidiendo su deteccitn con esta técnica, la cual
se verfa saturada por su alta concentracion en el soma.

A pesar que los miembros de Ia familia TRP son bastante heterogéneos en sus modos de
activaci6n, se ha reportado que algunos canales de la subfamilia TRPC (TRPC 2, 3,6y 7),ala

cual pertenecen TRP y TRPL, son activados por DAG in vitro (V enkatachalam y Montell, 2007;

Hardie, 2007). Se ha observado que los canales TRPC 3 y 6 de humanos expresados en células




CHO son activados por DAG en parches escindidos en configuracion inside-out. La mayor
activacion de los canales se obtuvo con el DAG-38:4 (1-estearoil-2-araquidonoil-sr-glicerol;
Hofmann y cols, 1999). Ademds, se ha visto que en células HEK transfectadas con el canal
TRPC7 el DAG potencia la entrada de Mn*' sin involucrar a la proteina quinasa C, en
mediciones en célula completa con parche perforado. El DAG-16:0 (di-octanoil-sn-glicerol) fue
el que produjo la mayor activacién del canal (Okada y cols, 1999). En parches escindidos en
configuracién inside-out de neuronas disociadas del 6rgano vomeronasal de ratén, se demostrd
que especificamente el DAG aumentaba Ia actividad del canal TRPC2 (Lucas y cols, 2003).

Por otra parte, se ha postulado que la apertura de los canales de transduccién podria
resultar de la disminucion de PIP, en el rabdémero cuando la PLC estd activa. Al expresar el
canal TRPL en células Sf9 de insecto y al aplicar PLC a los parches escindidos se observé como
este canal era activado, mientras que si se aplicaba PIP, ¢l canal se desactivaba (Estacion y cols,
2001). Otra aproximacién a este planteamiento fue utilizar un canal de potasio llamado Kir2.1, ¢t
cual es sensible a PIP,, el que fue expresado de manera ectépica en los fotorreceptores de
Drosophila y se utilizé para monitorear los niveles de PIP; en la membrana del fotorreceptor.
Estos estudios demostraron que cuando el confenido de PIP; se reduce a cero en la membrana,
por un periodo prolongado de tiempo, Ia respuesta a la luz présenta una desactivacién rapida
(respuesta transitoria) y no se reestablece hasta que el PIP; es recuperado en la membrana
(Hardie y cols, 2004). Si los canales de transduccién se abrieran en respuesta a la reduccién de
este fosfolipido de membrana, la respuesta deberia persistir durante Ia iluminacién. Asimismo,
se demostré que mutaciones en enzimas tales como la PI-sintasa, la cual es una enzima clave en.
la regeneracién del PIP,, no aumenta la respuesta a la luz (Wang y Montell, 2006). Por lo tanto,
ia disminucién del PIP; en la membrana no parece promover la activacion de los canales de

transduccion.

La hidrolisis del PIP, produce la liberacién de un protén. Se ha demostrado que en




fotorreceptores aislados de moscas silvestres y mutantes trpl ocurre una rdpida acidificacién (20-
40 ms) del rabdémero ¥ del cuerpo celular de manera dependiente de PLC e inducida por la luz.
Ademds se ha observado que-el canal TRPL expresado de forma heteréloga es activado por
aumentos en la acidez del medio cuando se evalitan en parches escindidos en modo inside-out,
(Huang y cols, 2010). Si bien estas evidencias no excluyen el papel de los DAG y PUFAsen la
activacién de los canales, los autores postulan que el agotamiento de los fosfoinositidos en
combinacién con la acidificacion es suficiente para activar los canales de transduccién TRP y
TRPL. Esta tiltima evidencia no estd en contraposicién con la idea que la via del DAG parece ser
la cascada que actiia en respuesta a {a luz.

Hasta le fecha se conocen bastantes aspectos de la fototransduccién gracias a la
disponibilidad de mutantes de enzimas claves de este proceso, donde gran parte del
conocimiento adquirido ha sido mediante el uso de técnicas elecirofisiolégicas y biologia
molecular. Sin embargo, existen pocos reportes acerca de los lipidos de Drosophila y ninguno
especificamente en ojos. Se han investigado los perfiles lipidicos de insectos desde la década del
60. En esa fecha, se describieron las primeras diferencias en la proporcién de los fosfolipidos de
.. membrana del orden Diptera (al.que pertenece Drosophila melanogaster). Para ello, se hicieron
andlisis de la razén de los fosfoglicéridos colina/etanclamina y de las cadenas aciles de estos
lipidos provenientes de distintas especies de insectos, utilizando como muestra el cuerpo
completo (Fast, 1966). Sin embargo, estos estudios estaban limitados por las técnicas
cromatograficas disponibles para la deteccion de lipidos. El método s utilizado en el estudio
de los Hpidos de moscas ha sido la cromatografia en capa fina, sin embargo, esta es poco
sensible, detectando lipidos en el rango de pug y la cromatografia gaseosa, la cual impide el
estudio de lipidos de baja abundancia (detecta en el rango de ng de lipidos). El desarrollo de
espectrometros de masas modernos ha permitido la identificacin y cuantificacion de lipidos.en

un rango de pg. Asi vatios grupos de investigacion han caracterizado los perfiles de 4dcidos
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grasos en distintas etapas del desarrolio (Jones y cols, 1992; Rietveld y cols, 1999) y los perfiles
de lipidos (Hammad y cols; 2011) y perfiles de écidos grasos de moscas completas (Shen y cols,
2010, Parisi y cols, 2011). Lo més cercano a la medicién de lipidos de ojos han sido los trabajos
gue han investigado los 4cidos grasos de fosfolipidos y triacilgliceroles de cabezas de mosca
(Yoshioka y cols, (1985); Stark y cols, (1993). No obstante estos estudios son aproximaciones
gruesas, ya que comprenden ojos y cerebro; y no se estudio el posible efecto de la luz sobre los
lipidos sino ¢l efecto de la dieta en mutantes con defectos visuales (Stark y cols, 1993).

El agonista fisiol6gico de los canales de transduccitn es, actualmente, el mayor misterio
en la fototransduccién en Drosophila. Los principales candidatos corresponden a lipidos de
membrana (PIP,, DAG), 4cidos grasos libres en el citoplasma (PUFAs) y protones. Los
experimentos realizados hasta ahora son mediciones indirectas y gruesas de los lipidos
-involucrados en la apertura de los canales TRP/TRPL. Hasta la fecha, nadie ha investigado el
perfil de lipidos en el rabdémero, el lugar donde se lleva a cabo la fototransduccién.y donde se
alojan todas las enzimas involucradas en éste proceso.

En esta tesis se explord la identidad del activador de los canales sensibles a luz mediante
la cuantificacién de los PUFAs y los diacilgliceroles en una preparacién enriquecida en-
rabdémeros, comparando la condicion de luz y oscuridad. El estudio de los lipidos se efectud
con espectrometria de masas, de alto poder resolutivo, que permiti6 identificar y cuantificar
estos lipidos que se.caracterizan por ser extremadamente poco abundantes. Esta novedosa y
potente aproximacién fue clave, ya que las mediciones de los lipidos son las primeras que se
realizan en membranas de los rabdémeros del fotorreceptor de Drosophila.

Las observaciones generadas en este estudio apoyan fuertemente la idea que ¢l DAG es
el principal agonista de los canales sensibles a la luz y que los PUFAs no participan, en
concordancia con estudios electrofisioldgicos realizados en este laboratorio.

Estos datos ayudan a completar €l modelo de activacién de los canales TRP de mosca.

i1




Ademés podrian ayudar a esclarecer como se activan los canales andlogos de vertebrados, los
cuales han sido involucrados en una amplia variedad de modalidades sensoriales e implicados en

distintas enfermedades. El descubrimiento del agonista fisiolégico podria permitir grandes

avances en el tratamiento de enfermedades asociadas a un mal funcionamiento de los canales la

familia TRP.




OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

Los niveles de Diaciglicerol (DAG) y 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs) aumentan en

presencia de luz.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios en los niveles de los diferentes lipidos que participan en la

fototransduccién de Drosophila.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar una preparacion enriquecida en membranas rabdomeéricas. -

2. Determinar si la luz produce cambios en los diacilgliceroles o dcidos grasos poliinsaturados

(PUF As) en el rabdomero.,

3. Determinar el perfil de los dcidos grasos de Ios lipidos presentes en dichas membranas.




----

MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

3.11 Cepa de moscas.

Se utilizaron stocks de Drosophila melanogaster, crecidas en un incubador a 18-25°C
bajo ciclos luminicos de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. La cepa silvestre usada fue wild
Oregon R (WOR). Las cepas se mantuvieron en los frascos de vidrio (rotulados con fa fecha en
que fueron transferidas). Después de 3 semanas se cambiaron a frascos con alimento fresco. De
estos mismos frascos se tomaron las moscas para los experimentos.

En el presente trabajo se utiliz6 también una cepa mutante de Drosophila denominada
Gag';Gpe’, donada por el Dr. Roger Hardie, de la Universidad de Cambridge. Estas moscas
poseen una doble mutacién en el gen de la protefna G involucrada en la fototransduccién. De
acuerdo a lo descrito en Hardie y cols, 2002, las moscas Gag';GBe' presentan una respuesta a la

luz disminuida unas 1000 veces con respecto a las moscas silvestres. Las moscas Gag';Gfe’

_presentan tna mutacién hipomdrfica severa de la subunidad Gag' (~1%, de la proteina) y de la

subunidad Gfe' (<0,5% de la protefna), reduciendo 100 veces los niveles de expresion de estas
isoformas (equivalente & una molécula por microveliosidad), mientras que los niveles de otras
protefnas claves en la fototransduccién se mantienen intactos (Hardie y cols, 2002).

Todas las cepas de Drosophila fueron alimentadas con la siguiente dieta estdndar. Alimento para
moscas ( 1litro): NaNO; 4,2g. K,HPO, 1,2 g, KCi 0,57g; MgS0, 0,57g; FeSO,4 0,0125 g; agar
10 g; sémola 60 g; levadura 10g; azficar 43 g; NIPAGIN sédico 1,56 g.

El alimento se preparé en agua destilada caliente, donde se agregan todos los ingredientes
excepto el NIPAGIN, el cual se agregé al final cuando la mezcla esté tibia, El alimento recién

preparado fue distribuido en porciones de 30 mL en frascos de vidrio estériles con tapones de
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gasa y algodén, los cuales fueron previamente esterilizados a 180°C durante 2 horas. Una vez

que el alimento se enfiia, los frascos estan listos para mantener moscas. -~ ~ -

3.12 Solucion de Ringer mosca y deslipidacion
En esta tesis se utilizé la solucién “Ringer mosca”, la cual estd adaptada a las condiciones
fisiolgicas de las células de Drosophila. En la tabla 1 se especifican los compuestos que

contiene esta solucién. En todos los experimentos se utilizé solucién sin cationes divalentes.

Tabla 1. Solucién extracelular “Ringer mosca”. El pH se ajusta con NaOH 0,5N hasta obtener
PH 7,15. En esta tesis se utilizo esta solucion sin iones divalentes.

Compnesto Concenfracién  Peso Molecular

[mMV] [g/mol]
NaCl 120 58,44
KCl 5 74,56
Sacarosa 2.5 342,30
L-prolina 25 . 115,10
HEPES 10 238,30
MgSO, 8 120,36
CaCl, o 1,5 110,9

* -

Deslipidacién de Ringer Mosca usando carbdn activado:
-Preparaci6n del carbono activado: En un embudo Buchner se coloca un papel filtro y se filtra el

carbén activado (1.02186.1000, Merck) usando agua HPLC (Ver tabla 2). El carbon activado se

seca a temperatura ambiente.

-Protocolo Delipidacién adaptado de Shen y cols, 1967

De aqui en adelante, las referencias a solucién Ringer-Mosca se refieren a Solucitn isoténica de

Ringer para Drosophila, la cval no presenta cationes divalentes y que ha sido previamente
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deslipidada.

Se agrego-carbén activado (1,0 mg/mg de proteina) y se mezclo en un vaso de precipitado. Para
remover el C18:0 de la muestra se agregé 1,0 mg de carbén activado, lo cual permitié que el
contenido de 4cidos grasos libres se redujera hasta un 1%. Después se acidificé la solucion con
HCI 0,5N hasta llegar a pH 3 (a pH acido los lipidos son protonados y son més afines al carbén
activado). El vaso se coloc6 en un bafio frfo y se mezcld durante 1 hora. Luego, la mezcla fue
centrifugada a una velocidad de 20.200 xg por 20 minutos a 2°C. (Si se usa la centrifuga Sorvall
RC2B con rotor $834, se debe centrifugar a 12.993 rpm). Se recuperd el sobrenadante y se
descart6 el pellet, que contiene el carbén activado unido a lipidos. Finalmente, al sobrenadante

se le agregé NaOH 0,5N hasta alcanzar el pH fisiolGgico 7,0.

3.2 MATERIALES

3.21 Solventes orgdnicos

En la extraccion y el procesamiento de Hpidos desde una matriz biolégica se requiere el uso de
solventes orgénicos. Debido a que las técnicas que se utilizaron son de alta sensibilidad a la
contaminacién, la mayoria de los solventes usados fueron de grado.de pureza “Cromatografia
liquida (HPLC)”, sin embargo, aquellos solventes que se usaban en baja proporcion tenfan grado

“pro andlisis”. La tabla 2 especifica las caracteristicas de los solventes ufilizados.
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Tabla 2. Solventes grado Cromatografia Liquida (HPLC) y pro andlisis utilizados en todos los
experimentos de andlisis de lipidos.

Solvente Grado Cromatografia Grado pro andlisis
Liguida (HPLC)
n- hexano 1.04391.4000, Merck -
Acetona 1.00020.4000, Merck -
Isopropanol 1.01040.4000, Merck —
Cloroformo 1.02444.4000, Merck -
Tolueno 1.08327.4000, Merck —
Metanol 1.06007.4000, Merck —
Metano! anhidro 1.06012.1000, Merck -
Agua Lichrosolv 1.15333.4000, Merck —
Ispoctano 1.04717.2500, Merck -
Tetrahidrofurano (THF) 1.08101.1000, Merck -
Metil-Tert-Butil-Eter (MTBE) 1.01845.1000,Merck -—
Acido acético glacial -— 1.00063.2500, Merck

Acido clorhidrico concentrado
Eter dietilico

Etil acetato

Acido sulfiirico concentrado
Acido formic

1,00317.2500, Merck
1.00921.1000, Merck
1.09623.1000, Merck
1.00731.2500, Merck
1.00264.1000, Merck

3.3 OBTENCION DE LA FRACCION ENRIQUECIDA EN RABDOMEROS

3.31 Diseccion

Moscas silvestres (WOR) y mutantes Gagq';Gpeq’ fueron anestesiadas por saturacién del
ambiente con CO, y se disectaron en hielo los ojos compuestos hasta obtener muestras de 250
ojos (aprox. 2 horas), las cuales fueron guardadas en tubos eppendorf de 1,5 ml. Los ojos se
colocaron en una solucién Ringer Mosca (500 pL) a 4°C suplementada con una mezcla de
inhibidores de proteasas (2x, #11 836 170 001, Roche). Una vez colectados los 250 ojos de
moscas silvestres, estos son adaptados a dos condiciones: fuz potente u oscuridad absoluta por
10 minutos a temperatura ambiente, para que todas las células fotorreceptoras queden
sincronizadas. Al término del tiempo de adaptaci6n, los ojos fueron rdpidamente congelados con
nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C. Antes de homogenizar, se descongelaron y se
mezclaron dos tubos con 250 ojos cada uno, para tener suficiente cantidad de muestra para los

experimentos. Este procedimiento se hizo en hielo, con puntas de pipeta y tubos eppendorf
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siliconizados para evitar que los ojos quedaran adheridos 2 los plésticos.

3.32 Homogenizacion mecdnica

Las muestras de 500 ojos (en 1 mL de Ringer mosca) fueron homogenizadas mediante
fraccionamiento mecénico utilizando un Mini-bead-beater (Mini-beadBeater-1, modelo
3110BXEUR, Biospec products, US/Canadd), el cual utiliza bolas de vidrio lisas con un
dismetro de 0,1 mm. El protocolo de homogenizaci6n consiste en un minuto de agitacién y 40
segundos de reposo en frio (-20°C). Este ciclo se repitid 10 veces para cada muestra.
Posteriormente, las muestras se mantuvieron estiticas durante 15 minutos a 4°C, precipitando la
quitina y las bolitas de vidrio. Se recuperd el sobrenadante (de aspecto turbio) y el pellet sélo se

utilizé durante la caracterizacién de las fracciones mediante inmunoblotting (denominado pellet

del extracto, PE).

3.33 Centrifugacion diferencial

Al sobrenadante (de aspecto furbio y aproximadamente de 1 mL) obtenido de la
homogenizacién mecdnica se le extrajo una alicuota de 200 pL y se le denominé como
“homogenizado”; el contenido restante fue cenfrifugado a 10xg durante 10 minutos,
obteniéndose un sobrenadante y ur pellet. De este sobrenadante se extrajeron 200 pL y se
denominé “S1”, mientras que el pellet de aproximadamente 60 pL fue llamado “P1”. El
contenido restante del sobrenadante fue centrifugado a 2.370xg por 5 minutos, obteniéndose un
sobrenadarnite 'y un pellet. De este sobrenadanie se extrajeron 200 pi’ y s¢ denominé “S2%,
mientras que el pellet de aprox. 60 pL fue llamado “P2”. Posteriormente, €l contenido restante
del sobrenadante fue centrifugado a 18.620xg durante 15 minutos, obteniéndose un sobrenadante
y un pellet denominados “S3” y “P3” con voltmenes aproximades de 200 y 60 ulL,

respectivamente, Todas las centrifugaciones se realizaron a 4°C y tenfan como objetivo separar
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los distintos componentes celulares (Figura 3). Los andlisis de lipidos se realizaron so6lo en la

fraccion P2, la cual constituye la fraccion enriquecida en rabdoémeros.

H PE
;; 4‘.is -
i  18620xg 15

s1 2370xg 5’ F
H 10xg 10° E)
S
Em = P2
\/ < P '\

Figura 3. Protocolo que permite obtener una fraccién enriquecida en membranas de
rabdémeros (P2). Diagrama de flujo de la metodologia realizada para obtener una fraccion
enriquecida en membranas de rabdémeros. A) diseccion de los ojos de Drosophila, recoleccion
de 250 ojos por tubo y adaptacion a condicion de oscuridad o luz. B) Homogenizacion mecénica
de los ojos con un mini-bead beater. C) Precipitacion en frio. Obtencién de un sobrenadante que
representa la muestra homogenizada (H) y un pellet del extracto original (PE) que contiene las
bolitas de vidrio y la quitina de los ojos. D) El homogenizado se centrifuga a 10xg por 10
minutos a 4°C y se obtuvo un sobrenadante y un pellet, llamados S1 y P1. E) S1 se centrifugé a
2.370xg por 5 minutos a 4°C y se obtuvo S2 y P2 (fraccién de rabdémeros). F) S2 se centrifugo
a 18.620xg por 15 minutos a 4°C y se obtuvo S3 y P3. De cada fraccion del sobrenadante se
recupero una alicuota de 200 pL.
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3.34 Cuantificacion de proteinas

Para cuantificar las protefnas obtenidas en las fracciones obtenidas por centrifugacién
diferencial; hoinogenizado, 81, P1, S2, P2, 83, P3 y pellet del extracto (PE), se midieron las
proteinas totales mediante el método de Lowry modificado de Hartree, (1972): en una placa de
ELISA se colocaron por triplicado, un esténdar de la protefna seroalbimina de bovino (BSA,
Sigma) de stock 1 mg/mL a distintas concentraciones, para obtener una curva de calibracioén. Se
colocaron también por triplicado 1 pL de cada una de las fracciones obtenidas por centrifugacién
diferencial cuya concentracién debia determinarse. Las muestras se incubaron por 10 minutos a
50°C con la solucién A (tartrato de Na-K, Na,CO;, NaOH IN); luego 10 minutos a temperatura
ambiente con la solucién B (tartrato de Na-K, CuSQ, 5H;O, NaOH IN) y finalmente se
incubaron por 10 minutos a 50°C con Folin Ciocalten 1:15 (#1.09001.0500, Merck). La
deteccion colorimétrica se realiz6 en un lector de ELISA (Sunrise Tecan A-5083) a una longitud
de onda de 650 nm. Los datos fueron luego graficados y ajustados a una recta por regresion

lineal para interpolar los datos de concentracién de proteinas totales obtenidas.

_3.35. Andlisis de proteinas mediante Inmunodeteccion .

La técnica de inmunodeteédfén de proteinas, conocida como inrmumoblot, consta de
varias etapas, que se describen a continuacion: las preparaciones de proteinas de las distintas
fracciones obtenidas por centrifugacién diferencial se calentaron por 10 mimutos a 100°C. Se
cargaron 6 pL del ladder (#5M0671, Fermentas) y 20 pg de muestra de proteinas totales en cada
carril y se procedié con la electroforesis en geles de poliacrilamida al 7 y 10% en condiciones
desnaturantes, a 70V el gel concentrador y a 100 V el gel separador. Para visualizar proteinas
totales, un gel se tifié con azul de Coomasie y un segundo gel se sometié a electrofransferencia a
un papel de nitrocelulosa para la deteccion con el anticuerpo para la proteina correspondiente. La

transferencia se realizé en una cédmara de transferencia fimeda (Biorad), en frio a 300 mA. por
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una hora y.media (para ambas concentraciones de geles), con buffer de transferencial al 20% de
metanol para los geles de 7% y buffer de transferencia al 10% metanol para los geles al-10%.
Luego, la membrana se traté con leche descremada al 5% en TBS-T al 0,05% (a esta solucién se
le denominé Blotto) por 1 hora a temperatura ambiente, para bloquear sitios inespecificos que
podrian proporcionar una falsa sefial, Posteriormente, las membranas se incubaron toda la noche
a 4°C con agitacién constante con el anticuerpo especifico respectivo®, diluido en la solucién
Blotto. En la Tabla 3 se especifican los anticuerpos primarios y secundarios utilizados. Luego,
las membranas se lavaron 5 veces, cinco minutos cada vez con una solucién de TBS-T al 0,05%
y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, una hora y media a
temperatura ambiente con agitacién, en la misma solucién de bloqueo. Posteriormente, las
membranas se lavaron 5 veces, 5 minutos cada vez con TBS-T al 0,05%. El revelado de las
membranas se efectu6é con un sustrato de peroxidasa quimioluminiscente (SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate 34080, Pierce). La inmunorreactividad fue detectada

utilizando peliculas radiograficas (Fujifilm HR-T30),

*Las proteinas TRP y actina fueron utilizadas como marcadores de rabdémeros. La lamina Dm0
de Drosophila fue usada como marcador de membrana nuclear y la enzima superéxido

dismitasa 2 fue vsada como un marcador de mitocondrias.
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Tabla 3. Anticuerpos y diluciones utilizados en los experimentos de inmunodeteccion.

Anticuerpo Proteina Estructura | Diluciones | Referencias
(#Catdlogo, | reconecida | reconocida | wntilizadas.
fabricante)
MADB83F6 TRP, todo el 1:200 Pollock y cols, 1995;
monoclonal IgG1, 173 kDa largodela | Alta Gillo y cols, 1996
DSHB (mouse) proteina | especificidad.
TRP Excelente
ADLB4.12 laraina epitope 1:200 Stuurman y cols, 1995;
monoclonal IgGl, DmO, entre fos Alta Stuurman y cols, 1996;
DSHB (mouse) 72 kDa amino- especificidad. | Furukawa y cols, 2009.
dcidos 22 y Excelente
28
Anti-SOD 2, Superdxido todoel 1:2000 Boyd y cols, 2009;
Policlonal IgG, dismutasa 2, | largodela excelente Harada y cols, 2009.
#ab13534, Abcam 26 kDa proteina
(rabbit) SOD2
Monoclonal anti- actina ° epitope 1:1000 Asher y cols, 2002;
Actin clon ACH40 42 kDa localizado | Funciona bien | Maple y cols, 1997
IgG2a, #A3853, enel N-
Sigma (mouse) terminal
Goat anti-mouse IgG | anticuerpo cadena 1:10.000
conjugado con primario ligeray | Funciona bien
peroxidasa, #31430, mouse pesada
Thermo Scientific
Goat anti-rabbit IgG | anticuerpo cadena 1:5.000
conjugado con primario ligeray | Funciona bien
peroxidasa, #31460, rabbit pesada

Thermo Scientific

3.4. TECNICAS DE EXTRACCION DE LIiPIDOS

Antes que las muestras puedan ser analizadas por cualquier método cromatografico, es

necesario extraer los lipidos de las matrices de los tejidos en un estado relativamente puro. La

alta sensibilidad de los métodos analiticos requiere el uso de solventes de-altaspureza y material

de vidrio bien lavado. La naturaleza quimica de los lipidos extraidos debe ser considerada, ya

que es dificil aplicar una extraccion con la que se obtengan altos rendimientos de lipidos dentro

de un amplio rango de polaridades. Todos los lipidos deben ser protegidos contra la degradacién
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y oxidacién, Para ello, es esencial el uso de solventes que protegen a fos lipidos de la interaccién
con el oxigeno ambiental. Este punto es crucial cuando la muestra esta enriquecida en 4cidos
grasos poliinsaturados, ya que una vez iniciada la reaccién de autooxidacién, ésta procede
autocataliticamente. El andlisis de lipidos requirié el uso de material de vidrio lavado con
detergente y un posterior tratamiento con metanol-hidréxido de potasio. Se utilizaron estindares
internos de estructura y concentracién conocida, al inicio de la extraccién lipidica, los cuales
permitieron la cuantificacién de los lipidos presentes en la muestra. Los estdndares internos son
moléculas similares a las que se quiere identificar, sin embargo, no se encuentran en la
naturaleza o su abundancia es extremadamente baja (ej, los dcidos grasos de cadenas aciles
impares no existen en los animales y las moléculas con 3 o més deuterios existen en 0,01% en la
naturaleza). En el mercado existe una amplia variedad de estindares disponibles para realizar

distintos anilisis lipidicos.

3.41 Preparacion de los estdndares de lipidos
1) Preparaci6n de estdndares de dcidos grasos: 19:0-AGL, 15:0-AGL y 17:0-AGL

Se resuspendieron en cloroformo HPLC: 5 mg de ‘dcido nonadecanoico (19:0-AGL
Sigma Aldrich), acido pentadecanoico (15:0-AGL, Sigma Aldrich) y é4cido heptadecanoico
(17:0-AGL, Sigma Aldrich), y se guardaron en tubos nuevos a una concentracién de 5 mg/mL.
Mediante dilucién seriada, se generaron esténdares de trabajo a una concentracion de 0,05
mg/mL;: Todos los esténdares fueron almacenados a -20°C. Cada vez-que se utiliz6 un estdndar,
se realizé una marca del volumen resultante que quedaba en el tubo. Esta es una medida de

control para saber si hay evaporacion significativa de solvente, lo que implicaria un cambio en la

concentracion del estindar lipidico.
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2) Preparacion del estdndar deuterado (1,3-di-18:0-DAG-d5)

El estédndar comercial 1,3-di-octadecanoil-2-OI-su-glicerol d5 (1,3-di-18:0-DAG-d5, #110580,
Avanti Polar Lipids) presenta 5 deuterios en el carbono 2 del esqueleto glicerol de la molécula.
Un mg de 1,3-di-18:0-DAG-d5 fue extraido del vial con cloroformo HPLC, se colectd.a un tubo
limpio, fue secado bajo corriente de nitrégeno y resuspendido a una concentracién final de 0,1

mg/mL en cloroformo HPLC. Se almacend a -20°C bajo nitrégeno.

3.42, Extraccicén de lipidos totales con Cloroformo (Extraccién de Folch)

Los lipidos de la muestra P2 fueron extraidos utilizando cloroformo como el solvente de
extraccion (Folch y cols, 1957). Se ha descrito que la extraccién de Foch es eficiente cuando se
utilizan muestras pequefias (<1 g). Cada muestra fue descongelada en hielo mientras se
agregaban 5 pg de 19:0-AGL (0,05 pg/pL), a cada tubo de vidrio. Posteriormente, el estandar
fue secado bajo corriente de nitrégeno leve y se agregd 4 mL de una mezcla de
Cloroformo:Metanol (2:1 vA) a cada tubo, Una vez descongeladas las muestras, €stas fueron
sometidas a una centrifugacién de 1 min a 50.000 rpm a temperatura ambiente, se les agrego
Ringer mosca hasta completar 200 pL y se adicioné 800 pL de una solucién de NaCl 0,9% a

-

cada muestra. Después, se agregé 50 pL de dcido acético glacial, se agité vigorosamente varias

A

veces y se centrifuigé a 2.000 rpm por 5 min a 7°C. Luego, se colect6 la fase cloroférmica

(inferior) con pipeta Pasteur de vidrio y se traspasé a un tubo nuevo, La fase acuosa fue extraida
con 3 mL de cloroformo y se repiti6 el procedimiento. Se juntaron ambas fracciones organicas y
se secaron bajo corriente de nitrégeno leve. Con este procedimiento se obtuvieron los “lipidos

totales” de la muestra, libres de proteinas, aziicares u otras pequefias moléculas que podian

interferir con los pasos cromatograficos siguientes.
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3.43 Extraccién con Metil-Tert-Butil-Eter (MTBE)

Con el fin de obtemer extracciones més limpias, rdpidas y compatibles con
espectrémetros de masas sofisticados, se utiliz6 metil-tert-butil-éter (MTBE) como un solvente
de extraccién de lipidos totales para la identificacién de especies de diacilglicerol. La baja
densidad del MTBE permite colectar ficilmente los lipidos de la muestra, ya que flota sobre el
agua. Esto ademds evita la pérdida de gotas lipidicas, un problema recurrente en el método de
Folch. La recuperacién de las mayores clases de lipidos es' similar e incluso mejor que la
obtenida por-este Gltimo método (Matyash y cols, 2008). El protocolo que sigue describe la
extraccién lipidica utilizando MTBE.

Se agregaron 50 pl del estindar deuterado 1,3-di-octadecanoil-2-OH-sn-glicerol d5 (0,1
mg/mL) a cada tubo y luego fue secado bajo suave corriente de nifrégeno. Se agregé I mL de
MTBE:Metanol (3:1 v¥)* al tubo que contenia la fraccién P2 y se vortexed hasta que se obtuvo
una solucién homogénea La muestra fue traspasada al tubo Eppendorf (2 mL) que contenfa el
estandar interno deuterado. Los fubos fueron agitados en un vortex y las muesiras fueron
incubadas por 10 minutos en un agitador orbital a 4°C, seguido de una sonicacién por 10
“minutos. en un bafio fric. Después se agregaron 500 uL de Metanol:Agua (3:1 vA) frio a cada
muestra; se agitaron y se centrifugaron a 18620g por 5 minutos a 4:’C. Se recuperd la fase
superior (aproximadamente 500 pL) y se traspasé a un tubo nuevo previamente enfiiado.

Finalmente, todas Ias muestras fueron secadas bajo corriente de nitrégeno.

* La mezcla de MTBE:Metanol (3:1 v4), se puede alimacenar a -20°C durante 2 semanas,
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35 ANALISIS DE METIL-ACIDOS GRASOS (FAME) MEDIANTE
CROMATOGRAFIA GASEOSA Y ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC-MS) EN EL
MODO DE IONIZACION POR IMPACTO ELECTRONICO (ED)

El anglisis de las cadenas aciles de las diferentes clases de lipidos requiere una
separacién en columna después de la exiraccién de lipidos. La separacién se puede realizar
mediante distintos tipos de cromatografia. Las principales clases de lipidos en tejidos animales
que varian en su polaridad desde ésteres de colesterol hasta lisofosfatidilcolina, pueden ser
separados por Cromatograffa en Capa fina (TLC), Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC) o alguna otra columna cuyo adsorbente puede adsorber eficazmente los lipidos, como es
el caso del aminopropilo. Posteriormente, los lipidos deben ser tratados quimicamente (o
derivatizados) antes de ser inyectados en ¢l cromatégrafo.

La preparacién de metil-esteres de 4cidos grasos (FAME, por sus siglas-en inglés, Fatty
Acid Methyl-Ester) es la reaccién quimica mds usada por los analistas de lipidos, ya que es un
procedimiento simple donde la hidrélisis del lipido y metilacion del grupo carboxilo de los
4cidos grasos ocurre en varias horas 2 si se incuba a 50°C. Esterificar los lipidos ayuda a
convertirlos en derivados de bajo peso molecular y polaridad, estabiliza el.grupo funcional a una
temperatura superior a los 200°C y aumenta la volatilidad de la molécula, resultando en una
notable mejora de la forma y resolucién del pico cromatogrifico. Si se inyectan lipidos sin
derivatizar, se aumenta el riesgo de contaminar la columna cromatogréfica, ya que la interaccion
de ésta con el lpido no derivatizado es varias veces superior a la interaccién con el lipido
derivatizado. Posterior a la derivatizacién, se debe realizar una extraccién con solvente apoiar
para recuperar todos los 4cidos grasos esterificados, los cuales finalmente serdn inyectados en el
cromatégrafo de gases. Los FAMEs son identificados y cuantificados usando espectrometria de
masas, La energfa impartida por el haz de electrones rompe algunos enlaces de la molécula. De

esta forma, el analito completo sin un electrén (i6n molecular) o porciones grandes de la
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estructura original permanecen intactas, permitiendo su identificacién.

3.51 Separacién de las clases de lipidos mediante cromatografia liquida a presion atmosférica
(SPE, extraccion en fase sdlida)

Con el fin de separar las principales clases de lipidos de una muestra biolégica, se utilizé
una columna de aminopropilo (Supelclean” LC-NH, SPE Tube, #57014, SUPELCO, Sigma
Aldrich). Los lipides se unieron a la columna y fueron elufdos con diferentes solventes que
presentaron un aumento progresivo de la polaridad, lo que permiti6 eluir en primera instancia
lipidos apolares, seguido de lipidos neutros y finalmente lipidos altamente polares, con una
recuperacién >98% de cada una de lIas clases de lipidos (Agreen y cols, 1992). Los lipidos
totales fueron secados bajo nitrégeno y resuspendidos en 1 mL de solvente de carga Hexano:
Dietiléter: Acido acético (100:3:0,3 v); se cargaron sobie una columna de aminopropilo (500

mg) preacondicionada (*) y se eluyeron secuencialmente utilizando los siguientes solventes

(Tabia 4).

Tabla 4. Separacién de las principales clases de lipidos presentes en los tejidos animales
mediante columnas SPE.

N° Compuestos eluidos Solvente
fraccifin
1 Esteres de colesterol Hexano,
S5mL
2 Triacilgliceroles Hexano: Cloroformo: Acetato de etilo
{100: 5: 5 v/v), 6 mL
3 Mono y Cloroformo: Isopropanol (2:1 v/v),
Diacilgliceroles SmL
4 " Acidos grasos libres Cloroformo: Metanol: Acido acético
(100:2:2 v), 6 mL
5 Fosfolipidos Metanol: Cloroformo: Agua con 0,9% NaCl

(10:5:4 vv), 6 mL

Las fracciones 1, 2, 3 y 4 corresponden a lipidos neutros.

Las fracciones eluidas fueron secadas bajo corriente de nitrdgeno y derivatizadas segiin se
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describe a continuacién. Se utilizaron los estdndares internos 17:0-AGL y 15:0-AGL para
cuantificar los esteres de esterol, triacilglicéridos, mono y diacilglicéridos y fosfolipidos. Estos
estandares fueron agregados al tubo donde se recolectaba el solvente eluido.

*E] acondicionamiento de la.columna de aminopropilo fiue con 2 mL de acetona: agua (7:1 v/v)

seguido de 4 mL de hexano. Posteriormente, se hizo la separacion de las clases lipidicas.

3.52. Preparacién de metil-dcidos grasos: Derivatizacidn catalizada por dcido

La derivatizacién o formacién de los metil-esteres de dcidos grasos se muestra en la
Figura 4. Las distintas clases de lipidos secos, obtenidas después de la separacién por la columna
de aminopropilo, fueron resuspendidas en 0,5 mL de Tolueno y se les agregé ! mL de Metanol
anhidro 4cido (>1N). Las muestras fueron derivatizadas durante toda la noche a 50°C (los lipidos

fueron-hidrolizados y sus constituyentes dcidos grasos fueron metil-esterificados).

o) (o] 0
R_C/ H_;(,—-—o‘ij R A// ar o Y
H* - -
\O—H \i)@_— CH, O—GH,
i H

Figura 4. Derivatizacion de las diferentes clases de lipidos con Metanol anhidro en medio
4cido. El metanol ataca el grupo carbonilo de los 4cidos grasos del lipido produciendo la
hidrélisis de éste. De esta forma los 4cidos grasos de las moléculas quedan libres y son

esterificados por el metanol, generdndose metil-dcidos grasos. El medio 4cido sirve como un

catalizador de la reaccion.

Adicionalmente, se realiz6 un control del reactivo de derivatizacion en cada corrida, al cual se le

agreg6 5 pg del estindar 19:0-AGL y se someti6 al mismo procedimiento que el resto de las
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muestras. Este control fue necesario para verificar la pureza del reactivo con el cual se

derivatizan las muestras,

3.53. Neutralizacion, extraccidn e inyeccién de las nméstms en el GC-MS

La reaccién de esterificacién en medio 4cido es altamente eficiente, sin embargo,
algunos 4cidos grasos no logran ser esterificados y-deben ser descartados de la preparacién. El
bicarbonato de Sodio cambia el pH del medio, deteniendo el proceso de derivatizacién y el agua
contribuye a la formacidn de 2 fases distinguibles. Los 4cidos grasos esterificados se extraen con
un solvente apolar (hexano) y los 4cidos grasos no esterificados se descartan junto al medio
acuoso.
Las muestras derivatizadas durante la noche fueron neutralizadas con 2 mL de bicarbonato de
Sodio al 6% y se extrajeron con 2 mL de Hexano. Luego, se centrifugé a 2000 rpm por 5 min a

10°C, se recolect6 la fase orgénica (fase superior) y se traspasé a un tubo nuevo. La fase acuosa

fue extraida por segunda vez con 2 mL de Hexano y se repitio el procedimiento. Se recolectaron
ambas fracciones organicas y se secaron bajo leve corriente de nitrégeno. Los dcidos grasos
secos de cada muestra fueron resuspendidos en 500 pL- de Hexano y el volumen fue traspasado a

un vial de cromatografia de 2 mL. Se inyect6 5 pL de cada muestra en el cromatégrafo de gases.

3.54 Aspectos técnicos de Ia corrida cromatogrdfica

Es posible identificar los écidos grasos sélo usando GC por que se conocen los tiempos
de retencion, sin embargo, GC combinado con la espectrometria de masas (MS) es una
herramienta poderosa para la caracterizacién de los compuestos. El cromat6grafo de gases
separa los componentes de una mezcla segin la interaccién del analito con la fase. estacionaria

de la columna y el solvente de elucin, generando un tiempo de retencién caracterfstico, Los

compuestos separados ingresan al espectrometro de masas, €l cual genera particulas cargadas
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(iones) a partir de las moléculas originales. Entonces, analiza esos iones para proveer
informacion de la molécula, como su peso molecular y su estructura quimica.

Los 4cidos grasos fueron analizados por cromatografia de gases y espectrometria de
masas en el modo de impacto electrénico en un cromatégrafo de gases HP 5890 serie II con

inyector automatizado modelo HP185968 e inyector modelo HP7673, acoplade a un
espectrometro de masas Hewlett Packard 5972 equipado con un analizador cuadrupolo. La
corrida cromatogréafica se realizé con una columna capilar HP-INNOWAX #19091N-102 de 25
m de largo, 0,2 mm de didmetro interno y 0,2 pm de grosor de pelicula. La temperatura del
inyector fue mantenida a 220°C y la separacién se realiz6 mediante dos rampas lineales de
temperatura, la primera partiendo en 150°C y terminando en 200°C (15°C/min) en un tiempo de
5 minutos y la segunda desde los 200°C hasta los 260°C (12°C/min) en un tiempo de 5 minutos.
La temperatura del detector fue-275°C. La duracion total de la corrida fie 19 minutos. Se utiliz6
helio como gas transportador (UHP 99,999 % de pureza, AGA) a un flujo de ImL/min y la
inyeccién se hizo en modo “splitless” (se analizé toda la muestra inyectada). El calibrador del

espectrémetro fue perfluorotributilamina (PFTBA).

3.55 Controles bdsicos

En cada corrida fue necesario verificar que la columna cromatografica se encontraba
limpia. Para ello se realizaron 2 controles, ambos con hexano HPLC. El primer control lfamado
limpieza, consistia en correr hexano junto a una répida rampa de temperatura hasta alcanzar la
temperatura méaxima permitida (260°C). La temperatura interrumpe la interaccién entre el
adsorbente y el analito que se encontraba adsorbido desde la comrida anterior, ya que a alta
temperatura el analito se evapora y eluye por la columna. El segundo control consistia en correr
hexano HPLC (sin derivatizar) en el cromatigrafo, para ver si el solvente en el cual eran

resuspendidas las muestras estaba contaminado. La columna que se ufilizé en este estudio es
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compatible con hexano, sin embargo, en las hojas de datos de cada columna se especifica que

solvente de carga que debe ser usado.

3.56 Tiempos de retencidn, identificacion de los metil-icidos grasos, contaminacion y andlisis
de datos.

A medida que se van haciendo cada vez mds experimentos, el analista de lipidos
adquiere un entendimiento intuitivo de Ia relacién entre los tiempos de refencidn de los picos
cromatogréficos en un cromatograma y la identidad de Ia molécula desconocida. Cada analito
posee un tiempo de retencién caracteristico, por ejemplo, independiente que el dcido estedrico
(C18:0) sea identificado en la fraccién de fosfolipidos, dcidos grasos libres o triacilgliceroles,
siempre tendra el mismo tiempo de refencién en la corrida cromatogréfica realizada en las
mismas condiciones. Es importante considerar que al retirar la columna, se e colocan una septas
para que ésta no quede en contacto con el aire. Al colocar la columna en el cromatégrafo, ésta
debe ser cortada en sus extremos (aproximadamente 1 cm a cada lado). Como el largo de la
columna cambia, también lo hace el tiempo de retencién disminuyendo un par de décimas o
centésimas de minuto.

. La identidad de un compuesto se establece por la comparacién de su espectro de masas con
espectros de masas de compuestos conocidos (espectros de referencia) que se encueniran en
bibliotecas computarizadas, obteniéndose una determinada coinctdencia. En este caso, el minimo
porcentaje de coincidencia entre los espectros fue de 80%, usando la biblioteca computarizada
especifica de metil-dcidos grasos (NBS75K.L). El programa de anilisis de datos utilizado fue
MSDA (Hewlett Packard). La probabilidad que tienen compuestos distintos de dar el mismo
espectro de masas se hace cada vez menor a medida que aumenta Ja cantidad de picos en el
espectro de masa (ademés del i6n molecular). Por esta razén, la ionizacién por impacto de

electrones es ¢l método elegido para comparar espectros de masa. En general, algunos analistas
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confirman la identidad de un compuesto por comparacién de su espectro de masas con el
espectro de un compuesto auténtico (siempre y cuando esté disponible en el comercio) con el
mismo instrumento y bajo condiciones de trabajo idénticas.

La identificacién de los plésticos se realizé con la comparaci6n del especiro de masas
experimental y el de ta biblioteca. Los plésticos (o ftalatos), poseen un fragmento caracteristico
de m/z = 190 unidades de masa atémica (uma). Ademds, el patrén de fragmentacién de los
plasticos es caracteristico. Los pldsticos aparecieron después de los 11 minutos de eluci6n. Estos
plésticos provienen en su mayoria de las columnas SUPELCO y de puntas de micropipetas que
se usan en la extraccion de lipidos.

Otra caracteristica de los cromatogramas es el anmento de la linea base a partir de los 12
minutos de la corrida. Este aumento es producto de la rampa de temperatura usada,
especificamente cuando se alcanzan temperaturas sobre los 200°C, Ese fen6meno se dencmina
“sangrado de la columna” y corresponde al desprendimiento de la fase estacionaria por alta
temperatura, A medida que aumentan el ntmero de corridas de la columna, aumenta el sangrado

de ésta. Todas las columnas sangran en cierta medida, sin embargo, cuando el sangrado es alto,

la cuantificacién de los compuestos so hace diffcil. Por ello, fue establecido en el laboratorio que ..

cuando el sangrado superaba las 50.000 unidades de abundancia (u.a.), se debﬁ; realizar un
cambio de columna cromatogréfica.

En las fracciones de esteres de esterol, triacligliceroles, mono-diacilgliceroles y
fosfolipidos se utilizaron los estindares internos: cidos pentanoico (C15:0) y heptanoico
(C17:0) para cuantificar las muestras y a pesar de agregar la misma cantidad de cada uno a cada
muestra, el C15:0 siempre mostré una abundancia menor a la del C17:0. La relacién de estos dos
4cidos grasos fue 1:3, respectivamente. Por esta razon, el C17:0 fue usado como el estindar
interno para la cuantificacion de los lpidos. En la fraccion de acidos grasos libres se usé el acido

nonadecanoico (C19:0) como estédndar interno.
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3.57 Andlisis cualitativo, cuantitativo y estadistico
-Andglisis cualitativo: Composicién de dcidos grasos de la muestra de rabddmeros

Una de las dificultades que present la separacion de los lipidos en la columna
SUPELCO fue la observacién de contaminacién producida por los 4cidos grasos C16:0 y C18:0.
Por esta razén, en cada corrida cromatogrifica se hizo un control negativo que sélo contenfa
Ringer mosca. A este control se le agregd estdndar interno y se prosiguié con los pasos
siguientes al igual que las muestras P2. Entonces, este control otorgé un 4rea para cada 4cido
graso contaminante. Con el 4rea del dcido graso contaminante se puede calcular su masa o su
concentracién. Entonces, las 4reas de los dcidos grasos de cada muestra P2 fueron corregidas de
la siguiente forma:
A las 4reas de los metil-4cidos grasos de la muestra P2 se le resto el drea de los metil-dcidos
grasos contaminantes. Para ello, las dreas de los estandares internos de las dos muestras deben
estar en el mismo orden de magnitud. Por lo tamto, es fundamental hacer la corrida de las
muestras junto con la corrida del control negativo, en l2 misma columna cromatografica y (enlo
posible) hacer las corridas de forma consecutiva y dentro del mismo dfa.
Con las 4reas corregidas, se hicieron los andlisis cualitativos, los cuales son independientes de.]a
masa inicial de la muestras. |
I. Para conocer la composicién de dcidos grasos de “cada fraccién” se realizé el siguiente
célculo:

1) Se obtuvo Ia razén del drea de un metil-dcido graso dividido por la suma total de dreas
de los metil-4cidos grasos de la fraccién, sin considerar el drea del estdndar internoy se

multiplicé por 100.

aread

0fm .
ZareasF

100,
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donde A es el 4rea de un 4cido graso particular (por ejemplo, 16:0 de los TAGs) y F es el drea

total de la fraccién lipidica TAGs.

1I. Para conocer qué porcentaje representan los dcidos grasos de la “fraccion lipidica” en la

muestra P2, se realizé el siguiente cdlculo:

donde F es la suma de las dreas de todos los metil-dcidos grasos de una fraccion lipidica {por

gjemplo, 4cidos grasos de los TAGs de la muestra P2 de ojos silvestres adaptados a luz) y M es

el drea total de Ia muestra de ojos silvestres adaptados a luz.

IIL. Para conocer el porcentaje que representan los dcidos grasos saturados de cada fraccién en la
muestra P2, se realizd el siguiente célculo:

areassS

—-100
ZareasM

0% =

-

donde, S es la suma de las 4reas de los metil-4cidos grasos saturados de una fraccidn lipidica
(por cjemplo, C16:0 + C18:0 de los MDAGs de la muestra de ojos silvestres adaptados a Iuz) y

M es el 4rea total de Ia muestra de ojos silvestres adaptados a luz.

IV. Para conocer el porcentaje que representan los 4cidos grasos insaturados de cada fraccién en
1a muestra P2, se realizé el siguiente célculo:

areasl

~=——-100
ZareasM

% =
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donde, I es la suma de las dreas de los metil-dcidos grasos insaturados de una lipfdica (por

ejemplo, C16:1+C18:1+C18:2 de los TAGs de la muestra de ojos silvestres adaptados a Iuz) y M

es el 4rea total de la muestra de ojos silvestres adaptados 2 luz.

V. Para conocer el porcentaje que representan los dcidos grasos monoinsaturados (MUFAs), se

realizé el siguiente célculo:

areasMl

=100
ZareasM

% =

donde, MI es la suma de las dreas de los metil-Acidos grasos monoinsaturados de una fraccién
lipidica (por ejemplo, C16:1+C18:1 de los TAGs de la muestra de ojos silvestres adaptados a

luz) y M es el 4rea total de la muestra de ojos silvestres adaptados a luz.

VL. Para conocer el porcentaje que representan los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs), se
realizd el siguiente célculo:

areasPl

gee——+ 100
ZareasM

%% =

donde, PI es la suma de las 4reas de los mefil-4cidos grasos poliinsaturados de una fraccién
lipidica (por ejemplo, C18:2+C18:3 de los fosfolipidos de la muestra de ojos silvestres

adaptados a luz) y M es el drea total de la muestra de ojos silvestres adaptados a luz.

VI, Para conocer el porcentaje que representa un 4cido graso particular en la muestra, se realizé
el siguiente cilculo:

0 = areasA 1100

Z areasM
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donde, A es el 4rea de un 4cido graso particular de una fraccién (por ejemplo, C16:0 de la

fraccién de TAGs de la muestra de ojos silvestres adaptados a luz) y M es el drea total de Ta

muestra de ojos silvestres adaptados a luz.

-Andlisis cuantitativo: Contenido de dcidos grasos de la muestra de rabddmeros
Se utilizaron los valores corregidos de 4reas de los 4cidos grasos y se calculé la masa de
cada 4cido graso utilizando una proporcién directa entre la masa conocida del estandar interno,
su 4rea y el drea del dcido graso. Este calcul6 dio la masa del 4cido graso en el volumen de
inyeccién (5 pL), por lo tanto, se calcul6 la cantidad de masa que habia en el volumen de
resuspensién de la muestra (500 pL). Posteriormente, se calculé el nimero de moles, ya que se
disponia del peso molecular de cada 4cido graso (no del metil éster). Después, los moles fueron
normalizados con Ia cantidad total de dcidos grasos de cada muestra. Este valor se obtuvo
sumando las dreas de todos los 4cidos grasos de la muestra y transforméndolo a un valor de masa
utilizando el 4rea y la masa conocida del esténdar interno 19:0-AGL, el cual fue agregado en el
primer paso del andlisis de lipidos (extraccién lipidica), por lo que sufri6 todos los
- procedimientos analiticos. El valor de esta masa se expreso en mg de é4cidos grasos. Se asume

que cualquier pérdida de muestra es equivalente a la pérdida observada en el esténdar interno.

Los valores son expresados como la media de 5 repeticiones més el error estdndar de la media

(SEM).

-Andlisis estadistico

Para establecer las comparaciones de las tres condiciones experimentales se calcul6 la
media, el error estandar de la media (SEM) y se demostré la homocedasticidad de las variancias |
de las fracciones mediante la prueba C de Cochran. Esta prueba se basa en comparar la varianza }

mas grande de todos los grupos a comparar contra la sumatoria de las. varianzas de todos los
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grupos al cuadrado.

Coltran C = 5,2 mayor /Y 8,2
& 2 S

El valor observado se compar6 contra un valor tabulado de C bajo la hipétesis de homogeneidad
de varianzas, con o grupos y n-I grados de libertad. Esta prueba exige que el nimero de
repeticiones sea idéntico en todas las condiciones (en este caso el niimero de repeticiones fue 5).
Se consideré un nivel de significancia de o = 0,05 y 4 grados de libertad y se obtuvo un valor C
critico de 0,74. Todos los valores C observados fueron menores que el valor tedrico, por lo tanto,
se considerd que habfa una varianza homogénea (se cumpli6 la hipétesis nula). Posteriormente,
se demostré la diferencia estadistica entre las medias de las diferentes fracciones lipidicas de las
condiciones de ojos silvestres adaptados a la oscuridad, 2 la luz y la mutante Gag';Gpe',
mediante un andlisis de las varianzas utilizando ia prueba ANOVA paramétrica dos vias y el
post test llamado Bonferroni,-el cual identificé a los grupos que diferian estadisticamente. Estas
dos ultimas pruebas estadisticas se realizaron con el programa Graph Pad Sigma 5. Valores p:
p>0,05 no significativo (ns), p<0,05 (¥), p<0,01 (**), p<0,001 (***).

3.58 Preparacién del Reactivo de Derivatizacion

La derivatizacién catalizada por 4cido se lleva a cabo utilizando un reactivo que no estd
disponible de forma comercial, por lo que debe ser fabricado en €l laboratorio. El metanol es el

reactivo que esterifica los lipidos, el dcido del medio es el catalizador y el agua es un fuerte

interferente de la reaccidn. Para preparar el reactivo de derivatizacion se requirié un sistema de
destilacion donde el metanol anhidro fue acidificado lentamente. La preparacién del reactivo
requirié metanol anhidro de alta pureza, 4cido sulfiirico y 4cido clorhidrico concentrado. En la

preparacién se ufilizaron 2 trampas de 4cido sulfiirico, las cuales deshidratan el 4cido
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clorhidrico, de esta forma el gas HCI acidifica directamente al metanol anhidro. La mezcla de
4cido clorhidrico con 4cido sulfirico siempre estuvo en agitacién. El proceso de acidificacion
termina cuando el reactivo alcanza una normalidad de >1N. Durante la preparacién del reactivo
de derivatizacién es importante verificar la ausencia de agna, ya que ésta afecta la reaccién de
metilacién, sobre todo si la muestra usada estd en ¢l orden de los pg. Una forma de evaluar esto
es agregar a un tubo limpio 0,5 mL de tolueno y 0,5 mL de reactivo de derivatizacién. Si hay
agua, se formarédn 2 fases distinguibles. En ese caso, se debe descartar el reactivo y comenzar la
preparacidn nuevamente.
Determinacidn de In Normalidad del Reactive

Para conocer la normalidad del Reactivo de Derivatizacion se realizaron titulaciones.
Para ello, se agregaron 2 gotas de fenolftaleina 1%* a 2 vasos, uno con agua destilada (control} y
a otro vaso que tiene reactivo diluvido (0,5-mL reactivo + 49,5 mL de agua destilada). La
titulacion del reactivo 4cido se realiza con NaOH 0,IN hasta que se alcanza un color fircsia
intenso. El reactivo est4 listo cuando se alcanza una normalidad > 1N. El reactivo es 1itil durante
pocos meses, asf que se aconseja la preparacion de éste cada dos meses.

*La fenolftaleina fue disuelta en Etanol 90% y se almacené a temperatura ambiente protegida de

la luz.

3.6 ANALISIS DE DIACILGLICEROL MEDIANTE UPLC-FT-ORBITRAP

Los sistemas de cromatografia liguida de gran eficiencia (UPLC) toman ventajas de los

avances en la tecnologia de la quimica de las partfculas. UPLC es una nueva categorfa de
separacién analitica que retiene los principios del HPLC, mientras que mejora los afributos

generales de resolucién, sensibilidad y velocidad.

Por otra parte, el espectrémetro hibrido FT-Orbitrap combina la mds avanzada tecnologia de los

analizadores Transformada de Fourier y Orbitrap (Trampa de Iones optimizada), generando un
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instrumento Unico con un poder analitico sin precedentes y de gran versatilidad. El rapido
escaneo (sobre los 10 Hz), Ia alta resolucion (R>100.000 o 5 decimales de masa atémica) y alta
sensibilidad, acopladas con una precisién de masa menor a 2 parte por millén (ppm), hacen de
este espectrémetro de masas una herramienta robusta para aplicaciones que requieren de rigurosa
caracterizacién estructural. Estos tres atributos permitieron no sélo distinguir compuestos con
masas muy similares, sino también dilucid6 las composiciones elementales sin necesidad de un
compuesto de referencia, basado en la medicion de masas exactas (Xu y cols, 2010). El método
de jonizacién de este equipo fue ESI (ElectroSpray lonization), es decir, una Ionizaci6n suave de

la muestra que permite la obtencién del i6n molecular intacto y la identificacién de la masa

molecular.

3.61 Separacidn de las clases de lipidos mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

(UPLC)
El protocolo de separacion de las especies lipidicas se basé en la publicacién de
Hummel y cols, (2011). Los extractos de lipidos secos fueron resuspendidos en un volumen de

200 pL de solucidn B y posteriormente fue*transferido a un vial de vidrio. Dos microlitros de

* «

esta muestra fueron inyectados en una columna de fase reversa C8 (100 mm x 2,1 mm x 1,7um
de tamafio de particulas), usando un sistena Waters Acquity UPLC System. Las dos fases
moviles usadas fueron agua (grado UPLC MS, Biosolve) con 1% de acetato de amonio 1M con
0,1% de 4cido acético (solucién A) y acetronitrilo:isopropanol (7:3 v, grado UPLC, Biosolve)
conteniendo 1% de acetato de amonio 1M con 0,1% de 4cido acético (solucién B). El gradiente
de separacion, el cual fue realizado a un flujo de 400 pL/min, fue: 1 minuto 45% A, 3 minutos
de gradiente lineal de 45% de A a 35%A, 8 minutos gradiente lineal de 25 a 11% A, 3 minutos
de gradiente lineal de 11%A a 1% de A, Después de lavar Ia columna durante 3 minutos con 1%

A, se utilizé nuevamente una solucién con 45% A y la columna fue re-equilibrada por 4 minutos.
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El tiempo total de corrida fue 22 minutos.

3.62 Aspectos técnicos de la deteccion de analitos mediante FT-MS.

Los espectros de masa fueron adquiridos usando un espectrémetro de masas Exactive
(Thermo-Fisher, Bremen, Alemania). Los espectros fueron-registrados usando un escaneo total
alternado y un modo de escaneo de todos los iones producto de la fragmentacion, cubriendo un
rango de masas de 100-1500 m/z. la resolucién fue programada en 1000 con 10 escaneos por
segundo, restringiendo el tiempo de carga del Orbitrap a un tiempo méximo de 100 ms con un
valor blanco de 1E6 iones. El voltaje del capilar fue 3kV con un flujo de gas neblina de 60 y un
flujo de gas auxiliar de 35. La temperatura del capilar fue programada a 150°C, mientras que el

gas de secado en la fuente de electrospray caliente fue programada a 350°C. El voltaje colador
(skimmer) fue 25 V mientras que las lentes tubulares fueron programas a un valor de 130 V. Los

espectros fueron registrados desde 1 a 22 minutos de los gradientes de UPLC.

3.63 Andlisis de Cromatogramas y Espectros de Musas

Los cromatogramas de las corridas en el UPL.C-FT-MS fueron analizadas y procesadas
usando el programa Xcalibur (Versién 2.10, Thermo-Fisher, Bremen, Germany).
En la aproximacion automatizada la masa molecular, el tiempo de retencién y las intensidades de
picos asociados para los 3 replicados de cada muestra fueron extraidos desde los archivos
crudos, los cuales contenian los escaneos totales de los espectros y todos los espectros de
fragmentacién de iones. El ruido quimico fue removido autométicamente de los espectros antes
que los cromatogramas fueran alineados, usando un algoritmo de alineamiento pareado basado

en aciertos. En la aproximacién manual, los espectros fueron extraidos utilizando un filiro de

picos de los programas Excel o Acces (Microsoft, Seattle, USA).
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3.7 ANALISIS DE DIACILGLICEROL MEDIANTE HPLC y TLC

La cromatografia en capa fina (TLC) ha sido amplliamente utilizada por los analistas ya
gue el procedimiento es barato, simple, flexible y puede ser utilizado analiticamente y
preparativamente con diferentes tipos de capas. Con los afios, Ia cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) ha reemplazado al TLC, debido que con este método se pueden separar ina
amplia gama de compuestos en un sélo paso en comparacién a la TLC, que requiere al menos de
dos, uno para separar Hpidos apolares y otro para separar lipidos polares. E1 HPLC incluso ha
reemplazado a la cromatografia gaseosa, debido a que el especiro de compuestos que pueden ser
analizados es mucho mayor, no hay restricciones de temperatura y existen diversos detectores
que permiten detectar practicamente todo tipo de moléculas, incluso se puede acoplar al
espectrémetro de masas, haciendo de ésta una herramienta sumamente versatil. De las dos clases
de cromatografia liquida existentes (HPLC-fase normal o HPLC-fase reversa), el HPLC-fase

normeal fue utilizado en esta tesis.

3.71 Preparacion de estdndares para HPLCy TLC

Los estdndares de lipidos (Nu-Check-Prep Inc, Elysian, USA) fueron descongelados a
temperatura ambiente y centrifugados a 2.500 rpm por 3 minutos a 4°C para recuperar todo el
contenido, el cual se trasladd a un tubo nuevo. Se le hicieron varios lavados del vial, que
contenfa los estdndares, con una mezcla de Hexano:Cloroformo (1:1 w4) para recuperar los
lipidos remanentes y se colectaron en el tubo. Los lipidos fueron secados bajo leve corriente de
nitrdgeno y fueron resuspendidos en el volumen deseado. Todos los estindares fueron
almacenados a -20°C, en tubos con tapa rosca y bajo nitrégeno.

-Mezcla de estandares de referencia para TLC (glicerolipidos, #18-6 C, Nu-ChekPrep):

La mezcla contiene 4cido oleico (C18:1), monoleina (MAG-18:1), diolena (DAG-36:2) y

frioleina (TAG-54:3) en las siguientes proporciones: 40, 25, 20 y 15%. Todos los lipidos tienen
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una pureza >99%. Los 50 mg totales de la mezcla contenian 20 mg de C18:1, 12,5 mg de MAG-
18:1, 10 mg de DAG-36:2 y 7,5 mg TAG-54:3. Debido a las distintas proporciones de los
estindares de la mezcla, ésta se debe resuspénder en un'volumen tal que el estdndar limitante
quede a la concentracién deseada. Por esta razén, la mezcla fue re‘suspendida en 1,5 mL de
Hexano:Clorofomo (1:1 w%), quedando el estindar limitante (trioleina) a una concentracion final
de 0,01 pg/pL. Por lo tanto, en 200 pL de la mezcla habfa 20 pg de TAG-54:3, 27 pg de DAG-
36:2, 33 pg de MAG-18:1 y 54 pg de C18:1. Esta mezcla fue utilizada para estandarizar
experimentos de TLC y el HPLC con detectores UV e IR.

-1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC, #850375P, Avanti Polar Lipids): Los 100 mg

fueron resuspendidos en cloroformo quedando a una concentracion final de 10 pg/uL. Pureza
>99%.

-Preparacion de la mezcla glicerolipidos + DOPC (Stock 18-6 C -+ DOPC):
Se traspasaron 200 pL del stock TLC a un eppendorf de 1,5 mL. Los lipidos se secaron bajo una

suave corriente de nitrégeno. Se agregaron 100 pg de DOPC (10 pg/uL) y se secé bajo corriente
de nitrégeno. Los lipidos fueron resuspendidos en 200 uL de Hexano:Clorofomo (1:1 vA4).
-Stock Colesterol (CH-8, Sigma): 100 mg de Colesterol fueron resuspendidos en cloroformo
quedando a una concentracién final de 10 pg/pL. I:a solucién se solubiliza rapidamente Iuciendo
ligeramente amarilia.

-Estindares glicerolipidos (Nu-ChekPrep): MAG-18:1 (M-239), TAG-54:3(T-235), Colesteril
oleato (colesterol-18:1, CH-828), DAG-36:2(D-236) y C18:1(AGL, U46A).

Todos estos estindares fueron resuspendidos en Hexano:Clorofomo (1:1 vA) y mediante -
diluciones seriadas se generaron estdndares de trabajo a concentraciones de 50, 25 y 12,5
mg/mL. Estos estandares fueron usados en las corridas de TLC con el objetivo de identificar las

clases de lipidos de las muestras de rabdémeros. Todos los estdndares tienen pureza >99%.
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3.72 HPLC-fase normal con detector de Iuz Ultravioleta (HPLC-UV)

La cromatografia liquida fue desarrollada wsando un HPLC modelo SCL-10A
(Shimadzu, Japén) con dos bombas, cuyos modelos eran LC-10AS y LC-10AT (Shimadzu,
Japén). El sistema HPLC consistié de un inyector modelo Rheadyne 7125 (Cotati, California
USA) con un loop de 200 pL. Se usé un convertidor andlogo-digital Radiomatic Flo-One beta
500TR, (Series Flow Scintillation Analyzer, Packard Instrument Company, USA) y un detector
de luz ultravioleta variable, modelo SPD-10AV (detector UV-VIS, Shimadzu, Jap6n) operado a
205 nm. Se utilizé una columna analitica de silica Inertsil SIL-100A de 100 A, 4,6 mm de
didmetro interno y 250 mm de largo, empaquetada con particulas esféricas de 5 pm (no se utilizé
pre-columna ni filtro entre el inyector y la columna). Todas las muestras fueron disueltas en el
solvente que fue usado como fase movil. El sistema HPLC se mantuvo a 20°C controlado por
aire acondicionado.

El sistema de eluci6n estuvo basado en Christie W., (1986) y consisti6 en el sistema terciario A,
Hexano; B, Isopropanol; C, Isopropanol-Agua (1:1 vA). Para optimizar la elucién de
componentes polares, el agua en el solvente C contenia 0,5 mM de serina ajustada a pH 7.5 con
etilamina. Todos los solventes wtilizados eran de grado HPLC y fueron desgasificados en un
sonicador durante 10 minutos,

El solvente B fue introducido en el solvente A en un periodo de 5 minutos con ei objetivo de
separar los lipidos simples, entonces se retiraba B y se agregaba C, lo que permitia la separacién
de los fosfolipidos. Del protocolo original se realizaron dos modificaciones, que consistian en el
cambio del volumen de’ inyeccion de la muestra y Ia forma de hacer el gradiente. Se agregd un
volumen de inyeccién de 200 pL, de la mezcla de estindares de TLC y DOPC en el solvente de
carga Hexano:Cloroformo (1:1 v/); en vez de 5 puL. como estaba descrito en Christie W., (1986).
Sobre ¢l gradiente, se alterné el solvente B y C ya que se disponia de s6lo de 2 bombas. Mayor

detalle se puede- obtener en el anexo, donde se caracteriza este método para un detector UV en
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vez de un detector de masas o “evaporative light scattering detector (ELSD)”.

3.73 HPLC-fase normal con detector de Indice de Refraccién (HPLC-IR)

La cromatografia liquida fue desarrollada en el mismo sistema de HPLC, bajo las
condiciones mencionadas anteriormente salvo el detector, el cual es un detector de indice de
refraccién, modelo ERC-7510 (Instrumentation for R & D, inc). El detector de indice de
refraccién se mantuvo a una temperatura constante de 40°C mediante un termostato interno.

El sistema de elucién empleado se basé en el protocolo descrito por Greenspan and Schroeder,
(1982) y consisti6 en el siguiente sistema de elucién isocratico: 2,2,4-
trimetilpentano(isooctano): Tetrahidrofurano(TEIF):acido férmico (90:10:0,5 vwv). Todos los
solventes fueron desgasificados en un sonicador durante 10 minutos. El tetrahidrofurano fue
almacenado bajo nitrégeno para evitar la formacién de perSxidos y el solvente de elucién fue
mantenido por s6lo 3 dias, para prevenir la aparicién de picos negativos (Greenspan and
Schroeder, 1982). El volumen de inyeccién fue 200 pL (mezcla de estdndares de TLC en el

solvente de carga), en vez de 20 uL como se describia en Greenspan and Schroeder, 1982.

-

3.74 Tratamiento de la placa de TLC'y corrida cromatogrdfica

Las placas (20 cm x 20 cm, TLC silica gel 60 vidrio, #1.11845.0001, Merck) fueron
activadas a 100°C durante 1 hora y Iuego se dejaron enfiiar a temperatura ambiente durante 20
minutos. Con un ldpiz mina se marcaron los puntos de siembra de la muestra. El
acondicionamiento de la cimara de vidrio se realizé con el solvente de elucién durante 30
minutos. Las muestras resuspendidas en un volumen de 20 pL fueron sonicadas, vortexeadas y
aplicadas a la placa de silica con una pipeta Hamilton de 25 pL. La limpieza de Ia pipeta
consisti® en wvarios lavados con Metanol, Cloroformo y posterior ambientacién con

Hexano:Cloroformo (1:1 ), que fue el solvente de carga y en el cual se resuspendieron todas
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las muesiras.

Para la separacion- de los lipidos neutros, la cromatografia fue desarrollada en una
camara saturada en el sistema de elucién: Hexano-Dietiléter-dcide frmico (80:20:2 vv). El
frente del solvente migré hasta Hegar 2 1 cm del tope de la placa y se marcé con lipiz mina. El
tiempo promedio de corrida fue de 1 hora en una cdmara de vidrio cerrada, bajo campana de
extraccion. En el calculo de los Rf de cada una de las clases de lipidos se consider6 la distancia

final recorrida y el sitio de siembra de la muestra,

3.75 Deteccion de los bandas

Las placas fueron secadas bajo campana de extraccion durante 30 minutos y las bandas fueron
detectadas con vapor de yodo. El revelado se hace bajo campana conectando una pipeta Paster

(con yodo) a una fuente de nitrégeno, esparciendo el vapor sobre la placa de silica gel. Las

placas fueron escaneadas rapidamente antes que perdieran su coloracién café.
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RESULTADOS

41 PREPARACION ENRIQUECIDA EN MEMBRANAS FOTOSENSIBLES
(RABDOMEROS)

Para realizar el andlisis cromatografico de la composicion de lipidos de los ojos de
Drosaphila fue fundamental contar con una fraccién de membranas enriquecida en rabdémeros,
de modo que los cambios observados pudieran atribuirse a los lipidos del rabdémero de la célula
fotorreceptora y no a otras membranas.

Se ha descrite un método para obtener rabdémeros purificados mediante una extraccién
en frio y en un gradiente de Percoll en moscardones. Para ello, se colocaban las retinas
homogenizadas en un gradiente de Percoll y se centrifugaban y se aislaban en luz roja, para
conservar la rodopsina en estado desactivado (y prevenir la pérdida de pigmento visual por el
lento decaimiento térmico de la metarrodopsina) y asi identificar las fracciones enriquecidas en
rabddémeros en esta condicion (Bentrop y Paulsen, 1986). No obstante, en esta publicacién se
estudiaron’ las proteinas involucradas en ADP-ribosilacién inducida por luz, por lo que no se
requeria mantener en éptimo estado la membrana fotosintética y se agregaban varios reactivos
que destrufan la membrana nativa. Por esta razdn, se opté por generar un protocolo original, que
permita mantener la estructura de la membrana de los rabdémeros para los experimentos
posteriores. Esto implica que no se pueden utilizar detergentes o sonicacién. Estas limitantes
obligaron a ensayar miltiples protocolos de fraccionamiento subcelular considerando que los
rabdémeros poseen un alto grado de empaquetamiento de las microvellosidades, lo que genera
una esfructura compacta y pesada. Se intentaron diversos protocolos de homogenizacion,

ultracentrifugacién, centrifugacién en gradiente de sacarosa (continmo y discontinuo) y
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finalmente centrifugacion diferencial, a fin de lograr un enriquecimiento satisfactorio. Las
condiciones dptimas logradas estan descritas en la seccién de Materiales y Métodos y las
pruebas de ensayo y error en el Anexo. El grado de enriquecimiento de la fraccidn de
membranas de rabdémeros se analizé por el método de inmunodeteccién conocido como
Inmunoblot (ver Materiales y Métodos).

Para deferminar el grado de enriquecimiento de las fracciones obtenidas se evalud la
presencia del canal TRP, protefna de transmembrana especifica de membranas rabdémericas (ver
introduccion). Asf, se realizé un anilisis por electrotransferencia e inmunoblot utilizando el
. anticuerpo monoclonal Mab83F6 que reconoce a TRP. Luego de probar miiltiples condiciones
de fraccionamiento se determiné que una centrifugacion lenta de 10xg por 10 mimitos, acoplada
a una centrifugacién media de 2.370xg por 5 minutos y upa Gltima centrifugacién rdpida de
18.620xg (14.000 rpm) por 15 minutos (todas en frio), permite eliminar la mayoria de los
micleos y mitocondrias en.P2 y concentrar rabdémeros en esa fraccién. La ltima centrifugacién
permitirfa precipitar aquellas inembranas que podian quedar en suspensién después de la
centrifugacién media.

Como se observa en la Figura 5 la primera cenirifugacién da origen a St y PI, la
centrifugacién de S.I a 82 y P2 y la centrifugacion de 82 a S3 y P3 (Figura 5A). St; observd que
apareci6 una banda de TRP en todos los pellets y en S1, sin embargo, la banda mds intensa fue
en P2, Es dificil que las todas las membranas rabdoméricas floten en la centrifugacion lenta
debido a que el peso de la estructura siempre hacfa que precipitaran al fondo del tubo, no
completamente separadas de otros tejidos

Para corroborar que la fraccion estaba enriquecida en rabdémeros, se determiné la
presencia de ofra proteina de las microvellosidades de los rabdérneros:. actina (Hardie y Postma,
2008). Cada microvellosidad contiene una estructura de microfilamentos de actina en el centro;

considerando que cada rabdémero contiene ~30.000-50.000 microvellosidades, es de esperar que
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la fraccién enriquecida en rabdémeros contenga actina concentrada. Se utilizé el-anticuerpo
monoclonal A3853 (Sigma, Asher y cols, 2002) que identifica un epitope conservado localizado
en el N-terminal de la actina de varias especies. En la Figura 5C se muestra la deteccién de
actina en el fraccionamiento. Se aprecia una banda intensa, con un tamafio estimado de 43 kDa
en S1 y P2 y, tal como se esperaba, en concordancia con lo observado anteriormente para el
marcador TRP (Fig. 5B). Esta banda también se observa en el homogenizado de ojos-(control
positivo) y en el pellet del extracto (PE) que se obtiene tras la precipitacién de las bolas de vidrio
utilizadas en la homogenizacién. La marca de actina observada en PE, sefiala que algunas
membranas de rabdémeros precipitan junto con las bolas de vidrio. No cbstante no se observé
marca en P1, como se esperaba. Se apreci6 una segunda banda con un peso aproximado de 34
kDa en las fracciones anteriormente mencionadas, salvoen PE, 1o que sugiere que posilblemente
ocurrié degradacién de la muestra mientras ésta era centrifugada.

Por lo tanto, la inmunodeteccién de TRP y actina mostté un enriquecimiento de
membranas de rabdémeros en las fracciones P2 y S1, obtenidas mediante centrifugacién
diferencial, siendo més satisfactorias las inmunotransferencias contra el canal TRP que la
deteccion de actina.

A fin de verificar .el grado de pureza de las membranas rabdoméricas obtenidas por
centrifugacién diferencial, se utilizé un anticuerpo que reconoce un epitope corto de la proteina
de membrana nuclear lamina Dmo. En la Fig. 5D se muestra la deteccién de esta proteina en la
preparacién de rabdémeros mediante analisis por inmunotransferencia. Se apreciaron bandas en
el control positivo homogenizado de ojos y en la fracciones de membrana rabdomérica P2 y S1.
Este resultado sugiere que esta proteina se encontrd levemente enriquecida en la fraccion de

rabd6meros, sin embargo, estas fracciones estin mds enriquecidas en TRP como se observa en fa

figura 5B.

-
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Figura 5. Obtencion de membranas enriquecidas en rabdémeros y verificacién de

contaminacion por componentes celulares. A, Protocolo de centrifugacion diferencial que

permite obtener una fraccion enriquecida en membranas de rabdémeros. B, Andlisis mediante
inmunodetecciéon usando un anticuerpo monoclonal anti-TRP (1:200) como marcador de
rabdomeros. La marca observada corresponde a un valor estimado de 143 kDa. S1 y P1 (10xg
por 10 min), S2 y P2 (10xg por 10 min + 2.370xg por 5 min), S3 y P3 (10xg por 10 min +
2.370xg por 5 min + 18620xg por 15 min), homogenizado de ojos (control positivo), patas
(control negativo). C, Analisis mediante inmunodeteccion usando un anticuerpo monoclonal
anti-actina (1:1000), para corroborar fraccion enriquecida en rabdoémeros. La marca observada
corresponde a un valor estimado de 43 kDa. Las fracciones desde S1-P3 son idénticas a las
descritas en D, homogenizado (control positivo), PE (pellet del extracto). D, Andlisis mediante
inmunodeteccion utilizando un anticuerpo anti-lamina Dmo (1:2000), como marcador de
niicleos. Las fracciones desde S1-P3 son idénticas a las descritas en A, homogenizado (control
positivo), patas (control negativo). La marca observada corresponde a un valor estimado de 76
kDa. E, Andlisis mediante inmunodeteccién utilizando un anticuerpo anti-SOD-2 (1:2000),
como marcador de mitocondrias. Las fracciones desde S1-P3 son idénticas a las descritas en A,

homogenizado (control positivo), PE (pellet del extracto). La marca observada corresponde a un
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valor estimado de 26 kDa. Se cargaron 20 ug en cada carril.

Debido a la contaminacién observada, se buscé determinar si habia algin otro
componente celular que pudiera estar precipitando junto con los rabdémeros. Para ello se prob6
un anticuerpo policlonal que reconoce a la protefna Supe.réxido Dismutasa 2 (SOD-2), un
marcador de mitocondrias. Se realiz6 una estandarizacién. del anticuerpo y se determiné que la
dilecién 1:2000 genera una marca suficientemente intensa como para seguir usdndola en los
siguientes experimentos. En Ia Fig. 5E, se observa que la marca de SOD-2 aparece s6lo en los
sobrenadantes (S1, S2 y S3), siendo més intensa en S2 y no hubo marca en los pellets,
sugiriendo que las mitocondrias no precipitan con los rabdémeros. Que este marcador se
mantenga en suspensién indica que se debe cenirifugar a una velocidad mayor para que esta
proteina v el organelo al cual se asocia, precipite. Como se esperaba, esta banda también se
observa en el homogenizado de ojos (control positivo), ya que estd presente desde el principio de
la muestra. Estos resultados indican que Ia fraccion de membrana rabdomérica, obtenida por este
método, se encuentra libre de contaminacién por mitocondrias pero no asi de nicleos.

Estos cuatro ensayos de inmunotransferencia (deteccién TRP, actina, lamina y SOD-2)
permitieron comprobar que la fraccién de membrana rabdomérica de Drosophila (P2) obtenida
por centrifugacién diferencial estd enriquecida en al menos un componente molecular del
sistema de fototransduccion (TRP) y un componente estructural del rabdomero (actina). Las
fracciones P2 y S1 presentan enriquecimiento pero también un cierto grado de contaminacién
con membranas nucleares (presencia de' la proteina lamina Dmo). Si bien no se logré una
fraccidn con alto grado de pureza, se obtuvo una fraccidn enriquecida donde se identificé la
presencia de membranas rabdoméricas y, lo més importante, estas membranas estdn
concentradas. Independiente que estén presentes las membranas nucleares, es esperable que s6lo

las membranas rabdoméricas cambien su composicién lipfdica en respuesta a la luz. No existe
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ningiin estudio hasta la fecha en donde se haya estudiado los lipidos pertenecientes a los ojos de

mosca. Lo mas cercano, ha sido el estudio de cabezas de Drosaphila (Yoshioka y cols, 1985;

Stark y cols, 1993).

En conclusién se generé un método para el enriquecimiento de las membranas
rabdoméricas a partir de los ojos de Drosophila. Esto valida el uso de dichas membranas en los
experimentos de composicion de lipidos de las membranas rabdoméricas.

4.2 IDENTIFICACION DE LOS PUFAs EN LAS MUESTRAS DE RABDOMEROS
MEDIANTE LOS PERFILES DE ACIDOS GRASOS

Los dcidos grasos son componentes bésicos de varias moléculas bioldgicas y sus papeles
en el almacenamiento de la energia metabélica, estructura celular, de membrana y fisiologia
celular parecen ser comunes entre los diferentes organismos. Los dcidos grasos se pueden
encottrar asociados a una estructura compleja (como el glicerol) o se pueden encontrar libres en
el citoplasma, asociados a protefnas. Para dilucidar si los PUFAs involucrados en la
fototransducci6n, cambian su contenido con la luz, se decidi6 analizar el perfil de los 4cidos
grasos libres de la fraccién P2 y de otros lipidos presentes en las muestra. Los 4cidos grasos
libres son compuestos de baja abundancia comparado con los fosfolipidos o los triacilgliceroles:’

(Fig. 6). Por esa razdn se utilizé cromatografla gaseosa acoplada a espectrometrfa de masas para

cuantificarlos. La combinacion de ambas técnicas asegura una identificacidén y cuantificacion

mis precisa.
Hasta la fecha nadie ha determinado el perfil de dcidos grasos de los “ojos™ de

Drosophila. Esta tesis corresponde a la primera caracterizacion detallada del perfil de acidos
grasos de los lipidos presentes en el ojo de D. melanogaster y los cambios generados en

respuesta a la fuz.

‘Se determiné el contenido de &cidos grasos de los Hpidos de las membranas
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fotosensibles de ojos de moscas silvestres adaptadas a la oscuridad, a la-luz y en las moscas
matantes'Gag';Gfe’. En un principio se utilizaron las moscas mutantes, como una aproximacion
a Ia condicién oscuridad, ya que la cascada de transduccion no. funciona debido a Ia expresién
hipomorfa de las subunidades o y B de Ia Proteina G (solo posee ~1% de la proteina normal;
Hardie y cols, 2002) se razoné que el vso de estas moscas, evitaria la extraccién de los 500 ojos
en oscuridad, procedimiento extremadamente laborioso y, en la prictica, irrealizable. Sin
embargo, en el transcurso de esta tesis se ha evidenciado que los perfiles de 4cidos grasos de las
moscas mutantes difieren a los de las moscas silvestres adaptadas a oscuridad en algunos lipidos,
lo cual invalida el uso de la mutante para el proposito mencionado. En base a estos resultados se
decidié cambiar la estrategia de trabajo, buscando adaptar post-extraccion los ojos de las moscas
a oscuridad o luz y comparar los perfiles de &cidos grasos. Los valores graficados representan la
media -+ error estindar de la media para cinco experimentos realizados de forma independiente.
Se analizaron los 4cidos grasos de cinco distintas fracciones lipidicas: 4cidos grasos libres, mono
vy diacilgliceroles, fosfolipidos, triacilgliceroles y esteres de esterol.

Las fracciones que poseen mayor cantidad de 4cidos grasos corresponden a los
fosfolipidos y los triacilgliceroles; los cuales en conjunto representan el 82,0% de los 4cidos
grasos totales en las moscas silvestres y el 55,0% en las moscas mutantes. La dife;encia en la
proporcién ‘de los 4cidos grasos de estos lipidos en conjunto, entre las moscas silvestres y la
mutante es significativa (p<0,001, Fig.6). Cabe destacar que los fosfolipidos poseen en su
estructura dos cadenas de dcidos grasos y los triacilgliceroles, tres cadenas. Si se realiza la razén
de los 4cidos grasos de los fosfolipidos/triacilgliceroles se observa que este valor se encuentra en
un rango entre 1,1 y 1,4 para las tres condiciones experimentales utilizadas en esta tesis, lo cual

ratifica que los fosfolipidos son los lipidos mas abundantes de los rabdémeros,
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Figura 6. Abundancia de los 4cidos grasos provenientes de los diferentes lipidos presentes
en los rabdémeros. Los triacilgliceroles (TAG) presentan la mayor abundancia de “4cidos
grasos”, seguido por los fosfolipidos (F), los 4cidos grasos libres (AGL), los mono-
diacilgliceroles (MDAGs) y finalmente los esteres de esterol (EE). La relacién entre fosfolfpidos
y triacilgliceroles varia en un rango entre 1,1 y 1,4, siendo los fosfolipidos los “lipidos™ mds
abundantes de la muestra P2. a; vs. ¢; (p<0,001), by vs. ¢z (p<0,001), a; vs. by (ns); a3 vs. c;
(p<0,001), bs vs. ¢; (p<0,001), &; vs. bs (ns); a4 vs. ¢ (p<0,001), b, vs. ¢4 (p<0,001), a4 vs. by

(ns). n= 5.

Los édcidos grasos libres son Ia signiente fraccitn lipidica mds abundante representando
el 11,5% en moscas silvestrés: v el 33,5% en las moscas mufanies, La diferencias entre las
moscas silvestres y las mutantes es significativa (p<0,001). Los mono y diacilgliceroles son
lipidos poco abundantes en las muestras P2 ya que representan el 5,5% de los 4cidos grasos
totales, Sin embargo, hay que considerar que los diacilgliceroles (DAG) contienen 2 cadenas de
acidos grasos y los monoacilgliceroles (MAG) s6lo una cadena acil, Lamentablemente, con esta
metodologia no se pudo separar estos glicerolipidos, por lo que no se puede determinar
claramente cudl es la contribucién de cada glicerolipido a esta mezcla que representa el 5,5%.
No obstante, es claro que los DAGs tengan una abundancia menor que este porcentaje.

El detalle de los perfiles de acidos grasos de fosfolipidos, triacilgliceroles y esteres de esterol se
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encuentra mds adelante (Seccién 5.4).

4.21 LOS PUFAs TOTALES NO CAMBIAN SU CONTENIDO EN RESPUES’I‘A ALA
LUZ EN EL RABDOMERO

Los PUFAs que posiblemente estdn involucrados en la fototransduccién de Drosophila,
se pueden determinar por el andlisis de 4cidos grasos de la fraccidn de dcidos grasos libres. El
perfil de los dcidos grasos libres de las muestras de rabdémeros (muestra P2) revelé la presencia
de siete dcidos grasos, tres de ellos saturados (dcido miristico (C14:0), palmitico (C16:0) y
estedrico (C18:0)), dos monoinsaturados (MUFAs: palmitoleico (C16:1) y oleico (Ci8:1)) y sélo
dos correspondieron & acidos grasos poliinsaturados (PUFAs: linoleico (C18:2) y a-linolénico
(C18:3)). Como estandar interno se utilizé el dcido nonadecancico-(C19:0), cuya cadena con un
nimero impar de carbonos no. se encuentra en la naturaleza, y que permite la cuantificacién de la
muestra. La identificacién de cada uno de los &cidos grasos se realizé en base a la comparacion
del espectro de masas experimental contrastado con el espectro de masa de una biblioteca
especifica de metil-dcidos grasos (NBS75K.L). Los espectros de masa de los dcidos grasos

identificados en esta fraccién lipidica y en los ofros lipidos de las muestras de rabdémeros, se

muestran en el Anexo (Seccién 8.2). '

-

En la Figura 7 se muestra un cromatograma TIC (Cromatograma de iones totales)
representativo de los metil-4cidos grasos detectados en esta fraccion lipidica de la muestra P2 de’
ojos de moscas silvestres adaptados & la oscuridad (Fig. 7A), a la luz (Fig. 7B) y ojos de la
mutante (Fig. 7C). La mayoria de los dcidos grasos se identific6 correctamente debido a que su
abundancia es lo suficientemente alta para lograr un buen apareamiento entre los espectros de
masa (sobre el 80% de similitud entre los espectros tedrico y experimental). Los tinicos acidos
grasos que presentaron una abundancia cercana al limite de resolucion del equipo fueron C14:0 y'
C18:3. Todos los picos cromatogréficos fueron, al menos, tres veces més abundantes que [a Hnea

base. La observacion de contaminantes como plasticos, cuyos picos cromatograficos tienen
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Figura 7. Identificacién de siete 4cidos grasos “libres” en las muestras de rabdémeros. Se

muestra un cromatograma TIC representativo de Ia separacién de los distintos 4cidos grasos

encontrados cuyo estindar interno es 19:0. A, Fraccion P2 de ojos silvestres adaptados a

oscuridad. B, Fraccion P2 de 'ojos silvestres adaptados a luz. C, Fraccién P2 de ojos mutante.
Acido miristico (14:0), palmitico (16:0), palmitoleico (16:1), estédrico (18:0), oleico (18:1),
linoleico (18:2) v a-linolénico.(18:3). n= 5.




tiempos de retencion (Tr) de 11,52 y 13,98 minutos, son caracterfsticos en experimentos donde
se utilizan columnas de separacién de lipidos cuyo envase es pldstico, como se observa en la fig.
7. El espectro de masas del pléstico posee un fragmento caracteristico y de gran abundancia con

una relacién m/z = 190 unidades de masa atdémica (uma).

La cuantificacion de los PUFAs de a fraccidn de los 4cidos grasos libres totales reveld
que no hubo cambios en C18:2 o C18:3 por efecto de la luz (Fig. 8A) en las moscas silvestres;
tampoco hubo cambios significativos en el C18:1. Sélo se observé una diferencia significativa
en el contendido de C16:0, cuya abundancia es mayor que en las moscas mutantes (150
nmols/mg) que en las moscas silvestres (~70 nmoles/mg, p<0,01).

EI andlisis porcentual o perfil de dcidos grasos de una fraccién representa Ia abundancia
de un determinado 4cido graso en la fraccién analizada, siendo un dato 1itil en la caracterizacion
de ti:jidos. Este andlisis cualitativo se muesira en la Fig. 8B y es un anélisis independiente de Ia
masa total de muestra inicial. Los &cidos grasos C16:0 y C18:0 fueron los mds abundantes de Ia
muestra, representando en conjunto el 61,1, 49,5 y 51,0% en moscas adaptadas a la oscuridad, a
la luz y-en la mutante, respectivamente, Sélo los dcidos grasos C18:0 presentaron una diferencia
significativa entre las moscas adaptadas a oscuridad y las mutantes (p<0,001; Fig. 8B). El 4cido
graso C14:0 sélo represent6 el 1% de los 4cidos grasos saturados en moscas silvestres y la
mutante, observindose como una traza.

Siguiendo con los 4cidos grasos libres, los 4cidos grasos monoinsaturados (MUFAs) son
mis abundantes que los PUFAs. Los: MUFAS representaron el 22,1, 30,4 y 28,1% de abundancia

en las moscas silvestres adaptadas a la oscuridad, a Ia Iuz y la mutante, respectivamente. Dentro

de los monoinsaturados, el C18:1 presentd el doble de abundancia que el C16:1.
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Figura 8, Los PUFAs (C18:2 y C18:3) de los dcidos grasos libres totales en los rabdémeros
de mosca no-cambian su conienido en respuesta a la exposicién a la luz, A, (izquierda)
Cuantificacién de los dcidos grasos libres, (derecha) se muestra la estructura de los PUFAs
identificados. Los némeros indican los carbonos de Ia molécula y las posiciones de los dobles
enlaces. a; vs. ¢, (p<0,01), by vs. ¢z (p<0,01), 2, vs. b, (ns). B, Perfil de 4cidos grasos, a, vs. ¢4
(p<0,01), by vs. ¢4 (ns), a4 vs. by (ns). C, Comparacién de dcidos saturados e insaturados totales

de los dcidos grasos libres. n= 5.

Por otra parte, los PUFAs en conjunto representaron el 12,3, 19,8 y 19,1% de
abundancia en moscas silvestres adaptadas a la oscuridad, a la luz y en la mosca mutante,
respectivamente. Los dcidos grasos C18:2 son alrededor de quince veces més abundantes que los
C18:3, ya que éstos itimos representan el 1% de los 4dcidos grasos (traza). La carencia de C18:3
en las muestras silvestres adaptadas a oscuridad posiblemente se debe su extremadamente baja
abundancia en el cromatograma, lo cual lo descarta del andlisis. Esta premisa se apoya en los
valores porcentuales obtenidos en las otras condiciones,

Finalmente, los 4cidos saturados de los dcidos grasos libres se caracterizaron por tener el
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doble de abundancia que los insaturados, aunque esto no generd diferencias significativas entre

las tres condiciones experimentales, ni entre los dos tipos de dcidos grasos (Fig. 8C).

4.3. IDENTIFICACION DE DAGs EN LAS MEMEBRANAS FOTOSENSIBLES

4.31. Los dcidos grasos de los M-DAGs no cambiaron en respuesta a ln luz

La separacién de los 4cidos grasos libres permitié ademés la obtencién de otros lipidos
presentes en la fraccién P2, como los mono y diacilgliceroles (M-DAGs) entre otros lipidos, lo
que permitié caracterizar los dcidos grasos asociados a estos glicerolipidos. Con esta

informacién se puede conocer de forma indirecta la estructura de los diacilgliceroles aunque

segin el protocolo realizado (Agreen y cols, 1992), hay que tener claro que esta es una mezcla

ya que es diffcil separar los monoacilgliceroles (MAGs) de los diacilgliceroles (DAGs), ya que

poseen polatidades y estructuras similares.

La Fig. 9 muestra un cromatograma TIC representativo de los metil-dcidos grasos
detectados en la fraccidn de mono y diacilgliceroles de ojos silvestres adaptados a la oscuridad
(Fig. 9A), a la luz (Fig. 9B) y ojos de la mutante (Fig. 9C). Se detectaron sélo tres 4cidos grasos,
dos de ellos saturados (palmitico (C16:0) y estedrico (C18:0)) y s6lo un. dcido graso
monoinsaturado, el dcido oleico (C18:1). Es importante destacar que esta fraccién no presenté
PUFAs. Para cuantificar los 4cidos grasos se utilizaron los estdndares internos C15:0 y C17:0,
aunque sblo el C17:0 se usé en Ia cuantificacion (ver materiales y métodos). En dos de cinco
expefimentos realizados, se observé un pico cromatogrifico con un Ty de 6,81 minutos, el cual
corresponde a Ci6:1 (segin la identificacidn en otras fracciones lipidicas), sin embargo, su
extremadamente baja abundancia, impidié que identificacién definitiva en la biblioteca, debido a
que el porcentaje de similitud de los espectros de masas teérico y experimental fue menor al
80%, lo cual descart6 su deteccion en el cromatograma TIC. Lo mismo ocurrié con otro pico

cromatogrifico con un Ty de 4,41 minutos, el cual fue identificado como .C14:0, en otras
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Figura 9. Identificacién de tres dcidos grasos de los mono-diacilgliceroles (M-DAGs) de las
membranas rabdoméricas. Se muestra un cromatograma TIC representativo, 15:0 y 17:0
fueron utilizados como estdndares internos. A, Fraccidn P2 de ojos silvestres adaptados a

oscuridad. B, Fraccién P2 de ojos silvestres adaptados a luz. C, Fraccién P2 de ojos mutante.
Acido palmitico (16:0), estedrico (18:0) y oleico (18:1). n=5.
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fracciones lipidicas. Al igual que en los A4cidos grasos libres se identificaron picos
cromatograficos de plsticos, los cuales esta vez tuvieron un Tg de 11,74y 13,10 minutos.
La cuantificacién de los écidos grasos de los mono y diacilgliceroles no revelé cambios en
ninglin 4cido graso por efecto de la luz (Fig. 10A) en las moscas silvestres ni en las moscas
mutantes.

En el perfil de 4cidos grasos de esta fraceién lipidica (mostrado en la Fig. 10B), se
observo una alta proporcidn de 4cidos grasos saturados, los cuales promediaron el 80% de los
dcidos grasos totales (Fig. 10C). Segtin el andlisis estadistico realizado, no se observaron

diferencias significativas entre las tres condiciones experimentales (oscuridad, luz y mutante) o

entre los distintos 4cidos grasos.
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Figura 10. La concenfracién de los dcidos grasos provenientes de los mono y

diacilgliceroles no cambi6 con la luz. A, (izquierda) Cuantificacién de los dcidos grasos de Ios
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MDAGs, (derecha) se muestra la estructura de los 4cidos grasos identificados. B, Perfil de
dcidos grasos de los MDAGs. C, Comparacion de los 4cidos saturados ¢ insaturados. El 80% de
los 4cidos grasos fue saturado. n=15.

Si bien los 4cidos grasos de los M-DAGs no cambiaron en respuesta a la luz, esto no implica que
el confenido de DAGs como una molécuta completa, no lo haga ya que existe ia posibilidad que
el equipo utilizado no sea lo suﬁcientex;lente sensible para detectar este cambio. Estos resuitados
sirvieron para conocer de forma indirecta la estructura de los DAGs presentes en la inuestra P2,
lo que permitié la adquisicién de cuatro estdndares de diacilgliceroles comerciales, que luego

fueron utilizados para la identificacién de la estructura intacta de los DAGs.

4.32.La presencia de DAG-34:1 en los rabddmeros de Drosophila es alterada en respuesta a la
Iuz

Las corridas cromatogréficas (realizadas en un sistema de cromatografia liquida de alta
eficiencia en fase reversa, UPLC-RF) de los estédndares comerciales de DAGs sirvieron para
identificar los tiempos de retencién (Tr) de estos analitos y conocer el comportamiento que
presentan en el equipo a través de curvas de calibracién. Los Tr de los estdndares (que son
idénticos a las presuntas moléculas identificadas en los perfiles de acidos grasos), proveen la
zona del cromatograma TIC donde eluyen las distintas especies de DAGs de la muestra.

La separacion de los cuatro estindares comerciales de diacilglicerol se muestra en la Fig.
11. Se observa el cromatograma TIC correspondiente de cada estdndar obtenido mediante la
UPLC-RF. Los espectros de masa fueron registrados en modo de ionizacién positivo,
detectandose los jones aductos de sodio [M + Na]” de los lipidos. El estdndar DAG-32:0 (1,2~

dihexadecanoil-sn-glicerol) present6 un tiempo de retencién de 10,71 min y la m/z del [M + Na]*

fue 591,49603 uma; el estdndar DAG-34:1 (1-hexadecaoil-2-oleoil-sn-glicerol) presenté un’

tiempo de retencién de 10,89 min y la m/z del [M + Na]" fue 617,51135 uma; el estandar DAG-

61




34:0 (1-octadecanoil-2-hexadecanoil-rac-glicerol) presentd un tiempo de retencion de 11,72 min
y la m/z del [M -+ Na]" fue 619,52710 uma y el estdndar DAG-36:0 (1,2-dioctadecanoil-rac-
glicerol) presentd un tiempo de retencién de 12,64 min y la m/z del [M + NaJ" fue 647,55859

uma. Cada pico cromatografico presentd una distribucién Gaussiana.
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Figura 11. Separacion e identificacion de los estindares comerciales medianie UPLC-fase
reversa y espectrometria de masas. A-D, Cromatogramas TIC de estindares lipidicos DAG-
32:0, DAG-34:1, DAG-34:0 y DAG-36:0, respectivamente. La concentracién de cada estdndar
fue 100 ng/mL. A medida que aumenta ¢l nimero de carbonos de la-cadena acil, se observa un
mayor Tg, sin embargo, las cadenas insaturadas lo disminuyen DAG-32:0, 1,2-di-C16:0-sn-
glicérol; DAG-34:1, 1-(516:0-2-018:l-sn-glicerol; DAG-34:0, 1-C18:0-2-C16:0-rac-glicerol;
DAG-36:0, 1,2-C18:0-rac-glicerol. Ty, tiempo de retencidn

La linealidad del método fue determinada inyectando cantidades mayores de cada uno de los
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estindares comerciales: 0,5, 5, 35 y 100 ng/mL. Se construyeron curvas de calibracién ajustadas
a una funcién lineal que relacionan la intensidad del pico y la respectiva concentracion del
estdndar donde €l valor de la pendiente de la curva permite la posterior cuantificacién de los
DAG encontrados en las muestras en funcién de la intensidad observada. En la Fig. 12 se
muestra la curva de- calibracién del estandar DAG-34:1 (1-C16:0-2-C18:1-sn-glicerol). Estas
curvas se realizaron para los cuatro estandares. Se obtuvieron los valores de las intensidades y
dreas a cada concentracién de estindar. Se observa la variacion de la intensidad vy el drea en
fincién de la concentracién. El mejor ajuste los datos fue logrado con las imtensidades;
genecralmente las dreas introducen ruido en el cilculo porque dependen sustancialmente de la
Jorma del pico (si es agudo y bien definido o extendido). Por esta razdn, se utilizé los valores de
las intensidades (amplitudes del pico). La funcién lineal para cada estindar fue la siguiente:

y = 3132x + 35373 (DAG-32:0), y = 5709x + 39925 (DAG-34:1), y = 2900x + 51085 (DAG-
34:0) y = 3793x + 34287 (DAG-36:0). El limite de deteccion del equipo fue 10-50 pg/mL (0,01~
0,05 pg/uL) y el limite de cuantificacién fue 100-500 pg/mL (0,1-0,5 pg/uL).

En la tabla 5 se reportan las intensidades observadas de cada uno de los estandares comerciales.

. DAG-34:1
700060 -
600000 4 A
= 500000 |
=
T 409000
] y=5709,4% + 39925
2 300000 R?=0,9614
2
E 200000
|
106000 41'
0@ ; " . , . .
0 0 a0 5 30 100 120
Concentracion [ng/ml}

Figura 12. Curva de calibracién del estindar DAG-34:1 a distintas concentraciones 0,5, 5,
35 y 100 ng/mL. Se realizé un ajuste lineal de la funci6n.
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Luego, se realiz6 una corrida cromatogrifica de las muestras enriquecidas en

rabdémeros de moscas silvestres y la mutante (n=3). La figura 13 muestra la separacién de los

lipidos presentes en las fracciones P2 de moscas silvestres adaptadas a la oscuridad, 2 latuz y la

mutante.

Tabla 5. Intensidades de los estdndares de diacilgliceroles a distintas concentraciones

Conc. Intensidades (ua)
ng/mL
| DAG-32:0 DAG-34:1 DAG-34:0 DAG-36:0
0.5 21.600 13.800 12.600 13.000
5 67.400 88.000 88.400 64.400
35 199.000 317.000 259.000 239.000
100 325.000 583.000 303.000 388.000

Los cromatogramas TIC muestran el total de lipidos observados en las muestras de ojos
de mosca, en donde cada pico ¢romatogrifico corresponde a una especie lipidica distinta. Este
método de cuantificacién asume que las eficiencias de ionizacién entre varias especies de
diacilglicerol presentes en la muestra son las mismas que las eficiencias de los estdndares (Fenn
y-cols, 1989). El estandar interno 1,3-dioctadecanoil-2-hidroxi-sn-glicerol-d5, fue agregado en la
extraccion pero no fue encontrado en las muestras.

La zona donde se encuentran todos los diacilgliceroles (Regién de los DAGs), se
encontrd entre los 10 y 13 minutos de la corrida cromatogréfica, aproximadamente. Con los
insertos de colores se indica la abundancia del diacilglicerol DAG-34:1 en las 3 condiciones. Se
observa que las abundancias de los diacilgliceroles fueron extremadamente bajas en
comparacion a otros lipidos presentes en las membranas rabdoméricas de las moscas silvestres y
las moscas mutantes. Como- se conocian los iones aductos de los estdndares comerciales, se
realizé una extraceion de esos iones desde los cromatogramas TIC, De esta forma se generaron
los-cromatogramas de iones exfraidos (XIC) de los diacilgliceroles encontrados en las muestras

P2 de ojos de moscas silvestres y mutantes.
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Figura 13. Separacién de los lipidos totales de las muestras de membranas rabdoméricas
de moscas silvestres y la mutante. La separacion se realizé utilizando UPLC-fase reversa. A-C,
Cromatogramas TIC. A, Fraccion P2 de ojos silvestres adaptados a la oscuridad. B, Fraccion P2
de ojos silvestres adaptados a la luz. C, Fraccién P2 de ojos de la mutante Gag';GBe'. Los

insertos rojo, negro y azul destacan la baja abundancia de los DAG en la muestra

(particularmente se observa la presencia del DAG-34:1). n= 3.
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Los cromatogramas XIC son cromatogramas reconstruidos que permiten recuperar.uno o

" més analitos del conjunto de datos totales de una corrida cromatografica. La Fig. 14 muestra el
cro;natog_rama TIC y los cromatogramas XIC de cada uno de los diacilgliceroles encontrados en
la muestra de ojos adaptados a oscuridad. Las figuras 14A y 14B son equivalentes y demuestran
la reproducibilidad de las muestras. Las 4 especies de DAG identificadas fueron
estructuralmente idénticas a los esténdares comerciales (Fig. 14 C, D, E y F). Se obtuvo la
formula molecular y la masa exacta (con 5 decimales de masas), de cada una de estas moléculas.
Se observé un pequefio cambio en los tiempos de retencion de Ias moléculas, cuyo rango vario.
de 0,06 a 0,18 min, con respecto a los valores observados de los estindares puros, io cual se
encuentra en el rango normal de variacién del equipo. Ademés hay que considerar que los
diacilgliceroles identificados se encontraban en una compleja matriz biol6gica y no estaban

puros como los esténdares comerciales.

De las 4 especies de diacilglicerol encontradas en estas muestras, el DAG-34:0 fue el
mds abundante en todas las condiciones (Tabla 6), seguido det DAG-36:0 y del DAG-32:0, todos
ellos con cadenas saturadas. El unico diacilglicerol con cadena insaturada fue el DAG-34:1, el

menos abundante de estas especies (Tabla 6) y el ¥inico que mostré cambios de abundancia en

respuesta a la luz (Fig. 15).
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Figura 14. Identificacién de los DAGs en las muestras. A y B, Cromatogramas TIC de dos
muesiras de rabdémeros de ojos silvestres adaptados a oscuridad. Son dos muestras distintas de
ojos, que revelan la alta reproducibilidad de la muestra. C, D, E y F, Cromatogramas de iones
extraidos (XIC) de los diacilgliceroles enconfrados en las muesiras: DAG-32:0, DAG-34:1,
DAG-34:0 y DAG-36:0, respectivamente.
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Tabla 6. Concentraciones de los diacilgliceroles encontrados en muestras de ojos silvestres

adaptadas a oscuridad, luz y ojos mutantes. Se utilizaron 3 muestras de cada condici6n,

Condiciones Concentracién (ng/mL;)
DAG-32:0  DAG-34:1 DAG-34:0  BDAG-36:0
Osc. 1 24,1 0,4 139,6 91,7
Osc. 2 23,8 L0 1414 89,0
Osc. 3 23,2 1,2 146,5 101,2
promedio + 23,703 0,9+03 1425+ 2,6 93,9+4.6
SEM
Luzl 21,6 2,0 13,7 84,8
Luz 2 29,3 2,1 162,7 119,1
Luz3 23,8 1,4 144,8 94,0
promediox 24,928 1,8+03 1464+11,1 993+12,7
SEM
Mutante 1 20,6 0,5 135,8 81,9
Mutante 2 24,1 0,4 130,7 88,0
Mutante 3 31,8 0,6 150,7 92,5
promediox  25,5:+4,1 0,5 0,1 139,1+74  874:+3,8
SEM

Las especies de diacilglicerol identificadas en las muestras son resumidas en Ia Tabla 7,
indicandose su nombre IUPAC, la féormula molecular y Iz masa molecular exacta en las

muestras. En la figura 16 se indica la estructura molecular de los diacilgliceroles identificados.

Tabla 7. Tiempo de retencién, férmula molecular y masa exacta de las moléculas de Ios
diacilgliceroles identificados. ’

Férmiula Tiempo Nombre Férmula Masa
abreviada retencién IUPAC molecnfar  molecular
(min) exacta
DAG-32:0 10,79 1,2-dihexadecancil-sn-  CisHggOs 568,91142
glicerol
DAG-34:1 11,00 I-palmitoil-2-oleoil- Cs7H705 594,94870
sn-glicerol
DAG-34:0 11,78 1-octadecanoil-2- Cx7H, 05 596,53796
hexadecanoil-rac-
glycerol
DAG-36:0 12,72 1,2-dioctadecanoil- Cyoll;0s 62501774

rac-glycerol
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Figura 15. El DAG-34:1 es el anico diacilglicerol cuyo contenido cambia en respuesta a la
luz en los rabdémeros de mosca. A, Cromatograma TIC de una muestra de rabdémeros de ojos
adaptados a la oscuridad. B, Cromatograma XIC del DAG-34:1 de ojos adaptados a la oscuridad.
C, Ampliacion del cromatograma XIC del 34:1 de ojos adaptados a la oscuridad. D, Ampliacién
del cromatograma XIC del 34:1 de ojos adaptados a la luz. E, Ampliacién del cromatograma
XIC del 34:1 de ojos de la mutante. EI DAG-34:1 tiene un tiempo de retencion de 11,02 minutos
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en las muestras. A la derecha de cada cromatograma (C, D, E) se muestra el respectivo espectro
de masas con un dnico pico de 617,51019 uma que corresponde al aducto [M + Na]*. F,
Concentraciones promedio de los DAGs identificados en los rabdémeros de ojos silvestres

adaptados a la oscuridad, la luz vy ojos de la mutante. G, Detalle de Ia cuantificacidn del DAG-
34:1, barra a vs.b (p<0,05), b vs, ¢ (p<0,01), a vs.c (ns).n=3.

A 1,2-dipalmitil-sr-glicerol (1,2-16:0-DAG)

B 1-palmitil-2-cleoil-sn-glicerol (1-16:0-2618:1-DAG),
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Figura 16. Estructura molecular de los diacilgliceroles identificados en las muestras
enriquecidas de rabdémeros de ojos de Drosophila. A, DAG-32:0, B, DAG-34:1. C, DAG-

34:0. D, DAG-36:0.

Los resultados obtenidos muestran que los lipidos cuya abundancia cambia en respuesta

a la iluminaci6n son los diacilgliceroles, mientras que los PUFASs totales permanecen constantes.
Estas evidencias apoyan fuertemente el papel de los diacilglicerol como posibles agonistas

fisiol6gicos de los canales TRP y TRPL.
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4.4. PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE OTROS LfPIDOS PRESENTES EN LOS

RABDOMEROS DE MOSCA

4.41, Fosfolipidos

Como se detalla en Materiales y Métodos, se determiné la abundancia relativa de Ios 4cidos
grasos provenientes de los fosfolipidos presentes en los rabdémeros de Drosophila, En la Figura
17 se muestra un cromatograma TIC representativo de los metil-dcidos grasos detectados en la
fracci6n de fosfolipidos de wna muestra de membranas rabdémericas proveniente de ojos de
moscas silvestres adaptadas a la oscuridad. Se detectaron 6 dcidos grasos: palmfitico (16:0),
palmitoleico (16:1), estedrico (18:0), oleico (18:1), linoleico (18:2} y a-linolénico (18:3), los que
fueron cuantificados en comparacion al esténdar intemo 4cido heptadecanoico (17:0). El PUFA
C18:3 present6 baja abundancia comparado con el C18:2.

No se logré detectar PUFAs Cy y Cip, es decir, no se identificd ninglin é4cido graso
poliinsaturado con una cadena de mds de 18 carbonos y que fuviera més de 3 insaturaciones, en
las moscas silvestres ni la mutante, pese a que se consideran 4cidos grasos estructurales de Ias
membranas. Por lo tanto se descarta Ia presencia del 4cido docosahexaenoico (DHA, C22:6{w-
3)), 4cido eicosapentanoico (EPA, C20:5(w-3)), 4cido araquidénico (AA, C22:4(w-6)) y 4cido v-
dihomo Iinolénico (DGLA, C20:3(w-6)), el cual es producto de desaturacion del dcido linoleico
(LA, Cl18:2(w-6)) y precursor del araquidénico (Fig. 17). Cabe destacar que estos PUFAs

tampoco fueron encontrados en las otras fracciones de lipidos analizados.

En uno.de cinco experimentos se observaron dos picos cromatogréficos que presentaron
los tiempos de retencién (Tr): 12,4 y 14,5 minutos, los cuales posiblemente correspondian a los
acidos grasos araquidico (C20:0) y docosanoico (22:0). Sin embargo, la abundancia de esos

acidos grasos fue muy baja y el porcentaje de identidad de los espectros de masa, fue menor al

80% lo que descarté su deteccion., Ademds, el compuesto con tz 14,5 minutos se encontraba
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sobre el sangrado de la columna, lo que dificulié ain més su identificacién. Hubo ofro pico
cromatografico que present6 un tiempo de retencién de 4,6 minutos. El compuesto con ese Tx
fue identificado como 4cido mirfstico (C14:0), en otras clases de lipidos, sin embargo, en esta
fracciénla abundancia de este pico file tan baja, que la biblioteca de lipidos no lo reconocid

como un metil-éster. Como el porcentaje de identidad fue menor al 80%, se descarté su

deteccion en esta muestra.

TiC:0-18 min Muestra Fosfolipidos P2 sitvestre oscuridad {3cidos grasos+ me)
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Figura 17. La fraccién de fosfolipidos de rabdémeros de Drosophila no presenta los PUFAs
“AA, EPA y DHA” caracteristico de los fosfolfpidos de mamiferos. Cromatograma TIC
representativo que evidencia la ausencia de los PUFAs Cyy y Cy, los cuales son indicados con
flechas. Los estndares internos utilizados fueron 15:0 y 17:0, La ausencia se repite en todas las
fracciones de lipidos de Drosophila. Acido palmitico ( 16:0), palmitoleico (16:1), estedrico
(18:0), oleico (18:1), linoleico (18:2) y a-linolénico (18:3). n= 5.

La cuantificacién de los 4cidos grasos de los fosfolipidos reveld que no hubo cambios en
Ia cantidad de C18:2 o CI8:3 por efecto de Ia luz en las moscas silvestres (Fig. 18A); sin
embargo, si Se observd diferencias en el C18:2 entre las dos adaptaciones de las moscas

silvestres y 1a mutante (ambas con un valor p<(,001). Ademiss, hubo diferencias en el .C18:1
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entre los ojos de la mosca silvestre adaptada a la oscuridad y la mutante (p<0,05) y entre la
silvestre adaptada a la luz y la mutante (p<0,01). Las moscas mutantes contienen menor cantidad

de C18:1 y C18:2 en los fosfolipidos de las membranas rabdoméricas al compararias con las
t

moscas silvestres.
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Figura 18. Los 4cidos grasos provenientes de los fosfolipidos presentan diferencias entre las
moscas silvestres y Ias moscas mutaates Gan;GﬁeI. A, Cuantificacion de los dcidos grasos
de los MDAGS. a4 vs. ¢4 (p<0,05), b; vs. ¢4 (p<0,01), a; vs. by (ns); a5 vs. c5 (p<0,001), bs vs. cs
(p<0,001), as vs. bs (ns). B, Perfil de 4cidos grasos de los fosfolipidos. a; vs. ¢; (p<0,001), b, vs.
¢1 (p<0,001), a, vs. b; (ns); a5 vs. ¢s (p<0,01), bs vs. cs (p<0,01), as vs. bs (ns) C, Comparacidn
de los dcidos grasos saturados e insaturados. a; vs. ¢; (p<0,001), b; vs. ¢, (p<0,001), a; vs. by
(ns); a; vs. ¢ (p<0,001), b, vs. c; (p<0,001), a, vs. b, (ns). n=5.

Por otro lado, el perfil de 4cidos grasos de esta fraccién se muestra en la Fig. 18B. Los

dcidos grasos C18:2 y C18:1 fueron los més abundantes de las moscas silvestres (~37,0 y 22,0%,
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respectivamente), mientras que en las moscas mutantes representaron el 28,4% y 17,7%,
respectivamente. La menor abundancia de CI18:2 en Ia mosca mutante generé diferencias
estadisticamente significativas (p<0,01) al compararlas con las dos condiciones de adaptacién de
lIos ojos de las moscas silvestres. Ademds, el C16:0 fue inusualmente alto en la mutante
representando el doble que en las muestras silvestres (37% contra un 18%, respectivamente).
Estas diferencias son significativas entre las tres condiciones experimentales (p<0,001).

Dentro de los 4cidos grasos insaturados, los PUFAs fueron mas abundantes que los
MUFASs en moscas silvestres (44% contra un 31%, respectivamente). Lo mismo ocurrié en Ja
mutante (25% contra un 18%, respectivamente). A pesar de las diferencias en los porcentajes
enire las tres condiciones experimentales, el andlisis estadistico no detecté diferencias
significativas. La abundancia, en orden decreciente, de los 4cidos grasos insaturados fue el
siguiente: C18:2 > C18:1 > C18:3 > C16:1. Al comparar los 4cidos insaturados en las tres
condiciones experimentales, se observé que las moscas silvestres presentaron un mayor
porcentaje que las moscas mutantes (68% contra un 49%, Fig. 18C), lo cual generé diferencias
estadfsticamente significativas (p<0,001). La razdén insaturados/saturados (U/S) de los
fosfolipidos fue 3,0 en las moscas silvestres, igual al valor descrito por Bennett y cols, 1997 en

los fosfolipidos de otro diptero.

4,42, Triacligliceroles (TAGS).

En 1a Figura 19 se muestra un cromatograma TIC representativo de los metil-dcidos
grasos detectados en la fraccién de triacilgliceroles de una muestra de-membranas rabdémericas
proveniente de ojos de moscas silvestres adaptadas a la oscuridad. Se detectaron 6 4cidos grasos:
miristico (14:0), palmitico (16:0), palmitoleico (16:1), estedrico (18:0), oleico (18:1) y linoleico
(18:2). Para cuantificar se utilizé el esténdar interno 4cido heptadecanoico (17:0).

La cuantificacién de los é4cidos grasos de los triacilgliceroles revelé que no hubo
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cambios en las abundancias de los 4cidos grasos en respuesta a la luz en las moscas silvestres y
las moscas mutantes (Fig. 20A)." Ademsés se observd que las moscas mutantes contienen menor
cantidad de #cido palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1) y oleico (C18:1) en los
triacilgliceroles de las membranas rabdoméricas, cuando se les compara con las moscas
silvestres. Estas diferencias son significativas (p<0,05, p<0,01 y.p<0,001, Fig. 20A). Las moscas

mutantes también poseen menor cantidad de 4cido linoleico (C18:2), pero esta diferencia no es

significativa,
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Figura 19. La fraccién de triacilgliceroles present6 seis dcides grasos y ningiin PUFA Cy y
Cy. Se muestra un cromatograma TIC representativo de esta fraccién en donde 15:0 y 17:0
fueron utilizados como estdndares internos. En esta fraccién también hubo ausencia de PUFAs
Cx y Cn, los cuales son indicados con flechas, Acido mirfstico (14:0), palmitico {16:0),
palmitoleico (16:1), estedrico (18:0), oleico (18:1) y linoleico (18:2). n=35,

El perfil de 4cidos grasos se muestra en Ia Fig. 20B. Las proporciones de 4cidos grasos
fueron' similares en las moscas silvestres y en la mutante. El uinico 4cido graso que generd una
diferencia significativa entre las cepas, fue el 4cido miristico (C14:0), e cual present6 una mayor
abundancia en la mutante que en las silvestres (23% contra un 15%, respectivamente; p<0,001).

A diferencia de los observado en fosfolipidos, en la fraccion de los triacilgliceroles los
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MUFAs C18:1 y C16:1 junto con el C16:0, fieron los 4cidos grasos mas abundantes en las tres
condiciones experimentales, juntos representaron el 75,5% de los dcidos grasos en las moscas
silvestres y 70,5% en la mosca mutante. Ademds, hay que considerar que esta es la finica
fraccion donde se observa una alta abundancia de C16:1, la cual es equivalente al C18:1 (~25%).
Esto demuestra Ia gran abundancia de los MUFAs en esta fraccion lipidica, la cual representd
~56,0% de los 4cidos grasos de los TAGs. Esta fraccién tambicn se caracterizé por poseer una
alta abundancia de C14:0 (15,5% en moscas silvestres v 23,1% en moscas mutantes).Al
contrario del resto de las fracciones lipidicas, et C18:0 es los TAGs es una traza en las moscas
silvestres y la mutante, ya que posee una abundancia muy baja (~1%).

Por otra parte, el Gnico PUFA identificado fue el C18:2, el cual representé ~7,4% en las moscas
silvestres v 3,2% en la mutante. A pesar que las moscas silvestres presentaron el doble de C18:2,

el analisis estadistico realizado no detecto diferencias significativas enfre estas condiciones.

Al comparar los dcidos insaturados en las tres condiciones experimentales, se observé
que las moscas silvesires presentaron un mayor porcentaje que las moscas mutantes (56% contra
un 51%, Fig. 20C), lo cual generd diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, Fig. 20C).

Las abundancias de los é#cidos grasos provenientes de los fosfolipidos y los
triacilgliceroles en las muestras rabdoméricas son enormes. Sin embargo, hay gue considerar que
los fosfolipidos estin compuestos de 2 cadenas de &dcidos grasos y los triacilgliceroles de 3
cadenas. Si el -total de fosfolipidos y-de triacilgliceroles se-divide por 2 y por 3, respectivamente,

se puede tener una nocidn de la cantidad real de fosfolipidos y TAGs presentes en las muestras

de rabddmeros.
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Figura 20. El contenido de los dcidos grasos provenientes de los triacilgliceroles de la
mutante es menor que en las silvestres pero los perfiles de dcidos grasos son
idénticos en ambas moscas. A, Cuantificacién de los 4cidos grasos de los TAG; a; vs. &,
(p<0,001), b, vs. cz (p<0,01), a; vs. b, (ns); a3 vs. c3 (p<0,001), bs vs. c; (p<0,05), a3 vs. b; (us);
as vs. ¢s (p<0,01), bs vs. ¢5 (ns), as vs. bs (ns). B, Composicion de 4cidos grasos. a; vs. ¢
(p<0,01), Jhl‘vs. cy (p<.0,001'), a; vs. by (ns). C, Comparacién de los 4cidos saturados e
insaturados, 2; vs. ¢; (p<0,05); by vs. ¢ (ns); a; vs. by (ns); as vs. ¢z (p<0,05); by vs. c; (ns); 3 vs.

b, (ns). n=35.

4.43. Esteres de esterol (EE).

En la Fig. 21 se muestra un cromatograma TIC representativo de los metil-dcidos grasos
detectados en la fraccién esteres de esterol de una muestra de ojos silvestres adaptados a la
oscuridad. Se detectaron s6lo dos dcidos grasos: palmitico (C16:0) y estedrico (C18:0). Para
cuantificar se utilizaron los estindares internos: 15:0 y 17:0. No se observé algin otro pico

cromatogrifico que representara a otro 4cido graso, s6lo hubo picos correspondientes a plasticos,
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cuyos Ty fueron 11,73 y 13,08 minutos.
En esta fraccion lipidica se identificé que ~60% de los 4cidos grasos fue C18:0 y ~40%

correspondié a C16:0. La Figura 22A, muestra la cuantificacién de estos 4cidos grasos. Esta

fraccion lipfdica result6 ser 1a menos abundante de todas las fracciones analizadas (Fig, 6).

La cuantificacion y el perfil de 4cidos grasos de los EE no mostrdé una diferencia
significativa en las abundancias de los 4cidos grasos identificados en las tres condiciones
experimentales (Fig. 22 A y B), sin embargo, si hubo diferencias significativas entre los

promedios de los écidos grasos (p<0,001).
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Figura 21. La fraccién de esteres de esterol presenté sélo dos dcidos grasos y ningtin PUFA
Cy ¥ Cz;. Se muestra un cromatograma TIC representativo de esta fraccion en donde 15:0 y
17:0 fueron utilizados como estdndares internos. En esta fraccién también hubo ausencia de
PUFASs Cy y Cx, los cuales son indicados con flechas_ Acido palmitico (16:0) y estedrico (18:0).

n=23,

En la Fig. 22C se muestra la ausencia absoluta de dcidos grasos insaturados en los

esteres de esterol.
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Figura 22. Perfil de Acidos grasos provenientes de los esteres de esterol. A, Cuantificacion de
los é4cidos grasos de los EE. B, Composicién de dcidos grasos de la fraccién lipidica. C,

Comparacidn de los dcidos saturados e insaturados, n=35.

4.5. CARACTERIZACION DE LOS ACIDOS GRASOS EN LOS RABDOMEROS DE
MOSCA

4.51. Acidos grasos saturados

Ed

En los lipidos presentes en los rabdémeros de Drosophila se observa la presencia de tres
dcidos grasos saturados, de los cuales 4cido palmitico (C16:0) y estedrico (C18:0), estan
presentes en todos los lipidos analizados (Tabla 8). Al contrario, el 4cido miristico (C14:0) sélo
estd presente en los triacilglicéridos (TAGs) y en los 4cidos grasos libres (AGL) de las muestras
P2, El €160 es el mas abundante de los 4cidos grasos saturados en las tres condiciones
experimentales (moscas silvestres adaptadas a la oscuridad, a Ia luz y la mutante Gag’;,GBe"),

representando un 23% en moscas silvestres y 32% en la mutante. Esta diferencia es

estadisticamente significativas (p<0,001, Tabla 8, ultima columna).
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Los TAGs y los fosfolipidos presentaron las mayores abundancias de C16:0 y en los
TAGs se observo- diferencias significativas entre las moscas silvestres y la mutante (ambas con
un valor de p<0,001, Tabla 8, columna TAGs). Particularmente, en los AGL se observa que el
C16:0 es cuatro veces méis abundante en la mosca mutante que en las moscas silvestres
adaptadas a oscuridad o Iuz. Esta diferencia es significativa (p<0,001) entre estas condiciones
(Tabla 8). Ei C16:0 de los mono-diacilgliceroles (MDAGs) es poco abundante (menor al 2% del
total de 4cidos grasos) y no mostré diferencias significativas entre las tres condiciones
experimentales. En los esteres de esterol (EE), el C16:0 de las moscas silvestres y la mutante se

observa como una traza, ya que su abundancia es menor al 1% de los 4cidos grasos totales.

Por otra parte, el 4cido estedrico (C18:0) tuvo una abundancia entre el 10-15% de los
dcidos grasos totales, en cada una de las condiciones experimentales, sin mostrar diferencias
significativas entre ellas. Este 4cido graso presenta su mayor abundancia en los fosfolipidos y en
los AGL, mostrando diferencias significativas sélo en los fosfolipidos entre las moscas silvestres
adaptadas a Iuz y la mutante (p<0,05, Tabla 8, columna Fosfolipidos). El C18:0 de los MDAGs
tiene abundancias similares en las 3 condiciones, sin presentar diferencias significativas entre las
cepas de moscas. Curiosamente, su abundancia en los ’I—:AGS y en los esteres de colesterol es
muy baja siendo una traza (Tabla 8, columnas TAGs y EE). Sin embargo, la abundancia total de

los TAGs en la muestra es decenas de veces mayor que en los EE.
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Tabla 8. Abundancias de los 4cidos grasos saturados en las distintas fracciones lipidicas de las
moscas silvestres y mutantes Gaq",‘Gﬂel .

Abundancia de los dcidos grasos del total (%)

MDAGs AGL Fosfolip. TAGs EE total de la
muiestra
SAT.
C14:0
osc -— 0,4 £ 0,05° - 8.1+0,62° —- 8,4 10,68
huz -— 0,2+ 0,03° - 6,8+ 0,73° -— 7,0 £ 0,63
mutante - 0,7+ 0,08° — 7.3 +0,75° — 8,0+ 1,15
Ci6:0
osc 1,5+0,16 2,7+032° 62+0,15 12,9+0,59° 0,2+0,02] 23,6+0,88°
ez 1,7+031 2,8+041° 64024 12,1+£1,17° 0,2+0,03 | 23,2+1,33°
mutante 3,5+082 12,0+3,06° 83+£0,74 7,1+£0,71° 0,7+:0,28 | 31,5%+3,37°
CI8:0
osc 2,7+040 3,9+0,30 3,7£0,75 05+0,06 030,04 11,1+0,95
ez 244094  3,0+0,80 5,3+ 0,85" 0,6+ 0,1 04+£0,04; 11,8£+1,20
mutante 39+1,16 51+1,17 3,1+£0,15° 1,0 £ 0,07 1,2+03 | 14,2+1,23

*. diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
®: diferencias estadisticamente significativas (p<0,001)

El merios abundante de todos los dcidos grasos saturados, el dcido miristico (C14:0),
representa menos del 10% de los 4cidos grasos totales de los rabddmeros de moscas silvestres y

las mutantes y no presenta diferencias significativas entre las condiciones experimentales (Tabla

8, filtima columna). La mayor abundancia del C14:0 se observa en los TAGs, representando el

~7,0% de los dcidos grasos totales, mientras que en los AGL es una traza. Si se comparan las

abundancias de estas dos fracciones lipidicas, se observa que hay diferencias significativas

(p<0,001). Sin embargo, no hay diferencias significativas entre las condiciones de oscuridad, luz

y mutante en las dos fracciones de lipidos (Tabla 8).

4.52. Acidos grasos insaturados

En los lpidos de los rabdémeros de Drosophila se observan cuatro 4cidos grasos

insaturados (a excepcién de los EE, los cuales son exclusivamente saturados); dos de ellos
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monoinsaturados {MUFAs): 4cido palmitoleico (C16:1) y oleico (C18:1) y dos poliinsaturados
{(PUFAs): dcido linoleico (C18:2) y o-linolénico (C18:3). El MUFA més abundante de las
fracciones lipidicas es el C18:1, representando entre el 21-25% de los dcidos grasos fotales de las
muestras de rabdémeros de moscas silvestres adaptadas a oscuridad, luz y la mutante (Tabla 9,
tltima columna). EI C16:1 representa menos del 15% de los dcidos grasos totales y al igual que
el C18:1, no presenta diferencias significativas entre las tres condiciones experimentales (Tabla
9). S6lo hubo diferencias entre'la abundancia (%) del C18:1 y C16:1 (p<0,001).

La distribucién del C18:1 y C16:1 es distinta en los lipidos analizados. En las moscas
silvestres, la abundancia del C18:1 es la siguiente (en orden decreciente): TAG > Fosfolipidos >
AGL > MDAG. En la moscas mutante, el orden cambié de la siguiente forma: TAG > AGL >
Fosfolipidos > MDAG. Los valores se sefialan en la tabla 9. Los TAGs presentaron diferencias
significativas entre las moscas silvestres (ambas condiciones) y la mutante (ambas con un valor
de p<0,001, Tabla 9, columna TAGs). Los fosfolipidos presentaron diferencias significativas
entre las moscas silvestres adaptadas a la oscuridad y la mutante (p<0,001) y entre las moscas
silvestres adaptadas a la luz y la mutante (p<0,05, Tabla 9, columna Fosfolipidos). Los AGL
presentaron diferencias significativas entre las moscas silvestres y la mutante (ambas con un
valor de p<0,001, Tabia 9, col;.unna AGL). EI C18:1 de los MDAGS no presentd diferencia.;
significativas entre las condiciones experimentales.

Por otra parte, el C16:1 se encuenira sélo en tres de las cinco fracciones lipidicas
analizadas (TAGs, AGL y fosfolipidos), presentando diferencias significativas entre las
abundancias de estas fracciones (p<0,001). En las moscas silvestres adaptadas a oscuridad, Ia
abundancia del C16:1 {en orden decreciente) es TAG>F>AGL, en las moscas adaptadas a luz:
TAG>F y F = AGL y en las mutantes: TAG > AGL. No se observa C16:1 en los fosfolipidos de

la mosca mutante y no se observé diferencia entre las dos condiciones de adaptacién de los ojos

de las moscas silvestres (Tabla 9, columna fosfolipidos). En los TAGs se observé diferencias
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significativas entre las moscas adaptadas a Ia oscuridad y a la luz y entre oscuridad y la mutante

(ambos con un valor p<0,001, tabla 9). Ademds, en los AGL hay diferencias entre las moscas

adaptadas a la oscuridad y la mutante (p<0,05, Tabla 9).

En resumen, los MUFAs son abundantes en los triacilgliceroles y los PUFAs en los

fosfolipidos. La mosca mutante presentd de un déficit de dcidos grasos insaturados en.esas

fracciones, a excepcidon de los AGL (Tabla 9).

Tabla 9. Abundancias de los dcidos grasos insaturados en las distintas fracciones lipidicas de las
moscas silvestres y mutantes Gaqj;Gﬁe].

Abundancia de los dcidos grasos del total (%)

MDAGs AGL Fosfolipidos TAGs total de la
muestra
MUFAs
Cl6:1
osc -— 0,7+ 041° 0,9+ 0,43 12,9+ 1,01° 14,5+ 1,34
luz — 1,1+0.35 1,1+0,59 9,0+ 1,59° 11,3+ 153
mutante --- 2,94 (,92° -—- 7,2 +£091° 10,1 1,47
Ci8:1
ose¢  1,0+£0.20 1,8 +0,40° 6,7+ 0,5° 13,4 £ 1,00° 23,0+1,10
ez 1,5+£0.21 2,6 £0,35° 83+0,52° 12,3 £ 0,40° 24,8+ 1,00
mutante 2,6 + 1,63 6,3 *+1,15° 3,9+ 0,33 8,5+1,30° 21,2 +2,77
PUFAs
C18:2 .
osc —— 1,4 0,44° 11,9 +0,73° 3,8+£0,35° 17,2 = 0,81°
luz -— 2,1+ 0,62° 13,8 +0,58° 3,3:+:092 19,2 = 0,98°
mutante -— 6,3+ 1,62° 6,7+ 1,41° 1,1 £ 046" 14,1+ 1,08™°
C18:3 '
oasc - - 2,2+0,73° - 2,2+0,70
luz -— 02+0,11 2,6 +0,75° — 2,7+ 0,79
mutante — 03+£0,04 0,6 +0,30° - 0,9+ 0,47

®: diferencias estadisticamente significativas {p<0,05),
¢ diferencias estadisticamente significativas (p<0,001)

Con respecto a los PUFAs, el linoleico (C18:2) es el mas abundante en las muestras de

rabdémeros de las moscas silvestres y mutantes, representando casi el 20% de los 4cidos grasos

totales (Tabla 9, 0ltima columna). Se observaron diferencias significativas entre las moscas
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silvestres adaptadas a la oscuridad y la mutante (p<0,05) y entre las adaptadas a Ia luz y la
mutante (p<0,001, Tabla 9, Gltima columna). El acido g-linolénico (C18:3) es escaso en los
rabddomeros y representa alrededor del 2,5% de los 4cidos grasos totales en las moscas siivestres

y menos-del 1% en la mutante (tabla 9, tiltima columna).

El C18:2 s6lo se encuentra en los fosfolipidos, los TAGs y los AGL. Los fosfolipidos
presentan la mayor abundancia de todas (~12%), siendo 4 veces més abundante que los TAGs
(~4%) y 6 veces mayor que en los dcides grasos libres (-2%), en las moscas silvestres. Los
fosfolipidos y AGL de la mutante tienen la misma abundancia de C18:2 (~6,5%) v los TAGs
presentaron el 1% de los 4cidos grasos totales. Esto generé diferencias significativas entre las
fracciones lipidicas (p<0,001) y entre las condiciones experimentales de cada clase de lipido: en
los fosfolipidos hay diferencias significativas entre las moscas silvestres y la mutante (ambas
con un valor de p<0,001); en los TAGs hay diferencias entre las moscas silvestres adaptadas a la
oscuridad y la mutante (p<0,05) y en los AGL hay diferencias entre las moscas silvestres y la
mutante (ambas con un valor de p<0,001; Tabla 9, columnas fosfolipidos, TAGs y AGL).

La distribucion del C18:3 es més acotada que la del C18:2 y sdlo se encuentra ¢n los.
fosfolipidos y los AGL de los rabdémeros. Los fosfolipidos presentan la mayor abundancia de
C18:3 en moscas silvestres, representando el 2,5% de los 4cidos grasos totales, mientras que en
la mutante sdlo se observdé un 0,6%, generando una diferencia significativa entre las dos
condiciones silvesires y la mufante (ambas con un ' valor p<0,001, Tabla 9, columna
fosfolipidos). En los AGL la abundancia fue baja, representando el 0,1%, sin presentar
diferencias significativas, sin embargo, al comparar los fosfolipidos con los AGL si hubo
diferencias (p<0,001, tabla 9). La ausencia de C18:3 en la condicidon de oscuridad de los AGL

posiblemente se debe a su baja abundancia en la muestra, Ia cual estd por debajo del limite de

deteccion del equipo.
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Por otra parte, las moscas silvestres presentaron un mayor porcentaje de 4cidos grasos
insaturados que los saturados (58% contra un 42%, respectivamente) cuando se analizaron los
cidos grasos totales de los rabdémeros, mientras que la mutante fue al revés (46% insaturados y
54% saturados, respectivamente). Estas diferencias entre las moscas silvestres y mutantes son
significativas (p<0,01; Tabla 10).

Al analizar los é4cidos grasos insaturados, se encontré que los monoinsaturados
representan una mayor abundancia que los poliinsaturados en las muestras de rabdémeros de
moscas silvestres y la mutante, mostrando una diferencia significativa (p<0,001). Ademas, hubo
diferencias-entre los MUFAs de las moscas adaptadas a la oscuridad y los de la mutante (p<0,05)
y entre los PUFAs de la mosca silvestre adaptada a Ia luz y los de la mutante (p<0,05, Tabla 10,
columna 3 y 4}.

Tabla 10. Proporciones de 4cidos grasos saturados e insaturados en las muestras de rabdémeros
de las moscas silvestres y mutantes Gag’;Gpe’.

Condiciones Abundancia de los tipos de dcidos grasos (%)
Experimentales
Saturados Insaturados MUFAs PUFAs
osc  43,1:%1,50° 56,9+ 1,50° 37,5+ 1,62° 19,4 £ 0,77
bz 42,1:2,14° 58,0:+2,14° 36,1:£2,16 21,9 £2;14°
mutante 53,7 £3,15° 46,3 £3,15° 31,3%3,11* 15,0+ 1,37°

% diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
b diferencias estadisticamente significativas (p<0,01)
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DISCUSION

Lo que esta tesis abord6, mediante el estudio de los diacilgliceroles y PUFAs, tuvo su
motivacién en las diversas hipdtesis que han surgido en los tltimos diez afios sobre el
mecanismo de activacién de los canales TRP. Dichas observaciones ponen de manifiesto la
necesidad de identificar la posible molécula involucrada en las membranas rabdémericas de

Drosophila.

5.1 Andlisis de enriguecimiento de las muestras de rabdomeros.

Se logrd generar un método para aislar membranas rabdoméricas de ojos de Drosophila
obteniendo una fraccién de membrana. Si bien existe alguna contaminacién con membranas
nucleares, las Ginicas membranas que deberfan cambiar su composicidn lipidica con la luz, son

las rabdoméricas.

5.2 El agonista fisioldgico de los canales de transducciin

El mecanismo de activacién de los canales de transduccién es la gran pregunta sin
responder en la fototransduccion en Drosophila y la respuesta puede tener ademds implicancias
para el mecanismo de activacién de los canales de la subfamilia TRPC, homélogos a TRP en
vertebrados.
Se han postulado tres modelos para explicar el mecanismo por el cual los canales TRP y TRPL
pueden ser activados.

Se sabe que la cascada de la fosfoinositidos es fundamental para Ia transduccion, ya que
las mutantes de la enzima fosfolipasa C (norp4) no responden a la Inz. Sin embargo, se ha

descartado la participacién del IP; en la activacion de los canales. Por mucho tiempo se pensé
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que el IP; difundia a través del citoplasma y se unfa a receptores de IPy permeables a Ca* enla
membrana del reticulo endoplasmatico, permitiendo €l vaciamiento de los reservorios de Ca?".
Sin embargo, tapsigargina (inhibidor especifico de la Ca**-ATPasa de la membrana del reticulo
endoplasmético) o el vaciamiento mediado por IPs no producen la activacién del canal in vivo
(Hardie y Raghu, 1998; Ranganathan y cols, 1994). Ademds, los fotorreceptores de mutantes gue
carecen del receptor IP; responden normalmente a la luz (Acharya y cols 1997). Toda esta
evidencia descartd el mecanismo SOC (Store-operated channel) mediado por IP; en Ia activacion

de los canales.

El segundo modelo sugiere que Ia disminucién de PIP; debido ala activacién de Ja PLC,
produce la activacién de los canales. Se ha reportado que el PIP, inhibe la actividad de los
canales TRPL expresados de forma heteréloga en parches inside-out (Estacion y cols, 2001). Por
lo tanto, la actividad de la PLC podria permitir la activacién del canal al aliviar el efecto
inhibitorio del PIP,. Aunque el PIP, puede ser inhibitorio, la eliminaciéon del PIP» no es
suficiente para Ia activacién del canal in vivo. Mediante el uso del canal de potasio rectificador
de ertrada llamado Kir2.1, el cual fue utilizado como un monitor de los niveles de PIP, en el

rabdémero, se observé que ese fosfolipido de membrana efectivamente disminuye con la luz sin

< .

que los canales se activen (Hardie y cols, 2001).

Considerando lo anterior, la activacion de los canales parece més bien estar mediada por
el DAG o sus metabolitos, los dcidos grasos poliinsaturados (PUFAs). Los PUFAs activan los
canales TRP y TRPL en células fotorreceptoras disgregadas en oscuridad y al canal TRPL
expresado de forma heterdloga (Chyb y cols, 1999) y el DAG y PUFAs activan a los canales
TRPL expresados de forma heter6loga en células de insectos (Estacion y cols, 2001). En nuestro
laboratorio se demostrd que los PUFAs y el DAG activan a los canales TRP v TRPL en moscas
silvestres, mutantes #7p y frpl (esta Gltima en menor medida) mediante registro de canales tnicos

en parches aislados de rabdémeros (en configuracion inside-out, Delgado y Bacigatupo, 2009).
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Por otro lado, la mutante de 1a DAG quinasa (DAGK, rdgd), que fosforila el DAG en
-4cido fosfatidico (PAc), presenta degeneracién de los fotorreceptores producto de la actividad
constitutiva de los canales TRP y TRPL, que ocurre como consecuencia de la acumulacién del
DAG. Asimismo, se observé que en el doble mutante que carece de la DAGK y del canal TRP
(rdgA;trp), 1a degeneracion del rabd6mero es rescatada (Raghu y cols, 20002). Estas evidencias
apoyan Ia propuesta que el DAG y/o sus metabolitos son los mensajeros de excitacién de los
fotorreceptores de Drosophila. Siguiendo esta idea, estudios de célula completa en el doble
mutante norpA;rdgd (hipomorfo de la PLC y no presenta DAGK), donde hay poco DAG y el
canal TRP se encuentra abierto modestamente, mostraron que la respuesta fue 10-20 veces
mayor que en los mutantes hipomérficos de la PLC (norp4), apoyando la idea de que DAG
podrfa ser el segundo mensajero de excitacién, ya que la cantidad de DAG es muy baja debido a
la actividad de la PLC, éste se acumula y activa los-canales (Hardie y cols, 2002). Una evidencia
in vivo del rol del DAG en la activacién del canal TRP se obtuvo en las moscas que tenfan
mutaciones en la enzima fosfatasa PA (PAP), la cual convierte el dcido fosfatidico en DAG.
Esas moscas presentaron una pequefia respuesta a la luz (Kwon y Montell, 2006) mientras que la
sobreexpresion de PAP aumenta la actividad del canal (Garcia-Murillas y cols, 2006).

Todas estas evidencia:s atn generan controversia. Esta tesis se enfocd en investigar
cual(es) lipido(s) es(son) el(los) agonista(s) fisioldgico(s) de los canales de transduccion
mediante una nueva aproximacién, consistente en la caracterizacién de los perfiles de lfpidos o
de 4cidos grasos de los ojos de moscas silvestres y mutantes y determinar cudles de estos lipidos
cambian con la luz, Para esto se estudiaron los PUFAs mediante andlisis de 4cidos grasos y los
DAGs mediante la identificacion de la molécula intacta; en las muestras enriquecidas en
rabddmeros de Drosophila.

No se analizé el PIP, debido a dificultades metodolégicas, ya que los fosfoinositoles:son

moléculas cargadas y de extremadamente baja abundancia (~1% de los fosfolipidos), por lo que
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se requieren pasos adicionales en la extraccién y separaci6n, para estabilizar la molécula y con
ello, evitar la pérdida de muestra.

El uso de las moscas mutantes Gag';Gfe' fue concebido como un modelo de moscas que
no han sido expuestas a la luz (adaptadas a la oscuridad), sin embrago, no fue un buen modelo ya
que con el transcurso de los experimentos se observé que los perfiles de 4cidos grasos de las
moscas mutantes difieren con los observados en las moscas silvestres. Se encontré que las
mutantes presentan un déficit de dcidos grasos mono y poliinsaturades en los fosfolipidos y
triacilgliceroles y una cantidad alta de palmitato (C16:0) en los 4cidos grasos libres. Esta baja
cantidad de dcidos grasos insaturados encontrados en la mutante podria deberse a un
requerimiento no descrito que involucra a la Proteina G y que altera el metabolismo de los
acidos grasos, es decir, su sfntesis o su degradacién. La sintesis de 4cidos grasos ocurre en el
citoplasma de Ias células y finaliza con la produccion de palmitato. La elongacitn y desaturacion
de los dcidos grasos ocurre en el reticulo endoplasmidtico, al igual que la sintesis de lipidos
complejos, tales como fosfolipidos y triaciigliceroles. Como se observan niveles normales de
C18:0 en fosfolipidos y triacilgliceroles, probablemente la elongacién no sea el proceso
afectado, mds bien serfan las desaturaciones. Una demostracion de esta propuessta seria medir
los dcidos grasos de fosfolipidos y triaciigliceroles de una mosca mutante inducible de la enzima
A9 desaturasa, cuya expresion dependa de la temperatura y este bajo un promotor exclusivo de
gjo, para que no afecte al resto del cuerpo. Esta enzima es clave en la generacién de 4cidos

grasos insaturados ya que produce 4cido oleico.
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3.21 Los PUFASs totales no cambian con la luz

Los 4cidos grasos:libres, de la fraccion enriquecida en rabdémeros de Drosophila, son
més cortos que en mamiferos, El 4cido graso més large en la mosca es un Cg, mientras que en
mamiferos hay cadenas aciles con Cs.

Este estudio revel6 que los PUFAs (C18:2 y C18:3) no cambian con la luz. Ademds, el
espectro de PUFASs en Drosophila es mas compacte que en mamiferos, ya que no se detectaron
PUFAs Cyy ¥y Cyy, es decir, no se detectaron EPA (C20:5), DHA (C22:6) ni 4dcido araquid6nico
(C20:4). Este dltimo es un PUFA que experimentalmente produce gran actividad de los canales
v que ha sido utilizado en muchos registros electrofisiolégicos (Chyb y cols, 1999; Jors y cols,
2006; Delgado y Bacigalupo, 2009). Otro PUFA ampliamente utilizado en los estudios de
electrofisiologfa es et C18:3, cuyo contenido en los 4cidos grasos libres es extremadamente bajo
y no cambi6 de forma significativa con ia luz (Fig. 7). Segiin ¢l estudio de Chyb y cols, (1999),
mientras més insaturaciones tiene el acido graso produce mayor activacién de los canales de
transduccion. No obstante, el perfil de los dcidos grasos libres de muestras enriquecidas en
rabdémeros, demuestran que los PUFAs son una minorfa, ya que los dcidos grasos insaturados
..Inds abundantes son el linoleico (C18:2) y el 4cido oleico (C18:1); el primero de estos es un
PUFA vy el segundo un 4cido graso monoinsaturado (MUFA). En las muestras se observé seis
veces mas dcido linoleico (C18:2) que a-linolénico (C18:3) pero tampoco se observd un
aumento estadisticamente significativo de éste con la luz, en moscas silvestres ni en la mutante.

Sélo hay un reporte cualitativo del perfil de &cidos grasos libres de D. melanogaster, En
ese estudio se observé que los MUFASs eran dos veces mds abundantes y que los 4cidos grasos
saturados fueron menos abundantes, que lo determinado en esta tesis. Los PUFAs representaron
el mismo porcentaje en ambos estudios (Parisi y cols, 2011). Sin embargo, ese trabajo no detalla
la identidad de los 4cidos grasos fueron encontrados en el cuerpo completo, sino que sélo

reporté los porcentajes totales de los distintos tipos de 4cidos grasos (saturados, MUFAs y
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PUFAs).

Estos resultados no apoyan a los PUFAs-como los posibles agonistas fisiol6gicos de los

canales de transduccién en Drosophila melanogaster.

5.22 Identificacién de un diacilglicerol-dependiente de luz

Existe poca informacién en la literatura acerca de los diacilgliceroles de Drosophila. La
baja abundancia de estos lipidos en las membranas ha generado dificultades en su identificacion.
Los diacilgliceroles son componentes celulares involucrados en cascadas de sefializacién y
también son intermediarios en el metabolismo de fosfolipidos y triacilgliceroles. En esta tesis se
identificaron sélo tres dcidos grasos provenientes de Ios DAG (C16:0, Ci8:0 y C18:1, Fig. 8) y
los porcentajes obtenidos para C16:0 y C18:1 son reafirmados por otro estudio, aunque. hubo
algunas diferencias- (Yoshioka y cols, 1985). En ¢l otro estudio se identificaron varios 4cidos
grasos de cadenas de menos.de 16 carbonos (C12:0, C14:0 y C16:1) en las cabezas de moscas
(Yoshioka y cols, 1985). En esta tesis se observd que en una de cinco repeticiones habfa un pico
cromatografico con un tiempo de retencién (Tr) idéntico al C16:1 pero su abundancia fue tan
baja que fue: descartado. Otro estudio identificé que .el 10%-de los 4cidos grasos totales
provenientes de DAGs correspondian a PUFAs en moscas completas (Parisi y cols, 2011). No
obstante, no especificaron la identidad de los 4cidos grasos. Lamentablemente, Parisi y cols,
(2011) no describe el procedimiento analitico que utilizaron para analizar las muestras, lo que

dificulta Ia interpretacidn de sus datos.

Por lo tanio, el perfil de acidos grasos provenientes de los DAG reveld que esos dcidos
grasos no cambiaron con la luz, sin embargo, este dato permitié conocer de forma indirecta las
especies de DAGs presentes en el rabdémero. Esto facilité Ia eleccién de los estdndares

comerciales con los que se generaron las curvas de calibracién que permitieron detérminar la

identidad y la concentracién de los DAGs intactos de las muestras de rabddmeros mediante un
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espectrometro de masas hibrido. Lamentablemente, no existen todos los estdndares comerciales
que se necesitaban. La cuantificacién de los DAG se realiz6 en im espectrémetro de masas de
alta resolucién y semsibilidad, que permitié determinar que el contenido de los DAGs era
demasiado bajo en las muestras de rabdémeros y por esa razén no pudo ser detectado con las
técnicas analfticas clésicas (HPLC y TLC). Se identificaron cuatro especies de diacilglicerol, de
éstas s6lo una cambié estadisticamente con la luz (DAG-34:1, p<0,05) en moscas gilvestres,
resultando ser la de menor abundancia. La estructura del DAG-34:1 (1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicerol) es consistente con la estructura descrita recientemente para la parte hidrofébica de los
fosfoinositoles, es decir, contiene una cadena saturada y la otra insaturada (Tabla 11). El resto de
los diacilgliceroles identificados posee solo cadenas saturadas, reteniendo la estructura de los
triacilgliceroles principales y mas abundantes de las muestras de mosca completa, donde dos o
tres de Ias cadenas aciles son saturadas (Tabla 11, Hammad y cols, 2011). Ademds, se evidencid
que la abundancia del DAG-34:1 resulté ser muy baja. Esto es consistente con la idea que un
compuesto involucrado en un proceso tan importante como la apertura de los canales de
transduccién, debe ser finamente regulado, es decir, puede producirse y metabolizarse
- répidaitiente, lo que se relaciona con la extremadamente rédpida respuesta de este fenémeno (la

»

cascada de transduccion asociada a proteina G més répida conocida). De esta forma, los canales
de transduccién permanecen abiertos el tiempo suficiente para que aumente el nivel de Ca®"
infracelular y desencadene la respuesta del fotorreceptor, permitiendo que este quede disponible
para responder a un nuevo estimulo.

El contenido de DAG-34:1 fue menor en ]a mosca mutante que en la silvestre adaptada a
oscuridad y esto tiene relacion con la mutacién de la proteina G. La escasa protefna G normal
que hay en ese mutante (~1%), activa pocas moléculas de PLC por accién de la luz. Esto

produce una cantidad basal de DAG asociado a la absorci6n de un fotén, que se observa en la

Fig. 14. El contenido de DAG-34:1 en la mosca silvestre adaptada a luz es significativamente
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mayor que el observado en la mutante (p<0,01), sin embargo, enire la mutante y la mosca
adaptada a oscuridad no se'Gbservo diferencias estadisticamente significativas. .

Si bien no se determind la cantidad de PIP, presente en los rabdémeros, la literatura
indica que este fosfolfpido es muy poco abundante en las membranas, lo que explicaria a su vez
la baja abundancia de su producto DAG.

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren fuertemente que el agonista fisiol6gico de
los canales de traduccién TRP y TRPL es el diacilglicerol, especificamente el que posee una
cadena de 4cido oleico (C18:1) y una cadena de palmitico (C16:0), ya que fue el tnico
compuesto que sufrié cambios con la luz, Estudios electrofisiolégicos recientes realizados en el
laboratorio avalan este resultado. En registros de canal tmico de parches escindidos de
membranas de moscas mutantes #pl, la cual carece del canal TRPL, se observa que el canal TRP
se-activa al agregar DAG errpresencia del inhibidor de la DAGL (RHC-80267, 250. pM). Esto
implica que el DAG es suficiente para activar al canal TRP y que el inhibidor no-previene la
activacién del canal, contrario a lo que se esperaria si los PUFAs fueran necesarios. Si al parche
se le agrega ATP, el cual es necesario para la actividad de la DAGK, el canal se silencia ya que

el DAG es transformado en 4cido fosfatidico. Si se lava el inhibidor y sé aplica nuevamente

DAG, el canal TRP vuelve a abrirse.
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Tabla 11. Identificacion de los fosfoinositoles (PI) y los triacilgliceroles (TAG) en cuerpos de
Drosophila melanogaster. Se identificaron 7 especies de PI y 15 especies de TAGs. Los PI
fueron identificados en modo de ionizacién negativa y los TAGs en modo de ionizacién positiva
(Tabla extraida de Hammad y cols, 2011).

{able 1. Lipid jons found in the Drosopiila melanogaster extract using LC/MS/MS methods on the LTQ Orbitrap instrument

Error
Ton s measured m/s theoretical {ppm)  lon atomic composition Assignment
{PLHI 805,983 5054562 -397 C1HA013P1 16:1/16:1
{PEHT 87 4991 807,5018 -3.34 C31H76Q13P1 16:1/16:0
Pi-HI~ 5314992 831.5018 ~313 CH3H7F601301 182/16:1
{-HI™ 8335148 8335175 ~324 CAIHFB0I3PT 16:1/18:1; Major

160/16:2; Minor

IPLHE 857.5146 8575175 -338 CI5H7B013P 182/18:2
PLHp” 8595302 859.5331 ~337 C45HE0013P1 182/18:1
fPL-HIf” 861.5433 8615488 ~6.38 CI5HE20130 1823/718:0
[TAG + N, " 710.6294 710.6293 013 CIJHSINIOG 140-12:0-14:
[TAG+NH,]* 712,649 7126450 -014 CI3HE6N106 140-12:0-140
[TAG+NH,]" 735.6608 738.6606 027 CiSHEENIOS 120-1:0-16:1
TTAG+NH,J" 730.6766 740.6763 041 CISHIONIOG 120-14:0-1690
[TAG+NH,])* 766.6920 766.6919 €13 C47H92N106 120-14:0-18:1
[TAG+NEL]" 7927083 797076 (088 CGIIHANIOS 16:1~14:0-16:1
[TAG + NH, )’ o247 7947232 18 C39HSN106 160-14:0-16:1
[TAG +NH,] 820.7397 820.7389 097 CSTHISNIOG 140-16:1-18:31
[TAG+ NI BX.7551 8227545 073 CS1HI00NIO6 130-16:0-18:1
ITAG +NH.I" 846.7553 8367545 094 CS3HIMONIOS 16:1-16:1-1811
[TAG+NH,J* 8485712 S48.7702 118 CSIHIINTIOS 160-16:1-18:1
TAG+NH]" §74.7569 §74.7858 126 CS5HIANIOS 16:1-18:1-18:11
[TAG+ N, §76.5021 B/6.8015 0.63 C55HI06NTO6 160-16:1-16:1
[TAG+ NH,[* 900.5035 900.5015 22 CS7THI06N06 180-16:0-18:1
[TAG +NHL]" 9€2.5196 9025171 27 C57HI0SNOG 180-16:0-154

Por otro lado, se han hecho experimentos en parches escindidos de moscas mutantes
rdgA;ninaE;trpl, la cual es deficiente en rodopsina, DAGK y expresa ¢l canal TRP. Esta mutante
no puede generar DAG porque estd mutado el gen de la proteina que comienza la cascada de
sefializacién (rodopsina) y por lo tanto es l6gico pensar que estd desprovista de DAG. Si al
parche escindido se le agrega DAG se observa un aumento de la actividad del canal TRP, el cual
no es silenciado con la aplicacién de ATP, ya que no estd presente la DAGK. Ademds, en
parches escindidos de rabdémeros de mutantes #rpl, que sélo expresan TRP, al agregar PIP,
(PI(4,5)P2*3iC8), no se observa la disminucién de la actividad del canal TRP que se habfa
postulado anteriormente (Estacion y cols, 2001).

Con respecto a la participacién de los protones en la activacién de los canales de

transduccién (Huang y cols, 2010), se observé en parches escindidos de rabdémeros de mutantes
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ninaE;trpl que la disminucién del pH del medio desde 7,15 a 6,4 produce una leve activacién del
canal TRP, sin embargo, si se agrega ATP al medio con pH 6,4, el canal sigue abierto, ya que el
ATP es incapaz de cerrar el canal TRP (Delgado y Bacigalupo, resultados no publicados).

Hay que considerar que no hay evidencia convincente sobre la presencia de Ia DAGL en
los rabdémeros de Drosophila, que pudiera producir los PUFAs a partir del DAG. Se identificé
un gen llamado inaE que codifica una DAGL que posee una alia similitud de secuencia con
DAGL de vertebrados y cuyo mutante responde de forma defectuosa a la luz. Ese gen genera dos
isoformas llamadas INAE-D e INAE-A mediante empalme alternativo, las cuales tienen
actividad lipasa in vitro. En el ensayo de actividad se utilizé6 el DAG-38:4 (1-estearoil-2-
araquidonoil-snz-glicerol), el cual es un cldsico DAG presente en mamiferos y se demostrd que
ambas isoformas poseen una selectividad diez veces mayor por la actividad sn-1 que por la sr#-2,
es decir, cortan en el DAG en la posicién 1 del esqueleto de glicerol, liberande dcido estedrico
(18:0) y a un monoacilglicerol que posee la cadena araquidonoil (MAG-20:4), como productos
primarios, mientras que los productos de Ia hidrélisis en la posicién s»-2 son minoritarios (dcido
araquidénico (C20:4) y MAG-18:0). Esto implica que la produccién de PUFAs es baja
comparada con la generacién delos 4cidos grasos saturados y que se requerirfauna alta
actividad de esta enzima para producir una alta abundancia de PUFAs en las vecinc{ades de los
canales. Ademds, estas isoformas INAE se encuentran mayoritariamente en el soma del
fotorreceptor y s6lo se observé una escasa marca en los rabdémeros mediante microscopfa
confocal de fluorescencia. Esto implicaria que estas enzimas deberian traslocarse para participar
en la fototransduccién (Leung y cols, 2008)

Toda esta evidencia experimental permite proponer el siguiente mecanismo de

activacion de los canales TRP y TRPL, el cual se ilustra en la figura 23.




Rodopsina TBP, TRPL

(ninaX) y
Rodopsina* ya |
Prot G —— LC “ DAG_L\I-"‘;R_:
" (nompA) (inaE) »
PIP2 DAGs —---> PUFAs
l DAG-K
(rdgA)
PAc

Figura 23. Modelo del mecanismo de activacion de los canales de transduccion TRP y
TRPL. El aporte fundamental de esta tesis fue la determinacién del DAG y de los PUFAs
involucrados en la fototransduccion. No hay trabajos precedentes de esta naturaleza en este

campo de investigacion.

5.3 Perfiles de acidos grasos de fosfolipidos, triacilgliceroles y ésteres de esterol

5.31. Fosfolipidos

En la fraccion de fosfolipidos de membranas rabdoméricas de ojos de moscas silvestres,
el 68% de los acidos grasos son insaturados (AGI), similar a las razones encontradas en células
de mamiferos (Klenk y Choppin, 1970). Este resultado posee amplio apoyo. En cabezas de
moscas adultas los AGI representan el 61% de los dcidos grasos totales de los fosfolipidos
(Yoshioka y cols, 1985). En cuerpos completos de larvas y prepupas los AGI representaron el
73,0% de 4cidos grasos de fosfolipidos (Jones y cols, 1992). En cuerpos y cabezas de moscas
recién eclosionadas observaron que el 70,8% de los 4cidos grasos de fosfolipidos eran
insaturados (Stark y cols, 1993). En embriones de Drosophila, encontraron que los AGI
representaron el 63% de los 4cidos grasos de fosfolipidos (Rietveld y cols, 1999). En el cuerpo
completo de moscas adultas observaron que el 71% de los 4cidos grasos de fosfolipidos son

insaturados (Parisi y cols, 2011). En esta tesis, las moscas mutantes Gag';GBe' presentaron
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diferencias significativas con las moscas silvestres, ya que los AGI representan s6lo el 51% de
fos 4cidos grasos de los fosfolipidos (Fig. 18C). L.os porcentajes observados en D. melanogasier
se relacionan ‘con estudios en otro diptero llamado Eurosta solidaginis, donde se report6 que el
60% de los 4cidos grasos de fosfolipidos eran insaturados (Bennet y cols, 1997).

El 4cido graso més largo fue C,g, mientras que en mamiferos se han observado cadenas
aciles con mids de Cys. Los dcidos C15:0, C17:0 y C20:0 sélo fueron detectados en Yoshioka y
cols, (1985) y su identificacion es cuestionable, ya que ésta se realizo s6lo en base al Tk en la
cromatografia gaseosa. En esta tesis, se identificaron dos picos cromatogréficos con tiempos de
retencion de 12,4 y 14,5 minutos, que posiblemente correspondian a C20:0 y C22:0, los cuales
fueron descartados por su baja abundancia.

En general, los porcentajes de 4cidos grasos encontrados en esta tesis son concordantes
con los datos publicados anteriormente., aunque algunos dcidos grasos presentaron diferencias
porcentuales. El primero fue el 4cido C16:1. Algunos estudios reportaron que los dipteros se
caracterizaban por poseer altos niveles de este 4cido graso en moscas completas (Barlow J,

1964), sin embargo, no todos los dipteros compartian esta caracteristica (Fast, 1966). Varios

estudios han determinado que este. 4cido graso representa un porcentaje->10% de los dcidos - -~

grasos en los fosfolipidos de .Drosaphila (Yoshioka y cols, 1985; Stark y cols, 1993; Rietveld y
cols, 1999). No obstante, en esta tesis no se logrd ver una abundancia alta de C16:1 (ver Fig. 18).
Sélo en los fosfoinositoles (PI) estudiados por Jones y cols, (1992), se observ6 un porcentaje
similar a este estudio. Otro dcido graso controversial es el C14:0. En esta tesis, no se detecté en
los fosfolipidos de ojos de mosca. Se observé un pequefio pico cromatogréifico con un Tx
idéntico al C14:0 pero su abundancia era tan baja que se descartd. En la literatura se ha
observado una baja proporcién de este dcido graso (1-3%, Hammad y cols, 2011, Yoshioka y
cols, 1985 y Stark y cols, 1993) y una alta proporcion (10%) fue sélo reportado por Rietveld y

cols, (1999). E1 Cl4:1 sdlo ha sido identificado por investigadores que han usado equipos més
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sensibles (Rietveld y cols, 1999, Hammad y cols, 2011). Ese hallazgo no fue reafirmado en esta
tesis. También mostraron-diferencias los PUFAs Cjs. El C18:2 fue muy abundante, al igual que
en Jones y cols, (1992) en las muestras silvestres. No obstante, la mayoria de los estudios report6
una abunidancia similar al mutante (~25%,). Por otra parte, en esta tesis los niveles C18:3 fueron
sustanciales, al igual que en Stark y cols, (1993) y contrario a lo descrito por otras publicaciones.
Este 4cido graso es considerado una traza en otros dipteros como en Eurosta solidaginis donde
representa el 1,2-1,8% de los 4cidos grasos de fosfolipidos (Bennet y cols, 1997).

Hay diferencias estructurales entre las moscas silvestres (adaptadas a oscuridad o Iuz) y
las moscas mutantes, ya que en las dltimas no se detecté C16:1 y los otros 4cidos grasos
insaturados estan disminuidos, (F ig. 18).

Hay varios estudios sobre los principales lipidos de Drosophila pero nada sobre
membranas fotosensibles especializadas. No obstante, hay un reporte sobre el equivalente
funcional del rabdémero en vertebrados: los discos del segmento externo de los fotorreceptores.
Estos discos corresponden a una membrana fotosensible derivada de um cilio modificado ubicado
en la zona apical del fotorreceptor. La composicién de 4cidos grasos de estas membranas
difieren de la membrana plasmdtica de los bastones de bovino, mostrando un enriquecimiento.
del PUFA C22:6 en el segmento extel:no, el cual es siete veces mAs abundante (Boesze-Battaglia
y Albert, 1989). Las principales diferencias entre Ios é4cidos grasos encontrados en los
rabdémeros de Drosophila y en los discos de vertebrados son las proporciones de los 4cidos
grasos insaturados. En vertebrados, los mds abundantes son los PUFAs Cy y Cp, (C20:4, C22:n,
C22:6), los cuales representan el 51,2% de los dcidos grasos totales; estos no han sido detectados
en la mosca. En moscas silvestres y la mutante, los 4cidos grasos provenientes del Cig (C18:1,
C18:2 y C18:3 representan el 66% y 49%, respectivamente). Si sélo se comparan los PUFAs,
C18:2 y C18:3 en moscas silvestres y mutantes, los porcentajes descienden a 44% y 31%,

respectivamente, demostrando la importancia del C18:1 en los rabdémeros, mientras que los
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PUFAS Cy5 solo representan el 7,4% de la muestra en los vertebrados. En los vertebrados la
abundancia de los MUFAs es baja (el C18:1 representa s6lo el 5% de los 4cidos grasos totales y

el C16:1 no es detectado), No hay diferencias en los acidos grasos saturados entre vertebrados y

moscas silvestres, pero si en la mutante.

5.32. Triacilgliceroles

Los triacilglicéridos no son lipidos importantes de membranas. No obstante, en esta tesis
fueron observados en la fraccion enriquecida en membranas rabdoméricas de D. melanogaster
utilizando dos técnicas analiticas distintas; cromatografia gaseosa-espectrometrfa de masas (GC-
MS) y cromatografia en capa fina (TLC), Esto sirvid para corroborar su identificacion y
descartar que los 4dcidos grasos medidos sean artefactos (Fig. 19). Al igual que en los ofros
lipidos, el 4cido graso mas largo es un C;g, mientras que en mamiferos se han observado cadenas
aciles Cz. Los valores encontrados en este estudio son concordantes con los obtenidos en
distintos tejidos (Stark y cols, 1993; Parisi y cols, 2011) y en distintos estados del desarrollo de
Drosophila melanogaster (Jones y cols, 1992). Se observé que los triacilgliceroles se
caracterizaron por estar enriquecidos en C14:0 y C16:1. El primero fue menos abundante en las
moscas silvestres que lo reportado (> ‘15%), mientras que en la mitante se observé sobre el 20%
igual que Jones y cols, (1993) y Stark y cols, (1993).

En.este estudio no se detectd C18:3, probablemente, debido a su baja abundancia. En el
diptero Eurosta solidaginis, C18:3 fue detectado a nivel de traza (<1%) en triacilgliceroles
(Bennett y cols, 1997). Otro estudio revelé que el ~60% del total de 4cidos grasos de los
triacilgliceroles corresponde a 4cidos grasos saturados, el 35% a MUFAs y un 5% a PUFAs

(Parisi y cols, 2011). En esta tesis los 4cidos grasos saturados y MUFAs difieren ampliamente de

esos valores (42 y 51%, respectivamente).
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5.33. Esteres de esterol

Los ésteres de esterol detectados en este estudio tuvieron una abundancia bajisima,
siendo considerados trazas en las muestras (<1% de los 4cidos grasos totales). La composicién
de los ésteres de esterol revel6 la presencia de dos dcidos grasos saturados (4cido palmitico y
estedrico). Este estudio reveld que los 4cidos grasos de Ios ésteres de esterol no aumentaron con
la luz. S6lo hay un reporte sobre los 4cidos grasos asociados a esteroles en Drosophila y en €l se
observé diferencias asociadas al sexo de las moscas. En los machos el 45% de los dcidos grasos
fue insaturado y en las hembras el 80%. Ambos valores difieren completamente de los resultados
obtenidos en esta tesis (Parisi y cols, 2011). Ademés, se reporté que estos lfpidos representaban
el 5% de los lipidos totales de las muestras, un valor lejano al 0,8% detectado en esta tesis, el
cual fue considerado “traza®. Como se ha comentado antes, Parisi y cols, (2011) no especifica la
metodologia utilizada, 1o que dificulta la interpretacion de sus resultados. Ademds, este grupo
presenta diferencias con el resto de los estudios de Hpidos realizados en Drosophila (Stark y

cols, 1993; Rietveld y cols, 1999; Hammad y cols, 2011).

5.4 Carencia de PUFAs Cy y Cxen Drosophila

Todos los animales vy plantas pueden generar 4cidos grasos saturados, ya que la
biosintesis de 4cidos grasos a partir de malonil-CoA y su posterior elongacibn, es un proceso
compartido; de esta forma animales y plantas pueden generar &cido C16:0 y C18:0. Luego, la
esteroil-CoA desaturasa, conocida como A-9 desaturasa, adiciona un doble enlace en el carbono
9, produciendo C18:1(®-9). Sin embargo, el resto de las desaturasas son especificas de plantas o
de animales. La fig: 24 muestra la divergencia de Ias desaturasas. En plantas, ¢s comtn que un
doble enlace sea insertado entre un doble enlace existente y el grupo metilo de dcido grase. Sin

embargo, en animales ocurre todo fo contrario, ya que un ealace doble adicional sélo puede ser

formado entre un enlace doble existente y el grupo carboxilo.
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Figura 24. Resumen de las desaturasas encontradas en animales y plantas. ‘En general, las
plantas superiores poseen las desaturasas A12 y Al5, las cuales generan los dcidos grasos
esenciales C18:2 y C18:3. Los animales, poseen las desaturasas Ad, A5 y A6, las cuales
producen los PUFAs C20:4, C20:5 y C22:6. Sin embargo, esta distincion ha sido ofuscada por la
presencia de las desaturasas A5 y A6 en ciertas plantas y por las desaturasas All y Al2 en
algunos insectos de los 6rdenes optéptera, homdptera, iséptera y neurdptera (figura modificada
de Stanley-Samuelson y cols, 1988).

Ademés de los esteroles, la mayorfa de los insectos que no realizan simbiosis requieren
4cidos grasos esenciales en su dieta (Stanley-Samuelson y cols, 1988). Hay un estudio que
muestra que Drosophila melanogaster no requiere PUFAs en Ia dieta, ya que diez generaciones
de moscas crecidas en una dieta axénica (sin PUFAs ni organismos vivos), se desarrollaban de
forma normal, sugiriendo que esta especie carece de este requerimiento (Rapport y cols, 1984).
Ademds, si las moscas son crecidas en un medio suplementado con los 4cidos grasos esenciales:
C18:2 y C18:3, no se observan PUFAs Cy y Cy en los distintos tejidos de la mosca completa,
como,se pensaria si éstos fueran vitales (Shen y cols, 1992). Con esos datos, se hizo un andlisis
bioinformatico del genoma de Drosophila 'y encontr6 que la mosca no tiene las desaturasas A5y
6, como el resto de los animales (mamiferos, nemdtodos) y otros organismos (hongos, levaduras,
protistas marinos, microalgas y musgos; Shen y cols, 2010). Esto hace que 1as moscas sean mds
semejantes a las plantas que a los animales, lo cual es 16gico ya que Ja mosca es vegetariana. Lo

extraordinario de esto es. que Drosophila no requiere de PUFAs Cy y Cy, para la formacion de
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eicosanoides y otros metabolitos oxigenados, los cuales son considerados de gran significancia
en los animales. La ausencia de PUFAs Cy ¥ Cx; en D. melanogaster, encontrada en esta-tesis
fue concordante con varias publicaciones anteriores: Yoshioka y cols, (1985); Stark y cols,
(1993); Rietveld v cols, (1999); Shen y cols, (2010) y Hammad y cols, (2011). Hay s6lo 15
especies de insectos - pertenecientes a los érdenes: ortéptera, homéptera, iséptera y neur6ptera-
que pueden sintetizar el dcido graso esencial C18:2 (Stanley-Samuelson, 1988). Muestras de
células humanas analizadas con este mismo protocolo identificaron PUFAs C20:3 (4cido
dihomo-y-linolénico), C20:4, C20:5 y C22:6, con sus respectivos T, indicando que el hecho de
no identificar estos 4cidos grasos en las muestras de mosca se debe a que esos dcidos grasos no

estdn presentes y no es problema de la metodologfa utilizada (datos no publicados de Karen

Fuenzalida, laboratorio del Dr. Miguel Broniman).

4.5, Proyecciones de este {rabajo

Por lo tanto, el presente estudio es pionero en cuanto a la determinacidn de estos lipidos.
Este trabajo sustenta la idea que los DAG son los lipidos relevantes en la activacién de los
canales TRP y TRPL, aunque el mecanismo por el cual el DAG activa.a los canales es una
pregunta ain pendiente y que debiera ser abordado.- Ademds, serfa importante determinar si
estdn presentes en los rabd6meros las enzimas que generan PUFAs (DAGL) y las que lo
degradan (lipooxigenasa y ciclooxigenasa), ya que éstas Gltimas son necesarias para evitar la
acumulacion de los PUFA en el rabdémero. Se ha especulado la presencia de estas enzimas en
los fotorreceptores (Leung y cols, 2008; Chyb y cols, 1999), sin embargo, no existen pruebas
experimentales de su existencia. Estas proteinas pueden ser determinadas mediante proteémica
de la muestra enriquecida en rabdémeros. El estudio de los. fosfoinositoles (particularmente
PIP,) en las muestras enriquecidas en rabdémeros de D. melanogaster también es un tema que

quedo pendiente. La baja abundancia de este fosfolipido en las membranas (segtin lo descrito en
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mamiferos) y-su carga, provoca una gran dificultad metodolégica, ya que se requiere una gran

cantidad de muestra, estabilizaci6n en la extraccién y técnicas. analiticas sofisticadas.
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CONCLUSIONES

o Se logré obtener una muestra enriquecida en membranas rabdoméricas mediante
centrifugacion diferencial.

e FEl analisis cuantitativo del perfil de 4cidos grasos de la fraccion lipidica “dcidos
grasos libres” de los rabd6émeros, reveld que los dos PUFAs presentes en la
muestra (C18:2 y C18:3), no cambian en respuesta a la luz.

e FEl andlisis de los DAGs (mediante UPLC-MS) reveld la presencia de cunatro
especies de DAGSs, las cuales fueron concordantes con los 4cidos grasos
encontrados en el perfil de 4cidos grasos de los mono y diacilgliceroles. De estas
cuatro especies, solo DAG-34:1 (I-palmitoil-2-oleoil-sn-glicerol) alteré su’
contenido con la luz. La abundancia del DAG-34:1 es extremadamente baja y su
estructura es similar a la parte hidrofébica de los fosfoinositidos de Drosophila
descritos recientemente, mientras que los otros DAGs retienen una estructura
similar a los triacilgliceroles. Las abundancias de los diacilgliceroles enconirados
fue la siguiente: DAG-34:0 > DAG-36:0 > DAG-32:0 > DAG-34:1.

» Debido a Ia baja abundancia de los DAGs en las muestras de rabddémeros no fue
posible detectarlos con cromatografia en capa fina, a pesar de ocupar una
‘muestra concentrada. Ademds, la escasez de dobles enlaces que presentan estos
DAGs dificulta su identificacion mediante HPLC con el detector de luz

ultravioleta, ya que la molécula en sf no posee més croméforos que faciliten su
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identificacion a longitudes de onda cercanas a los 205 nm.

palmitico (16:0), 4cido palmitoleico (16:1w-7), &cido estearico (18:0), acido
oleico (18:2w-9), 4cido linoleico (18:2w-6) y o-linolénico (18:3@-3), los cuales
provienen de los fosfolipidos, mono, di y triacilgliceroles (TAGS), dcidos grasos
libres (AGL) y esteres de esterol (EE).

No se detecté acido araquidénico (20:4m-6), icido eicosapentanoenoico (20:5w-
3), 4cido docosahexaenoico (22:6w-3) ni ninglin otro 4cido graso poliinsaturado
Cag 0 Cx en ninguno de los lipidos presentes en los rabdémeros. En mamiferos
esos PUFAs son importantes componentes estructurales de membranas.
Se-determiné que-flas fracciones-que presentaron mayor abundancia de dcidos
grasos fueron los triacilgliceroles y fosfolipidos. La proporcion
“fosfolipidos/triacilgliceroles™ revelé que los fosfolipidos son los lipidos mds
abundantes de las muestras de membranas rabdoméricas en las tres condiciones
experimentales, manteniéndose en una proporcié?x de 1,1 a 1,4. Los dcidos grasos
libres, mono-diacilgliceroles y esteres de esterol fueron mucho menos
abundantes en las muestras y en conjunto representaron ~20% en moscas
silvestires y el 40% én las moscas mutantes.

Se observd un déficit de dcidos grasos insaturados en las moscas mutantes. En
esta cepa el 46% de los dcidos grasos totales fueron insaturados mientras que

estos dcidos grasos representaron €l 58% en las moscas silvestres. Esto gener6

diferencias significativas (p<0,01).
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En los rabdémeros de Ias moscas silvestres 'y mutantes, los acidos grasos
monoinsaturados (MUFAS) fieron mds abundantes que los PUFAs (66 y 34%,
respectivamente).

Sobre los 4cidos grasos de las muestras de rabdémeros de moscas silvestres y
mutantes, los mas abundantes fueron: acido palmftico (C16:0, saturado), oleico
(C18:1, monoinsaturado) y dcido linoieico (C18:2, poliinsaturado).

El perfil de 4cidos grasos de los mono-diacilgliceroles (MDAG) de los
rabdomeros de moscas silvestres y mutantes revel6 la presencia de s6lo 3 dcidos
grasos (C16:0, C18:0 y C18:1), donde ninguno de ellos es un PUFA. Los 4cidos
grasos saturados representaron el 80%y los monoinsaturados el 20%. No hubo
cambios en estos dcidos grasos en respuesta a la luz, posiblemente debido a la
poca sensibilidad del equipo.

El perfil de 4cidos grasos de los fosfolipidos de moscas silvestres, evidencio la
presencia de 6 4cidos grasos (C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2 y C18:3). La
mosca mutante tuvo los mismos 4cidos grasos excepto el C16:1. En las moscas
silvestres hubo una mayor abundancia de dcidos grasos insaturados (~70%) que
saturados. Al contrario, las moscas mutantes presentaron una proporcién de
dcidos -grasos saturados e insaturados practicamente idéntica (51 y 49%,
rei;ptectivamente). Esta diferencia entre moscas silvestres y moscas mutantes es
significativa (p<0,001). Ademds, esta fraccion lipidica se caracterizé por una
mayor abundancia de PUFAs que MUFAs. Ninguno-de los acidos grasos de los

fosfolipidos presenté cambios en respuesta a la luz.
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El perfil de 4cidos grasos de los triacilgliceroles (TAG) de las moscas silvestres y
mutantes evidenci6 la presencia de 6 dcidos grasos (C14:0, C16:0, C16:1, C18:0,
C18:0 y C18:2), donde el C14:0 y el Cl6:1 fueron significativamente mds
abundantes que en otras fracciones lipidicas. Por el contrario, el C18:0 presentd
una baja abundancia comparado con el resto de los lipidos de los rabdémeros.
Esta fraccion se caracterizé por una mayor abundancia de MUFAs que PUFAs y
al igual que los fosfolipidos, las moscas silvestres poseen una mayor abundancia
de 4cidos grasos insaturados que las mutantes, 16 que gemera diferencias
significativas entre estas cepas (p<0,001).

El perfil de 4cidos grasos de los esteres de esterol (EE) de las moscas silvestres y
mutantes revelo la presencia de sélo 2 dcidos grasos, ambos saturados (C16:0 y
C18:0), los cuales no sufrieron cambios en respuesta a la luz. Estos dcidos grasos
presentaron una baja abundancia (~1% de los acidos grasos totales) en los
rabdémeros (son lipidos traza). No se observd diferencias significativas entre

moscas silvestres y mutantes.
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ANEXO

7.1 IMPLEMENTACION DE UN PROTOCOLO PARA OBTENER FRACCIONES

ENRIQUECIDAS EN MEMBRANAS DE RABDOMERO

Ya que se deseaba mantener intactos los rabdémeros para realizar el andlisis
cromatogrédfico posterior, se ensayaron multiples protocolos basados en las propiedades
similares entre las membranas rabdoméricas y las membranas de la mielina. Después de haber
probado protocolos de ulfracentrifugacion y centrifugacién en gradiente de sacarosa que no
funcionaron, se decidié utilizar centrifugacién diferencial, -.con el fin de lograr un
enriquecimiento satisfactorio. Los ensayos realizados fueron de prueba y error, observando el
enriquecimiento en membranas rabdoméricas mediante inmunodeteccion. ‘

Para ello, lo primero que se probé fue dos cenfrifugaciones: una a 2.370xg (5.000 rpm)
por 10 minutos (donde se obtuvo S1 y P1) seguido por una segunda centrifugacién a 18.620xg
(14.000 rpm) por 10 minutos, obteniéndose 82 y P2. Se usaron como controles positivos el
homogenizado de 'ojos y una 'muestra de ojos intactos y como control negativo las cabezas de
moscas a las cuales se le extrajeron los ojos {(Figura 25A).

Se observa que el control negativo “cabezas sin ojos” mostré inmunoreactividad positiva. Una
posible causa de esto pueden haber sido restos de retinas en las cabezas de moscas, ya que hay
publicaciones que demuestran que han encontrado al canal TRP en la ldmina y médula de los
fotorreceptores de mosca (Pollock y cols, 1995, Astorga y cols, (publicacién en prensa)). El
control positivo “homogenizado de ojos™ presentd baja inmunoreactividad para la proteina TRP,
mientras que el otro control positivo, “ojos completos”, resulté ser un excelente control; sin

embargo, debido a que la obtencidn de los ojos es Jaboriosa, resulté diffcil seguir ocupando esa

muestra.
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Figura 25. Obtencién de membranas enriguecidas en rabdémeres. A-D, Anélisis mediante
inmunodeteccion usando un anticuerpo monoclonal anti-TRP (1:200) como marcador de
rabd6émeros. La marca observada corresponde a un valor estimado de 143 kDa, A, S1 y PI
(2.370xg por 10 min), S2 y P2 (18.620xg por 10 min), homogenizado de ojos y ojos intactos
(controles positivos), cabeza sin ojos (control negativo). B, S1 y P1 (10xg por 5 min), S§2 y P2
(2.370xg por 1 min), S3 y P3 (2.370xg por 10 min), homogenizado (control positivo), patas
(control negativo). C, S1 y P1 (10xg por 5 min), 82 y P2 (10xg por 5 min + 2.370xg por 5 min),
S3 y P3 (10xg por 10 min), homogenizade (control positivo), patas (control negativo). D, S1 y
P1 (10xg por 10 min), S2 y P2 (10xg por 10 min -+ 2.370xg por 5 min), S3 y P3 (10xg por 10 min
+ 2.370xg por 5 min + 18620xg por 15 min), homogenizado de ojos (control positivo), patas

(control negativo).

Desde el punto de vista analitico, el control positivo correcto corresponde al
homogenizado de ojos, debido que es a partir de éste del que se obtienen las fracciones
enriquecidas en rabdémeros. Sin embargo, se debe considerar que en este experimento no
funcioné de forma correcta, posiblemente debido a problemas en desnaturacidén de las proteinas
de esta muestra, lo-que produjo una migracion anémala de la proteina TRP Ia cual quedé6 en el
gel concentrador. Se observo que el marcador de las membranas rabdoméricas se encontrd en los

pellets de las centrifugaciones, lo cual sugiere que los rabdémeros son estructuras densas y
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compactas y que precipitan como un b]oque,.ya que no se observd marca en los sobrenadantes.,
Esta distribucién generd la idea de acoplar centrifugaciones para enriquecer cada vez més la
fraccion de rabdémeros. Para ello se debia probar una centrifugacién lenta durante varios
minutos, en donde se supuso que los rabdomeros deberfan flotar, seguida de una centrifugacién
intermedia para precipitarlos.. Por lo tanto, fue necesario esclarecer cual era mejor estrategia: un
tiempo corto o largo de centrifugacién. Asi, se realizaron tres experimentos usando
centrifugaciones: la primera fue lenta a 10xg (300 rpm) por 5 minutos, dénde se obtuvo S1 y P1;
las siguientes a 2.370xg (5.000 rpm) siendo la segunda de 1 minuto (obteniéndose S2 y P2), y la
tercera por 10 minutos, obteniéndose S3 y P3 (Figura 25B). Se observd que el nuevo control
negative “patas de mosca” no presenté inmunoreactividad para TRP, por lo tanto este control se
usé de ese momento en adelante. EI control positivo “homogenizade de ojos” presentd
inmunoreactividad para TRP, al contrario que la vez anterior aunque la banda fue débil Io que
realza que no aprecia una alta concentracidn. Pese a un protocolo de desnaturacién mas agresivo
(proteinas fueron hervidas a 95°C por 15 minutos), se observé que persistieron Ios problemas de
desnaturacidén. La banda del TRP que se observo en los pellets fue més intensa lo que denota una
mayor concentracién con respecto al homogenizado de ojos. En las fracciones S1, P2 y P3
aparecié una banda intensa con un tamafio estimado de 143 kDa, tal como se esperatba. Estos
resultados sugieren que rabdémeros flotaron cuando fueron centrifugados a baja velocidad v
precipitaron a velocidades medias, independiente del tiempo de centrifugacion. Debido a esto, se
decidié acoplar la centrifugacién lenta (10xg por 5 minutos) a la centrifugacién media de
2.370xg por 5 minutos. La primera cenfrifugacién permitiria mantener los rabdémeros en el
sobrenadante mientras. se eliminan otros restos del tejido en ¢l Pl y la segunda centrifugacion
haria que estas estructuras precipitaran en el pellet, concentrindose las membranas rabdoméricas
en el P2. La primera centrifugacién generé S1 y P1 y la segunda centrifugacién a S2 y P2,

Independientemente, se realiz6 una centrifugacién lenta de 10xg por 10 minutos para observar si
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la banda de TRP era més densa. Esta centrifugacién gener6 S3 y P3 (Figura 25C). Se obtuvo
membranas rabdoméricas en todas las centrifugaciones, salvo en el S2, implicando que todas las
membranas rabdoméricas habian precipitado después de la segunda centrifugacién y no habia
quedado nada en suspension. Se observoé una intensa banda en P1 por lo que se debia realizar esa
centrifugacién en un tiempo mayor para que mis membranas rabdoméricas flotaran y despuss
precipitaran en P2. Al aumentar el tiempo de la centrifugacién lenta al doble,- se observé que la
banda del sobrenadante fue mayor. Por lo tanto, se dedujo que la condicién 6ptima era una
centrifugacion lenta de 10xg por 10 minutos acoplada a la centrifugacién media 2.370xg por 5
minutos. Esta combinacién de centrifugaciones generaria una fraccién altamente enriquecida en
membranas rabdoméricas, ya que todas las membranas presentes en el sobrenadante de la
centrifugacion lenta podrian ser precipitadas en la centrifugacion media siguiente, si ésta tiltima
se realizaba durante varios minutos. Luego de probar milfiples condiciones para el protocolo
escogido, llegamos a uno satisfactorio. el cual consisti6 en Ia centrifugacién lenta de 10xg por 10
minutos, acoplada a una centrifogacién media de 2.370xg por 5 minutos y una iiltima
centrifugacion rapida de 18.620xg (14.000 rpm) por 15 minutos. La dltima centrifugacioén
- permitirfa precipitar “aquellas membranas que podian .quedar en suspensién después de la
centrifugacién media. Con .este protocolo se esperaba una enorme banda de TRP
(enriquecimiento) en la fraccién P2. La primera cenirifugacién generé S1 y P1, la segunda
centrifugacién a S2 y P2 y la tercera centrifugacién a S3 y P3 (Figura 25D). Se observé que
apareci6 una banda en todos los pellets y en 81, sin embargo, la banda mas intensa fue en P2.
Fue dificil gue las todas las membranas rabdoméricas flotaran en la centrifugacion lenta. La

pesada estructura siempre hacia que precipitaran al fondo del tubo, como un hecho inevitable ya

que no se podfa centrifugar-a menor velocidad.
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7.2 IDENTIFICACION DE LOS ACIDOS GRASOS EN LAS MUESTRAS DE
RABDOMEROS

7.21. Tiempos de retencion de los dcidos grasos

En la Tabla 12 se muestran los tiempos de retencién, en la columna cromatogrifica
INNOWAX que permite separar 4cidos grasos que contienen desde 12 hasta 24 carbonos
inciuidos aquellos que presentan insaturaciones, de los dcidos grasos detectados en la fraccion
P2 de moscas silvestres adaptadas a la oscuridad, 2 Ia Iuz y la mutante Gag’,Gfe’. Los tiempos
de retencién presentaron una ligera variacién (centésimas de minuto) cada vez que se cambié la
columna cromatogréfica.

Tabla 12. Tiempos de retencién (Tg) de los dcidos grasos identificados en la fraccién P2 de las
moscas silvestres y mutantes de la proteina G.

Acidos Tiempo de

grasos retericion [min]
A:B
14:0 4,63 0,01
15:0 3,48+ 0,03
16:0 6,49+ 0,03
16:1 6,83+ 0,03
17:0 7,79+ 0,03

18:0 9,46+ 0,06

18:1 92835+ 0,04
18:2 10,60+ 005
18:3 11,300,14
19:0 11,10+ 03,03

A corresponde al nimero de carbonos del 4cido graso y B es el ntimero de dobles enlaces
presentes.

7.22. Deteccion de los metil-ésteres de dcidos grasos segtin sus espectros de masa

En la caracterizacién de los 4cidos grasos provenientes de los diferentes lipidos

presentes en las muestras de rabdémeros (fraccién P2) se identificaron 7 4cidos grasos

pertenecientes a dcidos grasos saturados, monoinsaturados (MUFAs) y poliinsaturados (PUFAs).

En las moscas silvestres se identificaron siete dcidos grasos y en la mutante seis, con una
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sensibilidad del orden de ng de muesira. Los 4cidos grasos saturados fueron: dcido mirfstico
(C14:0), palmitico (C16:0) y estedrico (CI8:0); los MUFAs fueron: dcido palmitoleico
(C16:1(w-7)) v oleico (C18:2(1v-9)) v los PUFAs fueron: 4cido linoleico (C18:2(w-6)) vy a-
linolénico (CI18:3(w-3)). EI método y los criterios de identificacién de los compuestos se
muestran a continuacion. Los espectros de masa de cada dcido graso fueron contrastados con los
espectros de masa de la biblioteca especifica de metil-dcidos grasos (NBS75K.L). Se utilizaron
dcidos grasos de cadena impar como estédndares internos, los cuales experimentaron el mismo
procedimiento que la muestra, Para cuantificar los #cidos grasos libres se us6é dcido
nonadecanoico (C19:0) y los 4cidos penta y heptadecanoico (C15:0 y C17:0), para cvantificar
fosfolipidos, triacilgliceroles (TAG), mono y diaciigliceroles (MDAG) y ésteres de esterol (EE).

Los espectros de masa de los estdndares internos también se muestran a continnacién.

7.i2 1. Acidos grasos saturados y estindares internos

Si bien el espectro de masas experimental de un compuesto se puede parecer a varios
espectros de masa de distintos compuestos presentes en la biblioteca, existen fragmentos que son
caracteristicos de mm compuesto por su abundancia en el espectro. Por ejgmplo, los derivados
"metil—ésteres de dcidos grasos de cadenas saturadas son ficilmente identificados por
espectrometria de masas ya que sus especiros se caracterizan por la presencia de un ién
molecular* prominente (M') y otros fragmentos con abundancias significativas como el
fragmento m/z = 74, conocido como ién del rearreglo de McLafferty** y los fragmentos tipicos
m/z =55, 87, 143 y 199 uma. La figura 26, muestra el espectro de masas experimental del metil-

dcido octadecanoico (C18:0) y el espectro de masas de ese 4cido graso presente en la biblioteca

de lipidos NBS75K.L. Ademés del C18:0, en las muestras se detectaron los 4cidos palmitico

(C16:0, Fig. 27) y miristico (C14:0, Fig.28).
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P2 a partir de su espectro de masas. A, espectro de masas obtenido de forma experimental, B,
espectro de masas del metil-4cido octadecanoico en la biblioteca NBS75K.L., Las flechas indican

los iones caracteristicos, M" es el ién molecular (m/z = 298).

*El i6n molecular es un i6n que representa el peso molecular del analito y su aparicién depende de la estabilidad del
compuesto. La masa del ién molecular estd basada en la masa del isétopo mds abundante para cada elemento de la
molécula. Este no es el peso atémico de Iz molécula pues €sie es un valor redondeado del nimero entero més cercano,

llamado masa nominal. El i6n molecular es identificado como aquel ion con la razén m/z mds alta. E? i6n molecular no

es necesariamente el de mayor abundancia, ya que €se corresponde al pico base del espectro de masas.
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Figura 26. Identificacion del metil-icido octadecanoico (1ne-C18:0) presente en la fraccién
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Figura 27, Identificacién del metil-dcido hexadecanoico (me-C16:0) presente en la fraccién
P2 a partir de su espectro de masas. A, espectro de masas experimental. B, espectro de masas
del metil-dcido hexadecanoico en la biblioteca NBS75K.L. Las flechas indican los iones

caracteristicos, M" es el i6n molecular (m/z = 270).

**E] arreglo de McLafferty es un arreglo que resultz en la formacién de una molécula neutra fntacta y un ién radical
con una relacién m/z impar. En general se observa en compuestos carbonilos que contiener: una cadena alquil lineal,
Esta reaccidn es energéticamente favorable, ya que resulta en Ia pérdida de un alqueno neutro y en [a formacidn de un

alqueno radical estabilizado por resonancia,
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Figura 28. Identificacion del metil-4cido tetradecanocico (me-C14:0) presente en la fraccion
P2 a partir de su espectro de masas. A, espectro de masas experimental. B, espectro de masas

del metil-dcido tetradecanoico en la biblioteca NBS75K.L. Las flechas indican los iones

caracteristicos, M" es el ién molecular (m/z = 242).

Los espectros de masa de cada estédndar interno se muestran en las Figuras 29,30 y 31.
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Figura 29. Identificacién del metil-dcido pentadecanoico (me-C15:0) presente en la
fraccién P2 a partir de su espectro de masas. A, espectro de masas experimental. B, espectro
de masas del metil-dcido pentadecanoico en la biblioteca NBS75K.L. Las flechas indican los

iones caracterfsticos en el espectro de masas, M es el i6n molecular (m/z = 256).
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Figura 30. Identificacién del metil-dcido heptadecanoico (me-C17:0) presente en Ia
fraccion P2 a partir de su espectro de masas. A, espectro de masas experimental, B, espectro
de masas del metil-dcido heptadecanoico en la biblioteca NBS75K.L. Las flechas indican los

iones caracteristicos en el espectro de masas, M" es el i6n molecular (m/z = 284).
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Figura 31. Identificaci6n del metil-icido nonadecanoico (me-C19:0) presente en la fraccién
P2 a partir de su espectro de masas. A, espectro de masas experimental, B, espectro de masas
del metil-dcido nonadecanoico en la biblioteca NBS75K.L. Las flechas indican los iones

caracterfsticos en el espectro de masas, M es el i6n molecular (m/z = 312).

7,222. Acidos grasos monoinsaturados (MUFAs).

El espectro de masas de los écidos grasos insaturados es diferente de los andlogos
saturados y a su vez hay variaciones segtin el grado de insaturacién que presentan las moléculas.
Por ejemplo, en el espectro de masas del metil oleato (C18:1) hay va i6n molecular distintivo
con una relaci6n m/z = 296 (M), mientras que los iones mas prominentes son m/z= 264 [M-32]",
222 [M-74]" el cual corresponde a una pérdida de un i6n de McLafferty 180 [M-116]"y 74 (i6n

McLafferty per se): El ién m/z = 180 es caracteristico de este 4cido graso junto con sus iones
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homélogos m/z = 166, 152, los cuales representan la pérdida de grupos metileno (-CH,). En esta

tesis, se detectd al acido oleico (C18:1, Fig. 32) y el palmitoleico (C16:1, Fig. 33)
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Figura 32, Identificacién del metif-octadecenoico (me-C18:1, oleico) presente en Ia fraccién
P2 a partir de su espectro de masas. A, espectro de masas experimental. B, espectro de masas
del metil-dcido octadecl;aenoico en la biblioteca NBS75K.L. Las flechas indican los iones

caracteristicos en el espectro de masas, M" es el ién molecular (n/z = 296).
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7.223. Acidos grase poliinsaturados (PUFASs).
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Figura 33. Identificacién del metil-hexadecenoico (me-C16:1, palmitoleico) presente en Ia
fraccién P2 a partir de su espectro de masas. A, espectro de masas experimental. B, espectro
de masas del metil-4cido hexadecaenoico en la biblioteca NBS75K.L. Las flechas indican los

iones caracteristicos en el espectro de masas, M es el i6n molecular (m/z = 268).

Los PUFAs son 4cidos grasos esenciales, es decir, los organismos heterétrofos deben
adquirirlos en Ia dieta, ya que los animales no tienen las enzimas que los producen. Estos 4cidos
grasos se dividen en dos grandes familias, denominadas w-6 y ©w-3, cuyos precursores son el

4cido linoleico (C18:2) ¥ o-linolénico (C18:3), respectivamente. Los 4cidos grasos de la serie o-




6 poseen su primer doble enlace en el carbono 6, contando desde extremo metilo at carboxilo. Lo
mismo ocurre para los dcidos grasos de la serie -3, los cuales poseen su primer doble enlace en
el carbono 3 de metilo a carboXilo.

Los espectros de dienos (2 dobles enlaces) y los trienos (3 dobles enlaces), presentan un
i6n molecular pronunciado, mientras que los iones que representan pérdidas de masas de 32, 74
y 116 uma son menos prominentes. Los metil-ésteres de diferentes 4cidos grasos de Ia familia o-
6 tienen un fragmento caracteristico prominente de m/z = 150, denominado “ién omega”. El
tnico deido graso @-6 identificado en esta tesis fue el dcido linoleico (C18:2). Este present6 un
abundante ién molecular (m/z = 294) y un i6n producto de la pérdida de un ién McLafferty (m/z
= 220), aunque este dltimo ién per se (m/z = 74) fue escaso. El idn que representaba la pérdida
de una masa de 31 uma [M-31]" fue mayor que [M-32]", Los iones prominentes en el rango bajo
fueron m/z = 81, 95, 109 y 123 uma, mientras que el pico base correpondio al ibn m/z = 67. La
Figura 34, muestra el espectro de masa experimental y teérico del 4cido linoleico (C18:2). Los
metil-ésteres de los 4cidos grasos de la familia «-3 también presentan un i6n omega
caracteristico, con m/z = 108. Ademés hay un pequefio ién formado por la ruptura del terminal
carboxilo de la molécula que genera un fragmento que contiene los 2 primeros dobles enlaces y
el segundo grupo metileno (menos un protén), el cual se denomina idn alfa (a). El ién o de la
serie @-3 tiene una m/z =236. El tinico 4cido graso w-3 identificado en esta tesis fue el 4cido o~
linolénico (C18:3). Los iones mas prominentes de este dcido graso son m/4z = 79, el cual es el

pico base del espectro, el idn o, el ién ® y el ién molecular 292 (Figura 35).
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Figura 34, Identificacién del metil-linoleato (C18:2) presente en la fraccién P2 a partir de
su espectro de masas. A, espectro de masas experimental, B, espectro de masas del metil-dcido
octadecadienoico en la biblioteca NBS75K.L. Las flechas indican los iones caracteristicos en el

espectro de masas, M" es el i6n molecular (m/z = 294).
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Figura 35. Identificacién del metil-linolenato (C18:3) presente en Ia fraccién P2 a partir de
su espectro de masas. A, espectro de masas experimental. B, espectro de masas del metil-acido
octadecatrienoico en la biblioteca NBS75K.L. Las flechas indican los jones caracteristicos, M*
es el i6n molecular (m/z = 292).
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7.3 SEPARACION DE LAS CLASES DE LiPIDOS MEDIANTE HPLC-UV

La complejidad de los exiractos lipfdicos naturales es tan grande que es dificil encontrar
un método que en un s6lo paso, logre separar las distintas clases de lipidos. A menudo se aislan
los lipidos neutros, los fosfolipidos y los glicolipidos por separado. La técnica més sencilla para
aislar pequefias cantidades de clases de lipidos puros es la cromatografia liquida. de alta
eficiencia (HPLC). El HPLC ha reemplazado ampliamente a la cromatograffa en capa fina
(TLC) debido a que ofrece mejor resolucion, una cuantificacién mds sencilla junto con un-grado

de auiomatizacién, fracciones mds limpias y un trabajo més higiénico desde el punto de vista

ambiental.

La mayoria de los lipidos carecen de cromoforos, un aspecto clave en la deteccion

espectrofotométrica, sin embargo, los enlaces dobles y ofros grupos funcionales absorben a una
longitud de onda cercana a los 205 nm en el rango de la luz ultravioleta. La deteccién UV a bajas
longitudes de onda tiene sus limitaciones y una de ellas es que los solventes de elucién deben ser
transparentes. Una de las aproximaciones més populares para separar las distintas clases de
lipidos consiste en usar fases méviles transparentes al UV, se usan mezclas como Hexano-
Isopropanol-Agua o Acetronitrilo-Metanol-Agua con detecci6n cercana a los 200 nm,

En esta tesis se utiliz6 HPLC en fase normal; es decir, se usé una columna polar y una
fase mévil apolar y la deteccién se realizd a los 205 nm en fase normal; para identificar y

cuantificar los diacilgliceroles presentes en las muestras y ver si hay diferencias en las

condiciones de luz y oscuridad.

-Estandarizacion de la deteccidn con mezcla de estindares
Lo primero que se realizd fue Ia estandarizacién del método. Se inyectaron 200 pL de
una mezcla de estindares que contenfa 20 pg de triolefna (TAG-54:3), 27 ug de dioleina (DAG-

36:2), 33 pg de monoleina (MAG-18:1), 54 pg de 4cido oleico (C18:1) y 100 pg de 1,2-dioleina-
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sn-glicero-fosfocolina (PC-di-18:1); todos ellos fueron resuspendidos en el solvente de carga

Hexano:Cloroforme 1:1 (wv). Todos los solventes y las mezclas de estdndares fueron

desgasificadas mediante sonicacion antes de ser utilizadas, los solventes fueron sonicados por 10

minutos y los estdndares por 2 minutos. Se {ijé el flujo de la fase mévil en 1 mE/min. La figura

36 muestra el resultado de esta elucién.
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Figura 36. Estandarizacion de la deteccién de una mezcla de estindares lipidicos con un

detector UV. Tebricamente, el hexano deberia eluir los triacilgliceroles; Ia mezcla de 75%
Hex+25% isopr deberfa eluir los mono y diacilgliceroles; la mezcla 50% Hex+50% isopr a los

4cidos grasos libres’ y el isopropanol puro a los fosfolipidos (fosfatidilcolina, PC). Isopr,

isopropanol.

A los 5 minutos apareci6é un pico cromatogréfico que probablemente- correspondia a la

TAG-54:3 ya quie eluyd con el solvente mas apolar utilizado, seguido de un segundo pico a los
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12 minutos, el cual aparecié tras el cambio de polaridad al eluir el gradiente 75% Hexano +.25%
Isopropanol y cuya identidad deberfa ser MAG-18:1 0 DAG-36:2, segin la publicacién Christie,
1986. Posteriormente, aparecieron 2 picos cromatograficos més, uno a los 15 y el otro a los 18
minutos, donde el tltimo de ellos deberia ser el C18:1. El primer pico apareci6 justo después de
haber cambiado el sistema de elucién a 50% Hexano y 50% Isopropanol y por lo tanto este
estindar posiblemente era la MAG o DAG que se corrid de la elucién esperada. También se
observé un aumento en la Hnea base, asociado al cambio de solvente. Luego, entre los 20-30
minutos sélo se eluy6 Isopropanol, con el objetivo de des-adsorber Ios Iipidos altamente polares
como la PC-di-C18:1; sin embargo, no aparecié algin pico cromatogréfico y la basal se mantuvo
alta. Por lo tanto, la siguiente corrida tendria como objetivo eluir la PC-di-C18:1 que queds

adsorbida en la columna.

-Limpieza de la columna, elucion de la fosfatidilcolinag adsorbida:

El objetivo de esta corrida era limpiar la columna, retirando la PC-di-C18:1 que habfa
quedado absorbida desde la corrida anterior. Para ello, se realizé la purga de la columna con
Isopropanol:Agua (1:1 v/v), durante 2-3 minutos. El agua contenia serina ajustada con etilamina
apH 7,5 (1:1 vv), lo que permitiria la elucidn de los compuestos altamente polares de la mezcla.
Luego, se realizé una corrida con Isopropanol:Agua (1:1 w4) por 15 minutos, para eluir el
fosfolipido. La figura 37 muestra el resultado de esta elucién.

Se observaron 2 picos agudos y rdpidos a los 4 y 5 minutos, respectivamente, los cuales

correspondfan a burbujas de aire. A los 7 minutos apareci6 un pico pequefio y poco definido que

podria ser la fosfatildilcolina.
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Figura 37. La limpieza de la columna de silica con Isopropanol:Agua (1:1 v/4) generd un
pico cromatogrifico cuya identidad pareciera ser la PC-di-C18:1. La alta polaridad de este
solvente de elucion deberia haber retirado toda la PC-di-C18:1 que quedd adsorbida en 1a corrida
anterior. El agua del solvente de elucidn contenia serina y etilamina, compuestos que ayudarfan

en la remocion del fosfolipido.

-Control de solventes y flujo de la fase movil

En la primera corrida, hubo un aumento en linea basal después de haber cambiado el
porcentaje de isopropanol en la fase mévil. Por esa razdn, se calibré el detector UV con la
-mezcla Isopropanol:Agua (1:1 wv), dejando ese valor como cero. Posteriormente, el flujo de la
fase mévil fue disminuido a 0,5 ml/min y se agregé 200 pL de solvente de carga
Hexano:Clorofomo (1:1 ), sin estindares. En la figura 38 se observa el resultado de esta

elucion.
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Figura 38. El control negativo sin lipidos revel6 Ia presencia de un artefacto en la corrida
cromatogréifica producido por el solvente de carga. En STOP se realizé el cambio manual de
isopropanol por la mezcla isopropanol:Agua (1:1 wA). Los picos pequefios y agudos
correspondieron a burbujas de aire que entran al sistema. Hex, hexano; Isopr, isopropanol. Todos

los solventes usados son de grado HPLC.

En la corrida se observé un pico cromatogréfico a Ios 5 minutos que coincidi6 con el
pico observado en la corrida 1 (Fig. 36). Este pico correspondia al solvente de carga y no a un
lipido, como se pensé en primera instancia, El solvente de carga posee cloroformo, el cual no es
transparente a los 205 nm. Esto explicaria la aparicién de este pico en las Fig. 36 y 38 y Ia
ausencia en la Fig. 37, en donde no se inyectd la mezcla de lipidos en solvente de carga. La linea
base fue relativamente constante hasta los 22 minutos de la corrida. A medida que se aumento el
porcentaje de Isopropanol en la mezcla (75% en adelante), la linea base varié ligeramente,

contrario a lo observado en Ia Fig. 36. Después de los 40 minutos de eluci6n, se realizaron pasos
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que acondicionaron la columna para una siguiente corrida. El acondicionamiento consistié en
disminuir gradualmente la polaridad del sistema de elucidn hasta terminar en hexano (solvente
altamente apolar). Para ello, se cambid la solucidn de Isopropanol:Agua por isopropanol, la cual
eluy6 por 2 minutos. En los siguientes 5 minutos, el solvente de elucidén cambid a 50% Hexano +
50% isopropanol y finalmente en los dltimos 12 minutos se aumenté el porcentaje de hexano,
hasta que Iego6 al 100%. Ya gue no se disponian de 3 bombas, como era sugerido en Christie,
1986, se realizé el siguiente arreglo: una misma bomba se wtilizé para eluir por la columna el
solvente Isopropanol HPLC y la mezcla Isopropanol:Agua (1:1 vA), ya que la polaridad de estos

dos sistemas de solventes es similar. Los cambios de solvente se realizaron de forma manual,

deteniendo el sistema de HPLC.

-Aumento del flujo de la fase movil

El artefacto observado cuando sélo hay hexano en la fase mévil permitia deducir que
s6lo estaban eluyendo 3 de los 5 lipidos de la mezcla de estdndares, quedando 2 lfpidos
adsorbidos fuertemente en la columna. Si se aumenta el flujo de Ia fase mévil, se genera una
menor interaccién entre el analito y la fase estacionaria, por lo tanto, todos los lipidos de la
mezcla deberfan eluir 00;1 la fase movil utilizada. En esta corrida, se inyectaron 200 pI', de la

mezcla de estandares mencionada anteriormente y se fij el flujo de Ia fase mévil a 1,5 mL/min.

En la figura 39 se muestra el resultado de esta elucién.
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Figura 39. El aumento del flujo de Ia fase mévil a 1,5 mL/min s6lo permiti6 eluir dos de los
cinco estindares de la mezcla, El aumento del flujo gener6é menor interaccién analito-columna,
Se observaron sdlo 3 picos cromatogréficos, los cuales eluyeron con un bajo porcentaje del
solvente polar. Se observ6 un desplazamiento de los picos cromatogréficos hacia la izquierda

(fase mévil més apolar), el primer pico corresponde al artefacto del solvente de carga.

Los dos picos cromatogrificos detectados eluyeron en una fase mévil enriquecida en

hexano. No se observé ningiin pico cromatografico con el sistema 50% + 50% isopropanol, el
cual anteriormente habia eluido dos compuestos. Sin embargo, los picos 2 y 3 fueron similares a
los encontrados en la corrida 1, donde el pico 1 (Tgr: 3,5 minutos) corresponde al artefacto

producido por el solvente de carga (Fig. 36). Cuando el gradiente se estaba enriqueciendo en
isopropanol (25%), se observé la aparicidn de 2 picos cromatogréficos, uno a los 7,5 minutos y

otro a los 9 minutos, ademds de un aumento en Ia linea base de forma similar a lo que ocurrié en
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la corrida 1 (Fig. 36). Posteriormente, se fue aumentando progresivamente el porcentaje de
Isopropanol para eluir la PC-di-C18:1, sin embargo, ésia 1iltima no apareci6 y la basal no volvié
al nivel inicial.

Por lo tanto, de fos 5 picos de lipidos que se esperaba que eluyeran (4 lipidos neutros y
la PC-di-C18:1), s6lo se observaron 2 picos cromatograficos. Surgieron dos posibles
explicaciones para esta situacién: 1) los lipidos estaban coeluyendo por el alto flujo de la fase
mévil que estdbamos utilizando (1,5 mL/min) o 2) la interaccién entre la sflica y el analito era
tan fuerte que el sistema de elucion no estaba rompiendo esta interaccién y los lipidos se estaban
quedando adsorbidos en la columna (y por consiguiente, habfa que cambiar la fase mévil). Para

verificar la primera idea se realizd la siguiente corrida.

-Disminucién del flujo de la fase movil

El flujo de las fases moviles fue disminuido a 0,75 mL/min, con el objetivo de obtener
una mejor separacion de los picos cromatograficos, debido a una mayor interaccion columna-
analito. En la figura 40 se muestra el resultado de esta elucién.

A los 5 minutos se observo el artefacto del solvente de carga. Junto a él eluyé un
segundo pico cromatografico. Este pico posefa una dindmica de elucién maés lenta y requiri6
isopropanol para eluirlo completamente. Después de esto 1a linea basal volvi6 a su estado inicial
hasta que a los 25 minutos aparecié un pico definido seguido de 2 picos errédticos que, segfin la
forma, correspondian a artefactos y no a Ifpidos. Mientras se eluia Isopropanol 100% por la
columna, aparecid un pico extendido y poco definido que demoré 18 minutos en eluir
completamente, Se esperaba que con esa fase mévil eluyera un pico grande, proporcionalmente

el doble del pico observado en la Fig. 37, el cual corresponderfa a la suma ‘de Ia PC-di-C18:1

(fosfatidilcolina) de esta corrida y la anterior, ia cual no eluy6 la Gltima vez.
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Figura 4¢. La disminucion del flujo de la fase mévil a 0,75 mL/min no permitié Ia correcta
separacién de los estindares lipidicos de la mezcla. La disminuci6n -del flujo generé mayor
interacci6n analito-columna. Se observaron s6lo 2 picos cromatograficos (1 y 2), los picos 3,4 y

Stueron probablemente artefactos.

£l

Debido a las dificultades experimentadas al seguir este protocolo, se decidié cambiar de

detector.
7.4 SEPARACION DE LAS CLASES DE LiPIDOS MEDIANTE HPLC-IR

Los detectores de indice de refraccién (IR} tienen muchas aplicaciones en el andlisis de
lipidos. El detector IR puede identificar un amplio rango de compuestos, por lo que se le
denomina un detector universal. Sin embargo, presenta baja sensibilidad comparade con los

otros tipos de detectores, requiere condiciones de elucién isocratica (sin gradiente) y es
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extremadamente sensible a pequefias fluctuaciones de temperatura.

En esta tesis se utiliz6 la misma columna de silica gel Inertsil SIL-100A (detalles en
Materiales y Métodos) y un sistema de elucién isocratico basado en la publicacién de Greenspan
y Schroeder, (1982): isooctano:tetrahidrofurano(THF):4cido férmico (90:10:0,5 v/4). Se utilizé
la mezcla de estindares descrita en los experimentos de HPLC-UV, en el solvente de carga
Hexano:Clorofomo 1:1 (wv). Todos los solventes y las mezclas de estindares fueron

desgasificadas mediante sonicacién antes de ser utilizadas.

Corrida mezcla de estdandares

El flujo de Ia fase mévil se mantuvo a 1 mL/min y se agregd 200 pL de la mezcla de
estdndares. Se mantuvieron todas las condiciones descritas en la publicacidén. La figura 41
muestra la elucién de Ia mezcla.

No se observd ninguno de los picoé con los tiempos de retencion descritos en la
publicacién. En toda la corrida la linea base se mantuvo alta. Se dedujeron 2 posibles

dificultades: 1) la columna no estaba separando la muestra o 2) el detector no estaba

funcionando de forma correcta. Para verificar la segunda idea se realizd la siguiente corrida.

.
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Figura 41. No se observé ningiin pico cromatogrifico usando el protocolo de separacion de
lipidos neutros utilizando un detector de indice de refraccién. El sistema de elucién consistié
en isooctano; tetrahidrofurano: 4cido férmico (90:10:0,5 vA), el flujo de la fase movil fue 1
mL/min y la polaridad fue negativa. Las flechas sefialan la identidad vy los tiempos de retencién
de los estdndares observados en Greenspan y Schroeder, 1982,

~Prueba sin columna de sifica, union directa eut;'e el inyector y el detector

Para corroborer el funcionamiento del detector, se realizé una prueba donde el inyector
del HPLC fue conectado directamente al detector. De esta forma la mezela de Ifpidos inyectados
pasaria directamente al detector y se deberfa observar un tinico pico cromatografice. La figura

42 muestra la elucién de la mezcla.

En los primeros 3 minutos se hizo la calibracién del equipo (se ajusté el cero). A los 6
minutos (1) se agreg6 200 uL del solvente de eluci6n isooctano:tetrahidrofurano:acido formico
{90:10:0,5 w¥) y no se observd pico cromatogréfico ni cambios en la linea base. A los 9 minutos

(2) se agreg6 200 pL de Ja mezcla de estandares y no se observo pico cromatogréfico, a pesar
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que se esperaba que eluyera un pico cromatogrifico de gran amplitud, correspondiente a la
elucién de todos los estdndares juntos. A los 15 minutos (3) se agregd 200 pL de hexano
(control), el cual deberia cambiar la linea base y no deberfa producir pico cromatografico, sin
embargo, no hubo un cambio inmediato en la linea base como se esperaba y no se observé pico
cromatografico. El cambio en la basal ocurri6 tardfamente, a los 16,5 minutos, A los 18 minutos
(4) se inyecté-nuevamente 200 pL de hexano y se observé la aparicién inesperada de dos picos
agudos a los 19 minutos. A los 20 minutos (5) se cambid Ia polaridad del detector, con el

objetivo de verificar el funcionamiento del detector y se observd un aumenio de la linea base.
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Figura 42. La conexi6n directa entre el inyector y el detector IR (sin el uso de columna)
demostré que el detector IR no estaba funcionando adecuadamente. La mezcla de
estindares fue agregada en el punto 2 y no se observé pico cromatografico. Al cambiar la
polaridad sélo se observa un aumento en la lfnea base. (1) inyeccién de 200 uL solvente elucién;
(2) inyeccion de 200 pL de mezcla de estdndares lipidicos; (3} inyeccién de 200 pL de hexano;
(4) inyeccién de 200 pL de hexano; (5) cambio de polaridad; (6) inyeccién de 200 uL de
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hexano; (7) ajuste del cero y (8) inyeccidn de 200 pL de isopropanol.

A los 21,5 minutos (6) se agregd 200 pL de hexano y no se observé un cambio inmediato, sino
gue la basal se volvié errdtica después de 3 minutos. A los 25,5 minutos (7) se ajustd
nuevamente el cero y a los 28,5 minutos (8) se agregé 200 pL de isopropanol, como un control,
observéndose un cambio en forma de pico cromatogréfico.

Esta prueba evidencié que el detector IR no estaba funcionando de forma correcta.
Como no se pudo observar la correcta separacién de los estandares lipidicos, no se corrieron las
muestras de rabdomeros en este sistema de HPLC, independiente del detector utilizado. Tras los
experimentos fallidos en el HPLC, se decidié cambiar de estrategia v se probé la cromatografia

en capa fina (TLC). Publicaciones antiguas han descrito buenas separaciones de lipidos con esta

técnica.

7.5 SEPARACION DE LOS LIPIDOS NEUTROS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
ADSORCION (TLC)

7.51. El vapor de Yodo es el mejor método de deteccion de lipidos

Se probaron dos métodos descritos en la Iiteratl:lra para identificar las bandas de lipidos
en una placa de silica gel. En el primer método se ufilizé una solucién de 2°,7'-
diclorofluoresceina al 0,1% (p/) en Metanol 95%. Esta solucién peroxida los lipidos
produciendo una banda fluorescente amariila bajo la luz ultravioleta (Stark y cols, 1993). El
spray fue esparcido sobre la placa hasta que estuvo completamente cubierta por solucién y fue
secado a temperatura ambiente. Posteriormente, la placa fue visualizada bajo luz ultravioleta,
detectando los lipidos como bandas amarillas en un fondo color ocre. Las bandas fueron
marcadas con un l4piz mina.

En el segundo método se usé vapores de yodo como método de revelado (Rietveld y
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cols, 1999), el cual es un método general de visualizacion. El yodo se intercala en los dobles
enlaces de los lipidos produciendo una mancha amarilla-café dependiendo -de la cantidad de
lipido identificado. Es un método simple y reversible de deteccién de lpidos, donde el escaneo
de la placa debe ser realizado rdpidamente.

En una placa de 20x20 cm se sembraron tres mezclas de los siguientes estdndares
lipidicos: Fosfolipidos (F. PC-di-C18:1), Monoleina (MAG-18:1), Dioleina (DAG-36:2),
Colesterol (C), Acido oleico (AGI, C18:1), Trioleina (TAG-54:3) y Colesteril oleato (EC-18:1),
en forma sucesiva, ademas de cada estindar por separado, El objetivo de este experimento era
estudiar la sensibilidad de ambas técnicas de detecci6n e identificar cada banda de la mezcla con
el estandar lipidico independiente. En la figura 43, se muestra la separacion cromatografica de
los lipidos neutros de una mezcla de estdndares y la comparacién de las dos técnicas de
deteccién realizadas. Las muestras de los carriles 1-3 fueron reveladas con vapores de yodo y
desde el carril 5-12 fueron reveladas con 2,7 -diclorofluoresceina al 0,1% y luz UV,

Tal como se describe en Kuple 1. y Zeugner S, 1978, las diferentes clases de lipidos
neuiros de un tejido animal fueron ficilmente separadas en una placa TL.C en un s6lo paso. Cada
lipido en la mezcla fue identificado en base a la posicion obtenida por el estindar individual
después de la corrida (Rf). .

La fase mavil compuesta de hexano y dietiléter permiti6 una excelente separacion de los “lipidos
neutros” de una mezcla. Los lipidos apolares (EC y TAG) migraron ripidamente y llegaron hasta
el limite superior de placa, separdndose plenamente, mientras que los lipidos medianamente
apolares fueron adsorbidos en la mitad de la placa. La separacién de los esteres de colesterol
(EC) y triacilgliceroles (TAG) no es un proceso trivial, ya que estos lipidos comparten

caracteristicas hidrofébicas muy similares.
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Figura 43. Comparacién de los métodos de deteccién de los lipidos en las placas de TLC
usando estindares comerciales. Se utilizaron mezclas de estdndares de lipidos neutros y se
sembraron a distintas concentraciones (0,5, 12,5 y 25 ug/uL) en la placa de TLC. Se utilizé
Hexano/Dietiléter/acido férmico (80:20:2 v/v) como sistema de elucién. Después del desarrollo,
los lipidos fueron detectados con vapor de yodo o con 2°,7 -diclorofluoresceina. Carril I:
mezcla de estandares con 5 ug de cada uno. Carril 2: mezcla de estandares con 25 pg de cada
uno. Carril 3: mezcla de estandares con 125 pg de cada uno. Carril 4: vacio. Carril 5: idéntico
al carril 1 (s6lo se observa la mitad del carril). Carril 6: mezcla idéntico al carril 2. Carril 7:
idéntico al carril 3. Carril 8: 125 pg de colesterol (C). Carril 9: 125 pg de monoleina (MAG).
Carril 10: 125 pg de dioleina (DAG). Carril 11: 125 pg de écido oleico (AGL). Carril 12: 125
ug de di-oleil-fosfocolina (F). Las flechas verdes indican dos bandas de colesterol con un Rf

distinto al esperado, con los circulos se destacan los lipidos identificados.




Por su parte, el dcido férmico agregado a la fase movil asegurd que los dcidos grasos libres
pudieran migrar de forma exitosa. Los lipidos complejos como los fosfolipidos y los
glicoesfingolipidos permanecieron en el origen o lugar de siembra de la muestra y se cuantifican
como una Unica clase lipidica.

Una dificultad imprevista fue la separacién de diacilgliceroles y colesterol, Segtin Kuple
L. y Zaugner S., 1978 se debia observar dos bandas separadas, donde la banda del colesterol
migra sobre la banda del DAG. Sin embargo, s6lo en [a mezcla que contiene 125 pg de cada
estdndar se visualiz6 una segunda banda leve, la cual no corresponde 2 DAG ya que no posee el
mismo Rf que el DAG que fue cormrido de forma independiente. Por el contrario, cuando se
corrieron DAG y colesterol en carriles independientes tuvieron el mismo Rf. (Figura 43, carril 8
y 10).

Las bandas correspondieron a los dobles enlaces de los estdndares, sin embargo, el
colesterol sélo posee un doble enlace en el esterano y posiblemente el yodo no tuvo acceso a este
doble enlace, debido a. un impedimento estérico. Esto podria explicar la débil tincién de éste
esténdar. En la tabla 13 se expresan los Rf obtenidos para cada lipido identificado.

Se detectaron todos los lipidos de la mezcla utilizando los dos métodos. El patrén de
migracién fue similar al esperado segiin Kuple I y Zeugner'S, 1978. El método de deteccion
mas efectivo fue el vapor de Yodo.

Con el vapor de yodo se observé, en la mayoria de los casos, una banda “pronunciada y
definida” en las distintas cantidades de muestra cargadas, la cual permanecié café por un breve
tiempo antes de desaparecer. Esto obligd a que los escaneos de la placa fuesen répidos. Las
bandas de las mezclas de lipidos fueron proporcionales a la cantidad de muestra sembrada en la

placa y no generaron bandas irregulares que sobrepasaran el carril de siembra como ocurrié con

1a 27,7 -diclofluoresceina.
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Tabla 13. Valores Rf obtenidos para cada clase de lipido.

Lipido Distancia RE
recorrida [em]

EC 15,5 0,92
TAG 104 0,62
AGL 7.8 0,46
Colesterol 4,3 0,26
DAG 43 0,26
doblete® 3,6 0,21

MAG 1,3 0,077
Fosfolpidos 0,7 0,042
Colesteraol:

banda 1 4,3 0,26

banda 2° 23 . 0,14

banda 3° 1,7 0,10

Distancia solvente de frente: 16,8 cm

“: Esta segunda banda se observé claramente en la placa tefiida con vapor de yodo.
®. Estas bandas fueron indicadas con flechas verdes en la placa teflida con 27.7'-
diclofluoresceina.

La desviacién de los estandares (tipo sonrisa) de los AGL (C18:1) y TAG (TAG-54:3)
en el revelado con yodo, se debi6 a una perturbacién de la corrida producida por el 4ngulo en
que fue colocada Ia placa de TLC en la cdmara. Si la inclinacion de la placa es mayor en uno de
sus lados, el solvente subird més rdpidamente por los bordes que por el centro, generando una Rf
distinto del mismo compuesto cargado, dependiendo de su ubicacién en la placa.

En ¢l revelado con vapores de yodo se pudo visualizar todos los esténdares de lipidos de
las mezclas de 25 y 125 pg, incluidos los diacilgliceroles. Por su parte, Ia 2°,7'-
diclorofluoresceina tifie los lipidos, visualizindolos como bandas amarillas difusas (sin

«contornos definidos) en un fondo amarilio. Esto dificult6 la identificacién de aquellos lipidos
que se encontraban en baja cantidad, los cuales no aparecieron tefiidos en la placa. En las
mezclas que contienen 'S y 25 pg de cada estdndar se observaron bandas poco intensas y difusas

entre los monoacilgliceroles y los diacilgliceroles. Sin un estandar conocido no se puede deducir
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con certeza la naturaleza del compuesto identificado.

El principal problema que surgi6 al revelar con 27,7 -diclorofluoresceina fue la dificil
visualizacién de las bandas en un trans-iluminador tradicional, ya que la placa es blanca, por lo
que es necesario utilizar dos instrumentos accesorios: una Idmpara UV que pueda ser dirigida y

una cdmara con filtro UV para poder obtener la imagen.

La limitante de ambas técnicas es Ia presencia de dobles enlaces en los 4cidos grasos
constituyentes de los diferentes lipidos. Si los lipidos de Ias muestras sélo poseen &cidos grasos
saturados, éstos no serdn teffidos ni visualizados. Esto a su vez, dificulta la cuantificacion de los
lipidos, ya que hay un cierto porcentaje de ellos que no son identificados y ese porcentaje sélo
puede ser deducido por lo perfiles de 4cidos grasos obtenidos anteriormente. Esto limita la

identificacion de una forma directa a una forma indirecta.

7.52. La baja abundancia de los DAGs dificuita su identificacidn en las muestras de
rabdomeros mediante TLC

Una muestra de rabdémeros provenientes de 1000 ojos de moscas silvestres adaptadas a
“ Iuz, fue resuspendida en 20 pL de Hexano:Cloroformo (1:1 v4), sonicadas y sembradas en la
placa. La Figura 44 muestra el desarrollo de la placa con un sistema de elucién

Hexano/Dietiléter/dcido formico (80:20:2 vA).

142




!
{
AGL—>
Q' |
! |
‘t [
|
1
% s
DAGy—> A Be
colesterot |
|
i I I «—— Bandas
MAG _)‘ N, [ desconocidas

F _>‘. m———— i
\
} o «<—— Moléculas altamente

‘ 4
—t —— ~ polares

1 2 3

Figura 44. Separaci6n de lipidos neutros de una muestra de rabdémeros de ojos de moscas
silvestres adaptadas a Iuz mediante TLC, Estindares de lipidos neutros: Monoleina, MAG;
Diolefna, DAG; Colesterol; 4cido oleico, AGL; Trioleina, TAG; Colesteril oleato, CE; y
fosfolipidos, F; fueron mezclados (125 pg de cada uno) y aplicados en la placa de TLC. Despuss
del desarrollo, los lipidos fueron detectados con vapores de yodo. Se agregé 125 pg de dioleina
para la identificacién de los diacilgliceroles de las muestras biol6gicas. Carril I: mezcla de
estdndares con 125 pg de cada uno. Carril 2: muestra de ojos silvestres, fraccién P2 adaptada a
luz. Carril 3: 125 pg del estandar diolefna (DAG).

Se logr6 identificar de forma clara gran parte de los Hpidos neutros que estaban
presentes en las muestras de rabdémeros: los esteres de esterol (como un doblete),
triacilgliceroles y dcidos grasos libres. Sin embargo, los diacilgliceroles, los cuales son lipidos de
interés en esta prueba, presentaron una marca débil en forma de doblete que no fure observado en

la mezcla de estindares. Este doblete evidencia que habian dos compuestos que posefan una
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polaridad similar y que no podian ser resueltos con este sistema de eluci6n. Una de esas bandas
era DAG y Ia otra posiblemente colesterol o ergosterol. Se ha descrito que en las membranas de
Drosophila existe una predominancia de ergosterol (69%) sobre el colesterol (3%), Rietveld y
cols, (1999)..No obstante, no existe ergosterol comercial para hacer pruebas y sin ello, es dificil
asegurar la identidad de ese compuesto. La banda de los MAGs en la muestra de rabdémeros fue
débil y esto probablemente se debid a una baja abundancia de este compuesto en la muestra
(traza). Ademds se observd una banda desconocida entre los DAG y MAG, Los fosfolipidos se
visualizaron en la linea de concentracién de la muestra y no migraron en la placa. Esto se debi6 a

la baja polaridad del solvente de eluci6n.

Posteriormente, dos muestras de 1000 ojos cada una (de moscas silvestres adaptadas a
oscuridad y luz), que estaban almacenadas en cloroformo y en fiio, fueron secadas bajo corriente

de nifrégeno, resuspendidas en 20 pL. de Hexano:Cloroformo (1:1 vA), sonicadas y sembradas

en la placa. La figura 45 muestra el desarrollo de la placa.




<« EC

F |

. DAG ¥
¢ Colesterol

Figura 45. Composicién lipfdica de la muestra de rabdémeros de ojos silvestres adaptados
a la oscuridad y a la Iuz no presenta diferencias. Se aplicaron los pellets de ambas
condiciones en una placa de silica gel. El desarrollo de la cromatografia se realizé seglin
Materiales y Métodos. Carril 1: 62,5 pg del estindar dioleina (DAG). Carril 2: mezcla de
estindares con 62,5 ug de cada uno. Carril 3: muestra de ojos silvestres, fraccién P2 adaptada a
oscuridad. Carril 4: muestra de ojos silvestres, fraccién P2 adaptada a luz. Los rectingulos
indican compuestos desconocidos y el asterisco indica las bandas difusas de DAG y colesterol.
Los compuestos altamente polares, que no migran con el sistema de elucién utilizado, se

visualizan como una aureola en Ia zona de siembra.
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En las muestras de rabdomeros de ojos silvestres adaptados a la oscuridad y a Ia luz, la
banda de los diacilgliceroles se observa como un doblete débil que desaparece ripidamente al ser
revelada con vapor de yodo. En este experimento, al igual que en anterior, se utiliz6 el doble de
muestra (1000 ojos) y a pesar de eso, los DAGs no se logran identificar de forma clara con esta
técnica cromatogréifica. La obtencién de una muestra de 250 ojos es laboriosa, requiere 125
moscas y hartas horas de diseccion; este hecho dificulté fuertemente Ia continuacién de
experimentos con esta técnica cromatogréfica. Por lo tanto, 1a baja abundancia de los DAGs en
las muestras de rabdémeros hizo extremadamente compleja su identificacién de estos lipidos con
esta técnica cromatogréfica de baja sensibilidad. Ademds, se sumé la dificultad de diferenciar Ios
diacilgliceroles del colesterol, los cuales coeluyeron en estos experimentos.

Adeémds se observo una banda entre los esteres de colesterol y los triacilglicéridos que no estaba
descrita en Kuple y Zeugner, 1978. Como no se disponfa de un estindar lipidico que tuviera ese
Rf, no se pudo determinar la identidad de ese compuesto. Lo mismo ocurrié con las bandas que

se visualizaron entre los diacilgliceroles (DAG) y los monoacilgliceroles (MAG).

Debido a las dificultades observadas con estas dos técnicas analiticas (HPLC y TLC), se

. *

decidid hacer el andlisis de los diacilgliceroles con una técnica mas sensible (con una capacidad
de deteccion >10° veces que el espectrémetro de masas utilizado en el andlisis de los dcidos

grasos), que involucraba a un moderno sistema HPLC llamado UPLC (Uitra Performance Liquid

Chromatography) acoplado a espectrometria de masas de witima generacién (FT-MS).
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