Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 61 (2017): 69-81.

EVENTOS DE SENALIZACION LIPIDICA DURANTE INJURIAS OXIDATIVAS
EN EL SISTEMA NERVIOSO

Gabriela A. Salvador*, Melina V. Mateos*, Romina M. Uranga?®,
Guadalupe Rodriguez Diez y Norma M. Giusto

Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Bahia Blanca, Universidad Nacional del Sur, Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas. Camino La Carrindanga Km7 B8000FWB, Bahia Blanca, Argentina.
E-mail: salvador@criba.edu.ar

Resumen

Diversas patologias del sistema nervioso central tienen su origen en un desbalance de
los mecanismos normales de oxido-reduccién celular. En este aspecto, se le ha asignado al estrés
oxidativo inducido por la acumulacién de hierro un rol significativo en el desarrollo de enfermedades
tales como la enfermedad de Parkinson (EP) y la enfermedad de Alzheimer (EA). La acumulacién
de hierro, sin el concomitante incremento en ferritina ocurre en el cerebro tanto en el proceso de
envejecimiento neuronal como en los procesos neurodegenerativos. En este sentido la metaloneuro-
biologia ha estado y se encuentra estudiando el rol de distintos metales de transicién en los procesos
de injuria neuronal y su relacién con la aparicién de los primeros signos de neurodegeneracién.
Las neuronas han desarrollado diversos mecanismos de proteccién contra el estrés oxidativo, entre
ellos se encuentra la activacién de diversas vias de senalizacién. La respuesta final dependera de
la identidad, la intensidad y la persistencia del insulto oxidativo. La caracterizacién de los meca-
nismos que median los efectos de los procesos de injuria oxidativa mediados por la acumulacién
de hierro en la disfuncién y en la muerte neuronal son centrales para el entendimiento de los
mecanismos patolégicos que intervienen en diversos procesos neurodegenerativos. Actualmente
existen importantes evidencias acerca de la relacién entre una anormal o desregulada sefnalizacién
lipidica y los eventos de injuria oxidativa en el desarrollo de las enfermedades neurodegenerati-
vas. En este articulo describiremos el rol de diferentes vias de sefializacion lipidica tales como la
fosfatidilinositol 3-quinasa/Akt, la fosfolipasa C especifica para fosfatidilcolina, la fosfolipasa D y
la fosfolipasa A, en los eventos de senalizacién disparados por la neurotoxicidad inducida por la
acumulacién de hierro.
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Abstract

Lipid signaling events during oxidative injury in nervous system. The importance
of oxidative damage to the pathogenesis of many neurodegenerative processes has become increasingly
apparent over the past few years. Furthermore, it has been suggested that iron-induced oxidative
stress can play a key role in the pathogenesis of several neurodegenerative diseases. Iron progres-
sively accumulates in the brain both during normal aging and neurodegenerative processes. However,
iron accumulation occurs without the concomitant increase in tissue ferritin, which could increase
the risk of oxidative stress. Moreover, high iron concentrations in the brain have been consistently
observed in Alzheimer s (AD) and Parkinson s (PD) diseases. In this connection, metalloneurobiol-
ogy has become extremely important in establishing the role of iron in the onset and progression of
neurodegenerative diseases. Neurons have developed several protective mechanisms against oxidative
stress, among them the activation of cellular signaling pathways. The final response will depend on
the identity, intensity and persistence of the oxidative insult. The characterization of the mechanisms
mediating the effects of iron-mediated increase in cell oxidants on neuronal dysfunction and death is
central to understanding the pathology of a number of neurodegenerative disorders. Accumulating
evidence points toward a potentially important link between abnormal or deregulated lipid signaling
and oxidative stress in the development of neurodegeneratives diseases. In this article, we will review
the role of phosphatidylinositol 3-kinase/Akt, phosphatidylcholine-specific phospholipase C, phospholi-
pase D and phospholipase A, pathways in signaling events triggered by iron neurotoxicity.
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Introduccién

Las reacciones de oxido-reduccién par-
ticipan en multiples procesos bioldgicos del me-
tabolismo celular. Estas reacciones implican la
transferencia de electrones y pueden generar
productos conocidos como radicales libres (RL)
o especies reactivas de oxigeno (ROS). En con-
diciones fisiolégicas existe un equilibrio entre
los factores que promueven la oxidacién y los
factores protectores que regulan la formacién
de RL. Un desbalance entre la generacién de RL
y los procesos de defensa antioxidante genera
estrés oxidativo. La injuria oxidativa induce en
la célula efectos toxicos por oxidacién de lipidos,
proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, hecho
que produce la acumulacién de agregados intrace-
lulares, disfuncién mitocondrial, excitotoxicidad
y apoptosis.

El cerebro es un 6rgano particularmente
sensible a la injuria oxidativa debido a la elevada
tasa de consumo de oxigeno, su alto contenido de
sustancias facilmente oxidables como los dcidos
grasos poliinsaturados y las catecolaminas, ade-
més de su escasa defensa antioxidante [1-3]. La
peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados en
las membranas celulares inicia un deterioro acu-
mulativo de las funciones de membrana y provoca
disminucién en su fluidez, reduccién en el poten-
cial electroquimico y aumento de la permeabilidad
de la misma. La formacién de lipidos modificados
por oxidaciéon puede causar disfun-cién celular,
y en células posmitéticas como las neuronas, la
muerte [1-4]. Otro tejido particularmente suscep-
tible al dafio oxidativo es la retina debido a su alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados y a su
constante exposicién a la luz [5,6]. A su vez, el
estrés foto-oxidativo puede estar exacerbado por
un desbalance en la homeostasis de los metales
de transicién. Diversas investigaciones sugieren
que el hierro es importante en los procesos neuro-
degenerativos retinianos y que los niveles de este
metal se encuentran aumentados en la degenera-
cién macular relacionada con la edad [7].

El hierro, metal importante para muchos
procesos celulares normales, puede actuar como
generador de radicales libres en diversas patolo-
gias [1,8,9] provocando peroxidacion lipidica, de-
terioro en los transportes de glutamato y glucosa,
y disfuncién mitocondrial. El efecto de este metal
de transicién sobre las membranas biolégicas
es comparable al producido por el péptido beta-
amiloide (BA), dado que la peroxidacién lipidica
parece ser uno de los eventos primarios inducidos
por el péptido y que estaria causalmente ligado a
la disrupcién de la homeostasis i6nica, al aumento
en la concentracién intracelular de calcio, y al
dafio y muerte celular [10-12]. La acumulacién de

hierro, sin el aumento concomitante de ferritina,
es una observacién constante tanto en la enfer-
medad de Alzheimer, como en la enfermedad de
Parkinson [13].

El cobre es otro metal de transicién que
se comporta como inductor de estrés oxidativo y
por ende también ha sido relacionado con enfer-
medades neurodegenerativas [14]. Investigaciones
recientes han indicado que los niveles de Cu libre
estdn incrementados en los pacientes con EA y
que este metal podria estar involucrado en la
patogénesis de la enfermedad. Diversos estudios
demuestran que una ingesta elevada de Cu, como
la que se produce a raiz de diversos suplementos
dietarios, junto con una dieta alta en grasas in-
cide en una mayor declinacién de las propiedades
cognitivas [15].

A su vez ha sido demostrada una estre-
cha correlacién entre los metales de transiciéon y la
agregacion de péptidos amiloidogénicos tales como
el BA y la a-sinucleina (presente en los cuerpos
de Lewis de la EP) [16]. Ambos péptidos poseen
la habilidad de unir metales de transiciéon y, como
consecuencia, se los postula como mediadores de
las reacciones redox [17]. De hecho, el péptido BA
(1-42) posee sitios de unién para Zn(Il), Cu(l) y
Fe(II) en su extremo hidrofilico N-terminal [18].
Como se mencioné anteriormente, la homeostasis
del Fe y del Cu se encuentra alterada en la EA y
la concentracion de estos metales alcanza valores
de 3 a 5 veces superiores a las fisiolégicas [19].
Asimismo, existen evidencias concluyentes acerca
del rol del hierro y del cobre en el proceso de agre-
gacion y formacién de fibrillas tanto del BA como
de la a-sinucleina. Todos estos datos permiten
establecer una estrecha correlaciéon entre distin-
tas entidades patoldgicas como la acumulacién de
metales de transicién, la agregacion proteica y el
dafo oxidativo en neuronas [18,20].

Las neuronas han desarrollado diversos
mecanismos de neuroproteccién contra el estrés
oxidativo, entre los cuales se encuentra la acti-
vacion de diferentes mecanismos de sefalizacién
celular. Tanto la actividad como el estado meta-
bolico de las terminales nerviosas son capaces de
regular la expresién génica en neuronas, proceso
esencial para la supervivencia, la diferenciacién
y plasticidad neuronales [21]. La capacidad del
sistema nervioso central de comunicar un es-
timulo transitorio desde la sinapsis al ntcleo
celular, para regular la expresion génica, requiere
la relocalizacién de factores de transcripcidn, los
cuales después de su activaciéon pueden migrar
desde el citoplasma axonal al ntcleo o viceversa
[22]. Particularmente en las enfermedades neu-
rodegenerativas como la EA se ve afectada la
actividad sindptica. Esta reportado que las pri-
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meras manifestaciones de la EA ocurren a nivel
de las sinapsis, y tanto el estudio de las mismas
como la exposicién de las terminales a insultos
oxidativos constituyen un modelo adecuado para
el estudio de los mecanismos moleculares de esta
patologia [21,23,24].

Ante la injuria oxidativa, la decision ce-
lular entre vivir o morir queda sujeta a la estricta
regulacién e integracién de multiples vias de se-
fializacién. En lineas generales, la activacién de la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) se correlaciona
con la supervivencia celular. Las PI3Ks han sido
clasificadas en tres grandes subfamilias de acuer-
do a su estructura y a su especificidad de sustrato.
La clase IA es un heterodimero formado por una
subunidad regulatoria p85 (p85«, p856p v p55Y) ¥
una subunidad catalitica p110 (p110c, p110B y
pl108). La clase I de las PI3Ks tiene como efector
principal a la serina/treonina quinasa Akt (PKB).
Una vez activa, Akt incrementa la sintesis de
glucogeno y el metabolismo celular a través de la
inactivacién de los factores de transcripcién de la
familia FOXO y de la glucdgeno sintetasa quinasa
3B (GSK3pB) [25-30]. Asimismo, la via PI3K/Akt
promueve la supervivencia celular mediante la
fosforilacién e inhibicion de diferentes proteinas
inductoras de muerte tales como: GSK3p, la pro-
teina de muerte asociada a Bel-2/BelxL (BAD),
la caspasa 9, y los factores de transeripcion de
la familia FOXO [31-34]. Recientemente, ha sido
reportado que Akt también fosforila e inactiva
a diferentes miembros de la familia de las JNK
[35]. Por otro lado, la fosfatasa PTEN (fosfatasa y
homoélogo de la tensina) juega un rol clave en los
procesos de supervivencia y apoptosis mediante la
inhibicién de fosfoproteinas activadas por la via
PI3SK/Akt. PTEN es entonces el mayor regulador
negativo de la via PI3K/Akt, ya que cataliza la
degradacion de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP,) a fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,).
Diversos estudios sugieren que la inhibicién de
PTEN tendria roles neuroprotectivos en desor-
denes de tipo neurodegenerativo [36-38].

La familia de las quinasas ERK, se en-
cuentra activada en un amplio rango de procesos
celulares. En neuronas especificamente, ERK pue-
de funcionar promoviendo tanto la supervivencia
como la muerte celular. Por otro lado, existen
evidencias de que la PI3K acttia como activador
de ERK en procesos de injuria oxidativa. Diversos
factores de transcripcién han sido identificados
como sustratos de Akt activada, los cuales podrian
mediar la expresién de enzimas antioxidantes.
Como se mencioné anteriormente, Akt fosforila
diversos factores de transeripcién de la familia
FOXO y también participa en la activacion del
factor nuclear kappa B (NF-xB) [36]. En este as-
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pecto, ha sido demostrado que la activacion de la
via PISK/Akt aumenta la expresién de la enzima
superoxido dismutasa a través de la activacién
de NF-«B [39]. A pesar de los datos existentes,
ain quedan numerosos interrogantes acerca del
rol de la via PI3K/Akt en los procesos de injuria
oxidativa neuronal.

Otra importante via de senalizacion li-
pidica es la generacion de mediadores a partir de
la fosfatidilcolina (PC). Este fosfolipido es el més
abundante de las membranas celulares, tanto en
eucariotas asi como también en algunas células
procariotas, constituyendo entre el 40 y el 50%
de los fosfolipidos (PL) totales. La PC se consi-
dera una fuente de mediadores lipidicos ya que
a partir de su hidrdlisis se generan mensajeros
intracelulares tales c6mo como el diacilglicerol
(DAG), el acido fosfatidico (PA), el 4cido araquidé-
nico (AA) y la lisofosfatidilcolina (LPC) [40-42].
La generacién de estos segundos mensajeros se
debe a la accién de fosfolipasas, enzimas cuya
activacion puede ser disparada por diversos esti-
mulos como factores de crecimiento, citoquinas,
neurotransmisores, hormonas y otras sefiales
extracelulares [43-45].

Al ser hidrolizada por una fosfolipasa D
(PLD), la PC genera PA mientras que la accién
subsiguiente de una fosfatasa de PA genera DAG.
Por otro lado una fosfolipasa C especifica para
PC (PC-PLC) puede hidrolizar directamente la
PC a DAG y fosfocolina [40-42]. Estudios mads
recientes concluyeron que la actividad enzimatica
correspondiente a la hidrolasa de PA es ejercida
por una familia de isoenzimas con especificidad
por varios lipidos fosfatos como el PA, el LPA,
la esfingosina-1-fosfato y la ceramida-1-fosfato
entre otros. Estas enzimas son ahora conocidas
como lipido fosfato fosfatasas (LPPs), proteinas
integrales de membrana de las cuales se han des-
cripto 3 isoformas en mamiferos: LPP1 (PAP2a),
LPP2 (PAP2c) y LPP3 (PAP2b) con una mayor
eficiencia catalitica para LPA, PA y esfingosina-
1-fosfato respectivamente [46-49].

Se ha especulado que la activacién de
estas vias generadoras de DAG a partir de la
PC, que no conducen a un aumento del Ca?*
intracelular, participarian en la activacién de
isoformas de proteinas quinasas C (PKCs) inde-
pendientes de Ca?* [50]. Si bien las PKCs fueron
las primeras proteinas en las cuales se describié
la capacidad reguladora del DAG, desde este
descubrimiento hasta la fecha se han descripto
otras cinco familias de proteinas capaces de ser
moduladas por el DAG: las proteinas quinasas D
(PKD), las quimerinas, las protefnas liberadoras
de nucleétidos de guanina de Ras (RasGRPs), las
Muncl3s y las DAG quinasas (DAGKs). Todas
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estas proteinas se caracterizan por la presencia en
su secuencia de al menos un dominio conservado
1 (C1), con diferentes especificidades y afinidades
por el DAG [51].

El DAG ademés juega importantes roles
en la estructura y en la dindmica de las mem-
branas biolégicas. Cuando este lipido bioactivo se
concentra en pequenas regiones de la membrana,
su curvatura negativa y su falta de carga inducen
regiones inestables y asimétricas en la bicapa
lipidica participando en los procesos de fusién y
fisién de membranas [47].

En mamiferos se han reportado dos
genes (ambos con variantes de “splicing”) que
codifican para dos isoformas de la PLD: PLD1
y PLD2 [52-54]. El sitio activo de estas enzimas
estd compuesto por dos dominios cataliticos HKD,
los cuales se encuentran particularmente bien
conservados tanto en las PLDs de eucariotas
como en las bacterianas. Ademas, estas proteinas
poseen un dominio PH (implicado en la unién a
fosfatidilinositol bi y trifosfato) y un dominio PX
(de homologia a phox). Ambas isoformas presen-
tan un requerimiento précticamente absoluto de
PIP, [55].

Aunque existe una homologia conside-
rable entre los genes, los subtipos PLD1 y 2 pre-
sentan diferencias significativas en cuanto a su
distribucién subcelular y regulacién. La PLD1 es
una proteina de 120 kDa, localizada en la regién
perinuclear y en el Golgi, que prédcticamente no
posee actividad basal y que es regulada por la
PKCa y por proteinas G pequenas tales como
ARF y Rho. En cambio, la PLD2 tiene un peso
molecular de 100 kDa, se localiza principalmente
en la membrana plasmadtica y presenta una alta
actividad basal en comparacién con la isoforma
PLD1 [44, 50, 55, 56]. Las isoformas de la PLD
estan presentes tanto en las neuronas (indepen-
dientemente de su neurotransmisor) como en
los astrocitos y en los oligodendrocitos. En ratas
adultas, la PLD1 se expresa en dreas del cerebro
ricas en neuronas colinérgicas y en células gliales
como los oligodendrocitos, mientras que la PLD2
se expresa altamente en los astrocitos [50].

. Un rol fundamental de la PLD en el sis-
tema nervioso central es su participacién en los
procesos de exo y endocitosis, dado que el PA
promueve la distorsién de la bicapa lipidica esti-
mulando la fusién de membranas [57, 58]. Ade-
mas, las interacciones ARF-PLD1 controlan pasos
especificos en el trafico vesicular y en la fusién
de membranas [56, 59]. Algunos estudios también
han postulado a la PLD como un regulador de los
niveles de colina y de la sintesis de acetilcolina en
las neuronas colinérgicas [50,60]. Tanto la sobre-
expresion de la PLD1 como de la PLD2 aumenté

la sintesis de acetilcolina en células colinérgicas
murinas SN56 [61]. E1 PA producido por ambas
isoformas de la PLD es reconocido como un lipido
de seiializacién y participa como efector de mil-
tiples procesos celulares tales como proliferacién,
diferenciacién y respuesta inmune (44, 55, 62].
Diversos estudios han demostrado que la PLD
puede ser activada por estrés oxidativo inducido
por peroxido de hidrégeno (H,0,) en células en-
doteliales, en astrocitos y en musculo liso. Entre
los mecanismos de activacién de la via de la PLD
por injuria oxidativa se encuentran varios facto-
res tales como ciertas tirosina-quinasas, PKC y
MAPK. A su vez, se ha relacionado la activacién
de la PLD inducida por H,0, como una condicién
indispensable para la activacién de la PISK.

La via de generacién de DAG menos ex-
plorada hasta el momento es la via de la PC-PLC.
Si bien el rol y la estructura de esta enzima han
sido bien estudiados en células procariotas en
mamiferos la PC-PLC no ha sido aiin clonada,
aunque si se ha demostrado la generacién de DAG
y fosfocolina a partir de PC en diversos tejidos de
rata, en sinaptosomas de cerebro de ratén y en el
plasma seminal de toro [63-67].

Sin duda, el rol de la PC-PLC en ma-
miferos ha sido mayoritariamente estudiado en
células del sistema inmune, tales como células
B provenientes de linfomas murinos en donde
se demostré que la actividad de la PC-PLC es
necesaria para la activaciéon de STAT6 luego de
la estimulacién con la interleuquina 4 (IL-4) [68].
En monocitos la activacion del receptor de IL-4
origina un aumento en los niveles de DAG y de
fosfocolina, producto de la actividad de la PC-PLC
[69]. También en células “natural killers” (NK) se
demostr6 la colocalizacién de la PC-PLC con los
granulos de perforinas y su rol fundamental en
la citotoxicidad mediada por estas células [70-72].
Nuevos roles de la PC-PLC han sido descriptos
recientemente en macréfagos, como la participa-
cién de esta enzima en la secrecién de la citoquina
CCL2 y la regulacién de la produccién del factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) y de la IL-1p en
la respuesta inflamatoria inducida por la silica en
macroéfagos alveolares [73, 74]. A pesar de estos
antecedentes reportados en las células del sistema
inmune, muy pocos son los estudios que se han
realizado para dilucidar el rol de la PC-PLC en
el sistema nervioso.

De lo expuesto anteriormente se deduce
que la caracterizacion de los eventos de senaliza-
cién celular que involucran mediadores lipidicos
es un campo practicamente inexplorado, el cual
podria contribuir al menos en parte, al esclare-
cimiento de las bases moleculares de la neurode-
generacion.
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Modelo de estrés oxidativo inducido por
Fe?* en terminales sindpticas de ratas
adultas y seniles

Dado que la pérdida de las terminales
sindpticas parece ser un evento temprano en el
dano celular que ocurre en la EA y que constituye
el parametro mejor relacionado con el grado de
avance de la enfermedad, el uso de sinaptosomas
es ampliamente aceptado para el estudio de las
bases moleculares que acttian en los procesos
neurodegenerativos. En este estudio se establecié
un modelo in vitro de estrés oxidativo inducido
sobre terminales sindpticas obtenidas a partir
de corteza cerebral de ratas de la cepa Wistar
adultas (4 meses) y seniles (28 meses). En el
establecimiento de este modelo se incubaron las
terminales sindpticas purificadas con distintas
concentraciones de Fe?* (sulfato ferroso) y de Cu
2* (sulfato de cobre). Los ensayos de induccién
de dafno oxidativo se llevaron a cabo en funcién
del tiempo (5-60 min) y para evaluar el grado
de injuria sindptica se determinaron diversos
parametros tales como la capacidad reductora
de la mitocondria, la integridad de la membrana
plasmaética, la funcionalidad del transportador de
glutamato y el grado de peroxidacién lipidica.

El transporte de glutamato ha sido re-
portado como uno de los pardmetros comprome-
tidos, junto con la funcién mitocondrial, en los
desérdenes neurodegenerativos que involucran
estrés oxidativo. La incorporacién de [*H]-glu-
tamato en sinaptosomas (Syn) expuestos a Fe**
50 uM ha demostrado no presentar alteraciones
a cortos tiempos de exposicién. Sin embargo,
los tiempos crecientes de exposicion al metal
resultaron en una disminucién dependiente del
tiempo en la incorporacién de este aminodcido.
Contrariamente, la actividad mitocondrial y la
integridad de la membrana plasmatica mostraron
ser los parametros mas tempranamente afectados.
Los estudios de viabilidad sinaptosomal han de-
mostrado que el Fe?* en diferentes concentracio-
nes (10, 50, y 200 uM) es capaz de disminuir la
capacidad reductora normal de las mitocondrias
sindpticas significativamente en todos los tiempos
de incubacién ensayados (5, 30 y 60 minutos).
Esto demuestra que aun los tiempos cortos de
exposicién (5 minutos) son suficientes para la
aparicion de los primeros signos de injuria oxida-
tiva. De manera similar, los estudios de liberacién
de lactato deshidrogenasa (LDH) demostraron
que, efectivamente, la integridad de la membrana
sinaptosomal también se ve significativamente
deteriorada luego de 5 minutos de exposicién al
Fe?*, y que dicho deterioro es dependiente tanto
de la concentracién del metal como del tiempo de
exposicién al mismo [75].
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El 4-hidroxinonenal (HNE) es conside-
rado el mas abundante y téxico producto de la
peroxidacién lipidica [76] y ha demostrado ser
el responsable del deterioro del transporte de
glutamato y de la funcionalidad mitocondrial
por su capacidad de unirse covalentemente a las
proteinas y modificar su funcién. Por otra parte,
se estima que serfa un mediador importante de
la disfuncién y la degeneracién sinaptosomales
inducidas por insultos oxidativos. En efecto, se
ha comprobado la generacién de HNE como con-
secuencia de la incubacién de los sinaptosomas
con Fe?*, resultado consistente con los reportes
de Keller et al. [10,11]. Una incubacion breve (5
minutos) en presencia Fe?* ha demostrado ser
suficiente para aumentar la generacion de HNE
en la terminal sinaptica aislada [77].

Debido al conocido enriquecimiento en
hierro y cobre que presentan las placas amilodeas
encontradas en la enfermedad de Alzheimer [19],
también estudiamos el efecto del Cu?* sobre las
terminales sindpticas de rata purificadas. En este
caso, la concentracion utilizada se eligi6 de acuer-
do a lo reportado por la literatura como concen-
traciones halladas en el espacio sinédptico durante
el proceso de transmisién (10-15 uM) [78]. En este
caso, se ha observado que el Cu?* produce un dafo
mitocondrial leve pero significativo luego de una
breve incubacién, el cual aumenta ligeramente
tras 30 minutos, pero no induce un dafo superior
a mayor tiempo de exposicion.

Actividad y regulacion de la via PISK/Akt
en terminales sindpticas expuestos a injuria
oxidativa por metales de transicién

Los efectos del estrés oxidativo sobre la
via de sefalizacion PI3K/Akt fueron abordados a
través de diferentes estrategias experimentales:
a) estudios de marcaciéon de los fosfoinositidos
endogenos (presentes en las membranas sinap-
tosomales) empleando [y **P]ATP y un conocido
inhibidor de la PI3K, LY294002; b) estudio de la
actividad de la PI3K en inmunoprecipitados de
sinaptosomas expuestos al metal; ¢) estudio de la
fosforilacién de Akt mediante la técnica de Wes-
tern blot en sinaptosomas incubados con el metal.
A partir de cualquiera de las tres aproximaciones
experimentales se ha observado que la via PI3K/
Akt es activada solo luego de breves exposiciones
al metal en cuestion, es decir, en condiciones de
injuria oxidativa leve. Adicionalmente, se estudié
el estado de fosforilacién (y consiguiente inacti-
vacién) de la enzima GSK3, importante efectora
de la via que se encuentra corriente abajo de Akt.
También en este caso se ha comprobado que la
fosforilaciéon de la enzima GSK3p aumenta no-
tablemente tras 5 minutos de exposicién al Fe?*
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(coincidiendo temporalmente con la activacion de
las enzimas PI3K y Akt) aunque también se ha
advierte un aumento menor a los 30 minutos en
presencia del metal.

De acuerdo a investigaciones realizadas
por Luo et al. [79], el BA activa a la PI3K, tanto
en neuronas corticales como en células PC12, por
un mecanismo mediado por quinasas de tirosinas.
Dado que han sido descriptas las similitudes en
los mecanismos generadores de dafo por parte
del BA y del Fe** (ambos generan HNE por pe-
roxidacién lipidica, el cual seria responsable de
los efectos deletéreos), se procedié a indagar los
efectos del Fe?* 50 uM sobre los niveles de fosfori-
lacién en tirosinas de las proteinas presentes en
la terminal sindptica. En concordancia con esos
resultados, se ha observado que la exposicién de
los sinaptosomas al metal provoca un marcado
incremento en la fosforilacién de los residuos
tirosinas de varias proteinas sinaptosomales. Ade-
més, los ensayos enziméticos han demostrado
que la fosforilacién en tirosinas es un proceso
intimamente involucrado en la activacién de la
PI3K por Fe?*. Diversos estudios han demostrado
la participacién de la quinasa Src en el proceso
de activacién de Akt por fosforilacién de sus re-
siduos Tyr315 y Tyr326; se considera que ambas
fosforilaciones preceden a las descriptas para los
residuos Ser473 y Thr308 [80]. Se atribuye a la
quinasa Src la capacidad de fosforilar ambos resi-
duos tirosinas [80]. El mecanismo propuesto indi-
ca que Akt translocarfa a la membrana plasmatica
como consecuencia de la activacién de la PI3K, y
alli quedaria disponible para la fosforilacién por
parte de Src en primera instancia, y por PDK1 y
PDKZ2, luego. En nuestro sistema experimental se
ha demostrado la asociacién (por coinmunopre-
cipitacién) entre Akt y Src, y no se han hallado
diferencias en los niveles de asociacién de ambas
quinasas entre los sinaptosomas sometidos al
insulto oxidativo y los controles. Sin embargo, se
ha comprobado que la fraccién de Akt fosforilada
en Ser473 asociada a Src es notablemente mayor
en la condicién expuesta al estrés oxidativo. Este
hallazgo podria denotar que frente a la injuria
oxidativa el mecanismo de transduccién de la
seilal corriente abajo de la PI3K involucra a la
quinasa Src, la cual podria asociarse a Akt y ca-
talizar la fosforilacién en tirosinas de la misma
en forma previa a la fosforilacién en Ser473, o
coincidentemente con ella.

Las especies reactivas de oxigeno son
consideradas un factor clave en el proceso de en-
vejecimiento del sistema nervioso. En relacion al
cerebro y el envejecimiento, han sido reportados
varios cambios que contribuirian al deterioro de
las funciones sindpticas, por ejemplo: cambios en

la fluidez de la membrana plasmadtica neuronal,
en la homeostasis del caicio y en la sefializacién
intracelular [81,82]. Varios estudios han sugerido
que el deterioro en el funcionamiento mito-con-
drial como consecuencia del estrés oxidativo es el
principal contribuyente a las alteraciones cerebra-
les asociadas con la edad [83,84]. En este sentido,
las mitocondrias cerebrales de individuos seniles
son particularmente vulnerables a la peroxidacién
lipidica, debido al alto consumo de oxigeno que
presentan, asociado a su elevado contenido de
acidos grasos poliinsaturados; a esto se suma una
deficiente defensa antioxidante y un alto conteni-
do de metales de transicién cerebrales. Por todo
esto, se ha investigado el efecto del estrés oxida-
tivo inducido por Fe?* en terminales sindpticas
de corteza cerebral de ratas seniles y se ha com-
parado con el observado en los sinaptosomas de
animales adultos. En este caso, se ha encontrado
que tanto la capacidad reductora normal de las
mitocondrias como la integridad de la membrana
sinaptosomal se ven deterioradas (al igual que lo
hallado en los adultos) significativamente luego
de incubar los sinaptosomas en presencia de Fe?*
durante los tres tiempos estudiados. Por lo tanto,
también para las terminales sindpticas seniles los
tiempos cortos de exposicién (5 minutos) son su-
ficientes para la aparicién de los primeros signos
de injuria oxidativa. Lo interesante de estos resul-
tados es que frente a las exposiciones intermedia
y prolongada, las terminales sindpticas seniles
han demostrado ser mucho més vulnerables a los
efectos del Fe?* que las adultas, tanto en términos
de viabilidad mitocondrial como en lo atinente a
la integridad de la membrana plasmatica sinap-
tosomal. Este hecho podria explicar parcialmente
el signo patognoménico de varios desérdenes neu-
rodegenerativos asociados al envejecimiento que
cursan con estrés oxidativo: la pérdida masiva de
las terminales sinapticas.

De manera similar a lo observado en ani-
males adultos, la fosforilacién de Akt en Serd73 se
ve aumentada luego de 5 minutos de exposicién al
insulto oxidativo, pero a diferencia de los resulta-
dos obtenidos en animales adultos, esta activacion
persiste hasta los 30 minutos. Del mismo modo,
la inactivacion de GSK3[ no solamente coincide
temporalmente con la estimulacién de la PI3K sino
que ademés es dependiente de la misma [77].

Al investigar la participacién de la qui-
nasa Src en el proceso de fosforilacién de Akt, se
ha encontrado que el mecanismo de activacién de
esta difiere del hallado en los adultos: Akt no au-
menta su asociacién a la quinasa Src para lograr
su activacién en condiciones de estrés oxidativo,
sino que tanto los niveles de Akt como aquellos de
p Akt asociados a Src son equivalentes en ambas
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condiciones: sinaptosomas controles y sinapto-
somas expuestos al metal. Estas observaciones
sugieren que el proceso de activacién de Akt en
respuesta al insulto oxidativo en las terminales
sindpticas de animales seniles podria ser diferente
(a nivel del mecanismo operante) al que ocurre en
las terminales sindpticas de animales adultos.

La activacién de Akt frente al Cu®* ha
sido observada a tiempos de exposicion mas pro-
longados que la observada frente al Fe?*. De estos
datos puede concluirse que pequeiias variaciones
en la exposicién de las terminales sindpticas a
diferentes metales de transicion (tal es el caso de
las enfermedades neurodegenerativas que cursan
con una desregulacién de la homeostasis de este
tipo de metales) pueden conducir a la activacién
de distintas vias de senalizacion responsables
de llevar adelante las funciones necesarias para
contrarrestar los efectos sufridos.

Generacion de lipidos bioactivos a partir
de la fosfatidilcolina en terminales
sindpticas expuestos a injuria oxidativa
por metales de transicién

Resultados de nuestro laboratorio demos-
traron por primera vez la presencia de la PC-PLC
en las terminales sindpticas de la corteza cerebral
de la rata. Mediante la utilizacién de etanol como
marcador de la actividad de la PLD se demostré
que en los sinaptosomas tanto la via PLD/LPP
como la PC-PLC contribuyen a la generacién
de DAG a partir de la PC [85]. En presencia de
alcoholes primarios la PLD cataliza una reaccién
de transfosfatidilacién formando, en nuestro caso,
fosfatidiletanol (PEth). La propiedad de catalizar
esta reaccién de transfosfatidilacion, Gnica de la
PLD, hace del etanol (y de otros alcoholes pri-
marios) una herramienta sumamente confiable
y especifica para discriminar el origen del DAG
producto de la hidrélisis de la PC. Dado que el
PEth no puede ser hidrolizado por las LPPs, la
utilizaciéon etanol permite evaluar la generacién
de DAG proveniente de la via PC-PLC [85-90].

En las terminales sindpticas de la corteza
cerebral de la rata se estudié también el efecto del
D609. Esta sal de xantato que posee propiedades
antivirales y antitumorales, ha sido aceptado y
utilizado como inhibidor de la PC-PLC en diver-
sos sistemas tales como células de astrocitoma,
macréfagos y “Natural Killers” entre otros [70,
74, 91, 92]. En nuestro modelo experimental el
D699 inhibié la generacion de DAG en la misma
magnitud que la observada en presencia de etanol,
corroborando el aporte de la via PC-PLC [85].

Aunque la estructura de la PC-PLC en
células eucariotas no se conoce todavia, Clark y
colaboradores demostraron que los anticuerpos
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dirigidos contra la enzima de Bacillus cereus
también reaccionaba especificamente con una
proteina con actividad PC-PLC presente en mo-
nocitos humanos [93]. Utilizando un suero poli-
clonal anti-PC-PLC dirigido contra la enzima de
Bacillus cereus pudimos observar en los sinapto-
somas la presencia de dos bandas muy proximas
de un peso molecular cercano a 66 kDa, tanto en
las terminales sindpticas de ratas adultas como
de ratas seniles [85,88]. Resultados similares
fueron obtenidos en fibroblastos NIH 3T3 y en
subpoblaciones de linfocitos B periféricos. En
estas células se observé una banda de 66 kDa
utilizando también un Ac policlonal anti-PC-PLC
de B. cereus [72, 94, 95].

Por otra parte, la actividad PC-PLC se
localiz6 en la fracciéon de la membrana plasmatica
sinaptosomal, siendo précticamente indetecta-
ble en la fracciéon soluble [85]. Recientemente
demostramos una localizacién diferencial de las
isoformas de la PLD y de la PC-PLC en dominios
de la membrana sinaptosomal resistentes a deter-
gentes, DRMs [88]. Estos dominios DRMs presen-
taron caracteristicas de “rafts” de membrana o
balsas lipidicas, tales como el enriquecimiento en
esfingomielina y colesterol y en proteinas marca-
doras de “rafts” como caveolina, c-Src y flotilina.
Ademas, las DRMs presentaron especies molecula-
res de fosfolipidos con una marcada disminucién
en el contenido de 4cidos grasos poliinsaturados,
con respecto a la composicién de los sinaptosomas
enteros [88].

Los microdominios tipo “rafts” y las
caveolas son capaces de compartimentalizar di-
versos procesos celulares, tales como la adhesién
celular, el trafico intracelular y los eventos de
transduccion de sefiales, ya que facilitan la forma-
cién de complejos proteicos y la activacién de vias
de sefalizacién especificas [96-98]. En nuestro
modelo experimental observamos una distribucién
diferencial de las enzimas capaces de hidrolizar la
PC: mientras que las DRMs (provenientes tanto
de sinaptosomas de animales adultos como se-
niles) se encontraron enriquecidas en PC-PLC
y en la isoforma PLD1, la PLD2 fue excluida de
estos microdominios. Sin embargo, la generaciéon
de DAG a partir de la PC en las DRMs provino
exclusivamente de la via PC-PLC, sin evidenciarse
la reaccién de transfosfatidilacién de la PLD, a
pesar de encontrarse estos dominios enriquecidos
en la isoforma PLD1 [88]. Esto sugiere que la
localizacion de la PLD1 en las DRMs podria cons-
tituir un mecanismo de regulacién de la actividad
de esta isoforma.

Resultados nuestros demostraron por
primera vez que el dafo oxidativo inducido por
FeSO, estimula fuertemente la generacién de
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DAG a partir de la PC, tanto en las terminales
sinédpticas de la corteza cerebral de ratas adul-
tas como en los sinaptosomas de ratas seniles.
Mediante la utilizacién del etanol y la medicién
de PEth, demostramos que tanto la via de la PC-
PLC como la via de la PLD/LPP participan en la
generacién del DAG inducida bajo condiciones de
estrés oxidativo [87]. Ambas vias generadoras de
DAG a partir de la PC fueron estimuladas por
el Fe?* luego de tiempos cortos de incubacién y
permanecieron activadas al menos por 60 min,
cuando el efecto daiino del hierro se evidencia-
ba ya a nivel mitocondrial y por la pérdida de la
integridad de la membrana.

Con anterioridad a nuestros hallazgos
practicamente no existian reportes acerca de la
activacién de la PC-PLC en condiciones de in-
juria oxidativa en el sistema nervioso central y
son muy escasos los antecedentes publicados en
otros sistemas. En la linea celular de hipocampo
de ratén (HT22) se reporté la participacién de la
actividad PC-PLC en la muerte celular inducida
por glutamato. En esta forma de muerte celular
conocida como “toxicidad oxidativa del gluta-
mato” las concentraciones elevadas de glutamato
interfieren con la captacién de cisteina a través
del antiportador de cisteina/glutamato lo que lleva
a la deplecion intracelular de glutatiéon [99].

Zhao y colaboradores relacionaron la
formacién de DAG por la via de la PC-PLC y la
generacién de especies reactivas de oxigeno en
la diferenciacién de células del blastodisco de
pollo a células endoteliales vasculares [100]. En
macréfagos alveolares se demostré que la silica
induce la produccién de H,O, con la subsiguien-
te activacién de la PC-PLC [74]. Por otra parte,
se ha reportado que el inhibidor de la enzima y
antioxidante, D609, es capaz de proteger a las
neuronas en cultivo y a los sinaptosomas del dafo
oxidativo producido por el AB [101, 102].

A diferencia de la PC-PLC, la activacién
de la PLD ha sido ampiiamente estudiada en
situaciones de estrés oxidativo y se encontr6 una
actividad aumentada de esta enzima en los cere-
bros post mortem de pacientes con la enfermedad
de Alzheimer [103]. En células de neuroblastoma
humano se reporté que el péptido AB (25-35) in-
duce la activaciéon de la PLD, esta activacién fue
independiente del Ca?* pero dependiente de la
fosforilacién en tirosinas y de la actividad de la
PKC [104]. También en neuronas de hipocampo
de rata el péptido AB (1-40) indujo la activacién
de la PLD, la cual fue acompanada de un aumento
en la liberacién de LDH [105] mientras que en cé-
lulas PC12 la actividad de la PLD se estimulé por
el tratamiento con H,O, [106, 107]. Sin embargo,
no se conoce aun con certeza si la activacién de la

PLD es parte de la cascada patolégica del Alzhei-
mer o si constituye una via de rescate celular.

Asimismo, se demostré que el H,0, es-
timula a la PLD en astrocitos de cerebro de rata
[108] y se observ6é un aumento de esta enzima
en los astrocitos tras el dafio de la espina dorsal
de rata producido por compresién [109]. Luego
de la isquemia cerebral también se reporté un
aumento masivo en la expresiéon de la PLD1 en
astrocitos reactivos de hipocampo, este aumento
en la actividad de la PLD aparentemente acom-
pana la astrogliosis y la remodelacién del tejido
luego de la injuria lo que sugiere un posible rol
neuroprotectivo de la enzima [50,110].

La participacién de la PLD en situacio-
nes de injuria oxidativa también se describié
en cardiomiocitos [111, 112], asi como también
en células de musculo liso vascular y en células
endoteliales de aorta [109, 113]. Sin embargo,
nuestros resultados constituyen la primera evi-
dencia de la activacién de la PLD en respuesta
al estrés oxidativo en la terminal sindptica de la
corteza cerebral de rata [87].

Por otra parte, la activacion de las fos-
folipasas A2 (PLA,) por el estrés oxidativo tam-
bién es considerada una de las principales causas
subyacentes en patologias como la enfermedad
de Alzheimer, la isquemia cerebral y la esclerosis
miultiple [114-117]. Estas enzimas clivan el 4cido
graso esterificado en la posicién sn-2 de los gli-
cerofosfolipidos para generar 4cidos grasos libres
y lisofosfolipidos. Esta reaccién es de particular
importancia cuando el 4cido graso liberado es el
araquidénico, dado que éste puede ser metaboli-
zado por las ciclooxigenasas y las lipooxigenasas
generando eicosanoides bioactivos como las pros-
taglandinas, los leucotrienos y los tromboxanos.

La peroxidacién lipidica en membranas
y lipoproteinas es un fenémeno comun que se
presenta luego de un evento de estrés oxidativo.
La peroxidacién de lipidos bajo condiciones nor-
males ocurre y se halla controlada por diversas
maquinarias que posee la célula, pero puede verse
incrementada cuando la produccién de radicales
libres y otros prooxidantes supera la capacidad
antioxidante que posee la célula. Cualquier modi-
ficacién oxidativa de los PL, ya sea enzimdtica o
no, es deletérea para la célula. El mejor modo de
subsanar este hecho es clivar el PL peroxidado y
reemplazarlo por uno nuevo. Los PL de membrana
poseen AG poliinsaturados fundamentalmente en
la posicién sn-2, y estos son los més susceptibles
de sufrir lipooxidacién o peroxidacién lipidica, por
lo que la PLA, es la enzima mejor disefiada para
reparar el error.

Apoyando esta hipétesis esta el ejemplo
de la glutation peroxidasa, la cual puede detoxi-
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ficar efectivamente de los AG peroxidados, pero
solo luego de que los mismos han sido liberados
por la PLA,[118]. La iPLA, se cree que protege a
la membrana del reticulo endopldsmico (RE) de la
peroxidacién lipidica inducida por estrés oxidativo
[118]. A su vez, la RE-iPLA, es inactivada por
los agentes oxidantes mediante un mecanismo
que involucra la oxidacién en grupos sulfhidrilo,
dando origen a un circulo vicioso que aumenta
cada vez mas el nivel de dafio [119].

Cerca de veinte isoformas de la PLA,
han sido identificadas en varios tejidos de mami-
feros [120]. Estas enzimas, ubicuas en neuronas
y en células gliales, han sido clasificadas en tres
familias segin su requerimiento de Ca?*: las in-
dependientes de Ca®* (iPLA,) y entre las PLA,
dependientes de Ca?* se encuentran las citosélicas
(cPLA,) y las extracelulares o secretadas (sPLA,)
[115]. Las ¢PLA, requieren Ca?* para su translo-
cacién a la membrana y poseen preferencia por
fosfolipidos que contiene AA mientras que las
iPLA, no presentan especificidad por ninguna
especie molecular de los diferentes fosfolipidos
[121].

Se demostré que las PLA, citosdlicas
pueden ser activadas por compuestos oxidantes
como el H,0, o la menadiona [122,123]. También
se report6 la activacién de la PLA, en células pi-
ramidales de hipocampo sometidas a situaciones
de deprivacién de glucosa y de oxigeno. Mediante
la utilizacién de inhibidores para las diferentes
PLA,, se demostré que la isoforma responsable
de este aumento de actividad en las células de
hipocampo era una cPLA, [124]. En modelos de
isquemia cerebral global se reporté que tanto
la actividad como la expresién de las cPLA, au-
mentan significativamente luego de 20 min, asi
como también aumenta su actividad en neuronas
corticales expuestas al fragmento 1-42 del péptido
Aa [125,126].

Sin embargo, en nuestro modelo experi-
mental la liberacién de acidos grasos libres se vio
significativamente inhibida en los sinaptosomas
expuestos al Fe?* [87]. Nuestro resultado difiere
del reportado en otros sistemas y esto podria
deberse a la inhibicién de una fosfolipasa A in-
dependiente de calcio en las condiciones de estrés
oxidativo. Otro factor determinante podria ser la
naturaleza saturada del sustrato utilizado para los
ensayos enzimaticos, la dipalmitoil PC (DPPC).
Este tipo de sustrato solo nos permite evaluar la
actividad de las isoformas de PLA con afinidad por
fosfolipidos de composicién saturada.

Entre los eventos de aparicién temprana
en los procesos que involucran estrés oxidativo se
encuentra la fosforilacién en tirosinas de diversas
proteinas. Sin embargo, la generacién de DAG a

G.A. Salvador. Premio Andrés O.M. Stoppani en Cs. Biolégicas

partir de la PC en nuestro modelo experimen-
tal no fue modificada por la coincubacién con
inhibidores de tirosinas quinasas (genisteina y
herbimicina A) ni por el inhibidor de la enzima
PI3K (LY294002). Estos resultados indican que la
activacion de las vias de la PC-PLC y de la PLD
en nuestras condiciones experimentales se produ-
ce por un mecanismo diferente e independiente,
tanto de la activacién de tirosinas quinasas como
de la enzima PI3K y su efector corriente abajo,
Akt [87].

Las diferencias en los mecanismos que
llevan a la activacién de la PLD en condiciones
de estrés oxidativo (como la dependencia o no de
la fosforilacién en tirosinas asi como también el
requerimiento o no de calcio), demuestran que las
vias de sefializacion involucradas en la activacién
de esta fosfolipasa pueden variar dependiendo del
tipo celular y del inductor de la injuria oxidativa
en estudio.

Cuando evaluamos la hidrélisis de la PC
en los sinaptosomas de animales seniles sometidos
a injuria oxidativa se obtuvieron los mismos resul-
tados que los observados en individuos adultos, la
formacién de DAG se vio estimulada por el Fe?*
en la misma proporcién que en los sinaptosomas
de las ratas adultas y la generacién de AGL se
inhibié también a los mismos niveles observados
en animales adultos. Sin embargo, la inhibicién
de la PIP,-PLC en individuos adultos disminuyé
significativamente la formacién de DAG luego de
5 y de 60 min de incubacién con el Fe**, mientras
que en individuos seniles el tratamiento con el
U73122 solo disminuy6 los niveles de DAG luego
de 5 min de incubacién con el hierro. Estos resulta-
dos indican que, si bien el efecto final de la injuria
oxidativa en la hidrélisis de la PC es equivalente
en los sinaptosomas de las ratas adultas y seniles,
existen diferencias en la regulacién de estas vias
enzimdticas generadoras de DAG a partir de la PC
por parte de la via de la PIP,-PLC [87].

Experimentos recientemente realizados
indicaron que en los sinaptosomas sometidos a
estrés oxidativo inducido por el Fe?* la fraccién
DRM es altamente resistente a la peroxidacién
lipidica, evaluada como la generacién de malon-
dialdehido (MDA) (Datos nuestros ain no publi-
cados). Esto es consistente con la composicién en
4cidos grasos mas saturados de dichos microdomi-
nios con respecto a la composicién de los sinap-
tosomas. Ademads, en la fraccion DRM obtenida
a partir de terminales sindpticas sometidas a
injuria oxidativa, no se observé un incremento en
la generacion de DAG en comparacién a las DRMs
de la situacién control. Los mismos resultados se
observaron en las DRMs obtenidas de animales
seniles (Datos nuestros atn no publicados).
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Estos nuevos datos sugieren que el pool
de la PC-PLC localizado en la fraccién DRM
seria insensible al estrés oxidativo, ya sea por
la existencia de una relacién directa entre la

peroxidacién lipidica y la activacién de la enzima
o por la ausencia en dichos microdominios de
otras proteinas de sefializacién involucradas en la
activacién de la PC-PLC en condiciones de estrés
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Mitocondria

Terminal
sinaptica <

Fig. 1. Activaciéon de vias de sefializacién por estrés oxidativo en la terminal sinaptica.
Esquema representativo de la activacién, por injuria oxidativa inducida por Fe?*, de vias de senali-
zacién que involucran segundos mensajeros lipidicos en la terminal sindptica de la corteza cerebral

de la rata.
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Fig. 2. Localizacién y activacién diferencial por estrés oxidativo de las enzimas de hidré-
lisis de 1a PC. Esquema representativo de la localizacién diferencial de las enzimas de hidroélisis de
la PC en la membrana sinaptosomal y en microdominios de la misma resistentes a detergentes.
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oxidativo. Asimismo los resultados sugieren que,
en nuestras condiciones experimentales, la acti-
vacién por injuria oxidativa en los sinaptosomas
de la via PLD/LPP involucraria la isoforma PLD2,
la cual es excluida de la fraccion DRM (Datos
nuestros atn no publicados).

Conclusiones Finales

Nuestros resultados demuestran la sus-
ceptibilidad de las terminales sindpticas al estrés
oxidativo disparado por un exceso de metales de
transicion. Asimismo, demostramos que durante el
proceso de insulto oxidativo se activan diversas vias
de senalizacién sindptica que involucran la genera-
cién de lipidos bioactivos (Figura 1). La activacién
de dichas vias de senalizacién es dependiente tanto
del grado de injuria oxidativa como de la localizacién
de las enzimas participantes en microdominios espe-
cializados de membrana (Figura 2). Estos hallazgos
constituyen un potencial punto de partida para la
btsqueda de nuevas herramientas terapéuticas en
los procesos neurodegenerativos originados por
injuria oxidativa.
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