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Resum

Efectes dels estrogens en la funci6 i la biogénesi
mitocondrials cardiaques. Influéncia de 1'entorn lipotoxic

Tesi doctoral, Miquel Sbert Roig, Grup de Metabolisme Energetic i
Nutrici6, Departament de Biologia Fonamental i Ciencies de la Salut

Universitat

de les Illes Balears

RESUM

Estudis previs realitzats pel nostre grup d’investigacié han posat de manifest
Iexistencia d’un dimorfisme sexual en la funci6 i la biogenesi mitocondrials i
en lestrées oxidatiu del muscul cardiac, de forma que les rates femella
presenten uns mitocondris més diferenciats i una menor produccié de radicals
lliures. Tenint en compte aquests antecedents, els objectius d’aquesta tesi
doctoral han estat Pestudi de la contribucié dels estrogens en aquestes
diferencies entre sexes, aixi com dels efectes d’aquestes hormones sobre la
lipotoxicitat del miocardi, un desordre metabolic caracteritzat, entre altres
alteracions, per la pérdua de ’homeostasi mitocondrial. Per a la consecucid
d’aquests objectius s’han combinat estudis zz vivo amb rates Wistar d’ambdés
sexes sotmeses a diferents manipulacions hormonals, dietetiques 1
farmacologiques, 1 estudis 7z vitro amb cardiomiocits H9c2 per confirmar els

efectes especifics dels diferents tractaments.

I’ovariectomia produeix una disminucié de la capacitat oxidativa mitocondrial
i un increment de Pestres oxidatiu al miocardi, efectes que soén neutralitzats en
gran mesura mitjancant 'administracié de 173-estradiol (E,). Els experiments
m vitro demostren que aquest efectes de I'E, estimulant la biogenesi
mitocondrial es donen a través de la seva unio6 al receptor GPER, la qual cosa
reforca la rellevancia d’aquest receptor estrogenic com a diana terapeutica per
fer front a lincrement del risc de patologia cardiaca en la peri i la post-

menopausa.
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A rates alimentades amb una dieta hiperlipidica s’observa una major
resistencia al desenvolupament de lipotoxicitat cardiaca a les femelles, la qual
cosa es podria deure als efectes de 'E, reduint la disfuncié mitocondrial i
Pestrés oxidatiu que caracteritzen aquest procés lipotoxic. A més, les femelles
mostren una major sensibilitat al tractament amb rosiglitazona, un farmac que
atenua els efectes lesius de la lipotoxicitat. Aquesta millor resposta metabolica
de les rates femella esta associada a una major activacié de la proteina AMPK
al cor en comparacié amb els mascles, 1 els nostres resultats zz vitro demostren
una contribucié molt important de 'E, en aquestes diferéncies. A més,
aquesta hormona redueix lactivacié de vies inflamatories induida per la
lipotoxicitat als cardiomiocits, encara que, en aquest cas, de forma no
depenent de P’AMPK. La importancia d’aquesta proteina com a element
antiinflamatori també s’ha vist a céel'lules endotelials, on hem descrit un nou
mecanisme antiinflamatori de PAMPK que implicaria una disminucié de
l'activacié de la TAKI1, una proteina que activa simultaniament les vies del

NF-»B i de les MAPKSs p38 1 JNK.

En conjunt, els resultats d’aquesta tesi posen de manifest que els estrogens
son importants estimuladors de la funcié 1 la biogénesi mitocondrials
cardfaques i1 redueixen lestrés oxidatiu i I'estat inflamatori d’aquest organ.
Aquests efectes dels estrogens serien particularment importants en situacions
patologiques que comportin alteracions del metabolisme energetic dels
cardiomiocits, com és la lipotoxicitat cardiaca, 1, per tant, podrien ser un
element clau en el desenvolupament d’estrategies terapcutiques per tractar

aquests desordres.
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RESUMEN

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion han puesto de
manifiesto la existencia de un dimorfismo sexual en la funcién y la biogénesis
mitocondriales y en el estrés oxidativo del musculo cardiaco, de forma que las
ratas hembra presentan unas mitocondrias mas diferenciadas y una menor
produccion de radicales libres. Teniendo en cuenta estos antecedentes, los
objetivos de esta tesis doctoral han sido el estudio de la contribucion de los
estrogenos en estas diferencias entre sexos, asi como de los efectos de estas
hormonas sobre la lipotoxicidad del miocardio, un desorden metabdlico
caracterizado, entre otras alteraciones, per la pérdida de la homeostasis
mitocondrial. Para la consecucién de estos objetivos se han combinado
estudios 7z wvivo con ratas Wistar de ambos sexos sometidas a diferentes
manipulaciones hormonales, dietéticas y farmacolégicas, y estudios zz vitro en
cardiomiocitos H9c2 para confirmar los efectos especificos de los diferentes

tratamientos.

La ovariectomia produce una disminuciéon de la capacidad oxidativa
mitocondrial y un incremento del estrés oxidativo en el miocardio, efectos que
son neutralizados en gran medida mediante la administraciéon de 173-estradiol
(E,). Los experimentos iz wvitro demuestran que estos efectos del E,
estimulando la biogénesis mitocondrial se dan a través de su union al receptor
GPER, lo cual refuerza la relevancia de este receptor estrogénico como diana
terapéutica para afrontar el incremento del riesgo de patologia cardiaca en la

peti- y la post-menopausia.
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En ratas alimentadas con una dieta hiperlipidica se observa una mayor
resistencia al desarrollo de lipotoxicidad cardfaca en las hembras, lo cual
podria deberse a los efectos del E, reduciendo la disfuncién mitocondrial y el
estrés oxidativo que caracterizan este proceso lipotoxico. Ademas, las hembras
muestran una mayor sensibilidad al tratamiento con rosiglitazona, un farmaco
que atenua los efectos lesivos de la lipotoxicidad. Esta mejor respuesta
metabolica de las ratas hembra esta asociada a una mayor activaciéon de la
proteina AMPK en el corazén en comparaciéon con los machos, y nuestros
resultados 7z vitro demuestran una contribucién muy importante del E, en
estas diferencias. Ademas, esta hormona reduce la activaciéon de vias
inflamatorias inducida por la lipotoxicidad en los cardiomiocitos, aunque en
este caso de forma no dependiente de la AMPK. La importancia de esta
proteina como elemento antinflamatorio se ha visto también en células
endoteliales, donde hemos descrito un nuevo mecanismo antiinflamatorio de
la AMPK que implicarfa una disminucién de la activacién de la TAKI1, una
proteina que activa simultaneamente las vias del NF-»B y de las MAPKs p38 y
JNK.

En conjunto, los resultados de esta tesis ponen de manifiesto que los
estrobgenos son importantes estimuladores de la funciéon y la biogénesis
mitocondriales cardiacas y reducen el estrés oxidativo y el estado inflamatorio
de este oOrgano. Estos efectos de los estrégenos serfan especialmente
importantes en situaciones patologicas que conlleven alteraciones del
metabolismo energético de los cardiomiocitos, como la lipotoxicidad cardiaca,
y, por lo tanto, podrian ser un elemento clave en el desarrollo de estrategias

terapéuticas para tratar estos desérdenes.
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Effects of estrogens in cardiac mitochondrial biogenesis
and function. Influence of lipotoxic environment

. . Doctoral thesis, Miquel Sbert Roig, Energy Metabolism and Nutrition
Universitat Group, Department of Fundamental Biology and Health Sciences

de les Illes Balears

ABSTRACT

Previous studies performed in our research group have reported the existence
of a sexual dimorphism in mitochondrial biogenesis and function and
oxidative stress in the heart such that female rats exhibit more differentiated
mitochondria and a lower production of free radicals. In the light of this
background, the aims of this doctoral thesis were to study the contribution of
estrogens to these sex differences as well as the effects of these hormones on
cardiac lipotoxicity, a metabolic disorder characterized by, among other
alterations, loss of mitochondrial homeostasis. In order to achieve these
purposes, we combined 7z vivo studies with Wistar rats subjected to different
hormonal, dietary and pharmacological manipulations, and 7z vitro studies with
H9¢2 cardiomyocytes to confirm the specific effects of the different

treatments.

Ovariectomy decreases mitochondrial oxidative capacity and increases
oxidative stress in the myocardium, effects which are neutralized to a great
extent by the administration of 173-estradiol (E,). The zz vitro experiments
performed in H9c2 cardiomyocytes demonstrate that the effects of E, in
stimulating mitochondrial biogenesis occur through binding to GPER, which
emphasizes the importance of this estrogen receptor as a therapeutic target to

tackle the increase of cardiac disease in peri- and post-menopause.

In high-fat diet fed rats we observe a greater resistance to the development of
cardiac lipotoxicity in females, which could be due to the effects of E, in

ameliorating the mitochondrial dysfunction and oxidative stress that
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characterize this lipotoxic process. In addition, females show a greater
sensitivity to the treatment of rosiglitazone, a drug that reduces the
detrimental effects of lipotoxicity. This better metabolic response of female
rats is associated with greater cardiac AMPK activation compared to their
male counterparts, and our iz wvitro results demonstrate an important
contribution of E, to these differences. Moreover, this hormone also
attenuates the activation of the inflammatory pathways induced by lipotoxicity
in cardiomyocytes but, in this case, in an AMPK-independent way. The
importance of this protein as an anti-inflammatory factor was also observed in
endothelial cells, where we describe a new anti-inflammatory mechanism for
AMPK that would imply a decrease in TAKI1 activation, a protein that
simultaneously activates NF-«B pathway and both p38 and JNK MAPKSs.

On the whole, the results of the present PhD thesis show that estrogens are
important enhancers of cardiac mitochondrial biogenesis and function and
reduce oxidative stress and inflammatory status in this organ. These effects
would be particularly important in pathological situations that entail
alterations in the energy metabolism of cardiomyocytes, such as cardiac
lipotoxicity, and, consequently, could be a key element in the development of

therapeutic strategies to deal with these disorders.
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1.1. Metabolisme energétic cardiac

El cor és un organ musculds localitzat a l'interior de la caixa toracica dels
vertebrats la funcié del qual és el bombeig de la sang a través dels vasos
sanguinis. El consum energetic del cor és el més alt de 'organisme i s’estima
que la massa mitocondrial suposa un ter¢ de la massa cardiaca (Rowe et al,,
2010). El cor genera continuament alts nivells d’ATP necessaris per a la
contraccié cardiaca, per als processos metabolics basals 1 pel manteniment de
I’homeostasi ionica. Aquest fet, juntament amb la seva baixa capacitat de
reserva energetica, requereix que el cor obtingui els substrats energétics a
partir de la circulacié 1 que tingui flexibilitat metabolica per adaptar-se als

canvis en la biodisponibilitat d’aquests substrats (Lopaschuk et al., 2010).
1.1.1. Metabolisme lipidic cardiac

El cor adult obté normalment un 50-70% de PATP a partir de la B-oxidacio
d’acids grassos (Lopaschuk et al., 2010; Fillmore et al., 2014). Encara que el
cor té una certa capacitat d’emmagatzemar triglicerids (TG), la principal font
de lipids son els acids grassos circulants, els quals poden estar units a albumina
o esterificats formant part de les VLDLs i els quilomicrons (Coort et al.,
2007). Encara que el transport dels acids grassos a través del plasmalemma pot
ser per difusié passiva, els cardiomiocits capten la major part dels acids
grassos a través de proteines transportadores (Taha and Lopaschuk, 2007). La
principal d’aquestes proteines és el claster de diferenciacié (CD30),
responsable aproximadament del 70% de la captacié cardiaca d’acids grassos
(Coort et al., 2007) (fig. 1). E1 CD36 es troba en vesicules intracel-lulars i pot
ser reclutat al plasmalemma per acci6 de la cinasa activada per AMP (AMPK) i
per la insulina, aixi com també per alguns agents farmacologics (Coort et al.,
2007; Bayeva et al., 2013). Altres proteines implicades en el transport d’acids

grassos a través del plasmalemma cardiac son la translocasa d’acid grassos
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(FAT) i la proteina d’uni6 a acids grassos del plasmalemma (FABP ) (Coort
et al., 2007; Taha and Lopaschuk, 2007).

Un cop dins els cardiomiocits, la major part dels acids grassos son transferits
als mitocondris per a ser oxidats i obtenir ATP. Els acids grassos de cadena
llarga no poden entrar directament als mitocondsris 1 han de ser esterificats per
la sintetasa d’acils-CoA (Coort et al., 2007; Bayeva et al., 2013). Els acils-CoA
de cadena llarga resultants sén transportats a la matriu mitocondrial a través
del sistema de la transferasa de palmitoilcarnitina (CPT). Part dels acids
grassos captats no son oxidats, siné que passen a formar part dels fosfolipids
de membrana o emmagatzemats en forma de TG a vesicules lipidiques on
poden ser emprats de manera rapida en funcié de la demanda energetica

(Coort et al., 2007; Bayeva et al., 2013).
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Figura 1. Metabolisme lipidic i glucidic cardiac. Els principals substrats energetics dels
cardiomiocits son els acids grassos i la glucosa. El CD36 és el principal transportador
d’acids grassos els quals, un cop internalitzats, sén transferits al mitocondri gracies al
sistema de la CPT, per a ser oxidats i originar acetil-CoA, NADH i FADH,. Els
cardiomiocits capten la glucosa principalment a través del GLUT4 i, per vies glicolitiques,
és convertida a piruvat, el qual és descarboxilat a acetil-CoA pel complex de la piruvat
deshidrogenasa L’acetil-CoA resultant de l'oxidacié glucidica 1 lipidica entra al cicle de
Krebs 1 s’obt¢é NADH i FADH,. AMPK, cinasa activada per AMP; CD306, claster de
diferenciacié 36; CPT, transferasa de palmitoilcarnitina; FABPpm, proteina d’unié a acids
grassos del plasmalemma; FAT, translocasa d’acids grassos; GLUT1, GLUT4,
transportadors de glucosa de tipus 1 i 4; PDK4, cinasa 4 del complex de la piruvat
deshidrogenasa. Adaptat de Coort et al. 2007
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Un dels principals reguladors de 'oxidacié d’acids grassos és el malonil-CoA,
que es forma a partir de la carboxilacié de I'acetil-CoA catalitzada per P'acetil-
CoA carboxilasa (ACC). El malonil-CoA és un inhibidor de la CPT1, de
manera que un increment dels seus nivells suposa que els acils-CoA no siguin
transportats al mitocondri. En situaci6 de demanda energetica s’activa
PAMPK, la qual fosforila i inhibeix a I'ACC, de forma que, a més
d’incrementar la captacié d’acids grassos, PAMPK activa també el seu

transport mitocondrial (Coort et al., 2007; Lopaschuk et al., 2010).
1.1.2. Metabolisme glucidic cardiac

Al cor adult, sols un 10-40% de I'acetil-CoA que arriba al cicle de Krebs prové
de Poxidacié de glacids (Taha and Lopaschuk, 2007). No obstant aixo, degut a
Ielevat consum energetic del miocardi, el catabolisme glucidic cardiac és un
dels més importants de Porganisme (Gray and Kim, 2011). Encara que el cor
té petites quantitats de glicogen, la major part de la glucosa que empra és
captada de la circulacié principalment a través del transportador de glucosa
tipus 4 (GLUT4) i, en menor mesura, pel de tipus 1 (GLUT1) (fig. 1) (Taha
and Lopaschuk, 2007; Montessuit and Lerch, 2013).

I’4s de glucosa al cor esta regulat a nivell de la seva captacié i del seu
metabolisme. Aixi, la translocaci6 de les vesicules que contenen GLUT4 cap al
plasmalemma esta estimulada per la insulina mitjangant P'activacié de la via de
la cinasa del 3-fosfatidilinositol (PI3K) i de la proteina cinasa B (Akt) (Gray
and Kim, 2011; Montessuit and Lerch, 2013). I’AMPK també activa la
translocacié del GLUT4 cap a la membrana cel'lular, pero ho fa per

mecanismes distints als de la insulina ja que sén independents de l'activaci6 de

PI3K/Akt (Montessuit and Lerch, 2013).

La regulacié del metabolisme glucidic també es dona a nivell de la piruvat
deshidrogenasa, un complex enzimatic que origina acetil-CoA a partir del

piruvat provinent de la glicolisi. Quan el metabolisme lipidic és elevat es
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generen grans quantitats d’acetil-CoA a través de la $-oxidaci6 i aquest activa
les cinases de la piruvat deshidrogenasa (PDK), especialment la PDK4, la qual
fosforila i inhibeix la piruvat deshidrogenasa (Sugden and Holness, 2000).
D’aquesta manera, oxidacié de lipids té un efecte inhibitori sobre I'as de
glucosa com a font d’energia. Cal destacar que I'ds de glucosa també pot tenir
un efecte inhibitori sobre 'oxidacié lipidica. Aixi, la insulina activa la captacié
cardiaca de lipids pero aquests no sén oxidats siné esterificats, alhora que
s’estimula I'Gs de glucosa (Palomer et al., 2013). Aquesta interrelacié entre I'is

de glucosa i de lipids es coneix com a cicle de Randle (Randle et al., 1963).
1.1.3. Funci6 i biogénesi mitocondrials

Els mitocondris sén organuls de doble membrana presents a les cel-lules
eucariotes la principal funcié dels quals és produir energia en forma d’ATP,
tot i que també son la principal font intracel-lular de les especies reactives de
Poxigen (ROS) (Murphy, 2009). Altres funcions dels mitocondris soén
I’homeostasi del calci, la biosintesi del grup hemo i dels esteroides, i la

regulaci6 de la proliferacié cel-lular i 'apoptosi (McBride et al., 2000).

El procés d’obtencié d’energia té lloc gracies a 'entrada al cicle de Krebs de
molecules provinents de 'oxidacié dels glucids o dels lipids, de manera que es
genera poder reductor en forma de NADH i FADH,. Aquestes molecules
cedeixen els electrons als complexes de la cadena respiratoria i, a mesura que
aquests son transportats entre els diferents centres redox d’aquesta cadena,
s’origina un gradient protonic lenergia del qual és emprada per la ATP

sintetasa per a produir ATP a partir I’ADP.

Els mitocondris posseeixen el seu propi material genctic, localitzat a la matriu
mitocondrial i format per entre dues i deu molecules de DNA mitocondrial
(mtDNA) (Fernandez-Silva et al., 2003). El genoma mitocondrial de mamifers
¢s una molecula bicatenaria circular d’aproximadament 16.6 kb i no té

proteines associades. Les dues cadenes difereixen en la seva composicié de
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G+T, de manera que es distingeix una cadena pesada i una lleugera en funcio6
de la seva densitat quan sén centrifugades en gradients de clorur de cesi. El
mtDNA segueix un model d’organitzacié molt economic ja que no posseeix
introns, les seqiiencies intergeéniques son curtes o absents 1 molts gens es
superposen. A més, presenta un codi genctic diferent de 'universal (Taanman,

1999).

Gairebé la major part del DNA no codificant es localitza a una regié de triple
cadena anomenada D-/gp (fig. 2), la qual suposa el major /oc/ de control de la
replicacio 1 la transcripcié del mtDNA ja que s’hi localitzen els promotors de
les dues hebres i I'origen de replicacié de la cadena pesada (Oy). L’origen de
replicacié6 de la cadena lleugera (O,;) es localitza en una altre regié no

codificant del genoma mitocondrial (Holt and Reyes, 2012).
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Figura 2. Mapa del DNA mitocondrial huma. Els cercles extern 1 intern representen la
cadena pesada i la lleugera respectivament. La D-/gp es troba en forma de triple helix 1
conté 'Oy I’O; es troba en una altra regié no codificant del mtDNA. A la figura
s'indiquen també els gens codificats pels genoma mitocondrial —veure el text per més
detalls-. Oy, origen de replicacié de la cadena pesada; O,, origen de replicacié de la cadena
lleugera. Extret de Taanman et al. 1999.

El mtDNA conté trenta-set gens, tretze dels quals codifiquen per proteines de

la cadena respiratoria. Concretament, son set subunitats de la NADH:
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ubiquinona oxidoreductasa (complex I, ND1-6, ND4L), una subunitat
d’ubiquinona: citocrom ¢ oxidoreductasa (complex III; citocrom b), tres
subunitats de la citocrom ¢ oxidasa (complex IV; COX I-1II), i les subunitats 6
1 8 de PATP sintasa. Els vint-i-quatre gens restants codifiquen per dos RNA
ribosomics (128 1 16S) 1 vint-i-dos RNA de transferéncia. La resta de proteines

mitocondrials estan codificades al genoma nuclear (Taanman, 1999).

El correcte manteniment de I'estructura i la funcié mitocondrials depen de la
biogenesi mitocondrial, un procés que implica la proliferaci6 i la diferenciacio
d’aquests organuls (Fernandez-Silva et al., 2003). La proliferacié consisteix en
Paugment del nombre de mitocondris per cel-lula, mentre que la diferenciacié
és ladquisici6 de caracteristiques estructurals i funcionals adequades pel
desenvolupament de les funcions especifiques dels mitocondris a les distintes
cel'lules de l'organisme. La biogenesi mitocondrial és un procés cel-lular
complex, altament controlat, que implica Pexpressié6 de més de mil gens 1 el
canvi d’aproximadament el 20% de la proteina cel-lular (Lopez-Lluch et al.,

2008).

El nombre i Pestructura dels mitocondris no és estatic. Per exemple, durant
I'etapa fetal el miocardi genera la major part de ’ATP a través de la glicolisi 1
Ioxidacié del lactat, per la qual cosa els mitocondris es troben poc
desenvolupats. Després del naixement, els acids grassos passen a ser el
substrat energetic principal, de manera que es produeix un increment del
nombre i grandaria dels mitocondris i un desenvolupament de la cadena
respiratoria mitocondrial (Marin-Garcia et al., 2000). De la mateixa manera,

alteracions en la massa 1 funcié mitocondrials estan associades a varis tipus de

cardiomiopaties (Taha and Lopaschuk, 2007; Fillmore et al., 2014).

La biogenesi mitocondrial requereix d’una coordinacié precisa entre el

genoma mitocondrial i el nuclear la qual s’aconsegueix mitjangant una serie de
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proteines reguladores codificades al nucli que coordinen I'expressié genica de

proteines mitocondrials als dos genomes.
1.1.3.1. Transcripci6 i replicacié del genoma mitocondrial

La transcripcié del genoma mitocondrial té lloc de manera bidireccional a
partir dels promotors de la cadena lleugera 1 pesada, produint-se dos transcrits
policistronics que donen lloc als 13 RNAm, 22 RNAt i 2 rRNA codificats en
aquest genoma. En aquest procés és clau la participacié del factor de
transcripcié mitocondrial A (TFAM), el qual s’uneix als dos promotors i
interactua amb els factors de transcripcié mitocondrials B1 i B2 (TFBIM 1
TFB2M), de manera que es recluta la RNA polimerasa mitocondrial
(POLMRT) i s’inicia la transcripcié del mtDNA.

La replicacié del mtDNA té lloc, principalment, durant el final de la fase Sia
la fase G, del cicle cel‘lular, encara que pot esdevenir en qualsevol moment
del cicle (Bogenhagen and Clayton, 1977). El model més acceptat es basa en
un procés de duplicacié asincronic del mtDNA que s’inicia a lorigen de
replicacié Oy donant lloc a una nova cadena pesada. Quan la maquinaria de
replicaci6 arriba a 'O, s’inicia la sintesi de la nova cadena lleugera (Holt and

Reyes, 2012).

La transcripcio i la replicacié del genoma mitocondrial séon dos processos
coordinats. Quan hi ha baixos nivells de TFAM, la POLMRT finalitza de
manera prematura la transcripcid, donant lloc a un oligoribonucleotid que
actua com un encebador necessari per a la replicacié del mtDNA. En canvi,
quan els nivells de TFAM soén elevats, aquest es pot unir al promotor de la
cadena pesada 1 s’indueix la transcripcié del mtDNA. Per tant, la regulacié de
la transcripcié 1 replicaci6 del mtDNA depen dels nivells de TFAM
(Fernandez-Silva et al., 2003; Campbell et al., 2012).
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1.1.3.2. Transcripcié de gens nuclears per a proteines mitocondrials

La majoria de les proteines mitocondrials estan codificades al genoma nuclear.
Entre aquestes cal destacar la majoria de les subunitats dels complexes de la
cadena respiratoria, els enzims del cicle de Krebs i de la B-oxidacié d’acids
grassos, les proteines desacoblants i els factors implicats en la replicacio i

expressio del genoma mitocondrial (Scarpulla et al., 2012).
Factors nuclears de respiracio (NRFs)

El primer factor de transcripcié nuclear implicat en I'expressié de proteines
mitocondrials que es va descobrir fou el NRF1. Aquesta proteina regula
Iexpressi6 de gens nuclears que codifiquen per a proteines dels cinc
complexes mitocondrials i per a proteines implicades en I'assemblatge dels
complexes ribosomals. A més, el NRF1 regula I'expressié dels gens que
codifiquen pel TFAM, el TFB1M, el TFB2M i la POLMRT (Scarpulla et al.,
2012; Vega et al., 2015). Per tant, NRF1 participa en la coordinacié entre el

genoma nuclear 1 el mitocondrial.

La proteina NRIF2 modula I'expressié nuclear de subunitats del complex IV
de la cadena respiratoria mitocondrial i de proteines per a la maquinaria
d’importacié proteica al mitocondri. També s’han vist llocs d’uni6 pel NRF2 a
altres gens que codifiquen per a subunitats d’altres complexes de la cadena
respiratoria, aixi com pel TFAM, el TFBIM i el TFB2M. En molts casos, els
promotors que contenen llocs d’unié pel NRF2 també en contenen pel NRF1,
encara que no ¢és un fet general. Per exemple, als rosegadors el promotor del
gen del TFAM no té element d’unié al NRF1, mentre que el gen del TFAM
huma conté llocs d’uni6 al NRF1 i al NREF2 (Scarpulla, 2008).

Receptors activats per proliferadors peroxisomals (PPARs)

Els PPARs sén membres de la superfamilia dels receptors nuclears i regulen

Pexpressio de gens implicats en el metabolisme lipidic. Els principals lligants
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naturals dels PPARs son els acids grassos i derivats (Poulsen et al., 2012; Fan
and Evans, 2015). Els PPARs s’uneixen als promotors dels gens diana en
forma d’heterodimer amb un altre receptor nuclear, el receptor de retinoid X

(RXR) (Poulsen et al., 2012; Fan and Evans, 2015).

Als mamifers hi ha tres isoformes, el PPAR«, el PPARB/S i el PPARy. El
PPAR« fou el primer PPAR en identificar-se i s’expressa predominantment al
fetge, al cor, al muscul esqueletic 1 al teixit adipds marrd, i participa en la
regulacié de lexpressié de gens pel transport i 'oxidacié d’acids grassos
(Poulsen et al., 2012; Fan and Evans, 2015). E1 PPARB/8 té funcions molt
similars al PPAR« i 1a seva expressio és més ubiqua, amb elevats nivells al cor,
muscul esqueletic oxidatiu 1 tracte digestiu (Fan and Evans, 2015). EI PPARy
s’expressa principalment al teixit adip6s blanc i marrd, on és el principal
regulador de 'adipogenesi; no obstant, no sembla tenir un paper en I'oxidacié

d’acids grassos (Fan and Evans, 2015).

El cor adult obté la major part de TATP a partir de Poxidacié d’acids grassos,
de manera que el PPAR« és un important regulador del metabolisme cardiac.
No obstant, només activa Pexpressio de gens per a la captacié i B-oxidacié
d’acids grassos i no pel cicle de Krebs o la cadena respiratoria (Finck et al.,
2002). Quan es sobreexpressa PPAR«x al miocardi s’obté un fenotip similar al
del cor lipotoxic ja que s’incrementa I'oxidacié de lipids i disminueix 'as de
glucosa (Finck et al., 2002). El PPARB/8 també regula I'oxidacié cardiaca
d’acids grassos i la seva sobreexpressio incrementa Iexpressié de gens pel
catabolisme lipidic, perd no comporta una menor oxidacié de glucosa (Burkart
et al., 2007). Per tant, sembla que al cor el PPARa i el PPARB/S estan

implicats en processos de regulacié metabolica diferents.
Receptors relacionats amb estrogens (ERRs)

Els ERRs, com els PPARs, son factors de transcripcié de la superfamilia dels

receptors nuclears. Reben aquest nom degut a la seva similitud amb els
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receptors d’estrogens, encara que no s’uneixen a aquestes hormones. S’ha vist
que controlen l'expressiéo de gens nuclears que codifiquen per a proteines
implicades en l'oxidaci6 d’acids grassos, el cicle de Krebs, la cadena
respiratoria 1 la fosforilacié oxidativa (Wang et al., 2015a). Existeixen tres
isoformes (ERRa, ERRB i ERRy). L’ERRa s’expressa de manera ubiqua i és
molt abundant als teixits amb elevada despesa energetica, com el cor, el
muscul esqueletic, el cervell i el teixit adipés marré. Tot i que TERRB i PERRy
també predominen a teixits amb un elevat metabolisme mitocondrial, els seus

nivells son molt inferiors als de TERRa (Fan and Evans, 2015).

Al cor, la deleci6 de PERRa provoca una menor expressiéo de gens per a
I'oxidacié d’acids grassos, pero 'efecte és poc sever en condicions basals degut
a una acci6 compensatoria de ERRy. En canvi, en una situacié de
sobrecarrega de pressio, on el cor necessita bombejar més volum sanguini, el
miocardi és incapag de fer front a aquesta forta demanda energetica i es dona
disfuncié cardfaca (Huss et al., 2007). De la mateixa manera, la deleci6 de
ERRy té efectes importants en el metabolisme lipidic cardiac que son

compensats en part per TERRa (Alaynick et al., 2007).

Coactivadors del receptor activat per proliferadors peroxisomals y

(PGCs)

Els PGCs no tenen domini d’unié al DNA, de manera que exerceixen la seva
funcié com a coactivadors transcripcionals. Destaca el PGC-1a, considerat el
principal element regulador de la biogénesi mitocondrial ja que activa i integra
les activitats dels diversos factors de transcripcié implicats en I'expressio de les
proteines mitocondrials (Scarpulla, 2008; Vega et al., 2015). Aixi, al muscul
cardiac s’ha vist que el PGC-1a s’uneix i activa a NRF1, NRF2, ERRa, ERRYy,
PPARa i PPARB/S (fig. 4) (Vega et al., 2015). D’aquesta manera, els ratolins

knock ont pel PGC-la presenten una menor capacitat contractil cardfaca,
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originant una disfunci6 cardiaca especialment en situacions d’elevada demanda

energetica (Arany et al., 2005).
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Figura 3. Regulacié de la biogénesi mitocondrial a través del PGC-1a. En resposta a
una demanda energgtica s’activen varies cascades de senyalitzacié que activen el PGC-1a.
Aquest coactivador transcripcional interactua amb varis factors de transcripcié implicats en
Pexpressié de gens mitocondrials, la qual cosa converteix al PGC-1a al principal regulador 1
coordinador de la biogenesi mitocondrial. AMPK, cinasa activada per AMP; CREB,
proteina d’uni6 a I'element de resposta a cAMP; ERRa, ERR, receptors relacionats amb
estrogens a 1 3; NRF1, NRF2, factors nuclears de respiraci6 11 2; PGC-1a, coactivador 1o
del receptor activitat per proliferadors peroxisomals y; PPARa«, PPARB/S, receptors
activats per proliferadors peroxisomals « i 3/8; SIRT1, sirtuina 1. Adaptat de Vega et al.,
2015.

D’entre els mecanismes reguladors del PGC-la destaca PAMPK, la qual
fosforila 1 activa al PGC-la. A més, TAMPK, quan activa el metabolisme
energetic, provoca un increment dels nivells de NAD", de manera que s’activa
la sirtuina 1 (Sirtl), la qual desacetila i activa el PGC-1a (Fernandez-Marcos
and Auwerx, 2011; Vega et al, 2015). D’aquesta manera, s’estableix una
connexié entre lestatus energetic cel-lular, lestat redox i la biogenesi

mitocondrial.
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Existeixen dues proteines homologues al PGC-1a: el PGC-18 1 el coactivador
tipus PGC-1a (PRC). Sembla que al cor el PGC-1a i el PGC-13 podrien
desenvolupar funcions redundants en situacié basal ja que la peérdua d’una
d’aquestes proteines no provoca defectes en la funcié mitocondrial, perd quan
la demanada energetica és superior fan falta les dues proteines pel correcte
funcionament cardiac (Vega et al., 2015). El rol del PRC a la biogenesi
mitocondrial cardiaca ha estat poc estudiat ja que, al contrari que el PGC-1a 1
el PGC-13, s’expressa principalment a teixits amb menor abundancia de

mitocondyris (Scarpulla, 2008).
1.1.3.3. Dinamica mitocondrial

Els mitocondris no sén organuls estatics, siné6 que continuament es troben
sotmesos a canvis en la seva localitzacié 1 morfologia. El conjunt d’aquests
processos ¢és conegut com a dinamica mitocondrial. La morfologia
mitocondrial depén dels processos de fusio i fissié6 d’aquests organuls. La
fusié és la unié de dos o més mitocondris entre si i esta controlat per les
mitofusines 112 (Mfnl, Mfn2) i per la proteina de I'atrofia optica 1 (OPA1).
Les Mfn es localitzen a la membrana mitocondrial externa i s’associen amb
I’OPA1 de la membrana mitocondrial interna per a coordinar la correcta unié
de les membranes dels diferents mitocondris. La fusié mitocondrial implica
una homogeneitzacié de la xarxa mitocondrial de la cel'lula la qual cosa pot
suposar un mecanisme de control en front a possibles mutacions (Kuzmicic et
al.,, 2011). La fissi6 mitocondrial, en canvi, suposa una fragmentacié d’un
mitocondri en varis i esta controlada per la proteina de fissié 1 (Fisl) 1 pel
receptor relacionat amb la dinamina 1 (Drpl). La Fisl es localitza a la
membrana mitocondrial externa i interacciona amb el Drpl, localitzat al
citoplasma, de manera que s’activa la constricci6 de les membranes
mitocondrials (Elgass et al.,, 2013). La fissi6 mitocondrial permet eliminar
selectivament mitocondris vells o danyats per mitofagia aixi com augmentar el

nombre de mitocondris (Elgass et al., 2013).
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Els cardiomiocits adults sén cel-lules molt organitzades on el moviment de
mitocondris es troba molt restringit. De fet, els mitocondris cardiacs es troben
empaquetats entre les miofibril-les (mitocondris intermiofibrilars), sota la
membrana plasmatica (mitocondris subsarcolémics) o vora la membrana
nuclear (mitocondris perinuclears) (Piquereau et al., 2013), fet que suposa que
els mitocondris no es trobin formant una xarxa continua. A més, s’ha vist
mitjangant tecniques microscopiques que els mitocondris cardiacs de rates
presenten pocs esdeveniments de fusio i fissié6 (Kuzmicic et al., 2011). No
obstant, 'expressi6 de proteines implicades en la dinamica mitocondrial és
particularment elevada en aquest organ, la qual cosa suggereix que aquests
organuls no es troben completament lliures d’experimentar esdeveniments de
fusio 1 fissi6 (Ong and Hausenloy, 2010). De fet, diverses patologies
cardiaques estan associades amb alteracions en proteines implicades en la
dinamica mitocondrial. Per exemple, s’han observat menors nivells ’OPA1 a
pacients amb fallida cardiaca, fet acompanyat per una poblacié mitocondrial
més fragmentada (Chen et al., 2009b). De la mateixa manera, una manca de la
proteina Drpl al cor de ratolins provoca a una elongacié dels mitocondris

cardiacs que condueix a la seva disfunci6 (Ashrafian et al., 2010).
1.1.4. Els mitocondris com a font de radicals lliures d’oxigen (ROS)

Malgrat la seva importancia en el metabolisme mitocondrial, 'oxigen provoca
alhora que es formin ROS, unes especies altament reactives que originen dany
oxidatiu i comprometen la funcié dels mitocondris 1 de les cel-lules. Aixi, una
petita proporci6é de 'oxigen consumit als mitocondris es converteix en ROS,
de manera que aquests organuls suposen la principal font cel‘lular de radicals
lliures. Encara que els ROS contribueixen al dany mitocondrial caracteristic de
moltes patologies, també son importants en la senyalitzacié redox des dels
mitocondris cap a la resta de la cél-lula (Murphy, 2009). Es important destacar

que els mitocondris no so6n la tnica font de ROS als cardiomiocits. Aixi,
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enzims com la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa i les sintases d’oxid nitric

també poden contribuir a la formacié cel-lular de ROS (Selvaraju et al., 2012).

Als mitocondris es produeix anié superoxid (O,7) a partir de la reduccié de
Poxigen per un electré provinent principalment de grups prostetics reduits de
la cadena de transport electronic (ETC) (fig. 4) (Murphy, 2009). Quan la
disponibilitat de substrats és elevada, el cicle de Krebs genera gran quantitat
de NADH i FADH,, de manera que 'ETC assoleix la seva capacitat maxima i
augmenta la relaci6 ATP/ADP (Selvaraju et al., 2012). Aixo fa que la
membrana mitocondrial estigui hiperpolaritzada i, en conseqiiencia, PETC
esta parcialment bloquejada i s’acumulen electrons als complexes I i 111, els
quals poden reaccionar amb l'oxigen 1 produir O,” (Selvaraju et al., 2012). Un
altre estat fisiologic que incrementa la produccié de ROS és la hipoxia, que es
produeix, per exemple, en una isquémia cardiaca, ja que els intermediaris de

IETC estan més reduits (Santos et al., 2011).

Degut a la seva curta vida mitjana, el O, dificilment pot travessar la
membrana mitocondrial pero, en canvi, pot originar peroxid d’hidrogen
(H,O,) (fig. 4), que és més estable i es troba cent vegades més concentrat al
mitocondri respecte el O,”. A més, el H,O, pot travessar les membranes i
difondre cap als diferents compartiments cel-lulars, de manera que pot
propagar senyals cel-lulars provinents dels mitocondris (Aon et al., 2015). No
obstant, malgrat Iestabilitat del H,O,, en presencia de metalls de transicio,
especialment ferro, pot donar lloc per reaccié de Fenton a I'i6 hidroxil (OH’),

el qual és altament toxic (Bolisetty and Jaimes, 2013).
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Figura 4. Produccié mitocondrial de ROS i paper dels enzims antioxidants i de les
UCPs. Part dels electrons que circulen per la cadena de transport electronic mitocondrial
escapen dels centres redox i redueixen l'oxigen a anié superoxid, una especie altament
reactiva 1 precursora d’altres ROS. Com a mecanisme de defensa antioxidant, els
mitocondris han desenvolupat sistemes enzimatics per neutralitzar els ROS, aixi com les
proteines UCPs que, entre altres funcions, disminueixen la produccié d’aquestes molecules.
Cu/Zn-SOD, superoxid dismutasa de coure/zinc; GPx, glutatié peroxidasa; Mn-SOD,
superoxid dismutasa de mangan¢s; PRX, peroxiredoxina; ROS, especies reactives de
loxigen; TRX, tioredoxina; UCPs, proteines desacoblants; VDAC, canal anionic depenent
de voltatge. Adaptat de Murphy 2009.

L’elevada reactivitat dels ROS fa que aquests reaccionin amb els components
cel-lulars comprometent la seva estructura i funcié. Aixi, el O, pot reaccionar
amb T'oxid nitric (NO) i1 donar lloc a peroxinitrit (ONOO,"), el qual pot
provocar la formacié de 8-hidro(deoxi)guanosina, provocant mutacions al
mtDNA i1 comprometent Pestabilitat del RNA (Li et al., 2013; Bar-Or et al.,
2015). Els ROS també poden reaccionar amb acids grassos insaturats de
cadena llarga de les membranes cel-lulars i generar productes de peroxidacio
lipidica com el malondialdehid o el 4-hidroxinonenal (4-HNE), els quals
indueixen una perdua de funcionalitat de membrana. Els ROS actuen també

sobre les proteines causant la seva disfuncié i degradacié (Bar-Or et al., 2015).
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Degut a aquesta elevada toxicitat dels ROS; els mitocondris han desenvolupat
sistemes antioxidants per a neutralitzar-los a mesura que es van generant (fig.
4). Aixi, el dany oxidatiu final depen del balang entre la produccié de ROS i la
seva eliminaci6é. Aquests sistemes antioxidants poden ser enzimatics o no
enzimatics. D’entre els primers destaquen la familia de les superoxid
dismutases (SOD), especialment la Mn SOD de la matriu mitocondrial, que
catalitzen la dismutacié del O,” a H,0,. El H,0, pot ser reduit a aigua a través
d’enzims antioxidants, com ara la catalasa i la glutatié peroxidasa (GPx), i pel
sistema peroxiredoxina-tioredoxina (Cox et al., 2010; Li et al., 2013). D’entre
els antioxidants no enzimatics destaquen molécules de baix pes molecular que
poden actuar directament com scavengers dels ROS, com ara I'acid ascorbic o el

glutatio.

Les cel'lules també han desenvolupat estrategies per disminuir la produccié de
ROS, entre les quals cal destacar les proteines desacoblants (UCPs). Les UCPs
es localitzen a la membrana mitocondrial interna i transporten protons de
I'espai intermembrana cap a la matriu mitocondrial, dissipant el gradient
protonic originat per la cadena respiratoria (fig. 4). Aquest retorn de protons
no s’acobla a una sintesi ’ATP sindé que I'energia del gradient protonic es
dissipa en forma de calor. El muscul cardfac expressa UCP2 1 UCP3,
especialment quan s’incrementa el metabolisme lipidic cardiac per accié del
PPARa (Nabben and Hoeks, 2008). En aquesta situacid, el potencial de
membrana mitocondrial és elevat 1 es produeixen ROS, els quals s’ha suggerit
que poden activar aquestes UCPs 1 produir un lleu desacoblament, de manera
que, per un mecanisme de retroalimentacié negativa, prevenen la formacié de
ROS i disminueixen el dany oxidatiu (Busiello et al,, 2015). També s’ha
proposat que les UCP2 1 UCP3 actuarien com a transportadors d’anions d’acid
gras cap a espai intermembrana, evitant acumulacié d’aquests a la matriu on

poden desencadenar cascades de dany oxidatiu (Busiello et al., 2015).
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1.1.5. Diferéncies entre sexes en la funcié i la biogénesi mitocondrials:

paper dels estrogens

A Espanya i a altres paisos europeus la mortalitat associada a patologies
cardfaques, com ¢és el cas de la cardiomiopatia isquémica i I'infart de miocardi
és, en general, major als homes que a les dones (Sociedad Espanola de
Arteriosclerosis, 2007). No obstant aixo, I'avantatge femenina enfront les
malalties cardiovasculars es perd després de la menopausa (Ostadal et al.,
2009; Mikkola et al., 2013). Per aquest motiu, les hormones sexuals estan
considerades les principals responsables d’aquestes diferencies entre generes.
A més de les hormones sexuals, alguns factors ambientals, com la major
prevalenca de tabaquisme i alcoholisme als homes, podrien contribuir també
en aquest dimorfisme. Finalment, la diferent dotacié cromosomica entre sexes

també és un factor a tenir en compte, perd només afectaria a un grup concret

de malalties (Meyer et al., 2014).

Estudis previs realitzats al nostre grup d’investigacié mostren com les rates
femella presenten una poblacié mitocondrial cardiaca més diferenciada que la
dels mascles, fet que va acompanyat d’'una menor producci6 de ROS 1 un
menor dany oxidatiu (Colom et al., 2007b). Degut a la importancia del
metabolisme energetic en el correcte funcionament del cor, les diferéncies
entre sexes en el metabolisme cardiac podrien explicar aquesta diferent
incidéncia en la patologia cardfaca entre homes i dones. A més, s’ha vist que
els efectes de lenvelliment sobre la funcié mitocondrial i Pestrés oxidatiu
cardfacs s6n més marcats a les rates femella que als mascles, fet que podria
estar relacionat amb la disminucié dels nivells circulants d’estrogens associada

a Penvelliment (Colom et al., 2014).

Es important assenyalar que s’ha observat també com les rates femella
presenten una major funcié i biogeénesi mitocondrials a altres teixits, com el

teixit adipés blanc (Amengual-Cladera et al., 2012), el teixit adipés marro
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(Nadal-Casellas et al., 2013), el fetge (Justo et al., 2005; Valle et al., 2007;
Nadal-Casellas et al., 2010), el muscul esqueletic (Colom et al., 2007a; Gémez-
Pérez et al., 2008) i el cervell (Guevara et al., 2009).

1.1.5.1. Els estrogens i els seus receptors

Els estrogens sén hormones sexuals esteroides sintetitzades principalment als
ovaris, encara que també poden ser produits a I’escor¢a suprarenal, el teixit
adip6s 1 els testicles. El principal estrogen present en la circulacié durant ’edat
reproductora femenina és el 173-estradiol (E,), el qual és sintetitzat a partir de
la testosterona, a través de 'enzim aromatasa, o de estrona, mitjancant la 17-
cetoreductasa. Altres estrogens presents en la circulacié sén estrona,
Iestrogen més abundant a les dones postmenopausiques, i Pestriol, el qual
podria ser important durant 'embaras. Tot 1 que el rol fisiologic més rellevant
dels estrogens és el desenvolupament dels organs reproductors, també s’ha
vist que influeixen en processos patologics no relacionats amb la reproduccio,
com ara losteoporosi, el cancer, I'obesitat i les malalties cardiovasculars

(Deroo and Korach, 20006).

La naturalesa lipofila dels estrogens fa que difonguin a través de la membrana
plasmatica de les c¢l-lules dels teixits diana i puguin unir-se a receptors
especifics. Els dos receptors més estudiats son els receptors d’estrogen o i {3
(ERa 1 ERB), els quals formen part de la superfamilia dels receptors nuclears.
La interacci6 de I'E, amb aquests receptors provoca la dimeritzacio i
translocacié d’aquests cap al nucli (fig. 5), on actuen com a factors de
transcripcié de gens que al seu promotor presenten elements de resposta a
estrogens (EREs) (Bjornstrom and Sjoberg, 2005). Els ERs també poden
actuar a través d’altres factors de transcripcio i regular expressioé de gens que
no contenen EREs. Per exemple, poden unir-se al NF-«B i inhibir la
transcripcié del gen de la IL-6 (Ray et al,, 1994). A més, 'ERa i PERJ poden

activar mecanismes no genomics, com ara l’activacié de cascades de cinases
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que activen a la sintasa d’oxid nitric endotelial (eNOS) (Bjornstréom and
Sjoberg, 2005). I’ERo 1 'ERB tenen una distribucio tissular especifica que pot
variar entre especies (Foryst-Ludwig and Kintscher, 2010). A més, encara que
els efectes mediats per ambdds receptors sén compartits degut a la seva
elevada homologia, s’han descrit diferéncies entre els efectes mediats per
I'ERa 1 per PERB. Per exemple, els cardiomiocits expressen ambdds ERs, pero
s’ha vist un rol cardioprotector de 'ERa en el dany per isquémia i reperfusio,

pero no per part de PTERB (Knowlton and Korzick, 2014).

Existeix també el receptor d’estrogens associat a proteines G (GPER), una
proteina integral de membrana localitzada principalment al reticle
endoplasmatic i a la membrana cel'lular (Prossnitz and Barton, 2014).
S’expressa a les cellules del sistema cardiovascular, incloent cardiomiocits,
cel-lules endotelials i cel-lules musculars llises, 1 també a altres teixits com el
teixit adip0s, el fetge i el pancrees (Nilsson et al., 2011). A diferencia dels ERs,
el GPER no és un factor de transcripcio, siné que actua mitjangant proteines
G associades, de manera que s’han descrit principalment mecanismes no
genomics mediats per aquest receptor, com ara 'activacié de la via del cAMP-
PKA, l'activacié de la PKC i la modulaci6 de canals ionics (Prossnitz and
Barton, 2014). No obstant aix0, també s’han descrit alguns efectes genomics
mediats pel GPER, com ara la inhibicié de I'expressié cardiaca del factor o
induible per hipoxia i del factor de creixement del teixit connectiu (De

Francesco et al., 2013).
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Figura 5. Efectes genomics i no genomics mediats pel 173-estradiol. Les accions
genomiques de I'E, sén produides a través de la seva unié als receptors ERa i ERB,
provocant que formin homodimers o heterodimers amb altres factors de transcripcio, i
regulant aix{ I'expressié genica. Es poden activar també altres mecanismes cel-lulars, com
ara cascades de cinases. A més, 'E, pot unir-se a un tercer receptor associat a membrana, el
GPER, i desencadenar respostes genomiques i no genomiques. E,, 173-estradiol; ERa,
ERB, receptors d’estrogens o i 3; ERE, element de resposta a estrogens; I'T, factor de
transcripcid; GPER, receptor d’estrogens associat a proteines G. Adaptat de Knowlton i
Korzick 2014, i de Prossnitz i Barton 2014.

1.1.5.2. Efectes dels estrogens sobre el metabolisme energétic

S’ha proposat que les hormones sexuals podrien regular la biogenesi i la
funcié mitocondprials a varis teixits (Klinge, 2008; Chen et al., 2009a; Velarde,
2014). Estudis previs realitzats pel nostre grup d’investigacié mostren com
lovariectomia disminueix la funcié i la biogenesi mitocondrials al muscul
esqueletic de rata, mentre que la suplementacié amb E, reverteix parcialment
aquests efectes. Aquests resultats estan recolzats per un efecte potenciador de
I’E, sobre la biogenesi i la funcié mitocondrials a miocits L6E9 (Capllonch-
Amer et al., 2014b). De la mateixa manera, a adipocits 3T3-L1 s’ha vist que

I'E, estimula I'expressio de factors implicats en la biogenesi mitocondrial, com

el PGC-1a, el PGC-18 i el TFAM (Capllonch-Amer et al., 2014a). A altres
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teixits, com ara vasos sanguinis cerebrals, també s’han observat efectes

similars dels estrogens (Stirone et al., 2005).

Els efectes dels estrogens estimulant la biogenesi 1 la funcié mitocondrials van
en paral-lel amb un efecte antioxidant. Per exemple, al muscul esquelétic els
estrogens incrementen 'expressio i activitat d’enzims antioxidants (Baltgalvis
et al.,, 2010; Capllonch-Amer et al., 2014b) 1 els nivells d’'UCP3 (Capllonch-
Amer et al., 2014b). D’altra banda, aquestes hormones poden neutralitzar
directament els ROS a través de la seva estructura fenolica ja que posseeixen

una activitat antioxidant similar a altres compostos fenolics, com ara la

vitamina E (Mooradian, 1993).
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1.2. Lipotoxicitat cardiaca

La lipotoxicitat és una alteraci6 metabolica tissular resultat de I’esteatosi o
acumulacié de lipids a teixits no adiposos, com ara els musculs cardiac i
esqueletic 1 el fetge. Hi ha wvaris factors que poden afectar a linici i la
progressié de la lipotoxicitat al miocardi, encara que sembla que el principal
desencadenant seria una mala adaptacié del metabolisme cardiac a una
hiperlipemia cronica (Sung et al, 2015). D’aquesta manera, situacions
patologiques que comportin un increment dels lipids circulants, com ara el
sindrome metabolic, I'obesitat o les lipodistrofies, poden originar lipotoxicitat

al miocardi (Peura and Schaffer, 2015).

1.2.1. La disfunci6 del teixit adipés com a causa de la lipotoxicitat

cardiaca

El teixit adipés blanc té com a funcié principal emmagatzemar Pexcés
d’energia en forma de TG. A més, també actua com un organ endocti 1 secreta
un gran nombre de proteines conegudes com adipoquines que poden tenir un
efecte autocri, paracti o endocri. La distuncié del teixit adipds, per tant,
provoca un emmagatzematge incorrecte dels lipids i una alteraci6 en la
secreci6 d’adipoquines, originant aixi una alteracié metabolica a nivell sistemic

(Gatrg, 2006).

Una de les principals causes de la disfuncié del teixit adipos és Pobesitat, una
patologia cronica caracteritzada per un increment de les reserves lipidiques en
aquest teixit. Encara que lorigen és multifactorial, la principal causa de
Pobesitat és el desequilibri energetic: la ingesta calorica és major que la despesa
energetica de Porganisme (Sansbury and Hill, 2014). L’obesitat és una malaltia
epidemica als paisos desenvolupats i s’associa a comorbiditats com la
resistencia a la insulina (diabetis tipus 2), les malalties cardiovasculars o el

cancer (Bray, 2004).
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Cada vegada esta més acceptat el model lipocentric com a principal factor
etiologic de I'obesitat (fig. 6). Segons aquest model, el teixit adipds supera la
seva capacitat d’emmagatzemar lipids, de manera que aquests s’acumulen en
teixits periferics com el fetge, el muscul esquelétic, el muscul cardiac, 'endoteli
o el pancrees, donant lloc a esteatosi 1 lipotoxicitat perifériques i resistencia a
la insulina. Encara que el pancrees respon inicialment amb un increment de la
secreci6 d’insulina, finalment es produeix fallida de les cel-lules B d’aquest
organ i la conseqiient hiperglucemia (Virtue and Vidal-Puig, 2010; McKenney
and Short, 2011). A més, en condicions d’obesitat el teixit adipés modifica la
seva capacitat endocrina ja que augmenta la secreci6 d’adipoquines
proinflamatories, com la interleucina 6 (IL-6), el factor de necrosi tumoral o
(TNF-a) 1 la leptina, 1 disminueix la d’adipoquines cardioprotectores, com

I'adiponectina (Van de Voorde et al., 2013).
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Figura 6. Model lipocéntric de desenvolupament de lipotoxicitat i resisténcia a la
insulina. La capacitat d’expansi6 del teixit adipos és limitada i, en una situacié de balang
energetic positiu, els greixos s’acumulen de manera ectopica originant lipotoxicitat als
organs periferics i resistencia a la insulina. El canvi en el perfil de secrecié d’adipoquines, a
més, agreuja el procés lipotoxic. IL-1, IL-6, interleucines 1 1 6; TNF-a, factor de necrosi
tumoral «. Adaptat de Virtue i Vidal-Puig, 2010.
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Per tant, la disfuncié del teixit adipés és un element clau que connecta
I'obesitat 1 les malalties cardiovasculars, les quals sén la principal causa de
mort en la poblacié obesa (Pappachan et al., 2013). De fet, 'obesitat és un
factor de risc independent de la malaltia cardiovascular (Bastien et al., 2014).

L’obesitat 1 la diabetis poden afectar al cor de tres formes principals

(Pappachan et al., 2013):
1) malaltia arterial coronaria
2) neuropatia cardiaca autonomica
3) cardiomiopatia diabetica per lipotoxicitat cardiaca

La cardiomiopatia diabética fou descrita per primera vegada per Rubler e a/. el
1972 com una disfuncié del miocardi a pacients diabetics en absencia de
neuropatia cardiaca autonomica, hipertensié, malaltia coronaria o malaltia
valvular cardfaca (Rubler et al., 1972). Aquesta patologia es caracteritza per
una esteatosi 1 una lipotoxicitat cardiaques, les quals provoquen una
hipertrofia concentrica del ventricle esquerre per increment de la gruixa de les
parets d’aquest ventricle que condueix a la seva disfuncié diastolica (Mandavia

et al., 2013).
1.2.2. Fallida metabolica del cor lipotoxic

S’ha proposat dividir la patogenesi de la lipotoxicitat cardiaca en tres fases:

compensada, de transicié 1 descompensada (fig.7) (Schilling, 2015).

Fase compensada En aquesta primera etapa, el muscul cardiac rep elevades

quantitats d’acids grassos degut a ’elevada lipemia, de manera que augmenta la
captacio i Poxidacié de lipids (Fillmore et al., 2014; Sung et al., 2015). Aquesta
reprogramacié metabolica cardiaca s’esdevé a través de I'accié del PPAR«, el
qual és activat per acids grassos, i del PGC-la, de manera que també

augmenta la biogeénesi mitocondrial per afrontar Televada demanada
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d’oxidacio lipidica (Schilling, 2015; Sung et al., 2015). L’excés d’acids grassos
s’emmagatzema en forma de TG, minimitzant la producci6 d’especies
toxiques de lipids i la lipotoxicitat. No obstant, I’elevat rati d’oxidaci6 lipidica
fa que el cor empri menys glucosa com a font d’acetil-CoA degut a l'accié
inhibitoria de la PDK4 sobre la piruvat deshidrogenasa (Sugden and Holness,
2006; Bayeva et al.,, 2013). En consequi¢ncia, el cor passa de ser un organ
omnivor a tenir inflexibilitat metabolica. Aquest fenotip és especialment greu
quan hi ha canvis en la disponibilitat de substrats com, per exemple, durant
una isquemia, situacié en la qual la disponibilitat d’oxigen és baixa i s’obté

ATP per vies glicolitiques (Schilling, 2015).

Fase de transici6 A mesura que es perllonga el flux d’acids grassos cap als
mitocondris cardfacs es produeix un desequilibri entre la B-oxidacié 1 la
respiracié6 mitocondrial, originant un elevat potencial de membrana i un
bloqueig de TETC que provoquen un increment en la formacié de ROS
(Schilling, 2015). A més, per obtenir la mateixa quantitat d’ATP, I'oxidacié
lipidica comporta I"ds de més oxigen en comparacié6 amb l'oxidacié de
glucosa, la qual potencia encara més la producci6 de ROS (Bayeva et al,

2013).

El desequilibri entre la captacié i 'oxidacié lipidiques provoca un major
increment dels TG cardiacs (Schilling, 2015). Encara que els TG per se no séon
toxics, si que son precursors d’intermediaris lipidics toxics, especialment
ceramides 1 diacilglicerols (DAG). Aquestes moléecules, juntament amb els
ROS, activen cascades de cinases que provoquen la fosforilacié del substrat 1
del receptor d’insulina (IRST) en residus de serina, bloquejant la fosforilacio de
tirosines que transdueix la senyalitzacié6 de la insulina, de manera que es
produeix resistencia cardiaca a aquesta hormona (Fillmore et al., 2014; Sung et

al., 2015).
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Figura 7. Fases de la patogénesi de la lipotoxicitat cardiaca. A) Fase compensada.
L’elevada captacié d’acids grassos provoca lincrement de la biogenesi mitocondrial i de
l'oxidaci6 lipidiques a través del PPARa i del PGC-1a, de manera que es redueix 'as de
glucosa com a substrat. B) Fase de transici6é. El desequilibri entre la B-oxidacié i la
respiracié mitocondrial condueix a un increment del contingut de triglicérids cardiacs, aixi
com a la formacié d’especies lipidiques toxiques i de ROS que provoquen resistencia
cardiaca a la insulina. D’entre els mecanismes de resposta dels cardiomiocits a aquest
ambient toxic destaquen les UCPs les quals, a través del desacoblament, redueixen la
produccié mitocondrial de ROS. C) Fase descompensada. Els mecanismes de resposta
son insuficients 1 s'incrementa la formacié de ROS, provocant disfuncié mitocondrial i
P'activacié de vies inflamatories que agreugen la situacié lipotoxica. CD36, claster de
diferenciacié 36; DAG, diacilglicerol; GLUT4, transportador de glucosa de tipus 4; IRS1,
substrat 1 del receptor de la insulina; PDK4, cinasa 4 del complex de la piruvat
deshidrogenasa; PGC-la, coactivador la del receptor activitat per proliferadors
peroxisomals y; PPARa, receptor activat per proliferadors peroxisomals a; ROS, especies
reactives de Poxigen; TG, triglicerids; UCP2, UCP3, proteines desacoblants 2 1 3. Adaptat
de Schilling, 2015.

Fase descompensada A curt termini, els cardiomiocits responen incrementant

mecanismes antioxidants, com ara els enzims antioxidants i les UCPs

(Schilling, 2015). No obstant, aquestes adaptacions no aconsegueixen
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contrarestar els ROS, donant lloc a una major acumulacié d’especies lipidiques
toxiques i dany oxidatiu que desemboquen en una disfuncié mitocondrial
(Schilling, 2015). La disminucié de la capacitat oxidativa incrementa el
desequilibri entre la captaci6 i I'oxidacié d’acids grassos, de manera que es
sobrepassa la capacitat d’emmagatzemar TG dels cardiomiocits i s’incrementa
encara més la formacié de ceramides i DAG, provocant un cercle viciés que

agreuja la disfuncié mitocondprial 1 la lipotoxicitat.
1.2.3. Inflamaci6 al cor lipotoxic

A la fase descompensada d’una lipotoxicitat cardiaca, les ROS 1 les espécies
lipidiques toxiques condueixen a lactivacié de vies inflamatories. La
inflamacio, juntament amb la disfuncié mitocondrial, provoca eventualment la
mort dels cardiomiocits 1 la infiltracié de leucocits (Schilling, 2015), a més del
desenvolupament d’una hipertrofia patologica que pot desencadenar disfuncié

cardiaca (Palomer et al., 2013).

Entre les vies inflamatories activades al cor lipotoxic destaquen les cinases
activades per mitogens (MAPKSs) 1 la via del factor nuclear »B (NF-xB). Les
vies de les MAPKs son cascades organitzades en tres nivells de proteines
cinases: les MAPKSs, les quals son fosforilades per les MAPKKSs que a la
vegada son fosforilades per les MAPKKKSs. Aquestes darreres son activades
per elements upstream en resposta a varis estimuls. Les MAPKs més estudiades
son la p38, les cinases 112 de I'extrem N-terminal de c-Jun (JNK 1/2, p46 i
p54) i les cinases 11 2 regulades per senyals extracellulars (ERK 1/2). Malgrat
que als cardiomiocits adults aquestes vies estan poc actives, tenen gran
importancia en el desenvolupament embrionari del cor (Javadov et al., 2014).
No obstant aixo, diversos estimuls d’estres poden activar les MAPKSs. Per
exemple, 'elevada formacié de ROS del cor lipotoxic provoca lactivacié

d’aquestes vies, les quals originen una resposta inflamatoria, resistencia a la
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insulina, P'activaci6 de vies apoptotiques 1 hipertrofia (Li, 2013; Palomer et al.,

2013; Liu et al., 2015).

El NF-uB és un factor de transcripcié que regula 'expressié de gens implicats
en la inflamacié, Papoptost 1 la hipertrofia (Liu et al.,, 2012). El NF-»B més
estudiat és el format per les subunitats p65 1 p50. En situacié basal, el NF-»«B
es troba al citoplasma segrestat per 'inhibidor de NF-«B (IxB). En resposta a
estimuls com citocines o estreés oxidatiu, s’activa la cinasa d’IxB (IKK), la qual
fosforila 1 inactiva a I'IxB, afavorint la seva degradacié proteasomal. En
consequiencia, el NF-»B pot translocar-se al nucli on activa la transcripcié de
gens com, per exemple, els que codifiquen per a citocines i quimiocines

inflamatories.
1.2.4. Paper protector de PAMPK en la lipotoxicitat cardiaca

I[’AMPK és un enzim heterotrimeric format per una subunitat catalitica « i
dues subunitats reguladores 8 1 y. La principal funci6 de PAMPK ¢és la de
respondre davant una situacié de privacié energetica i activar vies que
incrementin la produccié d’energia, com l'oxidacié de glucids i lipids i el
metabolisme mitocondrial (Arad et al,, 2007; Hardie et al., 2012). La gran
importancia de 'AMPK en el metabolisme fa que sigui una proteina
evolutivament conservada present a tots els eucariotes. El principal regulador
de PAMPK és PAMP, que pot activar a PAMPK per mecanismes al-losterics,
per activacié de cinases d’AMPK i per inhibicié de fosfatases. Aquests efectes
de PAMP soén contrarestats per elevades concentracions d’ATP, fet que
converteix a ’AMPK en un detector molt sensible de l'estatus energetic
cel'lular (Towler and Hardie, 2007). Per exemple, en una situacié d’isquémia
cardfaca, el rati AMP/ATP és molt elevat i s’activa PAMPK per estimular les

vies cataboliques (Qi and Young, 2015).

A més del seu paper bioenergetic, TAMPK esta implicada en altres processos

cel-lulars. Per exemple, s’ha vist un efecte antiinflamatori ’AMPK a diversos
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tipus cellulars (Salt and Palmer, 2012) i un efecte sobre I'apoptosi depenent
del tipus cel'lular (Igata et al., 2005; An et al., 2000).

I’AMPK té un paper clau en la lipotoxicitat cardiaca ja que regula molts dels

esdeveniments caracteristics del cor lipotoxic (fig. 8):

- Incrementa la biogenesi mitocondrial mitjangant l'activacié del PGC-1a

(Fernandez-Marcos and Auwerx, 2011; Vega et al., 2015).

- Augmenta el catabolisme lipidic estimulant la translocacié del CD36 a
la membrana (Bayeva et al., 2013) 1 'oxidacié d’acids grassos mitjancant
la inhibicié de ’ACC (Coort et al., 2007; Lopaschuk et al., 2010). A
més, incrementa ’'expressié del PPAR« i, per tant, dels gens activats per

aquest factor de transcripcié (Meng et al., 2009).

- Estimula el metabolisme glucidic ja que incrementa la translocaci6é de
les vesicules del GLUT4 a la membrana plasmatica (Yang and Holman,

2005) i estimula la glicolist (Arad et al., 2007).
- Millora la sensibilitat a la insulina (Arad et al., 2007).

- Disminueix l'estres oxidatiu 1 la formacié d’especies lipidiques toxiques

(Barreto-Torres et al., 2015).

- Redueix l'apoptosi causada per la lipotoxicitat (Hickson-Bick et al.,

2000).

- Té un efecte antiinflamatori als cardiomiocits (Haffar et al., 2015).
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Figura 8. Efectes de ’TAMPXK sobre la lipotoxicitat cardiaca i farmacs moduladors
de la seva activitat. I ’activacié de PAMPK millora el perfil metabolic del cor lipotoxic a
través de lactivacié de vies cataboliques, la millora de la sensibilitat a la insulina, i la
disminuci6 de estres oxidatiu, de la produccié d’intermediaris lipidics toxics i de 'activacio
de vies apoptotiques i inflamatories. AMPK, cinasa activada per AMP. Adaptat de Hardie
et al, 2012.

1.2.4.1. L’adiponectina com a activador fisiologic de PAMPK

I’adiponectina és una adipoquina amb efectes pleiotropics que incrementa la
sensibilitat a la insulina i la biogenesi mitocondrial a varis teixits, com el teixit
adipos, el muscul esqueletic 1 el fetge (Brochu-Gaudreau et al., 2010). A més,
disminueix la produccié de citocines i quimiocines inflamatories al teixit
adip0s, a leucocits 1 a cel-lules endotelials, 1 té efectes antiaterogenics ja que
activa a ’'eNOS a I'endoteli (Villarreal-Molina and Antuna-Puente, 2012). Als
cardiomiocits, 'adiponectina incrementa el metabolisme lipidic i glucidic, la
biogenesi mitocondrial i la sensibilitat a la insulina, i disminueix 'apoptosi i la

lipotoxicitat (Caselli et al., 2014; Parker-Duffen and Walsh, 2014).

I’AMPK és el principal element efector de la via de I'adiponectina; de fet, la

majoria d’efectes cardioprotectors descrits de ladiponectina suposen una

activaci6 de PAMPK (Caselli et al., 2014; Parker-Duffen and Walsh, 2014).
32



Introduccid

L’activacié de PAMPK per part de ladiponectina requereix que aquesta
adipoquina s’uneixi als seus receptors a les c¢l'lules diana. Als cardiomiocits,
els principals receptors son el receptor 1 de I'adiponectina (AdipoR1) i la T-
cadherina (T-cad), encara que també expressen baixos nivells d’AdipoR2 . La
T-cad, a diferencia dels AdipoRs, no té domini intracel-lular, per la qual cosa
s’ha suggerit que actua presentant I'adiponectina a PAdipoR1 (Parker-Duffen
and Walsh, 2014). A continuacio, els AdipoRs activats interactuen a través del
seu domini citosolic amb la proteina adaptadora APPLI1, de manera que
aquesta pot unir-se i activar la cinasa Bl hepatica (LKB1), la qual fosforila al
residu Thr 172 de la subunitat « de PAMPK| activant-la (Nanayakkara et al.,
2012).

1.2.4.2. IL’AMPK com a diana terapeutica

Degut a la seva importancia en el cor lipotoxic, aixi com en altres teixits,
PAMPK és considerada una de les principals dianes terapeutiques per tractar
Iobesitat (fig. 8). De fet, es sap que dos dels principals grups de farmacs
antidiabetics, les biguanides 1 les tiazolidinediones (TZDs), activen a PAMPK,

encara que per mecanismes diferents.

La metformina és una biguanida que té efectes hipoglucemiants ja que
disminueix la gluconeogenesi hepatica. Aquest efecte podria ser degut,
almenys en part, a activacié6 de PAMPK hepatica, la qual es déna a través de
la inhibici6 del complex I de la cadena respiratoria que provoca un augment
del rati AMP/ATP (Coughlan et al., 2014). També s’ha vist que la metformina
activa PAMPK cardfaca (Zhang et al., 2007) i endotelial (Hattori et al., 20006).

Les TZDs, com la rosiglitazona (Rsg), la pioglitazona 1 la troglitazona, sén
activadors del PPARy, principalment al teixit adipés. Per tant, activen la
formacié dels heterodimers PPARy-RXR als adipocits i provoquen, entre
altres respostes, una major sintesi i secrecié6 d’adiponectina (Ahmadian et al.,

2013). Aixi, les TZDs activen 'AMPK de manera indirecta a través de
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I'adiponectina. A més, les TZDs incrementen l'adipogenesi i la capacitat
d’emmagatzemar lipids del teixit adipds, de manera que redueixen la lipémia i

I'acumulaci6 ectopica de lipids.

Altres activadors d’AMPK s6n AICAR, A769662 i el salicilat. AICAR és un
compost que s’internalitza dins les cel'lules on actua com analeg ’AMP. No
obstant, també té accié sobre altres enzims dependents d’AMP, de manera
que suposa un farmac poc atractiu per a 'obesitat (Salt and Palmer, 2012).
AT769662 és un potent activador de TAMPK, amb un mecanisme similar al de
IAMP, pero té inconvenient de tenir una baixa absorcié oral (Coughlan et al.,
2014). El descobriment recent de que el salicilat, component actiu de

laspirina, activa PAMPK obre una nova possibilitat terapeutica per a la

diabetis tipus 2 (Hawley et al., 2012).
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Objectius i plantejament experimental

Obijectius i plantejament experimental

Els estudis realitzats en aquesta tesi doctoral estan emmarcats dins un projecte
més ampli desenvolupat pel Grup de Metabolisme Energetic 1 Nutricié de la
Universitat de les Illes Balears, el qual pretén aprofundir en els mecanismes
moleculars implicats en el dimorfisme sexual en la funcié i la biogenesi
mitocondrials, aixi com la seva implicacié en processos patologics que tenen
en comu la disfuncié mitocondrial, com la resisténcia a la insulina i la
lipotoxicitat. Concretament, objectiu general d’aquesta tesi ha estat investigar
el paper dels estrogens en la regulaci6 de la funcié 1 la biogenesi mitocondrials
del muscul cardiac, i els efectes que tenen aquestes hormones sobre la
lipotoxicitat cardiaca. Per a la consecucié d’aquest objectiu s’han combinat
estudis 7z vivo emprant la rata com a animal d’experimentaci6 i estudis 7 vitro

amb cardiomiocits H9c2.

Estudis previs realitzats pel nostre grup d’investigacié demostren una major
diferenciacié6 mitocondrial cardiaca a les rates femella respecte als mascles
(Colom et al., 2007b). Resultats similars s’han obtingut a altres teixits de rata
com el teixit adipés blanc (Amengual-Cladera et al.,, 2012), el teixit adip6s
marré (Nadal-Casellas et al., 2013), el fetge (Justo et al., 2005; Valle et al.,
2007; Nadal-Casellas et al., 2010), el muscul esqueletic (Colom et al., 2007a;
Goémez-Pérez et al., 2008) 1 el cervell (Guevara et al., 2009). L’estres oxidatiu
també mostra un dimorfisme sexual ja que el cor de les rates femella genera
menys H,O, i presenta menys dany oxidatiu que el dels mascles (Colom et al.,
2007b). Les hormones sexuals podrien ser responsables, almenys en part,
d’aquestes diferencies ates que s’ha vist que participen en la regulacié de
mediadors que intervenen en el programa de biogenesi mitocondrial a distints
teixits (Klinge, 2008; Chen et al., 2009a; Velarde, 2014). A més, en un estudi
previ realitzat al nostre grup varem demostrar que el 173-estradiol (E,) juga un
paper important en la regulacié de la biogenesi mitocondrial al muscul

esqueletic (Capllonch-Amer et al., 2014b). No obstant aixo, els efectes de I'E,
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sobre la biogenesi i la funcié mitocondrials cardiaques encara no han sigut

elucidats.

Tenint en compte la importancia del metabolisme energetic en el correcte
funcionament del cor, l'estudi de la modulaci6 de la funci6 i la biogenesi
mitocondrials cardiaques per part de I'E, contribuiria al coneixement dels
mecanismes moleculars associats a 'increment de la patologia cardiaca després
de la menopausa (Ostadal et al., 2009; Mikkola et al., 2013), etapa en la qual
disminueixen els nivells circulants d’estrogens. En aquesta linia, el primer
objectiu de la present tesi doctoral ha estat estudiar el paper de I'E, en el
dimorfisme sexual en la funcié 1 la biogenesi mitocondrials i en Destres
oxidatiu al muscul cardiac, aixi com analitzar la contribucié dels diferents
receptors estrogenics als efectes de I'E,. Per desenvolupar aquest objectiu es
varen emprar rates ovariectomitzades com a model de privacié cronica
d’hormones ovariques i es va analitzar si ovariectomia afectava la funcio6 i la
biogenesi mitocondrials i I'estrés oxidatiu cardiacs. A la meitat de les rates
ovariectomitzades se’ls va administrar E, amb T'objectiu de determinar si
aquesta hormona podia revertir els efectes de lovariectomia. Al muscul
cardfac es va determinar el consum d’oxigen, la produccié de peroxids, els
nivells de marcadors de funcié i biogenesi mitocondrials i d’estres oxidatiu, 1
els nivells dels diferents receptors d’estrogens. Es varen utilitzar també
cardiomiocits H9c2 els quals varen ser tractats amb E, i amb agonistes i
antagonistes especifics ’ERa, ERB i GPER per a determinar quins receptors
mediaven els efectes de I'E, sobre la funcié i la biogenesi mitocondrials
cardiaques. Els resultats i la discussio corresponents a aquest estudi es troben
a lapartat 4.1 1 s’han recollit en un manuscrit que ha estat publicat a la revista

Molecular and Cellular Endocrinology.

La funci6 1 la biogenesi mitocondrials juguen un paper clau en el
desenvolupament i la progressié de la lipotoxicitat al muscul cardiac. En

condicions d’elevada lipémia, el miocardi modifica el seu metabolisme
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incrementant I'oxidaci6 dels acids grassos i reduint la de glucosa. Aquest canvi
del perfil metabolic suposa un increment de la biogénesi mitocondrial per
oxidar I'elevat subministrament lipidic i per minimitzar I'acumulacié de lipids
dins els cardiomiocits. No obstant aixo, mantenir aquest patré metabolic
condueix eventualment al desenvolupament de lipotoxicitat en forma
d’esteatosi cardiaca, estrés oxidatiu, disfuncié mitocondrial i inflexibilitat
metabolica, entre d’altres (Schilling, 2015). En l’etiologia de la lipotoxicitat
cardfaca, doncs, hi juguen un paper clau els lipids circulants, els quals
provenen en gran part del teixit adipos. Aixi, l'alimentacié amb una dieta
hiperlipidica (HFD) provoca una disfuncio del teixit adipds que resulta en una
menor capacitat d’emmagatzemar lipids en aquest teixit, de manera que
aquests es depositen a altres organs, entre ells el cor (Van de Voorde et al,,
2013). Aleshores, una de les estrateégies per disminuir la lipotoxicitat cardiaca
és actuar sobre el teixit adipds. En aquest sentit, les tiazolidinediones, com la
rosiglitazona (Rsg), son un grup de farmacs que incrementen l'adipogenesi, de
manera que el teixit adipés pot emmagatzemar més lipids i, consequientment,
disminueix 'esteatosi cardiaca. A més, aquests farmacs incrementen la sintesi i
secreci6 d’adiponectina al teixit adipds, una adipoquina amb efectes

cardioprotectors (Ahmadian et al., 2013).

Tenint en compte aquests antecedents 1 el dimorfisme sexual descrit en la
funcié i la biogenesi mitocondrials 1 en I'estres oxidatiu cardiacs (Colom et al.,
2007b), el segon objectiu d’aquesta tesi s’ha centrat en analitzar si aquest
dimorfisme sexual es conserva en el desenvolupament d’una lipotoxicitat
cardfaca originada per la ingesta d'una HFD, aixi com en la resposta del cor
lipotoxic a l'administraci6 de Rsg. Per assolir aquest objectiu, es va
desenvolupar un estudi amb rates Wistar d’ambdds sexes alimentades amb
una HFD durant 16 setmanes per tal d’induir hiperlipémia i lipotoxicitat al
miocardi. La meitat dels animals alimentats amb la HFD reberen Rsg durant

les dues darreres setmanes del tractament dietétic. Es varen analitzar
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parametres serics indicadors de resisténcia a la insulina i els nivells circulants
de TG, d’acids grassos lliures i d’adipoquines. Al muscul cardiac es varen
determinar marcadors del metabolisme lipidic i glucidic, de la funci6 1 la
biogenesi mitocondrials, de lestrés oxidatiu 1 d’elements de la via de
senyalitzacié de adiponectina i la insulina. Aquest estudi es va complementar
amb cultius de cardiomiocits H9c2 tractats amb palmitat per induir
lipotoxicitat 1 disfuncié6 mitocondrial, en combinacié amb E, per analitzar la
influencia d’aquesta hormona sobre una situaci6 lipotoxica. Els resultats i la
discussié d’aquest estudi es troben a l'apartat 4.2., i sThan recollit en un

manuscrit que es troba en vies de publicacio.

En wuna situaci6 de lipotoxicitat avancada, l'elevada produccié de ROS
provoca lactivacié de vies inflamatories, com les MAPKs, les quals
eventualment poden desembocar en una disfuncié cardiaca (Li, 2013; Palomer
et al., 2013; Liu et al., 2015). S’ha descrit que els estrogens atenuen l'activacio
de les MAPKSs a cardiomiocits (Kim et al., 2006; Liu et al., 2009; Nanayakkara
et al., 2012), pero es desconeixen els mecanismes a través dels quals aquestes
hormones exerceixen els seus efectes antiinflamatoris. L’estudi del possible
paper de PAMPK, un sensor energetic cel'lular que atenua l'activacio de les
vies inflamatories a diferents tipus cel‘lulars (Salt and Palmer, 2012), en els
efectes antiinflamatoris dels estrogens a cardiomiocits constitueix Peix del
tercer objectiu d’aquesta tesi. Concretament, s’ha analitzat si els efectes de
I'E, inhibint les MAPKSs en una situacio de lipotoxicitat depenen de l'activacio
de PAMPK per part d’aquesta hormona. Per assolir aquest objectiu, es va dur
a terme un estudi amb cardiomiocits H9¢2, els quals varen ser tractats amb
palmitat per activar les vies inflamatories, en combinacié amb E, i compost c,
un inhibidor de PAMPK, per analitzar si I'E, conserva la seva capacitat
antiinflamatoria quan s’inhibeix PAMPK. A P'apartat 4.3 es troben els resultats

1 les discussions corresponents a aquest estudi.
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Tenint en compte la importancia de PAMPK com a diana terapcutica per
tractar patologies metaboliques 1 inflamatories, ens varem proposar indagar en
els mecanismes antiinflamatoris d’aquesta cinasa. Per aixo, durant el
desenvolupament de la tesi doctoral, el doctorant va realitzar una estada
d’investigaci6 de tres mesos al Institute of Cardiovascular and Medical Sciences, de la
Universitat de Glasgow, sota la direcci6 del Dr. Ian P. Salt. Durant aquest
periode va participar activament en una scrie d’experiments per assolir el
quart objectiu de la present tesi doctoral el qual té com eix central estudi
dels efectes antiinflamatoris de PAMPK sobre les vies del NF-»B iles MAPKSs
p38 1 JNK a cel'lules endotelials. Concretament, es va investigar si els efectes
de PAMPK atenuant aquestes vies eren deguts a la inhibici6 de la TAKI, una
proteina #pstrearz comu de la via del NF-»B i de les MAPKs. A més, es va
analitzar el possible ¢rosstalk entre aquestes dues vies inflamatories per estudiar
si aquest podia ser modulat per PAMPK. Per a dur a terme aquest objectiu es
varen utilitzar cel-lules endotelials de vena de cordé umbilical huma
(HUVECs) les quals varen ser estimulades amb IL-1B per activar les vies
inflamatories 1 tractades amb A769662 per activar a PAMPK. Els resultats 1 la

discussié d’aquest estudi es troben a apartat 4.4.
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3.1. Estudis in vivo

3.1.1. Animals i tractaments

Tots els tractaments 7z vzvo es dugueren a terme d’acord amb les directrius de
la Unié6 Europea (2010/63/UE) i del Comit¢ d’Etica d’Experimentacié
Animal de la Universitat de les Illes Balears. Els animals varen ser mantinguts
en Pestabulari d’aquesta universitat, una instal-lacié autoritzada de nivell 2 per
animals d’investigaci6. Es mantingué una temperatura de 22°C amb una
humitat relativa del 65 * 3% 1 un fotoperfode de 12h de llum i 12h
d’obscuritat. Es varen estabular dos animals per gabia amb lliure accés a

I’aigua 1 al pinso.

Per a dur a terme els experiments es varen emprar rates (Rattus norvegicus) de la
soca Wistar obtingudes de Charles River Laboratories (Barcelona, Espanya).
Després de larribada a Dlestabulari els animals varen estar en quarantena
durant una setmana i en un periode minim d’adaptacié d’una setmana abans

d’iniciar els tractaments.

El sacrifici dels animals va ser per decapitacio. Es va descartar 'as d’anestesics
degut a lalteracié que aquests provoquen als nivells circulants de glucosa
(Saha et al,, 2005), de manera que haguessin pogut alterar-se els parametres a

estudiar.
3.1.1.1. Experiment amb rates ovariectomitzades

Es varen emprar rates femella control i ovariectomitzades a les 5 setmanes
d’edat (fig. 9A). La intervencié quirurgica es va realitzar al propi laboratori
d’origen (Chatles River Laboratories). Els animals varen ser alimentats durant
tot Pexperiment amb una dieta estandard (AO4, Scientific Animal Food &
Engineering —SAFE-, Parfs, Franca). A les 10 setmanes els animals varen ser
dividits en tres grups experimentals: control (n=0), rates ovariectomitzades

(OVX, n=0) i rates ovariectomitzades tractades amb E, (OVX+E2, n=0).
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I’E, (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU) es va administrar per injeccid
subcutania (10 ug per kg de pes corporal) cada 48 hores durant les quatre
setmanes previes al sacrifici. El grup OVX rebé dosis similars de vehicle (oli
de blat de moro, Sigma-Aldrich). Durant Pestudi es dugueren a terme controls
setmanals de pes corporal 1 d’'ingesta. A les 14 setmanes d’edat i després d’un
dejuni nocturn, es varen sacrificar els animals. El cicle estral del grup control
va ser monitoritzat mitjangant la mesura de la impedancia de la paret vaginal
(Impeast®, Cibertec, Madrid, Espanya) i també amb examens citologics del
frotis vaginal, de tal manera que les rates control es trobaven en fase de diestre

en el moment del sacrifici.

El cor fou extret rapidament i rentat dins serum salf fred per eliminar la sang.
Una petita porcié fou emprada per obtenir les miofibres cardfaques, mentre
que la resta es va congelar amb nitrogen liquid i s’emmagatzema a -80°C fins
el seu us posterior. Altres teixits d’interés també varen ser extrets i
emmagatzemats. Es va recollir la sang de coll, la qual es deixa coagular durant
20 minuts i, posteriorment, es centrifuga a 1000g durant 10 minuts a 4°C per

obtenir el serum, que fou aliquotat i emmagatzemat a -80°C fins el seu analisi.

A EDAT 5 setmanes 10 setmanes 14 setmanes
|:§:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:-
Ovariectomia Tractament estradiol Sacrifici
Control
OvVX
OVX + E2
B EDAT 8 setmanes 22 setmanes 24 setmanes
[:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:5:E:E:E:E:E:E:5:5:5:5:5:5:}:5:>
Inici dieta Tractament Rsg Sacrifici
Control
HFD
HFD + Rsg

Figura 9. Esquema de I’experiment realitzat amb rates ovariectomitzades (A) i amb
rates alimentades amb una dieta hiperlipidica (B).
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3.1.1.2. Experiment amb rates alimentades amb dieta hiperlipidica

Es varen emprar rates Wistar d’ambdos sexes de 8 setmanes d’edat. Els
animals varen ser dividits en tres grups experimentals de mascles 1 tres de

femelles de pes corporal inicial similar a cada sexe (fig. 9B).

-Grup control, alimentat amb una dieta estandard durant 16 setmanes (dieta

210, SAFE). La composici6 de la dieta es presenta a la taula 1.

-Grup HFD, alimentat amb dieta hiperlipidica (HFD) durant 16 setmanes
(dieta 235, SAFE) amb l'objectiu de provocar un increment del pes corporal,
de Tadipositat i de la lipemia. A més, aquesta dieta contenia un elevat
contingut en sacarosa, un disacarid que al tracte digestiu dona lloc als dos
monosacarids que el formen, glucosa i fructosa. S’ha vist que elevades ingestes
de fructosa incrementen la lipogenesi de novo al fetge, de manera que augmenta

la trigliceridémia (Basciano et al., 2005).

-Grup HFD+Rsg, alimentats amb una HFD 1 tractats amb rosiglitazona (Rsg).
La Rsg (Sequoia Research Products, Pangbourne, Regne Unit) s’administra
unida a la dieta (100 mg per kg de pinso), la qual cosa equival a una dosi
aproximada de 4 mg Rsg/kg pes corporal per dia. La Rsg es va administrar

durant les 2 darreres setmanes previes al sacrifici.

Durant les primeres 14 setmanes de tractament es dugué a terme un control
d’ingesta 1 de pes corporal cada 14 dies. Durant les dues darreres setmanes,
coincidint amb 'administracié de Rsg, aquest control fou diari. Els animals
varen ser sacrificats a les 24 setmanes d’edat. Les rates femelles es trobaven en
fase de diestre en el moment del sacrifici. El cor i altres teixits d’interes, aixi
com la sang de coll per obtenir el sérum, varen ser processats com a

Iexperiment amb rates ovariectomitzades (veure apartat 3.1.1.1.).

Paral-lelament, 1 amb 'objectiu d’estudiar la sensibilitat tissular a la insulina, a

la meitat dels animals se’ls va injectar insulina 5 U/kg per via intraperitoneal
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20 minuts abans del seu sacrifici, mentre que a la resta d’animals se’ls va
injectar el vehicle de la insulina (serum sali). D’aquesta manera, s’obtingueren
6 grups de rates mascle i femella controls, HFD i HFD+Rsg, tot ells tractats
amb serum sali, 1 6 grups de rates tractades amb insulina. Cada un d’aquests

grups estava format per 7 animals.

Taula 1. Composici6 calorica i nutritiva de les dietes emprades. Font: SAFE.

Dieta control HFD

Aportaci6 calorica (kcal/kg) 3438 4397
Proteines (%) 19.6 17
Lipids (%) 5 22.5
Saturats (%) 1.73 8.3
Monoinsaturats (%) 2.27 10.7
Politnsaturats (%) 1 35
Glucids (%) 64 49.5
Sacarosa (%) - 29.3
Glucosa (%) 38 -
Mido (7o) 20 13
Celulosa (%) 6 5
Maltodextrina (%) - 2.2

3.1.2. Determinaci6 de la tolerancia a la glucosa

El test de tolerancia a la glucosa és una prova analitica que consisteix en
administrar una carrega elevada de glucosa i monitoritzar com es recupera la
glicemia al llarg del temps. Aquesta prova informa de la capacitat del pancrees
de secretar insulina en resposta a un increment de la glicemia aixi com de la
captacié de glucosa pels teixits periferics en resposta a la insulina. Aquest
analisi es dugué a terme a les rates de I'experiment amb dieta hiperlipidica
(apartat 3.1.1.2.) quatre dies abans del seu sacrifici. Després d’un dejuni de 12
hores, es va extreure sang de la vena safena i es va mesurar la glicemia (temps
0) mitjancant el sistema Accutrend® (Roche Diagnostics, Basilea, Suissa).

Seguidament s’injecta glucosa (2 g/kg pes corporal) per via intraperitoneal i es
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mesura la glicemia als 15, 30, 60 1 120 minuts. Representant la glicemia al llarg

del temps s’obté la corba de tolerancia a la glucosa.
3.1.3. Determinaci6 dels parametres circulants

La glucosa i els TG circulants varen ser analitzats amb el sistema Accutrend®
(Roche Diagnostics) a partir de sang de vena safena minuts abans del sacrifici
dels animals. Els nivells serics d’adiponectina i de leptina es varen mesurar
mitjancant un kit ELISA comercial (Millipore, MA, EUA). Lla mateixa técnica
fou emprada per a determinar els nivells circulants d’E, i de progesterona
(DRG Instruments, Marburg, Alemanya). Els acids grassos no esterificats
(NEFAs) es varen determinar a partir del serum amb un kit colorimeétric

(Wako Chemicals GmbH, Alemanya).

En el cas de I'E, va ser necessaria una concentracié previa de la fraccié
organica del serum (Dighe and Sluss, 2004). Per a fer-ho, 1 ml de serum va ser
diluit amb 10 ml de soluci6é hexa:etil acetat 3:2. Es va agitar vigorosament la
mostra durant 30 segons, es varen deixar separar les fases a temperatura
ambient i es va sotmetre a -20°C durant 30 minuts. D’aquesta manera, es va
congelar la fase aquosa, mentre que I'organica —que contenia I’E,- seguia en
estat liquid i es va poder separar de l'aquosa. Després de retirar la fase
organica, es va deixar descongelar la fraccié aquosa, s’afegiren altre cop 10 ml
de la solucié hexa:etil acetat i es va repetir el procés d’extraccié de la fase
organica a fi de maximitzar 'obtencié6 d’E,. Finalment, es varen unir els dos
extractes organics, s’assecaren amb un flux de nitrogen 1 es va resuspendre la
fracci6 organica en scrum lliure d’esteroides (Charcoal FBS, Biological

Industries, Beit-Haemek, Israel).
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3.1.4. Preparaci6é dels homogenats de muscul cardiac

Porcions d’aproximadament 0.1g de muscul cardiac varen ser introduides en 1
ml de tamp6 d’homogeneitzacio, els components del qual estan especificats a

la taula 2.

Taula 2. Composici6 del tampé d’homogeneitzacié del muscul cardiac

Compost Funcio

Tris 20 mM pH 7.4 Permet el manteniment del pH del medi

Sacarosa 250 mM Estabilitza la membrana lisosomal i evita 'alliberaci6 de proteases
EGTA 2 mM Agent quelant d'ions de calci i inhibidor de proteases

KCl 40 mM Manteniment de la forca ionica del medi

PMSF 1 mM Inhibidor de serina proteases

Pepstatina 10 pM Inhibidor d’aspartat proteases

Leupeptina 10 pM Inhibidor de cisteina 1 serina proteases

N3a,VO, 1 mM Inhibidor de tirosina fosfatases

Les porcions de muscul cardiac varen ser esmicolades amb unes tisores i
homogeneitzades en fred amb un dispersor tipus Polytron (T10 basic, 1KA-
Werke GmbH, Staufen, Alemanya). Aquest sistema es basa en unes aspes
tallants que giren a moltes revolucions per minut, creant forces de cisallament
que rompen la membrana cel'lular i estructures subcel-lulars. A continuacio,
I’homogenat es va sonicar en fred dues vegades amb una potencia de 20 W
amb un interval de 85 segons entre ambdds polsos. La sonicacié permet la
formacié per cavitacié de microbombolles que poden impactar i rompre
membranes cel'lulars. Finalment, ’homogenat va ser centrifugat a 600g durant

10 minuts a 4°C per precipitar el material no homogeneitzat.
3.1.5. Permeabilitzacié de miofibres cardiaques

El metode seguit per a la permeabilitzacié de les miofibres cardfaques és una
modificacié del protocol original de Burelle (Burelle and Hochachka, 2002).
Es va depositar aproximadament 1 mg de muscul cardiac en solucié A freda

(CaK,EGTA 2.77 mM, K,EGTA 7.23 mM, MgCl, 6.56 mM, ditiotreitol 0.5
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mM, K-MES 50 mM, imidazol 20 mM, taurina 20 mM, Na,ATP 5.3 mM,
fosfocreatina 15 mM, pH 7.3). Mitjancant agulles fines i bisturi, i amb I'ajuda
d’una lupa, es varen separar les miofibres unes de les altres, es pesaren, es
depositaren en tubs que contenien la solucié A suplementada amb 50 pg/ml
de saponina i es va incubar 30 minuts a 4°C. La saponina és un detergent que
interactua amb elevada selectivitat amb el colesterol de la membrana cel-lular,
de manera que promou la seva eliminaci6 i la creacié de pors a la membrana a

través dels quals es poden introduir molécules d’interes dins les cél-lules.

Després de la permeabilitzacié es varen dur a terme tres rentats de les
miofibres durant 10 minuts amb solucié B freda (CalkK,EGTA 2.77 mM,
K,EGTA 7.23 mM, MgCl, 1.38 mM, ditiotreitol 0.5 mM, KH,PO, 3 mM,
imidazol 20 mM, K-MES 100 mM, taurina 20 mM, pH 7,3) suplementada
amb 2 mg/ml d’albumina scrica bovina (BSA). Es varen mantenir les
miofibres en solucié B a 4°C fins el seu us, que no va ser més de 2 hores

després de la seva obtencid.

Encara que la saponina a les concentracions emprades no ha d’afectar les
membranes dels organuls, el metode de permeabilitzaci6 va ser avaluat
mitjancant el test del citocrom ¢ (Saks et al., 1998). Aquest analisi es basa en
que el citocrom c s’allibera de I'espai intermembrana quan la cel'lula esta
danyada, de manera que disminueix la taxa de respiracié. Si al medi s’afegeix
citocrom c oxidat es restableix la respiracié. D’aquesta manera, es mesura la
respiracié de les miofibres mitjancant ’electrode de Clark (veure apartat 3.4.1)
en un medi que contenia KCl 125 mM, HEPES 20 mM, glutamat 4 mM,
malat 2 mM, MgCl, 3 mM, KH,PO, 5 mM, DTT 0.3 mM, pH 7.1 a 25°C.
Durant la determinacié del consum d’oxigen s’afegi de manera sequencial
ADP 1 mM i citocrom c oxidat 8 pM. Si el citocrom ¢ no altera la taxa de
respiraci6 significa que no s’ha alliberat citocrom ¢ de 'espai intermembrana i,

per tant, la saponina no ha actuat sobre la membrana mitocondrial externa.
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3.1.6. Obtenci6 del RNA

L’extraccié del RNA es dugué a terme amb el TriPure Isolation Reagent®
(Roche Diagnostics, Basilea, Suissa) seguint les instruccions del fabricant. Es
tracta d’'un reactiu que conté fenol, de manera que cal treballar amb una

campana de gasos degut a la seva toxicitat.

El TriPure implica una extracci6 amb fenol:cloroform, un métode que es basa
en una separaci6 de fases per centrifugaci6 d’'una mostra que conté fenol,
cloroform i un agent caotropic (en aquest cas, tiocianat de guanidina). El
TriPure conté també inhibidors de RNAses per protegir la mostra.
Aproximadament 50 mg de muscul cardiac varen ser homogeneitzats amb 1
ml de TriPure i posteriorment s’afegi cloroform. En preseéncia de fenol i del
tiocianat de guanidini, les proteines es desnaturalitzen 1 es tornen hidrofobes,
de manera que es dissolen en fenol. Les molecules de RNA presenten major
polaritat que les de DNA degut a la presencia dels grups —OH de la ribosa.
Aixi, després de centrifugar, s’obté una fase superior aquosa incolora que
conté el RNA, i una fase organica (fenolica) inferior de color rosat que conté
les proteines i el DNA. Pot haver-hi una interfase que pot contenir molecules
de DNA, de manera que cal anar molt amb compte a 'hora de separar les
dues fases. A continuacid, el RNA es va precipitar amb isopropranol, es va

rentar amb etanol 75% 1 es va disoldre amb aigua lliure de RNAses.

Després de la seva purificacié, el RNA es va quantificar amb un
espectrofotometre mesurant 'absorbancia a 260 nm i s’analitza la qualitat de
Pextraccié amb el rati A260/A280, indicador de la puresa del RNA i la
presencia de proteines. Aquest rati es basa en que les bases nitrogenades dels
acids nucleics tenen un maxim d’absorcié a 260 nm 1 una molt baixa
absorbancia a 280 nm, mentre que les proteines tenen un maxim d’absorcié a
280 nm. Un rati A260/A280 adequat per una extraccié de RNA té un valor de

1.9-2.1. Valors inferiors a 1.9 sén indicadors de la presencia de contaminants
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com proteines o fenol. Finalment el RNA s’emmagatzema a -80°C per a la

seva posterior utilitzacio.

3.1.7. Obtencio del DNA

Per a 'obtencié del DNA de les mostres procedents de I'experiment amb
rates ovariectomitzades es parti de la separacié de fases obtinguda durant
Pextracci6 de RNA amb el Tripure® seguint les instruccions del fabricant.
Una vegada separada la fase aquosa superior que conté el RNA, es va afegir
etanol absolut a la fase organica inferior. E1 DNA no és soluble en etanol, de
manera que precipita i es pot separar de la fase superior que conté les
proteines dissoltes en fenol i etanol. Seguidament es varen eliminar les restes
de fenol amb citrat sodic dissolt amb etanol 10%. Els cations sodi
interaccionen amb els fosfats carregats negativament del DNA, de manera que
aquest es fa menys hidrofilic i precipita. Finalment, es va dur a terme un rentat

amb etanol 75% i es va disoldre el DNA amb aigua lliure de DNAses.

Pel que fa a les mostres de 'experiment amb rates alimentades amb una dieta
hiperlipidica, 'extraccié del DNA es va realitzar mitjancant un kit comercial
(Analytik Jena, Jena, Alemanya) seguint les instruccions del fabricant. Aquest
kit es basa en lisar el teixit mitjangant la proteinasa K i posteriorment s’ailla el

DNA mitjancant columnes de centrifugacio.

Una vegada obtingut el DNA, aquest va ser quantificat mitjancant la mesura
de I'absorbancia a 260 nm, i s’analitza la qualitat de la purificacié amb el rati
A260/A280. En aquest cas, el rati correcte té un valor de 1.8-2, inferior al del
RNA degut a la preséncia de timina en lloc d’uracil. Les mostres es varen

emmagatzemar a -20 °C fins el seu us.

3.1.8. Digesti6 amb NaOH

Els méetodes per homogeneitzar els teixits 1 mantenir intactes els components
cel-lulars no sén capagos de disgregar tot el teixit. Per aixo, si es vol mesurar
la concentraci6 de proteines i de DNA d’un teixit, cal efectuar una lisi total
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d’aquest. Un dels metodes per aconseguir-ho és una digesti6 amb NaOH a
temperatures elevades. Aproximadament 20 mg de muscul cardiac varen ser
digerits amb NaOH 0.5 N mantenint una relacié de 1/10 (p/v) a 60°C durant
90 minuts. Les mostres digerides varen ser emmagatzemades a -20°C fins el
posterior analisi de la concentracié de proteines i DNA (veure seccions 3.4.3 1

3.4.4).
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3.2. Estudis amb cardiomiocits H9c2

3.2.1. Caracteristiques dels cardiomiocits H9c2

La linia cel'lular H9¢2 (American Type Culture Collection) va ser obtinguda a
partir del ventricle d’embrions de rates BDIX (Kimes and Brandt, 1976). Es
tracta de cél'lules adherents de morfologia mioblastica que, encara que no
tenen activitat contractil, presenten caracteristiques bioquimiques, electriques i
morfologiques tipiques de cél-lules cardiaques. D’aqui que siguin un model 7

vitro molt emprat per estudiar I'efecte de farmacs a cardiomiocits.

La manipulaci6 de les cel-lules H9¢2 es va realitzar en condicions habituals de
cultiu cel-lular, és a dir, mantenint un ambient esteril per a reduir el risc de
contaminacié. Gran part de les solucions i del material fungible (plaques,
medis, serum, etc.) es va adquirir ja esterils, mentre que la resta de material es
va esterilitzar mitjangant diferents mectodes: autoclau, irradiacié amb raigs
ultraviolats, filtres de 0.22 pm de diametre de porus, etc. Es va treballar amb
cabines de seguretat de classe I ja que aquesta linia cel-lular requereix un nivell

de bioseguretat 1
3.2.2. Procediments generals de cultius
3.2.2.1. Manteniment i subcultiu

Les cel-lules H9¢2 es varen mantenir a 37°C en una atmosfera al 5% de CO.,.
El medi de cultiu rutinari era DMEM amb una elevada concentracié de
glucosa (4.5 g/1) (Biowest, Nuaillé, France) suplementat amb un 10% de
serum fetal bovi (FBS) (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel) 1 antibiotics
(penicil-lina 100 U/ml, estreptomicina 0.1 mg/ml, Biological Industries).
Aquest medi s’identificara al text com “medi complet”. Pel manteniment d’un
estoc de cel'lules s’empraren plaques pl00, les quals tenen una superficie

aproximada de creixement de 55 cm® El canvi de medi es va efectuar cada 2-3
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dies. Com a protocol general de manteniment es varen seguir les instruccions

de la casa comercial.

Quan la confluéncia cel-lular era elevada (70-80%) es realitzaven subcultius
mitjangant una solucié amb un 0.25% de tripsina i un 0.02% d’EDTA. I’acci6
peptidasa de la tripsina i 'accié quelant del calci de PEDTA rompen els
enllacos de la matriu extracel'lular responsables de mantenir les cel-lules
unides entre si 1 adherides a la placa, de manera que s’obtenen les cel-lules en
suspensié per a posteriorment fer-les créixer en plaques noves. El medi de
cultiu, pero, té una elevada concentracio proteica que dificultaria aquesta accié
proteolitica, de manera que en primer lloc es va aspirar el medi i s’eliminaren
les possibles restes de medi amb un rentat amb tampd PBS. Aleshores, per
una placa pl100 es varen introduir 1.5 ml de tripsina-EDTA 1 es va deixar
incubar durant cinc minuts a 37°C, temps suficient per a desenganxar les
cel-lules de la placa. Passat aquest temps es va inactivar la soluci6 de tripsina-
EDTA amb 4.5 ml de medi complet. Finalment, les c¢l-lules recollides varen
sembrar-se en una placa nova. Per a les cel-lules H9¢2 es recomana un rati de
subcultiu de 1:2 a 1:4 i una densitat de sembra minima de 10* cél-lules/cm?.
Addicionalment, es pot efectuar un comptatge de les cel-lules amb una
cambra de Neubauer. Per a fer-ho, es mescla un petit volum de cel-lules
recollides (per exemple, 15 pl) amb un volum equivalent del colorant vital blau

de tripan, i es deposita la mescla a la cambra de Neubauer.
3.2.2.2. Congelacio i descongelacio

Es important mantenir estocs congelats de les linies cel-lulars a les primeres
subdivisions, ja que quan s’han realitzat un nombre elevat de subcultius les
cel'lules tendeixen a perdre algunes caracteristiques fenotipiques. A més, en
cas de contaminacié es poden descartar totes les plaques en Us i emprar un

estoc congelat.
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Per a la congelacid, les cel-lules en estat de subconfluéncia varen ser
desenganxades de la placa amb solucié6 de tripsina com s’ha indicat
anteriorment. Seguidament, la suspensi6 cel-lular va ser traspassada a un tub
esteril de 15 ml i es va centrifugar a 130g durant 6 minuts. El pellet cel-lular
resultant es va resuspendre amb 1 ml de medi complet suplementat amb un
5% de dimetilsulfoxid (DMSO), un crioprotector que impedeix la formacié de
cristalls que poden lisar les cel-lules. La solucid cel-lular es va traspassar dins
un criovial 1 aquest es va emmagatzemar a -80°C dins un tanc de congelacié
Mr. Frosty™ (Thermofisher) que contenia isopropanol. Aquest sistema
permet una congelacié progressiva de les mostres mitjancant una baixada de
1°C cada minut per aconseguir una criopreservacié optima de les cellules.
Passat un minim de tres hores, els criovials s’introdueixen en una atmosfera de

nitrogen, en la qual les cel-lules poden ser emmagatzemades durant varis anys.

LLa descongelaci6 de les cel'lules cal que es dugui a terme de forma rapida ja
que el DMSO és toxic per a les cel-lules 1 s’ha d’eliminar el més aviat possible.
Per aix0, les cel-lules H9¢2 es descongelaren rapidament en un bany a 37°C i
varen ser introduides dins un tub amb medi complet. Es va afegir varies
vegades medi complet dins el criovial amb la finalitat de recollir el maxim
nombre de cel-lules. A continuacié es va dur a terme una centrifugacié a 130g
durant 6 minuts, es va resuspendre el pellet cel-lular amb medi complet i es va

transferir a una placa p100.

3.2.2.3. Diferenciaci6

Les cel'lules H9¢2 es diferencien a cardiomiotubs quan els cardiomioblasts es
fusionen i formen cel-lules multinucleades amb forma allargada. Tot i que el
cor adult conté principalment cardiomiocits diferenciats, molts dels estudis
amb H9c2 es fan sense diferenciar les cel-lules, la qual cosa fa dificil extrapolar
els resultats a un sistema 7z vivo. De fet, es sap que el procés de diferenciacid
d’aquestes cel'lules comporta un canvi en el perfil d’expressié de proteines

claus pel funcionament cel-lular (Branco et al., 2015). Aixi, els cardiomiotubs
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incrementen l'expressié de proteines sarcomeriques i de transportadors de
calci, estimulant aixi la maquinaria contractil. ILa diferenciacié dels
cardiomiocits comporta també una major expressié de gens per a la biogenesi
mitocondrial 1 P'oxidaci6 lipidica, originant un fenotip metabolic tipic dels
cardiomiocits adults (Porter et al., 2011; Branco et al., 2015). A més, augmenta
Iexpressio del IRST i del GLUTH4, de manera que hi ha una major resposta a la
insulina (Nobuhara et al., 2013). Per totes aquestes raons, els estudis realitzats

en aquesta tesi doctoral s’han fet amb cardiomiocits H9c2 diferenciats.

La diferenciaci6 de les cel'lules H9c2 es va aconseguir disminuint la
concentracié del serum del medi fins un 1% quan les cél-lules estaven en
subconfluéncia, provocant el segrest del cicle cel'lular degut a la menor
presencia de factors de creixement. Després de tres dies, practicament el
100% de les cel-lules H9¢2 estaven diferenciades i es va procedir a realitzar els

tractaments.

3.2.2.4. Analisi de la contaminaci6 per micoplasma

Els micoplasmes soén bacteris responsables de la major part de les
contaminacions als cultius cel-lulars. A diferéncia d’'una contaminacié fungica
o d’altres tipus de bacteris, la contaminacié per micoplasma no es detecta a

simple vista o al microscopi, de manera que cal realitzar analisi especifics.

Periodicament es va realitzar un test de deteccié de micoplasma del medi 1 del
cultiu cel-lular mitjancant un kit colorimetric especific basat en la detecci6 de
metabolits especifics d’aquest bacteri (Biotool, Houston, EUA). Quan la
coloracié de les mostres equivalia a la del control positiu del kit, aquestes

estaven contaminades i es descartaren tots els medis i plaques operatius.
3.2.3. Tractaments

Les cel'lules H9¢c2 es sembraren a plaques p6, que tenen una superficie de

creixement de 9.5 cm”, si havien de ser recollides per realitzar Western blots o
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s’havia d’obtenir el seu RNA. Quan s’havia d’analitzar la viabilitat cel-lular

s’empraren plaques de 96 pouets.

Abans dels tractaments, les cél-lules H9¢2 diferenciades varen ser incubades
durant 24h amb medi DMEM sense roig fenol (Biowest) ja que aquest
indicador de pH té una lleu activitat estrogenica (Berthois et al., 1986). Aquest
DMEM contenia FBS 1% lliure de molécules no polars (Charcoal FBS,

Biological Industries) per evitar interferéncia per part d’hormones esteroides.

Els tractaments es dugueren a terme quan les ccl'lules havien estat
subcultivades entre 18 1 25 vegades respecte el seu origen (5-12 respecte el vial
que es va adquirir). Les concentracions i temps dels tractaments estan indicats
en la taula 3. Cal destacar que quan s’empraren inhibidors, aquests s’afegiren 1

hora abans 1 es mantingueren durant els posteriors tractaments.

Taula 3. Tractaments aplicats als cardiomiocits H9c2

Compost Concentracio Temps Vehicle
Excperiment amb agonistes i antagonistes dels receptors d'estrogens
Estradiol (E,) 10 nM 24h Etanol
PPT, agonista d’ERa 1 uM 24h DMSO
MPP, antagonista I’ERa 1 pM 24h DMSO
DPN, agonista ’ERJ 1 uM 24h DMSO
PHTPP, antagonista I’ERJ 1 pM 24h Etanol
G-1, agonista de GPER 1 uM 24h DMSO
G15, antagonista de GPER 1 pM 24h DMSO
Experiments de lipotoxicitat i inflamacio

Palmitat (PA) 100 uM 20h BSA i NaOH
Estradiol (E,) 100 nM 20h Etanol
Adiponectina 1,25 pg/pl 15 min PBS amb BSA 0.1%
A769662, activador AMPK 10 pM 20h DMSO
Compost c, inhibidor FAMPK 1 uM 20h H,O

Preparacio del palmitat

Els complexes de palmitat (PA) amb BSA es varen preparar mitjancant una

reaccié de saponificacié. Aixi, inicialment es va preparar una solucié d’acid
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palmitic 50 mM (Sigma Aldrich) en NaOH 0.1 N. Per a qué Iacid palmitic es
dissolgués va caldre un incubacié a 70°C durant 15 minuts. D’aquesta manera
forma PA sodic per reaccié de saponificacié, una molecula anfipatica que
conté una coa hidrocarbonada apolar i un extrem COONa que es pot ionitzar

1 interaccionar amb I’aigua.

CH,-(CH,),,-COOH + NaOH — 5 CH,-(CH,),,-COONa + H,0

A continuacid, es va dissoldre el PA en DMEM que contenia BSA lliure
d’acids grassos durant 30 minuts a 50°C en agitacié. La concentraci6 final de
PA va ser 5 mM, i el rati molar PA:BSA era 3:1. Paral‘lelament es va preparar
una solucié de vehicle que contenia NaOH 1 BSA pero no PA. Les solucions

de PA i de vehicle es varen filtrar i emmagatzemar a -20°C fins el seu Us.

Durant la posta a punt del metode de preparacié del PA es va dur a terme un
control del pH, el qual era susceptible d’incrementar-se degut a lelevada
presencia de NaOH. A la concentracié final de PA emprada per tractar les
cel-lules (0.1 mM), la qual suposava una concentracié6 de NaOH final de 0.2

mM, el pH no va variar.
3.2.4. Recollides de mostres per a Western blot i per obtencié del RNA

Per a Tobtencié dun lisat cel-lular per realitzar Western blot es va fer un
rentat amb PBS per eliminar restes de medi i s’afegiren 200 ul de tamp6 de lisi
fred tipus RIPA. La composicié del tampé esta indicada a la taula 4. La lisi
cellular va ser facilitada per mitja de serappers i es va transferir el lisat cel-lular
a tubs de 1.5 ml. Seguidament es va fer una centrifugacié a 14000g durant 10

min a 4°C 1 es descarta el precipitat.
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Taula 4. Composici6 del tamp6 RIPA

Compost Funcioé

Tris 50 mM pH 7.5 Permet el manteniment del pH del medi

Trité X-100 0.1%

Deoxicolat sodic 0.5%  Combinacié de detergents per dissociar les membranes cel-lulars
SDS 0.1%

EDTA 1 mM Agent quelant d’ions de magnesi i inhibidor de proteases
NaCl 150 mM Manté la forca ionica del medi

PMSF 1 mM Inhibidor de serina proteases

Pepstatina 10 pM Inhibidor d’aspartat proteases

Leupeptina 10 uM Inhibidor de cisteina i serina proteases

NaF 1 mM Inhibidor de serina i treonina fosfatases

Na,VO, 1 mM Inhibidor de tirosina fosfatases

L’extraccié del RNA es dugué a terme amb el TrPure Isolation Reagent® (Roche
Diagnostics) seguint les instruccions del fabricant. Sempra 1 ml de reactiu per
a cada pouet de plaques p6. El procediment va ser el mateix que en I'extraccid

de RNA a partir de muscul cardiac (apartat 3.1.6.).
3.2.5. Analisi de la viabilitat cel-lular

La mort cel'lular degut a la citotoxicitat dels tractaments emprats va ser
analitzada mitjancant la técnica del cristall violeta (Nagamine et al., 2009), un
compost que s’uneix al material genctic de les cél-lules 1 dona una coloracié
violeta. Les c¢l'lules es varen sembrar en plaques d’espectrofotometria de 96
pouets, es diferenciaren i es realitzaren els tractaments pertinents. Aleshores,
sense eliminar el medi, es varen afegir 20 ul de cristall violeta 0.5% (p/v) en
acid acetic 30% 1 es va incubar durant 10 minuts. I’acid acétic permet la
fixaci6 de les cel‘lules 1 el cristall violeta s’uneix al DNA. A continuacié es va
eliminar el medi 1 es varen realitzar varis rentats amb aigua destil-lada.
Finalment es va solubilitzar el cristall violeta amb metanol i es va llegir a

I’absorbancia a 570 nm.
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3.3. Estudis amb ceél-lules endotelials de vena de cordé umbilical

huma

3.3.1. Metodologia general del cultiu de HUVECs

El doctorant va efectuar una estada pre-doctoral de tres mesos al Institute of
Cardiovascular and Medical Sciences, de la Universitat de Glasgow (Escocia), on va
treballar amb cel'lules de vena de cordé umbilical huma (HUVECs). Es tracta
d’un cultiu primari de cel'lules endotelials que es pot subcultivar fins a 7-8
vegades sense perdre les caracteristiques fenotipiques, de manera que suposa

una eina molt adient per a 'estudi de la patologia endotelial.

Les HUVECs varen créixer a 37°C amb un 5% de CO, amb un medi especific
per aquest tipus cel-lular (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) suplementat
amb una mescla de vitamines i factors de creixement. Pel manteniment del
cultiu s’empraren flascons de 75 cm?, mentre que pels tractaments s’empraren
plaques p6. La metodologia general de treball amb HUVECs (descongelacio,
subcultiu, etc.) va ser molt similar a la seguida amb els cardiomiocits H9c2
(apartat 3.2.2). La principal diferéencia radica en que les HUVECs no
requereixen processos de diferenciacid, de manera que els tractaments es

varen realitzar amb una confluéncia absoluta.
3.3.2. Transfeccié mitjangant adenovirus

Els adenovirus sén una gran familia de virus amb un DNA bicatenari que
poden causar malalties lleus del tracte respiratori. Alhora, suposen una gran
eina de transferéncia genica a cel'lules de mamifer ja que tenen unes elevades
taxes de creixement i d’infectivitat. Els adenovirus emprats al laboratori
manquen d’algun gen necessari per a la propagacié virica. Paral-lelament,
s’han desenvolupat linies cel'lulars, com les cel'lules de rony6é embrionari
HEK 293, que expressen la proteina absent a la particula virica, de manera

que permeten la propagacié i multiplicacié dels virus. La titulacié o
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quantificacié de particules viriques es mesura mitjancant el parametre de
unitats formadores de placa (ufp), en funcié de les unitats visibles d’infecci6

de HEK 293 a partir d’una sola particula virica.

Les HUVECs varen ser transfectades amb adenovirus que sobreexpressaven
una forma dominant negativa de la subunitat $ de la cinasa de I'inhibidor de
NF-xB (IKKB) (AdIKKB.DN). En una prova previa, es varen incubar les
cel'lules amb medi lliure de sérum durant 3 hores i posteriorment s’infectaren
amb 10 1 60 ufp/ml durant 24h. Es varen recollir les cel-lules i s’analitzaren els
nivells 'IKKp, observant-se una major expressio a mesura que augmentava la
dosi de transfeccié (fig. 10), de manera que va disminuir la fosforilacié i
degradacié d’IxB ja que aquestes son provocades per la IKK (Liu et al., 2012).

Aixi, es va escollir una dosi de 60 ufp/ml per a futurs experiments.

Paral-lelament, es va fer una infecci6 amb la mateixa dosi de virus que
sobreexpressaven la proteina verda fluorescent (GFP) i es va observar al
microscopi de fluorescencia la presencia del color verd a les cel'lules per tenir
una mesura del percentatge de cel'lules que havien estat infectades. Emprant

60 ufp/ml el percentatge de cél-lules infectades va ser del 100%.

Dosi d’adenovirus

10 ufp/ml 60 ufp/ml
Adenovirus - - - - GFP GFP IkB IkB GFP GFP IkB IkB
iL-1g - + - + - + - + - + - +

IKK

IkB

plkB

Figura 10. Posta a punt de la metodologia per la transfeccié amb adenovirus.

3.3.3. Tractaments

Abans del tractament, es varen incubar les cél-lules dues hores amb medi

especific sense suplement vitaminic ni factors de creixement per evitar
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interferencies amb les vies cellulars estudiades. Es realitzaren tres
experiments independents (n=3), excepte per a l'estudi de la translocacio

nuclear del NF-xB, que foren dos experiments realitzats per duplicat (n=4).

I’AMPK va ser activada mitjancant A769662 100 pM durant 30 minuts i
postetiorment s’incuba amb IL-1f 10 ng/ml a diferents temps segons P'estudi.
Per a la inhibicié de p38, les ccl-lules es tractaren amb I'inhibidor SB202190
100 uM durant 30 minuts i posteriorment s’incuba amb IL-13 10 ng/ml
durant 15 minuts. Per inhibir la IKK, les cel-lules s’infectaren amb adenovirus
Ad.IKKB.DN (secci6 3.3.2) durant 24 hores i es varen estimular amb IL-13 10
ng/ml durant 15 minuts. Un cop acabats els tractaments i, segons I'estudi, es
varen recollir les cel-lules amb tampéd RIPA o varen ser fixades per realitzar

una tincid immunofluorescent.
3.3.4. Recollida de cél-lules

Una vegada realitzats els experiments, s’aspira el medi i es varen recollir les
cel-lules mitjancant serappers amb 150 pl de tampd de list (taula 5). Els lisats
cel'lulars varen ser centrifugats a 14000g durant 5 minuts a 4°C i

s’emmagatzemaren els sobrenedants a -20°C.

Taula 5. Composici6 del tampé de lisi per a les cél-lules HUVECs

Compost

Funcioé

Tris 50 mM pH 7.4
Na,P,0, 1 mM
Triton X-100 1%
EDTA 1 mM
EGTA 1 mM
Manitol 250 mM
Ditiotreitol 1 mM
Inhibidor de tripsina 5pg/ml
Benzamidina 100 pM
NaF 1 mM

Na,VO, 1 mM

Contribueix al manteniment del pH del medi
Contribueix al manteniment del pH del medi

Ruptura de les membranes cel'lulars

Agent quelant d’ions de magnesi i inhibidor de proteases
Agent quelant d’ions de calci i inhibidor de proteases
Lisi cel-lular i ruptura de les membranes per xoc osmotic
Redueix el dany oxidatiu

Inhibidor de serina proteases

Inhibidor de serina proteases

Inhibidor de serina i treonina fosfatases

Inhibidor de tirosina fosfatases
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3.4. Metodologia general

3.4.1. Mesura del consum d’oxigen a miofibres permeabilitzades

El consum d’oxigen es va mesurar a les miofibres cardiaques permeabilitzades
mitjang¢ant un eléctrode d’oxigen tipus Clark (Oxygraph; Hansatech, Norfolk,
Regne Unit). Es tracta d’un detector d’oxigen polarografic que conté un anode
de plata, un catode de plati, una membrana permeable a 'oxigen i un electrolit
de KCl. ’oxigen difon a través de la membrana permeable cap al catode i,
sota un voltatge polaritzant, és oxidat a OH amb una reduccié paral-lela de
I'aigua a H,0,. A I'anode, en canvi, la plata reacciona amb el clor i dona lloc a
clorur de plata. Aquestes reaccions generen una corrent que és la base de la
mesura ja que el flux de corrent és proporcional al consum d’oxigen durant el

procés.

Aproximadament 2 mg de fibres cardiaques dissoltes amb 500 pl de solucié B
suplementada amb BSA (veure apartat 3.1.5) es varen incubar a 37°C a la
cambra de lelectrode de Clark. Es varen dur a terme dues determinacions del
consum d’oxigen per a cada animal, una amb glutamat/malat (5/2.5 mM) i
una amb palmitoilcarnitina (2.5 mM). El glutamat és un aminoacid que pot
produir un intermediari del cicle de Krebs, lalfa-cetoglutarat, mitjancant
Ienzim glutamat deshidrogenasa, en una reaccié on es forma NADH. El
malat és una molécula que mitjancant la llancadora de malat/aspartat (molt
abundant al cor) és capa¢ d’entrar al mitocondri on s’oxida donant lloc a
oxalacetat i NADH. Aixi, emprar glutamat/malat suposa una elevada
formacié de NADH i, per tant, una gran transferencia d’electrons al complex
I, de manera que la cadena respiratoria funciona principalment a través
d’aquest complex. Per la seva banda, la palmitoilcarnitina dona lloc a través de
la B-oxidaci6 a NADH i a FADH, de manera directa o a través del cicle de
Krebs, de forma que la cadena respiratoria funciona pel complex I i, en menor

mesura, pel complex II.
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3.4.2. Mesura de la produccié de H,0, a miofibres permeabilitzades

La producci6 de peroxid d’hidrogen va ser determinada a les miofibres
cardiaques permeabilitzades mitjancant el reactiu de ’Amplex Red® (10-acetil-
3,7-dihidrofenoxazina) (Invitrogen). Aquesta molécula reacciona amb el H,O,
1, mitjangant una reaccio catalitzada per la peroxidasa, es produeix resorufina,

un compost vermellés fluorescent detectable.

Es va preparar tamp6 de respiracié (K-MES 100 mM, KCI 35 mM, EGTA 1
mM, MgCl, 3 mM, K,HPO, 10 mM, pH 7.1) suplementat amb BSA 5 mg/ml,
Amplex Red 0.1 mM i peroxidasa de rave (HRP) 0.2 U/ml. A continuacié, es
varen pipetejar 50 pl de tampd de respiracié i 1 mg de fibres permeabilitzades
a cada pouet. Seguidament s’afegiren 50 ul de soluci6 de treball 1 s’incuba a
37°C durant 5 minuts al propi fluorimetre. Finalment s’afegiren 5 ul de

substrat per generar el peroxid d’hidrogen i es llegi amb un A, de 530 nm 1

excitacid

una A, de 590 nm. Els substrats que s’afegiren varen ser glutamat/malat

(5/2.5 mM) i palmitoilcarnitina (2.5 mM) i, en el cas del patrd, glucosa 13.3
mM. En paral-lel a les mostres, es va fer un patré amb glucosa oxidasa, la qual
produeix H,0, a partir de glucosa. En les condicions de treball, 0.8 pU/ml de
glucosa oxidasa produeixen 1.52 pmol/l de H,O, per minut. D’aquesta
manera, s’elabora un patré que va comprendre de 4 a 24 pU/ml de glucosa
oxidasa i es va obtenir una corba patré que representava la produccié de H,0O,

per minut respecte la mesura fluorimetrica, a partir de la qual es va calcular la

producci6 de peroxids de les mostres.
3.4.3. Determinaci6 de la concentraci6 de proteines

3.4.3.1. Meétode de Bradford

Es tracta d’un metode per a la deteccié de proteines basat en la utilitzacié del
blau de Coomassie (Bradford, 1976), un colorant hidrofobic que en

condicions acides té un color vermell-marronds, perd quan interacciona amb
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I'entorn hidrofobic de I'interior d’una proteina s’origina un color blau que es
pot mesurar espectroscopicament. Suposa un metode rapid i economic per
mesurar la concentracié proteica d’'una mostra. En aquesta tesi, el metode de
Bradford va ser emprat per mesurar la concentraci6 proteica dels homogenats

de muscul cardfac i de les mostres de cor digerides amb NaOH.

Per preparar 1 litre de reactiu de Bradford es varen diluir 100 mg de blau de
Coomassie amb 50 ml d’etanol 96%. A continuaci6 s’afegiren 600 ml d’aigua
bidestil'lada 1 100 ml d’acid fosforic 85%, i s’enrasa amb aigua destil-lada. El
metode de Bradford requereix un patré de proteines de concentracio
coneguda. Es va emprar un patré de BSA amb un rang de concentracions de

100 a 500 pg/ml.

A una placa de 96 pouets s’introduirien 10 pl de mostra convenientment
diluida o 10 pl de cada soluci6 del patro, i, seguidament, 290 ul de reactiu de

Bradford. A continuaci6 s’agita la placa i es feu una lectura a 540 nm.
3.4.3.2. Metode de I’acid bicinconinic (BCA)

El metode de Bradford depen de la interaccié inespecifica entre un colorant
hidrofobic 1 les proteines, per la qual cosa és sensible a detergents. Per als
lisats cel'lulars dels cardiomiocits H9¢c2, degut a ’elevada concentracié de
detergents al tamp6 RIPA (veure secci6 3.2.4), es va determinar el contingut
proteic amb el metode del BCA. Aquest metode es basa en que les proteines
redueixen ions cuprics a ions cuprosos en condicions alcalines; posteriorment,
els ions cuprosos reaccionen amb el BCA, que passa de tenir un color verdos
a un color rosat la intensitat del qual és proporcional a la quantitat de proteina
de la mostra. Es va un kit comercial del BCA (Thermofisher Scientific), el qual
requereix un patré de BSA que comprén un rang de concentracions de 25 a
2000 pg/ml. Es seguiten les indicacions del fabricant i es va llegir

I’absorbancia a 562 nm.
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3.4.4. Determinacio de la concentraciéo de DNA

La concentraci6 de DNA a les mostres de cor digerides amb NaOH 0.5 N es
va determinar mitjancant el metode de I'acid 3,5-diaminobenzoic (DABA)
(Thomas and Farquhar, 1978). Aquest métode es basa en que el DABA pot
reaccionar amb els grups aldehids de les desoxiriboses del DNA 1 originar un

producte detectable fluorimetricament.

Inicialment s’han de neutralitzar les mostres amb un volum equivalent de HCI
0.5 N. Per aixo, es varen pipetejar 3 ul de mostra, 97 pl de NaOH 0.5 N 1 100
ul de HCI 0.5 N. Seguidament es varen afegir 50 pl de DABA 1.2 M i s’incuba
a 00°C durant 50 minuts. Transcorregut aquest temps, les mostres es
refredaren rapidament introduint-les en gel i es va afegir 1 ml de HCl 1 M per
estabilitzar la reacci6. Finalment, es varen agitar les mostres i es transferiren a

de 360

pouets de plaques de fluorimetria. La lectura es va fer amb una A

excitacid

nm 1 una A de 528 nm. Paral-lelament es va preparar un patré de DNA

emissio
obtingut d’esperma d’areng (Sigma Aldrich) amb un rang de concentracions

de 4.5 a 30 ng/pl.
3.4.5. Determinacio dels nivells de triglicérids cardiacs

El contingut de TG als homogenats de muscul cardiac va ser determinat
mitjancant un kit comercial (Spinreact, Girona, Espanya). Aquest kit es basa
en una scrie de reaccions enzimatiques a partir de les quals s’origina una
quinona que té una coloracié6 vermellosa la intensitat de la qual és

proporcional a la quantitat inicial de TG (Fossati and Prencipe, 1982).

TG + H,0 ipasadelipoproteines 5, Glicerol + acids grassos lliures
Glicerol + ATP—glicerolcinasa____5, Glicerol-3-fosfat + ADP

Glicerol-3-fosfat + O, —sglicerofostatoxidasa__5, Dihidroxiacetona fosfat + H,0,
H,0, +4-aminofenazona +p-clorofenol —eerexidass 5 Quinona + H,0
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En cubetes de 1 cm de pas de llum es varen pipetejar 10 pl d’homogenat de
muscul cardiac i 1 ml de reactiu d’assaig, que conté els components necessaris
per a que es donin les reaccions anteriors. A continuacié s’incuba durant 5
minuts a 37°C i es llegi 'absorbancia a 505 nm. Es va emprar un calibrador
propotcionat pel propi kit amb una concentracié de 200 mg TG/dL Aixi, es
va obtenir la concentracié de TG de les mostres referenciant 1’absorbancia

d’aquestes respecte 'absorbancia 1 1a concentracié del calibrador.
3.4.6. Analisi de la capacitat antioxidant total no enzimatica (TAC)

La TAC va ser mesurada a mostres d’homogenat cardiac mitjangant un kit
comercial (Biovision). El kit es basa en la reduccié del Cu®" a Cu” per part de
molécules antioxidants petites 1 proteines. L’i6 cupros és quelat per una sonda
colorimetrica donant lloc a un producte amb una absorbancia maxima a 570
nm, la qual és proporcional a la capacitat antioxidant maxima de la mostra.
S’empra un estandard de trolox per expressar la capacitat antioxidant en forma

d’equivalents de trolox.

3.4.7. Determinacié semiquantitativa dels nivells de proteina per

Western blot

El Western blot és una tecnica basada en la quantificacié relativa dels nivells
de proteines especifiques d’'una mostra. El metode compren una separacio
inicial de les proteines mitjancant una electroforesi, una transferencia
d’aquestes a una membrana i una detecci6 basada amb I'ds d’anticossos

especifics.
Preparacio de les mostres

Es important que les mostren estiguin ben lisades per a que les proteines
cel-lulars estiguin solubilitzades i que la concentracié de proteines estigui ben

determinada. Per a dur a terme els Western blot d’aquesta tesi doctoral

69



M. Sbert-Roig. Tesi doctoral

sutilitzaren 30 ug de proteina d’homogenat de cor i 10 pg de proteina de lisats
cel-lulars de cardiomiocits H9¢2 1 HUVECs.

Es va pipetejar el volum adequat de mostra per la quantitat de proteina a
carregar 1 s’hi afegi tampd de carrega mantenint una relacié 3:1
(mostra:tampd). Els components del tampo6 de carrega 1 la seva concentracié

final son:

e Tris 0.25 M pH 6.8. Es important aquest valor de pH per a la correcta

migraci6 de la mostra a I'inici de I’electroforesi.

e Dodecilsulfat sodic (SDS) 10% (v/v). Es un detergent anionic que
interacciona amb el nucli hidrofobic de les proteines provocant la seva
desnaturalitzacié. A la concentracié emprada, el SDS s’uneix de manera
constant a la proteina a una relacié aproximada d’una molécula de SDS
per a cada dos aminoacids. Aixo provoca que la carrega de la proteina
quedi emmascarada per la carrega negativa del SDS que duu unit, la
qual sera proporcional a la grandaria (pes molecular) de la proteina.
D’aquesta manera el pes molecular sera el factor diferencial de la

migraci6 de les proteines cap a 'anode durant I’electroforesi.

o Glicerol 40% (v/v). Permet donar densitat a la mostra, de manera que
quan aquesta es deposita al pouet cau al fons facilitant-se la seva

carrega.

e Blau de bromofenol 0.1% (p/v). Es un petit colorant que durant
Ielectroforesi crea el front electroforetic que permet seguir la migracid

electroforética de la mostra.

e (-mercaptoetanol (0.025%). Es va preparar al moment del seu us. Es
tracta d’un agent reductor que permet rompre els ponts disulfur que

mantenen unides les diferents subunitats d’una proteina multimerica.
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Abans de carregar les mostres al gel, aquestes varen ser incubades al bany
maria durant 5 minuts per tal de desnaturalitzar les proteines i facilitar la unié

del SDS.
Electroforesis SDS-PAGE

L’electroforesi de proteines es duu a terme amb gels de poliacrilamida, els
quals estan formats per monomers d’acrilamida i N,N’-metil bisacrilamida en
una relacié 29:1. Per a la seva polimeritzacié es va afegir persulfat d’amoni a
una concentracio final del 0.11%. El persulfat amonic origina radicals lliures
SO,™ en solucid, els quals interaccionen amb els monomers d’acrilamida per a
formar polimers linears. La bisacrilamida uneix cadenes d’acrilamida en
creixement originant una estructura microscopica tridimensional. Es va afegir
també tetrametilendiamina (TEMED) a una concentracié final del 0.001%, el

qual actua com a catalitzador d’aquesta reaccio de polimeritzacio.

La tecnica d’electroforesis emprada va ser la SDS-PAGE, una técnica que
requereix I'as de gels en gradient distingint-se un gel superior de concentraci6
o stacking ge/ 1 un gel inferior de separacié o running gel. Aixi, la part inicial del
gel conté una concentracié inferior d’acrilamida (4.9%) respecte la part final,
de manera que s’aconsegueix major resolucio en la separacié de proteines. La
concentracié d’acrilamida al gel de separacié depen del pes molecular de les
proteines d’intercs; com més baix és el pes molecular més concentrat ha de ser
el gel 1 viceversa. En aquesta tesi es varen emprar concentracions d’acrilamida
del 8%, 10% 1 12%. Els dos gels contenen també SDS 0.1% 1 tamp6 Tris-HCl
(0.125 mM pH 6.8 al gel concentrador 1 0.375 mM pH 8.8 al separador). A
més, les cubetes electroforetiques s’'omplen amb tampoé d’electroforesis que

esta format per Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM i SDS 0.1% (p/v).

El pH del gel de concentracié correspon al punt isoelectric de la Gly, de
manera que la mobilitat electroforetica en aquest gel és elevada pel CI, baixa

per la Gly i intermedia per a les proteines. I’elevada mobilitat del Cl origina
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un gradient de voltatge que accelera la migracié de la Gly, de manera que
aquesta empeny les proteines de la mostra cap al Cl i s’origina una fina banda
apilada a la interficie entre el gel concentrador 1 el separador. Al gel separador
el pH és de 8.8, superior al punt isoelectric de la Gly, de manera que aquest
aminoacid esta carregat principalment de forma negativa i migra cap a 'anode
a més velocitat que les proteines, les quals es desplacen a una velocitat
inversament proporcional al seu pes molecular. El voltatge aplicat per a
realitzar Ielectroforesi va ser de 80 V mentre la mostra es trobava al gel
concentrador i 100 V quan estava al gel de separaci6. El temps total

d’electroforesi va ser aproximadament de 2.5 hores.
Electrotransferéncia 1 bloqueig

Una vegada les proteines estan separades, aquestes es detecten mitjancant
anticossos especifics. No obstant, aquests anticossos no poden accedir a les
proteines ubicades al gel, de manera que cal que aquestes siguin transferides a
una membrana on hi quedin accessibles. Aquesta transferencia es basa en
aplicar un camp electric de manera que les proteines, encara unides al SDS,

migren cap a ’'anode.

En aquesta tesi doctoral es va emprar un sistema d’electrotransferéncia
humida amb membranes de nitrocel'lulosa. Aquest sistema es basa en
col'locar junts el gel i la membrana, de manera que el gel quedi més proper al
catode 1 la membrana a I'anode. Entre ells i els electrodes es col-loquen papers
de filtre i esponges banyats en tampo de transferéncia (Tris 25 mM pH 8.3,
Gly 192 mM, metanol 20%) a fi de que la uni6 entre gel i membrana sigui
compacta i no quedin espais buits que impedeixin la correcte transferéncia de

proteines. La transferéncia es dur a terme en fred a 100V durant 90 minuts.

Un cop realitzada la transferéncia es pot realitzar una tincié amb vermell de
Ponceau, un colorant que s’uneix a totes les proteines de la membrana i déna

una imatge del perfil de I’eficiencia de la transferencia. A més, aquesta tinci6 es
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pot emprar com a parametre de referéncia de la quantitat total de proteina de

la mostra, tipus housekeeping.

A continuacio, cal bloquejar les zones de la membrana a les quals no s’hi ha
unit proteina ja que sind els anticossos s’hi podran unir 1 s’obtindrien falsos
positius. Pel bloqueig es va emprar tampé fosfat sali (PBS, Na,HPO, 78.1
mM, KH,PO, 17.6 mM, NaCl 137 mM, KCl 2,68 mM, pH 7.4) suplementat
amb Tween-20 1 g/1 (PBS-T) i amb llet en pols desnatada al 5%. Per a la
detecci6 de proteines fosforilades es va emprar BSA al 5% en PBS-T ja que la

llet pot tenir fosfatases que podrien alterar la deteccié d’aquestes proteines.
Deteccio de les proteines especifiques

Una vegada bloquejada la membrana, aquesta es va incubar amb l'anticos
especific per a la proteina diana a 4°C durant tota la nit. Els anticossos
emprats per aquesta tesi doctoral es troben indicats a la taula 6. Aquests
anticossos es varen preparar a la concentraci6 desitjada en tamp6 PBS-T amb
BSA 0.5% 1 acida sodica 0.05%. A continuaci6 es varen fer rentats amb PBS-T
per eliminar restes d’anticos primari i s’incuba amb anticos secundari durant
una hora a temperatura ambient. [’anticos secundari es va preparar en tampd
PBS-T amb un 1% (p/v) de llet en pols a una dilucié variable entre 1/10000 i
1/60000.

La detecci6 de les bandes es va fer amb un kit comercial (Inmunostar Western
Chemilumeniscence Kit, Biorad). Aquest sistema es basa en que lanticos
secundari té unida una molécula de peroxidasa de rave, de manera que en
presencia de peroxid d’hidrogen, el luminol és oxidat i s’emet llum per
quimioluminescencia. Per a la detecci6 es va usar el captador Chemidoc XRS

(Biorad) 1 el programa associat Quantity one.

El sistema de revelat realitzat al Institute of Cardiovascular and Medical Sciences de

la Universitat de Glasgow va ser diferent ja que els anticossos secundaris
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duien units un fluorofor. Aquest sistema permet I'is simultani de wvaris

anticossos primaris obtinguts a partir de diferents animals que posteriorment

son reconeguts per anticossos secundaris units a diferents fluorofors.

Taula 6. Anticossos emprats per realitzar els Western blots

Pes molecular

Proteina Casa comercial (kDa) Diluci6
pACC Cell Signalling 280 1:1000
AdipoR1 Abcam 43 1:500
pAkt Cell Signalling 60 1:1000
Akt Cell Signalling 60 1:1000
pAMPK Santa Cruz 63 1:500
AMPK Cell Signalling 63 1:200
APPL1 Cell Signalling 82 1:1000
COX 4 MitoScience 16 1:1000
DNPH Chemicon International - 1:2000
ERx Santa Cruz 66 1:200
ERpB Santa Cruz 56 1:100
pERK 1/2 Cell Signalling 42-44 1:1000
ERK 1/2 Cell Signalling 42-44 1:1000
GAPDH Santa Cruz 37 1:1000
GPER Santa Cruz 38 1:1000
plxB Cell Signalling 39 1:1000
IxB Cell Signalling 39 1:1000
IKK Cell Signalling 85 1:1000
pINK 1/2 Cell Signalling 46-54 1:1000
JNK 1/2 Cell Signalling 46-54 1:1000
LKB1 Cell Signalling 54 1:1000
p p38 Cell Signalling 38 1:1000
p38 Cell Signalling 38 1:1000
PGC-1a Millipore 90 1:500
PRX3 Santa Cruz 26 1:500
Mn SOD Calbiochem 25 1:500
TAK1 Santa Cruz 79 1:200
TFAM Donacié del Dr. H. Inagaki 25 1:1000
P-Thr totals Abcam - 1:200
T-cad Millipore 105-130 1:200
UCP2 Santa Cruz 35 1:1000
UCP3 Santa Cruz 33 1:1000
4HNE Alpha diagnostics - 1:1000
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3.4.8. Quantificacié dels grups carbonils a proteines

Els ROS poden reaccionar directament amb les proteines i produir
modificacions covalents, donant lloc a oxidaci6 proteica. Una de les
modificacions que tenen lloc és la formacié de grups carbonils, especialment
degut a la interacci6 del radical hidroxil amb la cadena lateral d’aminoacids de
Pro, Arg, Lys 1 Thr. Aquests grups carbonils sé6n quimicament estables i la
seva quantificaci6é és indicadora del dany oxidatiu en proteines. La deteccié
dels grups carbonils es basa en la seva reaccié6 amb 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNP) per formar 24-dinitrofenilhidrazona (DNPH), un compost que pot ser

reconegut per un anticos especific (Irazusta et al., 2010).

A les mostres d’homogenats de muscul cardiac procedents de I'experiment
amb rates ovariectomitzades els grups carbonils varen ser quantificats
mitjangant un sistema slot-blot. Inicialment es va derivatitzar la mostra (10 pg
de proteina) amb un kit comercial (Oxyblot Protein Oxidation Detection Kit,
Chemicon International, Temecula, EUA) seguint les instruccions del
fabricant. Aquesta derivatitzacio es basa en una incubaci6 inicial de la mostra
amb DNP i una posterior neutralitzacié. A continuacié es varen pipetejar les
mostren derivatitzades als pouets del sistema slot-blot i es transferiren a una
membrana de nitrocel'lulosa. En canvi, per a mesurar els grups carbonils del
homogenats de Dexperiment amb rates alimentades amb una dieta
hiperlipidica es va emprar un altre kit comercial (Oxiselect Protein Carbonyl
Immunoblot Kit, Cell Biolabs Inc., San Diego, EUA). En aquest cas,
inicialment es duu a terme una electroforesis i una transferéncia a la
membrana de nitrocel'lulosa, 1 posteriorment es derivatitza la mostra. En
ambdoés casos, una vegada la mostra estigué derivatitzada 1 transferida a la
membrana, aquesta va ser bloquejada i s’incuba amb un anticos especific

envers el DNPH (veure taula 06).
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3.4.9. Determinaci6 de la peroxidaci6 lipidica

En condicions d’estres oxidatiu els ROS poden interaccionar amb els acids
grassos, especialment els poliinsaturats, de forma que la seva cadena
hidrocarbonada pot donar lloc a aldehids electrofils reactius, entre els quals
destaca el 4-hidroxinonenal (4HNE) (Esterbauer et al., 1991), el qual pot unir-
se a les proteines 1 formar complexes estables que comprometen Iestructura 1
la funcié de les proteines. La tecnica emprada per a mesurar els nivells de

peroxidaci6 lipidica va ser un Western blot emprant un anticos envers el

4HNE (veure taula 0).
3.4.10. Determinacio de ’expressié génica
3.4.10.1. Retrotranscripcio

La retrotranscripcié és una reaccié catalitzada per la retrotranscriptasa
mitjancant la qual a partir d’'una molécula de RNA s’obté la molecula
complementaria de DNA (cDNA). En aquesta tesi doctoral es va
retrotranscriure el RNA extret a partir de mostres de miocardi i de
cardiomiocits H9c¢2 mitjancant el Tripure® (veure seccié 3.1.6). El

procediment va ser igual per ambdos tipus de mostres.

Es va dissoldre 1 pug de RNA amb 5 pl d’aigua lliure de RNAses i es va
desnaturalitzar a 90°C durant 1 minut. A continuacié s’afegiren 5 pl de mescla
de retrotranscripcid, la qual contenia (concentracions finals): Tris-HCI 10 mM
pH 9, KCI 50 mM, Trit6 X-100 0.1%, MgCl, 2.5mM, hexamers aleatoris 2.5
uM, 500 uM de cada un dels dNTPs, 1 U/pl d’inhibidor de RNAses i 1.5
U/pl de transcriptasa inversa MulLlV. La retrotranscripcié es va dur a terme al
termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems, Lincoln, EUA) a 42°C
durant 60 minuts. A continuacié es va desnaturalitzar la mostra a 95°C durant

5 minuts i es va refredar a 4°C. El cDNA resultant es va diluir 1/10 amb aigua
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lliure d’ARNases 1 es va guardar a 4°C per un us immediat o a -20°C a llarg

termint.
3.4.10.2. PCR a temps real

La PCR a temps real és una variant de la PCR convencional que permet
amplificar i quantificar simultaniament el producte d’amplificacié. Empra els
components convencionals de la PCR (tamp6, DNA mostra, encebadors,
dNTPs, Mg** i DNA polimerasa) i, a la vegada, s’incorpora una sonda que
permet la detecci6. En aquesta tesi es va fer servir el SYBR Green I, un agent
intercalant que quan s’introdueix a la doble helix de DNA incrementa la seva

emissio fluorescent.

La PCR a temps real es va realitzar a partir de 2.5 pl de mostra de cDNA. El
medi de reaccié contenia 3.74 pM de cada un dels dos encebadors 1 5 pl de
SYBR Green Master (Roche Diagnostics), el qual duu incorporat la resta de
components de la reacci6. La PCR a temps real es va dur a terme en
termociclador LightCycler® 480 System II (Roche Diagnostics). El programa
d’amplificacié es basa en una desnaturalitzacié inicial del DNA (95°C, 10
segons), seguit per 40-45 cicles que consisteixen en una desnaturalitzacio
(94°C, 2 minuts), alineament (temperatura depenent dels encebadors, 10
segons), extensio (72°C, 12 segons) 1 un pas de captacié de la fluorescencia.
Les condicions emprades per a Pamplificacié de cada parell d’encebadors

estan detallades a la taula 7.

Per a la determinacié dels nivells de mtDNA, es varen amplificar 5 ng de
DNA obtingut a partir de 'extracci6 amb Tripure® (veure seccio 3.1.7).
S’empraren un parell d’encebadors per un gen mitocondrial (subunitat 4 de la

NADH deshidrogenasa) i un per un gen nuclear (frRNA 188).

Durant els primers cicles la fluorescencia que s’emet és basal. No obstant, a

partir d’'un cert llindar de fluorescencia, aquesta inicia un creixement
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exponencial. Es defineix el crossing point (C,) com el cicle d’amplificacié on la
fluorescencia sobrepassa aquest llindar. El C, és el valor que s’empra per
establir el calcul relatiu de expressié d’un gen. Com més baix és el Cp, és a
dir, com menys cicles sén necessaris per assolir uns certs nivells de
fluorescencia, major DNA especific de partida conté la mostra, és a dir, major

és Pexpressio del gen.

Taula 7. Seqiiencies i condicions emprades per a Pamplificacio

Encebador directe (5'—3") Temperatura Longitud de
Gen d'alineament Pamplificat
Encebador revers (5'—3") °C) (pb) O
TACACGATGAGGCAACCAAA
mtDNA 63 162 81.1

GGTAGGGGGTGTGTTGTGAG

‘RNA 18S GGACACGGACAGGATTGACA 59 90 847
ACCCACGGAATCGAGAAAGA

Actina GAGACCTTCAACACCCC 56 19 7.4
GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC

CTCACACAACTCAGATACTGCTG

CD36 60 181 84.1
TCCAAACACAGCCAGGACAG

COX 1 GCTTTTGACTGCTTCCTCCA 60 133 813
AATCTACGGATACCCCAGCA

CPT1 ATGACGGGGTCCCATAAGGA 60 179 825

GAAAGCACCTCGTCCAGGAA

AACAGAGCAGGAAGGCATCA

MCAD 60 195 84.6
TCCTCTCTGGCAAACTTCCG
PDK4 AATGTGGTCCCTACGATGGC 60 194 30.0
TCCCAATGTGGCTTGGGTTT
Perilipina V CACTGTGCTGAGGCGCT 60 181 88.5
ACGCACAAAGTAGCCCTGTT
PGC-1o ATCTACTGCCTGGGGACCTT 60 179 825
ATGTGTCGCCTTCTTGCTCT
PPAR« TGCCTTCCCTGTGAACTGAC 60 151 35.6

GCTTCAAGTGGGGAGAGAGG

3.4.10.3. Analisi de P’eficiéncia i calcul de ’expressi6 génica

Leficiencia de la reacci6 de la PCR a temps real depen del parell d’encebadors
emprat i del tipus de mostra de partida. L’eficiéncia pot tenir un valor maxim
de dos si a cada cicle d’amplificacié es duplica el nombre de copies del DNA
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diana. Es molt important conéixer el valor de P’eficiéncia a ’hora de calcular
Iexpressio relativa del gen d’interes ja que l'increment de la fluorescencia és
exponencial i el nombre de copies pot ser subestimat o sobreestimat si no
s’empra aquest parametre. Per determinar D'eficiencia es varen recollir els
amplificats una vegada la PCR havia finalitzat, es va fer un banc de dilucions
de 107 a 10” i es va tornar a fer una PCR. Representant el logaritme de la
concentracio relativa enfront el C, s’obté una recta la pendent de la qual és

Peficiencia.

A T'hora de fer el calcul de expressié genica es varen tenir en compte els Cp
del gen diana i del gen de referéncia (actina) de cada una de les mostres, 1 els
valors de leficiencia d’ambdoés gens. Els calculs es realitzaren amb el

programa Genex Standard Software (MultiD Analises, Suecia).
3.4.10.4. Confirmacio de Pespecificitat de ’amplificacio

Al final del programa d’amplificacié es va determinar la temperatura de fusi6
(Tm) dels amplificats. La Tm és la temperatura a la qual la meitat de les
molecules de DNA estan desnaturalitzades 1 depen, principalment, del
contingut en G+C 1 de la longitud de lamplificat, de manera que és molt
caracteristica de l'amplificat. La preséncia de més de dues Tm diferents
implica que s’han amplificat inespecificitats i, per tant, el valor de C, obtingut

és erroni.

Per corroborar I'especificitat de la reaccid, durant la posta a punt de cada gen
es va dur a terme una electroforesi dels amplificats en un gel d’agarosa al
1.5%. Per a fer-ho es varen pesar 0.45 g d’agarosa (Pronadisa, Barcelona,
Espanya) en 30 ml de tampo6 Tris-borat-EDTA 1 es varen afegir 2 ul de
bromur d’etidi 1%, un agent intercalant que permetra visualitzar PADN sota
llum ultraviolada. A continuaci6 es va encalentir la mescla i es va abocar sobre
un suport per a gels d’agarosa. Un cop solidificat, es varen afegir 2,5 ul d’una

mescla de mostres amplificades i un marcador de 50 pb (Invitrogen,
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Barcelona, Espanya), i es dugué a terme lelectroforesi a 80 V durant 45
minuts. Finalment es varen visualitzar les bandes de DNA amb el captador
Chemidoc XRS (Biorad). La presencia de més d’una banda a un carril era

indicatiu d’inespecificitat en la reacci6 de la PCR.
3.4.11. Analisi de les activitats enzimatiques
3.4.11.1. Determinacio de Pactivitat citrat sintasa

La citrat sintasa (CS) (EC 2.3.3.1) catalitza la primera reaccié del cicle de
Krebs a la matriu mitocondrial. Els substrats de la reaccid sén l'acetil-CoA,
que prové principalment de la reacci6 del complex de la piruvat
deshidrogenasa o de la B-oxidacié d’acids grassos, i l'acid oxalacetic, que
deriva principalment de la darrera reaccid del cicle de Krebs. La deteccid de
Pactivitat CS (Nakano et al., 2005) es basa en la hidrolisi del grup tioester de
'acetil-CoA que origina un CoA unit a un grup tiol, el CoA-SH. El grup tiol
pot reaccionar amb l'acid 5°,5’-ditiobis 2-nitrobenzoic (DTNB) i formar acid
5-tio 2-nitrobenzoic (TNB). Es pot mesurar I’absorbancia d’aquest darrer
compost a 412 nm, la qual sera proporcional a I'activitat CS.

Acetnl-CoM 4+ onulacetat +H '-'l:—'bi viral 4+ CoA-5H

CoA-5H + DTNEB ———TANB + CoA-5-5-TNB

Els reactius es preparen en fresc en tampé Tris 0.16M pH 8, excepte Iacetil-

CoA que es pot guardar aliquotat a -20°C.

Compost Concentracié mare Volum per pouet Concentraci6 final

Tris pH 8 0.16 M 125 ul 0.16 M
DTNB 10 mM 2 ul 88.1 uM
Acetil-CoA 0.25 mM 25 pl 27.5 pM
Trit6 X-100 0.8 % 25 ul 0.088 %
Oxalacetat 2.5mM 25 ul 275 pM
Homogenat a dilucié 1/100 25 pl
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Als pouets de plaques p96 s’afegeix la mostra i tots els compostos excepte
I'oxalacetat. A continuacio, al mateix espectrofotometre es fa una incubacié a
30°C durant tres minuts i s’afegeix 'oxalacetat. Finalment, es llegeix 'augment

d’absorbancia a 412 nm degut a la formacié de TNB (fig. 11).
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Figura 11. Exemple de corba cinética que s’observa en la determinacié de Pactivitat
CS.

Aplicant la Llei de Beer-Lambert (e412 del TNB= 13.6 mM/cm) es pot
convertir la pendent obtinguda en unitats d’activitat CS. Una unitat

internacional (UI) de CS suposa la formacié de 1 umol de citrat per minut.
3.4.11.2. Determinaci6 de P’activitat citocrom c oxidasa

La citocrom ¢ oxidasa (COX, EC 1.9.3.1) és un complex enzimatic integral de
la membrana mitocondrial interna d’aproximadament 160 kDa. Suposa el
darrer complex de la cadena respiratoria i catalitza la reduccié de I'oxigen a
aigua a partir de quatre electrons que provenen del citocrom ¢ reduit. Es

I"anica reacci6 irreversible de la cadena respiratoria.

La deteccié de Tactivitat COX (Chrzanowska-Lightowlers et al,, 1993) es
fonamenta en que el citocrom ¢ reduit es pot tornar a oxidar en una reacci6 en
la qual el tetraclorur de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) polimeritza i pot ser

detectat a 450 nm.

4 Fe?™ + 8 H* + O2 — 4 Fe3* + 2HO +4H™
DAB monomer + 4Fe3* — DAB polimer + 4 Fe?*
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Compost Concentracié mare Volum per pouet Concentraci6 final
NaHPO4 pH 7 0.1 M 135 ul
DAB 50 mM 20 pl 5 mM
Catalasa 40 pg/ml 10 pl 2 pg/ml
Citocrom ¢ reduit 800 pM 30 pl 120 pM
Homogenat 5ul

A plaques de 96 pouets s’introdueixen tots els components de la reaccio, sent
el darrer d’ells el citocrom. Aleshores s’agita la placa i es mesura 'augment

d’absorbancia a 450 nm degut a la polimeritzacié del DAB.

EI DAB i la catalasa es preparen en fresc en tampo NaH.PO, minuts abans de
la determinacié. Per a la preparacié del citocrom ¢ reduit cal fer una dialisi
previa utilitzant tamp6 NaH,PO, a concentracions de 0.01M 1 0.001M. Es bull
un sac de dialisi durant 10 minuts 1 al seu interior s’introdueixen 50 mg de
citocrom ¢ oxidat, 500 pl d’acid ascorbic 10% 1 4.5 ml de tampé fosfat 0.001
M. El sac de dialisi s’introdueix dins un vas de precipitats que conté NaH,PO,
0.01M i es manté a 4°C en agitaci6 suau durant 24 hores protegit del llum. El
citocrom ¢ és reduit per P'acid ascorbic i es manté dins el sac de dialisi, mentre
que I'acid ascorbic escapa del sac. Durant el procés cal canviar el tamp6 fosfat
0.01M almenys tres vegades per tal d’eliminar I'excés d’acid ascorbic. El

citocrom ¢ reduit es manté a -20°C protegit del llum fins el seu us.
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Figura 12. Exemple de corba cinética que s’observa en la determinacié de P’activitat
COX.
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La determinacié es basa en dues reaccions acoblades (fig. 12), de manera que
activitat maxima pot no donar-se durant els primers minuts. Per calcular
'activitat COX no es pot aplicar la Llei de Beer-Lambert ja que es desconeix

el coeficient d’extinci® molar del DAB reduit.
3.4.11.3. Determinacio6 de Pactivitat superoxid dismutasa

La superoxid dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) suposa una de les principals
linies de defensa antioxidant enzimatica contra les ROS ja que neutralitza
'anié superoxid (O,) que es forma principalment a nivell dels complexes de
la cadena respiratoria mitocondrial. La SOD catalitza la dismutacié de I'ani6
superoxid en peroxid d’hidrogen i oxigen.
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El metode de deteccié de Pactivitat SOD (Quick et al., 2000) es basa en que
quan es genera anié superoxid mitjangant la reaccié de la xantina oxidasa
(XOD), aquest radical pot reduir el citocrom ¢. No obstant, en presencia de
SOD, I'ani6 superoxid sera transformat en peroxid d’hidrogen, de manera que
disminuira la reduccié del citocrom ¢ Per tant, I'analisi de la reduccié del
citocrom ¢, detectable a 550 nm, sera inversament proporcional a l'activitat

SOD de la mostra.

Tots els reactius es preparen en PBS pH 7.4, excepte la xantina que es fa amb

NaOH 30 mM.
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Compost Concentracié mare Volum per pouet Concentraci6 final

PBS pH 7.4 225 pl
Citocrom ¢ 1.95 mM 6pl 46.8 uM
XOD 335 mU/ml 9 ul 12.1 mU/ml
Xantina 10 mM 2.5ul 100 uM
Catalasa 6000 U/ml 2.5 ul 60 U/ml
Homogenat 5ul

Es prepara una mescla de tots els reactius en funcié del nombre de mostres a
determinar i s’introdueix a plaques de 96 pouets, juntament amb la mostra.
Paral‘lelament hi ha un control 1 que no conté mostra i un control 2 que
conté SOD (570 U/ml) en lloc de mostra. Finalment es llegeix I'augment

d’absorbancia a 500 nm degut a la reduccié del citocrom .
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Figura 13. Exemple de corba cinética per a la determinaci6 de Pactivitat SOD.

A la figura 13A es pot veure la maxima reduccié del citocrom ¢ degut a
I'abséncia de SOD (control 1), mentre que a la figura 13B s’observa que
’elevada concentracié de SOD provoca una neutralitzacié de I'ani6é superoxid
i, conseqlientment, una menor reduccio del citocrom ¢ (control 2). La figura
13C correspon a una mostra d’homogenat de mduscul cardiac, amb una
reducci6é del citocrom ¢ intermedia entre les dues anteriors. Per calcular
Pactivitat SOD no s’empra el control 2, ja que aquest és només un control

intern del metode. La pendent neta de la mostra s’obté de la resta de la
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pendent del control 1 i la pendent de la mostra. A continuaci6 s’aplica la llei
de Beer-Lambert (g55, del citocrom ¢ reduit = 21 mM/cm. Una Ul d’activitat
SOD es defineix com la quantitat d’enzim actiu capag¢ d’inhibir la reduccié del

citocrom ¢ un 50%.
3.4.11.4. Determinaci6 de Pactivitat glutatié peroxidasa

L’enzim glutatié peroxidasa (GPx) (EC 1.8.1.7.) catalitza la reducci6 del H,O,
1 peroxids organics a H,O emprant el glutatié reduit (GSH) com a cofactor, de
manera que aquest es converteix en glutatié6 oxidat (GSSG). La determinaci6
de lactivitat GPx (Smith et al., 2001) es basa en que el GSSG que es genera
pot tornar-se a reduir a GSH mitjancant la glutatié reductasa (GRd), 1 en
aquesta datrera reacci6 el NADPH s’oxida a NADP'. Es pot mesurar
I'oxidacié del NADPH mitjancant la disminucié de 'absorbancia a 340 nm, la

qual sera proporcional a l'activitat GPx de la mostra.

ROWIH + 20G85H Gl o F103 4+ ROYH + GSSH

GASH = MADPH + H® —8ldep 25H + MNADP

Els reactius es preparen en fresc en tampo de reaccié (Tris-HCl 50 mM,

EDTA 5 mM, pH 7.6), excepte el NADPH que es guarda aliquotat a -20°C.

C Concentracio Volum per Concentracio
ompost
mare pouet final
Tampo Tris-EDTA 230 upl
GSH 35 mM 10 wl 1.17 mM
NADPH 7.7 mM 10 pl 0.256 mM
GRd 14 U/ml 10 pl 0,467 mU/ml
Tert-butil
hidroperoxid 5 mM 25pl 250 uM
Homogenat 15wl

A plaques de 96 pouets s’introdueixen tots els components de la reaccio,
excepte el tert-butil hidroperoxid. A continuacié es duu a terme una incubacié

al propi espectrofotometre a 37°C durant 3 minuts, s’afegeix el tert-butil
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hidroperoxid i es llegeix la disminucié de I'absorbancia a 340 nm la qual sera

proporcional a 'activitat GPx de la mostra.

.
.,
15001 -
-
L
v
-, .
".
a 1.0001 ' .
.
=] ‘. -
B
.,
0500+ R O P T I
0.a00
u] 1 2 3 4 5 5]

hlinutes

Slope = -335.725 moDining, R-Square = 0.9976

Figura 14. Exemple de corba cinética per a la determinacié de P’activitat GPx.

Es pot convertir el valor absolut de la pendent obtinguda en unitats d’activitat
GPx mitjangant la Llei de Beer-Lambert (g5, del NADPH= 6.22 mM/cm).
Una UI d’activitat GPx es defineix com la quantitat d’enzim necessaria per

oxidar 1 pmol de NADPH per minut.

3.4.12.Tinci6 immunofluorescent i microscopia confocal

La tincié immunofluorescent i la microscopia confocal permeten, entre altres
aplicacions, analitzar la localitzacié d’una proteina o d’un antigen concret dins
la cel'lula. Durant 'estada predoctoral al Institute of Cardiovascular and Medical
Sciences de la Universitat de Glasgow es va analitzar la localitzacio cel-lular del

NF-»B a cellules HUVEC (veure secci6 4.4.).

Les cellules es feren créixer sobre cobreobjectes localitzats al fons de pouets
de plaques p6. Una vegada finalitzats els tractaments corresponents, es va
decantar el medi i les cel'lules varen ser fixades amb paraformaldehid 3% en
PBS durant 25 minuts per tal de preservar Pestructura i la localitzacié de les
proteines i els components cel-lulars. A continuacié s’efectuaren rentats amb

PBS i es varen permeabilitzar les mostres amb trit6 X-100 0.1% en PBS
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durant 10 minuts per a permetre I'accés dels anticossos a linterior de la

cel-lula.

Una vegada les mostres havien estat fixades 1 permeabilitzades, les incubacions
posteriors es dugueren a terme en un ambient humit i protegit de la llum. La
seglient passa va consistit en bloquejar la mostra per evitar la unié dels
anticossos a antigens inespecifics. El bloqueig es va fer amb trit6 X-100 0.1% i
sérum 10% en PBS durant 20 minuts. Es important que el sérum emprat sigui
de la mateixa especie a partir de la qual sThan obtingut els anticossos
secundaris; en aquest cas, va ser serum de cabra. Una vegada realitzat el
bloqueig, es va afegir tamp6 de rentat (Trité6 X-100 0.1%, BSA 1% en PBS) i
s’incuba amb lanticos primari pel NF-«B durant 1 hora a dilucié 1:70 en
tamp6 de rentat. Després de realitzar tres rentats per eliminar 'excés d’anticos
primari, s'incuba amb anticos secundari Alexa Fluor 488 (Thermofisher) a
diluci6é 1:200 en tampo de rentat durant 1 hora. Es realitzaren tres rentats més
1 es va tenyir el nucli amb el fluorofor red-dot nuclear staining durant 10 minuts.
Finalment, després de realitzar tres rentats més, es varen muntar els

cobreobjectes i els portaobjectes mitjangant medi de muntatge.

Per a la visualitzacié es va emprar un microscopi confocal LSM Pascal Exciter
(Zeiss Group, Oberkochen, Alemanya). La microscopia confocal es basa en
Porientaci6 relativa de dos diafragmes. A més, I"ds de lasers com a font de
llum permet la il‘luminacié d’una regié molt petita de la mostra. Fent un
escaneig de diversos punts es poden obtenir imatges d’una resolucié molt més
elevada que la microscopia de fluorescencia convencional de manera que es

pot, per exemple, detectar la localitzaci6 intracel-lular d’una proteina.

Els raigs de llum que provenen de la font d’il'luminacié travessen un primer
diafragma, son reflectits per un mirall dicroic i s’enfoquen cap a un punt de la
mostra mitjangant un objectiu (fig. 15). En el cas d’un microscopi confocal de

fluorescencia, la mostra emet llum de major longitud d’ona que retorna pel
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mateix cami optic i és enfocada pel mirall dicroic cap a un segon diafragma o
pinhole, el qual bloqueja els raigs que provenen de zones de fora del focus i
deixa passar unicament que estan en focus, de manera que aquests arriben al
detector. Es varen analitzar les imatges amb el propi programa del microscopi

ila intensitat de la fluorescencia dins 1 fora del nucli amb el programa Irzage ].

l Detector

—— | — Diafragma

(pinhole)

a1 Mirall
Font d'il-luminacié I

dicroic

Llum en focus

Llum fora de focus -- Objectiu 1
St . Plafocal

Mostra

Figura 15. Esquema d’un microscopi confocal

3.4.13. Immunoprecipitacio

La immunoprecipitacié és una técnica que s’empra per enriquir o purificar una
proteina especifica o un grup de proteines mitjangant un anticos immobilitzat
a un suport solid. Aquestes proteines purificades poden ser analitzades
mitjancant un Western blot. Durant lestada predoctoral al Institute of
Cardiovascular and Medical Sciences de la Universitat de Glasgow, es va

immunoprecipitar la proteina TAK1 a partir de lisats cel-lulars de HUVECs.

L’anticos especitic per a la TAK1 era una immunoglobulina IgG1 de ratoli, de
manera que s’utilitza proteina G-safarosa com a suport solid. Es varen emprar
5 ul de safarosa per mostra els quals varen ser rentats amb tamp6 IP (Tris-
HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, Na,O.P, 5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1
mM, benzamidina 0.1 mM, Na,VO, 2mM, PMSF 0.1 mM, inhibidor de la
tripsina 5 pg/ml, Trité X-100 1%, glicerol 1%). Els rentats varen consistir en

una centrifugacié a 1000g durant un minut, de manera que les boles de
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safarosa precipiten. Aleshores es va afegir 1 pg d’anticos en un volum final de
300 pl de tamp6 IP i es va agitar durant 1h a 4°C a fi de que I'anticos s’unis a
la safarosa. Després d’efectuar tres rentats amb tampd IP, es va afegir el
volum de lisat cel-lular corresponent a 50 ug de proteina en un volum final de
300 pl de tampo IP, 1 es va incubar 4 h a 4°C en agitaci6 a fi que la proteina
TAK1 s’unis al complex safarosa-anticos. Seguidament es va centrifugar la
1000g durant 1 minut i s’obtingué un precipitat amb les boles de safarosa-
anticos unides a la TAK1, el qual va ser rentat dues vegades amb tamp¢6 IP
amb NaCl 1M per eliminar unions inespecifiques debils de I'anticos amb
proteines de la mostra. Després de dos rentats més amb tampo IP, es va fer
un darrer rentat amb un tampoé Brij (HEPES 50 mM pH 7.4, DTT 1 mM,
Brij-35 0.02%) per a rompre la unié de lanticos i la safarosa, i de la TAKI1
amb l'anticos. Finalment es va guardar 'immunoprecipitat a -20°C 1 es varen
analitzar els nivells de TAKI i la seva fosforilacié per Western blot (veure

secci6 4.4.).

Es important remarcar que el producte final conté elevades concentracions de
Panticos en estat desnaturalitzat, és a dir, amb una separacié de la cadena
pesada 1 la lleugera les quals tenen un pes molecular aproximat de 50 i1 25 kDa
respectivament. Aixo provoca que al Western blot apareguin dues bandes
molt intenses que coincideixen amb aquests pesos moleculars. No obstant
aixo, com que la TAKI1 té un pes molecular d’uns 80 kDa, les bandes de les

immunoglobulines no varen interferir en la seva deteccio.
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3.5. Analisi estadistic

Per a Ianalisi estadistic es va emprar el programa SPSS 21.0 per a Windows

(Chicago, EUA).

Analisi estadistic dels resultats de DPexperiment amb rates

ovariectomitzades

Les dades s’expressen com a mitjana T error estandard de 6 animals per grup.
Les diferencies entre grups varen ser analitzades mitjancant un analisi de la
variancia (ANOVA). Les diferéncies es consideraren significatives quan el
valor de p era inferior a 0.05. Aleshores es va aplicar el test de la minima
diferéncia significativa (DMS) com a post-hoc per a determinar entre quins

grups hi havia diferéncies.

Analisi estadistic dels resultats de Pexperiment amb rates alimentades

amb una dieta hiperlipidica

Les dades s’expressen com a mitjana  error estandard de 7 animals per grup.
Es va aplicar un test ANOVA de dos factors (sexe i HFD, ANOVA 1) per
analitzar les diferéncies entre sexes en I'efecte de la HFD, aix{ com un segon
ANOVA de dos factors (sexe i Rsg, ANOVA 2) per determinar les diferencies
entre sexes en la resposta a la Rsg. Es va considerar significatiu un valor de p

inferior a 0.05 1 es va aplicar un test #de Student com a post-hoc.

Analisi estadistic dels resultats dels experiments amb cardiomiocits

H9c2

Les dades es presenten com a mitjana * error estandard de 6 mostres per
tractament obtingudes a partir d’experiments independents realitzats per
duplicat o triplicat. En tots els casos les diferéncies varen ser significatives
quan el valor de p era inferior a 0.05. Per a Pexperiment amb agonistes i

antagonistes dels receptors d’estrogens (apartat 4.1), les diferencies entre grups
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varen ser analitzades mitjancant un test 7/ de Student. A Texperiment de
lipotoxicitat 1 disfuncié mitocondrial (apartat 4.2), 'efecte del palmitat i 'E, va
ser analitzat amb un ANOVA de dos factors. Per a lexperiment de
lipotoxicitat i inflamaci6 (apartat 4.3), es varen aplicar quatre tests # de Student
per a comprovar l'efecte del PA, del A769662, de 'E, i del compost c

respectivament.
Analisi estadistic dels experiments amb cél-lules endotelials HUVECs

Les dades es presenten com a mitjana * error estandard de dos o tres
experiments independents (n=2 o n=3), en funcié del parametre estudiat. Les
diferéncies entre grups varen ser analitzades mitjancant un test # de Student

aplicant un valor de p menor a 0.05 com a significatiu.
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4.1 Efectes dels estrogens i els seus receptors sobre la funcié6 i la

biogénesi mitocondrials i Pestrés oxidatiu al muascul cardiac

Els resultats presentats en aquest estudi s’han obtingut a partir d’experiments
realitzats amb rates ovariectomitzades i amb cardiomiocits H9¢c2 tractats amb
E, 1 agonistes 1 antagonistes especifics dels receptors estrogenics. L’objectiu
d’aquest estudi és analitzar el paper de 'E, en el dimorfisme sexual en la
funcio i la biogenesi mitocondprials 1 en Pestres oxidatiu del muscul cardiac que
previament s’ha descrit (Colom et al., 2007b), aixi com determinar a través de

quins receptors 'E, produeix els seus efectes.
4.1.1. Resultats

Efecte de 'ovariectomia i I'administracid d’estradiol sobre els pesos corporal i cardiac, la

composicid cardiaca i els nivells circulants d’hormones ovarigues

L’ovariectomia va provocar un augment del pes corporal i de l'adipositat, els
quals varen disminuir en resposta a 'administracié6 d’E, (taula 8). El pes del
cor també es va incrementar amb Povariectomia, mentre que el pes relatiu
d’aquest organ va ser menor als animals ovariectomitzats 1 s’incrementa amb
I’administracié d’E, sense assolir els valors dels controls. No hi va haver
diferéncies significatives entre grups en la composicié del muscul cardiac.
L’ovariectomia va provocar una disminucié dels nivells serics d’E, 1 de
progesterona, pero només va ser significatiu en el cas de la progesterona.
[’administracié d’E, va incrementar els nivells serics d’ambdues hormones,
pero, mentre que els nivells de progesterona no arribaren als valors del grup

control, els nivells d’E, varen ser més de dues vegades superiors als d’aquest.
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Taula 8. Efecte de Povariectomia i I’administracié6 d’estradiol sobre els pesos
corporal i cardiac, ’index d’adipositat, la composicié cardiaca i els nivells circulants
d’hormones ovariques.

Control OovXx OVX+E2 ANOVA

Pes corporal (g) 218 £ 5 287 £ T» 241 £ 2% H
Pes cor

) 0.667 + 0.012 0.736 £ 0.011= 0.720 £ 0.009 H

(g/100 g PC) 0327 + 0.004 0262 £ 0.004 0300 £ 0.004> H
Index d’adipositat (%)  4.80 + 0.68 727 £ 0.44 530 £ 0.28b H
Proteines (mg/g txt) 167 £ 17 204 £ 20 189 + 5 NS
DNA (mg/g txt) 591 = 0.18 571 = 0.28 6.12 = 0.37 NS
TG (mg/g txt) 9.90 £ 0.62 103 + 1.1 113 + 04 NS
Ez (%) 100 £ 24 613 = 9.7 240 £ 103 H
Progesterona (ng/ml)  22.6 £ 2.7 430 + 1.37» 10.7 £ 2.8 H

OVX, rates ovariectomitzades; OVX+E2, rates ovariectomitzades tractades amb 17(3-
estradiol; PC, pes corporal; TG, triglicerids; E,, 173-estradiol. Els valors s’expressen com a
mitjana T error estandard de 6 animals per grup. ANOVA (p<0.05): H, efecte hormonal;
NS, no hi ha efecte significatiu. Post-hoc (DMS, p<0.05): « indica diferéncia respecte al
grup control; 4 indica diferencia respecte al grup OVX.

Evolucio temporal del pes corporal i la ingesta en resposta a 'ovariectomia i I'administracio

d’estradiol

Durant tot I'estudi, el pes corporal va ser major als animals ovariectomitzats
(fig. 10) 1 es va reduir amb 'administracié d’E, encara que sense arribar en cap
moment als valors dels animals control. La ingesta total també va ser major a
les rates ovariectomitzades, pero en aquest cas disminui per sota els nivells
dels controls amb el tractament hormonal. La ingesta referida al pes corporal
va ser similar entre els animals control i els ovariectomitzats fins a les 13
setmanes d’edat, moment a partir del qual va ser major als animals control.
L’administracié d’E, disminui inicialment la ingesta referida al pes corporal,

pero s’iguala als grup OVX a partir de la tercera setmana de tractament.
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Figura 16. Evolucié temporal del pes corporal i la ingesta en resposta a
Povariectomia i Padministracio d’E2. OVX, rates ovariectomitzades; OVX+E2, rates
ovariectomitzades tractades amb 178-estradiol. Els valors s’expressen com a mitjana +
error estandard de 6 animals per grup. ANOVA (p<0.05): H, efecte hormonal; NS, no hi
ha efecte significatiu.

Efecte de lovariectomia i I'administracio d’estradiol sobre marcadors de funcid i biogénesi

mitocondrial al miiscul cardiac

Els nivells de PGC-1a no es varen modificar amb I'ovariectomia (fig. 17), pero
s’incrementaren notablement amb ladministracié d’E, fins a nivells molt
superiors als del grup control. El consum d’oxigen de les miofibres cardiaques
va ser menor al grup OVX en comparacié als controls quan s’empra
glutamat:malat o palmitoilcarnitina com a substrats, pero al darrer cas les
diferéncies no arribaren a ser estadisticament significatives (p=0.074). La
disminucié del consum d’oxigen no va ser completament revertida amb la
suplementacié d’E,. I’activitat COX també va disminuir amb I'ovariectomia,
perd en aquest cas va ser restituida amb el reemplacament estrogenic. Els
nivells proteics de COX IV no varen ser diferents entre els grups
experimentals, de manera que el rati activitat COX/COX 1V, indicatiu de

Pactivitat especifica de la COX, va disminuir amb lovariectomia i es va
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incrementar amb 'administracié d’E,. Els nivells de mtDNA, un marcador del
contingut mitocondrial, varen ser majors a les rates OVX en comparaci6 al

grup control i no es modificaren amb el tractament d’E,.
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Figura 17. Efecte de Povariectomia i I’administracié6 d’E2 sobre marcadors de
funci6 i biogénesi mitocondrials al muscul cardiac. OVX, rates ovariectomitzades;
OVX+E2, rates ovariectomitzades tractades amb 17B-estradiol; PGC-la (90 kDa),
coactivador la del receptor activat per proliferadors peroxisomals y; COX (16 kDa),
citocrom c¢ oxidasa; COX 1V, subunitat IV de la COX; mtDNA, DNA mitocondrial. El
consum d’oxigen a les fibres permeabilitzades es va mesurar mitjangant I’addicié de
glutamat:malat (5:2.5 mM) o palmitoilcarnitina (2.5 mM) 1 s’expressa en forma de
VO,/min/mg . Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de 6 animals per
grup. ANOVA (p<0.05): H, efecte hormonal; NS, no hi ha efecte significatiu. Post-hoc
(DMS, p<0.05): a indica diferencia respecte al grup control; b indica diferéncia respecte al
grup OVX.

Efecte de l'ovariectomia i administracio d’estradiol sobre marcadors d'estres oxidatin al

miscul cardiac

L’ovariectomia va incrementar la produccié de H,O, usant glutamat i malat

com a substrats (fig. 18). Amb aquests mateixos substrats, 'ovariectomia va
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provocar un augment de la produccié de H,O, respecte el consum d’O,, la
qual cosa és indicadora d’una menor eficiencia en la utilitzacié de l'oxigen.
Aquesta eficiencia va augmentar amb el tractament d’E,. Quan s’empra
palmitoilcarnitina, en canvi, no s’observaren diferéncies significatives entre
grups. L’ovariectomia també va disminuir Pactivitat SOD, la qual va ser
restaurada amb l'administracié d’E,, juntament amb uns majors nivells
d’UCP2 1 UCP3. Els nivells dels grups carbonils, indicadors del dany oxidatiu
proteic, varen ser majors al grup OVX i disminuiren amb la suplementacio
d’E,, mentre que els nivells de 4-HNE, indicadors de la peroxidaci6 lipidica,

no varen variar entre grups.
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Figura 18. Efecte de Povariectomia i ’administracié6 d’E, sobre Pestrés oxidatiu al
muscul cardiac. OVX, rates ovariectomitzades; OVX+E2, rates ovariectomitzades
tractades amb 1783-estradiol; SOD, superoxid dismutasa; UCP2 (35 kDa), UCP3 (32 kDa),
proteines desacoblants 2 i 3; 4-HNE, 4-hidroxinonelal. I.a producci6 de H,O, es va
mesurar a miofibres permeabilitzades mitjancant I'addicié de glutamat:malat (5:2.5 mM) o
palmitoilcarnitina (2.5 mM), i s’expressa en forma de pmols de H,0,/min/mg. Els valors
s’expressen com a mitjana I error estandard de 6 animals per grup. ANOVA (p<0.05): H,
efecte hormonal; NS, no hi ha efecte significatiu. Post-hoc (DMS, p<0.05): « indica
diferencia respecte al grup control; 4 indica diferencia respecte al grup OVX.
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Efecte de 'ovariectomia i 'administracio d'estradiol sobre els nivells cardiacs dels receptors

estrogenics

No es varen observar diferencies entre grups en els nivells ’ERa 1 ERB (fig.
19). En canvi, els nivells de GPER es varen incrementar notablement amb la

suplementacié d’E,.
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Figura 19. Efecte de P’ovariectomia i ’administraci6 d’E, sobre els nivells dels
receptors estrogénics al muscul cardiac. OVX, rates ovariectomitzades; OVX+E2,
rates ovariectomitzades tractades amb 178-estradiol; ERa (66 kDa) i ERB (56 kDa),
receptors d’estrogen « i 3; GPER (38 kDa), receptor d’estrogen acoblat a proteines G. Els
valors s’expressen com a mitjana T error estandard de 6 animals per grup. ANOVA
(p<0.05): H, efecte hormonal; NS, no hi ha efecte significatiu. Post-hoc (DMS, p<0.05): a
indica diferencia respecte al grup control; b indica diferencia respecte al grup OVX.

Efecte de lestradiol i dels agonistes i antagonistes dels receptors estrogenics sobre marcadors

de biogenesi i funcid mitocondrials i sobre la viabilitat cel-lular a cardiomiocits H9c2

IE, va incrementar 'expressié genica del PGC-1a i la COX I (fig. 20A) i els
nivells proteics del PGC-1a 1 la COX IV (fig. 20B). Ni els agonistes ni els
antagonistes d’ERa 1 ERp tingueren algun efecte. Per contra, agonista de
GPER va incrementar els nivells d’aquests marcadors de funcié i biogenesi
mitocondrials, 1 'antagonista de GPER va neutralitzar els efectes de I'E,. La

viabilitat cel'lular no es va veure afectada per I'addicié d’aquestes compostos

(fig. 20C).
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Figura 20. Efecte de I’E, i dels agonistes i antagonistes dels receptors estrogénics
sobre ’expressié genica (A) i els nivells proteics (B) de marcadors de biogénesi i
funci6é mitocondrials i sobre la viabilitat cel-lular (C) a cardiomiocits H9c2. PGC-1a
(90 kDa), coactivador la del receptor activat per proliferadors peroxisomals y; COX 1,
COX IV (16 kDa), subunitat I i IV de la citocrom c oxidasa. Les c¢l-lules varen ser
tractades amb E, (10 nM) o agonistes especifics d’ERa (PPT, 1 pM), ERB (DPN, 1 pM) o
GPER (G-1, 1 pM), o E, (10 nM) en combinacié amb antagonistes especifics de d’ERa
(MPP, 1 uM), ERB (PHTPP, 1 uM) o GPER (G15, 1 uM) durant 24h. Els valors
s’expressen com a mitjana t error estandard de tres experiments diferents realitzats per
duplicat (n=06). Les diferéncies estadisticament significatives varen ser determinades
mitjangant un test t de Student: * p < 0.05 en relaci6 al control, *** p < 0.001 en relaci6 al
control, # p <0.05 en relacié a 'E,, ## p < 0.01 en relacié a I'E,.
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4.1.2. Discussio

Estudis previs realitzats al nostre grup d’investigacié han posat de manifest
que el cor de les rates femella presenta mitocondris més diferenciats que el
dels mascles, la qual cosa esta associada a una cadena de transport electronic
més eficient i a una menor produccié6 de ROS (Colom et al.,, 2007b). En el
present estudi, emprant rates ovariectomitzades i cardiomiocits H9c2, es
demostra un paper important de I’E, en aquest dimorfisme sexual 1, a més, els
resultats obtinguts suggereixen que el GPER contribueix activament als

efectes de I'E,.

En aquest estudi es va observar un increment del pes corporal i de 'adipositat
amb lovariectomia que es pot atribuir a la major ingesta que presentaven
aquests animals. I.’E, va revertir parcialment aquests efectes, possiblement a
través d’una acci6 a nivell hipotalamic que va conduir a la disminucié de la

ingesta i de 'adipositat (Brown and Clegg, 2010; Eckel, 2011).

L’ovariectomia va provocar una perdua de la capacitat oxidativa mitocondrial
cardfaca, fet que estaria d’acord amb la disfuncié mitocondrial cardiaca que
presenten les rates femella de 24 mesos d’edat (Colom et al., 2014), la qual
estaria relacionada amb una disminucié dels nivells d’estrogens. L’E, va
restaurar parcialment aquesta capacitat oxidativa a les rates ovariectomitzades 1
va incrementar 'expressio6 de COX I i els nivells proteics de COX 1V a
cardiomiocits H9¢2. Aquests efectes de I'E, sén paral-lels a un augment dels
nivells de PGC-1a tant z vivo com in vitro, la qual cosa suggereix que I'E,
estimula la funcié mitocondrial cardiaca a través de I'increment del PGC-1a, el
qual és un regulador clau de la biogeénesi mitocondrial i, per tant, de I'estatus
energetic 1 de la funcié contractil cardiaques (Arany et al., 2005). Aix{i doncs,
els resultats obtinguts demostren la contribucié de I'E, en el dimorfisme
sexual en la diferenciacié mitocondrial cardfaca préviament descrita (Colom et

al., 2007b). Resultats similars als nostres, obtinguts al muscul esquelctic de

102



Resultats i discussio

rates ovariectomitzades (Capllonch-Amer et al., 2014b), reforcen la idea de

I'E, com activador de la biogénesi mitocondrial a través del PGC-1o.

La disminuci6 de la funcié mitocondrial cardiaca a les rates ovariectomitzades
va propiciar una menor eficiencia en I'is de 'oxigen 1 una major produccié de
H,0,, la qual cosa, juntament amb una menor activitat SOD, va provocar un
major dany oxidatiu proteic. Per tant, sembla que la privacié de les hormones
ovariques origina estres oxidatiu al muscul cardiac degut a que les defenses
antioxidants no sén capaces de contrarestar la major produccié de ROS. En
concordanga, el tractament amb E, va millorar Peficiéncia en "ds de I'oxigen 1
va incrementar les defenses antioxidants (SOD, UCP2 i UCP3), de manera
que el dany oxidatiu va disminuir. En aquest sentit, cal destacar que s’ha
descrit que els nivells musculars d’'UCP3 s’incrementen a les femelles en
resposta a Pestres oxidatiu induit per una HFD (Gémez-Pérez et al., 2008), fet
que podria ser degut als estrogens (Capllonch-Amer et al., 2014b). Per tant,
I'E, podria mitigar lestres oxidatiu a través d’un increment dels nivells de les
UCPs als musculs cardiac i esqueletic. Aquests efectes de 'E, podrien deure’s
novament a una modulacié del PGC-1a, el qual s’ha vist que pot activar
I'expressié de proteines antioxidants i, per tant, disminuir Pestrés oxidatiu
(Kang and Li Ji, 2012). En conjunt, aquests resultats suggereixen que I'E,, a
més d’incrementar la funcié mitocondrial, redueix Pestrés oxidatiu cardiac
mitjangant P'estimulacié de mecanismes antioxidants, de manera que seria
responsable, almenys en part, de les diferencies entre sexes observades en

Pestres oxidatiu cardfac (Colom et al., 2007b).

En aquest estudi es va observar un major contingut mitocondrial a les rates
OVX en comparacié als controls, apuntant a que el menor contingut
mitocondrial observat a rates femella (Colom et al., 2007b) podtia atribuir-se a
'acci6 de les hormones ovariques. No obstant, la suplementacié amb E, no va
contrarestar P'efecte de l'ovariectomia, la qual cosa suggereix que I'E, no

tindria una contribucié important en aquest dimorfisme sexual. En canvi, s’ha
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vist que l'administraci6 de progesterona redueix Iaugment del volum
mitocondrial cardiac causat per Povariectomia (Rattanasopa et al., 2015). Aixi
doncs, l'increment del contingut mitocondrial que nosaltres varem observar
amb Povariectomia podria atribuir-se a la privacié de progesterona. En aquest
sentit, encara que es va produir una sintesi extraovarica de progesterona en
resposta a 'E,, com ja s’ha descrit (Liu et al., 1997), els nivells d’aquesta
hormona al grup OVX+E2 varen ser molt inferiors als dels controls, explicant
aixi la manca de variacié del contingut mitocondrial cardiac en aquest grup
malgrat Paugment dels nivells circulants de progesterona. D’altra banda, s’ha
descrit que les mutacions al genoma mitocondrial originades per excés de
produccié de ROS incrementen el contingut de mtDNA (Lee and Wei, 2005),
de manera que també és plausible considerar 'augment dels nivells cardiacs de
mtDNA en resposta a 'ovariectomia com un intent de neutralitzar el dany

oxidatiu que s’hauria causat al genoma mitocondrial.

Tenint en compte aquests efectes de I'E, sobre la funcié 1 la biogenesi
mitocondrials cardiaques, ens proposarem indagar en els receptors a través
dels quals 'E, modularia aquests efectes. Els cardiomiocits expressen els dos
receptors classics d’aquesta hormona, 'ERa i ERB, aixi com el més
recentment descrit GPER (Prossnitz and Barton, 2011). En aquest estudi no
es varen observar diferéncies entre grups en els nivells cardfacs d’ERa 1
d’ERB, pero cal destacar que els efectes de 'ovariectomia i Padministracié d’E,
sobre els nivells cardfacs d’aquests receptors son contradictoris (Jankowski et
al.,, 2001; Xu et al, 2003; Lizotte et al., 2009; Turdi et al, 2014). Les
discrepancies entre estudis podrien resultar de diferencies en 'edat en la qual
es va realitzar ovariectomia i/o en la duracié del tractament hormonal. En
canvi, sha de ressaltar que els nivells de GPER es varen incrementar
remarcablement amb I’administracié de I'E,, la qual cosa apunta a una
contribuci6 del GPER als efectes de T'E, sobre la funci6 i biogenesi

mitocondrials cardiaques. A més, 'augment dels nivells del GPER en resposta
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a 'administraci6 d’E, podria interpretar-se com un mecanisme cellular per
potenciar els efectes d’aquesta hormona sobre el metabolisme energetic
mitocondrial i Pestres oxidatiu. Cal remarcar que un efecte similar de I'E,
sobre els nivells de GPER ha estat descrit a cel-lules d’adenocarcinoma
d’endometri (Plante et al., 2012), pero, en canvi, el tractament estrogenic no
afecta lexpressi6 d’aquest receptor al muscul esqueletic de ratolins
ovariectomitzats (Baltgalvis et al., 2010), suggerint que I'efecte de I'E, sobre

I'expressié del GPER podria variar entre diferents teixits.

Per aprofundir en la contribucié dels receptors estrogenics als efectes
mitocondrials de I'E,, es varen estudiar els efectes d’agonistes i antagonistes
especifics d’aquests receptors sobre els nivells de marcadors de biogenest i
funcié mitocondrials a cardiomiocits H9c2. Els resultats indiquen que els
efectes de I'E, no estan modulats a través d’ERa o ’ERB. En canvi, ’agonista
del GPER va mimetitzar els efectes de I'E, incrementant els nivells d’aquests
marcadors, mentre que lantagonista els va contrarestar, suggerint que el
GPER és el receptor estrogenic responsable de la modulacié de la funcié i
biogenesi mitocondrials per part de I'E, als cardiomiocits. No obstant aixo, en
un estudi previ s’ha vist que ’ERa 1 'ERB estimulen la biogenesi mitocondprial
cardiaca en un model de disfuncié cardfaca (Hsieh et al., 2005). Els autors,
pero, no varen analitzar la possible contribucié del GPER, de manera que no
esta descartat que I’E, moduli la biogénesi mitocondrial a través del GPER en
aquest model de disfuncié cardiaca. En aquest sentit, és important destacar
que el present estudi és el primer en assenyalar al GPER com un modulador
dels efectes de I’'E, sobre la funci6 i biogenesi mitocondrials. De fet, activacié
del GPER s’ha vist que activa a la proteina d’unié a I’element de resposta a
cAMP (CREB) (Kanda and Watanabe, 2004), un factor de transcripcié que
pot activar la transcripcié del gen del PGC-1a (Wu et al., 2006). A més, s’ha
descrit que el GPER activa a 'eNOS al cor de rates hipertenses (De

Francesco et al., 2013) i Pactivaci6 de ’'eNOS provoca un increment dels
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nivells de PGC-1a (Hu et al., 2014). Per tant, s’haurien de dur a terme futurs
estudis per analitzar la contribucié del CREB 1 'eNOS als efectes del GPER
sobre la biogeénesi mitocondrial cardiaca. S’han descrit mdaltiples funcions
cardioprotectors del GPER, com ara la inhibicié del creixement cardiac 1
I'apoptosi, 1 la millora de la contractilitat cardiaca (Prossnitz and Barton,
2014). Els nostres resultats ofereixen un nou rol cardioprotector del GPER a
través de la modulacié del metabolisme mitocondrial, el qual és clau pel
manteniment d’una correcta funcié cardiaca. Aquests resultats, per tant,
suggereixen que el GPER seria una diana terapcutica important a tenir en

compte pel tractament de les malalties cardiaques.

En conjunt, aquests resultats demostren com I'E, estimula la biogenesi
mitocondrial cardiaca incrementant la capacitat oxidativa mitocondrial i
reduint Iestres oxidatiu. En conseqiiéncia, aquesta hormona podria tenir una
contribucié important en el dimorfisme sexual cardiac previament descrit, en
el qual les femelles presenten una major diferenciacié mitocondrial i un menor
dany oxidatiu que els mascles (Colom et al., 2007b). A més, aquests efectes de
I'’E, semblen estar modulats a través del GPER, de manera que per primer cop
s’observa un paper d’aquest receptor estrogeénic sobre el metabolisme
mitocondrial. Els resultats del present estudi permeten una millor comprensio
de les bases moleculars de I'increment de la incidéncia de malaltia cardiaca a

les dones després de la menopausa.
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4.2 Dimorfisme sexual en el metabolisme energétic cardiac en

condicions lipotoxiques: efecte de la rosiglitazona

Els resultats presentats en aquest capitol corresponen a un estudi realitzat amb
rates alimentades amb una dieta hiperlipidica (HFD) i amb cardiomiocits
H9¢2 tractats amb palmitat (PA). L’objectiu s’ha centrat en analitzar les
diferéncies entre sexes en el desenvolupament de lipotoxicitat cardiaca
provocada per I'alimentacié amb una HFD i en la resposta del cor lipotoxic a
I'administracié de rosiglitazona (Rsg), aixi com determinar el possible paper de

I'estradiol (E,) en aquest dimorfisme.
4.2.1. Resultats

Efecte de la HED i el tractament amb Rsg sobre els pesos corporal i cardiac, [index

d’adipositat i la composicid del miiscul cardiac

El pes corporal es va incrementar als dos sexes en resposta a la HFD 1 no es
va veure afectat per 'administracié de Rsg (taula 9). El pes total del cor va ser
superior als mascles i no es va alterar per la HFD ni pel tractament amb Rsg a
cap dels dos sexes. El pes cardiac especific va ser superior a les femelles i va
disminuir als dos sexes en resposta a la HFD. Els efectes de la HFD
incrementant I'index d’adipositat varen ser més marcats als mascles i, en
resposta a la Rsg, aquest index va disminuir en ambdds sexes. La composicié
en proteines i en DNA del muscul cardiac no va variar en els diferents grups

experimentals.
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Taula 9. Efecte de la HFD i del tractament amb Rsg sobre els pesos corporal i cardiac, 'index d’adipositat i la composicié del muscul

cardiac.

Control HFD HFD+Rsg ANOVA1 ANOVA 2
+1 +16" 1+
Pes corporal (g) Mascle 450 S 503 62b 48 95l 5. D S
Femella 241t 4 277£16 2645
, Mascle 0.947 £ 0.032 1.07 £0.05 0.991 £0.030
Pes cardiac (g) X . . S S
Femella  0.684 £0.021 0.653 £0.023 0.645 £ 0.017
Pes cardiac especiﬁc Mascle 0.216 = 0.005 0.209 = 0.004 0.208 = 0.005 S D S
(g/100g pes corporal) Femella  0.271 +0.009° 0.247 +0.006™ 0.242 +0.004" ’
, .08 £0.02 12.0 £0.6" 31 £0.62°
fndex d'adipositat (%) % 008200 V06 51 206 S, $*D R
Femella 0.63 £0.62 9.52 £0.91 8.38 £0.48
/ 173 £15 173 £14 178 £14
Proteines (mg/g teixit) Mascle NS NS
Femella 185 £19 179 £17 170 £13
24 0.1 .66 0.1 21 0.
DNA (mg /g teixit) Mascle 5.24 £0.18 5.66 £0.15 0 0.49 NS NS
Femella 6.23 £0.17 5.93 £0.15 5.76 £0.24

HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona. Els valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 7 animals per grup. ANOVA 1 (p<0.05): §,
efecte de sexe; D, efecte de la HFD, S*D, efecte interactiu sexe i HFD, NS, no hi ha efecte significatiu. T-test (p<0.05): 4, femelles vs mascles; 4, HFD
vs control. ANOVA 2 (p<0.05): S, efecte de sexe; R, efecte de la Rsg, S*R, efecte interactiu sexe 1 Rsg, NS, no hi ha efecte significatiu. T-test (p<0.05):

a, temelles vs mascles; ¢, HFD+Rsg vs HFD.
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Efecte de la HED i el tractament amb Rsg sobre parametres sérics

Els efectes de la HFD incrementant la trigliceridémia varen ser més notoris als
mascles (taula 10), els quals també varen augmentar els nivells de NEFAs. Els
efectes hipolipemiants de la Rsg varen ser majors als mascles 1 es fan patents a
través d’una major disminucié de la trigliceridémia i dels nivells de NEFAs. La
Rsg va tenir un efecte hipoglucemiant als dos sexes, pero les femelles varen
assolir una glicémia en deju inferior a la dels mascles. La insulinémia va ser
major a les rates mascle i, en situacié de dejd, es va incrementar als dos sexes
en resposta a la HFD 1 a 'administracié de Rsg, encara que en aquest darrer
cas lefecte va ser molt més accentuat als mascles. I’THOMA-IR va ser
considerablement superior a les rates mascle 1 es va incrementar als dos sexes
en resposta a la HFD. Els nivells d’adiponectina varen augmentar amb la
HFD unicament a les femelles, mentre que els de leptina ho feren als dos
sexes pero especialment als mascles. El tractament amb Rsg va provocar un
augment dels nivells d’adiponectina, sobretot als mascles, aixi com una
disminucié de la leptinémia als dos sexes. I’index leptina/adiponectina,
utilitzat també com a marcador de resisténcia a la insulina, va ser major a les
rates mascle 1 va augmentar Unicament en aquest sexe en resposta a la HFD,
mentre que Padministracié de Rsg va provocar una important disminucié
d’aquest index, especialment a les rates mascle. Unicament als mascles es va
observar una lleugera intolerancia a la glucosa en resposta a la HFD (fig. 21),

la qual es va incrementar mitjancant 'administracié de Rsg.
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Taula 10. Efecte de 1a HFD i del tractament amb Rsg sobre parametres serics.

Control HFD HFD+Rsg ANOVA1 ANOVA 2
/ 197 + 1 314+ 12° 163 + 4°
TG (mg/dI) Masde > . $,D,S*D S, R, S*R
Femella 172+ 14 229 +17° 166 + 4°
548 +0.052 727 +0.013" 574 +0.010°
NEFAs (mM) Masde  0.548 +0.05 0.727 £ 0.013 0.574 +0.010 D, $'D R S'R
Femella  0.611 + 0.021 0.598 + 0.033" 0.593 +0.062
Mascle 161+ 4 156 + 2 14746
Glucosa (mg/dl) . NS R
Femella 158+ 6 154 +5 136+5
+ + +4°
Glucosa en deju (mg/dl) Masde 13623 1404 1212 4ac NS S,R
Femella 13745 138+ 4 103 +5
. Mascle  0.897 +0.183 0.798 + 0.094 0.685 + 0.046
Insulina (ug/1) . . . S S
Femella  0.560 + 0.056 0.500 + 0.013 0.517 + 0.029
+ + + ¢
Insulina en dejt (ug/1) Masde  0.687 + 0.069a 1.04+0.18 . 2.48+0.13 ) 5D S R, S'R
Femella  0.260 +0.014 0.309 + 0.022 0.374 4 0.015
31+1. 12.6+2.5" 19.1+ 2.
HOMA-IR Mascle 7.3 03 6 5 9 4 S.D S
Femella 2.46+0.14° 3.10 +0.25° 2.72+0.13"
24.0+1. 21.3+1. 3+3.0°
Adiponectina (ug/ml) Mascle +0x 14 3T 16 ) 4.3%3.0 S,D,S$*D S, R, S*R
Femella 25.0+1.7 36.6 +0.6" 56.7 +4.3°
+ + b + c
Leptina (ng/ml) Mascle 9.23+1.20 23.3+3.2 b 13.0+ 2.1 S, D, S°D SR
Femella 436+ 0.90° 7.70 +1.04" 6.29 +0.38"
Masde — 0.492 + 0.069 1.07 +0.16" 0.239 + 0.035°

Leptina/adiponectina (ua)
Femella  0.218 £ 0.025" 0.278 £ 0.018" 0.107 £0.017*

HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona; TG, triglicerids; NEFAs, acids grassos no esterificats, HOMA-IR, model homeostatic d’estimaci6 de la
resistencia a la insulina. I’HOMA-IR es va calcular com [20 x insulinémia en deja (wU/ml)] / [glicémia en deja (mM) — 3.5]. Els valors s’expressen
com a mitjana F error estandard de 7 animals per grup. ANOVA 1 (p<0.05): S, efecte de sexe; D, efecte de la HFD, S*D, efecte interactiu sexe i HFD,
NS, no hi ha efecte significatiu. T-test (p<0.05): @, femelles vs mascles; 4, HFD vs control. ANOVA 2 (p<0.05): S, efecte de sexe; R, efecte de la Rsg,
S*R, efecte interactiu sexe 1 Rsg. T-test (p<0.05): 4, femelles vs mascles; ¢, HFD+Rsg vs HFD.

S,D,S$*D S, R, S*R
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Figura 21. Efecte de la HFD (A) i del tractament amb Rsg (B) sobre les corbes de
tolerancia a la glucosa. HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona. Els valors
s’expressen com a mitjana * error estandard de 7 animals per grup. A) ANOVA 1
(p<0.05): S, efecte de sexe; D, efecte de la HFD, S*D, efecte interactiu sexe i HFD. B)
ANOVA 2 (p<0.05): S, efecte de sexe; R, efecte de la Rsg, S¥R, efecte interactiu sexe i Rsg.
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Efecte de la HED i el tractament amb Rsg sobre marcadors cardiacs del metabolisme lipidic

7 glucidic i de la biogenesi i la funcid mitocondrials

L’expressio cardiaca de PPARa, PGC-1a, PDK4, CD36, CPT1 i MCAD, aix{
com els nivells de mtDNA, es varen incrementar als dos sexes en resposta a
I'alimentacié amb la HFD (fig. 22). En el cas del PPARx i la PDK4, les seves
expressions varen ser majors als mascles que a les femelles. Els nivells de
mRNA per la perilipina V varen augmentar amb la HFD unicament a les
femelles. El tractament dietctic va incrementar el contingut de TG al cor, pero
de forma més accentuada als mascles. Els nivells proteics de TFAM 1 COX

IV, aixi com les activitats CS i COX, no es varen veure afectats pel tractament

amb HFD.

Encara que el tractament amb Rsg va reduir el contingut cardiac en TG 1 els
nivells de mRNA pel PPARx 1 la PDK4 als dos sexes, les femelles varen
assolir menors nivells que els mascles. La Rsg va incrementar lexpressié de
MCAD 1 perilipina V, la qual va ser major a les femelles que als mascles. En
resposta al tractament amb Rsg, només les femelles varen mostrar una
disminuci6 de Pexpressié de CD36 1 CPT1, uns nivells majors de mtDNA, un
increment del nivells proteics de TFAM i COX IV, i una major activitat COX.
Als dos sexes, la Rsg va disminuir expressio del PGC-1o i va augmentar

Pactivitat CS.
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Figura 22. Efecte de la HFD i del tractament amb Rsg sobre marcadors cardiacs
del metabolisme lipidic i glucidic i de la biogénesi i la funcié mitocondrials. HFD,
dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona; PPARa, receptor activat per proliferadors
peroxisomals o; PGC-la, coactivador la del receptor activat per proliferadors
peroxisomals y; PDK4, cinasa 4 de la piruvat deshidrogenasa; CD36, claster de
diferenciacié 36; CPT1, transferasa 1 de palmitoilcarnitina; MCAD, deshidrogenasa d’acils-
CoA de cadena mitjana; mtDNA, DNA mitocondrial; TFAM (25 kDa), factor de
transcripcié mitocondrial A; CS, citrat sintasa; COX, citocrom ¢ oxidasa; COX IV (16
kDa), subunitat IV de la COX. Els valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 7
animals per grup. ANOVA 1 (p<0.05): S, efecte de sexe; D, efecte de la HFD, S*D, efecte
interactiu sexe i HFD, NS, no hi ha efecte significatiu. T-test (p<0.05): a, femelles vs
mascles; b, HFD vs control. ANOVA 2 (p<0.05): S, efecte de sexe; R, efecte de la Rsg,
S*R, efecte interactiu sexe 1 Rsg. T-test (p<0.05): a, femelles vs mascles; ¢, HFD+Rsg vs
HFD.
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Efecte de la HED i el tractament amb Rsg sobre marcadors cardiacs d'estres oxidatin

La dieta HFD va provocar un augment de les activitats GPx i SOD (fig. 23),
les quals varen disminuir amb ’'administracié de Rsg. La TAC va disminuir en
resposta a la HFD als dos sexes, mentre que els nivells proteics de PRX III
només als mascles. L.a Rsg va incrementar els nivells de PRX III als dos sexes
ila TAC 1 els nivells ’'UCP3 només a les femelles. La HFD va augmentar el
dany oxidatiu proteic unicament als mascles 1 la Rsg el va disminuir als dos

sexes. Els nivells de 4HNE no varen variar als diferents grups experimentals.
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Figura 23. Efecte de la HFD i del tractament amb Rsg sobre marcadors cardiacs
d’estrés oxidatiu. HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona; GPx, glutatié peroxidasa;
SOD, superoxid dismutasa; TAC, capacitat antioxidant no enzimatica total; PRX IIT (26
kDa), peroxiredoxina III; UCP3 (32 kDa), proteina desacoblant 3; 4HNE, 4-
hidroxinonenal. Els valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 7 animals per
grup. ANOVA 1 (p<0.05): S, efecte de sexe; D, efecte de la HFD, S$*D, efecte interactiu
sexe 1 HFD, NS, no hi ha efecte significatiu. T-test (p<0.05): a, femelles vs mascles; b,
HFD vs control. ANOVA 2 (p<0.05): S, efecte de sexe; R, efecte de la Rsg, S*R, efecte
interactiu sexe 1 Rsg, NS, no hi ha efecte significatiu. T-test (p<0.05): a, femelles vs mascles;
¢, HFD+Rsg vs HFD.
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Efecte del palmitat i lestradiol sobre marcadors de funcio i biogenesi mitocondrials i d'estres

oxidatin a cardiomiocits H9¢2

El tractament amb PA va provocar una disminucié dels nivells proteics de
PGC-1a, COX IV, TFAM 1 Mn SOD (tig. 24), la qual va ser revertida per 'E,
en el cas del PGC-la i la COX IV. Els nivells de PRX III es varen
incrementar amb el tractament amb E, pero no es varen alterar per efecte del

PA. IE, va reduir parcialment el dany oxidatiu proteic causat pel PA.
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Figura 24. Efecte del palmitat i de Pestradiol sobre marcadors de funcié i biogénesi
mitocondrials i d’estrés oxidatiu a cardiomiocits H9c2. PA, palmitat; E,, 17beta-
estradiol; PGC-la (90 kDa), coactivador la del receptor activat per proliferadors
peroxisomals y; COX IV (16 kDa), subunitat IV de la citocrom c oxidasa; TFAM (25 kDa),
factor de transcripcié mitocondrial A; SOD (25 kDa), superoxid dismutasa; PRX III (26
kDa), peroxiredoxina III. Les cél-lules varen ser tractades amb PA (0.1 mM) o amb BSA
(vehicle del PA) en combinacié amb E, (10 nM) durant 20h. Els valors s’expressen com a
mitjana * error estandard de dos experiments duts a terme per triplicat (n=0). Les
diferencies estadisticament significatives varen ser determinades mitjancant un ANOVA
(p<0.05): PA, efecte del PA; E, efecte de I'E,; PA*E2, efecte PA i E,. T-test (p<0.05): a, PA
vs BSA, b, E, vs vehicle.
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Efecte de la HEFD i el tractament amb Rsg sobre elements de la via de senyalitzacio de

Ladiponectina i la insulina al cor

Amb la ingesta de la HFD varen disminuir els nivells proteics de T-cad,
APPL1, AdipoR1 i LKB1 (fig. 25A), encara que en el cas d’aquestes dues
darreres proteines unicament als mascles. Als grup HFD, FAMPK va estar
més activada a les femelles que als mascles. La Rsg va revertir els efectes de la
HFD sobre els nivells de T-cad i APPL1, i va incrementar la fosforilacié de
PAMPK als dos sexes, encara que aquesta cinasa va seguir més activada a les
femelles. Els nivells d’AdipoR1 no es varen modificar en resposta a la Rsg 1 es
varen mantenir més elevats a les femelles. La fosforilacié de I’Akt estimulada
per la insulina no es va veure afectada per la HFD (fig. 25B), i es va

incrementar en resposta a la Rsg unicament a les femelles.
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Figura 25. Efecte de 1a HFD i del tractament amb Rsg sobre elements de la via de
senyalitzacié de I’adiponectina (A) i la insulina (B) al cor. HFD, dieta hiperlipidica;
Rsg, rosiglitazona; AdipoR1 (43 kDa), receptor 1 de 'adiponectina; Akt (60 kDa), proteina
cinasa B, AMPK (63 kDa), cinasa activada per AMP; APPL1 (82 kDa), proteina adaptadora
1 que conté una interaccié de fosfotirosines, un domini PH i una cremallera de leucina;
LKB1 (54 kDa), cinasa B1 del fetge; T-cad (105-130 kDa), T-cadherina;. A I'estudi de la via
de senyalitzaci6 a la insulina (B), s’administra insulina 5 U/kg o vehicle (sérum sali) a la
meitat dels animals 20 minuts abans del seu sacrifici. Els valors s’expressen com a mitjana
* error estandard de 7 animals per grup. ANOVA 1 (p<0.05): S, efecte de sexe; D, efecte
de la HFD; S*D, efecte interactiu sexe i HFD; NS, no hi ha efecte significatiu. T-test
(p<0.05): a, femelles vs mascles; b, HFD vs control. ANOVA 2 (p<0.05): S, efecte de sexe;
R, efecte de la Rsg, S*R, efecte interactiu sexe 1 Rsg; NS, no hi ha efecte significatiu. T-test
(p<0.05): a, femelles vs mascles; c, HFD+Rsg vs HFD.

117



M. Sbert-Roig. Tesi doctoral

Efecte del palmitat i I'estradiol sobre elements de la via de senyalitzacid de 'adiponectina a

cardiomiocits H9c2

El tractament amb PA va disminuir els nivells proteics de T-cad 1 APPL1 (fig.
26A), mentre que I'E, va augmentar els nivells de T-cad. IE, va incrementar
la fosforilacié de PAMPK (fig. 26B) i aquest efecte no va ser modificat pel PA

1 es va mantenir en preseéncia d’adiponectina.
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Figura 26. Efecte del palmitat i Pestradiol sobre elements de la via de senyalitzacio
de Padiponectina a cardiomiocits H9c2. PA, palmitat; E,, 173-estradiol; AMPK (63
kDa), cinasa activada per AMP, APPL1 (82 kDa), proteina adaptadora 1 que conté una
interaccié de fosfotirosines, un domini PH i una cremallera de leucina; T-cad (105-130
kDa), T-cadherina. Les cel-lules H9¢2 varen ser tractades amb PA (0.1 mM) o amb BSA
(vehicle del PA) en combinacié6 amb E, (10 nM) durant 20h. B) Abans de recollir, les
cel'lules varen ser estimulades amb adiponectina (1,5 pg/ul) durant 15 minuts. Els valors
s’expressen com a mitjana * error estandard de dos experiments duts a terme per triplicat
(n=06). Les diferencies estadisticament significatives varen ser determinades amb un
ANOVA (p<0.05): PA, efecte del PA; E, efecte de 'E,; T-test (p<0.05): a, PA vs BSA, b,
E, vs vehicle.
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4.2.2. Discussio

L’increment dels lipids serics associat a una HFD origina un fenotip lipotoxic
al cor que pot provocar un deteriorament progressiu de la funcié cardiaca
(Sung et al., 2015). En el present estudi hem observat que les rates femella
tenen una major resistencia a la disfuncié metabolica lipotoxica induida amb
I'alimentacié amb una HFD, aixi com una major resposta d’aquest sexe als
efectes beneficiosos de 'administracié6 de Rsg sobre la lipotoxicitat cardiaca.
I’E, podria ser responsable, almenys en part, d’aquest dimorfisme sexual a

través de l'activacié de PAMPK cardiaca en un entorn lipotoxic.

La HFD va disminuir la tolerancia a la glucosa unicament als mascles, els quals
varen presentar també un major increment de I'index d’adipositat. A més,
alguns indicadors de resistencia a la insulina, com PTHOMA-IR, la insulinémia
en deju i I'index leptina/adiponectina (Oda et al., 2008), varen ser també més
elevats en aquest sexe. Aquests resultats suggereixen que els efectes de la HFD
incrementant la resisténcia sistémica a la insulina varen ser més accentuats als
mascles. El fet de trobar-se en una situacié de menor sensibilitat a la insulina
va provocar, possiblement, una major resposta dels mascles a la Rsg

disminuint la resisténcia a la insulina en comparacio a les femelles.

L’augment de la lipémia observada en resposta a 'alimentacié amb una HFD
podria associar-se a una major captacié i oxidacié cardiaca d’acids grassos,
com ho suggereixen les expressions de CD36, CPT1 i MCAD. L’increment
del metabolisme lipidic origina una disminucié de I'ds de glucosa (Bayeva et
al., 2013). En aquest sentit, es va observar un dimorfisme sexual en 'expressio
de la PDK4, un inhibidor de la piruvat deshidrogenasa, suggerint un major us
de glucosa al cor de les femelles respecte als dels mascles, la qual cosa estaria
d’acord amb el menor increment de la lipémia i amb la menor resisténcia a la
insulina observats a les femelles en resposta a I'alimentacié amb la HFD. Les

hormones sexuals podrien ser responsables d’aquest dimorfisme ja que s’ha
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vist un efecte hiperlipemiant dels androgens (Tepavcevi¢ et al., 2014) i una
estimulacié de la captacié cardiaca de glucosa per part de I'E, (Arias-Loza et
al., 2012). El menor us de glucosa en resposta a la HFD no va anar
acompanyat d’una reducci6 en la sensibilitat cardiaca a la insulina, tal 1 com ho
reflecteix la fosforilacié de Akt estimulada per aquesta hormona. Aquests
resultats suggereixen que els cors es trobaven en una fase inicial de
lipotoxicitat cardiaca ja que s’ha descrit que 'augment de la PDK4 precedeix
el desenvolupament de resisténcia a la insulina (Crewe et al., 2013). El canvi
del perfil metabolic cap a una major oxidacio lipidica esta modulat pel PPAR«
i pel PGC-la (Schilling, 2015). Es va observar que les rates mascle
presentaven majors nivells de mRNA pel PPAR« que les femelles, la qual cosa
explicaria la seva major expressi6 PDK4, ja que el PPARx provoca una
disminuci6é de I'ts de glucosa (Finck et al., 2002). La captacié d’acids grassos
possiblement va superar la seva oxidacié i, consequentment, es varen
incrementar els nivells de TG cardiacs, fenotip que és caracteristic de la
lipotoxicitat cardiaca (Fillmore et al., 2014; Sung et al.,, 2015). Altra vegada,
pero, aquest increment del contingut lipidic cardfac va ser menor a les rates
femella, la qual cosa, juntament amb una major utilitzacié cardiaca de glucosa,
suggereix que els efectes de I'alimentacié amb una HFD sobre la lipotoxicitat

cardfaca sén menys perjudicials en aquest sexe.

Com a estrategia per afrontar a major B-oxidaci6 causada per la major
disponibilitat de combustibles lipidics, la HFD va provocar un augment del
contingut mitocondrial. No obstant aixo, les activitats CS i COX, aixi com els
nivells de COX 1V, no s’alteraren amb la HFD, indicant que, malgrat aquest
increment de la 3-oxidacid, no es va produir un augment paral-lel de I'activitat
del cicle de Krebs ni de la cadena de transport electronic (ETC). El
desequilibri entre aquests processos mitocondrials produeix una major
formaci6é de ROS a través de PETC (Lorenzo et al., 2013). En aquest sentit, es

va observar un increment de les defenses antioxidants enzimatiques als dos
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sexes, probablement per contrarestar aquest ambient pro-oxidant pero, no
obstant aix0, els mascles varen presentar un major dany oxidatiu proteic al
cor. Donat que la perilipina V disminueix la produccié cardiaca de ROS a
través del segrest d’acids grassos a les vesicules lipidiques i, per tant,
disminuint la seva oxidaci6 mitocondrial (Lorenzo et al,, 2013), la major
expressio de perilipina V a les rates HFD femella podria ser una resposta per
prevenir el desenvolupament d’una lipotoxicitat al miocardi. En conjunt,
aquests resultats suggereixen, de nou, un menor efecte de la HFD sobre la

lipotoxicitat cardfaca a les rates femella.

En una primera etapa del desenvolupament de la lipotoxicitat cardfaca, els
cardiomiocits incrementen la biogénesi mitocondrial per afrontar 'augment
del metabolisme lipidic. Ara bé, aquest canvi metabolic comporta una major
produccié de ROS, de manera que la lipotoxicitat desemboca finalment en
una disfuncié6 mitocondrial (Schilling, 2015). Tenint en compte que I'E,
incrementa la funci6 1 la biogenesi mitocondrials 1 redueix Pestres oxidatiu al
cor (veure seccio 4.1), ens proposarem investigar si els efectes d’aquesta
hormona es mantenien en condicions de lipotoxicitat. Per analitzar-ho,
cardiomiocits H9c2 varen ser tractats amb PA per provocar lipotoxicitat i
disfunci6 mitocondrial. Es va veure que els efectes del PA disminuint els
nivells de marcadors de biogenesi mitocondrial 1 incrementant el dany oxidatiu
proteic eren contrarestats parcialment mitjancant el tractament amb E,.
Aquests resultats reforcen la importancia de I'E, com a modulador de la
biogenesi mitocondrial 1 Pestrés oxidatiu cardfacs 1 suggereixen que aquests
efectes de I'E, podrien ser rellevants durant una fase més avancada de la
lipotoxicitat cardfaca en la qual el metabolisme energetic mitocondrial estaria

compromes.

En aquest estudi es va veure que I'efecte hipolipemiant de la Rsg (Chaput et
al., 2000) va igualar els nivells de TG i NEFAs circulants entre els dos sexes.

No obstant, els nostres resultats suggereixen una disminucié de la captacio i
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del transport mitocondrial d’acids grassos al cor de les rates femella en
resposta a la Rsg, pero no aixi als mascles. Amb tot, les femelles varen
incrementar Pexpressié cardiaca de MCAD, indicant que, tot i rebre menors
quantitats de lipids, els mitocondris cardiacs incrementaren la (-oxidacié
reduint aix{ el contingut en TG al miocardi en resposta a la Rsg. Aquest
increment de la B-oxidacié seria paral-lel a una major biogenesi 1 funcié
mitocondrials al cor de les rates HFD+Rsg femella la qual cosa apunta a una
oxidaci6 lipidica més eficient en aquest organ. D’aquesta manera, la millora de
I'oxidaci6 lipidica a les rates femella en resposta a la Rsg suposa un mecanisme
de proteccié per disminuir la formacié de ROS 1 d’intermediaris lipidics toxics,
de manera que disminuiria la lipotoxicitat cardfaca. En aquest sentit, aquest
perfil del metabolisme lipidic de les rates femella tractades amb Rsg va anar
acompanyat per un increment de la TAC i dels nivells d’UCP3 i,
conseqientment, d’un menor dany oxidatiu. Tenint en compte els efectes de
I’E, disminuint I’estres oxidatiu al cor de rates ovariectomitzades a través de
I'increment de la UCP2 i la UCP3 (veure secci6 4.1), els resultats del present
estudi reforcen el rol de les UCPs en els mecanismes que modulen els efectes
antioxidants de T'E, al cor. A més, encara que la Rsg va provocar una
disminucié de Pexpressi6 de PDK4, aquesta es va mantenir més baixa a les
femelles, la qual cosa va contribuir, possiblement, a lincrement de la

sensibilitat a la insulina observada Gnicament en aquest sexe.

I’AMPK és un element clau en el control del metabolisme dels cardiomiocits
ja que, entre altres efectes, incrementa I'oxidacié glucidica i lipidica (Towler
and Hardie, 2007), i, a més, té efectes antioxidants importants (Barreto-Torres
et al., 2015). Per tant, la major activaci6 de PAMPK observada al cor de les
rates HFD femella respecte el dels mascles permetria explicar, almenys en
part, la menor inhibici6é de I'ds de glucosa i el menor dany oxidatiu proteic en
aquest sexe. Aquesta major activacié de PAMPK cardfaca a les femelles es

podria deure als seus majors nivells serics d’adiponectina, ja que aquesta
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adipoquina és un dels principals activadors de PAMPK (Lopaschuk et al,,
2010), aixi com a un menor efecte deleteri de la HFD sobre els elements clau
de la via de senyalitzacié de I'adiponectina al cor. Aquest darrer efecte podria
ser degut a I'E,, el qual va contrarestar la reduccié provocada pel PA sobre els
nivells de proteines que pertanyen a aquesta via de senyalitzacido a
cardiomiocits H9¢2. El fet que s’hagin observat efectes similars de I'E, al
muscul esqueletic de rates ovariectomitzades 1 a miocits LOE9 (Capllonch-
Amer et al., 2014b), suggereix que I'E, potencia 'expressio de les proteines
implicades en la senyalitzaci6 de l'adiponectina a ambdoés tipus de teixits
musculars. A més, la major activacié6 de ’AMPK al cor de les rates femella
podria deure’s a un efecte directe de I'E,, el qual va activar aquesta cinasa a
cardiomiocits H9¢2, com ja ha sigut descrit a ratolins ovariectomitzats (Turdi
et al., 2014), 1 aquest efecte es va mantenir en condicions de lipotoxicitat
originades amb PA. Per tant, 'E, de manera directa, juntament amb uns
majors nivells d’adiponectina 1 dels elements de la seva via, contribuiria a la
major activacié de TAMPK al cor de les rates femella i, conseqiientment, a la
seva major resistencia a desenvolupar lipotoxicitat cardiaca induida per
I'alimentacié amb la HFD. D’altra banda en resposta a 'administracié de Rsg
es varen incrementar i igualar els nivells d’adiponectina entre ambdods sexes,
aixi com també els elements de la seva via de senyalitzacié al miocardi,
apuntant a que aquests parametres no varen contribuir a la major activacio de
IPAMPK al cor de les rates femella tractades amb Rsg respecte als mascles. No
obstant, als cardiomiocits H9¢2 es va veure que lactivaci6 de TAMPK per
part de T'E, en un entorn lipotoxic es va mantenir en preséncia de
I'adiponectina, suggerint un efecte complementari d’aquests dos activadors
sobre PAMPK cardiaca. Per tant, aquests resultats apunten a que I'E, va ser
responsable, almenys en part, de la major activacié6 de PAMPK cardiaca a les
femelles en comparacié als mascles en resposta al tractament amb Rsg, de
manera que aquesta hormona contribuiria a incrementar la resposta a aquest

tractament farmacologic.
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En resum, els nostres resultats suggereixen que el cor de les rates femella, en
comparacié amb el dels mascles, t¢ una major capacitat d’adaptacié al canvi
del perfil metabolic causat per una HFD, de forma que presenta menor
lipotoxicitat cardfaca. A més, en resposta al tractament amb Rsg, la reduccié
d’aquesta lipotoxicitat és major al cor de les rates femella. Una major activacié
de PAMPK cardiaca a les femelles podria ser responsable d’aquest dimorfisme
sexual en la resposta a la HFD 1 a la Rsg. En aquest sentit, 'E, incrementa
I'activacié6 de PAMPK a cardiomiocits en condicions lipotoxiques, suggerint
que aquesta hormona tindria un rol protector reduint les complicacions
cardfaques en l'obesitat. Aquest dimorfisme sexual en el metabolisme cardiac
en condicions lipotoxiques hauria de ser un factor a tenir en compte en el

disseny d’estrategies terapeutiques per a les cardiomiopaties.
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4.3. Efectes de P’estradiol i PAMPK sobre les vies inflamatories de

les MAPKSs a cardiomiocits en condicions de lipotoxicitat

La lipotoxicitat cardfaca suposa una disfunci6 metabolica que provoca
Pactivacio de les vies inflamatories, entre elles les MAPKSs (Li, 2013; Palomer
et al, 2013; Liu et al, 2015). S’ha vist que els estrogens disminueixen la
senyalitzacié de les MAPKs p38 (Kim et al.,, 2006) i JNK (Liu et al., 2009;
Wang et al., 2015b) a cardiomiocits. A més, aquestes hormones poden activar
PAMPK cardfaca (Turdi et al., 2014), mantenint aquest efecte en condicions
de lipotoxicitat (veure apartat 4.2). I’AMPK és una proteina clau en el control
del metabolisme energetic 1, a més, redueix la resposta inflamatoria provocada

pel palmitat (PA) a cardiomiocits (Haffar et al., 2015).

Tenint en compte aquests antecedents, l'objectiu d’aquest estudi va ser
determinar si els efectes de I'E, disminuint lactivacié de les MAPKs en
condicions lipotoxiques eren dependents de I'activaci6 de TAMPK per part
d’aquesta hormona. Per aquest proposit, s’utilitzaren cardiomiocits H9¢2 i es
varen activar les vies inflamatories mitjangant el tractament amb PA. Per
comprovar els efectes de PAMPK atenuant activacié de les MAPKSs, les
cel-lules varen ser tractades amb A769662, un activador de PAMPK. Es va
analitzar també si I'E, disminuia lactivacié d’aquestes vies 1 si aquest efecte es

mantenia en presencia del compost ¢, un inhibidor de TAMPK.
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4.3.1. Resultats
Efecte del palmitat i A769662 sobre les vies de les MLAPKs a cardiomiocits H9¢2

AT769662 va incrementar la fosforilacié de PACC, una de les principals dianes
de PAMPK (Coort et al., 2007) (tig. 27), confirmant-se els efectes activadors
que té aquest compost sobre aquesta cinasa. El tractament amb PA també va
augmentar la fosforilacié de TACC, aixi com la de JNK 1 ERK| efecte que en

aquestes dues cinases va ser parcialment revertit amb el compost A769662.
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Figura 27. Efecte del palmitat i A769662 sobre la fosforilacié6 de PACC i de les vies
de les MAPKs a cardiomiocits H9c2. PA, palmitat; ACC (280 kDa), acetil-CoA
carboxilasa; ERK (42-44 kDa), cinasa regulada per senyals extracel-lulars; NK (46-54
kDa), cinasa de 'extrem N-terminal de c-Jun. Les cellules varen ser tractades amb PA (0.1
mM) o amb BSA (vehicle del PA) en combinacié amb A769662 —activador de TAMPK- (10
uM) o el seu vehicle (DMSO) durant 20 hores. Els valors s’expressen com a mitjana *
error estandard de dos experiments duts a terme per duplicat (n=4). Les diferencies
estadisticament significatives varen ser determinades mitjangant un test t de Student: * p <
0.05 en relaci6é al BSA** p < 0.01 en relacié al BSA,*** p < 0.001 en relaci6 al BSA, T p <
0.05 en relaci6 al vehicle, 1 p < 0.01 en relaci6 al vehicle.
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Efecte del palmitat, estradiol i el compost ¢ sobre l'activacid de I'ANMPK i de les vies de les
MAPKSs a cardiomiocits H9¢2

I’E, va incrementar la fosforilacié de PAMPK i PACC (fig. 28) i aquest efecte
va ser contrarestat en presencia del compost ¢, comprovant-se aixi els efectes
inhibidors d’aquest compost sobre ’AMPK. LLa major fosforilaci6 'ERK, p38
1 JNK degut al PA no es va veure afectada pel compost c. En canvi, en
presencia d’E,, Pefecte del PA sobre l'activacié d’aquestes MAPKs va ser

menor, i es mantingué en preséncia de compost c.
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Figura 28. Efecte del palmitat, Pestradiol i el compost ¢ sobre ’activacié de ’TAMPK
i de les vies de les MAPKs a cardiomiocits H9c2. E,, 17beta-estradiol; PA, palmitat;
AMPK (63 kDa), cinasa activada per AMP; ACC (280 kDa), acetil-CoA carboxilasa; ERK
(42-44 kDa), cinasa regulada per senyals extracel-lulars; JNK (46-54 kDa), cinasa de
Pextrem N-terminal de c-Jun. Les cel'lules varen ser tractades amb PA (0.1 mM) o amb
BSA (vehicle del PA) en combinacié amb E, (10 nM) i/o compost ¢ —inhibidor I’AMPK-
(1 pM) durant 20 hores. Els valors s’expressen com a mitjana T error estandard de tres
experiments duts a terme per duplicat (n=0). Les diferencies estadisticament significatives
varen ser determinades mitjancant un test t de Student: * p < 0.05 en relaci6 al vehicle, ** p
<0.01 en relaci6 al vehicle, # p < 0.05 en relacié a I'E,, ## p < 0.01 en relacié a 'E,, T p <
0.05 en relaci6 al compost c.
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Efecte del palmitat, A769662, lestradiol i el compost ¢ sobre la viabilitat cel*lular dels

cardiomiocits H9c2

El tractament amb BSA, vehicle del PA, no va afectar a la viabilitat dels
cardiomiocits H9c2 (fig. 29). En canvi, el PA va provocar una disminuci6
d’aproximadament un 30% de les cel-lules viables, posant de manifest el seu
efecte lipotoxic. Ni A769662 (fig. 29A) ni 'E, i/o el compost ¢ (fig. 29B)

varen provocar una disminucié de la viabilitat cel-lular.
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Figura 29. Efecte del palmitat i A76966 (A) i del palmitat, ’estradiol i el compost ¢
(B) sobre la viabilitat cel-lular a cardiomiocits H9c2. E,, 17beta-estradiol; PA, palmitat.
Les cel'lules varen ser tractades amb PA (0.1 mM) o amb BSA (vehicle del PA) en
combinacié amb A769662 —activador de PAMPK- (10 uM) (A) o PA en combinacié amb
E, (10 nM) i/o compost ¢ —inhibidor ’AMPK- (1 uM) (B) durant 20 hotes. Els valors
s’expressen com a mitjana * error estandard de dos experiments duts a terme per triplicat
(n=0). Les diferencies estadisticament significatives varen ser determinades mitjangant un
test t de Student: ** p < 0.01 en relacié al BSA, *** p <0.001 en relaci6 al BSA.
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4.3.2. Discussio

Als cardiomiocits, en resposta a una sobrecarrega de lipids, s’incrementa la
formacié de ROS i, en conseqiiencia, s’activen les MAPKs (Liu et al.,, 2015).
Aquestes vies inflamatories promouen el desenvolupament de la resistencia
cardfaca a la insulina, la hipertrofia i Papoptosi, originant un fenotip que pot
desembocar en insuficiencia cardiaca (Li, 2013; Palomer et al, 2013). En
aquest estudi es va posar de manifest que PAMPK redueix I'activacio de les
MAPKSs a cardiomiocits en resposta a condicions lipotoxiques induides amb
PA. Encara que I'E, va tenir també un efecte antiinflamatori i va activar a
PAMPK, els seus efectes sobre les MAPKSs es varen mantenir quan es va
inactivar PAMPK, apuntant a que els mecanismes antiinflamatoris de I'E,

sobre les MAPKSs a cardiomiocits sén independents de PAMPK.

Esta amplament acceptat que TAMPK és un potent activador del catabolisme
cel-lular (Towler and Hardie, 2007), i més recentment s’ha descrit el seu rol
com a element inflamatori en una gran varietat de tipus cel-lulars (Salt and
Palmer, 2012). Per exemple, a cardiomiocits tractats amb PA, Pactivacié de
PAMPK redueix la sintesi de citocines proinflamatories promoguda per aquest
acid gras (Haffar et al., 2015). D’entre els mecanismes antiinflamatoris de
PAMPK cal destacar la inhibici6 de les vies de les MAPKs (Salt and Palmer,
2012). En aquest estudi s’ha vist que lactivaci6 de PAMPK mitjancant
A769662 disminueix lefecte activador del PA sobre ERK i JNK a
cardiomiocits H9c¢2, la qual cosa confirma els efectes antinflamatoris

d’aquesta cinasa en la lipotoxicitat cardiaca.

Els estrogens tenen la capacitat de disminuir la inflamacié provocada per la
disfuncié metabolica associada a I'obesitat (Monteiro et al., 2014). D’acord
amb aquest fet, s’ha descrit que l'ovariectomia provoca un increment de la
producci6 cardiaca de citocines proinflamatories (Pavon et al., 2012) 1 que el

tractament amb E, disminueix lactivacié de JNK estimulada pel
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lipopolisacarid (LPS) a cardiomiocits H9¢2 (Fan et al., 2014). No obstant, els
efectes dels estrogens sobre la inflamacié cardiaca en condicions lipotoxiques
no havien estat encara dilucidats. En aquest estudi s’ha vist com I'E,
disminueix I'activacié de JNK, p38 1 ERK promoguda pel tractament amb PA.
Aquests resultats suggereixen un rol antiinflamatori dels estrogens en la
lipotoxicitat cardfaca 1 reforcen el paper beneficios de I'E, al cor lipotoxic, ja
que també s’ha vist que millora el perfil metabolic, I'estrés oxidatiu i la funcié

mitocondrial (veure apartat 4.2).

Estudis previs mostren que l'ovariectomia provoca una menor activacio de
PAMPK al miocardi, efecte que és revertit amb P'administracié d’E, (Turdi et
al., 2014). A més, aquest efecte activador de I'E, sobre PAMPK es manté en
condicions de lipotoxicitat (veure apartat 4.2), de manera que la inhibici6é de
les MAPKSs als cardiomiocits per part de ’'E, podria implicar un mecanisme
depenent de T'activaci6 de PAMPK. Per comprovar aquesta connexié E,-
AMPK-MAPKS, es varen tractar els cardiomiocits H9¢2 amb PA i E,, en
presencia de compost ¢ per inhibir PTAMPK. Es va veure com els efectes de
I'’E, atenuant I'activaci6é de JNK, p38 i ERK promoguda pel PA es mantenien
quan 'AMPK es trobava inhibida, la qual cosa suggereix que, tot 1 que I'E,
activa a PAMPK| els efectes d’aquesta hormona sobre les vies de les MAPKSs a
cardiomiocits en condicions de lipotoxicitat no depenen de lactivacié de

PAMPK.

Malgrat la manca de dependeéncia entre els efectes de 'E, i PAMPK sobre les
MAPKS, no es pot descartar que hi hagi una connexio entre les dues vies a
nivell d’elements #pstrearz de les MAPKSs. Aixi, en primer lloc cal destacar el
receptor de tipus 1o/ 4 (TLR4), una proteina clau en la inflamacié del
miocardi en condicions de lipotoxicitat i que, entre altres efectes, provoca
'activacié de les MAPKSs (Fuentes-Antras et al., 2014). Ates que s’ha vist que
I'E, disminueix Pexpressio del TLR4 estimulada per LPS a cardiomiocits, de

manera que es redueix lactivacié de JNK (Fan et al, 2014), es podria
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especular que el PA activaria la senyalitzaci6 TLR4-MAPK a cardiomiocits i
aquest efecte disminuiria en presencia d’aquesta hormona. En aquest sentit,
cal destacar que l'adiponectina, un dels principals activadors fisiologics de
PAMPK, inhibeix el TLR4 cardiac (Jenke et al, 2013), de manera que
P'activacié de PAMPK podria atenuar la inflamacié a través del TLR4. Aixi, la
senyalitzacié a través del TLR4 suposaria un punt comu d’inhibici6 de la
inflamacié per part de I'E, i PAMPK. Un altre mecanisme inflamatori en
comu d’ambdues vies podria implicar a la proteina PI3K ja que s’ha vist que
els efectes de T'E, disminuint lactivacié de JNK estimulada per LPS a
cardiomiocits son revertits inhibint la PI3K (Liu et al., 2009), i que TAMPK
activa la via del PI3K (Tao et al., 2010). Per tant, la inhibici6 del TLR4 1
Pactivacié de la via del PI3K podrien suposar dos punts de regulacié de les

MAPK compeatrtits per 'E, i PTAMPK.

En resum, aquest estudi demostra que I'E, i TAMPK poden disminuir la
inflamacié provocada pel PA a cardiomiocits, reforcant el seu rol protector en
la lipotoxicitat cardiaca (veure apartat 4.2) i la seva importancia com a dianes
terapeutiques per a tractar patologies inflamatories. No obstant, encara que
I'E, activa TAMPK, sembla que els efectes antiinflamatoris d’aquesta hormona
no requereixen lactivacié d’aquesta cinasa, per la qual cosa és necessari
desenvolupar més estudis per elucidar els mecanismes antiinflamatoris dels

estrogens en la lipotoxicitat cardiaca.
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4.4. Efectes de PAMPK sobre les vies del NF-»B 1 de les MAPKSs a

cél-lules endotelials

L’estudi que es presenta en aquest apartat es va desenvolupar al Institute of
Cardiovascular and Medical Sciences de la Universitat de Glasgow durant una
estada predoctoral de tres mesos realitzada sota la direcci6 del Dr. Ian Salt. La
investigacié del grup del Dr. Salt esta centrada en I'estudi de PAMPK, una
proteina clau en la regulaci6 del catabolisme cel‘lular que recentment s’ha vist
que també té efectes antiinflamatoris en una gran varietat de tipus cel-lulars.
D’entre els mecanismes antiinflamatoris de PAMPK destaquen la disminucio
de la formacié de ROS, I'estimulacié de la biogenesi mitocondrial, 'increment
de la sintesi de citocines antiinflamatories, la inhibicié de la via JAK-STAT,
l'atenuaci6 de la via del NF-xB i la inhibicié de les MAPKs (Salt and Palmer,
2012). L’estudi realitzat durant aquesta estada predoctoral es va centrar en els
efectes de PAMPK sobre les vies del NF-«B i de les MAPKSs a cel-lules
endotelials, la inflamacié de les quals origina disfuncié endotelial, un

esdeveniment associat al desenvolupament de la malaltia vascular.

S’han proposat diversos mecanismes a través dels quals PAMPK atenua
Pactivacié del factor de transcripcié NF-xB a c¢l'lules endotelials. Per una
banda, s’ha vist que PAMPK inhibeix al coactivador transcripcional p300, de
manera que disminueix la capacitat d'uni6 del NF-xB al DNA (Zhang et al,,
2011). Draltra banda, s’ha descrit que PAMPK fosforila 1 inactiva a la IKK
(Bess et al., 2011), un element #pstream de la via del NF-«B que inactiva a
I'IxB, el segrestador citoplasmatic del NF-»B (fig. 30). A més dels efectes
sobre la via del NF-xB, PAMPK inhibeix les vies de les MAPKs p38 i JNK a
cel-lules endotelials (fig.21) (Dong et al., 2010) 1 a cardiomiocits tractats amb
palmitat (veure secci6 4.3). No obstant aixo, es desconeixen els mecanismes a

través dels quals TAMPK efectua la inhibici6 de p38 1 JNK.
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AMP

Figura 30. Modulacié de la via del NF-xB i de les MAPKs p38 i JNK per part de
PAMPK. En color verd s’indiquen els punts de regulaci6é estudiats en aquest treball: la
modulacié de la TAK1 per part de PAMPK i el possible crosstalk entre la via del NF-xB i
les MAPKSs. Adaptat de Salt and Palmer, 2012.

L’objectiu d’aquest treball s’ha centrat en I'estudi dels mecanismes moleculars
implicats en l'efecte de PAMPK sobre la via del NF-xB i les MAPKs p38 i
JNK. En primer lloc s’estudiaren els efectes de PAMPK sobre la cinasa 1
activada pel factor de creixement transformant 3 (TAK1). La TAK1 és una
proteina activada per citocines inflamatories que es troba a un nivell upstream
de p38, JNK i NF-«B (Ninomiya-Tsuiji et al., 1999), per la qual cosa no es pot
descartar que PAMPK exerceixi els seus efectes antiinflamatoris en aquest
punt. Un segon hipotetic punt d’actuacié alternatiu de PAMPK sobre aquestes
dues vies seria a nivell downstream a la TAKI1 1 contemplaria Pexistencia d’un
crosstalk entre les MAPKSs i la via del NF-»«B. Aixi, interessava determinar si
'activaci6 de la via del NF-»B estaria condicionada per I'activacié previa de les
MAPKS 1, de la mateixa manera, si 'activacié de p38 i JNK dependria de
I'activacié previa de la via del NF-xB. En cas que existis aquest crosstalk, el
segiient objectiu seria analitzar si ’AMPK inhibeix conjuntament ambdues

vies inflamatories actuant sobre qualsevol d’elles.
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Per dur a terme aquests experiments es varen emprar ccl-lules endotelials de
vena de cordé umbilical huma (HUVECsS) tractades amb IL-18 per estimular
les MAPKSs 1 la via del NF-«B, 1 amb el compost A769662 per activar a
IAMPK (Coughlan et al., 2014).

4.4.1. Resultats i discussio

S’ha proposat que la disfuncié endotelial és un esdeveniment inicial en la
fisiopatologia de la malaltia vascular i de la hipertensié i esta associada a un
estat inflamatori (Siti et al., 2015). Entre les citocines proinflamatories cal
destacar el TNFa, la I1L-6 1 la 1L-1B, les quals actuen sobre les cel-lules
endotelials 1 provoquen lactivaci6 de vies inflamatories, entre les que
destaquen la del NF-uB 1 les MAPKSs, comprometent aixi la funcié endotelial
(O’Neill, 2008). Un punt a considerar és la importancia de PAMPK com a
mecanisme antiinflamatori a les cel'lules endotelials (Salt and Palmer, 2012).
D’acord amb aquest rol antiinflamatori, en el present estudi es va constatar
que lactivacié de PAMPK disminuia la degradacié d’I»xB induida per la IL-1(
(fig. 31A) i, conseqiientment, la translocacié nuclear del NF-»xB va ser menor
(tig. 32). Entre els mecanismes proposats a través dels quals TAMPK inhibeix
la via del NF-»B cal destacar la fosforilaci6 i inhibicié de I'IKK (Bess et al.,
2011), de manera que és plausible considerar que en el nostre estudi TAMPK
va atenuar ’activacié de la via del NF-»B actuant sobre la IKK. D’altra banda,
l'activacié de PAMPK va reduir també la fosforilacié de p38 i de les isoformes
p46 1 p54 de JNK induida per la IL-1§3 (fig. 31C-E). Resultats similars s’han
obtingut a cel'lules endotelials tractades amb AICAR, un activador de
PAMPK, i amb H,O, per estimular les vies inflamatories (Schulz et al., 2008).
A més, s’ha vist que la supressio de I'expressio de TAMPK provoca una major
activacio endotelial de JNK (Dong et al., 2010). En conjunt, aquests resultats

reforcen el rol antiinflamatori de PAMPK a les cél-lules endotelials.
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Figura 31. Efecte de Pactivacié6 de PAMPK sobre la inhibicié d’IxB i Pactivaci6é de
p38 i de JNK (p46/p54) a HUVECs estimulades amb IL-18 durant diferent temps.
ACC (280 kDa), acetil-CoA carboxilasa; IxB (39 kDa), inhibidor del NF-»B; NK (46-54
kDa), cinasa de lextrem N-terminal de c-Jun. Les HUVECs varen ser tractades amb
A769662 100 uM -activador de PAMPK- durant 30 minuts i posteriorment amb IL-13 10
ng/ml durant 0, 2, 5, 15 i 30 minuts. Els valors s’expressen com a mitjana + error
estandard de tres experiments independents (n=3). Les diferéncies estadisticament
significatives varen ser determinades mitjangant un test t de Student: *, p<0.05.
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Figura 32. Translocacié nuclear del NF-xB a HUVECs. En verd s’observa la tincié
del NF-xB i en rosa la tinci6 nuclear. A) Les cel'lules varen ser tractades amb IL-13 10
ng/ml durant 0, 2, 5, 15, 30 i 60 minuts. El control negatiu s6n mostres que no es vaten
incubar amb I'anticos pel NF-xB durant la tincié immunofluorescent. B) Les cel-lules varen
ser tractades durant 30 minuts amb A769662 100 uM -activador de I'AMPK- i
posteriorment amb IL-13 10 ng/ml durant 15 minuts. Els valors s’expressen com a mitjana
T error estandard de dos experiments realitzats per duplicat (n=4). Les diferéncies
estadisticament significatives varen ser determinades mitjancant un test t de Student: **,
p<0.01.

Una vegada comprovats els efectes de TAMPK sobre la via del NF-»B 1 les
MAPKSs p38 i1 JNK, es va analitzar si I'atenuacié d’aquestes vies podia ser
deguda a un efecte inhibitori de PAMPK sobre la TAKI, ja que aquesta
proteina es troba a un nivell #pstream en relacié a ambdues vies (Ninomiya-
Tsujt et al., 1999). L’activacié de PAMPK va reduir la fosforilacié dels residus
de Thr de la TAK1 durant els cinc primers minuts d’incubacié amb IL-1§ (fig.

37), encara que problemes metodologics impediren analitzar la fosforilacié
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dels residus concrets de Thr implicats en la senyalitzacié d’aquesta citosina.
Els nostres resultats suggereixen un efecte inhibitori de ’AMPK sobre
'activacié de la TAKI, la qual cosa suposaria un mecanisme addicional en els
efectes de PAMPK sobre les vies del NF-xB 1 de les MAPKSs p38 1 JNK. La
fosforilaci6 de la TAK1 en resposta a un estimul inflamatori requereix la
participacié de les proteines d’uni6 a TAK1 (T'ABs) (Orelio and Dzierzak,
2007), de manera que seria interessant analitzar i PAMPK modula les TABs
per profunditzar en els mecanismes d’inhibicié de la TAK1. Paradoxalment,
és important assenyalar que la TAK1 ha estat anteriorment descrita com una
cinasa activadora de PAMPK a cel-lules endotelials (Zippel et al., 2013), per la
qual cosa farien falta més estudis per elucidar completament la relacié entre

PAMPK ila TAKI.
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Figura 33. Efecte de I’activacié de ’AMPK sobre P’activacio de la TAK1 a HUVECs
estimulades amb IL-1f durant diferent temps. TAK1 (79 kDa), cinasa 1 activada pel
factor de creixement transformant 3. Les HUVECs varen ser tractades amb A769662 -
activador de PAMPK- 100 uM durant 30 minuts i postetiorment amb 10 ng/ml de IL-1§
durant 0, 2, 5, 15 1 30 minuts. Els lisats cel'lulars varen ser immunoprecipitats amb un
anticos contra la forma total de la TAK1 (veure secci6 3.4.13). Els valors s’expressen com a
mitjana T+ error estandard de tres experiments (n=3). Les diferencies estadisticament
significatives varen ser determinades mitjancant un test t de Student: *, p <0.05.

pTAK1 (Thr totals) : TAK1
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A més de la TAK1 com a punt comut d’inhibici6é de les MAPKSs i del NF-»B
per part de PAMPK, és possible que els efectes de PAMPK sobre aquestes
dues vies inflamatories siguin interdependents a un nivell downstream respecte a
la TAK1. Es a dir, I'efecte de PAMPK sobre la via del NF-xB podria dependre
de la inhibici6 previa de les MAPKSs i/o viceversa. Si fos aixi, caldria pensar en
Pexistencia d’un crsstalk entre els efectes de la IL-18 sobre el NF-»B 1 les
MAPKSs p38 i JNK, la qual cosa va ser analitzada en el present estudi. Es va
observar que la inhibicié de p38 no tenia efectes sobre la translocacié nuclear
del NF-»B estimulada per la IL-13 (fig. 34), i, de la mateixa manera, activacio
de p38 1 JNK per part d’aquesta citocina no es veia afectada per la inhibici6 de
la via del NF-«B (fig. 35), la qual s’aconsegui mitjancant adenovirus que
sobreexpressaven una forma negativa d’IKK (veure secci6 3.3.2.). En
consequiencia, sembla que no existeix aquest suposat crosstalk entre la via del
NF-»B i les MAPKs p38 i JNK en resposta a lestimulaci6 amb IL-1.
Aquests resultats estan d’acord amb estudis previs realitzats en fibroblasts
MEFs, on Pactivacié de JNK per part de la IL-1 és igual a les cél lules TKK”"
que a les salvatges (Tang et al., 2001). En canvi, en aquest mateix treball va
veure’s com D'activacié de la JNK per part del TNFa és major als fibroblasts
IKK”". Per tant, no es pot descartar que a les cél'lules endotelials la via del
NF-»B pugui afectar a lactivacié de JNK quan Pestimul inflamatori sigui
diferent a la IL-1B3. La falta d’interrelacié entre ambdues vies inflamatories
indicada pels nostres resultats ens duu a pensar que els efectes de PAMPK
sobre la via del NF-xB i sobre p38 i JNK a les HUVECs sén independents
entre si. No obstant aixo, si podria haver-hi una relacié entre ambdues vies a
un nivell downstream respecte al que s’ha estudiat. Per exemple, s’ha vist que
p38 incrementa la capacitat del NF-xB ja translocat al nucli d’unir-se al
promotor dels gens diana i activar la resposta inflamatoria (Saccani et al.,
2002). Seguint aquesta linia, s’haurien de dur a terme futurs experiments per
analitzar els efectes de 'AMPK sobre la sintesi de citocines 1 quimiocines

estimulada per les vies del NF-xB i les MAPKS.
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Figura 34. Efecte de la inhibicié de p38 sobre la translocacié nuclear del NF-xB
estimulada per la IL-13 a HUVECGs. Les c¢l'lules varen ser tractades durant 30 minuts
amb SB202190 100 uM -inhibidor de p38- i postetiorment amb IL-13 10 ng/ml durant 15
minuts. A) Western blot dels nivells de la forma total i fosforilada de p38. B) Translocacié
nuclear del NF-xB. Els valors s’expressen com a mitjana T error estandard de dos
experiments realitzats per duplicat (n=4). Les diferencies estadisticament significatives
entre tractaments varen ser determinades mitjangant un test t de Student.
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Figura 35. Efecte de la inhibicié6 d’IKK sobre I’activacié de p38 i JNK estimulada
per la IL-18 a HUVECGs. GFP, proteina verda fluorescent; IxB (39 kDa), inhibidor del
NF-»B; IKK (85 kDa), cinasa de IxB; INK (46-54 kDa), cinasa de 'extrem N-terminal de
c-Jun. (A) Les cél-lules varen ser transfectades amb 60 ufp/ml d’adenovirus que
sobrexpressaven una forma dominant negativa de la subunitat § 'IKK (Ad.IKKB.DN) o la
GFP (Ad.GFP) durant 24h i posteriorment es varen tractar amb IL-1§ durant 15 minuts.
Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de tres experiments (n=3). Les
diferencies estadisticament significatives varen ser determinades mitjancant un test t de
Student: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001.

141



M. Sbert-Roig. Tesi doctoral

Els efectes antiinflamatoris de TAMPK sobre aquestes vies podrien implicar
també una atenuaci6 dels ROS, ja que aquestes espécies reactives provoquen
'activacié de la via del NF-xB (Morgan and Liu, 2011; Zinovkin et al., 2014),
de p38 (Breton-Romero et al.,, 2012) i de JNK (Lin et al.,, 2004) a cel-lules
endotelials. Aixi doncs, s’ha vist que PAMPK disminueix I’activacié provocada
pels ROS de la via del NF-«B (Hattori et al., 2006) i de JNK (Schulz et al,,
2008) a cel'lules endotelials. Per tant, els efectes antioxidants de P’AMPK
suposarien un mecanisme addicional que podria intervenir en Iaccié

antiinflamatoria d’aquesta cinasa sobre la via del NF-»B 1les MAPKS.

En resum, aquest estudi mostra com els efectes antiinflamatoris de TAMPK
sobre la via del NF-»B iles MAPKs p38 i JNK a c¢l-lules endotelials podrien
deure’s, almenys en part, a 'atenuacié de la TAKI1, una proteina wupstream
d’ambdues vies. Els resultats obtinguts suggereixen que no hi ha un crosstalk
entre els efectes de la IL-1§3 activant les MAPKSs i la via del NF-uB, per la qual
cosa els efectes de TAMPK inhibint una d’aquestes vies no requeririen la
inhibicié prévia de laltra via. En conjunt, aquests resultats reforcen el rol
antiinflamatori de PAMPK a les c¢l-lules endotelials 1 la seva importancia com
a diana terapcutica per a tractar els processos inflamatoris que acompanyen a

les malalties vasculars.
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Recapitulacié

Recapitulacié

Estudis previs realitzats pel nostre grup d’investigacié havien posat de
manifest que el muscul cardfac de les rates femella presenta mitocondris més
diferenciats que el dels mascles, la qual cosa s’acompanya duna menor
produccié de radicals lliures i un menor dany oxidatiu (Colom et al., 2007b). A
partir d’aquests antecedents, es va plantejar com objectiu general de la present
tesi doctoral aprofundir en les causes d’aquest dimorfisme sexual, fent emfasi
en el paper dels estrogens en la regulacié de la funcié i la biogenesi
mitocondrials al muscul cardiac, aixi com en els efectes d’aquestes hormones
en la lipotoxicitat cardiaca. Per a dur-ho a terme s’han combinat estudis 7z vzvo

amb rates Wistar 1 estudis 7z vztro amb cardiomiocits H9c2.

L’estudi del cor de les rates ovariectomitzades demostra que la privacié
d’hormones ovariques disminueix la capacitat oxidativa mitocondrial 1
augmenta lestrés oxidatiu al miocardi, efectes que soén contrarestats, en gran
part, amb 'administracié6 d’E,. Aquests resultats 7z vivo varen ser completats i
recolzats amb un estudi dut a terme amb cardiomiocits H9¢2, on s’observa
també un increment en l'expressi6 de marcadors de funcié i de biogenesi
mitocondrials en resposta al tractament amb E,. Per tant, es confirma la
hipotesi de que els estrogens contribueixen activament al dimorfisme sexual
en la funcié i la biogenesi mitocondrials i en lestres oxidatiu cardiacs
previament descrits (Colom et al., 2007b). Tenint en compte la importancia
del metabolisme mitocondrial en el correcte funcionament cardiac, el major
risc de patologia cardiaca a les dones després de la menopausa podria explicar-
se en base a les conseqiiencies de la disminucié de la produccié d’estrogens
sobre la funci6 i la biogénesi mitocondrial i I'estrés oxidatiu cardiacs (Ostadal
et al., 2009; Mikkola et al., 2013). En aquest sentit, s’ha observat una afectacio
de la funcié mitocondrial i ’estres oxidatiu cardfacs associada a 'envelliment
que ¢és més accentuada a les rates femella (Colom et al., 2014), d’acord amb la

disminuci6 progressiva dels nivells d’estrogens.
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L’estudi dels mecanismes a través dels quals 'E, modula el metabolisme
energetic mitocondrial va posar de manifest que 'administracié d’aquesta
hormona a les rates ovariectomitzades incrementa els nivells del receptor
d’estrogens GPER, pero no altera els d’ERa ni els d’ER, la qual cosa apunta
a que la implicacié de cada un d’aquests receptors estrogenics en els efectes
mitocondrials de I'E, podria ser diferent. Aquest fet es demostra als
cardiomiocits H9c2, on I'estimulacié del GPER mimetitza els efectes de I'E, 1
la seva inhibici6 els neutralitza, mentre que la modulacié d’ERa i I’ERB no
produeix cap efecte. Per tant, els efectes de I'E, estimulant la funci6 i la
biogenesi mitocondrials al muascul cardiac estarien mediats per mecanismes
que impliquen principalment al GPER. Fins ara se sabia que aquesta proteina,
entre altres efectes, millora la contractilitat cardiaca 1 disminueix apoptosi i la
hipertrofia d’aquest organ (Prossnitz and Barton, 2014), pero no s’havia
descrit que estimulés el metabolisme energetic, per la qual cosa el present

estudi incrementa el nombre de funcions cardioprotectores del GPER.

Lalteraci6 de la funcié i la biogeénesi mitocondrials és un esdeveniment
implicat en el desenvolupament de varis tipus de desordres metabolics al cor,
entre els quals cal destacar la lipotoxicitat. Aix{, quan augmenten els lipids
circulants, el miocardi modifica el seu metabolisme incrementant la captacio 1
I'oxidacié d’acids grassos i la biogénesi mitocondrial, i provocant una reduccié
de I'ts de glucosa, una major formacié de ROS i un increment de Pesteatosi
(Schilling, 2015). L’alimentacié amb una HFD suposa una eina efectiva per
incrementar la lipémia i, conseqiientment, per induir un perfil metabolic
lipotoxic al cor, de manera que, seguint amb el nostre plantejament inicial, es
tracta d’'un model idoni per analitzar si existeixen diferencies entre sexes en el
desenvolupament de la lipotoxicitat cardfaca. Encara que els resultats
obtinguts mostren un increment dels nivells de marcadors del metabolisme
lipidic cardfac a ambdos sexes, suggereixen una estrategia metabolica diferent

entre mascles i femelles, amb una menor esteatosi, un major s de glucosa
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com a substrat i un menor dany oxidatiu al miocardi de les rates femella en
comparaci6 amb el dels mascles. Les femelles mostren, doncs, una major
resistencia a desenvolupar la disfuncié metabolica que caracteritza el procés
lipotoxic cardfac. D’altra banda, lalimentacié amb la HFD indueix una
estimulacié de la biogenesi mitocondrial als dos sexes, cosa que en principi
podriem interpretar com un mecanisme encaminat a fer front a I'increment de
l'oxidacié lipidica generat per I’elevat subministrament de substrats lipidics al
cor. Tot i aquest increment de la biogenesi mitocondrial, mantenir aquest
perfil metabolic conduiria a una major formacié de ROS i d’especies lipidiques
toxiques que poden provocar disfuncié mitocondrial (Schilling, 2015). Malgrat
la manca de dimorfisme sexual en resposta a 'alimentacié amb la HFD a
nivell de metabolisme mitocondrial, quan es sotmeten els cardiomiocits H9¢c2
a un entorn lipotoxic més sever s’observa que I'E, redueix la disfunci6
mitocondrial i1 Pestrés oxidatiu originats per la lipotoxicitat. Per tant, seria
interessant la realitzacié de futurs estudis per analitzar el dimorfisme sexual en
la funci6 1 la biogenesi mitocondrials en una situacié de lipotoxicitat cardiaca
més severa. Atenent a aquests resultats, 'estimulacio de la funcié i la biogenesi
mitocondrials 1 'atenuacié de Pestres oxidatiu al miocardi per part de I'E, que
també s’havia observat a les rates ovariectomitzades podria ser especialment
rellevant en desordres metabolics que comprometin I’homeostasi dels

mitocondris, com és la lipotoxicitat cardiaca.

IAMPK és un sensor metabolic que activa vies cataboliques, com ara la
biogenesi mitocondrial 1 la captacié i 'oxidacié de lipids i glacids (Lopaschuk
et al., 2010), 1 redueix I’estres oxidatiu (Barreto-Torres et al., 2015), per la qual
cosa pot exercir un paper clau en els efectes dels estrogens fins ara descrits.
En aquesta linia, cal destacar la major activaci6 de TAMPK cardiaca a les
femelles alimentades amb la HFD respecte als mascles, fet que podria explicar
la major resistencia cardfaca als efectes lipotoxics de la HFD que aquestes

presenten. Entre els factors implicats en aquesta major activacié de PAMPK
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cal destacar ladiponectina i I'E, I’adiponectina és una adipoquina que
exerceix efectes pleiotropics sobre el sistema cardiovascular principalment a
través de I'activacié de PAMPK (Caselli et al., 2014). En resposta al tractament
dietetic, les femelles presenten nivells circulants d’adiponectina majors que els
mascles 1 s6n més resistents als efectes de la HFD atenuant de la via de
senyalitzacié d’aquesta adipoquina al cor, fets que contribuirien a la seva major
activacio de PAMPK. A més de I'adiponectina, els estudis 7z vitro demostren
que ’E, indueix Iactivacié de TAMPK a cardiomiocits i manté aquest efecte
en condicions de lipotoxicitat, de manera que suposaria un segon factor a tenir
en compte per explicar el dimorfisme sexual en lactivaci6 de 'AMPK
cardfaca. Cal destacar també que I'E, neutralitza en gran part els efectes
negatius de la lipotoxicitat sobre la via de senyalitzaci6 de I'adiponectina a
cardiomiocits, per la qual cosa incrementaria la sensibilitat a aquesta
adipoquina i, per tant, I'activaci6 de PAMPK. Aixi doncs, uns majors nivells
d’adiponectina i una menor afectaci6 dels elements de seva via de senyalitzacio
degut a I'E,, aixi com un efecte directe de I'E, serien elements que
contribuirien a la major activacié de PAMPK al miocardi de les rates femella
alimentades amb la HFD i, consequientment, a la major resisténcia al

desenvolupament de lipotoxicitat cardiaca d’aquest sexe.

En una fase avancada de la lipotoxicitat cardfaca s’activen vies inflamatories,
com les MAPKSs, que agreugen el fenotip lipotoxic i poden conduir a una
fallida cardiaca (Palomer et al., 2013; Schilling, 2015). En aquesta tesi doctoral
es va posar de manifest un efecte antiinflamatori de I'E, sobre les vies
inflamatories de les MAPKSs a cardiomiocits sotmesos a un entorn lipotoxic.
No obstant, encara que I'AMPK constitueix un important element
antiinflamatori d’aquestes cel-lules (Haffar et al., 2015), els efectes de I'E, es
mantenen quan s’inhibeix PAMPK, demostrant que aquesta cinasa no tindria
una participaci6 rellevant en els efectes antiinflamatoris dels estrogens sobre

les vies de les MAPKSs a cardiomiocits en condicions de lipotoxicitat. Per tant,
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els estrogens 1 FAMPK inhibirien a les MAPKs per mecanismes diferents,
encara que no es pot descartar que activin o inhibeixin a algun element
upstream en comu, com seria el cas del TLR4 i la PI3K, aixi com tampoc que la
connexié E,~AMPK pugui ser important per Datenuacié d’altres vies

inflamatories implicades en el procés lipotoxic, com ara la del NF-xB.

Una de les principals causes de I'increment de la lipémia i, per tant, del
desenvolupament de la lipotoxicitat cardiaca, és la disfuncié del teixit adipos.
Quan la ingesta de lipids és elevada se satura la capacitat d’emmagatzemament
lipidic d’aquest teixit, de manera que els lipids son captats per organs periferics
que no estan destinats a aquesta funcid, com és el cas del cor, originant-se
esteatosi 1 lipotoxicitat (McKenney and Short, 2011). A més, la disfuncié del
teixit adipés va associada a una menor secreci6 d’adiponectina, una
adipoquina amb efectes cardioprotectors (Van de Voorde et al., 2013). Aixi
doncs, el teixit adipos suposa una de les principals dianes terapeutiques per
tractar la lipotoxicitat cardiaca. En aquest sentit cal destacar les TZDs, un
grup de farmacs que incrementen la capacitat d’emmagatzemar lipids i de
secretar adiponectina al teixit adipés (Ahmadian et al., 2013). Per aquest motiu
el nostre estudi va incloure animals tractats amb un d’aquests farmacs, la Rsg,
la qual indueix canvis en el perfil metabolic del cor lipotoxic que son
considerablement més notoris a les femelles en forma d’una menor captacid
d’acids grassos i un increment de 'oxidaci6 lipidica, de Ids de glucosa, de la
biogenesi 1 la funcié mitocondrials 1 de les defenses antioxidants. Per tant, les
rates femella, a més de presentar una major resistencia que els mascles al
desenvolupament de la lipotoxicitat cardiaca originada per 'alimentacié amb
una HFD, també s6n més sensibles als efectes beneficiosos de la Rsg sobre el

metabolisme del cor lipotoxic.

La disminuci6 de la lipotoxicitat que s’observa als dos sexes en resposta a la
Rsg podria radicar en I'augment de I'activacié de TAMPK cardiaca, la qual

cosa ¢és probablement consequencia dels majors nivells d’adiponectina
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originats per la Rsg. Les femelles, pero, mantenen uns nivells d’activacié de
I’AMPK superiors als dels mascles, fet que podria contribuir a la seva major
sensibilitat a la Rsg. En aquest cas, I'E, sembla ser el principal factor implicat
en aquest dimorfisme ja que conserva la capacitat d’activar PAMPK en
presencia d’adiponectina. Per tant, els nostres resultats apunten a un efecte
sinergic de I'adiponectina i I'E, sobre l'activacié de PAMPK al muscul cardiac
de les rates femella, explicant-se aixi aquesta major resposta farmacologica de

les femelles.

En conjunt, aquests resultats indiquen que la millor resposta del cor de les
femelles als efectes lipotoxics de la HFD podria deure’s a un efecte de I'E,
estimulant la biogenesi mitocondrial, activant PAMPK, i reduint Destres
oxidatiu i l'activacié de vies inflamatories. A més, aquests efectes de I'E, es
mantindrien en preseéncia de Rsg, de manera que la suma de ’accié hormonal 1
la farmacologica podria contribuir a la major reduccié de la lipotoxicitat
cardiaca a les femelles. El dimorfisme sexual en els efectes farmacologics de la
Rsg és una de les contribucions d’aquesta tesi doctoral i podria ser important
en el disseny d’estrategies terapeutiques per disminuir els efectes secundaris de

les TZ.Ds.

Considerant la importancia de TAMPK com a potencial diana terapeutica per
a processos metabolics i inflamatoris, el doctorant va realitzar una estada de
tres mesos al grup del Dr. Salt del Institute of Cardiovascular and Medical Sciences
de la Universitat de Glasgow. Durant aquest periode va indagar en els
mecanismes moleculars a través dels quals PAMPK disminueix D'activacio,
induida per la IL-1B, de les vies del NF-xB i de les MAPKs p38 i JNK a
cel'lules endotelials. FEls resultats obtinguts suggereixen que I'’AMPK
disminueix lactivacié de la TAK1, una proteina #pstream d’aquestes dues vies
inflamatories, la qual cosa suposaria un nou mecanisme antiinflamatori de

PAMPK. Quedaria pendent dilucidar el possible paper de PAMPK en els
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efectes antiinflamatoris de I'E, que s’han observat a c¢l-lules endotelials (Hou

and Pei, 2015).

En conjunt, els resultats obtinguts en aquesta tesi doctoral estableixen que els
estrogens son importants moduladors de la funci6 1 la biogenesi mitocondrials
i de lestreés oxidatiu al muscul cardfac. Aquests efectes serien particularment
importants en situacions patologiques que comprometin I’homeostasi dels
mitocondris, com és el cas de la lipotoxicitat cardiaca, i suposarien un factor
important a tenir en compte en el disseny de farmacs moduladors del

metabolisme cardiac.
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L’estradiol estimula la funcié i la biogenesi mitocondrials i redueix el
dany oxidatiu al muscul cardiac de rata, la qual cosa suggereix que
aquesta hormona tindria un paper rellevant en el dimorfisme sexual
descrit a nivell de la diferenciaci6 mitocondrial i l'estrés oxidatiu
cardiacs. Aquests resultats podrien contribuir a explicar 'increment del

risc de patologia cardiaca en la peri- i la post-menopausa.

Estudis realitzats a cardiomiocits H9c2 posen de manifest que els
efectes de l'estradiol estimulant la funcié 1 la biogénesi mitocondrials es
duen a terme, fonamentalment, a través de la seva unié al GPER, la
qual cosa suposa un nou mecanisme cardioprotector per aquest

receptor estrogenic.

Les rates femella son més resistents que els mascles al desenvolupament
d’una lipotoxicitat cardfaca induida per I'alimentacié amb una dieta
hiperlipidica ja que presenten menor esteatosi i menor dany oxidatiu al
miocardi. Els efectes de I'estradiol estimulant la funcié i la biogenesi
mitocondrials i atenuant I'estrés oxidatiu es donen també en situacio
d’estres lipotoxic, de manera que aquesta hormona estaria implicada en
la major proteccié de les femelles als efectes lipotoxics d’una dieta

hiperlipidica.

L’administraci6 de rosiglitazona atenua la lipotoxicitat cardiaca,
disminuint la captacié i 'acumulacié de lipids, incrementant I'oxidacio
lipidica 1 la biogenesi mitocondrial, i reduint I’estrés oxidatiu en aquest

organ, efectes que son més marcats a les rates femella.

La major activaci6 de PAMPK cardfaca a les rates femella en
comparacié amb els mascles es atribuible als majors nivells d’estradiol 1

d’adiponectina, i justificaria les diferéncies entre sexes en la resposta
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lipotoxica a I'alimentacié amb la dieta hiperlipidica i als beneficis del

tractament amb rosiglitazona.

VI. L’estradiol i TAMPK atenuen lactivacié de les vies inflamatories de les
MAPKSs a cardiomiocits H9¢2 en una situacio lipotoxica, pero aquests
efectes antiinflamatoris de I'estradiol no impliquen a PAMPK, malgrat

els seus efectes activadors sobre aquesta cinasa.

VII. A cel-lules endotelials s’ha descrit un nou mecanisme antiinflamatori de
IPAMPK que implicaria una disminucié de P'activacié de la TAKI1, una
proteina que activa simultaniament les vies del NF-«B 1 de les MAPKSs

p38 i JNK.
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Estradiol stimulates mitochondrial biogenesis and function and reduces
oxidative damage in rat cardiac muscle, suggesting a relevant role of this
hormone in the sexual dimorphism that has been described in cardiac
mitochondrial differentiation and oxidative stress. These results
contribute to explain the increase in risk of cardiac disease in peri and

post-menopause.

Studies performed in H9c2 cardiomyocytes reveal that the stimulating
effects of estradiol on mitochondrial function and biogenesis are
produced mainly through binding to GPER, which represents a new

cardioprotector mechanism for this estrogen receptor.

Female rats are more resistant than males to the development of
cardiac lipotoxicity induced by high-fat diet feeding as they have lower
steatosis and oxidative damage in the heart. The effects of estradiol in
enhancing mitochondrial function and biogenesis and mitigating
oxidative stress also occur during lipotoxic stress, thus this hormone
could contribute to the greater resistance of female rats to the lipotoxic

effects of a high-fat diet.

The administration of rosiglitazone attenuates cardiac lipotoxicity by
decreasing lipid uptake and accumulation, increasing lipid oxidation and
mitochondrial biogenesis, and reducing oxidative stress in this organ,

effects that are more pronounced in female rats.

The greater activation of cardiac AMPK in female rats compared to
males could be attributed to higher levels of estradiol and adiponectin,
and would explain the sex differences in the lipotoxic effects of high-fat

diet feeding and in the benefits of rosiglitazone treatment.
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VI.

VII.

Both estradiol and AMPK diminish the activation of MAPK
inflammatory pathways in H9¢2 cardiomyocytes in a lipotoxic situation,
but the anti-inflammatory effects of estradiol do not involve AMPK in

spite of the effects of this hormone in activating this kinase.

In endothelial cells a new anti-inflammatory mechanism of AMPK is
described, which would involve an attenuation of TAKI1 activation, a

protein that activates NF-»«B and JNK/p38 pathways simultaneously.
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