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DIFERENCIES DE SEXE EN ELS EFECTES DE L’OBESITAT
SOBRE EL PROCES DE BIOGENESI MITOCONDRIAL.
RELACIO AMB LA SENSIBILITAT A LA INSULINA

Tesi doctoral, Antonia Nadal Casellas, Departament de Biologia Fonamental i Ciencies

de la Salut, Universitat de les Illes Balears, Palma, Espanya.

RESUM

En la capacitat oxidativa mitocondrial del teixit adipds marr6 (TAM) i del fetge de rata
hi ha diferencies de sexe que son atribuides a la preséncia de mitocondris més
diferenciats i funcionals en les femelles que en els mascles. Una situacidé d’excés de
nutrients —com és el cas de I’obesitat dietetica— podria desencadenar un estat d’estrés
oxidatiu i alterar el funcionament mitocondrial a consequéncia dels canvis en el procés
de biogenesi mitocondrial. Encara que els mecanismes pels quals I’obesitat dietética
modifica el funcionament mitocondrial no estan completament establerts, hom ha
suggerit que hi ha una connexio entre la via de senyalitzacié de la insulina i el procés de

biogénesi mitocondrial.

L’eix central d’aquesta tesi ha estat estudiar la influencia del sexe de I’individu en els
efectes que té I’obesitat sobre la funci6 i biogénesi mitocondrials del TAM i del fetge, i
establir quina relacio té amb la sensibilitat tissular a la insulina. Per assolir aquest
objectiu, en primer lloc, hem analitzat els efectes que té I’alimentacio cronica amb una
dieta hiperlipidica sobre els parametres de funci6é i biogénesi mitocondrials, I’estat
redox i els elements clau en la via de senyalitzacio de la insulina en el TAM i en el fetge
de rates d’ambdos sexes. En segon lloc, hem fet un estudi sobre un model de rates
femella ovariectomitzades per aprofundir en el coneixement de la influéncia que tenen

les hormones ovariques sobre el procés de biogenesi mitocondrial.

Els resultats obtinguts han demostrat que, en part, podem atribuir les diferencies de sexe
en el funcionament mitocondrial a les hormones ovariques, i que els efectes de I’obesitat
sobre el funcionament mitocondrial i la sensibilitat a la insulina depenen del sexe de
I’individu. En comparacié amb els mascles, I’alimentacié amb una dieta hiperlipidica

indueix les rates femella a guanyar més pes corporal, a acumular més greix en el teixit

VI



adipods blanc i a augmentar la resistencia a la insulina, tant en el nivell circulant com en
el TAM i en el fetge. Per una banda, el fet que el TAM de les rates femella perdi
sensibilitat a la insulina podria estar relacionat amb la disminucié de la capacitat
oxidativa mitocondrial del teixit i amb I’augment del dany oxidatiu. Per altra banda,
podem considerar que el fet que el fetge de les rates femella sigui més resistent a la
insulina que el dels mascles i que també mantengui una capacitat oxidativa mitocondrial
més elevada son mecanismes de proteccid enfront de la lipotoxicitat hepatica induida

per la dieta.

En conjunt, els resultats que hem obtingut en aquesta tesi demostren que els efectes de
I’obesitat sobre el funcionament mitocondrial també depenen del teixit. En el fetge de
les rates d’ambdos sexes s’activen uns mecanismes per fer front a I’excés de nutrients,
que permeten assolir una nova situacié d’equilibri i evitar el dany oxidatiu, pero en el
TAM solament hem observat una resposta compensatoria en els mascles, la qual cosa
estaria relacionada amb les diferéncies de sexe observades en I’augment del pes

corporal.
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1. INTRODUCCIO

1.1. Funcio i biogénesi mitocondrials

Els mitocondris son organuls que estan presents en el citoplasma de les cél-lules
eucariotes i, en la majoria dels teixits, tenen la funci6 principal de proporcionar energia
en forma d’ATP. El procés d’obtenci6 d’energia té lloc gracies a 1’oxidacio previa dels
nutrients durant el cicle de Krebs, la qual cosa genera poder reductor en forma de
NADH i FADH,. Aquestes molecules cedeixen els electrons a la cadena respiratoria
mitocondrial (CRM) situada a la membrana interna. La transferéncia seqiiencial
d’electrons entre els complexos proteics de la CRM (del complex I al IV) genera
energia, que ¢és utilitzada per bombejar protons a 1’espai intermembranal del mitocondri,
i, d’aquesta manera, sorgeix un gradient electroquimic respecte de la matriu
mitocondrial. Els protons tornen a la matriu mitocondrial principalment mitjangant

I’ATP sintasa, que aprofita I’energia del gradient per formar ATP.

El contingut de mitocondris i la capacitat oxidativa d’un teixit pot variar en funci6 de la
demanda energética i de la situaci6 fisiologica. La biogénesi mitocondrial és un procés
complex que inclou tant la proliferaci6 com la diferenciacidé mitocondrials. La
proliferacié és I’increment del nombre de mitocondris i la diferenciacio, ’augment de
les capacitats funcionals dels mitocondris preexistents (Ostronoff et al. 1996; Nisoli et
al. 2004). Si bé els mitocondris tenen el seu propi genoma, aquest només codifica per a
tretze proteines, per tant, la sintesi de proteines implicades en I’estructura, la funcid i
biogeénesi mitocondrials necessita 1’expressid coordinada de dos genomes fisicament
separats: I’ADN nuclear (ADNn) i I’ADN mitocondrial (ADNmt) (Garesse et al. 2001;
Fernandez-Silva et al. 2003).

1.1.1. Transcripcio de proteines mitocondrials codificades en el nucli

La majoria de les proteines mitocondrials estan codificades pel genoma nuclear. Entre
aquestes cal destacar la majoria de les subunitats de la CRM, els enzims que estan
implicats tant en la B-oxidacid dels acids grassos com en el cicle de Krebs, i els factors

reguladors de la replicacio 1 expressio de I’ADNmt (Kelly et al. 2004).



Introduccio

Familia del coactivador del receptor activat per proliferadors peroxisomals

gamma (PGC)

El PGC-1a pertany a la familia dels coactivadors transcripcionals del PGC-1, juntament
amb el seu homoleg, el PGC-18, i el coactivador relacionat amb el PGC-1 (PRC).
Aquestes tres proteines tenen un domini d’activacié transcripcional a D’extrem
aminoterminal que inclou el motiu LXLL associat a la interaccidé amb receptors
hormonals nuclears. A més a més, a la regié carboxiterminal hi ha un motiu d’unié a
I’ARN ric en Ser 1 Arg. Aixo fa que aquesta familia de coactivadors es caracteritzi per
la preséncia, a la mateixa molécula, de dominis d’activacid transcripcional i de motius

relacionats amb el processament de I’ARN (Puigserver et al. 2003).

Cada vegada sembla més evident que el PGCla és el regulador principal del procés de
biogeénesi mitocondrial, el qual fa de nexe entre els estimuls externs i els canvis en la
funcié mitocondrial (Puigserver et al. 2003; Hock et al. 2009). El PGCla exhibeix un
patrd d’expressio tissular molt especific 1 €s altament induible a nivell transcripcional
(Lin et al. 2005a). Els teixits que tenen sistemes mitocondrials molt desenvolupats, com
ara el TAM, el muscul 1 el ronyd, presenten una expressio elevada de PGCla, la qual és
induida en gran part com a resposta a un augment de la demanda energética
condicionada per circumstancies com el fred, 1’exercici o el dejuni, entre d’altres
(Puigserver et al. 1998; Wu et al. 1999; Terada et al. 2005). Per aix0, consideram que el
PGCla és el punt central en la coordinacié de molts de processos cel-lulars implicats en
el metabolisme energetic. Aixo no obstant, el PGCla no pot interaccionar amb I’ADN
ni modificar les histones, per la qual cosa la seva funcié reguladora de I’expressio
genica 1’ha de dur a terme mitjangant la interaccid amb altres factors i1 cofactors
transcripcionals. A part d’activar la biogénesi mitocondrial, el PGCla participa en altres
vies de senyalitzacio, entre les quals cal destacar les implicades en el metabolisme de la
glucosa i dels acids grassos. De fet, I’activitat del PGCla depén de la regulacié per

nutrients (Dominy et al. 2010).

Com el PGCla, el PGCIP també esta implicat en el procés de biogeénesi mitocondrial
(Uldry et al. 2006), encara que la funci6 d’ambdds coactivadors és lleugerament
diferent, ja que el control de la seva expressid no esta sotmesa als mateixos estimuls.

Aixi, 'expressio del PGCIP no augmenta en resposta al fred, al dejuni o a I’exercici,
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sind que ¢és activada per uns acids grassos determinats 1 citocines (Lin et al. 2005b;

Sonoda et al. 2007).

A diferéncia dels altres membres d’aquesta familia de coactivadors, el PRC presenta
una expressio bastant ubiqua, que augmenta principalment durant la fase de proliferacio
cel-lular; aleshores, desencadena una cascada de senyalitzacid similar a la que té lloc en

resposta a un augment del PGCla (Gleyzer et al. 2005; Scarpulla 2008).

Factors nuclears de respiracio (NRF)

L’NRF1 va ser el primer factor descrit en mamifers que esta implicat en la regulacio
positiva de I’expressié de gens nuclears de respiracidé. No obstant aixo, la funcié de
I’NRF1 no esta limitada als gens que codifiquen subunitats dels quatre complexes de la
CRM 1 I’ATP sintasa, sind que també participa en 1’expressido de components del
sistema d’importacio i acoblament de proteines mitocondrials, aixi com en I’expressio
d’elements implicats en la replicacio i transcripcié de I’ADNmt, entre els quals cal
destacar el factor de transcripcié mitocondrial A (TFAM), els factors de transcripciod
mitocondrial B1 (TFB1IM) i B2 (TFB2M) i la polimerasa d’ARN mitocondrial
(POLRMT) (Scarpulla 2008). A més a més, hom ha suggerit que I’'NRF1 també podria
constituir el punt d’integracié de diverses funcions cel-lulars, tenint en compte que
també regula 1’expressio d’altres gens que no participen en el procés de biogeénesi

mitocondrial (Chen et al. 1997; Myers et al. 1998).

L’NRFI1 interacciona amb I’ADN en forma d’homodimer (Virbasius et al. 1993a).
Aquest factor de transcripcio presenta un domini d’activacio transcripcional a 1I’extrem
carboxiterminal, mentre que a I’aminoterminal té una regié reguladora de la funcio
(Gugneja et al. 1996). Concretament, ha estat descrit que la fosforilacié en residus de
Ser a I’extrem aminoterminal incrementa la capacitat d’unié a I’ADN i tamb¢ la funcid
de transactivacio (Gugneja et al. 1997; Herzig et al. 2000). A més a més, hom ha vist
que l’activitat de I’'NRF1 pot ser regulada negativament si €s glicosilada (Scarpulla

2006).

L’NRF2 ¢és el segon factor de transcripcid descrit que esta implicat en 1’activacid de
I’expressiéo de gens nuclears de respiracio. Els promotors regulats per I’'NRF2 solen

compartir llocs d’uni6 amb I’NRF1, per tant, ’'NRF2 també esta implicat en 1’expressio
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de diversos gens del sistema de fosforilaci6 oxidativa (OXPHOS), aixi com en
I’expressio d’altres gens implicats en les proteines de la cadena respiratoria (Virbasius
et al. 1993a; Scarpulla 2008). Curiosament, els promotors dels gens del TFAM i
TFB1M dels rosegadors, a diferéncia dels dels humans, tenen llocs d’uni6 per a ’'NRF2,
pero no per a ’'NRF1 (Choi et al. 2002; Falkenberg et al. 2002). De tota manera, sembla
que I’NRF1 també activa 1’expressié d’aquests gens i probablement ho fa unint-se a

altres seqiiencies (Choi et al. 2002).

L’NRF2 en humans esta format per cinc subunitats (a, Bi, B2, Y1 1Y2), mentre que el de
les rates només consta de tres subunitats (a, B i y). Les subunitats f promouen que
I’NRF2 s’uneixi a I’ADN mitjangant la subunitat a; finalment, tant les subunitats  com
les y activen la transcripcié (Virbasius et al. 1993b). Encara que no esta tan descrit com
en el cas de ’'NRFI, hi ha estudis que assenyalen que ¢€s possible que la funci6 de
I’NRF2 també sigui susceptible de ser regulada, per exemple, en resposta a canvis en

I’estat redox (Martin et al. 1996; Vallejo et al. 2000).
1.1.2. Replicacio i transcripcio del genoma mitocondrial

El genoma mitocondrial

Cada mitocondri conté entre dues i deu copies d’'un genoma circular que
aproximadament fa 16,6kb, el qual codifica per a un petit conjunt de polipeptids
essencials perque funcioni la CRM (Attardi et al. 1988; Fernandez-Silva et al. 2003).
Concretament, el genoma mitocondrial de mamifers esta format només per trenta-set
gens, tretze dels quals codifiquen subunitats que formen part de tres complexes dels
quatre que formen el sistema de fosforilacio oxidativa. Concretament, son set subunitats
de la NADH: ubiquinona oxidoreductasa (complex I, ND1-6 1 ND4L); una subunitat
d’ubiquinona: citocrom C oxidoreductasa (complex III; citocrom b) i tres subunitats de
la citocrom c oxidasa (complex IV; COXI-III), aixi com les subunitats 6 1 8 de ’ATP
sintasa. Els vint-i-quatre gens restants codifiquen per dos ARN ribosomics (ARNr) i

vint-i-dos ARN de transferencia (Garesse et al. 2001).

La replicacio i transcripcié del genoma mitocondrial té lloc dins el mateix organul. Els
elements CiS responsables d’ambdos processos estan situats, majoritariament, en una

petita regié no codificant de ’ADNmt, anomenada D-loop, on hi ha les regions
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reguladores de cada una de les cadenes de I’ADNmt: els origens de replicacio (O i Or)
1 els promotors (P 1 Pr) de les cadenes pesants i1 lleugeres, respectivament (Figura 1)

(Garesse et al. 2001).
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Figura 1. Representacio esquematica de la transcripcio del genoma mitocondrial

Transcripcié de PADNmt

L’ADNmt es transcriu mitjancant la POLRMT (Masters et al. 1987). Aquesta
polimerasa, perd, no pot interactuar amb els promotors de ’ADNmt 1 comencgar

I’expressio per si mateixa, sind que hi han de participar altres proteines, entre les quals

cal destacar el TFAM, el TFB1M i el TFB2M.

Factor de transcripcié mitocondrial A (TFAM)

El TFAM pertany a la familia de proteines HMG (high mobility group). Com les altres
proteines d’aquest grup, el TFAM pot unir-se a I’ADNmt, desenrotllar-lo i torgar-lo
(Fisher et al. 1992) (Figura 1). Per aix0, el TFAM interacciona a través dels seus
dominis HMG-box amb el promotor de cada una de les cadenes de I’ADNmt i
simultaniament estimula la transcripcié mitjancant el domini carboxiterminal (Dairaghi
et al. 1995a). El TFAM té una afinitat diferent pels dos promotors de ’ADNmt: en té
més pel P que pel Py (Topper et al. 1989; Dairaghi et al. 1995b; Falkenberg et al. 2002;
Fernandez-Silva et al. 2003). D’aquesta manera, la regulacio de la replicacio i

transcripcio de ’ADNmt depén dels nivells de TFAM. Que hi hagi uns nivells de
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TFAM baixos ¢€s suficient per promoure la replicacié de I’ADNmt, ja que, a part de
promoure 1’expressio dels productes de la cadena lleugera, permet formar molécules
d’ARN que donen lloc als encebadors necessaris per comencar la replicacid de
I’ADNmt. En canvi, son necessaris nivells més alts de TFAM perqué es pugui unir al
Py, 1, per tant, s’indueixi I’expressio dels ARNm que codifiquen per les proteines

mitocondrials (Dairaghi et al. 1995b).

Factors de transcripcio mitocondrial B (TFBM)

Els TFBM so6n factors implicats en el comengcament de la transcripcié mitocondrial,
encara que no sembla que siguin essencials per al procés d’elongacié (Falkenberg et al.
2002). Han estat descrites dues isoformes de TFBM (TFBIM i TFB2M), les quals
presenten una activitat transcripcional ben diferent, ja que 1’activitat del TFB2M supera
en més de dos ordres de magnitud la del TFBIM (McCulloch et al. 2003). Les dues
isoformes s’uneixen a la POLRMT i formen un heterodimer que interacciona amb el
TFAM unit a la seqiiencia reguladora del promotor. D’aquesta manera, sembla que la
funcio dels TFBM consisteix a apropar la POLRMT al promotor que esta desenrotllat
per ’acci6 del TFAM (Falkenberg et al. 2002).

Factor de terminacio de la transcripcié mitocondrial (mTERF)

L’mTERF, que s’uneix a I’ADNmt de manera monomerica (Kruse et al. 1989;
Fernandez-Silva et al. 1997), interacciona amb la POLRMT una vegada que han estat
transcrits unicament els dos ARNTr codificats per la cadena pesant i, en conseqiiéncia, la
transcripcio acaba (Fernandez-Silva et al. 2003). Aquesta interrupcid de la transcripciod
té la funci6é de mantenir la relaci6 entre els ARNr i els ARN missatgers (ARNm) perque

la traduccid es faci en condicions optimes (Fernandez-Silva et al. 2003).

Replicacié de PADNmt

La replicacio de ’ADNmt té lloc, principalment, a la darrera part de la fase S i a la fase
G, del cicle cel-lular, encara que podria esdevenir en qualsevol moment del cicle
(Bogenhagen et al. 1977). El model més acceptat que descriu la replicaciéo de I’ADNmt
es basa en un mecanisme de desplacament asincronic a partir de dos origens de
replicacié independents. El procés comencaria a 1Oy, a partir del qual ’ADN

polimerasa mitocondrial (ADNpoly) faria la copia complementaria de la cadena
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lleugera, és a dir, sintetitzaria la cadena pesant. Quan la replicaci6 avanca fins al punt en
que I’Or, queda exposat, la replicacid6 comencaria en sentit oposat a 1’anterior i es

formaria la copia de la cadena lleugera (Shadel et al. 1997; Clayton 2003).

Perque pugui comengar la replicacié son imprescindibles petites molécules d’ARN que
actuen com a encebadors i que es formen mitjangant el processament de I’ARN
precursor generat durant la transcripci6 de la cadena lleugera (Chang et al. 1987;
Moraes 2001). Aixi doncs, la replicacio i transcripcié de ’ADNmt son dos processos
associats 1, per tant, els factors reguladors controlen ambdos processos (Fernandez-Silva
et al. 2003). Addicionalment, I’ADNpoly necessita molts altres factors per poder
funcionar adequadament, entre els quals cal destacar una helicasa mitocondrial
dependent de I’ATP que desenrotlla ’ADNmt i la proteina mtSSB, que interacciona
amb ’ADNmt de cadena senzilla i incrementa 1’activitat i la fidelitat de I’ADNpoly
(Roberti et al. 1996; Korhonen et al. 2003).

1.1.3. Regulacio de la funcio i biogénesi mitocondrials

1.1.3.1. Funcio mitocondrial i estrés oxidatiu

La producci6 mitocondrial d’energia és un procés que ¢€s, a la vegada, necessari i
perilldés per a la integritat dels mitocondris i de les cél-lules. El motiu d’aquesta
contradiccié aparent, coneguda com «la paradoxa de 1’oxigen» (Davies 1995), és la
produccido mitocondrial de radicals lliures, entre els quals destaquen les espécies
reactives d’oxigen (ROS) que es formen de manera natural durant el procés de
respiracidé mitocondrial. De fet, entre 1’1% 1 el 5% de 1’oxigen consumit pel mitocondri
es converteix en ROS en condicions fisiologiques normals (Chance et al. 1979). Els
radicals lliures son unes especies quimiques que tenen una vida mitjana molt curta, son
molt inestables i altament reactives, ja que tenen un electré desaparellat que ataca zones
de les molecules de I’entorn que tenen una elevada densitat electronica, la qual cosa en
provoca 1’oxidacid. La formacié de radicals lliures esta localitzada, principalment, en
els complexes 1 1 III de la CRM, els quals produeixen majoritariament i6 superoxid
(*Oy) (Figura 2). Aixo a banda, el 16 superoxid per dismutacié espontania o per accié de
la superoxid dismutasa (SOD) es pot convertir en peroxid d’hidrogen (H,0,), que a
continuacid es pot descompondre en radical hidroxil (*OH), el radical lliure d’hidrogen

més reactiu 1 lesiu. Per part seva, el 16 superoxid pot donar lloc a radicals lliures de
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nitrogen, ja que quan reacciona amb el NO es forma el radical lliure peroxinitrit

(*ONOO") (Koppenol 1998).

Per fer front a les ROS, I’organisme disposa de sistemes de defensa antioxidants
enzimatics 1 no enzimatics. Entre els sistemes enzimatics destaca la catalasa, la SOD, la
glutatid peroxidasa (GPx) 1 la glutati6é reductasa (GR) i, entre els no enzimatics, I’acid
lipoic, el glutatio i les vitamines C i E. Quan la produccié de ROS supera la capacitat
antioxidant de la céllula es produeix el que es coneix com una situacié d’estres
oxidatiu. Les ROS interaccionen amb les diferents molecules biologiques (lipids,
proteines 1 acids nucléics) 1 quan en modifiquen I’estructura i funcié es provoca dany
oxidatiu (Droge 2002). L’ADNmt és més susceptible de patir dany oxidatiu que
I’ADNn (Richter et al. 1988) perque, per la proximitat que té respecte de la CRM, esta
més exposat als nivells elevats de ROS generats durant la respiraci6. A més a més, a
diferéncia de ’ADNn, ’ADNmt no té histones protectores i la capacitat que té de
reparacio ¢és molt limitada. Precisament, I’acumulacié de dany oxidatiu en els
mitocondris €s la responsable principal de la disfuncié mitocondrial i esta relacionada
amb el desenvolupament de moltes patologies humanes, entre les quals les malalties
neurogeneratives, les cardiovasculars, la diabetis i la degeneracidé acumulativa associada

a I’envelliment (Afanas'ev 2007).

XY v —~a A Bt
+"‘ - n I
. FAD’ ﬂﬂr:rnbﬂ !
I|' BLAD Sucnals
"—1_ ] —

Work

v

L, P e arp

\ e Mgt H,0 — £t
i - Mitcchondrial T,

o "'-\._\_‘_. WM METEGRNG e
\ infermambrans Space

Figura 2. Representacié esquematica de la formacié de radicals Iliures associada
al funcionament de la CRM 1 dels sistemes antioxidants principals (adaptada
d’Echtay 2007)
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Encara que tradicionalment hom hagi considerat que les ROS eren exclusivament
especies nocives per a ’organisme, a partir dels anys vuitanta comengaren a suggerir
que les ROS tenien una funcié doble, ja que també podrien actuar de segons missatgers
en diverses vies de senyalitzacié (Hensley et al. 2000; Thannickal et al. 2000), entre les
quals volem destacar el procés de biogenesi mitocondrial (Figura 3). De tota manera, el
mecanisme exacte pel qual les ROS modulen la biogeénesi mitocondrial no esta
completament establert, perd sembla que el seu efecte depen del nivell d’estrés oxidatiu
1 de la persisténcia d’aquesta situacid. Per una banda, ha estat comprovat amb rates que
I’estrés oxidatiu augmenta 1’activitat de ’'NRF1, I’expressio del TFAM 1 estimula la
replicacié de I’ADNmt. Hi ha estudis in vitro que demostren que ’estrés oxidatiu activa
la biogeénesi mitocondrial mitjangant 1’accié de I'NRF1 associada a 1’activacid de la via
fosfatidil inositol 3 cinasa/Ser-Thr cinasa A (PI3K/AKT) (Suliman et al. 2003), la qual
cosa podriem atribuir a la inhibicid per oxidaci6 del PTEN, un regulador negatiu
d’aquesta via (Leslie et al. 2003). De fet, el tractament amb antioxidants inhibeix
I’augment de la biogénesi associat a I’estrés oxidatiu (Vifia et al. 2009). Per altra banda,
hem vist I’efecte contrari de I’estrés oxidatiu en altres models d’estudi. Rosegadors amb
obesitat genctica o induida per la dieta tenen uns nivells de PGC-1a, NRF1 i TFAM
inferiors als dels animals control, 1 aix0 €s a conseqiiencia del descens en 1’expressid de
I’0xid nitric sintasa endotelial (eNOS) (Valerio et al. 2006), mentre que 1’augment en
I’expressio de I’eNOS promou la biogenesi mitocondrial (Nisoli et al. 2005). Aixo es
podria explicar perque, en una primera fase d’estrés oxidatiu lleu, I’organisme hi pot fer
front activant els mecanismes antioxidants, pero, quan la situacio s’agreuja, els sistemes
antioxidants poden resultar insuficients i el dany oxidatiu augmentaria (Thomas-Moya

et al. 2007).

La ingesta de dietes riques en calories i1 greixos esta directament relacionada amb el
desenvolupament de 1’obesitat i representa, a més a més, una disponibilitat elevada de
substrats energetics per als teixits que esta associada a la generacio d’estrés oxidatiu
(Rudich et al. 2007). L’excés de substrats oxidables fa que arribi més poder reductor a
la cadena de transport d’electrons, la qual cosa incrementa la probabilitat que es
produeixi una transferéncia accidental d’un electrdé a una molécula d’oxigen, accid que
faria augmentar la produccié de radicals lliures. Es per aixo que habitualment 1’obesitat

dietética ha estat emprada com una eina d’inducci6 d’estrés oxidatiu.
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Figura 3. Vies de transduccio de senyals implicats en la
biogenesi mitocondrial a cél-lules de mamifers i els factors
que les modulen (Lee et al. 2005)

1.1.3.2. Diferéncies de sexe en la funcio mitocondrial

El nostre grup d’investigacio ha fet estudis previs que posen de manifest que hi ha un
dimorfisme sexual en la morfologia i funcid mitocondrials. Aquest dimorfisme segueix
un patrd semblant en teixits diversos, com el fetge, el TAM, el muscul o el cervell, i en
tots els casos les rates femella presenten mitocondris més diferenciats que els mascles,
la qual cosa es tradueix en més capacitat oxidativa mitocondrial a les femelles (Colom
et al. 2007a; Colom et al. 2007b; Valle et al. 2007a; Valle et al. 2007b; Guevara et al.
2009).

A més a més, en el cas del TAM, hom ha vist que els nivells de proteina desacobladora
1 (UCP1) —el marcador de diferenciacié mitocondrial més important d’aquest teixit—
també son més elevats en les rates femella que en els mascles. Aquests resultats van en
el mateix sentit que els estudis de morfologia mitocondrial, ja que han permes
comprovar que el TAM de les femelles presenta mitocondris més grossos i amb més
densitat de crestes mitocondrials que el dels mascles (Rodriguez-Cuenca et al. 2002).

Aquestes diferéncies de sexe poden ser conseqiliencia d’una regulacio diferencial del

11
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cicle de creixement mitocondrial (Justo et al. 2005) i1 expliquen que les rates femella
tinguin més capacitat termogenica que els mascles (Quevedo et al. 1998). Encara que
sembla evident que les hormones sexuals tenen un paper clau en les diferéncies de sexe
observades en el nivell mitocondrial, no podem deixar de banda que el regulador
principal del funcionament del TAM ¢és la noradrenalina (Lafontan et al. 1997), i la seva
via de senyalitzacido també mostra un clar dimorfisme sexual. Les femelles exhibeixen
una expressio preferencial del Bs;-AR (receptor adrenergic B3) enfront de I’a,-AR, 1 més
sensibilitat del B;-AR a la noradrenalina (Rodriguez-Cuenca et al. 2002). Tenint en
compte que els B3-AR estan acoblats a I’activitat adenilat ciclasa i els a,-ARs inhibeixen
I’activitat d’aquest enzim (Lafontan et al. 1995), les diferéncies de sexe en la
senyalitzacio de la noradrenalina han estat relacionades amb la major diferenciacio
mitocondrial i les activitats termogenica 1 lipolitica de les femelles (Rodriguez-Cuenca

et al. 2002).

El dimorfisme sexual a nivell mitocondrial no es limita a la capacitat oxidativa, sind que
arriba a ’estrés oxidatiu. En general, la incidéncia de dany oxidatiu és inferior en les
femelles que en els mascles, la qual cosa ha estat atribuida a uns nivells més elevats de
defenses antioxidants (activitat SOD 1 GPx), ja que en alguns casos la produccio de
ROS de les femelles fins i tot supera la dels mascles (Colom et al. 2007b; Valle et al.
2007b; Gomez-Perez et al. 2008).

La funcié dels estrogens

Els estrogens tenen un protagonisme important en la funcid i biogénesi mitocondrials, ja
que regulen ’expressio coordinada dels genomes nuclear i mitocondrial. Hi ha molts
estudis que demostren que els estrogens indueixen 1’expressié de les proteines de la
CRM codificades per I’ADNn (Stirone et al. 2005; Irwin et al. 2008). Un model
ampliament acceptat per intentar explicar el mecanisme d’accio dels estrogens es basa
en I’activaci6 del TFAM mitjancant I’augment de 1’expressio dels NRF (Mattingly et al.
2008; Chen et al. 2009). Segons aquest model, els estrogens incrementen la unid dels
receptors d’estrogens (ER) a I’element de resposta a estrogens (ERE), que esta situat en
el promotor dels NRF 1 activa 1’expressio d’aquests gens, i desencadena la via de
senyalitzacio implicada en la biogeénesi mitocondrial. De tota manera, sembla que

aquest no ¢€s 1’tnic punt de la cascada susceptible de ser regulat pels estrogens, ja que
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hom ha vist que ’expressio del PGC-1a augmenta mitjangant la via de ’ERf (Hsieh et

al. 2005).

En preséncia de nivells alts d’estrogens també augmenta la replicacio i transcripcio de
I’ADNmt a diversos teixits, com el fetge 1 el teixit adipds (Chen et al. 1996; Ye et al.
2005). Aix0 pot ser provocat per I'increment de ’expressio de gens com el TFAM,
mitjancant I’efecte dels estrogens sobre el genoma nuclear, perd també gracies a I’accid
directa dels estrogens sobre el genoma mitocondrial. De fet, la localitzacio d’ER a nivell
mitocondrial (Monje et al. 2001; Stirone et al. 2005; Milanesi et al. 2008), juntament
amb la preséncia d’alguns ERE en la regio D-loop de ’ADNmt (Sekeris 1990;
Demonacos et al. 1996), fan que el genoma mitocondrial sigui considerat una de les
dianes importants dels estrogens. Aixi, els estrogens activen la transcripcioé de I’ADNmt
en funcio de la dosi 1 del temps mitjancant la uni6 dels ER als ERE mitocondrials (Chen
et al. 2004). Aquests efectes son blocats mitjancant 1’Gs d’antagonistes dels ER o

silenciant ’ERp (Chau et al. 1998; Chen et al. 2004).

A part de la biogénesi mitocondrial, els estrogens també regulen I’estat redox cel-lular.
El paper dels estrogens en aquest context no es limita solament a la funcié antioxidant
atribuida a D’estructura fenolica (Ruiz-Larrea et al. 1997), sind que s’estén sobre
I’expressiéo d’enzims antioxidants, com la SOD o la GPx. A diferéncia dels gens
implicats en la biogeénesi mitocondrial, els gens que codifiquen per aquests enzims
antioxidants no presenten ERE en els promotors, per la qual cosa, en aquest cas, 1’accio
dels estrogens seria «no genetica». Concretament, I’expressiéo de la SOD i de la GPx
augmenta quan hi ha nivells elevats d’estrogens mitjancant la via de senyalitzacié de les
MAP cinases (MAPK) (Borras et al. 2005). Usant models d’estudi diferents, hom ha
vist que la uni6 dels estrogens als receptors cel-lulars activa rapidament les MAPK (Bi
et al. 2000; Song et al. 2002) i, en conseqiliencia, I'IkB —que actua d’inhibidor del
factor nuclear kappa B (NFxB)— es fosforila i degrada. Aleshores, I’'NF«B entra en el
nucli 1 activa ’expressio de gens que contenen seqiiencies d’unié a I’NFxB en els
promotors, entre els quals hem de destacar el gen que codifica per a la SOD 1 per a la
GPx (Das et al. 1995; Zhou et al. 2001). A més a més, no podem descartar altres
mecanismes d’accid dels estrogens sobre 1’expressié dels enzims antioxidants; per

exemple, mitjancant la cascada de senyalitzacié de I’'NRF2 (Tamasi et al. 2004).
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Tant les diferéncies mitocondrials com el possible efecte protector dels estrogens han
estat relacionats amb una esperanca de vida més llarga de les femelles de moltes

especies que dels mascles (Vina et al. 2005; Vifia et al. 2006).

1.2. Funcio mitocondrial i sensibilitat a la insulina

La insulina és una hormona polipeptidica sintetitzada pels illots de Langerhans del
pancrees en resposta a ’augment de la concentracié sanguinia de sucres o aminoacids.
La funci6 principal de la insulina és fer disminuir els nivells de glucosa sanguinia; per
tant, entre altres efectes, promou la captacio de glucosa per part del muascul, la conversid
de glucosa en glicogen en el fetge i1 inhibeix la lipolisi en el teixit adipds. En
conseqiiencia, la insulina és considerada la principal hormona anabolitzant de

I’organisme i, per aixo, també rep el nom d’hormona hipoglucémica.
1.2.1. Via de senyalitzacio de la insulina

Receptor de la insulina (IR)

La insulina comenga a actuar mitjancant la unié a I’'IR (Figura 4). Aquest receptor és un
tetramer format per dos proreceptors, cada un dels quals esta constituit per una subunitat
a 1 una subunitat B que s’uneixen mitjancant ponts disulfur. Les subunitats o representen
el domini extracel-lular de I'IR i poden unir-se a la insulina, mentre que la part
transmembrana i el domini intracel-lular d’IR estan formats per les subunitats B, les
quals tenen activitat tirosina-cinasa. La uni6 de la insulina a les subunitats o activa
I’autofosforilacié de I'IR en residus de Tyr, la qual cosa desencadena la cascada de
senyalitzacio de la insulina (Virkamaki et al. 1999). L’afinitat de la insulina respecte del
seu receptor pot variar en funcié del teixit, ja que hi ha dues isoformes de I’IR (I’IRa i
I’IRb) que estan formades per I’empalmament alternatiu en funci6 del teixit (Frasca et

al. 1999).
Substrats del receptor de la insulina (IRS)

L’autofosforilaci6 de I'IR en residus de Tyr provoca ’aproximaci6 i la fosforilacio
consegiient en residus de Tyr dels IRS. La immunoprecipitacio amb anticossos anti-

fosfo-Tyr aplicada a hepatocits estimulats amb insulina va revelar I’existéncia del
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primer IRS descrit, el IRS1 (White et al. 1985; Sun et al. 1991). Hi ha altres proteines
que poden interaccionar amb I’IR, perd la major part de la senyalitzacio de la insulina és
transmesa mitjancant la fosforilacio del IRS1 i del seu homoleg IRS2 (White 2003). Tot
i que ambdds IRS estan implicats en I’homeostasi de la glucosa, sembla que cada un pot

tenir unes funcions concretes en funcio del teixit de que es tracti (Tamemoto et al. 1994;

Valverde et al. 1998; Schubert et al. 2003).

Les proteines IRS tenen un domini amb capacitat d’uni6 a residus de Tyr fosforilats
(PTB) que son adjacents a la regio aminoterminal. El domini PTB s’uneix directament a
la regi6 fosforilada dels receptors actius de la insulina, dels factors de creixement
insulinics o d’interleuquines (White 2003). La regi6 caboxiterminal del IRS1 o del IRS2
no presenten activitat catalitica intrinseca, perd contenen molts residus de Ser i Tyr. La
fosforilacié d’aquests residus de Tyr per part de I’'I[R provoca I’activacié dels IRS

induint I’associacio d’enzims com el PI3K als IRS (Virkamaki et al. 1999).
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Figura 4. Via de senyalitzaci6 de la insulina (adaptada de Lowell et al. 2005)

Fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K)

El PI3K és un heterodimer format per una subunitat reguladora (p85) i una subunitat
catalitica (p110). Quan la subunitat reguladora interacciona amb el IRS fosforilat en
residus de Tyr, la subunitat catalitica s’activa; aleshores, el PI3K transforma els lipids
de la membrana plasmatica fosfatidilinositol bifosfat (PIP;) en fosfatidilinositol trifosfat

(PIP;) (Hawkins et al. 1992; Cantrell 2001). La localitzaci6 de PIP; a la membrana
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cel-lular fa que s’acumulin proteines amb dominis PH a les zones d’activacio del PI3K,
gracies que s’uneix de manera directa amb el PIP;. Entre aquestes proteines cal destacar
I’AKT (també coneguda com la proteina cinasa B, PKB) i la cinasa depenent de

fosfatidil inositol 1 (PDK1) (Lawlor et al. 2001).

Ser-Thr cinasa A (AKT)

L’AKT és un dels elements clau en la transmissié del senyal del PI3K. L’ AKT pertany
a la familia de cinases coneguda com a AGC, la qual tamb¢ inclou la proteina cinasa
dependent d’AMPc (PKA), la proteina cinasa dependent de GMPc (PKG) i la proteina
cinasa C (PKC), i totes tres donen nom a la familia. Hi ha tres isoformes de la proteina
AKT (I’AKTI1, ’AKT2 i ’AKT3) i cada una té unes funcions especifiques. Mentre que
I’AKT?2 és la més important en la via de senyalitzaci6 de la insulina (Cho et al. 2001a;
Garofalo et al. 2003), ’AKT1 esta implicada en el creixement corporal i en la
diferenciacid dels adipocits (Cho et al. 2001b; Yun et al. 2008) i I’AKT3 participa en el
desenvolupament del cervell (Tschopp et al. 2005).

La proteina AKT s’activa quan es fosforila en residus critics. El punt més important de
fosforilacié de I’AKT és la Thr308, situada a la regié d’activacio (Alessi et al. 1996;
Bellacosa et al. 1998). Aquesta Thr és fosforilada per I’acci6 de la PDK1, de manera
que l’associacid6 d’ambdues proteines al PIP; n’afavoreix I’aproximaci6 i, per tant,
I’activacio de I’AKT. L’altre punt de fosforilacié de I’AKT ¢és a la regi¢ hidrofobica de
la proteina i, encara que no esta tan implicada en I’activaci6 de I’enzim, sembla que té la

funcio de facilitar la interaccid amb els seus substrats (Lawlor et al. 2001).

L’activaci6 de D’AKT provoca I’alliberament de la membrana plasmatica i la
fosforilacié consegilient de proteines citosoliques i nuclears per part de I’enzim. El
conjunt de dianes de I’AKT ¢és ampli i inclou proteines implicades en el cicle cel-lular,
I’apoptosi i1 la resposta a la insulina (Cantrell 2001). En referéncia a la resposta a la
insulina, cal destacar que en el fetge I’AKT fosforila i inactiva la glicogen sintasa cinasa
3, de manera que deixa d’inhibir la glicogen sintasa i permet que augmenti la formacié
de glicogen (Cross et al. 1995; van Weeren et al. 1998). A més a més, I’AKT esta
implicada en la captacié de glucosa depenent d’insulina que es duu a terme mitjangant
el transportador de glucosa de tipus 4 (Glut-4) al muscul 1 al teixit adipds. En resposta a

la insulina, augmenta 1’associaci6 de I’AKT2 a les vesicules que contenen el Glut-4
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(Calera et al. 1998; Kupriyanova et al. 1999) i, en conseqiiéncia, es fosforilen i activen
proteines implicades en la exocitosi vesicular, la qual cosa desencadena la translocacid
del transportador a la membrana plasmatica (van Dam et al. 2005; McCarthy et al.

2007).
1.2.2. Resisténcia a la insulina

Definim la resisténcia a la insulina com I’alteraci6 de la resposta tissular a 1’accid
d’aquesta hormona. En una primera etapa del procés de resisténcia a la insulina, el
pancrees hi respon augmentant la secrecié d’insulina i, per tant, els nivells plasmatics
(hiperinsulinémia). Tot 1 aixo, els nivells d’insulina en sang poden ser insuficients i, en
aquest context, disminueix la captacié de glucosa per part del muscul, augmenta la
gluconeogenesi hepatica i es deixa d’inhibir la lipolisi en el teixit adipds, entre altres
efectes. Amb el temps, s’acaba instaurant la hiperglucémia circulant i la diabetis

mellitus de tipus 2.

No esta clar quin és el mecanisme que indueix els efectes de la insulina. Es interessant
destacar que la sintesi de lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL) per part del fetge
no queda blocada, sind6 que augmenta a conseqiiéncia de la resisténcia a la insulina.
Aquest fet, que és interpretat com un mecanisme encaminat a reduir els efectes de la
deposicio hepatica de lipids, acaba causant hipertrigliceridémia circulant (Marra et al.
2008). Cal ressaltar que, en una situacio de resisténcia a la insulina pura (animals que no
expressen I’IR al fetge), la hiperglucémia circulant va acompanyada d’una baixa
hipertrigliceridémia (Michael et al. 2000). D’aquests estudis se’n despren la idea que la
insulina manifesta els efectes que té sobre la via glucogenica i lipogenica mitjangant la
unid a I’IR, perd hi ha d’haver un punt de regulaci6 posterior, diferent en cada cas, que
faci que la resisténcia a la insulina solament afecti la via glucogénica i no la lipogénica.
Aquest efecte és conegut com la  «paradoxa de la resisténcia a la insulina» (Brown et

al. 2008).

D’enca que va ser descrita per primera vegada a 1’any 1988, la resisténcia a la insulina
ha estat considerada un tret rellevant en la patofisiologia de la sindrome metabolica
(Reaven 1988; Bruce et al. 2010), que també inclou altres factors, com sén la

hipertensio i la dislipémia (baixada del nivell de les lipoproteines d’alta densitat i
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augment de les VLDL). Tots constitueixen factors de risc de les malalties

cardiovasculars.

Tradicionalment ha estat considerat que I’obesitat, concretament la que duu associada
I’acumulacié de greix visceral, és I’element desencadenant de la resisténcia a la
insulina. No obstant aix0, no totes les persones que desenvolupen aquestes alteracions
son obeses. De fet, hom considera que l’etiologia de la sindrome metabolica és
multifactorial, ja que, a més de la genctica o dels trastorns alimentaris, la disfuncid

mitocondrial 1 I’entorn hormonal poden ser determinants (Bruce et al. 2010).

1.2.2.1. L’obesitat com a factor etiologic

De cada vegada hi ha més estudis que indiquen que la capacitat d’expansio limitada del
teixit adipés —i no tant I’obesitat en si— ¢és un factor clau en la progressi6 de
patologies com la resisténcia a la insulina (Virtue et al. 2010). De fet, aquesta idea
constitueix la base de 1’anomenada hipotesi d’expansio del teixit adip6s, que veiem

resumida a la figura 5 1 que explicam tot seguit.

En una situacié d’obesitat, els adipocits augmenten de mida (s’hipertrofien), la qual
cosa en provoca |’alteracio del funcionament normal. Aixo té com a conseqliencia que,
en ’estat postprandial, la capacitat que té la insulina d’inhibir la lipdlisi en el teixit
adipos queda reduida i també¢ falla la captacio de lipids des de la circulaci6. Com a
resultat, augmenten els nivells circulants d’acids grassos i triacilglicérids i també el seu
flux cap a altres teixits, com el fetge, els musculs o el pancrees (Frayn 2002). El
metabolisme oxidatiu d’aquests teixits augmenta en resposta a I’arribada excessiva de
lipids com a mecanisme compensatori (Savage et al. 2005), encara que, si la situacid es
perllonga, aquesta estratégia és insuficient. Al final, la deposicio de lipids en els teixits
no destinats a aquesta funcié n’acaba alterant el funcionament normal. Aquesta situacid
¢s coneguda com a lipotoxicitat (Slawik et al. 2006; van Herpen et al. 2008). Entre les

alteracions associades a la lipotoxicitat hem de destacar la resisténcia a la insulina.

Un dels primers mecanismes proposats per intentar explicar el procés pel qual I’entrada
excessiva de lipids en els teixits acaba induint resisténcia a la insulina va ser descrit els
anys seixanta (Randle et al. 1964; Randle et al. 1965). Segons aquest model, els acids

grassos intracel-lulars inhibeixen la fosfofructocinasa, la qual cosa fa augmentar la
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concentracio de glucosa i, per tant, en redueix la captacid. En qualsevol cas, aquest
possible mecanisme no va tenir el suport dels resultats posteriors (Roden et al. 1996;
Griffin et al. 1999) i de cada dia t¢ més forca la hipotesi que destaca que la disfuncio

mitocondrial és una de les causes de resisténcia a la insulina.

®strbucc de lipids cap ﬁ %

a altres telxlts

Balang Capacitat d'expansio del Acumuiaclo de Augment de Ia Fracas del
energétic teixit adipds limitada lipids en teixits secrecio pancrees
positiu no adiposos d'insulina per part
del pancrees
Inflamacié local

Augment de la
demanda d'insulina

/

Resisténcia a la insulina

Hiperglucémia

Figura 5. Possible mecanisme segons el qual el balang energétic positiu indueix diabetis de tipus 2
(adaptada de Virtue et al. 2010)

1.2.2.2. Disfuncio mitocondrial i resisténcia a la insulina

Amb D’obesitat, incrementa la f-oxidacid —que pot saturar la CRM—, la produccié de
ROS i el dany oxidatiu, aixi com els nivells intracel-lulars de metabolits dels acids
grassos, com el diacilglicerol i els acil-CoA. Tant aquestes moleécules com les ROS
acaben activant cinases de Ser que fosforilen els IRS en residus critics pel seu

. 307
funcionament (com la Ser

), la qual cosa n’inhibeix la fosforilacio en els residus de
Tyr (Figura 6). D’aquesta manera, es redueix la senyalitzaci6 de la insulina i es
desactiva la via PI3K/AKT (Shulman 2000; Lowell et al. 2005; Fridlyand et al. 2006).
Entre les cinases inhibitories cal destacar les cinasa amino terminal c-jun (JNK). Hom
ha proposat que concretament la isoforma JNK1 és el nexe de connexid entre I’obesitat i
la resisténcia a la insulina en teixits com el fetge (Hirosumi et al. 2002; Sabio et al.
2008). Encara que aquesta possible relacio entre 1’obesitat, la disfuncié mitocondrial i la
resisténcia a la insulina és de cada vegada més evident en teixits com el muscul o el

fetge (Morino et al. 2005; Beyer et al. 2008), hi ha altres estudis que demostren que la

resisténcia a la insulina pot apar¢ixer independentment de la disfuncié mitocondrial
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(Flamment et al. 2008), per la qual cosa no podem descartar que hi estiguin implicats

altres mecanismes.

Insulin receptor

g Pl3-kinase i Y
¥ b Y ¢ Glucose uptake
v IRS-1 tyrosine phosphorylation
¥ S T IRS-1 serine phosphorylation
¥ \
5 [ TSerrThf Kinase activity J
% s “'-. diacylglycerol
fatty acyl CoA
IRS-1 : -_—ye
U | | B-oxidation
/ \_F, A7

¢ Mitochondrion density/function

Figura 6. Possible mecanisme pel qual la disfunci6 mitocondrial
indueix resisténcia a la insulina (Lowell et al. 2005)

1.2.2.3. Adipoquines i resisténcia a la insulina

El teixit adip6s constitueix no solament un reservori d’energia, sind que també funciona
com a organ endocri, ja que secreta molécules bioactives (anomenades adipoquines),
que estan implicades en molts de processos, com el control de la ingesta i del balang
energetic, el metabolisme glucidic i1 lipidic, la coagulaci6, angiogénesi, pressid
sanguinia 1 la sensibilitat a la insulina (Guerre-Millo 2004). Les funcions de les
principals adipoquines han estat revisades recentment en treballs diversos (Rabe et al.

2008; Marra et al. 2009) i les resumim a la figura 7.

Els canvis en la produccié d’adipoquines associats a [’obesitat afavoreixen el
desenvolupament de la resisténcia a la insulina i les complicacions associades. Entre les
adipoquines que presenten la funcid/secrecid alterada durant 1’obesitat, i que estan
implicades en la sensibilitat a la insulina, cal destacar la leptina, I’adiponectina, la

resistina, el factor de necrosi tumoral o (TNF-a) i la interleucina-6 (IL-6).

20



Introduccio

La secrecio de resistina, de TNF-a i1 d’IL-6 augmenta durant 1’obesitat. En
conseqiiencia, s’inhibeix la formacié de glicogen hepatic, augmenta la producci6é de
glucosa hepatica —la qual cosa bloca la captaci6 i el metabolisme dels acids grassos per
part del muscul—, s’activen cinases i fosfatases que bloquen la transmissio del senyal
de la insulina a nivell del IRS i es redueix I’expressio de I'IR als teixits periférics
(Valverde et al. 2005; McTernan et al. 2006; Gnacinska et al. 2009). Addicionalment,
han estat relacionats nivells elevats d’IL-6 amb la inhibici6 de la secrecid
d’adiponectina i, per tant, amb la reduccid dels efectes potenciadors de la sensibilitat a
la insulina atribuits a aquesta adipoquina (Kadowaki et al. 2006). Encara que la sintesi
de leptina fins i tot pot augmentar durant I’obesitat, és habitual observar un perfil de
resisténcia a la leptina, ja que, en individus obesos, aquesta adipoquina deixa d’induir

els efectes anoréctics que provoca en condicions control (Enriori et al. 2006).

El paper de totes aquestes adipoquines en la progressié de la resisténcia a la insulina
reforca la hipotesi d’expansié del teixit adipds, ja que la seva secrecid no depén
solament de la massa dels diposits de greix, sind tamb¢ de la mida dels adipocits. De fet,
com a resultat de la hipertrofia dels adipocits, augmenta especialment la producci6 de

les adipoquines proinflamatories (Skurk et al. 2007).

LEPTINA ADIPONECTINA

Inhibeix la ingesta d’aliments Regula la ingesta i la despesa energética

Estimula la despesa energética Suprimeix la producci6 hepatica de glucosa
Suprimeix la produccié hepatica de glucosa Suprimeix la lipogénesi hepatica

Suprimeix la biosintesi d’acids grassos Suprimeix la biosintesi d’acids grassos

Estimula I’oxidaci6 d’acids grassos Estimula I’oxidaci6 d’acids grassos

Estimula la captaci6 de glucosa per part del Estimula la secreci6 d’insulina

muscul Inhibeix I’alliberaci6 de citocines proinflamatories

Estimula la secrecio d’insulina
Suprimeix I’expressio de resistina
Estimula I’agregaci6 plaquetaria

IL-6
Teixit adlp()s Indueix resisténcia a la insulina

Indueix resisténcia a la leptina

RESISTINA TNF-a

Redueix la sensibilitat a la insulina periférica Indueix resisténcia a la insulina
Augmenta la producci6 hepatica de glucosa mitjangant efectes sobre la via de
Indueix resisténcia a la insulina senyalitzacio posteriors a I'IR

Estimula la sintesi de citocines proinflamatories

Figura 7. Principals adipoquines produides pel teixit adipos i les seves funcions més importants
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1.3. Paper metabolic del teixit adipos marro i del fetge

El TAM ¢és un organ central del metabolisme energétic de mamifers petits o nounats, ja
que té la funci6 principal de mantenir la temperatura corporal mitjancant el procés de la
termogenesi adaptativa. E1 TAM esta distribuit en arees diferents de 1’organisme. La
concentracio6 més gran d’adipocits marrons esta localitzada a la regi6 toracica, on
podem distingir els diposits segiients: interescapular, subescapular, cervical, axil-lar,
pericardiac 1 periaortic. També son importants els diposits perianals i els que estan
immersos en el teixit adipoés blanc (Cannon et al. 2004). Des del punt de vista
morfologic, els adipocits marrons presenten una geometria poliedrica, moltes vacuoles
repartides pel citoplasma, un nucli esféric situat a la regidé central i un contingut
mitocondrial elevat (Cinti 2005). Precisament, la funci6 termogénica del TAM recau en
la preséncia d’una densitat elevada de mitocondris que normalment estan desacoblats
per la localitzaci6 de la UCP1 a la membrana interna mitocondrial (Nicholls et al.

1986).

La UCPI és una proteina que té sis segments transmembrana, amb ambdos extrems
aminoterminal 1 carboxiterminal localitzats a I’espai intermembranal, que s’activa en
forma de dimer. L’activitat de la UCP1 és sensible a variacions del metabolisme
cellular, ja que és inhibida per nucleotids de purina 1 activada per la preseéncia d’acids
grassos, els quals son els combustibles principals que mantenen la capacitat

termogenica del teixit (Nicholls 1974; Cannon et al. 2004).

La funci6é de la proteina UCP1 consisteix a dissipar el gradient protonic de I’espai
intermembranos generat pel funcionament de la cadena respiratoria mitocondrial. Com a
conseqiiéncia, el flux de protons queda reduit a través de ’ATP sintasa, minva la
formacié d’ATP i I’energia generada en el gradient electroquimic és dissipada en forma
de calor (Nicholls et al. 1986). A part del fred, una ingesta energetica elevada també
activa la funci6 termogeénica del TAM (termogénesi induida per la dieta) i desencadena
la despesa d’energia i, d’aquesta manera, controla 1’increment del pes corporal. De fet,
durant D’obesitat dieteética augmenta la massa, el nombre de cél-lules, 1’activitat
d’enzims respiratoris, la capacitat d’unié dels nucleotids de purina i el recanvi de

noradrenalina del TAM (Brooks et al. 1980; Tulp et al. 1982; Young et al. 1982).
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L’ablacié de la proteina UCPI bloca la termogenesi induida per la dieta 1 indueix

obesitat (Feldmann et al. 2009).

El fet que la funcié del TAM estigui sotmesa al control de diversos estimuls fisiologics
fa que aquest teixit presenti un contingut mitocondrial molt plastic. Per aixo, el TAM
representa un model molt util per estudiar la funci6 i biogenesi mitocondrials en petits
mamifers. A més a més, la descripcid recent de la preséncia de TAM actiu en humans
adults (Saito et al. 2009; Virtanen et al. 2009; Zingaretti et al. 2009) fa que els estudis
duts a terme en aquest teixit de cada vegada siguin més interessants, ja que, com ha estat
suggerit, podrien ser aplicables als humans en un futur (Nedergaard et al. 2010). De

moment, pero, la significanca fisiologica del TAM en humans encara no esta definida.

La termogénesi induida per la dieta sembla que no €s una funcié exclusiva del TAM,
sind que hi ha altres teixits, com el fetge, que també hi poden participar d’'una manera
significativa (Ma et al. 1989). Aix0 explicaria que, sorprenentment, segons alguns
models d’estudi, I’abséncia de la proteina UCP1 en el TAM no impliqui desenvolupar
obesitat (Enerback et al. 1997; Liu et al. 2003) 1 suggereix que hi ha altres mecanismes
de termogenesi induida per la dieta independents de la proteina UCP1(Bachman et al.

2002).

La funci6 termogenica del fetge pot ser atribuida a la preséncia d’una proteina
homologa a la UCP1, la UCP2, I’expressio de la qual incrementa considerablement en
resposta a 1’obesitat dieteética o genetica (Chavin et al. 1999; Memon et al. 2000). La
funcid fisiologica de la UCP2, aixi com d’altres proteines homologues (UCP3, UCP4 i
UCPS5) que es troben en teixits com el muscul, el teixit adipos, el pancrees o el cervell,
no esta completament establerta (Echtay 2007). No obstant aix0, sembla que la proteina
UCP2 actua de dissipadora del gradient protonic generat durant la respiracid
mitocondrial, possiblement com a resposta encaminada a reduir la formacié de ROS
mitocondrial (Kuhla et al. 2010), la qual cosa és considerada un mecanisme preventiu
de les patologies associades a 1’estres oxidatiu hepatic, com és el cas de la malaltia del

fetge gras.

La deposicié de lipids en el fetge és el tret essencial de la manifestacid hepatica de la
sindrome metabolica, que és coneguda com la malaltia del fetge gras no associada a la

ingesta d’alcohol. A conseqiiencia de 1’augment de la prevalenca de 1’obesitat, aquesta
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malaltia s’ha convertit en la causa més habitual de trastorns hepatics en la societat
occidental 1 té una incidéncia més elevada en els homes que en les dones (Denzer et al.
2009). Els mecanismes implicats en 1’acumulacié de lipids en el fetge son diversos.
L’obesitat dietética provoca més flux d’acids grassos cap al fetge a conseqiiéncia de
I’augment de la lipolisi, principalment en el teixit adipos visceral. Addicionalment, la
lipogenesi i les dietes riques en greixos contribueixen a I’acumulacié hepatica de lipids,
circumstancia que pot ser compensada, en part, per la formaci6 de colesterol VLDL, per
I’increment de 1’oxidacid dels acids grassos o pel descens de 1’activacio de la proteina

AKT que bloca la sintesi de novo (Ono et al. 2003; Marra et al. 2008).

Encara queden moltes qiiestions per resoldre pel que fa a les causes i conseqiiéncies
exactes de la malaltia del fetge gras, entre les quals hi ha les del dimorfisme sexual en la
susceptibilitat de la malaltia o les del paper del funcionament mitocondrial. Per tot aixo,
el fetge és un teixit especialment interessant per estudiar les diferéncies de sexe en les
alteracions de la biogénesi mitocondrial associades a I’obesitat. A més a més, tenint en
compte que el fetge t€ un paper clau en ’homeostasi de la glucosa, és d’esperar que les
alteracions associades a la dieta impliquin canvis en la sensibilitat a la insulina i en la

funcio hepatica.

24



2. OBJECTIUS I PLANTEJAMENT EXPERIMENTAL




Objectius i plantejament experimental

2. OBJECTIUS | PLANTEJAMENT EXPERIMENTAL

El treball que hem desenvolupat en aquesta tesi doctoral forma part d’una linia
d’investigacié més amplia que pretén aprofundir en el coneixement dels mecanismes
moleculars responsables del dimorfisme sexual existent en la funcid i biogénesi
mitocondrials, aixi com analitzar el paper que hi té I’estrés oxidatiu. Concretament,
I’objectiu general d’aquesta tesi ha estat investigar la influéncia del sexe en els efectes
que té I’obesitat sobre la funcid i biogénesi mitocondrials del TAM i del fetge, i establir

la relacio que podria tenir amb la sensibilitat tissular a la insulina.

El TAM i el fetge son dos teixits que tenen funcions clarament diferenciades en el
metabolisme energetic. EI TAM té una funcié molt especialitzada com a efector de la
termogenesi adaptativa i és molt important en el control del pes corporal. El seu
contingut mitocondrial es modifica en resposta als canvis ambientals i fisiologics, com
el fred o la ingesta (Mercer et al. 1987; Rehnmark et al. 1992; Lowell et al. 2000), per la
qual cosa ¢és un teixit molt util per estudiar la funcidé i biogeénesi mitocondrials en
mamifers petits. El fetge, per part seva, és 1’0rgan central del metabolisme intermediari 1
energétic, i té una funci6 clau en la homeostasi de la glucosa. Es per aixo que cal
esperar que la funcié hepatica sigui condicionada pels canvis en ’activitat mitocondrial

associats a |’estat obes.
Els objectius especifics d’aquesta tesi doctoral han estat els segiients:

1. Establir les diferéncies de sexe en els efectes que té I’estrés oxidatiu associat a
I’obesitat dietetica sobre la biogénesi mitocondrial i I’estat redox del TAM 1 la connexio

que té¢ amb la via de senyalitzacid de la insulina.

2. Investigar si hi ha diferéncies segons el sexe en els efectes de 1’obesitat dietctica
sobre la sensibilitat hepatica a la insulina en relacid6 amb [’acumulaci6 ectopica de

greixos i la funcionalitat mitocondrial del fetge.

3. Aprofundir en el coneixement de la influéncia que tenen les hormones ovariques

sobre la funcio i biogénesi mitocondrials del TAM.
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Per assolir els dos primers objectius de la tesi, els quals fan referéncia a 1’estudi dels
efectes de 1’obesitat dietética, emprarem rates Wistar d’ambdos sexes que tenien trenta-
sis setmanes d’edat, que s’havien alimentat ad libitum amb una dieta estandard de baix
contingut de greix (2,9%) o amb una dieta hiperlipidica (24% de greix) durant vint-i-sis
setmanes. La dieta hiperlipidica que varem subministrar als animals és 1’anomenada
«dieta de cafeteria», que esta constituida per aliments tipics de consum huma (galetes
dolces, paté de fetge de porc, xulla, xocolata, ensaimada) i pinso estandard. Aquesta
dieta ¢és altament palatable i indueix en els animals una hiperfagia voluntaria i un
sobrepes considerable; per aixd, €s un model experimental molt util per estudiar
I’obesitat que desenvolupen els humans per excés d’ingesta (Prada et al. 2005; Milagro

et al. 2000).

El nostre grup de recerca havia fet estudis previs que posaven de manifest que hi ha un
clar dimorfisme sexual en la morfologia i en la funcié mitocondrials del TAM. Les rates
femella presentaven mitocondris més diferenciats, amb més capacitat oxidativa i
termogenica que els dels mascles (Rodriguez-Cuenca et al. 2002; Justo et al. 2005;
Valle et al. 2007). Aixo0 a banda, 1’estrés oxidatiu en el teixit adipos blanc havia estat
associat al desenvolupament d’obesitat i de les patologies associades (Furukawa et al.
2004; Rebolledo et al. 2008). En canvi, la implicacié de 1’estat redox del TAM en
I’obesitat practicament no havia estat estudiada. Aixi doncs, ens plantejarem comprovar
si l’obesitat dietética també provocava canvis en I’estat redox i en la funcid
mitocondrial del TAM, i si aquests efectes eren diferents en cada sexe. A més a més,
també¢ era interessant prendre en consideracid la influéncia de I’entorn hormonal en la
regulaci6 de la funcié mitocondrial del TAM (Kemnitz et al. 1983; Rodriguez-Cuenca
et al. 2002; Silvestri et al. 2005). De fet, la insulina és un dels factors que estan
implicats directament en la biogénesi mitocondrial del TAM, ja que indueix 1’expressio
d’UCP1, una proteina indicadora de diferenciacié en els adipocits marrons (Valverde et
al. 2003; Muraoka et al. 2009). Precisament, per a teixits com el muscul esquelétic, hom
ha suggerit que hi podria haver una connexi6 entre la disfuncidé mitocondrial associada a
I’obesitat i la pérdua de sensibilitat tissular a la insulina (Lowell et al. 2005). Tenint en
compte aquests antecedents, el primer objectiu que ens varem plantejar va ser estudiar,
a nivell del TAM, la influéncia que tenen els canvis en D’estat redox induits per
I’obesitat dietética sobre el procés de biogenesi mitocondrial en rates d’ambdds sexes, i

la connexi6 que té amb la via de senyalitzacio de la insulina. Per assolir aquest objectiu,
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varem determinar les capacitats oxidativa i termogeénica, la produccid de radicals lliures,
els nivells dels enzims antioxidants i dels marcadors de dany oxidatiu, aixi com
I’expressid de les principals proteines de la via de senyalitzacié intracel-lular de la
insulina i del procés de biogénesi mitocondrial. A més a més, varem mesurar els nivells
serics dels marcadors de sensibilitat a la insulina. Hem recollit els resultats obtinguts

d’aquest estudi i la significanca que tenen en els Manuscrits 1 i 11.

Tradicionalment, la resistencia a la insulina havia estat relacionada amb I’obesitat per si
mateixa. Aix0 no obstant, més recentment hom ha suggerit que el factor desencadenant
de la resistencia insulinica és I’acumulacio ectopica de lipids, la qual cosa es produeix
quan la capacitat d’expansié del teixit adipds esta saturada perqué hi ha una
disponibilitat excessiva de nutrients (Virtue et al. 2010). Aix0 a banda, I’alteracio del
funcionament mitocondrial associada a I’obesitat podria ser un nexe entre I’acumulacio
ectopica de lipids i la perdua de sensibilitat a la insulina. Concretament, els
intermediaris lipidics parcialment oxidats i les ROS —que s’acumulen dins les cel-lules
a consequencia de la disfuncié mitocondrial—, activen cinases que bloguen la via de
transduccio6 de la insulina a nivell de I’IRS (Hirosumi et al. 2002). Tenint en compte,
per una banda, el paper clau que té el fetge en el metabolisme energétic i en
I’homeostasi de la glucosa i, per I’altra, el dimorfisme sexual existent en la funcio i
biogénesi mitocondrials del fetge, ens varem plantejar, com a segon objectiu d’aquesta
tesi, estudiar els efectes de I’obesitat dietética sobre la sensibilitat hepatica a la insulina
en rates d’ambdds sexes i la relacio que existeix amb el funcionament mitocondrial i
I’acumulacié de lipids en el fetge. Per assolir aquest segon objectiu, varem mesurar els
nivells hepatics de les principals proteines implicades en la via de senyalitzacio de la
insulina, aixi com el contingut de lipids en el fetge i I’index d’adipositat corporal.
També varem determinar els nivells dels principals marcadors del procés de biogenesi
mitocondrial en el fetge, aixi com la capacitat oxidativa mitocondrial i I’estat redox del
teixit. Discutim els resultats obtinguts d’aquest estudi i les conclusions més rellevants

en els Manuscrits 11 V.

De cada vegada hi ha més estudis que assenyalen que les hormones sexuals s6n un dels
factors determinants del dimorfisme sexual observat en la incidéncia de malalties
croniques associades a I’estres oxidatiu. La reduccié de la funcié ovarica durant la

menopausa ha estat relacionada amb alteracions dels marcadors d’estres oxidatiu en
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teixits diversos i també amb I’augment del pes corporal i de canvis en el balang
energetic (Gaspard 2009; Teede et al. 2010). Les femelles ovariectomitzades son una
bona eina per estudiar les patologies associades a [’augment de [’adipositat que
experimenten els humans durant la menopausa. De fet, el pes corporal de les rates
femella augmenta aproximadament un 20% en resposta a I’ovariectomia (Roy et al.
1977; Yoshioka et al. 1988) 1 s’hi instaura una situaci6 d’obesitat no dietética que
podria ser atribuida a canvis en la capacitat oxidativa del TAM, entre altres alteracions
metaboliques. Aixi doncs, el tercer objectiu d’estudi de d’aquesta tesi ha estat
determinar el paper que tenen les hormones ovariques en les diferéncies de sexe

observades préviament en la funci6 1 la biogenesi mitocondrials del TAM.

Per assolir aquest darrer objectiu, varem plantejar un segon disseny experimental, en el
qual emprarem rates Wistar d’ambdds sexes 1 femelles que havien estat
ovariectomitzades a les cinc setmanes de vida amb la finalitat d’eliminar-ne la
produccid endogena d’esteroids ovarics. Un grup de femelles ovariectomitzades varen
ser tractades amb 17-f estradiol les quatre setmanes anteriors al sacrifici, amb una dosi
de 10pg/kg de pes corporal cada quaranta-vuit hores. Aquest model experimental ens va
permetre analitzar les conseqiiencies que té a llarg termini extirpar els ovaris sobre la
funci6 i biogénesi mitocondrials en I’organisme in vivo i comprovar I’efecte de
I’administracié d’una dosi fisiologica de 17-B estradiol; d’aquesta manera, les
limitacions que suposen els estudis in vitro son evitades. Varem mesurar el pes corporal
1 ’index d’adipositat de tots els grups experimentals i, en el TAM, estudiarem les
activitats oxidativa i termogenica, 1’estat redox i els nivells de les principals proteines
que participen en el control de la biogénesi mitocondrial. Discutim els resultats

obtinguts i les conclusions més rellevants en el Manuscrit V.

A continuacid presentam una llista de les determinacions que hem realitzat per assolir

els objectius proposats:

— Biometria dels animals 1 dels teixits estudiats

— Consum d’oxigen 1 produccié de dioxid de carboni corporal per calorimetria
indirecta

— Nivells circulants de glucosa, triacilglicérids, hormones (estrogens, tiroides i
insulina) 1 adipoquines (resistina i adiponectina)

— Aillament dels mitocondris del TAM 1 del fetge per centrifugaci6 diferencial
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— Morfologia mitocondrial mitjangant [1’analisi d’imatges obtingudes per
microscopia electronica de transmissio

— Composicio tissular del TAM 1 del fetge (proteina total i mitocondrial, ADN total
1 mitocondrial, i contingut de lipids)

— Activitats dels enzims oxidatius (COX 1 CS) i dels antioxidants (GPx i SOD),
aixi com els nivells de glutatio total i oxidat

— Consum d’oxigen mitocondrial del TAM en preséncia de glicerol 3 fosfat o
palmitoilcarnitina malat durant I’estat 4 de la respiraci6. Consum d’oxigen
mitocondrial del fetge en preséncia de succinat durant 1’estat 4 i 3 de la
respiracio

— Produccio d’H,0O; de la cadena respiratoria mitocondrial en preséncia de glicerol
3 fosfat o palmitoil carnitina-malat com a substrats, en el cas del TAM, i
succinat, en el cas del fetge, i d’antimicina A.

— Nivells de substancies reactives a 1’acid tiobarbitaric (TBARS) i de grups
carbonils de proteines com a marcadors de dany oxidatiu en els lipids 1 les
proteines, respectivament

— Contingut de proteines marcadores de la biogénesi mitocondrial (TFAM, COX
IT' 1 COX IV), de la termogénesi adaptativa (UCP1) i de la via de senyalitzacio
de la insulina (IRB, IRS2, AKT, PI3K i1 JNK), aixi com I’activacid per
fosforilacié de les proteines IRS2, AKT, PI3K i JNK per transferéncia de
Western (western blot)

— Nivells d’ARNm dels gens PGC-1a, NRF1, NRF2, i del gen GADPH com a

control, per PCR a temps real

El treball que presentam en aquesta tesi ’hem dut a terme amb el Grup de Metabolisme
Energétic i Nutricié del Departament de Biologia Fonamental i Ciéncies de la Salut de
la Universitat de les Illes Balears. Mentre ha desenvolupat aquesta tesi, la doctoranda ha
disposat d’una beca predoctoral concedida pel Govern de les Illes Balears. Igualment,
aquest treball ha estat possible gracies als projectes d’investigacié PI1060293 i
P1060266, financats pel Fondo de Investigaciones Sanitarias del Instituto de Salud
Carlos III, 1 al PROGECIB-1C, finangat per la Conselleria d’Innovacio i Energia del

Govern de les Illes Balears.
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Recapitulacio

4. RECAPITULACIO

L’eix central d’aquesta tesi doctoral ha estat estudiar quina influéncia té el sexe en els
efectes de I’obesitat sobre la funcid i biogénesi mitocondrials del TAM 1 del fetge en

relaci6 amb els canvis que I’estat obes indueix en la sensibilitat a la insulina.

En els animals control, hom havia descrit que les diferéncies de sexe, pel que fa al
funcionament mitocondrial del TAM 1 del fetge, apuntaven que les rates femella tenen
mitocondris més diferenciats i funcionals que les mascle (Rodriguez-Cuenca et al. 2002;
Justo et al. 2005a; Justo et al. 2005b). Els resultats obtinguts en aquesta tesi ens han
permes comprovar que aquest dimorfisme sexual s’atenua per efecte de 1’obesitat
dietetica en el TAM, pero que es manté en el fetge. Concretament, el TAM de les rates
mascle respon a I’obesitat amb un augment de les capacitats oxidatives i termogeéniques,
mentre que el de les femelles hi respon amb una reducci6é de la capacitat oxidativa,
acompanyada d’un desequilibri de les defenses antioxidants, per la qual cosa hi
augmenta el dany oxidatiu. En canvi, en el fetge, s’activa la proliferacié mitocondrial en
ambdos sexes com a mecanisme compensatori per fer front a 1’excés de nutrients;
d’aquesta manera, s’evita I’augment del dany oxidatiu hepatic associat a la dieta. Cal
destacar que, encara que les rates femella resulten més afectades per 1’obesitat que les

mascle, també mantenen sempre la capacitat oxidativa més elevada.

Estudis previs han proposat que hi ha una connexi6 entre la via de senyalitzacio de la
insulina i el procés de biogenesi mitocondrial (Lowell et al. 2005). D’aquesta manera, la
inhibicio de la via PI3K/AKT per part de les ROS 1 d’intermediaris lipidics parcialment
oxidats durant I’obesitat (Hirosumi et al. 2002) es podria traduir en una alteracié del
procés de biogénesi mitocondrial. De fet, en aquesta tesi hem comprovat que la
resistencia a la insulina —detectada tant en el nivell circulant com en el TAM—
solament augmenta en les femelles obeses 1 coincideix amb una reduccido de la
diferenciacid mitocondrial, la qual cosa donaria suport a la hipotesi que relaciona la via
de senyalitzaci6 de la insulina i el procés de biogénesi mitocondrial. A més a més, en el
TAM de les rates femella obeses, I’acumulacié de més dany oxidatiu hi provocaria
disfunci6 mitocondrial, perd ho intentaria compensar amb [’estimulacié de la
proliferacié. En canvi, podem considerar que I’augment de la diferenciacié mitocondrial

que hi ha en el TAM dels mascles obesos és un mecanisme de proteccid que evitaria que
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incrementas el dany oxidatiu i que sorgis una situacio de resisténcia tissular a la insulina

encara més severa.

Les diferéncies de sexe en el funcionament mitocondrial del TAM durant 1’obesitat
poden estar relacionades amb el marcat dimorfisme sexual que hem observat en el
guany de pes corporal. Aixi doncs, I’augment de la diferenciacié mitocondrial que
indueix D’alimentacié amb una dieta hiperlipidica en el TAM de les rates mascle
s’acompanya d’una estimulacidé de la termogenesi induida per la dieta, la qual cosa
explicaria la resisténcia dels mascles a incrementar el pes corporal (aproximadament, un
20%) en comparacid amb les femelles (més d’un 50%). Per contra, la peérdua de
funcionalitat mitocondrial que provoca el tractament dietétic en el TAM de les rates
femella podem interpretar-la com un mecanisme que els permet adaptar-se a una
situacio d’abundancia d’aliments i incrementar el pes corporal per poder fer front amb
més possibilitats d’exit a situacions caracteristiques del periode reproductiu, com son
I’embaras i I’alletament. De fet, al llarg de 1’evolucid, les femelles han estat sotmeses a
més pressio selectiva que els mascles, la qual cosa els ha obligat a desenvolupar tot un
ventall d’adaptacions per assegurar no solament la supervivéncia propia, sin6 també la

dels descendents (Hoyenga et al. 1982).

A conseqiiencia de la ingesta de la dieta hiperlipidica, 1’augment de pes més elevat en
les rates femella és acompanyat d’un increment també més elevat de la massa dels
teixits adiposos. Aquesta adipositat podria estar relacionada amb una capacitat més gran
d’expansio dels diposits de greix i podria formar part de 1’estratégia adaptativa de les
femelles. D’aquesta manera, les femelles augmentarien el reservori corporal d’energia,
perd limitarien els efectes nocius derivats de la lipotoxicitat, ja que dipositen els lipids
en teixits no destinats a aquesta funcié quan la capacitat d’expansio del teixit adipos esta
saturada (Frayn 2002; van Herpen et al. 2008). De fet, malgrat que les rates femella
tenen més excés de pes corporal, acumulen molts menys lipids en el fetge que els
mascles. Aquestes diferéncies entre sexe podrien estar relacionades amb el dimorfisme
sexual que hem observat en la sensibilitat hepatica a la insulina. Com passa en el TAM,
la resistencia hepatica a la insulina solament augmenta en les rates femella com a
resultat de 1’alimentacié amb la dieta hiperlipidica. No obstant aixo, les rates femella
obeses no arriben a assolir el grau de resisténcia a la insulina que presenten els mascles.

Si tenim en compte la connexid existent entre la via de senyalitzacié de la insulina 1 el

39



Recapitulacio

control de la lipogénesi (Leavens et al. 2009), podem interpretar la resisténcia hepatica a
la insulina que tenen les femelles obeses com un mecanisme de proteccidé encaminat a
endarrerir el desenvolupament del fetge gras. A més a més, podem atribuir les
diferéncies de sexe pel que fa a I’acumulacié ectopica de lipids en el fetge al
dimorfisme sexual en la funcié mitocondrial d’aquest teixit. Encara que hem comprovat
que I’obesitat indueix la proliferaci6 mitocondrial en el fetge d’ambdos sexes, les rates
femella mantenen més capacitat oxidativa hepatica que les mascle. Aixo implica que les
femelles poden oxidar I’excés de substrats disponibles d’una manera més eficient

minvant I’emmagatzematge de lipids en el fetge.

Les diferéncies de sexe descrites en la funcié mitocondrial del TAM son causades, en
part, per I’activacidé del procés de biogénesi mitocondrial per part de les hormones
ovariques, tal com ens ha permés confirmar 1’estudi que hem dut a terme en aquesta tesi
amb rates ovariectomitzades. Aixi doncs, com ha estat descrit per a altres teixits (Chen
et al. 2009), en el TAM, els estrogens també activen I’expressio de les proteines de la
via mitocondriogénica del PGC-la. En resposta a |’ovariectomia, la poblacio
mitocondrial del TAM esta constituida per més mitocondris, perd estan menys
diferenciats, la qual cosa s’assembla al perfil que hem observat en els mascles. En
qualsevol cas, en les rates ovariectomitzades, els nivells dels marcadors de la capacitat
oxidativa del TAM no arriben a ser tan baixos com els dels mascles, i el tractament amb
E2 solament aconsegueix atenuar lleugerament els efectes de I’ovariectomia. Aixi
doncs, sembla que les hormones ovariques no sén els tnics factors responsables de les
diferéncies de sexe en la funcid mitocondrial, i no podem descartar la resposta
esteroidogenica d’altres teixits —com el teixit adipds blanc— per compensar la manca

d’estrogens associada a I’ovariectomia.

L’ovariectomia indueix 1’activacio de la capacitat termogenica del TAM, cosa que en
principi podriem interpretar com un mecanisme encaminat a evitar guanyar pes
corporal. No obstant aixo, com també ocorre en el model d’obesitat dietética que hem
estudiat en aquesta tesi, I’augment de la proteina UCP1 no és suficient per evitar
I’obesitat. A més a més, el tractament amb E2 provoca un descens del pes corporal, pero
no altera la capacitat termogenica del TAM. Els nostres resultats suggereixen que, en
resposta a 1’ovariectomia, el TAM tendria un paper secundari en el control del pes

corporal. Es possible que altres teixits, com el muscul esquelétic, que tenen més alterada
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la capacitat oxidativa per efecte dels estrogens (Campbell et al. 2001), hi siguin més

determinants.

En conjunt, els resultats obtinguts en el desenvolupament d’aquesta tesi doctoral
estableixen que els efectes que té I’obesitat sobre el funcionament mitocondrial i la
sensibilitat a la insulina depenen del sexe. A diferéncia dels mascles, I’alimentacié amb
la dieta hiperlipidica indueix les rates femella a guanyar més pes corporal, a acumular
més greix en el teixit adipds blanc i a augmentar la resisténcia a la insulina, tant la
circulant com en el TAM i en el fetge. Per una banda, la pérdua de la sensibilitat a la
insulina del TAM de les femelles pot estar relacionada amb el descens de la capacitat
oxidativa mitocondrial del teixit i amb 1’augment del dany oxidatiu. Per altra banda,
podem considerar que el fet que el fetge de les rates femella sigui més resistent a la
insulina que el dels mascles i que també mantengui una capacitat oxidativa mitocondrial
més elevada son mecanismes de proteccid enfront de la lipotoxicitat hepatica induida
per la dieta. Cal destacar que, en una situacido control, les rates femella sén més
sensibles a la insulina i tenen més capacitat oxidativa mitocondrial que les mascle. Per
aix0, malgrat que les alteracions induies per la dieta siguin més paleses en les femelles
que en els mascles, aquestes aconsegueixen mantenir un estat més saludable. En aquest
sentit, les diferéncies de sexe observades en els efectes del tractament dietétic i
I’obesitat podrien estar relacionades amb el dimorfisme sexual descrit en la incidéncia
de patologies associades a I’obesitat i a 1’estrés oxidatiu. El paper dels estrogens en
aquest context ¢és un factor que hem de tenir en compte, ja que, entre altres funcions,
actuen com a defenses antioxidants i activen la capacitat oxidativa mitocondrial. Aixo
explicaria que les patologies associades a la sindrome metabolica apareguin més tard en

les dones que en els homes, coincidint amb 1’arribada de la menopausa.
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5. CONCLUSIONS

I. L alimentacié amb la dieta de cafeteria durant vint-i-sis setmanes indueix un augment
de la ingesta energética, la qual provoca un sobrepes d’un 50% en les rates femella i
d’un 20% en les mascle. Aquest sobrepés va acompanyat d’un increment més gran de

I’adipositat en les femelles que en els mascles.

Il. La sensibilitat a la insulina és més elevada en les rates control femella que en les
mascle. En resposta al tractament dietétic, pero, els marcadors circulants de resisténcia a
la insulina augmenten solament en les rates femella, de manera que les diferéncies entre

ambdos sexes s’atenuen.

1. Les rates control femella presenten en el teixit adip6s marré mitocondris més
diferenciats 1 funcionals. No obstant aix0, aquestes diferéncies de sexe minven per
I’efecte de l’obesitat dietctica, ja que els mascles experimenten un augment de la
diferenciacié mitocondrial, la qual cosa dona lloc a un increment de les capacitats
oxidativa i termogenica; aquest comportament podria estar relacionat amb la resisténcia
que tenen els mascles a augmentar el pes corporal. En canvi, en el teixit adipds marr6 de
les rates femella, el tractament dietétic produeix disfuncidé mitocondrial i desequilibri en
les defenses antioxidants que s’intenta compensar amb un increment de la proliferacio

mitocondrial.

IV. En el teixit adipds marr6 de les rates femella obeses, la resisténcia a la insulina es
produeix paral-lelament a la pérdua de funcionalitat mitocondrial i a I’augment del dany
oxidatiu, la qual cosa reforgaria la hipotesi que hi ha una connexi6 entre la via de
senyalitzacio de la insulina i1 el procés de biogénesi mitocondrial. En el teixit adipds
marrd de les rates mascle, ’increment de la diferenciacié mitocondrial induit per la
dieta evitaria que augmenti el dany oxidatiu tissular i una situacié de resisténcia a la

insulina encara més severa.

V. D’una manera semblant al que passa en el teixit adipoés marrd, el fetge de les rates
control femella t¢ mitocondris més diferenciats i funcionals i un nivell de defenses

antioxidants més elevat que el dels mascles. En ambdos sexes, 1’obesitat dietética
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indueix la proliferacié mitocondrial, cosa que podem interpretar com un mecanisme
compensatori per fer front a I’excés de nutrients 1 evitar que augmenti del dany oxidatiu
hepatic. El resultat és una poblacid mitocondrial constituida per mitocondris menys
diferenciats; no obstant aixo, el fetge de les femelles obeses continua mantenint més

capacitat oxidativa que el dels mascles.

V1. La deposicid ectopica de lipids en el fetge és menor en les rates femella obeses que
en les mascle i aix0 ho podem relacionar amb una capacitat més elevada d’acumular
greix en el teixit adipds blanc. La pérdua de sensibilitat a la insulina induida per la dieta
1 la capacitat oxidativa mitocondrial més elevada del fetge poden ser les responsables
d’aquesta acumulaci6 ectopica de greix menor en les femelles, la qual cosa evitaria els

efectes perjudicials de la lipotoxicitat associats a 1’obesitat.

VII. Les hormones ovariques son responsables, en part, de les diferéncies de sexe en la
funci6 mitocondrial del teixit adipdés marrd. L’extirpacidé dels ovaris indueix la
proliferaci6 mitocondrial i el resultat és una poblacié mitocondrial constituida per
mitocondris menys diferenciats. Aquesta situacio és semblant a la que observam en els
mascles control. No obstant aixo, I’ovariectomia no atenua completament les diferéncies
de sexe en el funcionament mitocondrial del teixit adipos marr6 i el tractament amb una
dosi fisiologica de 17-f estradiol no aconsegueix revertir completament els efectes de

I’ovariectomia.
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ANNEX 1. RESULTATS NO INCLOSOS EN ELS MANUSCRITS

A les taules segiients resumim les diferéncies de sexe trobades en els elements de la via

de senyalitzaci6 de la insulina i del procés de biogenesi mitocondrial en el TAM dels

animals control usats en el model d’estudi d’obesitat dietética (rates de 36 setmanes

d’edat). Aquests resultats complementen els que recollim en el manuscrit II.

Taula 1. Nivells de proteines implicades en la
via de senyalitzaci0 de la insulina i del
receptor adrenérgic f3;

IRPB, subunitat B del receptor de la insulina;
Glut4, transportador de glucosa de tipus 4; PBs-
AR,  receptor  adrenérgic Bs;  PI3K,
fosfatidilinositol 3 cinasa. Consideram el 100%
d’expressio els nivells de proteines de grup de
mascles control. Les dades representen la
mitjana + ’error tipus per sis animals en cada
grup experimental. A la prova t de Student
(p<0.05), a indica que ¢és diferent del grup de
mascles control.

Taula 2. Nivells de ’ARNm del gen PGC-1a. i
de proteines implicades en la biogénesi
mitocondrial

PGC-la, coactivador del receptor activat per
proliferadors peroxisomals gamma la; TFAM,
factor de transcripcié mitocondrial A; COX IV,
subunitat IV de la citocrom ¢ oxidasa.
Consideram el 100% d’expressio els nivells de
proteines de grup de mascles control. Les dades
representen la mitjana + ’error tipus per sis
animals en cada grup experimental. A la prova t
de Student (p<0.05), a indica que ¢és diferent del
grup de mascles control.

Mascles Femelles
control control
IR
(U.A /g teixit) 100 + 12 301 + 26"
Glut-4
100+ 19 218 + 30*
(U.A./g teixit)
Bs-AR
o 100 + 25 290 + 45°
(U.A./g teixit)
p-PI3K/PI3K
26,1+14 255+22
(U.A)
Mascles Femelles
control control
PGC-1a (U.A) 3,03 +0,57 2,71 £ 0,30
TFAM ’
100+ 10 246 £ 19*
(U.A./g teixit)
CoxX1lv
. 100 + 14 198 + 18
(U.A /g teixit)
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Manuscrit VI
Time-dependent modulation of rat serum paraoxonase 1 activity by fasting

Thomas-Moya E, Nadal-Casellas A, Gianotti M, Lladé I, Proenza AM.

Pflugers Arch. 453(6):831-7, 2007



Manuscrit V11

Phytotherapy in a rat model of hyperoxaluria: the antioxidant effects of quercetin
involve serum paraoxonase 1 activation

Amengual-Cladera E, Nadal-Casellas A, Gomez-Pérez Y, Gomila I, Prieto RM, Proenza
AM, Lladé I.

Exp Biol Med (Maywood) 236(10):1133-8, 2011
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