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Resum

Els estrogens com a moduladors de la funcié i la
biogénesi mitocondrials del fetge. Relacié amb
I’esteatosi hepatica i la resisténcia a la insulina

Tesi doctoral, Isabel Maria Galmés Pascual, Grup de Metabolisme

Universitat )
delesllles Balears  Fnergeétic i Nutricié, Departament de Biologia Fonamental i

Ciencies de la Salut

RESUM

Estudis previs realitzats pel nostre grup d’investigacié han evidenciat
I’existencia d’un dimorfisme sexual en la funci6 i la biogénesi
mitocondrials al fetge de rata, de manera que les femelles presenten
mitocondris més diferenciats, amb major capacitat oxidativa i antioxidant.
Tenint en compte aquests antecedents, ’objectiu d’aquesta tesi doctoral ha
estat I’estudi del paper dels estrogens en la modulacié de la funcié i la
biogénesi mitocondrials al fetge, fent emfasi en la seva implicacié en la
millora de l'esteatosi i de la resisténcia a la insulina hepatiques en una
situacié de lipotoxicitat. Per assolir aquest objectiu s’han utilitzat dos
models in vivo amb rates Wistar: ovariectomitzades i suplementades amb
17B-estradiol (E2), i d’ambddés sexes alimentades amb una dieta
hiperlipidica (HFD) i tractades amb rosiglitazona (Rsg). Aquests estudis
s’han complementat amb experiments in vitro amb hepatocits HepG2.

L’ovariectomia empitjora la funcié i la biogénesi mitocondrials, incrementa
I’estres oxidatiu i pertorba el metabolisme lipidic al fetge, alteracions que
son restablertes, algunes parcialment, pel tractament dels animals amb E2.
Els experiments en hepatocits HepG2 demostren que l'estimulacié de la
funcié mitocondrial per part de I'E2 té lloc principalment a través del
coactivador transcripcional PGC-1B, sent més susceptible a I’entorn
hormonal que PGC-1x. Aixi, es confirma la contribuci6 de I'E2 al
dimorfisme sexual en la funcié i la biogenesi mitocondrials al fetge, la qual
cosa estaria d’acord amb la menor incidéncia de desordres subjacents a la
disfuncié mitocondrial que presenta el sexe femeni. La rellevancia del PGC-
1B com a mediador dels efectes de I'E2 el converteix en una diana
terapeutica potencial enfront dels desordres mitocondrials hepatics.
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Les rates femella, en comparacié a les mascle, sébn més resistents als
efectes perjudicials d’una HFD; presenten un millor perfil lipidic circulant i
un menor grau d’esteatosi hepatica. En resposta a I’elevada disponibilitat
de combustibles lipidics, tant al fetge de les femelles com a les cel-lules
HepG2, es déna una regulaci6 de I'expressi6 de gens implicats al
metabolisme lipidic, que condueix a la disminucié de ['acumulacié
intracel - lular de lipids. En aquestes circumstancies, I'activacié de I’AMPK
hepatica seria un mecanisme clau en la regulacié del metabolisme lipidic
per part de I'E2. A més, els efectes de I'E2 estimulant la funcié i la
biogénesi mitocondrials també es donen a I’hepatocit en condicions de
lipotoxicitat, i s’associen amb una millora de la sensibilitat a la insulina.
D’aquesta manera, la reduccié de la produccié de ROS subjacent a la
millora de la funcié mitocondrial, provocaria una menor activaciéo de vies
inflamatories com la de JNK, contribuint a la major sensibilitat hepatica a la
insulina observada a les femelles. Per la seva banda, les rates mascle sén
més sensibles al tractament amb Rsg, probablement com a conseqliéncia
del major grau de disfuncié metabolica al fetge induit pel tractament
dietétic. De fet, el tractament amb el farmac suposa una millora de la
sensibilitat a la insulina i de la funcié6 mitocondrial, i una reduccié de
I'’esteatosi i de I’estrés oxidatiu. No es pot descartar que aquestes accions
de la Rsg al fetge es produeixin, almenys en part, per I’activacioé de la via de
I’adiponectina.

En conjunt, els resultats d’aquesta tesi doctoral mostren un ampli ventall
d’efectes hepatoprotectors de I’E2, associats significativament a la millora
de la funcié mitocondrial. Aquests efectes de I’hormona sén especialment
rellevants en un context de lipotoxicitat, ja que eviten la progressié de la
disfuncio hepatica. Aixi mateix, els resultats contribueixen al coneixement
de mecanismes moleculars implicats en la diferent prevalenca entre sexes
de patologies hepatiques caracteritzades per I'acumulacié excessiva de
lipids al fetge, i es recolza el manteniment de I’homeostasi mitocondrial
com estrategia terapeutica per tractar aquests desordres.



Resumen

Los estrogenos como moduladores de la funcién
y la biogénesis mitocondriales del higado.
Relaciébn con la esteatosis hepatica y Ila
resistencia a la insulina

Universitat Tesis doctoral, lIsabel Maria Galmés Pascual, Grupo de

de les Tlles Balears

Metabolismo Energético y Nutricion, Departamento de Biologia
Fundamental y Ciencias de la Salud

RESUMEN

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacién han
evidenciado la existencia de un dimorfismo sexual en la funcién y la
biogénesis mitocondriales en el higado de rata, de manera que las hembras
presentan mitocondrias mas diferenciadas, con mayor capacidad oxidativa
y antioxidante. Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de esta
tesis doctoral ha sido el estudio del papel de los estrégenos en la
modulacion de la funcién y la biogénesis mitocondriales en el higado,
poniendo énfasis en su implicacién en la mejora de la esteatosis y de la
resistencia a la insulina hepdticas en una situacién de lipotoxicidad. Para
alcanzar este objetivo se han utilizado dos modelos in vivo con ratas
Wistar: ovariectomizadas y suplementadas con 17B-estradiol (E2), y de
ambos sexos alimentadas con una dieta hiperlipidica (HFD) y tratadas con
rosiglitazona (Rsg). Estos estudios se han complementado con
experimentos in vitro con hepatocitos HepG2.

La ovariectomia empeora la funcion y la biogénesis mitocondriales,
incrementa el estrés oxidativo y modifica el metabolismo lipidico en el
higado, alteraciones que son restablecidas, algunas parcialmente, por el
tratamiento de los animales con E2. Los experimentos en hepatocitos
HepG2 demuestran que la estimulacion de la funcién mitocondrial por
parte del E2 tiene lugar principalmente a través del coactivador
transcripcional PGC-1pB, siendo mas susceptible al entorno hormonal que
PGC-1x. Asi, se confirma la contribucion del E2 al dimorfismo sexual en la
funcién y la biogénesis mitocondriales en el higado, de acuerdo con la
menor incidencia de desordenes subyacentes a la disfuncién mitocondrial
gue presenta el sexo femenino. La relevancia de PGC-1B como mediador de
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los efectos del E2 lo convierte en una diana terapéutica potencial frente a
los desérdenes mitocondriales hepaticos.

Las ratas hembra, en comparacién a las macho, son mas resistentes a los
efectos perjudiciales de una HFD; presentan un mejor perfil lipidico
circulante y un menor grado de esteatosis hepatica. En respuesta a la
elevada disponibilidad de combustibles lipidicos, tanto en el higado de las
hembras como en las células HepG2, se da una regulacién de la expresion
de genes implicados en el metabolismo lipidico, que conduce a la
disminucion de la acumulacién intracelular de lipidos. En estas
circunstancias, la activacion de la AMPK hepatica seria un mecanismo clave
en la regulacién del metabolismo lipidico por parte del E2. Ademas, los
efectos del E2 estimulando la funcién y la biogénesis mitocondriales
también ocurren en el hepatocito en condiciones de lipotoxicidad, y se
asocian con la mejora de la sensibilidad a la insulina. De esta manera, la
reduccién de la produccién de ROS subyacente a la mejora de la funcion
mitocondrial, provocaria una menor activacion de vias inflamatorias como
la de JNK, contribuyendo a la mayor sensibilidad hepatica a la insulina
observada en las hembras. Por su parte, las ratas macho son mas sensibles
al tratamiento con Rsg, probablemente como consecuencia del mayor
grado de disfuncion metabdlica en el higado inducido por la HFD. De
hecho, el tratamiento con el farmaco supone una mejora de la sensibilidad
a la insulina y de la funcién mitocondrial, y una reduccién de la esteatosis y
del estrés oxidativo. No se descarta que estas acciones de la Rsg en el
higado se produzcan, al menos en parte, por la activacion de la via de la
adiponectina.

En conjunto, los resultados de esta tesis doctoral muestran un amplio
abanico de efectos hepatoprotectores del E2, asociados significativamente
a la mejora de la funcion mitocondrial. Estos efectos de la hormona son
especialmente relevantes en un contexto de lipotoxicidad, ya que evitan la
progresion de la disfuncion hepatica. Asimismo, los resultados contribuyen
al conocimiento de mecanismos moleculares implicados en la diferente
prevalencia entre sexos de patologias hepaticas caracterizadas por la
acumulacion excesiva de lipidos en el higado, y se refuerza el
mantenimiento de la homeostasis mitocondrial como estrategia terapéutica

para tratar estos desoérdenes.



Abstract

Estrogens as modulators of mitochondrial
function and biogenesis in liver. Relation with
hepatic steatosis and insulin resistance

Doctoral thesis, Isabel Maria Galmés Pascual, Energy Metabolism
Universitat and Nutrition Group, Department of Fundamental Biology and

de les Tlles Balears

Health Sciences

ABSTRACT

Previous studies performed in our research group revealed the existence of
sexual dimorphism in mitochondrial function and biogenesis in rat liver;
such that females exhibit more differentiated mitochondria, with greater
oxidative and antioxidant capacities. In the light of this background, the
aim of this doctoral thesis was to study the role of estrogens in
mitochondrial function and biogenesis modulation in liver, and particularly
their contribution to the improvement of steatosis and insulin resistance in
liver in a lipotoxic environment. To achieve these purposes, two in vivo
Wistar rat models were used: ovariectomized and supplemented with 17p-
estradiol (E2); and both sexes fed a high-fat diet (HFD) and treated with
rosiglitazone (Rsg). These studies were complemented by in Vvitro
experiments in HepG2 hepatocytes.

Ovariectomy impairs mitochondrial function and biogenesis, increases
oxidative stress, and modifies lipid metabolism in liver, but these
alterations are counteracted, some partially, by E2 treatment. Experiments
in HepG2 hepatocytes show that the stimulation of mitochondrial function
by E2 takes place mainly within transcriptional coactivator PGC-1p, which is
more likely to respond to the hormonal milieu than PGC-1x. Therefore, the
contribution of E2 to sexual dimorphism in mitochondrial function and
biogenesis in liver is confirmed, in accordance with a lower incidence of
disorders related to mitochondrial dysfunction in the female sex. The
importance of PGC-1B as a mediator of E2 effects makes it a potential

therapeutic target to treat hepatic mitochondrial disorders.

Female rats, in comparison with male rats, are more resistant to the
harmful effects of HFD feeding, as this sex shows a better serum lipid
profile and lower hepatic steatosis. In response to increased lipid fuel
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availability, in both the liver of females and HepG2 cells, a regulation in the
expression of genes involved in the lipid metabolism is found, which leads
to a decrease in intracellular lipid accumulation. Under such circumstances,
hepatic AMPK activation may be a key mechanism in lipid metabolism
regulation by E2. Moreover, E2 effects potentiating mitochondrial function
and biogenesis also take place in a lipotoxic situation, and are associated
with improved insulin sensitivity. In this way, decreased ROS production
induced by improved mitochondrial function may reduce activation of
inflammatory pathways such as JNK, leading to the enhanced insulin
hepatic sensitivity reported in female rats. On the other hand, male rats are
more sensitive to Rsg treatment, probably as a consequence of the greater
degree of metabolic dysfunction induced in liver by the HFD. In fact, drug
treatment leads to an improvement in both insulin sensitivity and
mitochondrial function, and a reduction in both steatosis and oxidative
stress. The effects of Rsg in liver, at least in part, through activation of the
adiponectin pathway, cannot be ruled out.

On the whole, the results of this doctoral thesis reveal a widespread
protective role of E2 in hepatocytes, which is significantly associated to
improved mitochondrial function. These hormonal effects are particularly
relevant in a lipotoxic context to avoid progression of hepatic dysfunction.
Furthermore, the results contribute to understanding the molecular
mechanisms involved in the different prevalence of hepatic pathologies
between sexes, characterized by excessive lipid accumulation in liver; and
support the maintenance of mitochondrial homeostasis as a therapeutic
strategy to treat these disorders.
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Introduccio

1.1. Metabolisme hepatic

El fetge és un organ clau en la regulacié del metabolisme energetic
global, atés que s’hi dona el processament de carbohidrats, lipids i
proteines. Realitza les seves accions des d’una posicié estrategica, ja
que constitueix un pont entre el sistema portal, col-lector del drenat
intestinal i hormonal pancreatic, i la vena cava inferior. En col-laboracié
i integracio amb altres teixits com el muascul i el teixit adipds
s’encarrega de mantenir I’homeostasi calorica, assegurant un
subministrament adequat de nutrients als teixits en funcié de les seves
necessitats i de I’estat nutricional de I’organisme. Les oscil -lacions de la
glucemia han de ser minimes, ja que la glucosa és la principal font
d’energia utilitzada pel cervell, la medul-la suprarenal i els eritrocits.
Per aixo, el fetge s’encarrega de reqgular la glucemia després d’una
ingesta i de mantenir-la constant durant una fase postabsortiva o de
deju, per I’accié conjunta de nutrients, d’hormones i del sistema nerviés
vegetatiu. Després d’una ingesta, el fetge produeix glucogen i greixos a
partir dels metabolits aportats. El glucogen s’emmagatzema i els
greixos son alliberats a la sang en forma de lipoproteines de molt baixa
densitat (VLDL). Durant el deju, el fetge produeix i allibera glucosa per a
subministrar-la a altres teixits, funcié que compleix a través de la
mobilitzacio de les reserves de glucogen i de la gluconeogenesi o
formacio de novo de glucosa. A més a més, els acids grassos poden ser
convertits al fetge en cossos cetonics per a proveir energia addicional

als altres teixits (Koolman & R6hm 2004; Tresguerres 2005).

Donada la rellevancia del fetge en I’homeostasi energetica de
I’'organisme, no és sorprenent que la disfuncié de I’hepatocit estigui
relacionada amb desequilibris del metabolisme sistemic. L’obesitat i la
sindrome metabolica estan associades a alteracions metaboliques al
fetge, que poden conduir o predisposar a la malaltia del fetge gras no
alcoholic (NAFLD, de I’angles nonalcoholic fatty liver disease). El terme
NAFLD engloba un ampli espectre de desordres caracteritzats per

I’lacumulacié de greix al fetge, condicié que pot progressar cap a estats
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més lesius i fins i tot a carcinoma hepatocel - lular (Buzzetti et al. 2016).
Els patrons alimentaris no saludables, amb presencia desequilibrada de
nutrients, son factors de risc per a I’obesitat, la sindrome metabolica i la
NAFLD. Concretament, aquestes patologies estan associades amb el
consum de dietes hipercaloriques, especialment riques en acids grassos
saturats (SFA, de l'angles saturated fatty acid), acids grassos trans i
colesterol, i de begudes endolcides amb fructosa i sacarosa. En canvi, la
reduccidé de la ingesta calorica, I'increment del consum de proteina de
soja i de serum lacti, aixi com la suplementacié amb acids grassos
monoinsaturats, omega-3 i probiotics tindrien efectes preventius i
terapeutics (Fan & Cao 2013). La resistencia a la insulina juga un paper
destacat en la patologia de [I'esteatosi i en lincrement de la
gluconeogenesi hepatica, tot i que altres esdeveniments intervenen en
aquests desajustos metabolics, com I'estres oxidatiu, la disfuncié
mitocondrial, I’estrés del reticle endoplasmatic, citocines i adipocines
proinflamatories o la modificacié de la microbiota intestinal (Gruben et
al. 2014; Vacca et al. 2015).

A més del manteniment de I’homeostasi calorica, el fetge té més
funcions destacades que el situen com a organ clau i central dins
I’organisme, com la participacid en els processos de destoxicacid, en la
sintesi de colesterol, d’acids biliars i d’elements de coagulacid, i en

I’emmagatzemament de ferritina i de vitamines, entre d’altres.



Introduccio

1.1.1. Metabolisme glucidic

La glucosa circulant deriva dels aliments ingerits, de la gluconeogénesi i
de la mobilitzacié del glucogen (glucogendolisi). El fetge és el principal
organ responsable de la gluconeogenesi i la glucogenolisi, permetent
I’alliberament de glucosa a la sang i, per tant, la seva captacié per part
d’altres teixits (Rines et al. 2016).

En una situaci6 d’abundancia energetica, la glucosa de la sang és
captada pels hepatocits a través del transportador de glucosa GLUT2,
situat a la membrana plasmatica i que presenta baixa afinitat per a la
glucosa, permetent aixi que sigui captada per altres teixits abans
d’arribar al fetge. Un cop la glucosa ha entrat dins I’hepatocit, és
fosforilada a glucosa-6-fosfat (G6P) a través de la glucocinasa hepatica
(L-GCK), assegurant aixi la seva retencio dins la cel-lula (Bechmann et
al. 2012). L’abundancia de glucosa i I'acciéo de la insulina actuen de
manera sinergica en la translocacié al citoplasma i activacioé de la L-GCK
(Bechmann et al. 2012). La G6P és utilitzada, llavors, com a precursor
per a la sintesi de glucogen a través de la glucogenogenesi, pero també
es pot convertir en piruvat a través de la glucolisi. Al fetge, la unié de la
insulina al seu receptor promou la glucogenogenesi a la vegada que
suprimeix la glucogenolisi. L’activitat de la glucogen sintasa (GS)
s’inhibeix per fosforilacid, principalment per acci6 de la glucogen
sintasa cinasa 3 (GSK3). La insulina activa la proteina cinasa B (Akt), que
fosforila la GSK3, inhibint-la i promovent aixi la glucogenogenesi
(Bechmann et al. 2012). A més, la insulina també promou la fosforilacié
de la glucogen fosforilasa, suprimint la glucogenolisi. Altrament, la
insulina estimula la conversié de la G6P a piruvat a través de la glucolisi.
El piruvat pot ser completament oxidat al mitocondri per generar ATP o
bé pot ser utilitzat per sintetitzar acids grassos a través de la lipogenesi
de novo. Finalment, a través de la via de les pentoses fosfat, la G6P pot

també generar NADPH, requerit per a la sintesi d’acids grassos al fetge.
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Durant el deju a curt termini, el fetge s’encarrega de proporcionar la
glucosa necessaria pel funcionament dels altres organs a través de la
mobilitzacio de les reserves de glucogen, i durant un deju més
prolongat, a través de la gluconeogenesi (Rui 2014). La hidrolisi del
glucogen per generar glucosa és catalitzada per la glucogen fosforilasa
en un procés afavorit pel glucagé. La gluconeogénesi, es dona a partir
de metabolits generats al fetge o arribats a través de la circulacié, com
lactat, glicerol i aminoacids. Es troba regulada principalment pels
enzims piruvat carboxilasa, fosfoenolpiruvat carboxicinasa (PEPCK),
fructosa-1,6-bisfosfatasa i glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa). L’accié de la
insulina reprimeix I’expressiéo dels gens gluconeogenics a través de la
inhibicio de la proteina de domini forkhead O1 (FoxO1) per part d’Akt
(Bechmann et al. 2012). Altres factors de transcripcié també regulen la
gluconeogenesi, tals com la proteina d’unié a I'’element de resposta a
cAMP (CREB), els factors nuclears hepatics (HNFs), o el coactivador 1«
del receptor activat per proliferadors peroxisomals y (PGC-1x), entre
d’altres (Jitrapakdee 2012).

1.1.2. Metabolisme lipidic

Els acids grassos no esterificats (NEFAs, de I’angles non-esterified fatty
acid) presents al fetge poden provenir de diferents fonts: captats de la
circulacio després de ser alliberats pel teixit adipés blanc (WAT, de
I’angleés white adipose tissue) com a resultat de la lipolisi dels
triglicerids (TG), generats a partir de la hidrolisi dels quilomicrons
provinents de l'intesti, o bé sintetitzats a través de la lipogenesi de novo
(fig. 1) (Begriche et al. 2013).



Introduccio
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Figura 1. Metabolisme lipidic hepatic. FFA, acids grassos no esterificats; TG,
triglicerids; chylo, quilomicré; ChREBP, element de resposta als carbohidrats;
SREBP-1c, proteina 1c d’unié a elements reguladors d’esterols; VLDL, lipoproteines
de molt baixa densitat; ApoB-100, apolipoproteina B-100; TCA, cicle de Krebs;
ATGL, lipasa de TG del teixit adipds. (Extret de Cohen et al. 2011).

S’han descrit nombroses proteines que faciliten el transport dels NEFAs
plasmatics a I’hepatocit, com la translocasa d’acids grassos (CD36/FAT),
la proteina d’unié a acids grassos (FABP), la proteina transportadora
d’acids grassos (FATP) o les caveolines (Nassir & Ibdah 2014).

Un cop al fetge, i depenent de la situacié fisiologica, els NEFAs poden
entrar al mitocondri per oxidar-se, o bé poden esterificar-se a TG.
L’entrada dels NEFAs de cadena llarga al mitocondri és un procés
dependent de la transferasa 1A de palmitoilcarnitina (CPT1A), present a
la membrana externa mitocondrial. Els TG poden acumular-se al
citoplasma dels hepatocits en forma de gotes lipidiques o bé secretar-
se com a VLDL (Begriche et al. 201 3).

Després d’un apat, els nivells elevats de glucosa i d’insulina promouen
la sintesi de NEFAs i TG a I’hepatocit. A banda dels NEFAs arribats al
fetge a través dels quilomicrons circulants, aquestes molecules poden

ser obtingudes a partir del piruvat generat a la glucolisi a través de la
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lipogenesi de novo. L’acetil-CoA forma malonil-CoA i NEFAs per accié
de I'acetil-CoA carboxilasa (ACC) i I’acid gras sintasa (FAS). Altrament,
els alts nivells de malonil-CoA inhibeixen la CPTTA, disminuint aixi la B-
oxidacio. En consequiéncia, els NEFAs son dirigits cap a la formacié de
TG, que poden ser emmagatzemats en gotes lipidiques o bé ser
secretats a la circulaci6 com a VLDL. Aquestes accions sén també
dirigides per I'accié sinergica dels factors de transcripcidé proteina 1c
d’uni6 a elements reguladors d’esterols (SREBP-1c) i element de
resposta als carbohidrats (ChREBP), que incrementen I’expressio de gens
lipogenics tals com I’ACC i la FAS, entre d’altres. Aquests factors, a més,
incrementen |’expressido d’enzims claus de la glucolisi, com la
glucocinasa i la L-piruvat cinasa (Han et al. 2016), afavorint d’aquesta
manera |'obtencié d’acetil-CoA per incrementar la disponibilitat de

precursors lipogenics.

En canvi, durant el deju, els nivells baixos d’insulina i els elevats nivells
de glucago afavoreixen la hidrolisi dels TG del teixit adipds i
I’alliberament dels NEFAs resultants a la circulacié. Dins els mitocondris
dels hepatocits, aquests NEFAs, a través de la PB-oxidacid, es
converteixen en acetil-CoA, que pot ser completament oxidat al cicle de
Krebs, o bé donar lloc a cossos cetonics, que seran secretats per
proporcionar energia a altres teixits. A més, en aquesta situacio, els
nivells de malonil-CoA sén baixos, la qual cosa afavoreix la importacio
dels NEFAs de cadena llarga al mitocondri i la seva oxidacio (Begriche et
al. 2013). Aquests efectes sOn estimulats pel receptor activat per
proliferadors peroxisomals « (PPARx), el qual incrementa I’expressié de
nombrosos enzims involucrats en la B-oxidacié, com la CPTIA, la
deshidrogenasa d’acils-CoA de cadena mitjana (MCAD) o l'acil-CoA
oxidasa 1 (ACOX); i en la cetogenesi, com la 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA (HMG-CoA) sintasa, entre d’altres (Begriche et al. 2006; Pawlak et
al. 2015).



Introduccio

1.2. El mitocondri

Els mitocondris sén organuls de doble membrana encarregats de dirigir
el metabolisme energetic de la cel-lula eucariota. La seva principal
funciéo és la de proporcionar energia en forma d’ATP a través de la
fosforilacio oxidativa. Aquest procés té lloc gracies a I'oxidacié previa
dels nutrients durant la B-oxidacio i el cicle de Krebs, processos que
generen el poder reductor necessari per a l'obtencié d’energia a la
cadena de transport electronic. Els mitocondris també sén la principal
font de generacié d’especies reactives d’oxigen (ROS), molecules molt
reactives que poden provocar dany oxidatiu al DNA, proteines i lipids. La
proliferacié cel-lular, I'apoptosi, I’homeostasi del calci o la biosintesi de
grups hemo, purines i esteroides, son altres funcions que presenten els
mitocondris (Murphy 2009; Bhatti et al. 2016).

1.2.1. El genoma mitocondrial

Els mitocondris contenen el seu propi genoma, el DNA mitocondrial
(mtDNA), el qual disposa d’un codi genetic modificat de l'universal.
Cada mitocondri conté de 800 a 1000 copies de mtDNA, transmeses per
herencia materna i empaquetades en estructures ordenades
anomenades nucleoides (Friedman & Nunnari 2014). EIl mtDNA presenta
una taxa de mutacié més elevada que la del DNA nuclear pel fet de
trobar-se poc protegit per proteines, per situar-se fisicament associat a
la membrana interna mitocondrial (on es produeixen principalment les
ROS), i per posseir uns mecanismes de reparacié menys eficacos que els

del genoma nuclear (Kim et al. 2015).

El mtDNA conté trenta-set gens que codifiquen per dos RNA ribosomics
(12S i 16S), vint-i-dos RNA de transferencia i tretze polipeptids, que
formen part dels complexes respiratoris. Set d’aquests polipéptids,
ND1-6 i NDA4L, son subunitats del complex | (NADH:ubiquinona
oxidoreductasa); un, el citocrom b, forma part del complex Ili

(ubiquinona:citocrom ¢ oxidoreductasa); tres, COX I-Ill, s6n subunitats
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del complex IV (citocrom c oxidasa); i dos, subunitats 6 i 8, formen part
de P’ATP sintasa (Alexeyev et al. 2013). Les demés proteines dels
complexes respiratoris i la resta de proteines mitocondrials es troben
codificades al genoma nuclear, per la qual cosa han de ser importades al
mitocondri mitjancant diferents mecanismes (Becker et al. 2012). Per
tant, resulta essencial la regulaci6 coordinada de I’expressiéo dels
genomes nuclear i mitocondrial per al manteniment del funcionament

dels mitocondris i per a la seva resposta a diferents estimuls.

1.2.2. Biogéenesi mitocondrial

El correcte funcionament i integritat estructural dels mitocondris és
indispensable pel manteniment bioenergetic cel - lular, fet que s’assoleix
mitjancant el control de la biogenesi mitocondrial. Aquest procés
engloba tant la proliferacié, o augment del nombre de mitocondris, com
la diferenciacid, o augment de les capacitats funcionals dels mitocondris
preexistents (Fernandez-Silva et al. 2003). La biogenesi mitocondrial és
un procés complex que implica I'expressié coordinada de més de 1000
gens codificats tant al genoma mitocondrial com al nuclear. L’expressi6
d’aquests gens s’adapta a la demanada energetica i a canvis fisiologics
(Jornayvaz & Shulman 2010). Per exemple, la biogenesi mitocondrial
augmenta en el muscul en resposta a I’exercici o al teixit adipds marré

durant la termogenesi adaptativa (Cannon & Nedergaard 2004).

Cal destacar que els mitocondris no sén organuls estatics, sind que
canvien continuament de morfologia i de localitzacié per mantenir un
correcte funcionament tant en condicions normals com en resposta a
I’estres. Aquestes accions dinamiques inclouen tant processos de fissio
com de fusiéo mitocondrials (Babbar & Sheikh 2013; van der Bliek et al.
2013). La fusio atenua l'estrés mitjancant la unidé i cooperaciéo de
mitocondris parcialment danyats, mentre que el procés de fissio
contribueix a I'eliminacié dels mitocondris danyats a través de la
mitofagia (Babbar & Sheikh 201 3).
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1.2.3. Factors reguladors de la funcié i la biogénesi
mitocondrials

Existeixen varis elements que actuen com a coordinadors dels genomes
nuclear i mitocondrial, amb el fi de regular la biogenesi i I'activitat dels
mitocondris en funcié de la demanda energéetica (Scarpulla et al. 2012)
(fig. 2).

Protein import and

assembly
Heme biosynthesis D)
—— o
N 4

NRF
ERR Lipid metabolism %
PPAR Respiratory
(PGC) subunits

= (complexes |-V, (e

\ T Cyt c) ) Respiratory

O subunits

B —— (complexes |, lll,

o — v, V) +

translation
(ribosomal proteins,
tRNA synthetases)
__/ e —
mtDNA transcription
and replication
(Tfam, TFB1M, TFB2M,
POLRMT)

Figura 2. Representacié resumida de la coordinacié entre els genomes
nuclear i mitocondrial, necessaria pel correcte manteniment i
funcionament dels mitocondris. NRF, factor nuclear de respiracio; ERR,
receptor relacionat amb estrogens; PPAR, receptor activat per proliferadors
peroxisomals; PGC, coactivador del receptor activat per proliferadors peroxisomals
y; mtDNA, DNA mitocondrial; TFAM, factor de transcripcié mitocondrial A; TFB1M i
TFB2M, factors transcripcionals mitocondrials B1 i B2; POLRMT, RNA polimerasa
mitocondrial. (Modificat de Scarpulla 2008).

Factor de transcripcio mitocondrial A

El factor de transcripcié6 mitocondrial A (TFAM), codificat al genoma
nuclear, pertany a la familia de les proteines d’elevada mobilitat, i
s’encarrega d’estimular la transcripci6 del mtDNA de manera
bidireccional. S’'uneix de manera especifica a regions situades corrent
amunt dels promotors d’ambdues cadenes, des d’on permet el

reclutament de la RNA polimerasa i del factor transcripcional
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mitocondrial B2 (TFB2M), permetent [I'inici i estabilitzacio de la
transcripcio (Ramachandran et al. 2017). A més, el TFAM té un paper en
la regulaciéo de la replicacié del mtDNA, ja que la transcripcié de la
cadena lleugera produeix els encebadors necessaris per a la iniciacio de
la replicacié del mtDNA (Pham et al. 2006). Finalment, cal dir que el
TFAM també s’uneix de manera inespecifica al genoma mitocondrial,

permetent el seu empaquetatge i la seva estabilitzacio (Shi et al. 2012).

Factors nuclears de respiracio

Els factors nuclears de respiracio 1 i 2 (NRF-1 i NRF-2) van ser els
primers factors de transcripcié nuclears descrits com a implicats en

I’expressio de proteines mitocondrials.

NRF-1 activa I’expressié de gens que codifiquen per components del
sistema de fosforilaci6 oxidativa, transportadors mitocondrials i
proteines ribosomals mitocondrials. A més, regula I’expressio del TFAM,
TFB1M i TFB2M (Scarpulla et al. 2012). NRF-2 realitza un paper directe
en el control de I'expressido de les subunitats del complex IV de la
cadena de transport electronic, de proteines implicades en el transport
de la maquinaria mitocondrial i de factors inicials de la traduccio
mitocondrial, aixi com també de TFAM, TFB1M i TFB2M (Scarpulla et al.
2012).

Receptors activats per proliferadors peroxisomals

Els PPARs sOn factors de transcripcié activats per lligands que pertanyen
a la superfamilia dels receptors nuclears i que juguen un paper
important en I’homeostasi lipidica. Sén activats de manera endogena
principalment pels acids grassos i els seus derivats. Es coneixen tres
subtipus de PPARs; PPARx, PPARD (també anomenat PPARP) i PPARYy, els
quals comparteixen el mateix mode d’acci6 molecular via formacio

d’heterodimers amb el receptor X de retinoides (RXR) i posterior unié als
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elements de resposta als proliferadors peroxisomals (PPREs)
(Rakhshandehroo et al. 2010).

El primer PPAR identificat fou PPARx, el qual s’expressa
predominantment a teixits que presenten un elevat rati de catabolisme
mitocondrial i peroxisomal d’acids grassos, com el fetge, el teixit adipés
marro, el cor i el muascul esqueletic. Al fetge, a més de ser el principal
regulador del metabolisme lipidic hepatic, també és capag¢ de controlar
el metabolisme glucidic i el lipoproteic, aixi com la inflamaci6o i
proliferacié hepatiques (Rakhshandehroo et al. 2010). Una de les seves
funcions fisiologiques més importants és la de promoure la utilitzacio
d’acids grassos durant el deju per permetre aixi la gluconeogénesi i la
cetogenesi, proporcionant I’energia necessaria pel funcionament dels
teixits periferics (Geisler et al. 2016). Entre d’altres, PPARx regula
positivament I’expressié de proteines involucrades en la captacié
d’acids grassos, en la B-oxidaci6 mitocondrial i peroxisomal i en la
secrecio de les VLDL, aquest darrer procés a través del control de la
proteina de transferéencia de triglicerids microsomal (MTP). A més,
PPARx estimula I’expressié de les proteines desacoblants (UCPs)
(Rakhshandehroo et al. 2010; Yoon 2010; Vacca et al. 2015). En models
animals de NAFLD, I'activacié de PPARx a través de lligands sintetics
com els fenofibrats o els compostos WY-14643 i GW-7647, redueix
I’esteatosi, la inflamacié i la fibrosi al fetge (Pawlak et al. 2015). Per
contra, els ratolins deficients en PPARx i exposats a una dieta
hiperlipidica sén més susceptibles a I’esteatosi hepatica i a la progressio
de la NAFLD, degut a un empitjorament de la p-oxidacié i a un
increment de 'estrés oxidatiu i de la inflamacié (Stienstra et al. 2007;
Abdelmegeed et al. 2011).

PPARd s’expressa de manera ubiqua, tot i que és particularment
abundant al muscul esqueletic i al cor, on a part de promoure el
metabolisme lipidic, també estimula el metabolisme glucidic i intervé en
la formacié de fibres musculars oxidatives. La funcié de PPARD al fetge

esta poc esclarida. Mentre alguns estudis apunten a que PPARd controla
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I'oxidacié dels acids grassos i el desacoblament de la fosforilacio
oxidativa (Vacca et al. 2015), altres suggereixen que la seva funci6 esta
lligada al control de la lipogeénesi i la utilitzacié de la glucosa (Fan &
Evans 2015).

PPARY és considerat el principal regulador dels gens involucrats en les
vies lipogéniques. S’expressa de manera abundant al teixit adipos, on
augmenta la sensibilitat a la insulina i promou la captacié d’acids
grassos i la diferenciacio de I'adipocit, amb el conseqlient increment del
contingut intracel-lular de TG i la reducciéo de I’alliberament d’acids
grassos a la circulacié, que altrament podrien ser captats pel fetge
(Tontonoz & Spiegelman 2008; Videla & Pettinelli 2012). En comparacié
amb el teixit adipds, el fetge expressa baixos nivells de PPARYy, tot i que
en diverses condicions patologiques aquests nivells poden augmentar i
tenir un impacte significatiu en ’homeostasi metabolica i la funcid de
I’'organ. De fet, al fetge, l'activaci6 de PPARy contribueix al
desenvolupament de I’esteatosi a través de mecanismes que condueixen

a ’activacié de gens lipogenics (Videla & Pettinelli 2012).

Coactivadors del receptor activat per proliferadors peroxisomals y

La familia dels PGCs inclou PGC-1x, PGC-1B i el coactivador tipus PGC-
lTx (PRC). Els tres membres presenten similituds de seqliencia,
comparteixen el mode d’accié i son capacos de regular la biogénesi
mitocondrial en diversos teixits (Villena 2015). A diferencia d’altres
coactivadors, els membres de la familia dels PGCs no presenten activitat
histona acil transferasa que els permeti remodelar la cromatina i
controlar directament la transcripcié genica. Els PGCs actuen com a
plataformes d’unié amb altres proteines que si posseeixen activitat acil
transferasa i afavoreixen I’assemblatge de la maquinaria de transcripcio.
A més, I'activitat dels PGCs pot ser modulada a través de modificacions
posttraduccionals, tals com la fosforilacio induida per la cinasa activada

per AMP (AMPK), o la desacetilacié induida per la sirtuina 1 (Villena
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2015). Tot i que presenten moltes similituds, els tres coactivadors

mostren diferéncies quant al context fisiologic on actuen (Villena 2015).

El primer membre descrit fou PGC-1x, el qual s’identifica com a
coactivador transcripcional de PPARy en adipocits marrons durant la
termogenesi adaptativa en resposta al fred (Liu & Lin 2011). PGC-1x és
capa¢ de controlar un ample ventall d’aspectes relacionats amb Ia
biogenesi mitocondrial i el metabolisme, ja que interacciona i coactiva
directament els PPARx, els NRFs, i els receptors relacionats amb

estrogens (fig. 3) (Scarpulla et al. 2012).

Acetyl-
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Figura 3. Control de la biogénesi mitocondrial per PGC-1 al fetge. PGC-
1, coactivador del receptor activat per proliferadors peroxisomals y; PPAR,
receptor activat per proliferadors peroxisomals; RXR, receptor de retinoid X; ERR,
receptor relacionat amb estrogens; NRF, factor nuclear de respiracid; mtDNA, DNA
mitocondrial; TCA, cicle de Krebs. (Extret de Scarpulla et al. 2012).

En resposta al deju, I'’expressié hepatica de PGC-1x augmenta, essent
llavors capac¢ d’interaccionar amb FoxO1l, HNF4x o receptors de
glucocorticoides. Consequientment, PGC-Tx activa la transcripcié de
gens gluconeogenics, com PEPCK o G6Pasa, promovent la produccio
hepatica de glucosa i el manteniment de I’homeostasi glucidica

(Puigserver & Spiegelman 2003; Wang et al. 2014). En ratolins diabetics i
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resistents a I’accio de la insulina, s’indueix PGC-1«, indicant que la seva
activacio al fetge podria promoure diabetis i obesitat. Per tant, i a
diferencia d’altres teixits com el muscul esqueletic, al fetge, I’activacié
de PGC-Twx no constituiria un bon model de diana terapeutica contra els
desordres associats a la diabetis (Puigserver & Spiegelman 2003;
Besseiche et al. 2015).

PGC-1B, degut a les similituds de sequéncia amb PGC-1x, també és
capac d’unir-se i activar els mateixos factors de transcripcié relacionats
amb la funcié i la biogenesi mitocondrials (fig. 3). No obstant, PGC-1
no s’indueix en el teixit adipés marrdé en resposta al fred (Liu & Lin
2011; Vacca et al. 2015), és un inductor pobre de la gluconeogéenesi
hepatica (Lin et al. 2003) i, a diferencia de PGC-1x, regula varis
aspectes del metabolisme lipidic. PGC-1B s’indueix en resposta als
acids grassos de la dieta, la qual cosa condueix a un augment de la
lipogenesi. Aquests efectes son exercits principalment a través de la
seva interaccié amb SREBP-1c (Lin et al. 2005). No obstant, la regulacio
del metabolisme lipidic que realitza PGC-1B no es restringeix només a
la sintesi de lipids, sind que també regula la sintesi i secrecié de les
VLDL (Wolfrum & Stoffel 2006). Malgrat I’estimulacié de la lipogenesi,
I’activacio selectiva de PGC-1B als hepatocits protegeix de I’esteatosi,
degut a la seva accié6 combinada sobre la sintesi de lipids, la fosforilacié
oxidativa, la B-oxidacio, el cicle de Krebs i la secreci6 de lipids
(Bellafante et al. 2013). De fet, ratolins amb deleci6 de PGC-1pB
exhibeixen esteatosi hepatica, degut en part a I’empitjorament de la

capacitat funcional dels mitocondris (Chambers et al. 2012).

Cal destacar que s’han descrit mecanismes compensatoris entre PGC-1x
i PGC-1B. Aixi, la supressio de PGC-1B a ratolins suposa una disfuncié
de varis organs, entre ells el fetge, pero sembla contrarestada en part
per una regulacié a l'alca de PGC-Tx al teixit adipdés (Lelliott et al.
2006). Per tant, no es poden descartar altres mecanismes
compensatoris entre ambdés PGCs degut a la redundancia de les seves
funcions (Villena 2015).
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El tercer membre de la familia, PRC, descobert més recentment, és
induit a les cel-lules quiescents per estimulacié serica i inhibit per la
retirada del serum o el contacte cel-lular. S’uneix als factors de
transcripcio NRF-1, CREB i el receptor relacionat amb estrogens «,
regulant també aspectes relacionats amb la funci6 mitocondrial
(Scarpulla 2011).

1.2.4. Cadena de transport electronic i produccié de ROS

La cadena de transport electronic esta composta per quatre complexes
proteics (complex I-1V) associats a la membrana mitocondrial interna
(fig. 4). Els electrons cedits pels coenzims NADH i FADH; sén transferits
des del complex | o Il cap al lll, i llavors al IV, on es combinen amb
oxigen, el darrer acceptor d’electrons, i el redueixen a aigua. El flux
seqguencial d’electrons a través de la cadena de transport electronic esta
associat a la generacié d’un gradient protonic a I’espai intermembrana,
el qual és utilitzat per I’ATP sintasa (també considerat complex V) per
generar ATP a partir d’ADP+Pi (Sazanov 2015). No obstant, el flux
d’electrons a través de la cadena de transport electronic és un procés
imperfecte i part de I'oxigen consumit pels mitocondris és reduit de
forma incompleta per electrons que s’escapen de la cadena de transport
electronic, generant d’aquesta manera ROS, tals com I’anié superoxid
(O2), el radical hidroxil (OH) o el peroxid d’hidrogen (H20?) (fig. 4).
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Figura 4. Cadena de transport electronic i formacié de ROS. CuZn-SOD,
superoxid dismutasa de coure/zinc; Mn-SOD, superoxid dismutasa de manganes;
Ay, potencial de membrana mitocondrial; NO, oxid nitric; ROS, espécies reactives
d’oxigen; UCP2, proteina desacoblant 2; VDAC, canal anionic dependent de
voltatge. (Modificat de Tang et al. 2014).

El O2- és rapidament convertit a H202 per dismutacio espontania o per
accié de les superoxids dismutases (SODs). El H2O; és relativament
estable i permeable a la membrana, de manera que pot difondre al
citosol. A més, en presencia de cations com ferro, i a través de la reaccié
de Fenton, el H2O; pot generar *OH. Aquesta especie, la més reactiva de
totes, es genera també per reaccié del O~ amb el H20;. El Oz'- pot, a
més, reaccionar amb I’oxid nitric (NO) i formar radical peroxinitrit
('ONOO"). A banda de la respiracié mitocondrial, altres enzims citosolics
son capacos de generar ROS. Entre aquests, destaquen la NADPH
oxidasa, la xantina oxidasa i les sintases d’oxid nitric (Birben et al.
2012).

Per neutralitzar les ROS, les cel-lules compten amb un potent sistema
antioxidant, compost per mecanismes enzimatics i no enzimatics (fig. 4)

(Andreyev et al. 2015). El O>*- pot ser convertit a H20; per accié de la
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SOD de manganes (MnSOD), situada a la matriu mitocondrial, o de la
SOD de coure/zinc (CuZnSOD) situada al citosol. Addicionalment, la
cel-lula compta amb altres mecanismes enzimatics que condueixen a la
conversié del H;O, a aigua, com la catalasa, les tioredoxines, les
peroxiredoxines (PRXs) o les glutaredoxines. A més, el fetge participa en
la protecciéo enfront de I'oxidacio lipidica i I’aterosclerosi a través de
I'expressio i secrecié de la paraoxonasa 1 (PON1), disminuint d’aquesta
manera el risc de patir aterosclerosi (Fuhrman 2012). Altres molecules
no enzimatiques contribueixen a la proteccié de la cel-lula enfront de
I’estres oxidatiu, com les vitamines A, C, i E, el glutatio, la bilirubina i
I’acid uric (Sedlak et al. 2009). Finalment, en la defensa contra les ROS,
cal destacar el paper de UCPs. La principal funcié de les UCPs és
transportar protons des de l'espai intermembrana cap a la matriu
mitocondrial, dissipant el gradient protonic originat per la cadena
respiratoria, evitant la formacié d’ATP (fig. 4). El fetge expressa baixos
nivells d’UCP2, tot i que aquests augmenten en resposta als acids
grassos plasmatics (Cortez-Pinto & Machado 2009). No obstant, I"'UCP2
sembla no tenir un paper clau en la proteccié contra la NAFLD, donat
que l'increment d’aquesta proteina desacoblant que es déna al fetge
esteatosic no sembla suficient per reduir la produccié de ROS (Cortez-
Pinto & Machado 2009).

Els mitocondris continuament exposats a nivells alts de ROS sofreixen
I'oxidacié dels complexes de la cadena de transport electronic, del
mtDNA i dels lipids, de manera que es compromet la seva funcié.
Llavors, el dany d’aquestes molecules empitjora la funcié de la cadena
de transport electronic, donant lloc a la formacié6 de més ROS, en un
cercle que esdevé vicids (Guo et al. 2013a). L’estres oxidatiu prové d’un
desequilibri entre les reaccions prooxidants i les antioxidants, que

decanten la balanca cap al dany cel- lular.

Malgrat I’associacio de les ROS amb la promocié de lesions oxidatives,
cal destacar que aquestes molecules s6n importants elements de

comunicacio entre els mitocondris i la resta de la cel-lula. A través de
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I’activacio de varies proteines, les ROS regulen la senyalitzacié de varis
processos biologics i fisiologics. Per tant, mentre nivells elevats de ROS
es relacionen amb esdeveniments oxidants, baixos nivells funcionen
com a segons missatgers de respostes cel-lulars encaminades al
manteniment de I’homeostasi i a I'adaptacié per fer front a I'estres
(Chandel 2015).

1.2.5. La disfuncié mitocondrial

La disfuncié mitocondrial es defineix com la disminucié de la biogenesi
mitocondrial i l'alteracié tant del potencial de membrana com de
I’activitat de la cadena de transport electronic, amb la consequent
disminucié dels nivells d’ATP (Bhatti et al. 2016). La disfuncié
mitocondrial és el resultat de la produccié excessiva de ROS, associada
al dany oxidatiu de proteines, DNA i lipids mitocondrials. Els
mitocondris regulen molts processos de la cel-lula, de manera que
I’alteraci6 de la seva homeostasi condueix a deficits severs en les
funcions cel-lulars, que poden conduir a lesions dels teixits i organs. De
fet, la disfuncié mitocondrial esta associada a I’envelliment i a diverses
condicions patologiques, com algunes malalties degeneratives i algunes
malalties agudes i croniques (fig. 5) (Cameron et al. 2016). Per aixo,
molta de la recerca encaminada al disseny de noves estrategies
terapeutiques se centren actualment en el mitocondri com a organul

diana (Cameron et al. 2016).
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Figura 5. Malalties associades a la disfuncié mitocondrial. ROS, especies
reactives d’oxigen. (Modificat de Cameron et al. 2016).

Al fetge, la disfuncio mitocondrial es relaciona amb el desenvolupament
de lesions agudes i de malalties croniques com la NAFLD,
I’hepatocarcinoma o la malaltia hepatica alcoholica (Auger et al. 2015).
Concretament, les anomalies mitocondrials associades a la NAFLD
inclouen lesions ultraestructurals, la reduccié dels nivells de mtDNA i la
disminucié de I'activitat de la cadena de transport electronic i de la
produccié d’ATP (Begriche et al. 2006; Paradies et al. 2014). Per contra,
I’'oxidacié mitocondrial d’acids grassos es pot activar al fetge per tal de
contrarestar I’augment de lipids intracel-lulars, tot i que aquesta
adaptacié no és suficient per reduir 'acumulacioé de lipids al fetge. A
més, la formacié de ROS augmenta degut al desajust entre 'augment de
I’oxidacié mitocondrial i el funcionament ineficient de la cadena de

transport electronic (Begriche et al. 2013).
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1.3. Esteatosi hepatica

L’esteatosi hepatica es defineix com I'acumulacié de TG al fetge (més
d’un 5% del pes del fetge) en absencia d’un consum diari d’alcohol de
més de 20 o 30 g en dones i homes, respectivament. Constitueix
I'escalaf6 més baix de I'ampli espectre de situacions patologiques
englobades baix el terme de la NAFLD (fig. 6). La NAFLD ha esdevingut
la causa més freqlient de malaltia cronica del fetge arreu del moéon, amb
una prevalenca d’un 20-30% en adults (Byrne & Targher 2015; Buzzetti
et al. 2016). A banda del consum d’alcohol, altres causes d’esteatosis
hepatica son excloses de la NAFLD, com la malaltia autoimmune del
fetge, la infeccio virica hepatica, I’lhemocromatosi, la malaltia de Wilson
o el consum de drogues (Asrih & Jornayvaz 2015). Canvis saludables en
I’estil de vida poden revertir I’esteatosi; en cas contrari aquest estat pot
progressar a esteatohepatitis no alcoholica (NASH, de [I’angles
nonalcoholic steatohepatitis). La NASH inclou, a més de I’esteatosi, la
presencia de lesions hepatiques i inflamacié, acompanyats o no de
fibrosi. Els pacients amb NASH poden desenvolupar cirrosi, que
incrementa la susceptibilitat de patir hepatocarcinoma (Cohen et al.
2011; Buzzetti et al. 2016).
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Figura 6. Representacié esquematica de la progressié de la NAFLD.
NASH, esteatohepatitis no alcoholica. (Extret de Cohen et al. 2011).

Tradicionalment, la progressiéo de la NAFLD s’ha considerat des d’una
perspectiva anomenada “two hits hypothesis” o hipotesi de doble

impacte (Day & James 1998). Segons aquesta hipotesi, una vida
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sedentaria, la ingesta de dietes hiperlipidiques, I’obesitat i la resisténcia
a la insulina actuarien com a “primer impacte” per a I'acumulacié de
lipids al fetge. En aquesta situacio, els hepatocits estarien més
predisposats a patir un “segon impacte”, que resultaria en les
caracteristiques propies de la NASH, com la inflamacid, la fibrosi o la
mort cel-lular. El “segon impacte” contempla diversos factors, com
I'estres oxidatiu, I’estres del reticle endoplasmatic, la disfuncio
mitocondrial, citocines i adipocines proinflamatories o I’alteracié de la

microbiota intestinal (Yilmaz 2012).

Aquesta visié, massa simplista per a recapitular la complexitat de la
NAFLD, s’ha substituida per la “multiple parallel hit hypothesis” o
hipotesi d’impactes multiples paral-lels, segons la qual multiples
factors actuen de manera sinergica i paral-lelament sobre el
desenvolupament i la progressié de la NAFLD, i no d’'una manera
consecutiva (Tilg & Moschen 2010). Per exemple, s’ha vist que la
inflamacioé hepatica pot precedir I’esteatosi simple (Gruben et al. 2014;
Yu et al. 2016). A més, alguns d’aquests factors poden interaccionar

entre ells, establint un cercle vicios.

1.3.1. Acumulacié lipidica hepatica. Relaci6 amb Ila
resisténcia a la insulina

La sindrome metabolica ha esdevingut la principal causa de mortalitat i
morbiditat als paisos industrialitzats, i es caracteritza per ser una
combinacié de multiples desordres com la resisténcia a la insulina,
I'obesitat, la dislipemia, la hipertensid, la hipercolesterolemia i I’estat
proinflamatori, entre d’altres. La NAFLD s’associa a aquests
esdeveniments i, de fet, es considera una manifestacio d’aquesta
sindrome (Asrih & Jornayvaz 2015). No obstant, la NAFLD també pot
estar relacionada amb una predisposicid genética en individus sans i
absents dels criteris propis de la sindrome metabolica (Kantartzis et al.
2009).
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La resistencia a la insulina sembla jugar un paper clau en la promocio de
la NAFLD (Asrih & Jornayvaz 2015). En situacions normals, la insulina
s’uneix als seus receptors 1 i 2 transmembrana, provocant la seva
dimeritzacio i autofosforilacié en residus de tirosina. Llavors es recluta i
fosforila el substrat receptor d’insulina (IRS), que és capa¢ de modular la
via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) - AKT, la qual promou les
accions metaboliques de la insulina (Boucher et al. 2014). Al fetge,
I’accié de la insulina és essencial en el metabolisme dels carbohidrats.
Per una part promou la captaci6 de glucosa, la glucolisi i la
glucogenogénesi, mentre que també inhibeix la gluconeogenesi i la
mobilitzacié de glucogen. També modula el metabolisme lipidic, ja que
inhibeix I'oxidacié d’acids grassos i promou la lipogenesi de novo, la
captacio d’acids grassos i la secrecio de VLDL (Vacca et al. 2015). Quan
el teixit adipds esdevé resistent a I'acciéo de la insulina, s’afavoreix la
lipolisi dels TG, de manera que els NEFAs son alliberats a la circulacié i
poden ser captats per teixits periferics, com el muscul esqueletic i el
fetge (fig. 7). L’acumulacio intracel - lular de lipids al muscul esqueletic
empitjora la captacié de glucosa, per la qual cosa el pancrees respon
amb la secreci6 de més insulina (Hardy et al. 2016). L’acumulacié
excessiva de lipids al fetge esdevé d’un desequilibri entre la sintesi de
TG (provinents tant de la seva captacié i esterificacié, com de la sintesi
de novo) i el seu catabolisme (degut a la seva oxidacid i secrecié com a
VLDL) (Yu et al. 2016). A més, en estats insulinoresistents I'accio de la
insulina al fetge té un caracter selectiu. Per una part, se sobreactiva
SREBP-1c, de manera que els NEFAs son sintetitzats al fetge. No
obstant, i per altra banda, la insulina és incapag d’inhibir la produccio
de glucosa (Begriche et al. 2013). Els nivells elevats de glucosa, a més,
activen ChREBP, que promou un empitjorament de I’esteatosi a través de

I’laugment de la lipogenesi (Vacca et al. 2015).

24



Introduccio

Ectopic fat
B cell compensation <— INFa @ ww LAdiponectin
-6 - * ™
A \ / MCP-1 (¢ 4 %
Hyperinsulinemia Diet
1 Lipolysis
SREBP1c
ChREBP
De novo
lipogenesis
N FFAS
ApoB
0 “\y \ MTP > VLDL
1 Triglyceride Oxidation
synthesis
FFAs
| Glucose uptake

Figura 7. Principals processos que contribueixen a la resisténcia a la
insulina i a I’esteatosi al fetge. IR, resisténcia a la insulina; TNF-«, factor de
necrosi tumoral o; IL-6, interleucina 6; MCP-1, proteina 1 quimioatraient de
monocits; FFA, acid gras lliure; ApoB, apolipoproteina B; MTP, proteina de
transferencia de triglicérids microsomal; VLDL, lipoproteines de molt baixa
densitat; DAG, diacilglicerol; NF-kB, factor nuclear kB; JNK, cinasa de I'extrem N-
terminal de c-Jun; SREBP-1c, proteina 1c d’unié a elements reguladors d’esterols;
ChREBP, element de resposta als carbohidrats. (Extret de Hardy et al. 2016).

A més, I'acumulacié de determinades especies lipidiques, tals com els
diacilglicerols (DAG), les ceramides o els SFA, es relaciona amb el
desenvolupament de resisténcia a la insulina d’'una manera més directa
gue no pas per I’acumulacié de TG per se (Farese et al. 2012). Els DAG,
les ceramides i els SFA indueixen la proteina cinasa C (PKC), la qual
disminueix la senyalitzaciéo de la insulina (Chavez & Summers 2012;
Galbo et al. 2013; Perry et al. 2014). A més, les ceramides estimulen
I’accié de la cinasa de I'extrem N-terminal de c-Jun (JNK) i de la cinasa
inhibidora d’IkB (IKK2), cinases que promouen la inflamacié i inhibeixen

la senyalitzacié de la insulina (Gruben et al. 2014).
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1.3.2. Inflamacié hepatica

Nombroses proteines estan involucrades en la resposta inflamatoria al
fetge. Algunes d’elles es relacionen alhora amb el desenvolupament de
resistencia a la insulina (fig. 7), de manera que esdevé dificil esclarir la
relacié causa-efecte en els successos relacionats amb la NAFLD (Gruben
et al. 2014; Asrih & Jornayvaz 2015).

JNK és un membre de la familia de les cinases activades per mitogens
(MAPKs). Existeixen 3 isoformes, dues de les quals, JNK1 i JNK2,
s’expressen a gairebé tots els tipus cel-lulars, inclosos els hepatocits
(Seki et al. 2012). La seva activacio és el resultat d’'una cascada
organitzada de senyals: les MAP3Ks fosforilen i activen les MAP2Ks, les
qguals també fosforilen i activen la JNK, que finalment també fosforila
algun dels seus substrats (fig. 8).
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Figura 8. Sistema d’activacié de la JNK. MAPK, cinasa activada per mitogens;
TGFB, factor de creixement transformant B; PDGF, factor de creixement derivat de
les plaquetes; EGF, factor de creixement epidermic; TNF, factor de necrosi tumoral;
IL, interleucina; PAMPs, patrons associats a patogens; LPS, lipopolisacarid; ROS,
especies reactives d’oxigen; ER, reticle endoplasmatic. (Modificat de Seki et al.
2012).

26



Introduccio

Al fetge, un cop activada JNK, regula processos com la inflamacio, la
mort cel-lular, la diferenciacio i la proliferacié, 'acumulacié de ROS, la
senyalitzacié de la insulina i la carcinogeénesi, entre d’altres. Varis
estimuls indueixen l'activacié de JNK, tals com citocines, factors de
creixement, lipopolisacarids, ROS, estres del reticle endoplasmatic o
estres ambiental, entre d’altres (Czaja 2010; Seki et al. 2012).
L’activaci6 de JNK constitueix un mecanisme central en el
desenvolupament de I'obesitat i la resistencia a la insulina i, per tant, de
la progressié cap a lesions severes a I’hepatocit. JNK és capac de
fosforilar IRS1 al residu Ser307, fet que provoca la interrupcié de la
senyalitzacié de la insulina (Singh et al. 2009; Seki et al. 2012). Tot
plegat, el control de I'activitat de JNK centra I’atencié de les estrategies
terapeutiques per lluitar contra la patogenesi de la NAFLD (Singh et al.
2009). Altres MAPKs son les cinases 1 i 2 regulades per senyals
extracel-lulars o la p38, tot i que la seva relaci6 amb la NAFLD ha estat

menys esclarida.

El factor nuclear kB (NF-kB) és un dels factors de transcripcié més
importants involucrats en la resposta inflamatoria, tot i que també s’ha
vist que esta implicat en I’etiologia de la resisténcia a la insulina. Quan
IKK2 s’activa, fosforila I'inhibidor & de NF-kB, amb la seva consequient
ubiquitinitzacié i degradacié. D’aquesta manera NF-kB és alliberat i
translocat al nucli, on inicia la transcripcié de gens proinflamatoris.
Diversos estudis a ratolins mostren que formes constitutivament actives
de IKK2 indueixen inflamacié hepatica i resistencia a la insulina, mentre
que ratolins knockdown per a IKK2 estan protegits enfront del
desenvolupament de resisténcia a la insulina als hepatocits (Arkan et al.
2005; Cai et al. 2005). Sembla que IKK2 podria induir la fosforilacié en
residus de serina de IRS1, inhibint d’aquesta manera la via de la insulina
(Gao et al. 2002).

Una altra molecula important involucrada en la resposta inflamatoria és
el factor de necrosi tumoral « (TNF-x). Al fetge, és secretat directament

pels hepatocits o per les cel-lules de Kupffer (macrofags residents al
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fetge), tot i que també és secretat pel teixit adipds (Braunersreuther et
al. 2012). Nombrosos estudis situen TNF-x com un component clau en
el desenvolupament de [|’esteatosi, la resistencia a la insulina i la
inflamacio hepatiques a través dels efectes que exerceix sobre NF-kB,
IKK2, JNK i la sintesi de ceramides (Asrih & Jornayvaz 2013; Gruben et
al. 2014).

Cal destacar que existeixen altres factors, a banda dels esmentats, amb
un impacte significatiu sobre el desenvolupament de la NAFLD. D’una
banda, la produccié i secrecié d’adipocines es veu alterada en estats
insulinoresistents. Entre aquestes adipocines, i a més de TNF-«,
destaquen la interleucina 6, la proteina 1 quimioatraient de monocits,
I’adiponectina, la leptina i la resistina (Hardy et al. 2016). La péerdua de
I’homeostasi del reticle endoplasmatic, o estres del reticle
endoplasmatic, provoca [I’activacié6 de varies vies intracel-lulars
(Pagliassotti 2012), mentre que l’'alteracié de la microbiota intestinal
genera canvis en el metabolisme dels acids grassos de cadena curta, un
increment de la permeabilitat intestinal i [alliberament de
lipopolisacarids (Leung et al. 2016). Tots aquests factors promouen
I’esteatosi, la resisténcia a la insulina, la inflamacié o la fibrosi hepatica,

conduint a la disfuncié de I’hepatocit.

1.3.3. Paper de I’AMPK als desordres hepatics

L’AMPK constitueix un sensor energetic cel-lular, activat en resposta a
una amplia varietat d’estressos cel-lulars on els ratis AMP/ATP i
ADP/ATP augmenten, ja sigui per un increment del consum d’ATP o per
una disminucié de la seva producciéo (Viollet et al. 2009). La funcio
principal de ’AMPK és la de promoure la producciéo d’ATP incrementant
I’activitat i I’expressié de proteines involucrades en el catabolisme
cel-lular (Hardie et al. 2012). L’AMPK és una proteina heterotrimetrica
composta per les subunitats «, B i y. La subunitat  conté el domini de
fosforilacio, la B manté I’estructura de la proteina i resulta essencial per

a ’activitat enzimatica en resposta a determinats activadors, mentre que
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la subunitat y conté la funcié reqguladora. L’AMPK es modula per control
al - losteric; ’ATP la inhibeix, mentre que ’AMP i I’ADP I’activen (Smith et
al. 2016). La uni6 de I’AMP o I’ADP a la subunitat y promou la
fosforilacio d’AMPK al residu Thr172 de la subunitat catalitica (Viollet et
al. 2009). En concret, al fetge, I'activacié de I’AMPK disminueix la
lipogenesi a través de la fosforilacié i inactivacio d’ACC i de la HMG-CoA
reductasa, de manera que inhibeix la sintesi de novo d’acids grassos i
de colesterol, respectivament. La lipogénesi també se suprimeix per part
de ’AMPK a través de la disminucioé de I’accié transcripcional de SREBP-
1c i ChREBP. A més, ’AMPK també estimula la B-oxidacié a través de la
disminucié dels nivells del malonil-CoA, efecte produit tant per la
inactivacio d’ACC com per I'increment de I'activitat de la malonil-Coa
descarboxilasa. Finalment, ’AMPK hepatica controla també I’homeostasi
de la glucosa, inhibint la gluconeogénesi a través de la regulacié de
I’expressio i activitat de PEPCK i G6Pasa.

Tot i que els desordres mitocondrials associats a I’esteatosi hepatica
condueixen a una deplecié d’ATP, I’activitat d’AMPK sembla minvada en
aquestes condicions, apuntant al fet que altres elements podrien estar
controlant I’AMPK, com diversos factors inflamatoris (Smith et al. 2016).
Durant la darrera decada, s’han estudiat nombrosos compostos per
millorar la NAFLD en models animals a través del increment de I’activitat
d’AMPK (Smith et al. 2016). Aixi, varies drogues naturals i sintetiques
modulen I'activitat d’AMPK a través de diferents mecanismes d’actuacio.
Entre aquests composts destaquen: ’AICAR, el compost A-769662, els
polifenols, les biguanides (metformina i fenformina) o les
tiazolidinediones (TZDs), entre d’altres (Viollet et al. 2009).

L’AICAR és un nucleosid permeable a la cél-lula que es converteix en un
compost amb similituds estructurals a I’AMP, de manera que pot
mimetitzar-ne els seus efectes al-losterics. El compost A-769662
també incrementa I'activitat de ’AMPK a través d’activacié al - losterica i
de la inhibicié6 de la seva desfosforilacio. En canvi, els polifenols, tals

com el resveratrol, activen I’AMPK a través de |'activacié de la sirtuina 1,
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una deacetilasa dependent de NAD que modula el metabolisme
cel-lular. La metformina, un agent antihiperglucemiant molt utilitzat en
la terapia de la diabetis tipus 2, exerceix els seus efectes mitjancant la
inhibicio del complex | de la cadena de transport electronic, la qual cosa
provoca un augment del rati AMP/ATP i I’activacié d’AMPK (Viollet et al.
2012; Smith et al. 2016).

1.3.4. Efectes protectors de les TZDs sobre la progressié
de la NAFLD. Paper de I’adiponectina

Les TZDs, com la rosiglitazona (Rsg), la pioglitazona i la troglitazona,
son lligands d’elevada afinitat pel PPARy del teixit adipds, de manera
que afavoreixen la unié dels dimers PPARy-RXR als PPREs. D’aquesta
manera, incrementen tant I’adipogenesi i la capacitat d’emmagatzemar
lipids, com la sensibilitat a la insulina (Tontonoz & Spiegelman 2008).
Com a resultat, les TZDs redueixen la lipeémia, la glucéemia i 'acumulacié
ectopica de lipids. Degut a aquests efectes beneficiosos, les TZDs s’han
usat en el tractament de la resistencia a la insulina (Olefsky 2000; Yki-
Jarvinen 2004).

A més, les TZD estimulen I’expressiéo i la secrecié d’adiponectina,
adipocina que ha estat ampliament reconeguda pels seus efectes
antidiabetics, antiinflamatoris, antiaterogenics i cardioprotectors (Nigro
et al. 2014a). Aquesta adipocina se sintetitza com un monomer de 28-
30 kDa i es troba a la circulacié formant estructures homeriques de pes
molecular variable. Als organs i teixits diana, exerceix els seus efectes a
través de les cascades de senyals activades després de la unié als seus
receptors AdipoR1, AdipoR2 i T-cadherina. Dels tres, AdipoR2 presenta

una expressié majoritariament restringida al fetge (Ruan & Dong 2016).

Els nivells serics d’adiponectina es troben disminuits en varies
condicions fisiopatologiques, com I'obesitat, la resisténcia a la insulina,
la diabetis tipus 2, la sindrome metabolica o la NAFLD, entre d’altres
(Kadowaki et al. 2006; Silva et al. 2014). Al fetge, I'adiponectina pren
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gran rellevancia en els efectes hepatoprotectors de les TZDs, juntament
amb altres senyals emeses pel teixit adipds, com el menor alliberament
d’acids grassos a la circulacié (Kadowaki et al. 2006; Huang et al. 201 3;
Vacca et al. 2015).

Els efectes que produeix I'adiponectina al fetge inclouen la disminucié
de la gluconeogenesi, de I’esteatosi, de la resisténcia a la insulina, de la
inflamacio i de la fibrosi (Silva et al. 2014). Aquestes respostes son
possibles per la interaccié del receptor amb la proteina adaptadora
APPL1 i de la subseqient activacio de les vies d’AMPK i de PPAR«x (fig.
9).
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Figura 9. Activacié d’AMPK i PPARx al fetge en resposta a
I’adiponectina. AMPK, cinasa activada per AMP; PEPCK, fosfoenolpiruvat
carboxicinasa; G6Pase, glucosa-6-fosfatasa; PPAR «, receptor activat per
proliferadors peroxisomals «. (Modificat de Kadowaki & Yamauchi 2005).
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1.4. Dimorfisme sexual en la malaltia del fetge gras i en
la funcié i la biogénesi mitocondrials: paper dels
estrogens

Els estrogens s’han postulat com a elements rellevants en la regulacio
de funcions fisiologiques i metaboliques, de manera que un
coneixement profund de les vies de senyalitzacid6 on actuen podria
contribuir a la prevencié i tractament de malalties diverses. De fet, en
dones postmenopausiques i en rosegadors ovariectomitzats (OVX), la
supressio de la funcié ovarica i la perdua del principal estrogen circulant
durant ’edat reproductora femenina, el 17B-estradiol (E2), es relacionen
amb un augment de I'obesitat central i de la resisténcia a la insulina i
amb un increment del risc de patir complicacions com [|'esteatosi
hepatica i la diabetis tipus 2 (Gupte et al. 2015). La proteccio
estrogeénica també s’ha evidenciat en estudis amb humans, ja que s’ha
vist que la sensibilitat a la insulina és més elevada en dones que en
homes (Kuhl et al. 2005; Geer & Shen 2009). A més, la prevalenca de la
NAFLD és menor en dones premenopausiques en comparacio als homes
de la mateixa edat i a dones postmenopausiques (Clark et al. 2002;
Browning et al. 2004; Tsuneto et al. 2010; Hamaguchi et al. 2012; Pan &
Fallon 2014). En comparacié amb les rates femella, els mascles no
obesos presenten una menor sensibilitat sistemica a la insulina i una
menor resposta hepatica a la insulina (Nadal-Casellas et al. 2012), aixi
com un major grau d’acumulacié de lipids al fetge en resposta a una

dieta hiperlipidica (Stoppeler et al. 201 3).

Com s’ha indicat a l'apartat 1.2.5., la disfuncié mitocondrial de
I’hepatocit es relaciona amb el desenvolupament de complicacions al
fetge, com la resistencia a la insulina, I'esteatosi o la progressié de la
NAFLD. Per aix0, la modulacié del contingut mitocondrial i de la seva
funcié esdevé una diana terapeutica rellevant en la lluita contra el
desenvolupament de malalties hepatiques (Cameron et al. 2016). En
aquesta linia d’investigacid, estudis previs duts a terme al nostre

laboratori han posat de manifest I’existéncia d’un dimorfisme sexual en
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la funcié i biogenesi mitocondrials en varis teixits de rata, com el fetge
(Justo et al. 2005a; Valle et al. 2007; Nadal-Casellas et al. 2010), el WAT
(Amengual-Cladera et al. 2012a), el teixit adipés marré (Nadal-Casellas
et al. 2013), el muscul esqueletic (Colom et al. 2007; GOmez-Pérez et al.
2008) o el cervell (Guevara et al. 2009). En tots ells, les rates femella
presenten mitocondris més diferenciats que els dels mascles, amb una
capacitat oxidativa més elevada, aixi com una major capacitat
antioxidant. Altrament, estudis amb rates OVX han posat de manifest
alteracions de la biogenesi i funcié mitocondrials als musculs esqueletic
(Capllonch-Amer et al. 2014a) i cardiac (Sbert-Roig et al. 2016), i al
teixit adipdés marrd (Nadal-Casellas et al. 2011), efectes que soén
parcialment revertits després de I’administracio d’E2. Estudis in vitro en
miotubs L6E9 (Capllonch-Amer et al. 2014a), cardiomiocits H9c2
(Sbert-Roig et al. 2016) i adipocits 3T3-L1 (Capllonch-Amer et al.
2014b), recolzen I’efecte potenciador de la funcié i la biogéenesi
mitocondrials per part de I’E2. Treballs desenvolupats en altres
laboratoris també suggereixen i recolzen el paper de I’E2 en la funcié i
la biogénesi mitocondrials en altres teixits i cultius cel-lulars, com a
vasos sanguinis cerebrals, cel-lules d’adenocarcinomes de mama i
pulmé, astrocits o cervell (Stirone et al. 2005; Mattingly et al. 2008; Guo
et al. 2013b; Gaignard et al. 2015).

Mecanisme d’accio de I'E2

L’E2 difon a través de la membrana plasmatica i s’uneix als receptors
d’estrogens o i B (ERx i ERB). Quan I’E2 s’uneix als ERs, aquests
dimeritzen i es transloquen al nucli, on s’uneixen als elements de
resposta a estrogens (EREs) i promouen la transcripci6 de gens
involucrats en diferents funcions (fig. 10). Els ERs també poden
interaccionar amb altres factors de transcripcié, com Sp1 o AP1, activant
I’expressio dels gens que codifiquen (Klinge 2001). Llevat d’aquests
efectes genomics, I’E2 unit al ER pot exercir efectes rapids no genomics

mediats per la seva interacciéo amb altres proteines com MAPK, proteines
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G, PI3K o PKC, entre d’altres (Gupte et al. 2015). A més, una fraccié dels
ERs es troben al mitocondri, des d’on podrien contribuir directament a
I’estimulacié de la funci6 mitocondrial per interaccio amb EREs propis
de 'organul (Chen & Yager 2004).

Nongenomic effects Genomic effects Mitochondrial localization
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Figura 10. Mecanismes d’accié dels estrogens. E2, 17B-estradiol; ER,
receptor d’estrogens; GPER, receptor d’estrogens associat a proteines G; MAPK,
cinasa activada per mitdogens; PI3K, fosfatidilinositol 3-cinasa; ERE, element de
resposta a estrogens. (Extret de Gupte et al. 2015).

Existeix un tercer receptor d’estrogens associat a proteines G (GPER),
menys estudiat, detectat al cor, pulmé, fetge, intesti, ovari, ronyo i
cervell (Olde & Leeb-Lundberg 2009). EIl GPER és també capac de
modular les respostes no genomiques dels estrogens a través de la
fosforilacio de les MAPKs i PI3K o mobilitzar el calci (Prossnitz & Barton
2011), tot i que també s’han descrit alguns efectes genomics al cor,
com ara la inhibicio de I’expressio del factor o« induible per hipoxia i del

factor de creixement del teixit connectiu (De Francesco et al. 201 3).
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Els mecanismes d’actuaci6 de I'E2 sobre la funcié i la biogenesi
mitocondrials es basen en la uni6 dels ERs al promotor de NRF1, de
manera que augmenten els nivells de TFAM, del mtDNA o de
components de la cadena de transport electronic (lvanova et al. 2013).
De tota manera, sembla que aquest no és I’Unic punt susceptible de ser
regulat pels estrogens, ja que també s’ha detectat un augment en
I'expressio de PGC-1x o PGC-1p en resposta a I’E2 a cardiomiocits i en
adipocits 3T3-L1 (Hsieh et al. 2005; Capllonch-Amer et al. 2014b;
Sbert-Roig et al. 2016).

A més de la funcié i la biogenesi mitocondrials, els estrogens també
regulen I'estat redox cel - lular, propietat que no sols es limita a la funcio
antioxidant de la seva estructura fenolica. Les femelles de varies
especies de mamifers presenten menor estres oxidatiu, associat a
I’increment de I'activitat i expressié d’enzims antioxidants (Borras et al.
2010; Vina et al. 2013; Valencia et al. 2016). Els nostres estudis previs
al fetge mostren que les rates femella, en comparacié a les mascle,
presenten majors activitats glutatié peroxidasa i SOD (Nadal-Casellas et
al. 2010), recolzant I’efecte protector dels estrogens. A més a més, els
efectes protectors de I'E2 enfront de l'estres oxidatiu provocat per
I’envelliment s’han descrit al fetge de rates mascle tractades amb E2, les
qguals minven l’estres oxidatiu a través de la recuperacié parcial de les

activitats SOD, catalasa i glutatio peroxidasa (Hamden et al. 2007).
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Objectius i plantejament experimental

El treball realitzat en aquesta tesi doctoral s’inclou dins la linia
d’investigacio que desenvolupa el Grup de Metabolisme Energetic i
Nutricié6 de la UIB, centrada en I'estudi dels mecanismes moleculars
implicats en el dimorfisme sexual existent en la funcié i la biogenesi
mitocondrials, i la seva associacié amb diverses patologies relacionades

amb la resisténcia a la insulina i la lipotoxicitat.

L’objectiu general d’aquesta tesi doctoral s’ha centrat en I'estudi del
paper dels estrogens en la modulacid de la funcié i la biogenesi
mitocondrials al fetge, i la contribucié6 d’aquestes hormones a
I’alleujament de I'esteatosi i la resistencia a la insulina hepatiques. Per a
la consecucio d’aquest objectiu s’han combinat estudis in vivo, utilitzant
rates Wistar d’ambdos sexes i femelles ovariectomitzades, amb
experiments in vitro, utilitzant la linia cel-lular humana d’hepatocits
HepG2.

El principal antecedent en el qual es fonamenten els estudis duts a
terme en la present tesi doctoral és I’existéncia d’un dimorfisme sexual
en la funcié i la biogenesi mitocondrials al fetge de rates previament
descrita pel grup de recerca (Justo et al. 2005a; Valle et al. 2007; Nadal-
Casellas et al. 2010). En aquests estudis es va posar de manifest una
major capacitat antioxidant i wuna poblaci6 mitocondrial més
diferenciada al fetge de rates femelles, amb mitocondris més grans i
amb major capacitat oxidativa en comparacié6 amb el fetge de rates
mascle (Justo et al. 2005a; Valle et al. 2007; Nadal-Casellas et al. 2010).

Estudis realitzats en un model de rates ovariectomitzades i
suplementades amb E2 havien suggerit un efecte modulador dels
estrogens sobre la funcié i la biogenesi mitocondrials en els musculs
esqueletic (Capllonch-Amer et al. 2014a) i cardiac (Sbert-Roig et al.
2016), aixi com en els teixits adiposos blanc (Amengual-Cladera et al.
2012b) i marré (Nadal-Casellas et al. 2011). Paral-lelament, els
resultats obtinguts in vitro en adipocits 3T3-L1 (Capllonch-Amer et al.
2014b), miotubs L6E9 (Capllonch-Amer et al. 2014a) i cardiomiocits
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H9c2 (Sbert-Roig et al. 2016) posaven de manifest un efecte de I'E2

millorant el funcionament del mitocondri.

El fetge és un organ central que controla el metabolisme energetic i la
disponibilitat de nutrients per a la resta de teixits de l’organisme,
processos dependents del correcte funcionament del mitocondri. El
dimorfisme sexual descrit a la funcié mitocondrial hepatica i I’alteracié
del funcionament dels hepatocits en situacions de privacié d’estrogens,
com és en el cas de dones postmenopausiques i animals
ovariectomitzats, posen de manifest la implicacié dels estrogens en la
regulacioé de la funcié mitocondrial del fetge. En aquesta linia, el primer
objectiu de la present tesi doctoral s’ha centrat en dilucidar els
elements que participen en I’efecte modulador de I’'E2 sobre la funcio
mitocondrial al fetge, posant especial atencié als PGC-1x i PGC-1,
principals reguladors d’aquest procés (Scarpulla 2011). Amb aquest fi,
es va utilitzar el model d’ovarieccomia com una eina efectiva de
manipulacié de l’estat hormonal. Es van emprar rates Wistar de 14
setmanes d’edat, ovariectomitzades a les 5 setmanes, a la meitat de les
quals se’ls hi va administrar E2 (10 ug/kg/48h) durant les 4 setmanes
previes al sacrifici. Al fetge, es van determinar marcadors de funcié i
biogenesi mitocondrials, aixi com també d’estres oxidatiu. Per tal
d’analitzar la implicacié dels PGC-1x i PGC-1B, es van realitzar
experiments de silenciament de I’expressié genica en hepatocits HepG2,
que foren posteriorment tractats amb E2. Els principals resultats
obtinguts i la discussié corresponent apareixen a I’apartat 4.1., i s’han
recollit en un article publicat a la revista Journal of Endocrinology

(Galmés-Pascual et al. 2017), que es troba inclos a ’annex 1.

L’acumulaciéo excessiva de lipids al fetge, anomenada esteatosi,
constitueix la manifestacié basica de les patologies associades a la
malaltia del fetge gras no alcoholic (NAFLD). L’agreujament de
I’esteatosi pot evolucionar cap a alteracions cel-lulars irreversibles que
comprometen el funcionament del fetge, per la qual cosa la intervencié

primerenca resulta d’una importancia cabdal per a la prevencié de

40



Objectius i plantejament experimental

I’avanc de la malaltia. La prevalenca de la NAFLD és creixent avui en dia,
fenomen lligat també a la progressio de la sindrome metabolica i dels
seus components, com la resisténcia a la insulina. Es destacable el fet
gue I’esteatosi i les complicacions derivades sén més comuns a homes
que a dones premenopausiques, de manera que no es pot descartar que
els estrogens puguin exercir un efecte hepatoprotector contra la NAFLD.
Ates que la disfuncié mitocondrial s’ha postulat com un element
important en la patogenesi de la NAFLD (Pessayre & Fromenty 2005;
Cameron et al. 2016), aquests efectes protectors dels estrogens podrien
venir explicats, almenys en part, per la regulacié que exerceixen sobre

els mitocondris.

Tenint en compte aquestes consideracions, el segon objectiu ha estat
analitzar els efectes dels estrogens sobre ['esteatosi hepatica, la
resistencia a la insulina i la disfuncié mitocondrial al fetge, situacions
induides per una situacié de lipotoxicitat. Per assolir aquest objectiu,
s’ha avaluat I’efecte que exerceix I'E2 sobre I’expressié de gens
implicats al metabolisme lipidic, aixi com la seva dependencia de
I’activacio de la via de les MAPK. També s’han analitzat els efectes de
I’E2 en la modulacié de la resposta a la insulina i de la funcio
mitocondrial al fetge, i la implicacié que té JNK en aquests processos. En
aquest sentit, s’ha descrit que I'activaci6 d’AMPK atenua |’esteatosi a
través de la promocidé del catabolisme cel-lular i la inhibicié de la
lipogenesi (Viollet et al. 2009), mentre que l’activacié de la JNK pot
promoure resisténcia hepatica a la insulina (Singh et al. 2009; Seki et al.
2012). El plantejament experimental es va basar en la utilitzacio de rates
Wistar d’ambdds sexes de 24 setmanes d’edat, alimentades durant 16
setmanes amb una dieta hiperlipidica suplementada amb sacarosa. Per
tal d’analitzar la resposta a la insulina, la meitat dels animals van rebre
una injeccié d’insulina (5U per kg de pes corporal) 20 min abans del
sacrifici. L’Us de dietes riques en greixos constitueix el model
nutricional més comunament usat per induir esteatosi al fetge. A més a

més, la presencia de sacarosa (50% fructosa) promou la sindrome
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metabolica, I'obesitat i la produccié de lipids al fetge (Basciano et al.
2005; Kucera 2014). A banda de varis parametres serics, es van
determinar al fetge els nivells de marcadors del metabolisme lipidic, de
funcié mitocondrial i de senyalitzacié a la insulina, aixi com [I'estat
d’activacio d’AMPK i JNK. A més d’aquest model in vivo, els estudis es
van complementar amb experiments en cel-lules HepG2 tractades amb
palmitat per induir esteatosi, i amb E2 per analitzar la influencia
d’aquesta hormona. Amb el fi d’estudiar la via de senyalitzacié de la
insulina, els hepatocits també es van estimular durant 15 min amb
insulina. Es va determinar I"acumulacio de greix als hepatocits, aixi com
I’expressio de gens involucrats al metabolisme lipidic. A més, es van
analitzar marcadors de funcid i biogénesi mitocondrials i de
senyalitzacié de la insulina, aixi com I'estat d’activacié d’AMPK i de JNK.
Els resultats i la discussié derivats d’aquest objectiu s’inclouen a
I’apartat 4.2. i formen part d’'un manuscrit que es troba en fase de

publicacio.

La resisténcia a la insulina és un dels factors claus en la promocio de la
NAFLD, de manera que estrategies encaminades a interferir sobre
aquest estat son d’una importancia rellevant per combatre la NAFLD. Les
TZDs, entre elles la rosiglitazona, milloren la sensibilitat a la insulina en
models animals i humans insulinoresistents, per la qual cosa suposen
una eina interessant en I’estudi de la reversié de la disfuncié metabolica
generada per I’alimentacié amb dietes hiperlipidiques. A més, les TZDs
afavoreixen la secrecié d’adiponectina per part dels adipocits, hormona
que té multiples propietats beneficioses sobre [I'alleujament de
desordres hepatics associats a la NAFLD (Silva et al. 2014). El tercer
objectiu de la present tesi doctoral s’ha basat en analitzar el
dimorfisme sexual en els efectes de la rosiglitazona sobre la resisténcia
a la insulina, I'acumulacié de lipids, la senyalitzacié de I’adiponectina i
la funcié mitocondrial al fetge. Per assolir tal fi, es va utilitzar el mateix
model in vivo emprat pel segon objectiu afegint un grup addicional de

rates alimentades amb dieta hiperlipidica suplementada amb
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rosiglitazona, durant les dues darreres setmanes de tractament dietetic.
A les 24 setmanes d’edat es van sacrificar els animals i s’analitzaren
parametres serics, i al fetge, la via de senyalitzacié de la insulina i de
I’adiponectina, a més de marcadors del metabolisme lipidic i de funcié
mitocondrial. Els resultats i la discussié pertinents es troben a I'apartat

4.3. de la present tesi doctoral.
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Materials i métodes

3.1. Metodologia in vivo

3.1.1. Animals i tractaments

Totes les manipulacions dels animals es van dur a terme d’acord amb
les directrius aprovades per la Unié Europea (2010/63/UE) i el Comite
d’Etica d’Experimentacié Animal de la UIB. Els animals van ser estabulats
a una temperatura de 22°C i una humitat relativa del 65+3%, amb un
cicle de 12h llum/obscuritat i lliure accés a lI'aigua i pinso (Scientific

Animal Food & Engineering -SAFE-, Paris, Franca).

Els experiments es realitzaren amb rates (Rattus norvegicus) de la soca
Wistar adquirides a Charles River Laboratories (Barcelona, Espanya), on
també van ser ovariectomitzades per a I’experiment pertinent. Després
de la seva arribada a I’estabulari de la UIB, els animals van estar en

periode de quarantena i d’adaptacié durant dues setmanes.

En el moment del sacrifici totes les rates femella es trobaven a la
mateixa fase del cicle estral, el diestre, per tal de minimitzar variacions
degudes a canvis hormonals. Per a verificar-ho, es va determinar
rutinariament la impedancia de la mucosa de la paret vaginal mitjancant
el monitor de cicle estral Impeast® (Cibertec, Madrid, Espanya), ja que
existeix una relacido entre aquesta resisténcia electrica i les fases del
cicle estral (Bartos 1977). Aquestes mesures es van confirmar per
microscopia a través de I’examen citologic del frotis vaginal, ates que
les hormones ovariques exerceixen efectes molt evidents sobre I'epiteli

vaginal.

3.1.1.1. Experiment amb rates ovariectomitzades

Es van utilitzar rates femelles control (n=6) i rates ovariectomitzades
(OVX, n=12) a les 5 setmanes d’edat amb |'objectiu de suprimir la
producciéo d’hormones ovariques (fig. 11). Els animals es van alimentar
amb dieta estandard durant tot I'experiment (AO4, SAFE). A les 10

setmanes d’edat, la meitat dels animals OVX (OVX+E2, n=6) van ser
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tractats amb E2 (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, Estats Units)
mitjancant injeccié subcutania (10 ug per kg de pes corporal) cada 48h
durant les 4 setmanes previes al sacrifici. La resta dels animals (OVX,
n=6) va rebre dosis similars del vehicle en el qual estava dissolt I'E2, oli
de blat de moro (Sigma-Aldrich). Es van dur a terme controls setmanals
del pes corporal i de la ingesta. A les 14 setmanes d’edat, i després d’un

periode en deju de 12h, es van sacrificar totes les rates.

Setmana 5 Setmana 10
Ovariectomia Tractament E2
T I Setmana 14
> P > Sacrifici
Control (n=6)
e OWX(n=6)
.. OVX+E2 (n=6)

Figura 11. Fases del desenvolupament de [|'’estudi amb rates OVX i
suplementades amb E2. OVX, rates ovariectomitzades; OVX+E2, rates OVX
tractades amb 17B-estradiol.

3.1.1.2. Experiment amb rates alimentades amb dieta
hiperlipidica i sotmeses a tractament farmacologic

Es van utilitzar rates d’ambdods sexes de 8 setmanes d’edat dividides en
varis grups experimentals, amb pes corporal inicial similar a cada sexe.
La composicié de la dieta utilitzada en cada cas es detalla a la taula 1.
Cada dues setmanes es realitzaren controls del pes corporal i de la
ingesta, llevat de les dues darreres, durant les quals es feren diariament.

Totes les rates es van sacrificar a les 24 setmanes d’edat.
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Taula 1. Composicié nutritiva i calorica de les dietes emprades (en %
de contingut energeétic total). Font: SAFE.

Dieta control Dieta hiperlipidica
Apor.tauo calorica (kcal/kg 3438 4397
de pinso)
Proteines (%) 22,8 15,6
Lipids (%) 13,1 46
Saturats 4,5 17
Monoinsaturats 6 21,8
Poliinsaturats 2,6 7,2
Glicids (%) 64,1 38,5
Sacarosa - 26,7
Glucosa 44,2 -

Els grups animals experimentals van ser els seglents (fig. 12):

- Grup control: rates alimentades amb una dieta estandard durant 16
setmanes (210, SAFE).

- Grup HFD: rates alimentades amb dieta hiperlipidica (HFD) rica en
sacarosa durant 16 setmanes (235, SAFE). L’'Us d’aquesta dieta
comercial permet obtenir guanys del pes corporal i de la massa adiposa,
aixi com també reduir la tolerancia a la glucosa i promoure el

desenvolupament de resistencia a la insulina.

- Grup HFD+Rsg: rates alimentades amb HFD durant 16 setmanes i
suplementades amb el farmac antidiabetogenic rosiglitazona (Rsg,
Sequoia Research Products, Pangbourne, Regne Unit) durant les dues
darreres setmanes previes al sacrifici. La Rsg s’administra unida a la
dieta (100 mg per kg de pinso), la qual cosa equival a una dosi

aproximada de 4 mg de Rsg per kg de pes corporal per dia.

La meitat dels animals van rebre una injeccié intraperitoneal d’insulina
(5 U per kg de pes corporal) 20 min abans del sacrifici amb I'objectiu

d’analitzar la sensibilitat tissular a la insulina. Els grups de rates no
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estimulats van ser tractats amb el volum equivalent del vehicle de la

insulina, serum sali.

Setmana 8 Setmana 22
Inici dieta Tractament Rsg
T I Setmana 24
D > > Sacrifici
Control (n=7)
HFD (n=7)

Figura 12. Fases del desenvolupament de [|’estudi amb rates
alimentades amb HFD i sotmeses a tractament farmacologic.
S’obtingueren 12 grups formats per 7 animals cadascun: 6 grups tractats amb
serum sali (control, HFD i HFD+Rsg; tant mascles com femelles) i 6 grups tractats
amb insulina (control, HFD i HFD+Rsg; tant mascles com femelles). HFD, dieta
hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona.

3.1.2. Determinacié de la tolerancia a la glucosa

El test de tolerancia a la glucosa avalua la capacitat del pancrees per
secretar insulina i la resposta dels altres teixits a aquesta hormona.
S’analitza mesurant la glucemia al llarg del temps després d’una
sobrecarrega de glucosa.

Aquesta prova es va dur a terme 4 dies abans del sacrifici a les rates
alimentades amb HFD i sotmeses a tractament farmacologic. Els animals
van ser dejunats durant 12h i se’ls hi va administrar glucosa per via
intraperitoneal (2 g per kg de pes corporal). La glucemia va ser
mesurada abans de la injeccié (temps 0) i als 15, 30, 60 i 120 min a
través de la sang obtinguda de la punci6 de la vena safena mitjancant el
sistema Accutrend® (Roche Diagnostics, Basilea, Suissa). La corba de
tolerancia a la glucosa es va obtenir representant la glucemia al llarg de

les 2h de duracio de la prova.
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3.1.3. Sacrifici, obtencié i processament de mostres

En tots els estudis, les rates es van sacrificar per decapitacié per evitar
I’alteracié del metabolisme provocat per I'lis d’anestesics (Saha et al.
2005).

Es va recollir la sang del coll immediatament i es van determinar els
nivells de TG i de glucosa usant un glucometre (Accutrend®, Roche
Diagnostics). El fetge i altres teixits d’interes foren extrets rapidament,
rentats en serum sali i congelats a -80°C fins al seu Us posterior. La
sang del coll es va mantenir 20 min a temperatura ambient per permetre
la formacié del coagul. Després d’aquest temps es va centrifugar 20 min
a 1000g i 4°C per obtenir el serum, el qual va ser aliquotat i
emmagatzemat a -80°C per a les posteriors determinacions. Es van usar
kits comercials tipus ELISA per mesurar els nivells serics d’adiponectina i
leptina (Merck-Millipore, Billerica, Estats Units), d’insulina (Mercodia,
Uppsala, Suecia), i d’E2 (DRG Instruments, Marburg, Alemanya). Per altra
banda, es van usar kits colorimetrics per determinar els nivells serics de
NEFAs (Wako Chemicals GmbH, Neuss, Alemanya) i de HDL colesterol,

LDL colesterol i colesterol total (Spinreact, Girona, Espanya).

Per a la determinacié dels nivells serics d’E2, i per tal d’incrementar la
sensibilitat de la mesura, es va realitzar una concentracié previa de la
fraccié organica del serum (Dighe & Sluss 2004). Per a fer-ho, 1 ml de
serum es va diluir en 10 ml de solucié hexa:acetat d’etil 3:2, que va
permetre la formacié de dues fases. La fase organica, que conté I'E2, es
va recuperar després d’haver congelat la fase aquosa a -20°C durant 30
min. Per tal de maximitzar I'obtencié d’E2, i un cop retirada la fase
organica, es va repetir el procediment. Després de la uni6 dels dos
extractes se’n va obtenir un de sol, el qual es va assecar amb un flux de
nitrogen i es va resuspendre en serum lliure d’esteroides (Charcoal FBS,

Biological Industries, Beit-Haemek, Israel).
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3.1.4. Determinacié6 del lipids totals hepatics

L’extraccié del contingut total de lipids hepatics es fonament en la seva
separaci6 emprant una mescla de dissolvents organics (Folch et al.
1957). Es van pesar i homogeneitzar 0,5-1 g de fetge mitjancant un
Potter-Elvehjem en una mescla de cloroform:metanol (2:1).
L’homogenat obtingut es va filtrar dins uns tubs de Folch i s’afegiren 2
ml de NaCl 0,45% per eliminar impureses. Després d’agitar els tubs
vigorosament i de deixar-los reposar a temperatura ambient, es van
separar una fase inferior cloroformica, que conté dissolts els lipids, i
una fase aquosa superior, amb metanol i impureses. A la fase
cloroformica s’hi van afegir 10 ml de metanol pur a fi de restablir la
proporcid cloroform:metanol 2:1, i 2 ml de NaCl 0,9% per eliminar
impureses. Després d’una nova agitacioé i separaciéo de les fases, a la
fase cloroformica se li afegiren 2 ml de NaCl 0,9% i novament es
deixaren separar les fases. D’aquesta manera s’assegura I’eliminacio de
totes les impureses de I'extracte lipidic, el qual s’enrasa fins als 10 ml
amb cloroform:metanol 2:1. Dins uns vials esterils i pesats préeviament a
una balanca de precisié, s’hi abocaren 4 ml de I’extracte lipidic i
s’introduiren dins una estufa a 60°C un minim de 24h, fins a
I’evaporacié completa del metanol i del cloroform per tal d’assegurar
que al vial només hi quedessin restes de lipids. Aleshores, els vials es
tornaren a pesar, i per diferencia de pes amb els vials buits, es va

calcular el pes dels lipids totals.

3.1.5. Determinacié dels NEFAs hepatics

Els NEFAs hepatics es van determinar mitjancant un kit fluorimetric
basat en la concentraci6 previa de la fracci6 organica per tal
d’augmentar el rendiment de la quantificacié (Sigma-Aldrich). Uns 10
mg de fetge van ser homogeneitzats mitjancant un dispersor tipus
Polytron (T10 basic ULTRA-TURRAX, IKA-Werke GmbH, Staufen,
Alemanya) en 400 ul de cloroform (Sigma-Aldrich) amb un 1% trité X-

100 (Sigma-Aldrich). Llavors es centrifugaren les mostres a 130009 i es
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recolli la fase inferior organica, on s’hi trobaven dissolts els NEFAs.
Després d’eliminar el cloroform a 50°C, es dissolgueren els lipids en
200 ul del tampd proporcionat pel kit. En una placa de 96 pouets, es
van carregar 50 ul de mostra a una dilucié 1/3 i a continuacio els
reactius subministrats pel kit per tal d’obtenir una senyal quantificable
amb un lector de fluorimetria FLx800 (Bio-Tek, Winooski, Vermont,
Estats Units), a una longitud d’ona d’excitaciéo de 535 nm i d’emissié de
587 nm, proporcional als NEFAs presents a la mostra. La concentracié
de NEFA s’establi per extrapolaci6 amb un calibrador intern d’acid

palmitic.

3.1.6. Preparacié dels homogenats hepatics

Una petita porcié de fetge va ser homogeneitzada amb un dispersor
tipus Polytron en una proporcié de 0,1 g de teixit per 1 ml de tamp6 STE
(sacarosa 250 mM, Tris 20 mM, KCI 40 mM, EDTA 2 mM, pH 7,4).
L’homogenat va ser guardat a -20°C per a la posterior determinaci6 de
les activitats enzimatiques, dels nivells de TG i colesterol, i de la
capacitat antioxidant total (TAC). Una aliquota va ser, a més, tractada
amb inhibidors de fosfatases (Na3VOs4 1 mM) i proteases (PMSF 1mM,
pepstatina 10 uM, leupeptina 10 uM) per evitar la degradacié de les

proteines i realitzar els posteriors Western blots.

3.1.7. Determinacié dels nivells de TG i colesterol hepatics

Tant la concentracio de TG com la de colesterol es van determinar de
manera independent a partir dels homogenats hepatics per colorimetria
usant kits comercials (Spinreact). En cubetes de 1 ml de pas de llum es
van pipetejar 10 pl a una dilucié 1/2 i 10 ul directes dels homogenats
de fetge per a la mesura dels TG i del colesterol, respectivament.
Seguidament es van afegir els components subministrats pel kit i es va
mesurar |’absorbancia a 505 nm en un espectrofotometre UV-2100
(Shimadzu, Kyoto, Japd). Aquests kits es basen en I’obtencio, mitjancant

una serie de reaccions concatenades, d’una quinona quantificable a
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500-650 nm, la intensitat de la qual és proporcional a la concentracié
de TG o de colesterol present a la mostra. Les concentracions es van
establir d’acord amb [I’absorbancia dels calibradors interns

proporcionats pels kits.

3.1.8. Determinacié de la TAC hepatica

La TAC es va determinar a partir de ’homogenat de fetge mitjancant un
kit colorimetric (BioVision Research products, San Francisco Bay Area,
California, Estats Units). El metode es fonamenta en la reduccié del Cu2+
a Cut per part de mecanismes antioxidants no enzimatics, compresos
per petites molecules i proteines. L'i6 Cut és quelat mitjancant una
prova colorimetrica i dona una senyal detectable a 570 nm, proporcional
a la TAC. Es va emprar Un estandard de trolox (derivat sintetic de la
vitamina E) va ser emprat per expressar la TAC de les mostres en forma

d’equivalents de trolox.

3.1.9. Determinacié d’activitats enzimatiques

3.1.9.1. Activitat citocrom c oxidasa

La citocrom c oxidasa (COX) és el quart complex enzimatic de la cadena
de transport electronic, situat a la membrana interna mitocondrial. En
concret, catalitza la reducci6 irreversible de I’'oxigen molecular a aigua a

partir de 4 electrons provinents del citocrom c reduit.

Aquest metode es basa en que el citocrom c oxidat pot tornar a reduir-
se en una reaccio acoblada a la formacié d’un polimer de tetraclorur de
3,3’-diaminobenzidina (DAB) detectable a 450 nm (Chrzanowska-
Lightowlers et al. 1993). Per tant, I’aparicié del polimer de DAB és

directament proporcional a I’activitat de la COX.
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DAB Citocrom

(monomer) C oxidat H,0
COX
DAB Citocrom C 0,
(polimer) reduit

El citocrom c reduit necessari es prepara a partir de la reduccié del
citocrom ¢ oxidat mitjancant un procés de dialisi. Dins un sac de dialisi,
previament bullit, s’introdueixen 50 mg de citocrom ¢ oxidat, 500 ul
d’acid ascorbic 10% i 4,5 ml de tampo fosfat 0,001 M. El sac de dialisi
s’introdueix en un matras kitasato que conté tampé fosfat 0,01 M i es
manté a 4°C en agitacié suau durant 24h protegit del llum. En aquestes
condicions, el citocrom c és reduit per I’acid ascorbic, el qual escapa del
sac. Durant el procés es canvia el tamp6 fosfat 0,01 M tres vegades per

tal d’afavorir el moviment de I’acid ascorbic i eliminar-ne I'excés.

L’activitat de la COX es va mesurar en plaques de 96 pouets en un
volum final de 200 ul. Les concentracions i els volums dels reactius i

mostra que es carregaren a cada pouet foren els segiients:

Tampd NaPOsH2 0,1 M, pH 7 135 pl
Catalasa 40 ug/ml en tampd NaPOsH; 10 ul
Homogenat hepatic 5 ul
DAB 50 mM 20 ul
Citocrom c reduit 807 uM 30 ul

Es van afegir tots els components anteriors, llevat del citocrom c reduit,
el qual es va incorporar rapidament després d’agitar fortament la placa

durant 30 segons.

Es desconeix el coeficient d’extinci6 molar del DAB reduit, per la qual
cosa els calculs es realitzaren a partir dels valors dels pendents

blanquejats i els resultats s’expressaren en unitats arbitraries.
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3.1.9.2. Activitat citrat sintasa

La citrat sintasa (CS) catalitza la primera reacci6 del cicle de Krebs a la

matriu mitocondrial a partir de I’acetil-CoA i I'oxalacetat.

La deteccié de I'activitat de la CS es basa en la hidrolisi del grup tioester
de I'acetil-CoA que origina un CoA unit a un grup tiol, el CoA-SH
(Nakano et al. 2005). El grup tiol pot reaccionar amb I’acid 5’,5’-ditiobis
2-nitrobenzoic (DTNB) i formar acid 5-tio 2-nitrobenzoic (TNB),
compost directament proporcional a I'activitat de la CS i que es pot

detectar a 412 nm.

(O
Acetil-CoA + oxalacetat + H,O —> Citrat + CoA-SH

CoA-SH + DTNB  ———> TNB + CoA-S-S-TNB

L’activitat de la CS es va mesurar en plaques de 96 pouets en un volum
final de 245 ul. Les concentracions i volums dels reactius i mostra que

es carregaren a cada pouet van ser els seguents:

Tris 0,16 M, pH 8 120 pl
Homogenat hepatic dilucié 1/80 16 ul
Acetil-CoA 0,25 mM 35 ul
DTNB 3,5 mM en Tris 0,16 M 4 ul
Tritd X-100 0,4% 35 ul
Oxalacetat 2,5 mM 35 ul

L’oxalacetat s’afegi en darrer lloc, després de la incubacio a 30°C durant

3 min de la resta de components.

Els calculs de I'activitat de la CS es realitzaren aplicant la llei de Beer-

Lambert (coeficient d’extincié molar del TNB = 13,6 mM-Tcm-1).
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3.1.9.3. Activitat superoxid dismutasa

La superoxid dismutasa (SOD) constitueix la primera linia de defensa
contra les ROS que es generen a la cadena de transport electronic, ja
que s’encarrega de dismutar I’anio superoxid (02-) en peroxid

d’hidrogen (H202) i oxigen molecular.

La determinacidé de I'activitat SOD es basa en la capacitat del O2'- de
reduir el citocrom ¢, mesurable espectrofotometricament a 550 nm

(Quick et al. 2000).
SOD

Catalasa
_ XOD L H,0, ——> H,0 + O,
Xantina + O, — > Acid uric + O, -

Citocrom C

Citocrom  reduit
C oxidat

La reaccio de la xantina oxidasa (XOD) doéna lloc a la formacié de Oz,
gue pot reduir el citocrom c. No obstant, en presencia de SOD, el Oz~ és
transformat a H;O2, de manera que la reduccié del citocrom c es veu
disminuida. Per tant, I'analisi de la reduccié6 del citocrom ¢, és

inversament proporcional a I’activitat SOD de la mostra.

L’activitat SOD es va mesurar en plaques de 96 pouets en un volum final
de 250 pl. Les concentracions i volums dels reactius i mostra que es

carregaren a cada pouet foren els segiients:

Tamp6 fosfat sali (PBS), pH 7,4 225 pul
Citocrom ¢ 1,95 mM en PBS 6 ul
XOD 335 U/ml en NaOH 30 mM 9 ul
Xantina 10 mM en PBS 2,5 ul
Catalasa 6000 U/ml en PBS 2,5 ul
Homogenat hepatic dilucié 1/8 5 ul
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S’utilitza un control 1, sense mostra ni SOD, corresponent a la maxima
reduccid del citocrom c per part del Oz'-, de manera que les pendents
problema es restaren d’aquest pendent. També s’utilitza un control 2
amb una alta concentracié de SOD (570 U/ml) enlloc de mostra. La
funcié del control 2 és actuar com a control de qualitat del metode, ja
qgue al haver-hi molta SOD, poc citocrom c és reduit per part del Ox'-

(pendent minima).

Els calculs de Il'activitat SOD es feren aplicant la llei de Beer-Lambert

(coeficient d’extincié molar del citocrom ¢ reduit = 21 mM-1Tcm-1).

3.1.9.4. Activitat fosfoenolpiruvat carboxicinasa

La fosfoenolpiruvat carboxicinasa (PEPCK) és un enzim clau de la
gluconeogenesi, encarregat de la conversi6 de [|'oxalacetat a
fosfoenolpiruvat (PEP), en un procés que utilitza trifosfat d’inosina (ITP)
com a font d’energia. L’analisi de la seva activitat és basa en I’estudi de
la reaccié inversa, acoblada a la reaccié catalitzada per I’enzim malat
deshidrogenasa (malat DH) afegida exogenament (Opie & Newsholme
1967).

IDP
CO; ITP NADH NAD*

PEP — s Oxalacetat ——s Malat
PEPCK Malat DH

L’activitat de la PEPCK es determina a partir de la desaparicié del NADH

a 340 nm degut a la conversié de I’oxalacetat a malat.

Aquesta activitat es va mesurar en cubetes d’espectrofotometre en un
volum final de 1010 ul. Les concentracions i volums dels reactius i

mostra usats van ser els seguents:
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Tampo: 860 ul

Tris 36 mM, pH 7,4

MgCl> 1,18 mM

NaCOsH 17,85 mM
Glutati6 reduit 110 mM 10 ul
NADH 14 mM 10 ul
Difosfat d’inosina (IDP) 118 mM 10 ul
Malat DH 600 U/ml 30 ul
Homogenat hepatic dilucié 1/2 30 ul
PEP 16,5 mM 60 pl

Els calculs de I'activitat de I'activitat PEPCK es feren aplicant la llei de

Beer-Lambert (coeficient d’extincié molar del NADH = 6,22 mM-Tcm-1).
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3.2. Metodologia in vitro

3.2.1. Estudis amb hepatocits HepG2

Els estudis in vitro de la present tesi doctoral es van dur a terme amb
hepatocits HepG2 (American Type Culture Collection, Manassas,
Virginia, Estats Units), una linia cel-lular perpétua consistent en
cel-lules carcinomatoses de fetge provinents del teixit hepatic d’un
home caucasic de 15 anys. Es tracta de cel-lules adherents amb

morfologia epitelial (fig. 13).

Figura 13. Imatge al microscopi (augment 100X) de les cél-lules
HepG2.

Els hepatocits HepG2 estan altament diferenciats i mostren moltes de
les caracteristiques genotipiques de les cel-lules normals del fetge
(Javitt 1990; Hoekstra & Chamuleau 2002; Gonzales et al. 2015). Aquest
fet, juntament amb I’elevada disponibilitat d’aquestes cel-lules degut a
la seva immortalitat, les han convertit en un model valid ampliament
usat en diversos estudis, com |’esteatosi o el metabolisme hepatic (Javitt
1990; Gémez-Lechén et al. 2007), entre d’altres.
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3.2.2. Procediments generals de cultius

3.2.2.1. Manteniment i subcultiu

Els hepatocits HepG2 es van mantenir rutinariament en plaques p100
(amb una superficie de creixement aproximada de 55 cm?), a 37°C en
una atmosfera humida amb un 5% de CO,. El medi de cultiu emprat fou
Medi Essencial Minim (MEM, Biowest, Nuaillé, Franca) amb 5,6 mM de
glucosa, completat amb un 10% de serum fetal bovi (FBS) i un 1% de
penicil - lina-estreptomicina (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel).
La suplementaci6 amb FBS suposa [|’aportaci6 dels factors de
creixement, hormones, minerals, lipids i altres micronutrients requerits
per a la correcta proliferacié i adhesié cel-lular. El volum de medi
complet emprat a les plaques p100 era d’uns 12 ml, i es renovava un
minim de dos pics per setmana. Totes les solucions emprades a cultius
es temperaven en un bany a 37°C abans d’usar-les sobre les cel-lules
per tal d’evitar un possible xoc termic. El material i solucions emprats
s’adquiriren esterils o s’esterilitzaren mitjancant diferents metodes, com
I’Gs de l'autoclau, la irradiacié ultraviolada o I'Us de filtres de 0,22 ym

de diametre de porus.

Abans d’arribar a la confluéncia es van realitzar subcultius a noves
plaques per tal d’assegurar la integritat i continuitat del cultiu cel- lular.
Per a tal fi, el medi de cultiu es va descartar i es van fer dos rentats amb
tampo PBS. Aquests rentats son necessaris pel correcte funcionament de
la solucié tripsina-EDTA, I’'activitat de la qual pot veure’s inhibida per
restes de FBS. Llavors, s’afegiren 2 ml de tripsina 0,25% - EDTA 0,02%
(Sigma-Aldrich) i s’incuba la placa a 37°C durant uns sis min amb la
finalitat de rompre les unions proteiques que s’estableixen entre les
cel-lules i el fons tractat de la placa. Com a resultat, les cel-lules
qguedaren en suspensio i s’inactiva la solucié tripsina-EDTA afegint medi
complet un minim de 3 vegades el volum de tripsina usat. El rati de
subcultiu recomanat per a les HepG2 és de 1:4 a 1:6. Els subcultius

també es realitzaven cada vegada que s’havia de realitzar un
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experiment, pel qual s’usaven plaques amb una superficie de
creixement inferior al de les p100. En aquests casos es realitzava
sempre un comptatge previ a la sembra a les noves plaques utilitzant
una camera de Neubauer. Pel comptatge de cel-lules viables es va usar
un colorant vital (Trypan Blue, Sigma-Aldrich) i s’aplica la seguent

formula:

Concentraci6 (cel/ml) = nombre de cel-lules / [volum (ml) del requadre

on s’ha realitzat el comptatge * Factor de dilucid]

Tenint en compte que el volum del requadre on es realitzaren els
comptatges era de 0,0001 ml, i que s’aplica una dilucié 1:2 (0,5), la

formula final que s’aplica fou la seglient:

Concentracio (cel/ml) = nombre de céel-lules x 2 x 104

3.2.2.2. Congelacié i descongelacié

Per tal de generar un estoc de cel-lules per utilitzar en el moment
adequat, aquestes havien de ser congelades en una atmosfera de
nitrogen i descongelades segons les necessitats. D’aquesta manera
s’evita un excés del nombre de subdivisions, que a la llarga comportaria
la perdua d’algunes caracteristiques cel-lulars. Per aixo, les cel-lules
s’usaven amb un nombre baix de divisions, sempre per davall dels 15

subcultius.

Pel procés de congelacié es va procedir de la mateixa manera que pel
subcultiu. Un cop les cel-lules estaven resuspeses en tripsina—-EDTA i
medi, s’aboca el contingut dins un tub i es va centrifugar a 130g durant
5 min per tal que el contingut cel-lular precipités. El precipitat es va
resuspendre en 1 ml de medi complet amb un 5% de dimetilsulfoxid
(DMSO), un crioprotector cel-lular, i es va traspassar a un vial de
congelacié. Abans d’emmagatzemar els vials en una atmosfera de
nitrogen, s’utilitza el sistema Mr. Frosty™ (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, Estats Units) per evitar la congelacié drastica
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de les cel-lules. Aquest contenidor d’isopropanol es va mantenir a -
80°C un minim de 3h per tal de permetre que la temperatura baixés 1°C
per minut, velocitat de congelacié optima per a la conservacié de les

cel-lules.

Per a la descongelacio dels hepatocits HepG2, els vials es descongelaren
rapidament durant uns dos min en el bany termostatitzat i el volum es
va traspassar a un nou tub esteril que contenia 9 ml de medi complet.
Aquests tubs es centrifugaren a 130g durant 5 min per tal d’obtenir un
precipitat cel-lular net de la toxicitat del DMSO. Aquest precipitat es va
resuspendre en 12 ml de medi complet i es va sembrar a una nova placa
p100.

3.2.2.3. Analisi de la contaminaci6é dels cultius cel:lulars

Els micoplasmes son petits bacteris del grup dels Mollicutes que
constitueixen els principals contaminants dels cultius cel-lulars. Tot i
gue practicament imperceptibles, els micoplasmes causen greus efectes
sobre les cel-lules eucariotes, alterant I’expressié normal de gens i el
creixement cel - lular. A diferencia d’'una contaminacio fungica o d’altres
tipus de bacteris, la contaminacid6 per micoplasma no es detecta a
simple vista o al microscopi, de manera que cal realitzar un analisi

especific.

El micoplasma degrada els components del medi cel-lular, donant lloc a
productes metabolics especifics que informen de la presencia de
micoplasma. Basat en aquest principi, s’utilitza un meéetode colorimetric
visual per a la deteccié rutinaria de micoplasma (Biotools, Houston,
Texas, Estats Units), en el qual les mostres contaminades adquireixen

una coloracié fosca, com la del control positiu.
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3.2.3. Tractaments

Les cel-lules HepG2, adequadament sembrades en diferents tipus de
plaques, van ser sotmeses a una serie de tractaments, detallats a
continuacio (taula 2). Per evitar interferéncies amb I’E2, es van incubar
els hepatocits 24h abans dels respectius tractaments amb medi MEM
sense roig fenol (Biological Industries) per tal d’eliminar la capacitat
estrogenica del roig fenol. A més, al medi se li afegi un 10% de FBS

desproveit d’esteroides (Charcoal FBS, Biological Industries).

Taula 2. Tractaments aplicats als hepatocits HepG2.

Compost Concentracié Temps Vehicle

Efectes dels estrogens sobre la funcio i la biogénesi mitocondrials del
fetge. Implicacio dels PGCs

E2 10 nM 40h Etanol
siPGC-1ux/siPGC-1B 20 nM 24h H,0

Paper de '’AMPK com a intermediari en les accions de I’'E2 sobre el
metabolisme lipidic hepatic

E2 100 nM 24h Etanol
Palmitat 0,75 mM 24h BSA i NaOH
Compost C 10 uM Th + 24h H.O

Implicacié de I’E2 en la resisténcia hepadtica a la insulina en un entorn
lipotoxic. Relacio amb la funcié i la biogénesi mitocondrials

E2 100 nM 24h Etanol
Palmitat 0,75 mM 24h BSA i NaOH
Insulina 10 nM 15 min Aigua acidificada, pH 2-3

3.2.3.1. Silenciament de I’expressi6é génica

L’expressié d’un determinat gen es pot silenciar mitjancant I’is d’un
RNA d’interferencia (RNAI, de I'angles RNA interference), procés que es
basa en el reconeixement de seqiencies especifiques del mRNA per

petites molecules de RNA. Aquesta unié implica l'alteracié en la
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traduccié del mRNA a proteina (fig. 14). Entre els diferents tipus de
RNAI, destaquen els petits RNA d’interferencia (siRNA, de I’angles small
interfering RNA), que soén petites molecules de doble helix amb una
longitud compresa entre 19 i 25 nucleotids. Els siRNA son introduits
exogenament a la cel-lula mitjancant un procés anomenat transfeccié.
Aquest procés pot ser assolit mitjancant I’Us de liposomes cationics, que
permeten la formaci6 de complexes amb el siRNA i la seva posterior
entrada a la cel-lula evitant les repulsions electrostatiques. Un cop dins,
les molecules de siRNA passen a formar part del complex de
silenciament induit per RNA (RISC, de I'angles RNA-induced silencing
complex). Aquest complex separa les dues cadenes del siRNA i una
d’elles s’hi queda associada de forma estable. Aquesta cadena de siRNA
interacciona de forma especifica amb la seqiiencia diana del mRNA, de
manera que s’afavoreix que el complex RISC degradi el mRNA o bé que

interfereixi en la unié del ribosoma, impedint aixi la traduccio.

LTI SIRNA

RISC
LTI L™ RISC assembly
>y
m A
T L unwinding of siRNA
¥ g

1 mRNA cleavage

Figura 14. Mecanisme d’acci6

/ \ dels siRNA. RISC, complex de
silenciament induit per RNA.

(Modificat de Cejka et al. 2005).

mRNA degradation
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Una de les passes critiques del procés de silenciament és la transfeccid,
de manera que s’han d’ajustar molt bé les condicions usades. Les
cel-lules HepG2 constitueixen una linia dificil de transfectar, per la qual
cosa es recomana realitzar una transfeccido reversa. Aquest procés, a
diferencia de la transfeccid tradicional, implica que la transfeccié i la
sembra de cel-lules es realitzen al mateix temps. D’aquesta manera
s’incrementa la superficie d’entrada dels complexes formats pels
liposomes i els siRNA a les cel-lules, augmentat aixi I’eficiencia del
procés de transfeccio.

Els experiments de silenciament de la present tesi es van dur a terme en
plagues de 12 pouets, on cada pouet té una superficie de creixement
aproximada de 3,8 cm2. Es van usar siRNA humans contra PGC-Tx o
PGC-1B, i també un siRNA control (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, California, Estats Units). Com a reactiu de transfeccio es va emprar
Lipofectamina RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific). Cada siRNA va ser
diluit en medi reduit de serum (Opti-MEM, Thermo Fischer Scientific) per
tal que la concentracio final de cada siRNA al pouet fos de 20 nM.
Seqguint les recomanacions del producte, es va afegir el volum pertinent
de Lipofectamina RNAIMAX. Aquesta mescla es va mantenir 20 min a
temperatura ambient per permetre la formacié dels complexes entre els
liposomes i els siRNA (mix de transfeccid). Durant aquest temps, es van
resuspendre cel-lules HepG2 en medi MEM complet sense roig fenol i
lliure d’antibiotics, ja que s’ha vist que aquests darrers causen mort
cel-lular durant el procés de silenciament. Després dels 20 min, i sobre
la mix de transfeccio, es va afegir el volum corresponent de cel-lules
HepG2 per tal que la confluéncia fos al voltant del 50% passades 24h.
24h després, la mix de transfeccié es va eliminar i les cel-lules es van

tractar amb E2 durant 40h més.

3.2.3.2. Preparaci6 del palmitat

Per a la preparaciéo del palmitat (PA), cal conjugar-lo amb albumina

serica bovina (BSA) per assegurar la seva solubilitat en fase aquosa.

66



Materials i métodes

L’acid palmitic es va dissoldre en NaOH 0,1 N a 70°C durant 15 min, de
manera que es va formar PA sodic per reaccié de saponificacio. El PA es
va dissoldre en MEM sense roig fenol i amb BSA lliure d’acids grassos a
37°C durant 30 min. Com a resultat, es va obtenir una solucié amb una
concentracié final de PA de 5 mM amb un rati PA:BSA de 4:1. Les
solucions de PA i les de vehicle (NaOH i BSA) es van filtrar i

emmagatzemar a -20°C.

3.2.4. Determinacié dels nivells intracel-lulars de lipids

El colorant Oil Red O (Sigma-Aldrich) tenyeix els lipids neutres
intracel - lulars no associats a membrana, de manera que aquests prenen
una coloracié vermella facilment observable al microscopi, senyal que
també es pot quantificar espectrofotometricament. Aquesta tincié s’ha
usat com a metode per detectar i quantificar I’esteatosi hepatica tant a
biopsies de rosegadors, d’humans o en hepatocits HepG2 (Cui et al.
2010; Catta-Preta et al. 2011; Levene et al. 2012).

Aquest experiment es va realitzar en plaques de 12 pouets. Les
cel-lules van ser fixades durant 1 hora a temperatura ambient amb
formalina al 10% i tenyides amb soluci6é de treball d’Oil Red O. Després
de varis rentats amb aigua per eliminar I’excés del colorant, es van
observar els lipids al microscopi (Nikon, Toquio, Japd) i es van fer
fotografies amb una camera Nikon D80. Posteriorment, I'aigua fou
completament eliminada dels pouets i s’elui el colorant amb 500 pl

d’isopropanol 100%. Finalment, es va llegir 'absorbancia a 500 nm.

L’estoc d’Oil Red O és estable 1 any i es prepara pesant 0,35 g del
colorant en 100 ml d’isopropanol i deixant agitar tota la nit. La solucio
de treball és estable 2h i es prepara mesclant 6 ml de I'estoc amb 4 ml
d’aigua bidestil-lada. Després d’un repos de 20 min, la soluciéo de

treball es passa per un filtre de 0,45 um de diametre de porus.
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3.2.5. Recollida de proteines per a Western blot

3.2.5.1. TriPure Isolation Reagent®

Per estudiar els efectes de I’E2 sobre la funcié i la biogenesi
mitocondrials, les proteines es van extreure mitjancant el reactiu TriPure
Isolation Reagent® (Roche Diagnostics), que permet la separacié del
RNA, DNA i proteines de mostres cel-lulars o tissulars mitjancant una
extraccié6 amb fenol:cloroform. Cal tenir en compte que aquest reactiu
conté els agents toxics fenol i tiocianat de guanidina, per la qual cosa
cal treballar en una campana d’extraccié de gasos i emprar totes les

mesures de seguretat necessaries.

En el cas de les cel-lules HepG2, s’afegiren 400 pul o 1 ml del reactiu
directament sobre el pouet, segons si es treballa amb plagques de 12 o
de 6 pouets, respectivament. Després de traspassar el volum a un tub,
s’afegi cloroform i es va realitzar una centrifugacié a 14000g a 4°C
durant 15 min. D’aquesta manera es van obtenir 3 fases en funcié de la
solubilitat: una fase superior aquosa incolora que conté el RNA (veure
apartat 3.3.6.), una interficie blanca, i una fase inferior organica rosada

amb el DNA i les proteines (veure apartat 3.3.5. per extraccié del DNA).

Un cop separada la fase inferior organica, es va fer precipitar el DNA
afegint etanol absolut, de manera que les proteines van romandre al
sobrenedant dissoltes en fenol i etanol. Després de la separacio
d’aquest sobrenedant a un nou tub, es van precipitar les proteines amb
isopropanol i una posterior centrifugaciéo a 12000g a 4°C durant 5 min.
El pellet proteic es va rentar un total de 3 vegades amb hidroclorur de
guanidina 0,3 M en 95% d’etanol i novament es van fer precipitar les
proteines emprant aquesta vegada etanol absolut. Els pellet proteics es
van dissoldre en dodecilsulfat sodic (SDS) 1% a 50°C durant el temps

necessari.
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3.2.5.2. RIPA

Pels estudis dels efectes de I'E2 en condicions lipotoxiques, les
proteines es van extreure mitjancant I’ds del tampd RIPA. Aquest
metode permet la lisi i solubilitzacié de les proteines, alhora que evita la
seva degradacio i desfosforilaciéo mitjancant la presencia d’inhibidors de
proteases i fosfatases. La seva composicié és la segiient: Tris 50 mM pH
7,5, trito X-100 1%, deoxicolat sodic 0,5%, SDS 0,1%, EDTA 1 mM, NacCl
150 mM, PMSF 1 mM, pepstatina 10 uM, leupeptina 10 uM, NaF 1 mM i
Na3VO4 0,2 mM.

Abans de recollir les cel-lules, es va fer un rentat amb PBS per eliminar
les restes de medi. Llavors s’afegi tampé fred RIPA i, mitjancant I'ajuda
de raspadors cel-lulars, es van obtenir els lisats cel-lulars. Tot seguit es
va realitzar una centrifugaci6 a 14000g durant 10 min a 4°C i es

descarta el precipitat (restes cel - lulars).

3.2.6. Analisi de la viabilitat cel-lular

Els diferents tractaments realitzats poden causar citotoxicitat i mort
cel-lular, per la qual cosa les cel-lules poden perdre la seva capacitat
d’adhesi6 i desenganxar-se del fons de la placa. El cristall violeta és una
mesura util per determinar la viabilitat cel - lular (Nagamine et al. 2009),
ja que aquest colorant s’uneix al DNA de manera proporcional al

nombre de cel-lules.

L’assaig es realitza en plaques de 96 pouets, amb una superficie de
creixement aproximada de 0,32 cm? per pouet. Les cel-lules es van
tenyir amb cristall violeta 0,5% (p/v) en 30% d’acid acetic durant 10 min
a temperatura ambient. La funciéo de l'acetic és la fixacié de les
cel-lules. L’excés de colorant es va eliminar mitjancant varis rentats
amb aigua bidestil-lada. Finalment, el cristall violeta es va solubilitzar

amb 100 ul de metanol i es va llegir I’absorbancia a 570 nm.
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3.2.7. Determinaci6 de la massa mitocondrial

La massa mitocondrial es pot determinar a través de la fluorescencia del
compost 10-N-Nonil taronja d’acidilina (NAO), el qual s’uneix
especificament a la cardiolipina de manera independent al potencial de
membrana mitocondrial (Petit et al. 1992). La cardiolipina és un
fosfolipid que es troba exclusivament a la membrana interna

mitocondrial.

La mesura es realitza en plaques de 96 pouets. El medi es canvia per
una solucié de PBS-glucosa 20 nM amb NAO 0,5 uM. Després d’incubar
la placa en obscuritat durant 30 min, es va procedir a la lectura de la
fluorescencia (A d’excitacido = 485 mn; A d’emissio = 528 nm). Els valors
es van referenciar al nombre de cél-lules viables, obtingut mitjancant la

tincio amb cristall violeta.

3.2.8. Determinacié del potencial de membrana
mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial (MMP) es pot determinar
mitjancant I’Us de la tetrametilrodamina metil ester (TMRM), un fluorofor
cationic lipofilic que s’acumula als mitocondris d’acord al seu potencial

de membrana (Scaduto & Grotyohann 1999).

Les cel-lules es van sembrar en plaques de 96 pouets. En el moment de
la determinacio el medi es reemplaca per medi fresc amb TMRM 0,5 uM.
Després d’una incubacié de 15 min en obscuritat, la solucié es va
canviar per medi fresc i es realitza una nova incubacié de 10 min.
Llavors, el medi va ser retirat, es va fer un rentat amb PBS i es llegi la
fluorescéncia en PBS (A d’excitacio = 552 mn; A d’emissié = 576 nm).
Els valors es referenciaren al nombre de cél-lules viables, determinat

mitjancant la tincio amb cristall violeta.
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3.2.9. Determinacié del contingut d’ATP

El contingut d’ATP es va determinar mitjancant un kit bioluminescent
comercial (BioVision). L’assaig utilitza I’enzim luciferasa per catalitzar la

formaci6 de llum a partir d’ATP i luciferina.

M92+
Luciferina + ATP + O, f—> Oxiluciferina + AMP + Pirofosfat + CO, + Llum
Luciferasa

La mesura es realitza en plaques de 96 pouets. Es va eliminar el medi de
cultiu de cada pouet i s’afegiren 100 pl del tampo6 proporcionat pel kit
per lisar les cel-lules. Després de 5 min agitant-se, es tractaren les
cel-lules amb luciferasa i es monitoritzaren els nivells d’ATP en un
luminometre FLx800 (Bio-Tek).

3.2.10. Determinacio6 dels nivells de ROS

El metode de la 2’,7’-diclorofluoresceina diacetat (DCFH-DA) va ser usat
per determinar els nivells de ROS (Wang & Joseph 1999). La DCFH-DA és
un compost no polar que rapidament difon dins les cel-lules, on és
hidrolitzat per les esterases intracel-lulars al derivat no fluorescent
DCFH. Aquest compost queda atrapat dins les cel-lules i és oxidat pels
radicals intracel-lulars a 2’,7’-diclorofluoresceina, altament fluorescent.
Aixi, la fluorescencia emesa és directament proporcional al contingut de
ROS.

Per a la determinacié dels nivells de ROS es van sembrar les cel-lules en
plagques de 96 pouets. El dia de la prova, i després d’haver realitzat els
tractaments pertinents, es canvia el medi per una soluci6 de PBS-
glucosa 20 nM amb DCFH-DA 10 uM. Després d’una incubacioé de 45
min en obscuritat, es va mesurar la fluorescéncia (A d’excitacio = 485
mn; A d’emissid = 530 nm). Els valors es referenciaren al nhombre de

cel - lules viables, obtingut mitjancant la tincié amb cristall violeta.
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3.3. Metodologia general

3.3.1. Determinacié de la concentracié de proteines

3.3.1.1. Metode de Bradford

La concentracié proteica de I’homogenat de fetge de rata es va
determinar mitjancant el metode de Bradford (Bradford 1976). El principi
d’aquest assaig és la interaccié del colorant blau de Coomassie G-250
amb les proteines en un medi acid, amb el conseqlient canvi
d’absorbancia de 465 a 595 nm.

Aquest metode es va realitzar en plaques de 96 pouets. A cada un d’ells
se li van afegir 10 ul d’homogenat de fetge de rata a una dilucié 1/60, i
290 ul de reactiu de Bradford. El reactiu de Bradford es prepara
mesclant blau de Coomassie G-250 amb etanol 96% i acid fosforic 85%.
Paral - lelament, es va realitzar una recta patr6 amb concentracions
conegudes de BSA (de fins a 500 ug/ml), de manera que es va poder
extrapolar la concentraciéo de les mostres problemes. Finalment, es va

agitar la placa i es va fer una lectura a 595 nm.

3.3.1.2. Méetode de I’acid bicinconinic

El reactiu de Bradford interfereix amb un elevat nombre de substancies,
de manera que en alguns casos no constitueix una mesura fiable de la
concentracié de proteines. Els detergents presents al tampd RIPA sén
incompatibles amb el reactiu de Bradford, per la qual cosa és va usar el
metode de I’acid bicinconinic (BCA) per a la determinaci6 de la
concentracié proteica dels lisats cel-lulars obtinguts amb RIPA (veure
apartat 3.2.5.2.).

El metode es basa en que les proteines, en un medi alcali, redueixen
ions cuprics a ions cuprosos. Llavors el BCA forma un complex soluble
amb el catié cuprds, que pot ser detectat a 562 nm, d’'una manera

proporcional a la quantitat de proteina de la mostra.
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L’assaig es realitza en plaques de 96 pouets amb un kit comercial
(Thermo Fisher Scientific). Es van pipetejar 9 pl a diluciéo 1/3 de cada
lisat cel-lular i 260 ul del reactiu proporcionat pel kit. Es van emprar
solucions de BSA amb un rang de concentracions conegudes (de fins a
2000 ug/ml) per tal d’obtenir una recta patré, de manera que per
extrapolaciéo es va coneixer la concentracié de proteina present a la

mostra.

3.3.1.3. Quantificacié per absorbancia a 280 nm

La concentracié proteica dels lisats cel-lulars extrets mitjancant el
TriPure Reagent Isolation® (veure apartat 3.2.5.1.) es va realitzar
emprant el programa Gene5 Take3 en un espectrofotometre Powerwave
XS (Bio-Tek). La purificacio de les proteines mitjancant aquest metode
permet la quantificacido de la seva concentracié a partir de la mesura

d’absorbancia a 280 nm.

3.3.2. Western blot

La tecnica del Western blot permet la quantificacié relativa dels nivells
de proteina d’un homogenat o lisat cel-lular. Es basa en la separacio de
les proteines segons el seu pes molecular mitjancant una electroforesi
en gel de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE). A
continuacié es transfereixen les proteines a una membrana de
nitrocel - lulosa, on sén finalment detectades amb [’Gs d’anticossos

especifics.

Preparacio de les mostres

Tenint en compte la concentracié de proteines de la mostra (veure
apartat 3.3.1.), es va preparar en un tub el volum de mostra necessari
per a carregar la quantitat de proteina adequada. Aquesta quantitat
depen de varis factors, com de I’especificitat dels anticossos o de

I’abundancia de la proteina en la mostra analitzada. A cada volum de
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mostra se li afegi tampo de carrega mantenint una relacié mostra:tampé
3:1. Aquest tampo, preparat en Tris 0,25 M pH 6,8, conté glicerol 40%
(v/v) per ajudar a la mostra a depositar-se al fons del pouet, el colorant
blau de bromofenol 0,1% (p/v) per seguir el desplacament de la mostra,
i el detergent SDS 10% per rompre I’estructura terciaria de les proteines
i donar-lis carrega negativa de forma uniforme. D’aquesta manera, la
carrega de les proteines és proporcional al seu pes molecular.
Finalment, també s’afegeix B-mercaptoetanol 2,5%, que s’encarrega de
rompre els ponts disulfur que uneixen les proteines multimeriques. A
més, es van bullir les mostres durant 5 min abans de carregar-les al gel

per tal de desnaturalitzar les proteines i facilitar la unié del SDS.

Electroforesi SDS-PAGE

L’electroforesi es du a terme combinant dos gels de poliacrilamida amb
diferent pH entre ells, immersos en tampd d’electroforesi (Tris 0,025 M
pH 8,3, glicina 0,192 M, SDS 0,1%). Els gels de poliacrilamida es formen
per polimeritzaci6 de monomers d’acrilamida amb N,N’-metil
bisacrilamida en presencia de [l'iniciador TEMED (0,001%) i del
catalitzador persulfat d’amoni (0,11%) en tampo Tris (0,125 mM pH 6,8
al gel concentrador i 0,375 mM pH 8,8 al separador). El gel superior,
anomenat concentrador, es prepara amb un 5%
d’acrilamida/bisacrilamida. En cavi, el gel inferior, anomenat separador,
varia quant al percentatge d’acrilamida/bisacrilamida en funcié de la
proteina que es desitja separar. Com més elevada és aquesta
concentracid, més densa és la xarxa de poliacrilamida que es forma i
per tant millor és la discriminacié entre moléecules de baix pes

molecular, i a la inversa.

Quan s’aplica corrent electrica, les proteines al gel concentrador migren
amb una mobilitat electroforetica intermedia entre els ions Cl-i els de
glicina. D’aquesta manera, el front d’ions de glicina premsen les
proteines, que es concentren formant fines bandes. Quan els

polielectrolits arriben al gel separador, les molecules de glicina migren
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més rapidament que les proteines, les quals es desplacen a una velocitat

inversament proporcional al seu pes molecular.

Les electroforesis dutes a terme als experiments de la present tesi
doctoral es van realitzar a un voltatge de 80 V durant uns 10 min, fins a
I’entrada de la mostra al gel concentrador. Posteriorment, es va pujar el
voltatge a 100 V unes 2h, controlant sempre el front de mobilitat

gracies al blau de bromofenol.

Transferéncia i bloqueig

Seguidament, les proteines es van transferir del gel a una membrana de
nitrocel - lulosa per tal de permetre la seva posterior deteccid. Aixi, es
van realitzar uns muntatges en forma de casset que contenien, de baix a
dalt: esponja, cartré, 3 papers Wathman, gel, membrana, 3 papers
Wathman i esponja. El casset es col-loca de manera que el gel quedi
més proper al catode i la membrana a I'anode. Aquest muntatge es
troba immers en tampd de transferencia (Tris 0,025 M pH 8,3, glicina

0,192 M, metanol 20%), constituint un sistema de transferencia humida.

Les transferéncies es van realitzar a 100 V durant Th i 30 min en fred

per tal d’evitar el sobreescalfament del sistema.

Com a control de I'eficacia de la transferencia, i un cop aquesta havia
finalitzat, es realitzava rutinariament la tincié de les membranes amb
Ponceau S 0,2% (p/v) en acid acetic 3%. Aquest colorant s’uneix
especificament a les proteines, de manera que s’obté un codi de bandes
amb una coloracié vermellosa. La tincié s’elimina facilment a través de
varis rentats amb tampd Tris-sali (TBS, Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH
7,5) amb Tween-20 0,5 g/l (TBS-T).

Seguidament, i amb I'objectiu de disminuir les unions inespecifiques
dels anticossos, es va bloquejar la membrana amb TBS-T amb llet

desnatada en pols 5% o amb BSA 5% durant 1h en agitacio.
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Deteccio de les proteines especifiques

Després de tres rentats amb TBS-T, la membrana es va incubar amb
I’anticos especific contra la proteina desitjada a 4°C en agitacié durant
tota la nit. L’anticos primari es prepara en una solucié de TBS-T amb
BSA 5% i acida sodica 0,05%. Els anticossos i les dilucions emprades en
aquesta tesi doctoral apareixen detallats a la taula 3. Després de retirar
I’anticos primari, es van incubar novament les membranes amb un
anticos secundari durant 1h en agitaciéo a temperatura ambient. Aquest
anticos secundari, que reconeix el primari, es prepara amb TBS-T amb
llet desnatada en pols 1% a una concentracié variable entre 1:10000 i
1:50000. Per a permetre la detecci6 de les proteines especifiques,
aquest anticos esta conjugant a I’enzim peroxidasa de rave, de manera
gue en presencia de peroxid d’hidrogen oxida el luminol i produeix una

senyal quimioluminiscent detectable (fig. 15).

Chemiluminescent

] substrate .
secondary antibody detection
HRP conjugate K
| A |
\ R ol
? oxidized products
primary antibody \

membrane —

blocker
proteins transferred

to the membrane

Figura 15. Sistema de deteccié quimioluminiscent de les proteines. HRP,
peroxidasa de rave. Modificat de Advansta, Inc.

La deteccid de les bandes es va realitzar amb un kit comercial (Clarity
Western ECL Substrate, Bio-Rad) usant el captador Chemidoc XRS (Bio-
Rad) i el programa Quantity One 1-D Analysis. La proteina d’interes era
identificada pel seu pes gracies a I’Us d’un marcador de pes molecular

comercial (Precision Plus Protein Dual Color Standard, Bio-Rad).

76



Materials i métodes

Taula 3. Anticossos emprats per realitzar els Western blots.

. . Espécie on Pes . .

Proteina Casa comercial molecular Dilucié

s’ha usat
(kDa)

AdipoR2 Santa Cruz R 44 1:500
pAkt Cell Signaling R, H 60 1:1000
Akt Cell Signaling R, H 60 1:1000

pAMPK Santa Cruz R, H 63 1:500
AMPK Santa Cruz R, H 63 1:500
APPLI1 Cell Signaling R, H 82 1:1000

ATPasa Abcam R 53 1:1000

ATPasa Santa Cruz H 53 1:1000

Catalasa Merck-Millipore H 60 1:1000

cox | Abcam R 37 1:1000
COX IV Abcam H, R 16 1:1000
DNP Cell Biolabs R - 1:2000
GAPDH Santa Cruz R, H 37 1:1000
HNE Santa Cruz R - 1:1000
pJNK Cell Signaling R, H 46/54 1:1000
JNK Cell Signaling R, H 46/54 1:1000
pp38 Cell Signaling R 38 1:1000
p38 Cell Signaling R 38 1:1000
PEPCK Santa Cruz H 62 1:1000
PGC-T«x Santa Cruz R, H 90 1:1000
PGC-1B8 Abcam R, H 113 1:1000
PRXIII Santa Cruz R 26 1:500
MnSOD Santa Cruz H 25 1:500
TFAM Cell Signaling H 24 1:1000
TFAM Donaci6 del Dr. H. Inagaki R 24 1:1000
UCP2 Santa Cruz R 35 1:1000

H, huma; R, rata.
3.3.3. Quantificaci6é dels grup carbonils a proteines

Tant les ROS, de manera directa, com els productes derivats de I'estres
oxidatiu, poden modificar de forma covalent les proteines, donant lloc a
oxidacié proteica. Un dels productes més comuns de I'oxidacié de les
proteines és la formacié de grups carbonils, degut a la interaccié del
radical hidroxil amb la cadena lateral d’aminoacids de Pro, Arg, Lys i
Thr. Aquests derivats sén quimicament estables i s’utilitzen per

qguantificar el dany oxidatiu a proteines (Irazusta et al. 2010).
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Els grups carbonils es van detectar mitjancant un sistema slot-blot
emprant un kit comercial (Oxiselect Protein Carbonyl Immunoblot Kit,
Cell Biolabs Inc., San Diego, California, Estats Units). Després de
realitzar una electroforesis i una transferéncia tradicionals, la membrana
de nitrocel-lulosa es va derivatitzar amb 2,4-dinitrofenilhidrazona.
Aquest compost reacciona amb els grups carbonils per formar 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNP), que pot ser detectat per un anticos especific
seguint el protocol normal del Western blot (veure apartat 3.3.2. i taula
3).

3.3.4. Determinaci6 de la peroxidacié lipidica

Durant el procés de peroxidacié lipidica, els radicals lliures ataquen els
acids grassos i generen aldehids reactius, com el 4-hidroxinonenal
(HNE) (Esterbauer et al. 1991). Aquests grups poden reaccionar amb els
residus d’His i Lys de les proteines, formant uns adductes estables que

son capacos de ser detectats mitjancant I’anticos adequat.

Per a la mesura de la peroxidacio lipidica es va realitzar un Western blot
de manera tradicional, utilitzant I’anticos especific capac de reconeixer
els adductes del HNE amb les proteines (taula 3). Com a resultat del
revelat, es va obtenir un codi de bandes al llarg del carril que es
corresponia a les diferents proteines complexades amb el HNE (fig. 16),

constituint una mesura directa de la peroxidacio lipidica.

bl R —

TR G O W S e

Figura 16. Exemple del revelat
obtingut en la determinacié de la
peroxidacié lipidica.
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3.3.5. Obtencié del DNA

El DNA de les mostres provinents de I’experiment amb rates OVX es va
extreure per digesti6 amb proteinasa K (100 ug/ul) en tampé 50 mM
KCI, T0 mM Tris, 2,5 mM MgCl, i 0,5% Tween 20 (Justo et al. 2005b). Les
mostres s’incubaren tota la nit a 37°C i llavors es bulliren durant 5 min
per inactivar I’enzim. EI DNA es va linealitzar per digestio amb I’enzim
de restriccido Bcl | durant 3h a 50°C, i seguidament es van bullir les
mostres 5 min. Despres d’una centrifugacié a 7000g durant 5 min, es va

recuperar el sobrenedant.

Per a les mostres provinents de I’experiment amb rates alimentades
amb HFD, I'extracci6 del DNA es va realitzar amb un kit d’extraccio
comercial (Roche Diagnostics). Uns 17 mg de teixit es van lisar
mitjancant una incubacid amb proteinasa K en presencia de |’agent
caotropic hidroclorur de guanidina per tal d’inactivar les nucleases de
manera immediata. Seguidament s’utilitza un sistema de columnes amb
filtres que uneixen selectivament els acids nucleics i descarten els altres

components cel - lulars.

En el cas de les cel-lules HepG2, I'extraccié del DNA és va dur a terme
mitjancant el TriPure Isolation Reagent®. Un cop precipitat el DNA (veure
apartat 3.2.5.1.), es van eliminar les restes de fenol a través de 3 rentats
amb citrat sodic 0,1 M en etanol 10% i un amb etanol 75%. Finalment,
els precipitats de DNA es van dissoldre en NaOH 8 mM i EDTA 1 mM.

La concentracié6 de DNA es va determinar amb un espectrofotometre
(Nanodrop, Bio-Tek) mesurant I’absorbancia a 260 nm, longitud d’ona a
la qual absorbeixen les bases nitrogenades. La puresa del DNA es va
avaluar mitjancant el rati A260/A280, que per mostres pures de DNA se
situa al voltant de 1,8. Contaminacions amb proteines, fenols o altres
causen modificacions notables en aquest rati. Per acabar, el DNA es va

emmagatzemar a -80°C fins al seu Us.
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3.3.6. Obtencié del RNA

El RNA total es va obtenir de les diferents mostres de fetge o de les
cel-lules HepG2 a partir de I'is del TriPure Isolation Reagent®. Al cas
del fetge, es van homogeneitzar uns 100 mg de teixit immersos en 1 ml
del reactiu. Un cop separades les fases (veure apartat 3.2.5.1.), es va
recuperar la fase superior aquosa, que contenia el RNA, a un nou tub. El
RNA es va fer precipitar afegint isopropanol i centrifugant a 120009
durant 10 min. Després de descartar el sobrenedant, es va precipitar
novament el RNA afegint etanol 75% i centrifugant a 7500g durant 5
min. Després de deixar assecar |’etanol, els pellets de RNA es van
resuspendre en aigua lliure de RNAses, en un procés afavorit per la

incubacié de les solucions a 60°C durant 15 min.

Seguidament es va quantificar la concentraci6 de RNA mesurant
I’absorbancia a 260 nm mitjancant I’espectrofotometre Nanodrop (Bio-
Tek). En aquest cas, mostres pures de RNA tenen un rati A260/A280 al
voltant de 2. El rati és una mica més elevat que pel DNA, ja que I'uracil,
en comparacié a la timina, té major absorbancia. Finalment, el RNA es

va emmagatzemar a -80°C fins al seu Us.

3.3.7. Determinacié de I’expressi6é génica

3.3.7.1. Retrotranscripcioé

La retrotranscripcié és el procés a través del qual a partir d’'una
molecula de RNA s’obté la molecula complementaria de DNA (cDNA) a
través de I'accié d’una transcriptasa inversa. EIl cDNA és biologicament
més estable que el RNA, motiu pel qual és extensament utilitzat per a la
determinacio de I’expressié genica mitjancant la reaccié en cadena de la
polimerasa (PCR). A més, la PCR funciona de manera eficient amb cDNA i
no amb RNA.

El RNA obtingut de les diferents mostres (veure apartat 3.3.6.) es va

retrotranscriure a cDNA. Per a tal fi, es va dissoldre 1 ug de RNA en 5 ul
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totals d’aigua lliure de RNAses i es va desnaturalitzar a 90°C durant 1
min. Seguidament es van afegir 5 ul de mix de retrotranscripcié, amb
les concentracions finals dels seglients components: Tris 10 mM pH 9,
KCI 50 mM, Trité X-100 0,1%, MgCl; 2,5 mM, hexamers aleatoris 2,5
MM, 500 uM de cada dNTP, inhibidor de RNAses 1 U/ul, transcriptasa
inversa MuLV 1,5 U/ul. El RNA va ser retrotranscrit durant 1h a 42°C,
temperatura optima de la transcriptasa inversa. Llavors es va realitzar
una incubacié a 95°C durant 5 min per desnaturalitzar els acids nucleics
i es va baixar la temperatura a 4°C. El cDNA obtingut es va diluir 1/10
amb aigua lliure de RNAses i es va emmagatzemar a -20°C fins al seu

7

us.

3.3.7.2. PCR quantitativa

La PCR quantitativa (qPCR) és una variant de la PCR tradicional, que es
caracteritza per amplificar el DNA i quantificar-ne el producte resultant

de forma simultania (fig. 17).
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Figura 17. Exemple de corba d’amplificacié obtinguda en la qPCR. Es
representa la fluorescencia emesa a cada cicle. La corba pertany a I'amplificacié
del gen FABP1 d’una mostra de cDNA provinent de les cél-lules HepG2, amb un Cp
de 20,91. Cp, cicle llindar d’expressio.
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La gqPCR es realitza afegint una substancia marcada amb un fluorofor
gue emet fluorescencia quan és excitat a la longitud d’ona apropiada. La
mesura de la fluorescencia es realitza després de cada cicle
d’amplificacio, de manera que s’obté una corba on es pot analitzar la
progressié del procés d’amplificacié. Aixi, i durant els primers cicles, la
fluorescéncia emesa és basal, pero a partir d’'un determinat cicle, la
corba de fluorescencia creix de forma exponencial. S’anomena cicle
llindar d’expressio (Cp, de I'anglés crossing point) al cicle en el qual la
fluorescéncia emesa excedeix aquesta linia de fluorescencia de fons i
forma la corba exponencial. El Cp depéen dels nivells d’expressio del gen
diana, de manera que pot ser utilitzat per determinar ’expressié relativa

d’aquest gen.

Aquesta tecnica es va utilitzar per quantificar I'expressié genica a partir
de mostres de cDNA (veure apartat 3.3.7.1.) o de DNA (veure apartat
3.3.5.).

La gPCR es va dur a terme en un termociclador LightCycler® 480 System
Il (Roche Diagnostics). Pel cDNA, i en un volum total de 10 ul, es van
carregar 2,5 pl de mostra a dilucié 1/10, 5 ul de SYBR Green Master
(Roche Diagnostics), i els corresponents encebadors a una concentracié
de 0,374 uM cada un. El SYBR Green Master, a més dels components
convencionals de la PCR (tampd, dNTPs, MgCl. i DNA polimerasa) inclou
el SYBR Green I, un agent intercalant que quan s’introdueix a la doble
helix de DNA incrementa la seva emissio fluorescent. El programa
d’amplificacié es basa en una desnaturalitzacio inicial del DNA (95°C, 5
segons), sequit per wuns 40-45 cicles consistents en una
desnaturalitzacié (95°C, 10 segons), alineament (temperatura depenent
dels encebadors, 10 segons) i extensid (72°C, 12 segons). Finalment, es
realitza un programa de pujada de la temperatura a 97°C per tal

d’identificar el producte de la PCR.

Per determinar els nivells de mtDNA, es van amplificar 5 ng de DNA

mitjancant I’ds d’un parell d’encebadors especifics per al gen
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mitocondrial de la subunitat 4 de la NADH deshidrogenasa. El procés

d’amplificacié fou el mateix que el seguit pel cDNA.

En tots els casos, I'expressio dels gens diana analitzats va ser corregida

per la del gen de referencia GAPDH.

La informacio referent als encebadors utilitzats apareix a la taula 4. La
temperatura d’alineament ha estat de 60°C en tots els casos, llevat de la
de rNRF1 i rAdiponectina (55°C).
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Taula 4. Informacié sobre els encebador utilitzats en la qPCR.

Encebadors per gens de rata

L itud
Encebador directe (5’ > 3’) Nombre onq{u
Gen amplificat

Encebador revers (3’ 2> 5’) d’accés
(pb)
. . GAAGGGAGAGAAGGGAGACG
Adiponectina NM_144744 158
CGCTGAATGCTGAGTGATACA
CTCACACAACTCAGATACTGCTG
CD36 NM_031561 200
TCCAAACACAGCCAGGACAG
CGCACATTAGACCGTGAGGA
CPT1A NM_031559 184
CCTTGAAGTACCGCCCTCTG
TACACGATGAGGCAACCAAA
mtDNA NC_001665 162
GGTAGGGGGTGTGTTGTGAG
TGCGAACTGGAGACCATGAC
FABP1 NM_012556 157
TGTAGACGATGTCACCCAGTG
ACTTTGGCATCGTGGAAGGG
GAPDH NM_017008 178
CCGTTCAGCTCTGGGATGAC
AACAGAGCAGGAAGGCATCA
MCAD NM_016986 195
TCCTCTCTGGCAAACTTCCG
ACCTGAGAACCTGTCCAACG
MTP NM_001107727 182
CCAGGATGGCTTCCAGTGAG
TTACTCTGCTGTGGCTGATGG
NRF1 NM_001100708 88
CCTCTGATGCTTGCGTCGTCT
GGGGGTGTTTACTGGGAAGG
PEPCK NM_198780 161
GCGGGGTCAATAATGGGACA
o CACTGTGCTGAGGCGCT
Perilipina V NM_001134637 181
ACGCACAAAGTAGCCCTGTT
ATCTACTGCCTGGGGACCTT
PGC-1«x NM_031347 180
ATGTGTCGCCTTCTTGCTCT
ACTATGATCCCACGTCTGAAGAGTC
PGC-1B NM_176075 152
CCTTGTCTGAGGTATTGAGGTATTC
TGGGCCTGTCATGGTCCAATGTTG
PON1 NM_032077 217
TTATCCACAAGGGTGTCAAAGCTGAG
TGCCTTCCCTGTGAACTGAC
PPARx NM_013196 151
GCTTCAAGTGGGGAGAGAGG
TCAGAGGGACAAGGATTCATGA
PPARY NM_013124 61
CACCAAAGGGCTTCCGCAGGCT
CGCTACCGTTCCTCTATCAATGAC
SREBP-1c¢ NM_001276707 140
AGTTTCTGGTTGCTGTGCTGTAAG
GCTAAACACCCAGATGCAAAA
TFAM NM_031326 269

CGAGGTCTTTTTGGTTTTCC
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Encebadors per gens d’humans

Longitud
Encebador directe (5’ > 37) Nombre g.l.u
Gen , , , i amplificat
Encebador revers (3’ > 5’) d’accés
(pb)
TTACCGTTGGTGACATCGGC
ACOX NM_004035 199
CCCACAAGGAAGGACCTGAC
TGTGCCTATTCTTTGGCTTAATGAG
CD36 NM_001001548 150
ATAAAAGCAACAAACATCACCACAC
TACGTTGTAGCCCACTTCCACT
COoX | NG_046415 189
GGATAGGCCGAGAAAGTGTTGT
TGGCCTTTCAGTTCACGGTC
CPT1A NM_001876 172
ACGATAAGCCAACTGGAGGG
CCTGACTCCTACCCCTCACA
mtDNA KY573997 198
ATCGGGTGATGATAGCCAAG
CGGAAATCGTGCAGAATGGG
FABPI1 NM_001443 151
TTGTCACCTTCCAACTGAACCA
ACCTCCGTGCAGTTCTTGAG
FAS NM_004104 159
GTTCAGGATGGTGGCGTACA
ATCGGTGAACTGCTTCGGTAT
FATP2 NM_003645 171
ATTGCCTTCAGTGGCAGCAT
CTGGTGGTCCAGGGGTCTTA
GAPDH NM_002046 156
CCACTCCTCCACCTTTGACG
GGCCAGCGATGTTCAGATACT
MCAD NM_000016 198
CCTTTCCAGGGCATACTTGGT
AAAGTACACGGCCATTCCCA
MTP NM_000253 177
TTCTTCGCAGTCCTGAGGTG
GTAGCCACATTGGCTGATGC
NRF1 NM_005011 150
CTCTGATGCTTGCGTCGTCT
AGCTCAGAGGATGAACC
PEPCK NM_002591 196

CCACAAAGACTCCATGTTGCC

CACTCCTCCTCATAAAGCCAAC
PGC-Tux NM_001330751 190
GGACTTGCTGAGTTGTGCATA

GCTGACAAGAAATAGGAGAGGC
PGC-18 NM_133263 184
TGAATTGGAATCGTAGTCAGTG

CGGTGACTTATCCTGTGGTCC

PPARx NM_001001928 184
CGGTCGCACTTGTCATACAC
TAAGTCTGCGCACTGCTGTC
SREBP-1c NM_001005291 157
TGGAAAGGTGAGCCAGCATC
GTGGTTTTCATCTGTCTTGGC
TFAM NM_003201 200
ACTCCGCCCTATAAGCATCTTG
ACAAGACCATTGCCCGAGAG
UcCp2 NM_003355 162
GGCAAGGGAGGTCATCTGTC
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3.3.7.3. Analisi de I’eficiencia i calcul de I’expressié génica

L’eficiencia del procés de la PCR és la fracciéo de molecules diana de DNA
qgue son amplificades. De manera ideal, el nombre de copies de DNA
diana s’hauria d’amplificar el doble a cada cicle (eficiencia de 2). No
obstant, aquesta eficiencia depen de varis factors, com del disseny dels

encebadors.

Per calcular I'eficiencia d’amplificacio, es van recollir els amplificats de
la PCR i, després de realitzar un banc de dilucions seriat de 10-3 a 10-9,
es va tornar a realitzar una nova PCR amb totes aquestes
concentracions. Representant el logaritme de la concentracié relativa
front el Cp s’obté una recta, el pendent de la qual es correspon amb

I’eficiencia.

El calcul de I'expressié genica es va realitzar amb el programa Genex
Standard Software (MultiD Analyses AB, Suecia), tenint el compte els Cp
tant del gen diana com del gen de referéncia, i els valors d’eficiencia de

cada gen.

3.3.7.4. Analisi de I’especificitat de I’amplificacié

L’especificitat de I’'amplificacié es va avaluar mitjancant I’analisi del pic
de la temperatura de fusié (Tm, de I'angles melting temperature) (fig.
18). La Tm es calcula després de ’'amplificacié del gen diana, mitjancant
una pujada progressiva de la temperatura fins a 97°C. D’aquesta manera
la fluorescéncia cau i s’obté el valor de Tm, que es defineix com aquella
temperatura a la qual la meitat de les molecules de DNA estan
desnaturalitzades. La Tm és caracteristica de cada amplificat i depén de
factors com la seva llargaria o el contingut de G+C. Si 'amplificacio és
especifica s’obté un sol pic de Tm; no obstant, si es formen altres

productes es generen varis pics.
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Melting Peaks
9.547

|

7747 i
£.847] b
5.947] '

5,047 / \
41471 | '

3.247] | '

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

2.3471 / |
1.447] / 1

0547 __— D

0353]

66 68 70 72 74 76 78 0 82 94 86 98 90 @2 94 96
Temperature (*C)

Figura 18. Exemple del pic de la Tm obtingut en la qPCR. La Tm
s’identifica com el punt més alt de la derivada negativa de la corba de
desnaturalitzacié. L'existéncia d’un sol pic, a 84,73°C, indica que s’ha amplificat
de manera especifica el gen diana, en concret FABP1 d’una mostra provinent de
cDNA de cél-lules HepG2. Tm, temperatura de fusio.

A més a més, l'especificat de I'amplificat també era rutinariament
comprovat mitjancant una electroforesi en gel d’agarosa. Es van
carregar 2,5 ul d’'una mescla d’amplificats d’'un mateix gen en un gel
d’agarosa al 1,5% (agarosa en tampo Tris-borat-EDTA) amb bromur
d’etidi 1%. Seguidament es va realitzar una electroforesi a 80 V durant
45 min. El bromur d’etidi és un agent intercalant capac d’insertar-se al
DNA, de manera que permet comprovar la presencia d’una sola banda
(en el cas que I'amplificacié hagi estat especifica) mitjancant I’exposicio
a llum ultraviolada amb el captador Chemidoc XRS (Bio-Rad).
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3.4. Analisi estadistic

Els analisis estadistics es van dur a terme utilitzant el software IBM SPSS
20.0 per a Mac OSX.

3.4.1. Analisi estadistic dels resultats de I’experiment amb
rates OVX

Les dades estan expressades com a mitjana + error estandard de la
mitjana de 6 animals per grup i les diferencies es van considerar
significatives quan el valor de p era inferior a 0,05. Els efectes de
I’ovariectomia i de la suplementacio amb E2 (efecte hormona) van ser
analitzats mitjancant un analisi de variancia (ANOVA). El test de la
minima diferencia significativa (LSD, de I’angles Least significant
difference) es va aplicar com a post-hoc per determinar entre quins

grups existien diferencies.

3.4.2. Analisi estadistic dels resultats de I’experiment amb
rates alimentades amb dieta hiperlipidica i sotmeses a
tractament farmacologic

Les dades estan expressades com a mitjana + error estandard de la
mitjana de 7 animals per grup i les diferencies es van considerar
significatives quan el valor de p era inferior a 0,05. Per analitzar les
diferencies entre sexes en |'efecte de la HFD, es va aplicar un test
ANOVA de dos factors (sexe i HFD). Les diferencies entre sexes en la
resposta a la Rsg també es van avaluar mitjancant un ANOVA de dos
factors (sexe i Rsg). En ambdos casos es va aplicar el test t de Student

com a post-hoc.

3.4.3. Analisi estadistic dels resultats dels experiments
amb cel-lules HepG?2

Les dades estan expressades com a mitjana + error estandard de la

mitjana de 6 mostres per tractament obtingudes a partir d’experiments
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realitzats de manera independent per triplicat. Les diferéncies es van
considerar significatives quan el valor de p era inferior a 0,05. Per a
I’experiment dels efectes de I’'E2 sobre la funci6 i la biogenesi
mitocondrials (apartat 4.1.) es va aplicar el test t de Student. A
I’experiment de lipotoxicitat i disfuncié mitocondrial (apartat 4.2.), els
efectes del PA i 'E2 es van analitzar mitjancant un ANOVA de dos
factors (E2 i PA) i el test t de Student com a post-hoc. Els efectes del
compost C en comparacié a la situacié basal es van determinar amb el
test t de Student.
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Resultats i discussio

4.1. Efectes dels estrogens sobre la funcié i la biogeénesi
mitocondrials del fetge. Implicacié dels PGCs

L’objectiu d’aquest estudi es va centrar en aclarir la implicacié de I’E2 en
les diferencies en la funcié i la biogeénesi mitocondrials que préviament
haviem observat al fetge de rates mascle i femella (Justo et al. 2005a;
Valle et al. 2007; Nadal-Casellas et al. 2010). A més, es va estudiar la
contribucié de PGC-Twx i PGC-1B com a possibles mediadors d’aquests

efectes.

Els resultats presentats en aquest estudi es van obtenir a partir
d’experiments realitzats amb rates ovariectomitzades (OVX) i amb
cel-lules HepG2, ambdés models tractats amb E2. A més, I'expressid

genica de PGC-1x i PGC-1p es va silenciar als hepatocits HepG2.

4.1.1. Resultats

Pesos corporal i hepatic, index d’adipositat, nivells de TG hepatics i

nivells circulants d’E2 i d’insulina

El pes corporal i I'adipositat augmentaren en resposta a I’ovariectomia, i
van disminuir amb I’administracio d’E2, encara que el pes corporal va
ser més alt que el del grup control (taula 5). El pes del fetge i el
contingut de TG també es van incrementar a les rates OVX, mentre que
Iladministraci6 d’E2 va resultar en una recuperacié d’aquests
parametres. En canvi, el pes relatiu d’aquest organ va ser menor als
animals OVX i augmenta amb el tractament hormonal. L’ovariectomia va
disminuir els nivells serics d’E2, perdo sense assolir una diferéncia
significativa, mentre que el tractament amb E2 els augmenta. Els nivells
serics d’insulina es van incrementar al grup OVX+E2, mentre que es van

restablir amb I'administracio d’E2.
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Taula 5. Efecte de I’ovariectomia i I’administracié d’E2 sobre els pesos
corporal i hepatic, I'index d’adipositat, els nivells de TG hepatics i els
nivells circulants d’E2 i d’insulina.

Control ovX OVX+E2 ANOVA

Pes corporal (g) 218 + 5 298 + 62 242 + 5ab H
fndex d’adipositat (%) 4,80 + 0,68 7,27 = 0,442 5,30 + 0,28b H
Pes fetge

(9) 5,84 + 0,11 6,64 + 0,172 6,08 +0,16" H

(g/100 g PC) 2,67 + 0,06 2,19 +0,04a 2,63 + 0,04b H
TG (mg/g txt) 20,9 £ 0,5 24,2 + 0,62 19,6 + 0,6P H
E2 (%) 100 + 24 61,3 +9,7 240 + 103ab H
Insulina (ng/ml) 0,40 = 0,01 0,51 + 0,042 0,40 = 0,02k H

L’index d’adipositat és la suma dels pesos dels diposits adiposos blancs gonadal,
retroperitoneal i mesentéric relativa a 100 g de pes corporal. OVX, rates
ovariectomitzades; OVX + E2, rates OVX tractades amb 17B-estradiol; PC, pes
corporal; TG, triglicérids; E2, 17B-estradiol. Els valors s’expressen com a mitjana
+ error estandard de 6 animals per grup. ANOVA (p<0,05): H, efecte hormona.
Post-hoc (LSD, p<0,05): a, diferéncia respecte al grup control; b, diferéncia
respecte al grup OVX.

Evolucio del pes corporal i de la ingesta

Fins a les 10 setmanes d’edat, el pes corporal (fig. 19A) i la ingesta
diaria (fig. 19B) de les rates control va ser menor que a les rates OVX.
L’administracié d’E2 va provocar una reduccié d’ambdds parametres. Pel
que fa a la ingesta diaria, la de les rates OVX+E2 va caure per sota dels
nivells control, tot i que al final de I’experiment les ingestes dels tres
grups experimentals s’igualaren. El perfil de la ingesta referida al pes
corporal (fig. 19C), ens indica que els tres grups experimentals partiren
de nivells molt semblants, encara que a partir de la setmana 10 d’edat
Amb

I’ladministracié d’E2, la ingesta referida al pes corporal va disminuir i es

els animals control mantingueren una major ingesta.

va igualar amb la del grup de rates OVX al final del periode estudiat.
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Figura 19. Evolucié del pes corporal (A) i la ingesta (Bi C) en resposta
a I'’ovariectomia i I’administracié d’E2. La fletxa marca l'inici del tractament
amb E2. E2, 17B-estradiol; OVX, rates ovariectomitzades; OVX + E2, rates OVX
tractades amb 17B-estradiol; PC, pes corporal. Els valors s’expressen com a
mitjana + error estandard de 6 animals per grup. ANOVA (p<0,05): H, efecte
hormona; NS, cap efecte significatiu.

Marcadors de biogénesi i funcio mitocondrials a fetge de rata i a
cél-lules HepG2

L’ovariectomia va alterar la funcié i la biogenesi mitocondrials, tal i com
indicaren els menors nivells de mRNA i/o de proteina dels marcadors
PGC-1B, TFAM i ATPasa (figs. 20A, 20C i 20D). Per la seva banda, el
grup OVX+E2 va incrementar els nivells de mRNA i/o de proteina de
PGC-1B, NRF1, COX | i ATPasa. No hi va haver diferéncies en els nivells
proteics de PGC-1x entre els grups experimentals, tot i que els nivells
de mRNA augmentaren amb lI'administracié de I’hormona. Les rates
OVX+E2 també augmentaren els nivells de mtDNA en comparacié als
grups control i OVX, encara que la disminucié que es produi amb

I’ovariectomia no fou estadisticament significativa (p=0,077) (fig. 20A).
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L’activitat COX no es va alterar amb I’ovariectomia (fig. 20B), mentre que
I’administracié d’E2 "augmenta per sobre els valors controls. Per altra
banda, I'activitat CS va disminuir al grup OVX, pero no es va restaurar
amb el tractament amb E2.

2.0 ANOVA: H ANOVA: H ANOVA: H ANOVA: H ANOVA:al I:) 500 3 _ 150 ANOVA: H ANOVA: H 60 g
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Figura 20. Efecte de [|’ovariectomia i [’administracié6 d’E2 sobre
marcadors de biogénesi i funcié mitocondrials al fetge. Nivells de mRNA i
MmtDNA (A), nivells proteics (B), activitats COX i CS (C), i immunoblots

representatius (D). Els nivells de mRNA s’expressen en unitats arbitraries (ua); els
nivells proteics s’han normalitzat per la intensitat de GAPDH. L’activitat CS esta
expressada en unitats internacionals (Ul, umol/min). OVX, rates ovariectomitzades;
OVX + E2, rates OVX tractades amb 17B-estradiol; E2, 17B-estradiol; PGC-1,
coactivador 1« del receptor activat per proliferadors peroxisomals y; PGC-18,
coactivador 1B del receptor activat per proliferadors peroxisomals y; TFAM, factor
de transcripcié mitocondrial A; NRF1, factor nuclear de respiracié 1; mtDNA, DNA
mitocondrial; COX I, subunitat | de la citocrom ¢ oxidasa; COX, citocrom c oxidasa;
CS, citrat sintasa; ua, unitats arbitraries. Els valors s’expressen com a mitjana =
error estandard de 6 animals per grup. ANOVA (p<0,05): H, efecte hormona; NS,
cap efecte significatiu. Post-hoc (LSD, p<0,05): a, diferéncia respecte al grup
control; b, diferéncia respecte al grup OVX.

A les cel-lules HepG2, els nivells de mRNA i de proteina de PGC-1f es
van incrementar en resposta a la suplementacié amb E2, mentre que els
de PGC-1x no van experimentar cap modificacié (fig. 21A, 21B i 21C).
Els nivells de TFAM, NRF1, COX I, COX IV i ATPasa també augmentaren

amb el tractament hormonal.
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Figura 21. Efecte de I’administraciéo d’E2 sobre marcadors de biogénesi
i funcié mitocondrials a cel-lules HepG2. Nivells de mRNA (A) i proteics (B),
i immunoblots representatius (C). Les cel-lules van ser tractades amb E2 (10 nM)
durant 40h o amb el volum equivalent del vehicle (etanol). Els nivells de mRNA
s’expressen en unitats arbitraries (ua); els nivells proteics s’han normalitzat per la
intensitat de GAPDH. E2, 17B-estradiol; PGC-1x, coactivador To del receptor
activat per proliferadors peroxisomals y; PGC-1B, coactivador 1B del receptor
activat per proliferadors peroxisomals y; TFAM, factor de transcripcié mitocondrial
A; NRF1, factor nuclear de respiracio 1; COX I, subunitat | de la citocrom c oxidasa;
COX IV, subunitat IV de la citocrom c oxidasa. Els valors s’expressen com a
mitjana + error estandard de tres experiments duts a terme per duplicat (n=6).
Test t de Student (p<0.05): *, diferéncia respecte al grup control.

A més, les cel-lules tractades amb E2 van mostrar un augment de la
massa mitocondrial i del potencial de membrana mitocondrial (MMP),
aixi com també un major contingut d’ATP (fig. 22).

*
150 - *
*
100
xR O Control
50 WE2
0
Massa MMP Contingut
mitocondrial d'ATP

Figura 22. Efecte de I'administraciéo d’E2 sobre la massa mitocondrial,
el potencial de membrana mitocondrial i el contingut d’ATP a cel-lules
HepG2. Les cel-lules van ser tractades amb E2 (10 nM) durant 40h o amb volum
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equivalent del vehicle (etanol). E2, 17B-estradiol; MMP, potencial de membrana
mitocondrial. Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard (n=38). Test t
de Student (p<0.05): *, diferéncia respecte al grup control.

Marcadors d’estrés oxidatiu i d’inflamacio a fetge de rata

L’ovariectomia es va associar amb una disminucié de I'activitat SOD, la
qgual s’incrementa en resposta al tractament amb E2, inclis per sobre
dels valors control (taula 6). La peroxidacio lipidica (HNE) va augmentar
amb l'ovariectomia, pero [|'administraci6 d’E2 no va revertir
completament aquesta situacio (taula 6 i fig. 23). Els nivells dels grups
carbonils, indicadors del dany oxidatiu proteic, no es van incrementar
amb I'ovariectomia, pero I'administraci6 d’E2 en va provocar una
reduccid significativa en comparacié amb el grup OVX. Els nivells de
MRNA de la perilipina V disminuiren a les rates OVX i es recuperaren
amb el tractament amb E2. Per la seva banda, |'ovariectomia va
augmentar la fosforilacié dels marcadors d’inflamacié JNK i p38, efecte

gue va ser revertit amb I’administracié d’E2.

Taula 6. Efecte de I’ovariectomia i [|’administracié6 d’E2 sobre
marcadors d’estrés oxidatiu i d’inflamacié al fetge.

Control oVvX OVX+E2 ANOVA
SOD (Ul/g proteina) 10,0 + 0,3 8,25 + 0,462 12,9 + 1,22 H
HNE (%) 100 =5 124 + 4a 115 + 22 H
Grups carbonils (%) 100 + 6 129 = 11 77,3 +18,7b H
Perilipina V (ua) 1,00 + 0,05 0,71 +0,08 1,01 + 0,08 H
pPJNK/JNK (%) 100 + 4 127 £ 102 102 = 7b H
pp38/p38 (%) 100 =3 129 + 3a 111 = 7b H

L’activitat SOD esta expressada en unitats internacionals (Ul, umol/min). Els nivells
de mRNA s’expressen en unitats arbitraries (ua); els nivells proteics de HNE, pJNK i
pp38 s’han normalitzat per la intensitat de GAPDH, JNK i p38 respectivament. OVX,
rates ovariectomitzades; OVX + E2, rates OVX tractades amb 17B-estradiol; SOD,
superoxid dismutasa; HNE, 4-hidroxinonenal; JNK, cinasa de I'extrem N-terminal
de c-Jun. Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de 6 animals per
grup. ANOVA (p<0.05): H, efecte hormona. Post-hoc (LSD, p<0.05): a, diferéncia
respecte al grup control; b, diferéncia respecte al grup OVX.
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Figura 23. Immunoblots representatius de marcadors d’estrés oxidatiu
i d'inflamacié, i d’AMPK. OVX, rates ovariectomitzades; OVX + E2, rates OVX
tractades amb 17B-estradiol; HNE, 4-hidroxinonenal; JNK, cinasa de I'extrem N-
terminal de c-Jun; AMPK, cinasa activada per AMP.

Marcadors del metabolisme glucidic i lipidic a fetge de rata i a cél-lules
HepGZ2

Els nivells de mRNA de PEPCK, CPTTA, SREBP-1c i PPARy augmentaren
amb l'ovariectomia (taula 7), mentre que el tractament amb E2 en va
restaurar tots els valors llevat dels de CPT1A, que disminuiren respecte
al grup OVX pero sense arribar als valors control. L’activacié d’AMPK va
augmentar al grup OVX+E2 en comparacié a les rates ovariectomitzades
(taula 7 i fig. 23). Per la seva banda, els nivells de mRNA de PPARx i
MCAD no es veren afectats per I’ovariectomia, tot i que van augmentar
significativament amb el reemplacament hormonal. Finalment,
I’expressio de CD36 va disminuir a les rates OVX i es va restablir en part

amb la suplementacié d’E2.
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Taula 7. Efecte de I’ovariectomia i [’administracié d’E2 sobre
marcadors del metabolisme glucidic i lipidic al fetge.
Control oVvX OVX+E2 ANOVA
PEPCK (ua) 1,00 + 0,03 1,58 + 0,11a 1,14 = 0,09b H
pAMPK/AMPK (%) 100 +6 79,4 + 7,5 114 + 8b H
PPARx (ua) 1,00 + 0,07 0,99 + 0,10 1,38 + 0,053 H
CPT1A (ua) 1,00 = 0,11 1,75 + 0,052 1,59 + 0,042 H
MCAD (ua) 1,00 + 0,05 0,97 + 0,03 1,10 = 0,02b H
CD36 (ua) 1,00 + 0,08 0,30 + 0,012 0,55 + 0,062b H
SREBP-1c (ua) 1,00 + 0,08 1,46 + 0,082 0,88 + 0,15b H
PPARY (ua) 1,00 + 0,09 1,81 = 0,272 0,87 £ 0,11b H

Els nivells de mRNA s’expressen en unitats arbitraries (ua); els nivells proteics de
pAMPK s’han normalitzat per la intensitat d’AMPK. OVX, rates ovariectomitzades;
OVX + E2, rates OVX tractades amb 17B-estradiol; PEPCK, fosfoenolpiruvat
carboxicinasa; AMPK, cinasa activada per AMP; PPARx, receptor activat per
proliferadors peroxisomals o, CPT1A, transferasa 1A de palmitoilcarnitina; MCAD,
deshidrogenasa d’acils-CoA de cadena mitjana; CD36, translocasa d’acids grassos;
SREBP-1c¢c, proteina 1c d’unié a elements reguladors d’esterols; PPARYy, receptor
activat per proliferadors peroxisomals y. Els valors s’expressen com a mitjana =
error estandard de 6 animals per grup. ANOVA (p<0.05): H, efecte hormona. Post-
hoc (LSD, p<0.05): a, diferéncia respecte al grup control; b, diferéncia respecte al
grup OVX.

Al cas de les cel-lules HepG2, el tractament amb E2 suposa la
disminucié de I’expressié de PEPCK, mentre que els nivells de mRNA de
PPARx i CPT1A augmentaren (taula 8). Els nivells de SREBP-1c no

s’alteraren amb el tractament amb I’hormona.

Taula 8. Efecte de [I'administracioé d’E2 sobre marcadors del

metabolisme glucidic i lipidic a cél-lules HepG2.

Control E2
PEPCK (ua) 1,00 + 0,03 0,87 + 0,02a
PPAR«x (ua) 1,00 + 0,05 1,13 + 0,042
CPT1A (ua) 1,00 + 0,04 1,13 + 0,03a
SREBP-1c (ua) 1,00 + 0,03 0,95 + 0,03

Les cél-lules van ser tractades amb E2 (10 nM) durant 40h o amb el volum
equivalent del vehicle (etanol). Els nivells de mRNA s’expressen en unitats
arbitraries (ua). E2, 17B-estradiol; PEPCK, fosfoenolpiruvat carboxicinasa; PPAR«,
receptor activat per proliferadors peroxisomals o, CPT1A, transferasa 1A de
palmitoilcarnitina; SREBP-1c, proteina 1c d’unié a elements reguladors d’esterols.
Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de tres experiments duts a
terme per duplicat (n=6). Test t de Student (p<0.05): a, diferéncia respecte al grup
control.
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Marcadors de biogénesi i funcio mitocondrials a cel-lules HepG2 amb
PGC-1« i PGC-18B silenciats

A les cel-lules HepG2 transfectades amb el siRNA control i a les
cel-lules amb el PGC-1« silenciat, la viabilitat cel-lular va disminuir en
un 30-40%, en comparacié als hepatocits no transfectats (fig. 24). El
silenciament de I'expressio genica de PGC-1p va provocar una reduccio
d’un 65% de la viabilitat cel - lular.
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Figura 24. Efecte del silenciament génic de PGC-1x i PGC-1B i del
tractament amb E2 sobre la viabilitat cel-lular a cél-lules HepG2. Les
cél-lules van ser transfectades amb siRNA especifics (20 nM) durant 24 h i
posteriorment tractades o no amb E2 (10 nM) durant 40h. La viabilitat cel-lular es
va avaluar mitjancant la tinci6 amb cristall violeta. E2, 17B-estradiol; PGC-1,
coactivador 1« del receptor activat per proliferadors peroxisomals y; PGC-18,
coactivador 1B del receptor activat per proliferadors peroxisomals y. Els valors
s’expressen com a mitjana + error estandard (n=8). Test t de Student (p<0.05): *,
diferencia respecte al grup control (primera barra).

La inhibicio de I’expressié genica de PGC-1x i de PGC-1B es va
comprovar mesurant-ne els nivells de mRNA i de proteina després dels
corresponents silenciaments i del tractament amb E2 (taula 9 i fig. 25).
Cada siRNA va inhibir I’expressio del seu gen diana en un 34-50%, en
comparacio als hepatocits transfectats amb el siRNA control. Tant per a

PGC-1x com per PGC-1B, I'eficiencia del silenciament fou la mateixa.
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Taula 9. Efecte del silenciament geénic de PGC-1a i PGC-1B, i del
tractament amb E2 sobre els seus nivells de proteina i mRNA a
cel-lules HepG2.

Control siRNA PGC-1o siRNA PGC-1B siRNA

- E2[ 1,00 = 0,02 0,66 = 0,02b 0,94 + 0,02
PGC-1«x (ua)

+ E2[ 0,99 + 0,07 0,65 = 0,03b 0,91 + 0,04

- E2 100 = 1 65,8 = 9,3b 93,4 + 10,7
PGC-1« (vs GAPDH)

+ E2 96,6 + 7,0 57,0 + 3,4b 86,0 + 14,1

- E2[ 1,00 = 0,03 1,04 = 0,01 0,65 + 0,05b
PGC-18 (ua)

+ E2| 1,22 + 0,052 1,16 + 0,032 0,88 + 0,02ab

- E2 100 = 2 82,5 + 11,7 48,4 + 4,45
PGC-1B (vs GAPDH)

+ E2 119 = 72 117 = 4a 71,1 = 10,23

Les cél-lules van ser transfectades amb siRNA especifics (20 nM) durant 24 h i
posteriorment tractades o no amb E2 (10 nM) durant 40h. Els nivells de mRNA
s'expressen en unitats arbitraries (ua); els nivells proteics s’han normalitzat per la
intensitat de GAPDH. E2, 17B-estradiol; PGC-1x, coactivador To del receptor
activat per proliferadors peroxisomals y; PGC-1B, coactivador 1B del receptor
activat per proliferadors peroxisomals y. Els valors s’expressen com a mitjana =+
error estandard de tres experiments duts a terme per duplicat (n=6). Test t de
Student (p<0.05): a, diferencia respecte al grup control d’E2; b, diferéncia
respecte al grup control siRNA.
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Figura 25. Immunoblots representatius de les determinacions
realitzades en els experiments de silenciament. E2, 17B-estradiol; PGC-
1x, coactivador Tx del receptor activat per proliferadors peroxisomals y; PGC-18,
coactivador 1B del receptor activat per proliferadors peroxisomals y; TFAM, factor
de transcripcié mitocondrial A.
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El silenciament genic de PGC-1p va reduir els nivells proteics de TFAM i
d’ATPasa aproximadament un 25% en comparaciéo a la situacié basal
(figs. 25 i 26). A més, els efectes estimuladors de I’E2 es van perdre. Per
contra, el silenciament genic de PGC-1x no va alterar els nivells
d’aquests marcadors, ni en comparacié a les condicions basals ni en

resposta al tractament amb E2.
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Figura 26. Efecte del silenciament génic de PGC-1x i PGC-1B i del
tractament amb E2 sobre els nivells proteics de TFAM (A) i ATPasa (B) a
cel-lules HepG2. Les cel-lules van ser transfectades amb siRNA especifics (20
nM) durant 24h i posteriorment tractats o no amb E2 (10 nM) durant 40h. Els
nivells proteics s’han normalitzat per la intensitat de GAPDH. E2, 17B-estradiol;
PGC-1«x, coactivador 1o del receptor activat per proliferadors peroxisomals v;
PGC-1B, coactivador 1B del receptor activat per proliferadors peroxisomals v;
TFAM, factor de transcripcié mitocondrial A. Els valors s’expressen com a mitjana
+ error estandard de tres experiments duts a terme per duplicat (n=6). Test t de
Student (p<0.05): a, diferencia respecte al grup control d’E2; b, diferéncia
respecte al grup control siRNA.
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4.1.2. Discussio

Estudis previs realitzats pel nostre grup de recerca i també per altres
investigadors han posat de manifest I’existencia d’un dimorfisme sexual
en la funcié i la biogenesi mitocondrials a varis teixits de rata (Justo et
al. 2005a; Stirone et al. 2005; Gémez-Pérez et al. 2008; Guevara et al.
2009; Nadal-Casellas et al. 2010; Amengual-Cladera et al. 2012a;
Kemper et al. 2014; Gaignard et al. 2015), el qual podria estar associat
als efectes de les hormones sexuals. En aquest treball, hem demostrat la
participacié de I’E2 en el manteniment de I’homeostasi energetica tant
al fetge de rates OVX com a cel-lules HepG2. També hem aportat proves
d’un paper actiu del PGC-1B en la mediacio dels efectes de I’E2 sobre la
funcié dels mitocondris. Aquestes evidencies les hem obtingudes en
experiments realitzats en cel-lules HepG2 on s’ha silenciat I'’expressi6
genica de PGC-1x o PGC-18.

L’ovariectomia va causar un increment del pes corporal i de I'adipositat,
atribuible a la major ingesta que van presentar aquests animals.
L’administracio d’E2 va provocar una disminucié de la ingesta, i com a
consequiencia, es van restablir parcialment el pes corporal i I’adipositat,
resultats que sén coincidents amb estudis similars (Paquette et al. 2009;
Pantaledao et al. 2010; Nigro et al. 2014b). Aquests efectes es poden
explicar a partir de la regulacié hipotalamica que I’E2 exerceix sobre la

ingesta, el pes corporal i I’adipositat (Frank et al. 2014).

La disminucié dels principals marcadors de diferenciacio i proliferacié
mitocondrial (TFAM i mtDNA) i la reduccié de la capacitat oxidativa
(activitat CS i nivells d’ATPasa) que va provocar |'ovariectomia son
indicatius d’una alteracié de la funcié i la biogenesi mitocondrials.
Aquests resultats suggereixen que la privacio de les hormones
ovariques comporta un empitjorament del funcionament mitocondrial,
recolzant la implicaciéo dels estrogens en el dimorfisme sexual en la

funcié i la biogeénesi mitocondrials que hem descrit al fetge de rata,
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d’acord amb la major capacitat oxidativa i diferenciacié mitocondrial al
fetge de les femelles en comparacié als mascles (Justo et al. 2005a;
Valle et al. 2007; Nadal-Casellas et al. 2010).

Es demostra que I'E2 té efectes molt importants sobre la funcié
mitocondrial. La seva administracio a les rates OVX va restablir la funcié
dels mitocondris mitjancant un augment del contingut mitocondrial i de
la capacitat oxidativa. Aixi mateix, a les cel-lules HepG2, el tractament
amb E2 va incrementar la massa mitocondrial i el potencial de
membrana mitocondrial, de manera que augmenta el contingut d’ATP i
els nivells de proteines essencials involucrades en el metabolisme

oxidatiu i la biogenesi mitocondrial.

Les rates OVX també mostraren un grau més elevat d’estrés oxidatiu al
fetge, indicat per una reduccié de I’activitat SOD i una major peroxidacio
lipidica, d’acord amb estudis previs (Moreno et al. 2015). Per la seva
banda, el tractament amb E2 va incrementar la resposta antioxidant, ja
que va millorar I'activitat SOD per sobre dels nivells control i va
disminuir el dany oxidatiu proteic. A més, els nivells de mRNA de
perilipina V van disminuir amb 'ovariectomia i es van restaurar amb el
tractament estrogenic. Ates que la perilipina V, situada a les vesicules
lipidiques, s’associa a una reduccié de la produccié de ROS a través del
segrest de I’excés d’acids grassos a teixits com el fetge (Kimmel &
Sztalryd 2014), no es pot descartar un paper dels estrogens en la
regulacié d’aquest gen i, per tant, en la formaci6 de ROS. De manera
similar, la inflamacio al fetge va augmentar en resposta a I’ovariectomia,
tal i com indiquen I'activacié de JNK i p38, situacié que va ser revertida
amb el tractament amb E2. En conjunt, els nostres resultats demostren
una implicacié activa de I’E2 en la defensa contra I’estres oxidatiu i en la
resposta antiinflamatoria, d’acord amb estudis previs (Borras et al.
2003, 2010; Vina et al. 2005; Monteiro et al. 2014).

En resposta a I'ovariectomia, tant 'augment de I’expressié de PEPCK,

enzim regulador clau de la gluconeogenesi, com I'acumulacié de TG al
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fetge, suggereixen defectes notables en els metabolismes glucidic i
lipidic com a conseqiiencia de la privacié de les hormones ovariques.
Estudis publicats previament han establert connexions entre els
estrogens i la sensibilitat a la insulina (Szmuilowicz et al. 2009; Nadal-
Casellas et al. 2012), la gluconeogénesi hepatica (Ahmed-Sorour &
Bailey 1981; Bryzgalova et al. 2006) i el metabolisme lipidic (D’Eon et al.
2005; Volzke et al. 2007; Paquette et al. 2008, 2009; Suzuki &
Abdelmalek 2009). Encara que els nivells de PGC-Tx no es van alterar
amb ['ovariectomia, els nivells de mRNA de PEPCK augmentaren,
indicant una induccié de la produccié de glucosa al fetge. Per tant,
llaugment de PEPCK podria ser atribuit a modificacions post
transcripcionals de PGC-1x que comporten un increment de la seva
activitat, com la fosforilacio o la desacetilacié (Rodgers et al. 2005; Jager
et al. 2007). La induccié de la lipogenesi en resposta a I’ovariectomia,
marcada per I'increment de I’expressié de SREBP-1c i PPARYy, juntament
amb la disminucié de la capacitat oxidativa descrita abans, semblen
apuntar cap a l'acumulacié de TG al fetge. Per la seva banda, el
reemplacament hormonal va restaurar la lipogenesi i va activar
I'oxidacié d’acids grassos al fetge, tal com indica I'augment dels nivells
de mRNA de PPARx, CPT1A i MCAD. A més, també es va activar I’AMPK,
cinasa que promou l|'oxidacié d’acids grassos i que inhibeix tant la
sintesi lipidica com la gluconeogénesi (Zhang et al. 2009). Aquests fets,
juntament amb la millora de la funcié mitocondrial, van conduir a una
reduccid del contingut de TG al fetge. Per tant, I’'E2 sembla contribuir al
correcte funcionament dels hepatocits, ja que la privacid de les
hormones ovariques produeix una alteracié de la funcié mitocondrial i

del perfil metabolic, els quals sén revertits amb I’administracié d’E2.

Tant el PGC-1x com el PGC-1B juguen un paper essencial en la
regulacié de la funcié i la biogénesi mitocondrials (Scarpulla 2011). Els
nostres resultats suggereixen que el PGC-1p seria un element clau en
els efectes moduladors de I'E2 sobre la funcié mitocondrial. Tant als

estudis in vivo com als in vitro, els canvis en la funcié dels mitocondris
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es van correlacionar positivament amb els canvis proteics de PGC-18,
mentre que els nivells proteics de PGC-Tx no es van alterar malgrat la
manipulacié hormonal. Per aixo, i per aprofundir en la participacié de
PGC-1x i PGC-1PB en els efectes mitocondrials de I’E2, es van estudiar
les consequliencies del silenciament genic d’ambdoés coactivadors als
hepatocits HepG2 utilitzant siRNA especifics. La regulacio a la baixa de
PGC-1B va suposar una disminucié dels nivells proteics de TFAM i
d’ATPasa, tant en situacid basal com en resposta al tractament amb E2.
No obstant, la regulacié a la baixa de PGC-1x no va alterar aquests
marcadors. Aixi doncs, els nostres resultats proporcionen una forta
evidencia del paper que juga el PGC-1B en la modulacié de la funcié
mitocondrial per part de I’E2, ates que ni els nivells de TFAM ni els
d’ATPasa s’incrementaren als hepatocits tractats amb E2 quan
I'expressi6 de PGC-1B estava inhibida. Contrariament, i quan
I'expressio de PGC-1x estava bloquejada, els nivells proteics de TFAM i
d’ATPasa augmentaren en resposta al tractament hormonal. En aquesta
linia, els efectes beneficiosos de I'E2 sobre la funci6 mitocondrial a
través de la modulaciéo de PGC-1PB ja s’han suggerit en estudis realitzats
a vasos sanguinis cerebrals de rates OVX (Kemper et al. 2014). Aixi
mateix, PGC-1p s’ha considerat un mediador clau de la funcio dels
mitocondris en el muscul esquelétic de ratolins (Gali Ramamoorthy et al.
2015), durant la diferenciacié dels preadipocits de rata (Ji et al. 2012), i
també a adipocits de ratoli en resposta al farmac rosiglitazona (Pardo et
al. 2011). Els nostres resultats, per tant, assenyalen el PGC-1B com un
element clau en la modulacié de la funcié i la biogenesi mitocondrials,

encara que la contribucié de PGC-1x no pot ser totalment descartada.

El paper que exerceix PGC-1P en la proteccio del fetge contra I’esteatosi
s’ha associat amb la regulacio de la funcié i la biogenesi mitocondrials, i
al balanc equilibrat d’aquests processos amb la sintesi de lipids i la seva
secrecidé (Sonoda et al. 2007; Chambers et al. 2012; Bellafante et al.
2013). Els nostres resultats suggereixen que |'E2 protegeix els

hepatocits contra I’esteatosi a través d’una induccié de la fosforilacié

107



Bel M Galmés Pascual - Tesi doctoral

oxidativa i la P-oxidacié i d’un descens de [I'estres oxidatiu i la
inflamaci6. PGC-1B podria tenir un paper clau en aquestes accions
mitjancant I’estimulacié de la funcié dels mitocondris. PGC-1B s’ha
descrit que augmenta la lipogeénesi a través de I’activacié de SREBP-1c
en resposta a un excés d’ingesta d’energia (Lin et al. 2005). No obstant,
en el present estudi no es va produir un increment de la lipogenesi,
malgrat I’estimulacié de PGC-1pB en resposta al tractament amb E2. Per
altra banda, s’ha vist que els estrogens protegeixen de I'acumulacié
intrahepatica de lipids en rates OVX a través del restabliment dels nivells
de SREBP-1c (Paquette et al. 2008). Per tant, és possible considerar que
la senyalitzacié de I’E2 evita 'augment de la lipogenesi hepatica, tot i
I’increment de PGC-18.

En conjunt, aquests resultats demostren que I’E2 indueix la funcié i la
biogénesi mitocondrials als hepatocits, mitjancant un augment del
contingut mitocondrial i de la capacitat oxidativa. Com a resultat, el
contingut intrahepatic de lipids disminueix i es redueixen I’estres
oxidatiu i la inflamacio del fetge. Per tant, aquesta hormona podria
contribuir de manera molt important al dimorfisme sexual en la funcié i
la biogenesi mitocondrials que préeviament hem descrit al fetge de rata.
A més, aquest estudi aporta evidencies que PGC-1 pren part important
en la modulaciéo d’aquests efectes, i sembla ser més susceptible a
respondre a I’entorn hormonal que no pas PGC-1x. Ates que PGC-1p
modula els efectes beneficiosos de I’E2 sobre la funcié i la biogenesi
mitocondrials, aquest coactivador podria esdevenir especialment
rellevant com a diana terapeutica per fer front als desordres

mitocondrials hepatics.
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4.2. Efectes dels estrogens sobre la regulacié de
I’esteatosi hepatica, i la seva relacié amb la modulacié
de la funcié i la biogénesi mitocondrials i la resisténcia a
la insulina hepatiques en un entorn lipotoxic

Amb l'objectiu d’investigar la implicaci6 de I’E2 en la regulacié del
metabolisme lipidic, la funcié i la biogénesi mitocondrials, i la
resisténcia hepatica a la insulina en una situacié de lipotoxicitat, es van
utilitzar models in vivo i in vitro d’induccié d’esteatosi hepatica. Aixi, es
van usar rates Wistar d’ambdds sexes alimentades amb una dieta

hiperlipidica (HFD), i cel - lules HepG2 tractades amb palmitat (PA) i E2.

4.2.1. Caracteritzacié dels models experimentals

Pes corporal, index d’adipositat i parametres circulants

L’alimentacié amb la HFD va provocar un augment del pes corporal i de
I’adipositat en ambdds sexes (taula 10), tot i que I'increment d’aquest
darrer parametre va ser més manifest als mascles (97%) que a les
femelles (44%). El tractament dietetic també va provocar un
empitjorament del perfil lipidic circulant especialment a les rates
mascle. Aixi, la trigliceridemia i els nivells serics de LDL-c van
augmentar de manera més acusada a les rates mascle, mentre que els
NEFAs i el colesterol total es van incrementar només en aquest sexe. A

més, el HDL-c Unicament va disminuir als mascles.
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Taula 10. Efecte de la HFD sobre el pes corporal, I'index d’adipositat i
els parametres circulants a rates mascle i femella.

Control HFD ANOVA
Mascle 450 = 15 503 + 16°b
Pes corporal (g) S,D
Femella 241 + 4a 277 + 162ab
fndex Mascle 6,08 = 0,02 12,0 = 0,6° S D
d’adipositat (%) Femella 6,63 + 0,62 9,52 + 0,91ab ’
Mascle 197 = 15 314 + 12b
TG (mg/dl) S, D, S*D
Femella 172 = 14 229 + 17ab
Mascle 0,55 + 0,05 0,73 + 0,01°b
NEFAs (mM) D, S*D
Femella 0,61 = 0,02 0,60 + 0,032
Colesterol Mascle 2,03 + 0,12 2,67 + 0,13b s D SD
total (mM) Femella 1,79 = 0,13 1,93 + 0,082 T
Mascle 0,24 += 0,04 0,52 + 0,06°b ,
LDL-c (mM) D, S*D
Femella 0,27 += 0,02 0,34 += 0,032
Mascle 0,69 = 0,02 0,44 + 0,07b

HDL-c (mM) S, $*D
Femella 0,73 0,07 0,76 0,052

I+
I+

L’index d’adipositat és la suma dels pesos dels diposits adiposos blancs gonadal,
retroperitoneal i mesenteric relativa a 100 g de pes corporal. HFD, dieta
hiperlipidica; TG, triglicerids; NEFAs, acids grassos no esterificats; LDL-c,
colesterol unit a lipoproteines de baixa densitat; HDL-c, colesterol unit a
lipoproteines d’alta densitat. Els valors s’expressen com a mitjana + error
estandard de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; D, efecte HFD;
S*D, efecte interactiu sexe i HFD. Post-hoc (t-test, p<0.05): a, femelles vs
mascles; b, HFD vs control.

Composicio lipidica a fetge de rata i a cél - lules HepG2

La ingesta de la HFD va incrementar el pes del fetge Unicament a les
rates mascle (taula 11), mentre que el pes especific del teixit es va
mantenir als mascles i va disminuir a les femelles. A més, la HFD va
suposar un augment del contingut total de lipids, de TG i de colesterol
hepatics en ambdds sexes; no obstant aixo, els canvis van ser més
acusats als mascles, i els NEFAs només es van incrementar en aquest

sexe.
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Taula 11. Efecte de la HFD sobre el pes del fetge i la composicié
lipidica hepatica a rates mascle i femella.

Control HFD ANOVA
Mascle 12,5 = 0,3 14,0 = 0,2b
Pes fetge (g) S, D, S*D
Femella 7,27 + 0,14a 6,98 =+ 0,202
Pes especific fetge Mascle 2,88 + 0,05 2,83 + 0,05 s b.SD
(g/100 g PC) Femella 2,88 + 0,06 2,54 + 0,07 C
Contingut lipidic Mascle 26,0 = 0,9 52,8 + 5,8b S D SO
(mg/g teixit) Femella 24,7 + 1,2 31,5 + 2,9 C
o Mascle 16,2 = 2,1 49,8 + 3,2b ,
TG (mg/g teixit) S, D, S*D
Femella 19,0 = 0,4 25,3 + 0,6ab
NEFAs (umols/g Mascle 0,49 + 0,07 0,77 + 0,06b 5. S'D
teixit) Femella 0,58 + 0,06 0,57 = 0,042 ’
Colesterol total Mascle 4,40 + 0,39 13,9 = 1,3b s b.SD
(mg/g teixit) Femella 5,30 + 0,23 7,38 + 0,152 C

HFD, dieta hiperlipidica; PC, pes corporal; TG, triglicérids; NEFAs, acids grassos no
esterificats. Els valors s’expressen com a mitjana *= error estandard de 7 animals
per grup. ANOVA (p<0,05): S, efecte sexe; D, efecte HFD; S*D, efecte interactiu
sexe i HFD. Post-hoc (t-test, p<0,05): a, femelles vs mascles; b, HFD vs control.

Com era d’esperar, el tractament amb PA va incrementar el contingut
intracel - lular de lipids a les cel-lules HepG2 (figs. 27A i 27B). En
presencia d’E2, aquest increment va ser menor. La viabilitat cel - lular no
es va veure afectada pel tractament amb E2 (fig. 27C), mentre que
I’exposicié al PA la va reduir en un 15%, resultat similar a I'obtingut en

altres estudis (Rojas et al. 2014).
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Figura 27. Efecte del PA i I'E2 sobre I'acumulacié lipidica (A i B) i la
viabilitat cel-lular (C) a cél-lules HepG2. Les cel-lules van ser tractades
amb PA (0,75 mM), combinat amb E2 (100 nM) o vehicle (etanol) durant 24h. Les
cél-lules control van ser tractades amb el vehicle del PA (BSA). L’acumulacié de
lipids es va avaluar mitjancant la tincié Oil Red O, i les imatges de microscopia es
van recollir a una magnificaci6 100X. La viabilitat cel-lular es va determinar
mitjancant la tincié amb cristall violeta. E2, 17B-estradiol; PA, palmitat. Els valors
s’expressen com a mitjana + error estandard de tres experiments duts a terme per
duplicat (n=6). ANOVA (p<0,05): E, efecte E2; PA, efecte PA; E*PA, efecte interactiu

Lipids intracel - lulars C
ANOVA: E, PA, E*PA

ab

)]

150 1

100 A

50 1

0 -

E2
PA

Viabilitat cel - lular
ANOVA: PA

E2 i PA. Post-hoc (t-test, p<0,05): a, E2 vs vehicle; b, PA vs BSA.
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4.2.2. Paper de ’AMPK com a intermediari en les accions
de I’E2 sobre el metabolisme lipidic hepatic

En una situacid de lipotoxicitat, interessava analitzar els efectes que
exerceix I’E2 sobre I’expressié de gens implicats al metabolisme lipidic
hepatic i investigar el paper de I’AMPK en aquestes accions de
I’hormona. L’AMPK constitueix un important sensor energetic cel-lular
al fetge, que estimula les vies cataboliques i inhibeix les anaboliques,
restaurant el balan¢ energetic (Viollet et al. 2009). D’aquesta manera,
podria esdevenir un element clau en les accions de I'E2 sobre el
metabolisme lipidic hepatic. Per dur a terme I’estudi es van emprar rates
d’ambdods sexes alimentades amb dieta hiperlipidica (HFD), aixi com
cel-lules HepG2 exposades a palmitat (PA) i E2. El possible paper
mediador d’AMPK en les accions de PA i E2 es va examinar a les

cel-lules HepG2 mitjancant I’Us del compost C, un inhibidor d’AMPK.

4.2.2.1. Resultats

Nivells de mRNA de marcadors del metabolisme lipidic a fetge de rata i a
cél-lules HepG2

Les rates femella control, en comparacié a les mascle, van presentar
nivells majors de mRNA de CD36 i MTP, i menors de SREBP-1c, PPARY i
MCAD (fig. 28). El tractament dietetic va provocar un augment de
I’expressio de PPARx, CPTTA i MCAD només a les rates femelles. Per la
seva banda, als mascles va suposar la disminucié de I’expressié de
FABP1 i 'augment de la de PPARYy.
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Figura 28. Efecte de la HFD sobre els nivells de mRNA de marcadors del
metabolisme lipidic al fetge de rates mascle i femella. Els nivells de mRNA
s’expressen en unitats arbitraries (ua). HFD, dieta hiperlipidica; CD36, translocasa
d’acids grassos; FABP1, proteina 1 d’unié a acids grassos; MTP, proteina de
transferencia de triacilglicerols microsomal; SREBP-1c, proteina 1c d’unié a
elements reguladors d’esterols; PPARy, receptor activat per proliferadors
peroxisomals y; PPARx, receptor activat per proliferadors peroxisomals o; CPT1A,
transferasa 1A de palmitoilcarnitina; MCAD, deshidrogenasa d’acils-CoA de
cadena mitjana. Els valors s’expressen com a mitjana = error estandard de 7
animals per grup. ANOVA (p<0,05): S, efecte sexe; D, efecte HFD; S*D, efecte
interactiu sexe i HFD. Post-hoc (t-test, p<0,05): a, femelles vs mascles; b, HFD vs
control.

L’E2 va incrementar I’expressié de CD36 a les cel-lules HepG2 (fig.
29A). Els nivells de mRNA d’aquesta proteina, a més dels de FATP2 i
FABP1, també van augmentar en resposta a I’exposicié al PA. A més, la
combinacié d’ambdds tractaments va estimular encara més les vies de
captacio i transport de NEFAs, evidenciat per I'augment de I’expressio
de FATP2 i FABP1. Pel que fa a la secrecio de VLDL (fig. 29A), els nivells
de mRNA de MTP van augmentar en resposta a I'E2, al PA i a la
combinacié d’ambdos tractaments. Referent a la lipogenesi (fig. 29B),

I’exposicié al PA va suposar I’'increment dels nivells de mRNA de SREBP-
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1c i FAS, mentre que la combinacio de PA amb E2 va recuperar els valors
de SREBP-1c al nivell control. Finalment, I’oxidacié d’acids grassos es va
activar en resposta a I’E2 i al PA (fig. 29C), com indica I'augment dels
nivells de mRNA de PPARx, CPT1A, MCAD i ACOX. Aquests marcadors es

van incrementar encara més quan es combinaren PA i E2.

A ,s . Captacio acids grassos i secrecié B 20 - Lipogénesi
' VLDL '
ANOVA: E, PA ANOVA: PA
2,0 1 ANOVA: E, PA ANOVA: E, PA ANOVA: E, PA, E*PA ANOVA: E, PA -
ab ab 1,5 b _,3_
b 7] 77
- 15 b ab - b
s b E a
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g 1,01 £
0,5 1
0,5 A
0,0 - 0,0
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Figura 29. Efecte del PA i I’E2 sobre els nivells de mRNA de marcadors
del metabolisme lipidic a cél-lules HepG2: captacié d’acids grassos i
secreciéo de VLDL (A), lipogénesi (B) i oxidacié d’acids grassos (C). Les
cél-lules van ser tractades amb PA (0,75 mM), combinat amb E2 (100 nM) o vehicle
(etanol) durant 24h. Les cél-lules control van ser tractades amb el vehicle del PA
(BSA). Els nivells de mRNA s’expressen en unitats arbitraries (ua). E2, 17B-
estradiol; PA, palmitat; CD36, translocasa d’acids grassos; FATP2, proteina
transportadora 2 d’acids grassos; FABP1, proteina 1 d’unié a acids grassos; MTP,
proteina de transferencia de triacilglicerols microsomal; SREBP-1c, proteina Ic
d’unié a elements reguladors d’esterols; FAS, acid gras sintasa; PPARx, receptor
activat per proliferadors peroxisomals «, CPT1A, transferasa 1A de
palmitoilcarnitina; MCAD, deshidrogenasa d’acils-CoA de cadena mitjana; ACOX,
acil-CoA oxidasa 1. Els valors s’expressen com a mitjana = error estandard de tres
experiments duts a terme per duplicat (n=6). ANOVA (p<0,05): E, efecte E2; PA,
efecte PA; E*PA, efecte interactiu E2 i PA. Post-hoc (t-test, p<0,05): a, E2 vs
vehicle; b, PA vs BSA.
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Activacio d’AMPK a fetge de rata i a cél-lules HepG2 tractades amb
compost C

L’alimentaciéo amb la HFD va incrementar I’activacio d’AMPK només a les
rates femella (fig. 30). A les cel-lules HepG2, el tractament combinat de
PA i E2 va augmentar I’activacié d’AMPK, resposta atenuada per I’Us del
compost C, un inhibidor d’AMPK (fig. 31).

pAMPK/AMPK
150 A
ANOVA: $*D
b
I
100 - I T
i O Mascle
I3
= @ Femella
50 A
0 T
Control HFD
pAMPK —— — - - o
AMPK | w— — - e

Figura 30. Efecte de la HFD sobre I’activacié d’AMPK al fetge de rates
mascle i femella. Els nivells proteics de pAMPK s’han normalitzat per la
intensitat de AMPK. HFD, dieta hiperlipidica; AMPK, cinasa activada per AMP. Els
valors s’expressen com a mitjana + error estandard de 7 animals per grup. ANOVA
(p<0,05): S, efecte sexe; D, efecte HFD; S*D, efecte interactiu sexe i HFD. Post-hoc
(t-test, p<0,05): a, femelles vs mascles; b, HFD vs control.

PAMPK /AMPK OBSA
200 1 ANOVA: E, PA, E*PA W BSA-E2
ab
150 - 1 @PA
8 T @ PA-E2
100 4
PAMPK | s s s s  Sm—
50 A
avri | S D S =
0 - PA (0,75 mM) - + 4+ + +
PAMPK [ s S S | E2(000nM) -+ +  +
CompostC (10 ypM) — - - + +
APk W - P
Figura 31. Efecte del PA i I'E2, i del compost C sobre |[’activacié

d’AMPK a cél-lules HepG2. Les cel-lules van ser tractades amb PA (0,75 mM),
combinat amb E2 (100 nM) o vehicle (etanol) durant 24h. Les cél-lules control van
ser tractades amb el vehicle del PA (BSA). El compost C (10 uM) s’afegi 1h abans
dels respectius tractaments i es va mantenir durant les 24h. Els nivells proteics de
pAMPK s’han normalitzat per la intensitat d’AMPK. E2, 17B-estradiol; PA, palmitat;
AMPK, cinasa activada per AMP. Els valors s’expressen com a mitjana + error
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estandard de tres experiments duts a terme per duplicat (n=6). ANOVA (p<0,05):
E, efecte E2; PA, efecte PA; E*PA, efecte interactiu E2 i PA. Post-hoc (t-test,
p<0,05): a, E2 vs vehicle; b, PA vs BSA.

Acumulacio lipidica i viabilitat a cel-lules HepG2 tractades amb

compost C

L’administracié del compost C va augmentar la deposicié intracel - lular
de lipids en tots els tractaments (figs. 32A i 32B). Com era d’esperar,
aquesta acumulacié lipidica es va incrementar notablement en resposta
al PA, inducci6 que no es va alterar amb la combinacié amb E2.
L’inhibidor d’AMPK va disminuir la viabilitat cel-lular, pero no modifica

el perfil obtingut en resposta a cada tractament (fig. 32C).
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Figura 32. Efecte del compost C sobre I’acumulacié lipidica (Ai B) i la
viabilitat cel-lular (C) a cel-lules HepG2 tractades amb PA i E2. Les
cel-lules van ser tractades amb PA (0,75 mM), combinat amb E2 (100 nM) o vehicle
(etanol) durant 24h. Les cél-lules control van ser tractades amb el vehicle del PA
(BSA). El compost C (10 uM) s’afegi 1h abans dels respectius tractaments i es va
mantenir durant les 24h. L’acumulacié de lipids es va avaluar mitjancant la tincio
Oil Red O, i les imatges de microscopia es van recollir a una magnificaciéo 100X. La
viabilitat cel-lular es va determinar mitjancant la tinci6 amb cristall violeta. E2,
17B-estradiol; PA, palmitat. Els valors s’expressen com a mitjana =+ error
estandard de tres experiments duts a terme per duplicat (n=6). ANOVA (p<0,05):
E, efecte E2; PA, efecte PA; E*PA, efecte interactiu E2 i PA. Post-hoc (t-test,
p<0,05): a, E2 vs vehicle; b, PA vs BSA. Test t de Student (p<0,05): *, compost C vs
control.
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Metabolisme lipidic a cél-lules HepG2 tractades amb compost C

El metabolisme lipidic de les cel-lules HepG2 tractades amb PA i E2 es
va modificar amb I"administracié del compost C. Aixi, I’expressié dels
gens MTP (fig. 33A), PPARx (fig. 33C) i MCAD (fig. 33E) va disminuir,
mentre que la de SREBP-1c (fig. 33B) va augmentar. No obstant, es van
perdre els efectes que havien provocat el PA i I'E2 sobre aquests
marcadors. Els nivells de mRNA de CPT1A (fig. 33D) i d’ACOX (fig. 33F)
van augmentar en resposta al PA, perd no es van alterar per efecte de
I’'E2.
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Figura 33. Efecte del compost C sobre els nivells de mRNA de gens
implicats al metabolisme lipidic a cél-lules HepG2 tractades amb PA i
E2 (A-F). Les cel-lules van ser tractades amb PA (0,75 mM), combinat amb E2
(100 nM) o vehicle (etanol) durant 24h. Les cel-lules control van ser tractades amb
el vehicle del PA (BSA). El compost C (10 uM) s’afegi 1h abans dels respectius
tractaments i es va mantenir durant les 24h. Els nivells de mRNA s’expressen en
unitats arbitraries (ua). E2, 17B-estradiol; PA, palmitat; MTP, proteina de
transferéncia de triacilglicerols microsomal; SREBP-1c, proteina 1c d’unié a
elements reguladors d’esterols; PPARx, receptor activat per proliferadors
peroxisomals «; CPT1A, transferasa 1A de palmitoilcarnitina; MCAD,
deshidrogenasa d’acils-CoA de cadena mitjana; ACOX, acil-CoA oxidasa 1. Els
valors s’expressen com a mitjana + error estandard de tres experiments duts a
terme per duplicat (n=6). ANOVA (p<0,05): E, efecte E2; PA, efecte PA; E*PA,
efecte interactiu E2 i PA; NS, cap efecte significatiu. Post-hoc (t-test, p<0,05): a,
E2 vs vehicle; b, PA vs BSA. Test t de Student (p<0,05): *, compost C vs control.
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4.2.2.2. Discussio

En aquest estudi hem evidenciat un dimorfisme sexual en els efectes de
I’alimentacié amb una HFD, de manera que I'augment de la lipemia i de
Ilacumulacié de lipids al fetge induida per la dieta ha estat més
accentuada a les rates mascle que a les femella. Els estudis
desenvolupats en cel-lules HepG2 tractades amb PA i E2 ens han
permes donar una passa cap a I’enteniment dels processos moleculars
responsables d’aquestes diferencies entre sexes. Aixi, I’'E2 disminuiria
Ilacumulacié de lipids intrahepatics intervenint en la regulaciéo de
I’expressio de gens que controlen el metabolisme lipidic. D’altra banda,
els resultats obtinguts han posat de manifest que aquests efectes
hepatoprotectors de I’'E2 en una situacid lipotoxica serien mediats,

almenys en part, a través de I’accié d’AMPK.

La hiperlipémia induida per la ingesta de la HFD va ser més manifesta a
les rates mascle que a les femella, i associat a aquest excés de lipids
circulants, es va incrementar "acumulaciéo de greix al fetge. El major
grau d’esteatosi hepatica a les rates mascle es pot atribuir a la major
captacio i deposicio6 d’acids grassos circulants en teixits on
habitualment no s’hi acumulen, com és el cas del fetge, i amb I’alteracio
del metabolisme lipidic del teixit (Yu et al. 2016), tal i com es veu
reflectit als resultats del present estudi. Aixi, els nivells de mRNA de
gens implicats en el desenvolupament d’esteatosi hepatica, tals com
SREBP-1c i PPARY (Videla & Pettinelli 2012), van ser majors a les rates
mascle tant en situacié control com en resposta a la HFD. Per contra, la
ingesta de la HFD va provocar a les rates femella un augment de
I'expressio de PPARx i dels seus gens dianes CPT1A i MCAD, promovent
d’aquesta manera la utilitzacié dels acids grassos i la f-oxidacié. Tenint
en compte les accions d’aquests factors sobre el metabolisme lipidic
hepatic, s’ha descrit que un augment del rati SREBP-1c/PPARx esta
associat amb el desenvolupament d’esteatosi al fetge (Pettinelli et al.

2009). Els nostres resultats mostren que, amb I’alimentacié amb la HFD,
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el rati SREBP-1c/PPARx és menor a les rates femella en comparacio6 a les
mascle (0,57 = 0,08 vs 0,95 + 0,13, p<0,05), la qual cosa suggereix
que al sexe femeni I'oxidacié d’acids grassos esta afavorida sobre la
seva formacié. Aixi doncs, sembla que les rates femella podrien fer front
a la sobrecarrega de NEFAs d’una manera més efectiva que els mascles,
mitjancant I'activacié de I'oxidacio, fet que conduiria a I'atenuacié de
I’esteatosi al fetge. Aquesta idea també esta d’acord amb el fet que,
durant la progressi6 del fetge gras, es posen en funcionament
estrategies metaboliques per frenar I'acumulacié de greix en aquest
teixit, com I’estimulacié de I'oxidacié dels acids grassos (Begriche et al.
2013).

Per tal d’avaluar el paper de les hormones sexuals, i en concret de I'E2,
en la regulaci6 del metabolisme lipidic al fetge i en la millora de
I’esteatosi, vam dur a terme estudis en hepatocits HepG2 tractats amb
PA i E2. De manera similar al que haviem observat en els estudis in vivo
amb la HFD, el tractament de les cel-lules HepG2 amb PA va alterar el
metabolisme lipidic, donant lloc a una major acumulacié intracel-lular
de lipids. Tot i l'augment de I|’expressié de gens involucrats en
I'oxidacié d’acids grassos (PPARx, CPT1A, MCAD i ACOX) i en la secrecio
de VLDL (MTP), el tractament amb PA també va incrementar els nivells
de mRNA dels gens responsables de la captacid i transit de NEFAs
(CD36, FATP2 i FABP1) i de la lipogenesi (SREBP-1c i FAS). En conjunt,
aquestes respostes no van resultar efectives per combatre la
sobrecarrega excessiva de PA a les cel-lules, resultant en una notable

acumulacié de lipids als hepatocits.

Es interessant destacar que el tractament dels hepatocits HepG2 amb E2
va revertir parcialment I’esteatosi provocada pel PA. Concretament, els
nivells de mMRNA de gens implicats al metabolisme lipidic suggereixen
que aquest efecte de I’E2 podria venir donat per una activacié de
I'oxidacié dels NEFAs (PPARx, CPT1A, MCAD i ACOX) i de la secrecié de
VLDL (MTP), a més d’una supressio de la lipogenesi (SREBP-1c¢). La

reducci6 del contingut lipidic va ocorrer malgrat l'augment de
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I’expressio de gens implicats en la captacié i transit de NEFAs (CD36,
FATP2 i FABP1). Els experiments amb animals també havien mostrat un
augment considerable de proteines involucrades en aquests processos
en el cas de les femelles, sobretot de CD36. De fet, s’ha descrit una
major expressio de CD36 a femelles en comparacié a mascles, tant a
rosegadors com a humans, contribuint a la idea que les femelles estan
més preparades per a la captacié i utilitzacio dels NEFAs en situacions
d’augment de la disponibilitat d’acids grassos circulants (Stahlberg et al.
2004). D’acord amb aixo, cal recordar que les rates femella van
mantenir els nivells circulants de NEFAs en resposta al consum de la
HFD, efecte que podria estar afavorit per la major captacié d’aquests
metabolits pel fetge. A més, els processos metabolics implicats en la
utilitzacié dels NEFAs al fetge es van activar a les femelles, contribuint
aixi a la menor acumulacié de lipids observada en aquest teixit en
comparacio als mascles. A més, FABP1 no només intervé en la captacio i
acumulacié de NEFAs als hepatocits, sind que aquesta proteina també
s’associa al transport dels NEFAs cap als mitocondris i als peroxisomes
per a la seva utilitzacio, o cap al nucli amb el fi d’activar PPARx
(Atshaves et al. 2010). Aixi, la major expressiéo de FABP1 podria facilitar

també una utilitzacié més efectiva dels NEFAs en aquest sexe.

Per tant, les rates femella presenten una menor acumulacié hepatica de
lipids en resposta a la ingesta d’una HFD, que pot ser explicada,
almenys en part, per un maneig més efectiu dels NEFAs. A més, els
resultats derivats dels estudis a HepG2 donen suport a la idea que I'E2
exerceix una regulacio positiva del metabolisme lipidic que resulta en la
reduccid de I'acumulacié de lipids als hepatocits. Concretament, aquests
efectes de I’E2 vendrien determinats per un augment de la utilitzacié
dels NEFAs i de la secreci6 de VLDL, i per una disminucio de la
lipogenesi. Els nostres estudis previs en rates ovariectomitzades (veure
figura 20 i taules 5 i 7, apartat 4.1.) recolzen aquestes dades, ates que
la manca d’estrogens es relaciona amb lI'acumulacié de TG al fetge,

mentre que la suplementacié amb E2 suposa el restabliment dels nivells
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de TG hepatics als valors controls a través de [’activacié del
metabolisme oxidatiu i de la disminucié de I'expressiéo dels gens
lipogenics SREBP-1c i PPARY.

L’AMPK és una proteina cinasa que actua com a sensor de l’estat
energetic de la cel-lula (Viollet et al. 2009). Com succeeix a la majoria
de teixits i organs, al fetge, i en situacions de privacié d’energia, I’AMPK
estimula les vies cataboliques i inhibeix les anaboliques, amb el fi de
generar o preservar I’ATP (Viollet et al. 2009). Per aixo, I’activacio
d’AMPK ha estat focus d’atencié en els darrers anys en la lluita contra
I’esteatosi hepatica (Smith et al. 2016). En resposta a la HFD, Unicament
les rates femella van activar ’AMPK, constituint una possible estrategia
per mitigar ’excessiva acumulacié de lipids al fetge en aquest sexe. A
més, els hepatocits HepG2 sotmesos al tractament amb PA, van mostrar
un augment considerable (d’un 50%) de la fosforilaci6 d’AMPK quan les
cel-lules es van tractar amb E2. Aquest efecte hormonal es veu recolzat
pels nostres resultats obtinguts en rates OVX (veure taula 7 i figura 23,
apartat 4.1.) i altres estudis, on s’ha comprovat que I’E2 modula
I’activacio d’aquesta proteina cinasa (Nigro et al. 2014b; Galmés-
Pascual et al. 2017). Aixi doncs, els efectes de I'E2 sobre la regulacié de
les vies metaboliques que condueixen a la disminucié de I'acumulacié
de lipids intrahepatics podrien ser explicats per la capacitat d’aquesta
hormona d’activar ’AMPK hepatica. Per dilucidar aquesta idea, vam
tractar les cel-lules HepG2 amb el compost C, un inhibidor d’AMPK. Els
resultats obtinguts van posar de manifest que I’E2 milloraria I’esteatosi
hepatica a través de I'activaci6 d’AMPK. En aquest sentit, la inhibicid
d’aquesta cinasa va augmentar la concentracié intracel-lular de lipids, i
es va perdre la reversido que havia provocat I’E2. A més, es va suprimir
I’acci6 de I’hormona sobre la regulaci6 del metabolisme lipidic,
suggerint que I'accié beneficiosa de I’hormona aniria lligada a la funcio
d’AMPK. D’acord amb estudis previs que descriuen que [l'activitat
d’AMPK reprimeix ’expressié de SREBP-1c (Li et al. 2011), en el nostre

estudi vam comprovar com els nivells de mRNA d’aquest gen
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augmentaren quan es va inhibir TAMPK. A més, no es va produir la
reversio de I’expressiéo de SREBP-1c que haviem observat als hepatocits
tractats amb E2 en condicions lipotoxiques, suggerint que l'acciéo de
I’hormona reduint la lipogenesi es veu limitada quan ’AMPK es troba
inhibida. A més, I'’expressié de PPARx i dels seus gens dianes MTP,
CPT1A i ACOX també va disminuir, la qual cosa esta d’acord amb I’accié
activadora de PPARx per part d’AMPK (Bronner et al. 2004; Tateya et al.
2013). Malgrat que el PA va seguir estimulant en part I'oxidacio dels
NEFAs, tal i com ho suggereix I'augment de I’expressi6 de CPTIA i
ACOX, aquestes respostes no van ser suficients per evitar 'acumulacié
de lipids als hepatocits. A més, I'accio estimuladora de I'E2 també va
desapareixer, fet que recolza encara més la necessitat de I’activacié
d’AMPK per a que I’hormona estimuli la utilitzacié dels NEFAs. A banda
d’aquesta regulacié transcripcional, ’AMPK també du a terme accions a
curt termini sobre I’activitat de varis enzims. Per exemple, I’AMPK
inactiva la HMG-CoA i I’ACC a través de la seva fosforilacio, inhibint la
biosintesi de colesterol i la d’acids grassos, respectivament (Viollet et al.
2009). Aquesta accid va lligada a la disminucié dels nivells de malonil-
CoA, fet que comporta un increment de la B-oxidaciéo (Viollet et al.
2009). Per tant, no es pot descartar que lI'impacte de I'E2 sobre la
regulacié del metabolisme lipidic estigui també associat a la regulacio

que exerceix la cinasa sobre I’activitat d’enzims reguladors claus.

En resum, en aquest treball es demostra el paper de I’E2 regulant
I'expressido de varis gens implicats al metabolisme lipidic al fetge.
Concretament, aquesta hormona participa, d’'una banda, en I’activacié
de gens implicats en 'oxidacié d’acids grassos i en la secreci6 de VLDL,
i d’altra banda, en la inhibicio dels gens lipogenics. D’aquesta manera, i
en situacions de lipotoxicitat, I'E2 podria minvar I’acumulacié de lipids.
Aquests resultats aporten evidencies dels mecanismes a través dels
quals les dones estarien més protegides contra I’esteatosi i la

progressié de les patologies associades al fetge. A més, les dades
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suggereixen que l’activacié6 d’AMPK es requereix per a que I’hormona

dugui a terme aquests efectes.
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4.2.3. Implicacié de I’E2 en la resisténcia hepatica a la
insulina en un entorn lipotoxic. Relaci6 amb els efectes de
I’hormona sobre la funcié i la biogénesi mitocondrials

L’objectiu del present estudi va ser avaluar els efectes de I’'E2 sobre la
resistencia hepatica a la insulina induida per la lipotoxicitat i la seva
connexié amb la funcié i la biogeénesi mitocondrials. En concret, es va

estudiar la implicacié de I'intermediari inflamatori JNK.

Amb aquesta finalitat, es van emprar rates d’ambdos sexes alimentades
amb dieta hiperlipidica (HFD), aixi com cel-lules HepG2 exposades a
palmitat (PA) i E2. Per examinar la resposta tissular a la insulina, es van
estimular els animals mitjancant I'administracio d’una dosi d’aquesta
hormona 20 min abans del seu sacrifici i, en el cas de les cel-lules

HepG2, 15 min abans de la seva recollida.

4.2.3.1. Resultats

Parametres circulants de sensibilitat a la insulina i tolerancia a la glucosa

Només a les rates mascle, el consum de la HFD va suposar un augment
significatiu dels nivells serics d’insulina i del valor d’HOMA-IR (taula 12).
L’HOMA-IR, utilitzat com a model homeostatic d’estimacié de la
resistencia a la insulina, es calcula com [glucemia en deju * insulinemia
en deju/22,5]. Aquest index, que ja era notablement major a les rates
mascle en condicions d’alimentacié estandard, va augmentar un 92% en
resposta a la HFD. Pel que fa a les adipocines, el tractament dietetic va
incrementar els nivells serics d’adiponectina Unicament a les femelles,
mentre que la leptinemia va augmentar de manera més acusada als
mascles. L’'index leptina/adiponectina, utilitzat també com a marcador
de resisténcia a la insulina, es va alterar seguint el mateix perfil que
I’HOMA-IR, i només va augmentar a les rates mascle en resposta a la

HFD (I'increment va ser d’un 118%). A més a més, Unicament el grup de
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rates mascle HFD va mostrar intolerancia a la glucosa (fig. 34), d’acord
amb els majors nivells de glucosa a la sang 60 i 120 min després de
I’administracié de glucosa, en comparacié a les rates femella i als seus

respectius controls.

Taula 12. Efecte de la HFD sobre parametres circulants de sensibilitat a
la insulina a rates mascle i femella.

Control HFD ANOVA
] Mascle 0,60 = 0,05 0,85 += 0,10°b )
Insulina (ug/l) S, S*D
Femella 0,56 = 0,06 0,50 + 0,012
Mascle 6,55 =+ 0,88 12,6 = 2,5b
HOMA-IR S,D
Femella 2,46 =+ 0,142 2,91 = 0,212
Mascle 240 = 1,4 21,3 = 1,6
Adiponectina (ug/ml) S, D, S*D
Femella 25,0 = 1,7 36,6 + 0,63
. Mascle 9,23 + 1,20 23,3 + 3,2b ,
Leptina (ng/ml) S, D, S*D
Femella 4,36 =+ 0,902 7,70 = 1,04ab
Leptina/adiponectina Mascle 0,49 =+ 0,07 1,07 = 0,16b s D SD
(ua) Femella 0,22 =+ 0,03a 0,28 + 0,022 T

HFD, dieta hiperlipidica; HOMA-IR, model homeostatic d’estimacié de la
resisténcia a la insulina; ua, unitats arbitraries. L’'HOMA-IR es va calcular com
[glucémia en deja * insulinémia en deju/22,5]. Els valors s’expressen com a
mitjana = error estandard de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe;
D, efecte HFD; S*D, efecte interactiu sexe i HFD. Post-hoc (t-test, p<0.05): a,
femelles vs mascles; b, HFD vs control.

400 1 -o- Control mascle
—a—HFD mascle
350 1
-o- Control femella
T 300 - —e—HFD femella
[@)]
E
] 250 A
v
o | /J  pDe===—c-___
(9}
= ] -
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150 “ S, D, $*D
100

Temps (min)

Figura 34. Efecte de la HFD sobre la tolerancia a la glucosa a rates
mascle i femella. Després de 12h en deju, els animals van rebre una injeccié via
intraperitoneal de glucosa (2 g per kg de pes corporal). HFD, dieta hiperlipidica.
Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de 7 animals per grup.
ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; D, efecte de la HFD; S*D, efecte interactiu sexe i
HFD.
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Activacio d’Akt i nivells d’APPL]1 a fetge de rata i a cél-lules HepGZ2

En resposta a la ingesta de la HFD, l'activaci6 d’Akt va disminuir
Unicament a les rates mascle (fig. 35A). A les cel-lules HepG2,
I'exposicié al PA va disminuir I'activacié d’Akt (fig. 35B), la qual es va
restablir amb el tractament conjunt de PA i E2. A les cel-lules no

tractades amb PA, I’'E2 no modifica I'activacié d’Akt.

A B

pAkt/Akt pAkt/Akt
139 7 anova: D, sD 150 7 ANOVA: E, PA, E*PA
a
100 A 1 a < 100 1 b
O Mascle &
g : ? : @ Femella
50 50 -
0 T . 0 -
Control HFD E2 _ " _ +
pAkt [w——— | - PA - _ + +
Akt|--| |--| pAkt|—_| |-—«- ——|
Akt |- -| |— -|
Insulina - + Insulina - +

Figura 35. Activacié6 d’Akt al fetge de rates mascle i femella
alimentades amb HFD (A) i a cél-lules HepG2 tractades amb PA i E2 (B).
A, les rates van ser tractades amb insulina (5 U/Kg) 20 min abans del sacrifici. B,
les cel-lules van ser tractades amb PA (0,75 mM), combinat amb E2 (100 nM) o
vehicle (etanol) durant 24h. Les cel-lules control van ser tractades amb el vehicle
del PA (BSA). Abans de recollir, les cél-lules es van estimular amb insulina (10 nM)
durant 15 min. Els nivells proteics de pAkt s’han normalitzat per la intensitat
d’Akt. HFD, dieta hiperlipidica; E2, 17B-estradiol; PA, palmitat. /n vivo, els valors
s’expressen com a mitjana = error estandard de 7 animals per grup. ANOVA
(p<0.05): S, efecte sexe; D, efecte HFD; S*D, efecte interactiu sexe i HFD. Post-hoc
(t-test, p<0.05): a, femelles vs mascles; b, HFD vs control. In vitro, els valors
s’expressen com a mitjana + error estandard de tres experiments duts a terme per
duplicat (n=6). ANOVA (p<0,05): E, efecte E2; PA, efecte PA; E*PA, efecte interactiu
E2 i PA. Post-hoc (t-test, p<0,05): a, E2 vs vehicle; b, PA vs BSA.
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De forma similar al que s’ha descrit per I’Akt, la ingesta de la HFD va
induir una disminucié dels nivells proteics d’APPLT només a les rates
mascle (fig.36A). L’exposicié de les cel-lules HepG2 al PA va provocar
també una reduccié dels nivells proteics d’APPL1 (fig. 36B), pero es van

restablir amb la suplementaciéo amb E2.

A

(v o)

APPLI APPL1
150 1 150 1
ANOVA: D ANOVA: E, E*PA a
3 &
I . 1 100 A
5 100 I ? [0 Mascle E b
o
5 E @ Femella 5
n 50 1 ¢ 50 A
>
0 T 1 0 -
Control HFD E2 _ + _ +
APPLI | —_— | PA - - + 4
GAPDH | — = — -| APPL1 | |

GAPDH |-- s o |

Figura 36. Nivells proteics d’APPL1 al fetge de rates mascle i femella
alimentades amb HFD (A) i a cél-lules HepG2 tractades amb PA i E2 (B).
B, les cel-lules van ser tractades amb PA (0,75 mM), combinat amb E2 (100 nM) o
vehicle (etanol) durant 24h. Les cél-lules control van ser tractades amb el vehicle
del PA (BSA). Els nivells proteics d’APPL1 s’han normalitzat per la intensitat de
GAPDH. HFD, dieta hiperlipidica; E2, 17B-estradiol; PA, palmitat; APPL1, proteina
adaptadora 1 que conté una interaccié de fosfotirosines, un domini PH i una
cremallera de leucina. /n vivo, els valors s’expressen com a mitjana + error
estandard de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; D, efecte HFD;
S*D, efecte interactiu sexe i HFD. Post-hoc (t-test, p<0.05): a, femelles vs
mascles; b, HFD vs control. In vitro, els valors s’expressen com a mitjana + error
estandard de tres experiments duts a terme per duplicat (h=6). ANOVA (p<0,05):
E, efecte E2; PA, efecte PA; E*PA, efecte interactiu E2 i PA. Post-hoc (t-test,
p<0,05): a, E2 vs vehicle; b, PA vs BSA.

Activitat i nivells proteics de PEPCK a fetge de rata i a cel-lules HepGZ2

A tots els grup d’animals I’estimulacié amb insulina va reduir I'activitat
de PEPCK (fig. 37A). L’activitat d’aquest enzim va ser més baixa a les
rates femella, tant en situaciéo basal com estimulada amb insulina. La
diferencia d’activitat PEPCK entre la situacié no estimulada i ’estimulada
amb insulina (barres ratllades a la fig. 37A), va ser menor a les rates

mascle HFD que als seus controls (34% vs 13% de reduccié pels mascles

129



Bel M Galmés Pascual - Tesi doctoral

control i HFD, respectivament). Per contra, a les rates femella la
diferéncia d’activitat PEPCK entre la situacié no estimulada i I’estimulada
no es va alterar (27% vs 28% de reduccié per les femelles control i HFD,

respectivament).

A les cel-lules HepG2, els nivells proteics de PEPCK van augmentar per
efecte de I’exposicio al PA (fig. 37B), situacié que va ser revertida pel
tractament amb E2.

>
o

Activitat PEPCK 150 - PEPCK
—~ 60 1 ANOVA SALI: S ANOVA: E, E*PA b
E ANOVA INSULI: S O Mascle % .
5 40 { = I Femell 100
E_ a ]' O Femella E
? | e 2 g
L - 77 2 50 |
=t a
£
£
0 0 |
Control HFD E2 _ + _ +
PA - - + +
PEPCK |-—- — — — |
GAPDH | s Wt s s |
Figura 37. Activitat PEPCK al fetge de rates mascle i femella

alimentades amb HFD (A) i nivells proteics de PEPCK a cél-lules HepG2
tractades amb PA i E2 (B). A, la suma de les barres solides i ratllades
representa l’activitat PEPCK dels animals no estimulats amb insulina; les barres
solides representen la de les rates estimulades amb insulina (5 U/kg) 20 min
abans del sacrifici. B, les cel-lules van ser tractades amb PA (0,75 mM), combinat
amb E2 (100 nM) o vehicle (etanol) durant 24h. Les cel-lules control van ser
tractades amb el vehicle del PA (BSA). Els nivells proteics de PEPCK s’han
normalitzat per la intensitat de GAPDH. HFD, dieta hiperlipidica; E2, 17B-estradiol;
PA, palmitat; PEPCK, fosfoenolpiruvat carboxicinasa. /n vivo, els valors s’expressen
com a mitjana = error estandard de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte
sexe; D, efecte HFD; S*D, efecte interactiu sexe i HFD. Post-hoc (t-test, p<0.05):
a, femelles vs mascles; b, HFD vs control. /n vitro, els valors s’expressen com a
mitjana + error estandard de tres experiments duts a terme per duplicat (n=6).
ANOVA (p<0,05): E, efecte E2; PA, efecte PA; E*PA, efecte interactiu E2 i PA. Post-
hoc (t-test, p<0,05): a, E2 vs vehicle; b, PA vs BSA.
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Activacio de JNK a fetge de rata i a cél-lules HepGZ2

L’activacié de JNK va ser major a les rates mascle en comparacié a les
femella (fig. 38A), i I'alimentacié amb la HFD la va incrementar als dos
sexes, pero de manera més pronunciada als mascles. De manera
semblant, a les cel-lules HepG2 el tractament amb PA va incrementar
I’activacio de JNK (fig. 38B) i la suplementaci6 amb E2 es va traduir en

una reduccié de 'activacio de JNK, inclis en abséncia de PA.

A B

PJNK/JNK pINK/JNK
200 1 . 200 1
ANOVA: S, D b ANOVA: E, E*PA b
150 1 I 150 -
@ . aTb O Mascle & ab
S 100 1 a @ Femella 100 1 a
50 1 50
0 T 1 0 -
Control HFD E2 _ + _ +
pINK |‘- -.| |--| PA - - + +
N [ [——— oL T T
e [ S ——]
Figura 38. Activacié de JNK al fetge de rates mascle i femella

alimentades amb HFD (A) i a cél-lules HepG2 tractades amb PA i E2. B,
les cel-lules van ser tractades amb PA (0,75 mM), combinat amb E2 (100 nM) o
vehicle (etanol) durant 24h. Les cel-lules control van ser tractades amb el vehicle
del PA (BSA). Els nivells proteics de pJNK s’han normalitzat per la intensitat de JNK.
HFD, dieta hiperlipidica; E2, 17B-estradiol; PA, palmitat; JNK, cinasa de I'extrem
N-terminal de c-Jun. /n vivo, els valors s’expressen com a mitjana =+ error
estandard de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; D, efecte HFD;
S*D, efecte interactiu sexe i HFD. Post-hoc (t-test, p<0.05): a, femelles vs
mascles; b, HFD vs control. In vitro, els valors s’expressen com a mitjana + error
estandard de tres experiments duts a terme per duplicat (h=6). ANOVA (p<0,05):
E, efecte E2; PA, efecte PA; E*PA, efecte interactiu E2 i PA. Post-hoc (t-test,
p<0,05): a, E2 vs vehicle; b, PA vs BSA.

Funcio mitocondrial i estres oxidatiu a fetge de rata i a cél-lules HepG2

Les rates control femella van presentar nivells més elevats de PGC-1«,
PGC-1B, COX IV, TFAM i UCP2 en comparaci6 als mascles (taula 13 i fig.
39A). El tractament dietetic va provocar una serie de canvis diferencials

entre sexes. Aixi, els nivells de COX IV van disminuir només a les
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femelles, assolint valors semblants als dels mascles, mentre que els
nivells de TFAM i UCP2 es reduiren Unicament als mascles. Referent als
nivells de mtDNA, aquests van disminuir un 37% als mascles i un 15% a
les femelles. A més a més, la peroxidacié lipidica (HNE), notablement
inferior a les rates femella, va augmentar exclusivament als mascles.
També es va observar un dimorfisme sexual quant a la TAC, ja que va

disminuir als mascles i va augmentar a les femelles.

Taula 13. Efecte de la HFD sobre marcadors de funcié mitocondrial i
estrés oxidatiu al fetge de rates mascle i femella.

Control HFD ANOVA
Mascle 1,00 = 0,08 0,63 = 0,04b
mtDNA (ua) D, S*D
Femella 0,93 = 0,02 0,79 + 0,03ab
Mascle 1,00 = 0,13 0,86 = 0,10
PGC-1«x (ua) S
Femella 1,60 = 0,182 1,40 + 0,142
Mascle 1,00 = 0,07 0,98 + 0,17
PGC-1f8 (ua) S
Femella 1,49 + 0,172 1,35 + 0,062
Mascle 100 + 3 101 £ 5
COX IV (%) S, D, S*D
Femella 127 + 32 98 + 3b
Mascle 100 + 5 86 + 2°b
TFAM (%) S
Femella 138 + 162 133 + 7a
Mascle 100 + 3 116 + 7b
HNE (%) S, S*D
Femella 82,5 + 3,32 68,6 = 8,62
Mascle 100 + 9 72,1 + 8,4b
UCP2 (%) S
Femella 129 + 72 120 = 172
TAC (umols Mascle 269 = 12 229 + 7b D
trolox/g teixit) Femella 253 + 4 281 + 103

Els nivells de mRNA s’expressen en unitats arbitraries (ua); els nivells proteics
s’han normalitzat per la intensitat de GAPDH. HFD, dieta hiperlipidica; mtDNA,
DNA mitocondrial; PGC-1x, coactivador To del receptor activat per proliferadors
peroxisomals y; PGC-1B, coactivador 1B del receptor activat per proliferadors
peroxisomals y; COX IV, subunitat IV de la citocrom c oxidasa; TFAM, factor de
transcripcié mitocondrial A; HNE, 4-hidroxinonenal; UCP2, proteina desacoblant 2;
TAC, capacitat antioxidant total. Els valors s’expressen com a mitjana =+ error
estandard de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; D, efecte HFD;
S*D, efecte interactiu sexe i HFD. Post-hoc (t-test, p<0.05): a, femelles vs
mascles; b, HFD vs control.
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Les cel-lules HepG2 tractades amb E2 van mostrar nivells més elevats
de PGC-1B, TFAM i Mn-SOD (taula 14 i fig. 39B). Per la seva banda,
I’exposicié al PA va provocar a les cel-lules un augment dels nivells de
MRNA de PGC-1x, PGC-1B i UCP2, increment que es va potenciar encara
més amb I’addiciéo d’E2 en el cas de PGC-1B i UCP2. Els nivells proteics
de catalasa, que van disminuir amb el tractament amb PA, es van

restaurar amb la combinacio amb E2.

Taula 14. Efecte del PA i I’'E2 sobre marcadors de funcié mitocondrial i
defenses antioxidants a cél-lules HepG2.

Control PA ANOVA
-E2 1,00 = 0,05 1,22 += 0,06°
PGC-1x (ua) PA
+E2 1,06 = 0,04 1,30 = 0,07°
-E2 1,00 = 0,07 1,41 = 0,02b
PGC-1B (ua) E, PA, E*PA
+E2 1,20 = 0,022 1,75 = 0,11ab
-E2 100 = 4 98,8 + 8,7
TFAM (%) E
+E2 125 = 11a 127 += 9a
-E2 100 = 4 95,3 + 5,0
Mn-SOD (%) E
+E2 131 = 132 118 = 72
-E2 100 = 6 69,0 = 2,2b
Catalasa (%) E, PA, E¥PA
+E2 96,5 + 5,0 98,4 + 6,1a
-E2 1,00 = 0,04 1,27 = 0,07b
UCP2 (ua) E, PA, E*PA
+E2 1,08 + 0,03 1,62 += 0,09ab

Les cel-lules van ser tractades amb PA (0,75 mM), combinat amb E2 (100 nM) o
vehicle (etanol) durant 24h. Les cél-lules control van ser tractades amb el vehicle
del PA (BSA). Els nivells de mRNA s’expressen en unitats arbitraries (ua); els nivells
proteics s’han normalitzat per la intensitat de GAPDH. E2, 17B-estradiol; PA,
palmitat; PGC-1a, coactivador 1o del receptor activat per proliferadors
peroxisomals y; PGC-1B, coactivador 1B del receptor activat per proliferadors
peroxisomals y; TFAM, factor de transcripcié mitocondrial A; Mn-SOD, superoxid
dismutasa de manganes; UCP2, proteina desacoblant 2. Els valors s’expressen com
a mitjana = error estandard de tres experiments duts a terme per duplicat (n=6).
ANOVA (p<0,05): E, efecte E2; PA, efecte PA; E*PA, efecte interactiu E2 i PA. Post-
hoc (t-test, p<0,05): a, E2 vs vehicle; b, PA vs BSA.
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Figura 39. Immunoblots representatius de marcadors de funcié
mitocondrial i d’estrés oxidatiu a fetge de rates mascle i femella
alimentades amb HFD (A) i a cel-lules HepG2 tractades amb PA i E2 (B).
HFD, dieta hiperlipidica; M, mascle; F, femella; E2, 17B-estradiol; PA, palmitat; V,
vehicle; COX IV, subunitat IV de la citocrom c oxidasa; TFAM, factor de transcripcié
mitocondrial A; UCP2, proteina desacoblant 2; HNE, 4-hidroxinonenal; Mn-SOD,
superoxid dismutasa de manganés.

En resposta al tractament hormonal, els nivells de mtDNA, el MMP i el
contingut d’ATP van augmentar a les cel-lules HepG2 (figs. 40A, 40B i
40C). Aquests parametres disminuiren com a conseqliencia de
I’exposicié al PA, i van ser parcialment restaurats en presencia d’E2. El
contingut de ROS va augmentar en resposta al tractament amb PA (fig.

40D), pero I’E2 va restablir-ne els valors.
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Figura 40. Efecte del PA i I'E2 sobre el mtDNA (A), el MMP (B), el
contingut d’ATP (C) i el contingut de ROS (D) a cél:-lules HepG2. Les
cél-lules van ser tractades amb PA (0,75 mM), combinat amb E2 (100 nM) o vehicle
(etanol) durant 24h. Les cél-lules control van ser tractades amb el vehicle del PA
(BSA). E2, 17B-estradiol; PA, palmitat; mtDNA, DNA mitocondrial; MMP, potencial
de membrana mitocondrial; ROS, espécies reactives d’oxigen. Els valors
s’expressen com a mitjana + error estandard de tres experiments duts a terme per
duplicat (n=6). ANOVA (p<0,05): E, efecte E2; PA, efecte PA; E*PA, efecte interactiu
E2 i PA. Post-hoc (t-test, p<0,05): a, E2 vs vehicle; b, PA vs BSA.
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4.2.3.2. Discussio

Al present estudi hem demostrat I’existencia d’un marcat dimorfisme
sexual en la perdua de la sensibilitat a la insulina sistemica i hepatica en
resposta a I’alimentacié amb una HFD, ja que les rates mascles mostren
un major deteriorament en comparacio a les femella. Les hormones
sexuals, i en concret I'E2, contribueixen de manera important a
aquestes diferencies entre sexes, tal i com han posat de manifest els
estudis in vitro, en els quals hem observat una millora de la sensibilitat
a la insulina quan les cel-lules HepG2 tractades amb PA s’exposen
simultaniament a E2. Aquest efecte de ’hormona als hepatocits estaria
relacionat amb la disminucio de I'activacio de factors inflamatoris com
la JNK, fet induit per la millora de la funciéo mitocondrial i la reduccié de

la produccié de ROS.

La ingesta de la HFD va alterar la sensibilitat sistemica a la insulina,
sobretot en el cas de les rates mascle. Concretament, la insulinemia,
’HOMA-IR i el rati leptina/adiponectina van augmentar Unicament en
aquest sexe. A més a més, sota I’estimul de la HFD, les rates mascle
també mostraren una reduccié de la tolerancia a la glucosa. La
disminucié dels nivells serics d’adiponectina, una adipocina que
incrementa la sensibilitat a la insulina, s’associa a I'estat obes i a la
resistencia a la insulina, tant a humans com a rosegadors (Kadowaki et
al. 2006). Per aix0, no es pot descartar que I’augment dels nivells serics
d’adiponectina a les rates femella en resposta a I'alimentacié amb la
HFD pugui ser una estrategia per minimitzar la perdua de sensibilitat a
la insulina que provoca el consum de dietes hiperlipidiques. De fet,
resultats previs obtinguts pel nostre grup de recerca demostren un
augment de la sintesi i secrecié d’adiponectina en adipocits 3T3-L1 en
resposta a I’E2 (Capllonch-Amer et al. 2014b), la qual cosa esta d’acord
amb els majors nivells d’adiponectina circulants que presenten les
dones i les rates femella en comparacié als mascles (Kadowaki et al.
2006).
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Cal recordar (veure taules 10 i 11, apartat 4.2.1.; figura 28, apartat
4.2.2.) que les rates mascle alimentades amb la HFD presentaven un
perfil circulant de lipids i un metabolisme lipidic hepatic alterats, fets
gue s’associaven a una major acumulacié intrahepatica de greix. En
aquestes condicions, I'acumulacié al fetge d’intermediaris lipidics com
les ceramides o els DAGs inhibirien la cascada de senyalitzacié a la
insulina (Fabbrini et al. 2010; Birkenfeld & Shulman 2014). Aquesta
alteracié de la via de la insulina es va manifestar només a les rates
mascle a través de la disminucié de I’activaciéo d’Akt i, conseqlientment,
de la perdua de I’habilitat de la insulina per suprimir la gluconeogénesi
(PEPCK). A més, la major resistencia sistemica a la insulina observada als
mascles també contribuiria a que la senyalitzacié de la insulina al fetge
no fos capac de inhibir la produccié hepatica de glucosa (Gruben et al.
2014). APPL1 és un element comu en la regulaci6 tant de la
senyalitzacié de la insulina com de I'adiponectina al fetge (Ruan & Dong
2016). Concretament, incrementa la sensibilitat a la insulina a través de
la interaccié amb Akt i de la unié de IRS1/2 al receptor d’insulina
(Cheng et al. 2009; Ryu et al. 2014), i a més promou els efectes de
I’adiponectina al fetge mitjancant la interacci6 amb els receptors
d’aquesta adipocina (Ruan & Dong 2016). Aixi, la menor sensibilitat a la
insulina al fetge de les rates mascle també es podria associar a la
disminucié de la senyalitzacié de I’adiponectina i dels nivells d’APPL1.
Per la seva banda, les rates femella es trobarien protegides enfront de la
resisténcia hepatica a la insulina a través del manteniment de I’activacié
d’Akt, dels nivells d’APPL1 i de I’activitat PEPCK al fetge. Aixi doncs, la
major sensibilitat sistemica i hepatica a la insulina que presenten les
rates femella HFD podria ser atribuida, almenys en part, al paper
protector dels estrogens. En aquesta linia, estudis previs han demostrat
a rates OVX una disminucié de la via de senyalitzaciéo de PI3K/Akt, la
qual és revertida per la suplementaci6 amb estrogens (Wang et al.
2013). A més a més, la importancia de la senyalitzacié estrogenica
sobre la sensibilitat hepatica a la insulina s’ha demostrat a ratolins

mascle knockout per ERx alimentats amb una HFD (Zhu et al. 2014).
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La contribucio de I’E2 a la millora de la sensibilitat hepatica a la insulina
en condicions lipotoxiques s’evidencia als hepatocits HepG2 tractats
amb I’hormona. L’exposicié al PA va incrementar el contingut lipidic
intracel - lular i va reduir la sensibilitat a la insulina, d’acord amb estudis
anteriors (Gao et al. 2010; Park et al. 2015). La disminucié de I’activacio
d’Akt va anar acompanyada d’un increment dels nivells proteics de
PEPCK, indicadors d’una induccié de la gluconeogenesi. Per la seva
banda, la suplementaci6 amb E2 va atenuar I’esteatosi i va millorar la
sensibilitat a la insulina, confirmant el paper protector d’aquesta

hormona posat de manifest als estudis in vivo.

La resistencia hepatica a la insulina també s’associa amb la inflamacio, a
través de I’activacio de vies com la de JNK (Gruben et al. 2014).
L’activacié d’aquest efector indueix la fosforilacio de IRS1 al residu
Ser307, fet que esta implicat en la disminucié de I’activacié d’Akt i per
tant en l'alteracié de la senyalitzacié de la insulina (Seki et al. 2012).
L’activacié de JNK s’ha observat a ratolins obesos (Hirosumi et al. 2002;
Nakatani et al. 2004) i a hepatocits tractats amb PA (Gao et al. 2010),
ambdos models experimentals lligats al desenvolupament de resisténcia
a la insulina. D’acord amb aquests estudis, nosaltres també vam
observar una activacié de JNK en resposta a I'alimentacié amb HFD i a
I'exposicié al PA, fet que es va produir en paral-lel amb I’alteracio de la
sensibilitat hepatica a la insulina anteriorment descrita. No obstant, és
destacable el fet que les rates femella, tant les control com les HFD, van
mostrar una menor activacié de JNK en comparacié a les respectives
rates mascle. De manera similar, a les cel-lules HepG2 tractades amb E2
la fosforilacio de JNK va ser menor, inclis en abséncia de PA. Per tant,
podem suggerir que I’E2 mantindria la sensibilitat hepatica a la insulina
atenuant I’activacio de JNK, tant en condicions d’excés de nutrients, com
també en situacié control. La regulacio de les MAPK per part de I'E2 s’ha
descrit als hepatocits en altres situacions, com a rates OVX (veure taula
6 i figura 23, apartat 4.1.), i a lesions cel-lulars induides per hipoxia

(Lee et al. 2008) o per isquemia-reperfusié (Vilatoba et al. 2005). A més,

138



Resultats i discussio

els estrogens poden modular altres processos antiinflamatoris al fetge,
com la repressio de I'expressio de la IL-1B (Evans et al. 2002). Per tant,
la regulacié que exerceix I'E2 sobre JNK podria associar-se a la

proteccio davant la inflamacio i la resisténcia a la insulina hepatiques.

Amb I'objectiu d’aproximar-nos al mecanisme a través del qual I'E2
disminueix [I'activacio de JNK, vam avaluar I’estat funcional dels
mitocondris. La disfuncié mitocondrial s’associa amb la generacié de
ROS als hepatocits (Begriche et al. 2006), condicions que juguen un
paper clau en el desenvolupament i la progressid d’alteracions al fetge,
com la resistencia a la insulina (Auger et al. 2015). Tenint en compte
que les ROS activen JNK (Seki et al. 2012), la millora de la sensibilitat
hepatica a la insulina per part de I’E2 podria estar associada als efectes
de I'hormona sobre la funcié mitocondrial i la modulacié de I’activacio
de JNK. Aquesta idea pren forca a partir dels nostres estudis previs, on
hem demostrat que la suplementacié amb E2 millora tant la funcid i la
biogenesi mitocondrials com la capacitat antioxidant al fetge de rates
OVX (Galmés-Pascual et al. 2017). Per tant, cal pensar que aquests
efectes estrogenics es manifesten també en condicions lipotoxiques,
oferint d’aquesta manera proteccié enfront d’alteracions hepatiques
associades a la disfuncié mitocondrial, com la resistencia hepatica a la
insulina. Els resultats derivats d’aquest estudi aixi ho confirmen i
mostren una disminuci6 dels principals marcadors de funcio
mitocondrial a les rates mascle alimentades amb HFD, acompanyat per
un augment de I'estres oxidatiu. De fet, les defenses antioxidants en els
mascles HFD resultaren insuficients per evitar un augment de la
peroxidacié lipidica. A les cel-lules HepG2, el tractament amb PA va
induir disfuncié mitocondrial, augmentant la producciéo de ROS. Malgrat
la resposta dels hepatocits augmentant I'oxidacié d’acids grassos per
contrarestar l’elevada disponibilitat de substrats (veure figura 29C,
apartat 4.2.2.), el desequilibri amb la cadena de transport electronic va
conduir a una menor produccié d’ATP i a la major formacié de ROS,

d’acord amb estudis anteriors (Begriche et al. 2013). Per la seva banda,
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I’addicié d’E2 en condicions lipotoxiques, va potenciar la funcié i la
biogenesi mitocondrials, permetent una reduccié dels nivells d’ATP i una
reversio de la produccié de ROS. De manera similar, el manteniment de
la funcié i la biogenesi mitocondrials al fetge de les rates femella, tot i
I’alimentaci6 amb HFD, es va acompanyar d’una menor peroxidacio
lipidica en comparacié als mascles. A més de potenciar la funcid i la
biogenesi mitocondrials, I’E2 també va reduir I’estres oxidatiu a través
de la millora de les defenses antioxidants. Entre elles, la UCP2 podria
tenir importancia en la prevencié de l’esteatosi i del dany oxidatiu a
través del desacoblament que indueix, potenciant el retorn dels protons
a la matriu mitocondrial (Cortez-Pinto & Machado 2009), tot i que
també s’han de tenir en compte les propietats antioxidants de I'E2
degudes a la seva estructura fenolica (Ruiz-Larrea et al. 1997). Els
resultats previs obtinguts al fetge de rates OVX i als hepatocits tractats
amb E2 (Galmés-Pascual et al. 2017), es completen en aquest estudi
aprofundint en els efectes protectors de I'E2 sobre la funcié i la
biogenesi mitocondrials en una situacié lipotoxica. Aixi, les accions de
I’E2 sobre el funcionament mitocondrial podrien tenir un impacte
significatiu en I’atenuacié de la progressi6 de la NAFLD i de les
alteracions associades, com la resistencia hepatica a la insulina. L’E2, a
través de la modulacié de la funcié del mitocondri i el corresponent
descens de I’activacié de JNK, podria exercir un efecte protector
propiciant un manteniment de la resistencia hepatica a la insulina.
D’aquesta manera, els nostres resultats no només estan d’acord amb la
inhibicio de JNK com a millora de la sensibilitat hepatica a la insulina i
les complicacions derivades (Hirosumi et al. 2002; Tuncman et al. 2006;
Singh et al. 2009), sin6 també amb les idees que focalitzen el
manteniment d’un estat mitocondrial saludable per frenar o revertir la

progressié de malalties hepatiques (Auger et al. 2015).

En conclusid, els nostres resultats posen de manifest el paper de I'’E2 en
el manteniment de la sensibilitat hepatica a la insulina mitjancant la

millora de la funcié mitocondrial i la disminucié de la produccié de ROS
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en una situacié de lipotoxicitat. La conseqiient menor activacié de JNK
en aquestes condicions situaria I’eix funcié mitocondrial - JNK com un
mecanisme destacat en el efectes protectors de I’hormona enfront de la
resistencia hepatica a la insulina. Aquest estudi estén els efectes que
hem descrit de ’'E2 en la millora de la funcié mitocondrial al fetge
també en condicions lipotoxiques, contribuint aixi a la proteccié de
I’hepatocit enfront d’alteracions subjacents a la disfuncié mitocondrial.
Aixi mateix, es contribueix a una millor comprensié del dimorfisme
sexual existent en la progressio de desordres hepatics com la NAFLD, i
es recolza la idea del manteniment de I’homeostasi mitocondrial pel

tractament de patologies hepatiques.
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4.3. Dimorfisme sexual en els efectes de la rosiglitazona
sobre I’acumulacié de lipids, la resisténcia a la insulina i
la funcié mitocondrial al fetge en resposta a una situacioé
lipotoxica. Paper de I’adiponectina

L’objectiu del present estudi es va centrar en analitzar si I’ladministracié
de rosiglitazona (Rsg) produia una resposta diferencial al fetge de rates
mascle i femella sotmeses a un estimul lipotoxic induit per la ingesta
d’una dieta hiperlipidica (HFD). Concretament, en el context de
I’objectiu general de la tesi doctoral, interessava estudiar els efectes de
la Rsg sobre I'acumulacié lipidica, la resistencia a la insulina, la via de

I’adiponectina i la funcié mitocondrial al fetge.

En el disseny experimental es van utilitzar rates Wistar d’ambdos sexes
alimentades amb HFD durant 16 setmanes, la meitat de les quals havien
ingerit HFD suplementada amb Rsg durant les dues setmanes préevies al

sacrifici.

4.3.1. Resultats

Pes corporal, index d’adipositat i parametres circulants

Les rates femella alimentades amb la HFD van mostrar un menor index
d’adipositat (taula 15). A més, els nivells de TG, NEFAs, colesterol total,
LDL-c, i el rati LDL-c/HDL-c van ser menors en aquest sexe, mentre que
els nivells de HDL-c van ser majors. Per la seva banda, les rates femella
HFD van mostrar valors inferiors d’insulina, de leptina i dels indexs
HOMA-IR i leptina/adiponectina, aixi com nivells superiors
d’adiponectina. Referent als efectes de la Rsg, es van apreciar canvis
diferencials en funci6 del sexe. D’aquesta manera, el tractament
farmacologic va provocar respostes en ambdds sexes, pero més
accentuades als mascles, posades de manifest a través de la disminucié

de TG i del rati leptina/adiponectina, aixi com de I'augment
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d’adiponectina. A més, només a les rates mascle van disminuir I’'index
d’adipositat, els NEFAs, la insulina i la leptina, i van augmentar els
nivells de HDL-c, assolint valors semblants als de les femelles en el cas
de I'index d’adipositat, dels NEFAs i del HDL-c. D’altra banda, I'index
LDL-c/HDL-c i la glucémia van disminuir en ambdds sexes, mantenint

els mascles valors superiors als de les femelles.

Taula 15. Efecte del tractament amb Rsg sobre el pes corporal, I'index
d’adipositat i parametres circulants a rates mascle i femella
alimentades amb HFD.
HFD HFD+Rsg ANOVA
Mascle 503 =+ 16 481 + 9
Pes corporal (g) S
Femella 277 =+ 162 264 =+ 5a
index Mascle 12,0 = 0,6 8,31 = 0,62b R
d’adipositat (%) Femella 9,52 + 0,912 8,38 = 0,48
Mascle 314 + 12 163 + 4b
TG (mg/dl) S, R, S*R
Femella 229 =+ 172 166 =+ 4b
Mascle 0,73 =+ 0,01 0,57 + 0,01b
NEFAs (mM) R, S*R
Femella 0,60 =+ 0,032 0,59 + 0,06
Colesterol Mascle 2,67 =+ 0,13 2,55 = 0,05 s
total (mM) Femella 1,93 =+ 0,082 2,02 + 0,082
Mascle 0,52 =+ 0,06 0,45 + 0,03
LDL-c (mM) S
Femella 0,34 =+ 0,032 0,29 + 0,042
Mascle 0,44 =+ 0,07 1,08 + 0,05b
HDL-c (mM) R, S*R
Femella 0,76 =+ 0,052 0,89 + 0,10
Mascle 1,20 =+ 0,26 0,42 + 0,03b
LDL-c/HDL-c S,R
Femella 0,55 =+ 0,112 0,30 =+ 0,043
Mascle 140 =+ 4 121 + 4b
Glucosa (mg/dl) S,R
Femella 138 =+ 4 103 =+ 5ab
) Mascle 0,85 =+ 0,10 0,61 + 0,04b ,
Insulina (ug/l) S, R, S*R
Femella 0,50 + 0,012 0,52 + 0,032
Mascle 12,6 + 2,5 19,1 = 2,4
HOMA-IR S
Femella 3,10 =+ 0,252 2,72 += 0,132
] ] Mascle 21,3 = 1,6 54,3 + 3,0v
Adiponectina (ug/ml) S, R, S*R
Femella 36,6 =+ 0,62 56,7 + 4,3b
Mascle 23,3 + 3,2 13,0 = 2,1b
Leptina (ng/ml) S,R
Femella 7,70 =+ 1,042 6,29 + 0,382
Leptina/adiponectina Mascle 1,07 + 0,16 0,24 + 0,04b S R SR
(ua) Femella 0,28 + 0,022 0,11 = 0,02ab n
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L’index d’adipositat és la suma dels pesos dels diposits adiposos blancs gonadal,
retroperitoneal i mesenteric relativa a 100 g de pes corporal. HFD, dieta
hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona; TG, triglicérids; NEFAs, acids grassos no
esterificats; HOMA-IR, model homeostatic d’estimacié de la resistéencia a la
insulina; LDL-c, colesterol unit a lipoproteines de baixa densitat; HDL-c, colesterol
unit a lipoproteines d’alta densitat; ua, unitats arbitraries. Els nivells de glucosa en
van determinar en deju. L’'HOMA-IR es va calcular com [glucémia en deju *
insulinemia en deju/22,5]. Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard
de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; R, efecte Rsg; S*R, efecte
interactiu sexe i Rsg. Post-hoc (t-test, p<0.05): a, femelles vs mascles; b,
HFD+Rsg vs HFD.

La tolerancia a la glucosa va ser major a les rates femella alimentades
amb la HFD en comparacié a les mascle (fig. 41), aixi com mostra la
menor glucemia als 120 min després de I"administracié de glucosa en
aquest sexe. Per la seva banda, el tractament amb Rsg va millorar la
tolerancia a la glucosa, especialment a les rates mascle. Concretament
en aquest sexe, la Rsg va disminuir els nivells de glucosa en sang als 60

i 120 min després de la seva injeccié.
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Figura 41. Efecte del tractament amb Rsg sobre la tolerancia a la
glucosa a rates mascle i femella alimentades amb HFD. Després de 12h en
deju, els animals van rebre una injeccié via intraperitoneal de glucosa (2 g per kg
de pes corporal). HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona. Els valors
s’expressen com a mitjana = error estandard de 7 animals per grup. ANOVA
(p<0.05): S, efecte sexe; R, efecte Rsg; S*R, efecte interactiu sexe i Rsg.

144



Resultats i discussio

Pes del fetge i composicio lipidica hepatica

El pes del fetge i el pes especific del teixit van ser menors a les rates
femella HFD (taula 16), mentre que el tractament amb Rsg va suposar la
disminucié del pes del teixit, especialment als mascles. El contingut
lipidic, el de TG, de NEFAs i de colesterol van ser inferiors a les rates
femella HFD, i van disminuir amb el tractament amb Rsg, encara que de
manera més accentuada als mascles en el cas de la trigliceridemia i del
colesterol, i exclusivament en aquest sexe en el cas del contingut lipidic
total i dels NEFAs.

Taula 16. Efecte del tractament amb Rsg sobre el pes del fetge i la
composicié lipidica hepatica a rates mascle i femella alimentades amb
HFD.

HFD HFD+Rsg ANOVA
Mascle 14,0 = 0,2 12,4 = 0,1° ,
Pes fetge (g) S, R, S*R
Femella 6,98 =+ 0,202 6,34 + 0,10
Pes especific fetge Mascle 2,83 + 0,05 2,69 + 0,06° s
(g/100 g PC) Femella 2,54 + 0,072 2,47 =+ 0,062
Contingut lipidic Mascle 52,8 = 5,8 38,3 + 3,2b s R
(mg/g teixit) Femella 31,5 + 2,9a 27,9 + 2,2a '
Mascle 49,8 =+ 3,2 19,8 + 1,2b
TG (mg/g teixit) S, R, S*R
Femella 25,3 + 0,62 19,5 + 1,9b
NEFAs (umols/g Mascle 0,77 =+ 0,06 0,61 =+ 0,03b s R
teixit) Femella 0,57 =+ 0,042 0,48 + 0,052 ’
Colesterol total Mascle 13,9 + 1,3 7,49 + 1,19 S R SR
(mg/g teixit) Femella 7,38 + 0,152 6,42 + 0,23b T

HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona; PC, pes corporal; TG, triglicerids;
NEFAs, acids grassos no esterificats. Els valors s’expressen com a mitjana + error
estandard de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; R, efecte Rsg;
S*R, efecte interactiu sexe i Rsg. Post-hoc (t-test, p<0.05): a, femelles vs mascles;
b, HFD+Rsg vs HFD.
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Nivells de mRNA de PPARy i d’adiponectina a fetge i a teixit adipos de

rata

Les rates femella HFD i HFD+Rsg presentaren al fetge nivells de mRNA
de PPARY inferiors als dels mascles (fig. 42A). El tractament amb Rsg no
va produir canvis. En ambdéds diposits de WAT, els nivells de mRNA de
PPARY i d’adiponectina van mostrar un perfil semblant (figs. 42B i 42C).
En el WAT gonadal, les rates mascle i femella HFD mostraren nivells de
MmRNA de PPARYy i adiponectina semblants i el tractament amb Rsg va
suposar un increment significatiu d’aquests parametres en ambdods
sexes. No obstant, en el cas de I'adiponectina, I'increment dels nivells
de mRNA per efecte de la Rsg va ser superior a les femelles. En el WAT
retroperitoneal, els nivells de mRNA de PPARy van ser més elevats a les
femelles HFD, mentre que els de I'adiponectina van ser semblants en
ambdds sexes. La Rsg va exercir un efecte diferencial segons el sexe,
provocant un increment dels nivells de mRNA d’ambdues proteines

només en els mascles.
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Figura 42. Efecte del tractament amb Rsg sobre els nivells de mRNA de
PPARY al fetge (A) i al teixit adipés (B), i sobre els nivells de mRNA
d’adiponectina al teixit adipés (C) de rates mascle i femella
alimentades amb HFD. Els nivells de mRNA s’expressen en unitats arbitraries
(ua). HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona; gWAT, teixit adip6s gonadal,
rWAT, teixit adipés retroperitoneal; PPARy, receptor activat per proliferadors
peroxisomals y. Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de 7
animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; R, efecte Rsg; S*R, efecte
interactiu sexe i Rsg. Post-hoc (t-test, p<0.05): a, femelles vs mascles; b,
HFD+Rsg vs HFD.

Marcadors de funciéo mitocondrial i d’estrés oxidatiu, i activacio de JNK a

fetge de rata

Les rates femella HFD van presentar nivells més elevats de mtDNA, PGC-
lx, PGC-1B, TFAM i TAC (taula 17 i figura 43), aixi com una menor
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peroxidacio lipidica (HNE) i activacié de JNK. El tractament amb Rsg va
incrementar els nivells de mtDNA i PGC-1B en ambdods sexes, tot i que
fins a valors superiors a les femelles en el cas del mtDNA. A més, el
tractament farmacologic va causar efectes diferencials en funcié del
sexe en varis dels parametres estudiats. D’una banda, va incrementar
els nivells de PGC-1x, TFAM, PRXIIl i PON1T només a les rates mascle,
assolint valors semblants als de les femelles en el cas de PGC-1« i
TFAM. En canvi, la peroxidacioé lipidica i I'activacio de JNK van disminuir
exclusivament als mascles, equiparant-se als valors de les femelles.
D’altra banda, la TAC va presentar una resposta oposada: va augmentar

en el cas de les femelles i va disminuir als mascles.

Taula 17. Efecte del tractament amb Rsg sobre marcadors de funcié
mitocondrial i d’estrés oxidatiu, i activaciéo de JNK al fetge de rates
mascle i femella alimentades amb HFD.

HFD HFD+Rsg ANOVA
Mascle 0,63 =+ 0,04 0,75 = 0,04b
mtDNA (ua) S,R
Femella 0,79 =+ 0,03a 0,90 = 0,062
Mascle 0,86 = 0,10 1,57 + 0,26b
PGC-1x (ua) NS
Femella 1,40 + 0,14a 1,46 = 0,14
Mascle 0,98 =+ 0,17 1,94 = 0,33b
PGC-1B (ua) R
Femella 1,35 =+ 0,062 2,03 = 0,18b
Mascle 101 =5 102 = 4
COX IV (%) NS
Femella 97,8 + 3,3 113 = 6
Mascle 86,2 + 2,3 130 = 12b
TFAM (%) S*R
Femella 133 + 7a 119 =+ 10
Mascle 116 = 7 84,4 + 4,1b
HNE (%) S, S*R
Femella 68,6 = 8,62 74,6 + 8,8
Mascle 95,0 + 4,5 138 = 14b
PRXIII (%) R
Femella 95,1 + 8,0 102 + Oa
TAC (umols trolox/g Mascle 229 +7 254 + 5b s SR
teixit) Femella 281 =+ 10a 240 + 7b ’
Mascle 0,92 =+ 0,07 1,22 = 0,05°b
PON1 (ua) R, S*R
Femella 0,95 = 0,06 0,94 =+ 0,03a
Mascle 149 + 7 107 = 10°b
pJNK/JNK (ua) S, S*R
Femella 100 =+ 10a 115 = 8

Els nivells de mRNA s’expressen en unitats arbitraries (ua); els nivells proteics
s’han normalitzat per la intensitat de GAPDH, llevat dels de pJNK, que s’han
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normalitzat per JNK. HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona; mtDNA, DNA
mitocondrial; PGC-1a, coactivador 1o del receptor activat per proliferadors
peroxisomals y; PGC-1B, coactivador 1B del receptor activat per proliferadors
peroxisomals y; COX IV, subunitat IV de la citocrom c oxidasa; TFAM, factor de
transcripcié mitocondrial A; HNE, 4-hidroxinonenal; PRXIIl, peroxiredoxina IlI;
TAC, capacitat antioxidant total; PON1, paraoxonasa 1; JNK, cinasa de I’extrem N—
terminal de c-Jun. Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de 7
animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; R, efecte Rsg; S*R, efecte
interactiu sexe i Rsg, NS, cap efecte significatiu. Post-hoc (t-test, p<0.05): a,
femelles vs mascles; b, HFD+Rsg vs HFD.
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Figura 43. Immunoblots representatius de marcadors de funcié
mitocondrial i d’estrés oxidatiu, i activacié de JNK al fetge de rates
mascle i femella alimentades amb HFD i Rsg. HFD, dieta hiperlipidica; Rsg,
rosiglitazona; M, mascle; F, femella; COX IV, subunitat IV de la citocrom c oxidasa;
TFAM, factor de transcripcié mitocondrial A; PRXIIl, peroxiredoxina Ill; HNE, 4-
hidroxinonenal.

Nivells de proteines intermediaries de la via de senyalitzacio de

I’adiponectina a fetge de rata

Els nivells proteics d’AdipoR2 i d’APPL1 van ser majors a les rates
femella HFD (fig. 44). El tractament amb Rsg va incrementar els nivells
d’AdipoR2 en ambdos sexes, els d’APPL1 als mascles i I’activacio
d’AMPK a les femelles.
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Figura 44. Efecte del tractament amb Rsg sobre els nivells de poteines
intermediaries de la via de senyalitzacié de I'adiponectina al fetge de
rates mascle i femella alimentades amb HFD. Els nivells proteics s’han
normalitzat per la intensitat de GAPDH, llevat dels de pAMPK, que s’han
normalitzat per AMPK. HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona; AdipoR2,
receptor 2 de l'adiponectina; APPL1, proteina adaptadora 1 que conté una
interaccio de fosfotirosines, un domini PH i una cremallera de leucina; AMPK,
cinasa activada per AMP. Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard
de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; R, efecte Rsg; S*R, efecte
interactiu sexe i Rsg. Post-hoc (t-test, p<0.05): a, femelles vs mascles; b,
HFD+Rsg vs HFD.

Activitat PEPCK i activacio d’Akt a fetge de rata

L’estimulacié amb insulina va reduir I'activitat PEPCK a tots els grups
experimentals (fig. 45A). L’activitat d’aquest enzim de |Ila
gluconeogenesi va ser menor a les rates femella alimentades amb la
HFD en comparacié als mascles, tant en situaci6 basal com
d’estimulaci6 amb insulina. L’administraci6 de Rsg va suposar un
descens de 'activitat PEPCK només als mascles, assolint els valors de les
femelles. A més, la diferencia d’activitat PEPCK entre la situacid no
estimulada i 'estimulada amb insulina (barres ratllades a la fig. 45A), va
ser major a les rates mascle HFD+Rsg que a les HFD. Concretament, als
mascles, I’administracié d’insulina va suposar una reduccio de 'activitat
PEPCK d’un 13% pel grup HFD, i d’un 41% pel grup HFD+Rsg. En canvi, a
les rates femella, la diferéncia d’activitat PEPCK entre la situacié no
estimulada i I’estimulada practicament no es va alterar (28% vs 32% de

reduccio pels grups HFD i HFD+Rsg, respectivament).
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L’activacié d’Akt va ser major a les rates femella HFD i va augmentar en

resposta al tractament amb Rsg en ambdds sexes (fig. 45B).

A B

o .  Activitat PEPCK . PAkt/Akt
—_ ANOVA SALI: S, R, S*R ANOVA: S, R
E ANOVA INSULI: S, R, S*R
g 40 } 100 - a T
; a E g T h T
T T
£ 5 W, 7) 50 |
: : z
£
0 0 T
HFD HFD+Rsg HFD HFD+Rsg
] Mascle pAKt | || |
@ Femella Al | | | |
Insulina - +

Figura 45. Efecte del tractament amb Rsg sobre |’'activitat de PEPCK (A)
i Iactivacié d’Akt (B) al fetge de rates mascle i femella alimentades
amb HFD. Les rates van ser tractades amb insulina (5 U/Kg) 20 min abans del
sacrifici. A, la suma de les barres solides i ratllades representa I’activitat PEPCK
dels animals no estimulats amb insulina; les barres solides representen la de les
rates estimulades amb insulina. B, els nivells proteics de pAkt s’han normalitzat
per la intensitat d’Akt. HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona; PEPCK,
fosfoenolpiruvat carboxicinasa. Els valors s’expressen com a mitjana * error
estandard de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; R, efecte Rsg;
S*R, efecte interactiu sexe i Rsg. Post-hoc (t-test, p<0.05): a, femelles vs mascles;
b, HFD+Rsg vs HFD.

Nivells de mRNA de marcadors del metabolisme lipidic a fetge de rata

Les rates femella HFD van presentar nivells majors de mRNA de CD36,
FABP1 i PPARx (fig. 46), mentre que els nivells de SREBP-1c van ser
menors en aquest sexe. El tractament amb Rsg va incrementar els nivells
de mRNA de MTP i CD36 unicament a les femelles. Per la seva banda,
I’expressio de SREBP-1c només es va reduir als mascles fins assolir el
valor de les rates femella. A més, els nivells de mRNA de PPARx i CTPTA
van augmentar a les rates mascle i van disminuir a les femella amb el

tractament farmacologic.
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Figura 46. Efecte del tractament amb Rsg sobre els nivells de mRNA de
marcadors de metabolisme lipidic al fetge de rates mascle i femella
alimentades amb HFD. Els nivells de mRNA s’expressen en unitats arbitraries
(ua). HFD, dieta hiperlipidica; Rsg, rosiglitazona; PPARx, receptor activat per
proliferadors peroxisomals o«; CPT1A, transferasa 1A de palmitoilcarnitina; SREBP-
1c, proteina 1c d’'unié a elements reguladors d’esterols; MTP, proteina de
transferencia de triacilglicerols microsomal. Els valors s’expressen com a mitjana
+ error estandard de 7 animals per grup. ANOVA (p<0.05): S, efecte sexe; R,
efecte Rsg; S*R, efecte interactiu sexe i Rsg. Post-hoc (t-test, p<0.05): a, femelles
vs mascles; b, HFD+Rsg vs HFD.
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4.3.2. Discussio

La Rsg s’ha usat en models animals i en humans en la millora de la
sensibilitat a la insulina, de la glucemia i de la lipemia; situacions
associades a I’obesitat i a la resistencia a la insulina (Olefsky 2000; Yki-
Jarvinen 2004). Per aix0, hem usat la Rsg com una eina inductora de la
reversio del perfil lipotoxic de I’hepatocit i hem avaluat els canvis que
genera sobre la sensibilitat a la insulina, I'esteatosi i la funcié
mitocondrial al fetge. Com a resultat, hem posat de manifest I’existencia
d’un dimorfisme sexual en els efectes de la Rsg a rates alimentades amb
una HFD, essent la resposta a I’administracié del farmac més acusada a
les rates mascle. Aquest fet es pot relacionar amb la major disfuncio
metabolica que indueix el consum de la HFD en els mascles. En aquesta
situacio de lipotoxicitat, la suplementaci6 amb Rsg ha millorat la
sensibilitat sistemica i hepatica a la insulina i la funcié mitocondrial, i ha
reduit I’esteatosi i I’estres oxidatiu al fetge, respostes que s’han

manifestat especialment a les rates mascle en comparacié a les femella.

Concretament, els efectes de la Rsg sobre la disminucio de la lipemia i la
insulinemia, aixi com sobre la millora de la tolerancia a la glucosa, es
van produir de manera més notoria a les rates mascle. Cal destacar que
com a consequencia del consum de la HFD, els mascles presentaven un
perfil metabolic menys favorable en comparacio a les femelles,
evidenciat per un perfil lipidic menys saludable i una menor sensibilitat
sistemica a la insulina (veure taula 10, apartat 4.2.1.; taula 12 i figura
34, apartat 4.2.3.), de manera que la Rsg seria més efectiva en
condicions de major disfunci6 metabolica. De fet, en models animals
amb alimentacio control, les TZDs exerceixen pocs o nuls efectes en la
disminucié de la glucemia, mentre que en models animals de resisténcia
a la insulina s’han demostrat ampliament les accions beneficioses de les
TZDs en la millora de la sensibilitat a la insulina i la reduccié de la
glucemia i la lipemia (Day 1999; Olefsky 2000). En aquesta linia, la

major resistencia a la insulina i la major lipemia induides per la HFD a
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les rates mascle, explicaria aquest dimorfisme sexual en la resposta a la
Rsg. Cal destacar també I'augment observat en els nivells circulants de
HDL-c als mascles per efecte del farmac, d’acord amb el que s’ha
descrit previament (Chiquette et al. 2004), aixi com la disminucié de
I'index LDL-c/HDL-c, indicador d’un menor risc cardiovascular
(Fernandez & Webb 2008).

Les TZDs exerceixen els seus efectes a través de la unié especifica i
activacio de PPARy (Tontonoz & Spiegelman 2008). Aquests factors de
transcripcio es troben majoritariament als adipocits, on la seva activacié
promou l’adipogenesi. Com a resultat, els adipocits incrementen la
capacitat de captar acids grassos i d’emmagatzemar lipids, alhora que
augmenten la sensibilitat a la insulina (Tontonoz & Spiegelman 2008).
L’efecte de la Rsg estimulant I’expressié de PPARy es va manifestar en
els dos teixits adiposos estudiats, el retroperitoneal i el gonadal,
resultat que es pot associar amb la disminucié dels nivells serics de
NEFAs i amb la millora de la sensibilitat a la insulina observada a les
rates mascle tractades amb Rsg. En comparacié al teixit adipés, el fetge
normalment expressa nivells baixos de PPARy, pero la seva
sobreexpressié és una caracteristica propia dels fetges esteatosics, ja
que PPARy promou lactivaci6 de gens lipogenics i, per tant,
Ilacumulacié de lipids al teixit (Moran-Salvador et al. 2011; Videla &
Pettinelli 2012). De fet, en el fetge de ratolins exposats a una HFD, la
delecido especifica de PPARy protegeix del desenvolupament de
I’esteatosi (Moran-Salvador et al. 2011). Al nostre estudi, el tractament
amb Rsg no va induir canvis en I’expressié hepatica de PPARy, encara
que soén destacables els nivells d’expressi6 més elevats que presenten
les rates mascle i que serien indicadors del major grau d’esteatosi que
presenten aquests animals per efecte de la HFD. El fet que I'expressio
de PPARyY no es va alterar al fetge en resposta a la Rsg, pero si va
augmentar al WAT, recolza la idea que les TZDs actuen de forma
principal al WAT, des d’on exerceixen les seves accions beneficioses

sobre altres teixits com el fetge (Huang et al. 2013; Vacca et al. 2015;
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Mulder et al. 2016). L’administraci6 de TZDs atenua I'acumulacié de
greix al fetge i millora la sensibilitat a la insulina en pacients afectats de
NAFLD i en ratolins exposats a una HFD, exercint un paper protector
enfront de la progressié de lesions als hepatocits (Tiikkainen et al.
2004; Juurinen et al. 2008; Singh et al. 2015; Mulder et al. 2016).
Aquests efectes sobre el fetge es produirien secundariament a les
senyals emeses pel WAT induides per la uni6é especifica de les TZDs al
PPARy d’aquest teixit. Aixi, ratolins alimentats amb una HFD i amb
delecio especifica de PPARy al fetge responen favorablement a la Rsg,
millorant el perfil sistemic i reduint I’esteatosi al fetge (Gavrilova et al.
2003). A més, I'administraci6 de TZDs directament sobre hepatocits
aillats es relaciona amb un increment de I'acumulacio de lipids
(Schadinger et al. 2005), i amb I’absencia de canvis en la resposta a la
senyalitzacié de la insulina (Jiang et al. 2002), emfatitzant la idea que
les TZDs actuen indirectament al fetge per mecanismes independents
del PPARY hepatic.

En ambdds sexes, el tractament amb Rsg va reduir la lipémia com a
resultat dels efectes del farmac sobre el WAT, i es va reflectir en la
reduccid de l'acumulacié hepatica de lipids i en la millora de la
sensibilitat hepatica a la insulina. Aquests efectes van ser més acusats a
les rates mascle. La menor acumulacié lipidica duria associada una
reduccio d’intermediaris lipidics com les ceramides i els DAGs al fetge.
Aixi, la sensibilitat hepatica a la insulina milloraria, ja que aquestes
molecules interfereixen en la correcta senyalitzacié de I’hormona
(Farese et al. 2012). La funci6 mitocondrial també es va veure
especialment estimulada a les rates mascle per efecte de la Rsg,
associada a I'laugment de les defenses antioxidants i a la disminucié de
la peroxidacié lipidica. Els efectes de la Rsg millorant la funcié
mitocondrial serien importants en la defensa enfront d’alteracions als
hepatocits induides amb la disfunci6 mitocondrial (Auger et al. 2015).
En aquesta linia, I'estimulacié de la funcié mitocondrial i la disminucié

de I'estres oxidatiu a les rates mascle suplementades amb Rsg podrien
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estar implicades en la disminuci6 de I’activacié de JNK, i per tant, amb la

millora de la sensibilitat hepatica a la insulina descrita en aquest sexe.

No obstant el que s’ha indicat, el paper de les TZDs en la NAFLD
presenta certa controversia, atesos els efectes contradictoris descrits en
distints estudis. Per exemple, en ratolins ob/ob el tractament amb Rsg
no reverteix les lesions histologiques propies de la NAFLD, i fins i tot
incrementa els nivells hepatics de PPARYy, I’esteatosi i I’estres oxidatiu, a
la vegada que redueix la funcié de la cadena de transport electronic
(Garcia-Ruiz et al. 2007). També s’ha proposat que el tractament de
ratolins amb Rsg podria estar contraindicat en el tractament de
I’esteatosi al fetge quan els nivells de PPARy del teixit son elevats (Gao
et al. 2016).

A part d’incrementar la diferenciacio dels adipocits, les TZDs exerceixen
els seus efectes beneficiosos al WAT a través de l'augment de
I'expressio i secrecido d’adiponectina, una hormona que augmenta la
sensibilitat a la insulina (Ruan & Dong 2016). D’acord amb aix0, en
ambdos sexes, la Rsg va incrementar I’expressié d’adiponectina al WAT i
els seus nivells circulants, canvis que s’explicarien per la diferent
contribucié dels deposits adiposos a la secrecié d’aquesta adipocina.
Aixi, el WAT gonadal, participaria en major mesura a l'augment dels
nivells serics d’adiponectina que es produeix a les rates femella. No
obstant, aquest teixit també contribuiria a [I'increment de
I’adiponectinemia observada als mascles, tot i que en menor mesura
que a les femelles, i de manera conjunta amb el WAT retroperitoneal.
Aquestes dades suggereixen I’existéncia d’un dimorfisme sexual a nivell
de WAT en la secrecid d’adiponectina induit per I’administracié de Rsg,
tot i que s’ha de tenir en compte la potencial aportacié d’altres deposits

adiposos no estudiats.

Al fetge, I’adiponectina es relaciona amb la millora de la sensibilitat a la
insulina i, a més, amb la disminuciéo de I'esteatosi, la inflamacio i la

fibrosi (Silva et al. 2014). La importancia de la senyalitzacié de
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I’adiponectina en els efectes hepatoprotectors de la Rsg s’ha demostrat
en ratolins alimentats amb una HFD i knockout per I’adiponectina, ja
gue aquests animals presenten esteatosi i inflamacié i una perdua de
I'estimulacio de la funcié mitocondrial quan son tractats amb el farmac
(Zhou et al. 2010). Aquests autors també suggereixen que les
investigacions amb resultats adversos de les TZDs al fetge podrien
deure’s a un senyalitzacié defectuosa de I’adiponectina. Per aixo, no es
pot descartar que la disminucié de 'acumulacié de lipids i la millora de
la sensibilitat a la insulina i de la funci6 mitocondrial al fetge,
evidenciats de manera més accentuada a les rates mascle al present
estudi, estiguin mediats, almenys en part, per I'accié de I’adiponectina.
Aixi, es va observar un augment de la via de senyalitzaci6 de
I’adiponectina al fetge, amb la conseqlient activaci6 d’AMPK a les rates
femella i de PPARx a les mascle. Aquests efectors participen en les
accions de l’adiponectina millorant la sensibilitat a la insulina i
disminuint I’esteatosi hepatiques a través de la inhibici6 de Ia
gluconeogenesi i de 'augment de la utilitzacio dels acids grassos (Silva
et al. 2014). A més, l'adiponectina té un impacte important en la
regulacié de la funcié mitocondrial, de manera que ratolins knockout
d’adiponectina mostren mitocondris amb lesions ultraestructurals i
deficiencies a la cadena de transport electronic al fetge, aixi com
esteatosi hepatica, condicions que poden predisposar a la progressio de
dany hepatic (Zhou et al. 2008).

En resposta al tractament farmacologic, la gluconeogenesi no es va
veure alterada a les rates femella, tal com ho indica 'activitat PEPCK en
condicions basals i d’estimulaci6 amb insulina. En canvi, les rates
mascle tractades amb Rsg milloraren la resposta a la insulina atenuant
la gluconeogeénesi. A més, es va posar de manifest un dimorfisme
sexual quant al maneig dels lipids al fetge en resposta a la Rsg. Per una
banda, els mascles serien més propensos a |'activacio dels mecanismes
d’oxidacié d’acids grassos (PPARx i CPTT1A) i a la disminucié de la

lipogenesi (SREBP-1c), respostes que conduirien a una reduccié de

157



Bel M Galmés Pascual - Tesi doctoral

I’lacumulacié de lipids al fetge. D’altra banda, les rates femella podrien
reduir I'acumulacio intrahepatica de lipids a través d’una major secrecio
de VLDL (MTP). MTP participa en la lipidacié de I’apolipoproteina B-100,
component estructural essencial de les VLDL, i en la maduracio de les
pre-VLDL abans de ser secretades (Kawano & Cohen 2013). Cal destacar
que la disminucié dels TG serics podria explicar-se a través del
metabolisme d’altres teixits. Aixi, s’ha descrit que [I’adiponectina
participa en la reduccié dels TG plasmatics a través de I'increment de
I’activitat LPL al muscul esqueletic (Qiao et al. 2008), per la qual cosa el
catabolisme de les VLDL podria ser més efectiu en el cas de les rates
femella. Per tant, la reduccié de I’esteatosi hepatica en resposta a la Rsg
també s’explicaria per I'augment de I'oxidacié d’acids grassos i la
disminucié de la lipogenesi a les rates mascle, i I'augment de la secrecio
de VLDL a les rates femella. Aquests efectes podrien donar-se a

consequeéncia de I'activacié de la via de I'adiponectina al fetge.

En resum, els resultats del present estudi indiquen I’existéncia de
diferencies entre sexes en la resposta al tractament amb Rsg en
condicions de lipotoxicitat induida per I’alimentaci6 amb una HFD.
Concretament, les rates mascle presenten una resposta més acusada
qgue les femelles al tractament farmacologic, representat per una millora
de I'estat sistemic i, al fetge, per una disminucié de I’esteatosi i de
I’estres oxidatiu, i una millora de la sensibilitat a la insulina i de la
funcié mitocondrial. Aquest comportament podria ser conseqiiencia del
diferent grau de lipotoxicitat present a ambdds sexes, ja que el mateix
tractament dietetic provoca una alteracié metabolica major a les rates
mascle (veure taules 10 i 11, apartat 4.2.1.; figura 28 i 30, apartat
4.2.2.; taules 12 i 13 i figures 34-39, apartat 4.2.2.). Per investigar si
els efectes observats en el present estudi podrien implicar la diferent
accio de I'adiponectina entre les rates mascle i femella, es podrien dur a
terme estudis en hepatocits HepG2 en un entorn lipotoxic.
L’administracio d’adiponectina i d’hormones sexuals permetria coneixer

si les accions de I'adiponectina serien dependents del sexe i si
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explicarien el dimorfisme sexual observat entre les rates mascle i
femella en resposta a la Rsg. A més, i donada la rellevancia d’aquesta
adipocina i de la regulacié estrogenica de la funcié mitocondrial, seria
interessant avaluar els efectes directes que presenta |’adiponectina
sobre la funcié mitocondrial, i si aquests son sinergics als efectes de
I’E2. Aquests estudis esdevindrien rellevants, ja que els nombrosos
efectes hepatoprotectors de l'adiponectina la fan una molecula molt

interessant per a la lluita contra la NAFLD i les alteracions associades.
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Recapitulacié

Estudis previs duts a terme pel nostre grup d’investigacié han fet palesa
I'existencia d’un dimorfisme sexual en la funcié i la biogenesi
mitocondrials a varis teixits de rata. Entre ells, el fetge de les rates
femella es caracteritza per presentar mitocondris més grans i
diferenciats, amb una major capacitat funcional i antioxidant (Justo et al.
2005a; Valle et al. 2007; Nadal-Casellas et al. 2010). Tenint en compte
aquests antecedents, I'objectiu central de la present tesi ha consistit en
aclarir el paper de les hormones sexuals, i en concret de I'’E2, en la
modulacié de la funcié i la biogenesi mitocondrials al fetge per
aprofundir en les causes del dimorfisme sexual. A més a més, també
ens ha interessat analitzar el paper d’aquesta hormona en el
desenvolupament de I’esteatosi i la resistencia a la insulina hepatiques
en un context de lipotoxicitat. La importancia d’aquest estudi es basa en
la funcié rellevant del fetge com a organ central en la regulacié del
metabolisme general de I'organisme, de manera que les alteracions en
el seu funcionament poden tenir un impacte significatiu sobre el
manteniment de [I’homeostasi energetica global i conduir al
desenvolupament de patologies hepatiques. Per assolir aguest objectiu,
s’han combinat experiments in vivo amb rates Wistar (d’ambdéds sexes i

femelles ovariectomitzades) i in vitro amb hepatocits HepG2.

La privaci6 d’estrogens associada a [I'ovariectomia indueix una
disminucié de la funcié i la biogenesi mitocondrials, aixi com també un
increment de I’estres oxidatiu i defectes en el metabolisme lipidic,
alteracions que soén revertides, algunes parcialment, quan els animals
ovariectomitzats son tractats amb E2. Els estudis realitzats amb les
cel-lules HepG2 recolzen els resultats obtinguts in vivo, ja que el
tractament amb E2 incrementa els marcadors de funcié i biogenesi
mitocondrials. Els nostres resultats posen de manifest el paper protector
de I’E2 sobre la funcié i la biogenesi mitocondrials, que es tradueix en
una millora de la capacitat antioxidant i en una disminucié de I'estres
oxidatiu. Per tant, queda demostrat que els estrogens, i en concret I’E2,

contribueixen al dimorfisme sexual que previament haviem descrit en la
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funcio i la biogenesi mitocondrials al fetge (Justo et al. 2005a; Valle et
al. 2007; Nadal-Casellas et al. 2010). Ates que la disfuncié mitocondrial
constitueix un punt clau en la progressidé d’alteracions hepatiques com
la malaltia del fetge gras no alcoholic (NAFLD) (Begriche et al. 2006;
Cameron et al. 2016), la menor incidencia que presenten les dones i les
rates femella a patir aquesta patologia, podria relacionar-se, almenys en
part, amb la protecci6 de la funcié6 mitocondrial que ofereixen els

estrogens.

Hem constatat que els efectes estimuladors de I’E2 sobre la funcid i la
biogénesi mitocondrials al fetge sén mediats principalment pel
coactivador transcripcional PGC-1p. Aixi, el silenciament de I’expressi6
genica de PGC-1PB a les cel-lules HepG2 produeix una disminucié de la
funcié mitocondrial, situacié que el tractament amb E2 no aconsegueix
revertir. En canvi, quan se silencia I'expressié genica de PGC-1x, no
s’observen alteracions als marcadors de funcié mitocondrial. Per tant,
PGC-1B és un element clau en la modulacié dels efectes de I’E2 sobre el
funcionament mitocondrial al fetge, i seria més susceptible que PGC-1«x
a les variacions de I’entorn hormonal. De fet, la implicacié de PGC-1
com a mediador dels efectes de I'E2 sobre la biogenesi i la funcié
mitocondrials ja s’havia suggerit a vasos sanguinis cerebrals de rata
(Kemper et al. 2014). A nivell hepatic, encara que el PGC-1B s’ha
relacionat amb I’estimulacié de la lipogenesi i de la sintesi i secrecié de
VLDL (Lin et al. 2005; Wolfrum & Stoffel 2006), la regulacié que aquest
factor de transcripcido exerceix sobre els mitocondris promovent el
metabolisme oxidatiu, li confereix un efecte hepatoprotector enfront de
I’esteatosi (Bellafante et al. 2013). Per tant, el paper de PGC-1B com a
intermediari dels efectes de I'E2 sobre la funcié6 i la biogenesi
mitocondrials podria estar també associat amb la menor incidencia de
malalties hepatiques al sexe femeni (Tsuneto et al. 2010; Stoppeler et
al. 2013; Pan & Fallon 2014). D’aquesta manera, el PGC-1B podria
constituir una diana terapéutica enfront dels desordres mitocondrials al

fetge.
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El desenvolupament d’esteatosi hepatica i la seva progressié cap a
situacions més lesives i dificilment reversibles estan associats amb
I'obesitat, la resisténcia a la insulina i, en general, amb la sindrome
metabolica (Buzzetti et al. 2016). Els habits de vida sedentaris i el
consum de dietes desequilibrades han propiciat que la prevalenca de la
NAFLD s’hagi incrementat durant els darrers anys (Asrih & Jornayvaz
2015). En aquesta linia, I’'administracié d’una dieta hiperlipidica a rates
mascle i femella com a eina per a la induccié de lipotoxicitat al fetge ens
ha permes avaluar el dimorfisme sexual existent en el desenvolupament
d’alteracions hepatiques. Hem comprovat que les rates femella mostren
una major resistencia a patir els efectes perjudicials de la dieta
hiperlipidica. De fet, les femelles presenten un millor perfil lipidic
circulant i una major sensibilitat a la insulina que els mascles.
Paral - lelament, I'acumulacié intracel-lular de lipids al fetge és també
menor a les femelles com a resultat de I'augment de I'oxidacié d’acids
grassos que compensa l’elevada disponibilitat d’aquests metabolits per
efecte de la dieta hiperlipidica. El perfil lipidic més saludable que
presenten les femelles indicaria un Us més efectiu dels acids grassos,
acompanyat possiblement d’una major captacié per part dels hepatocits.
Aquest dimorfisme sexual i la implicacié de I'E2 en la disminucié de
Ilacumulacié intrahepatica de lipids es reafirma als experiments
realitzats amb cel-lules HepG2 tractades amb palmitat, en els quals
hem observat I’efecte de I’E2 regulant I'expressio de gens involucrats al
metabolisme lipidic. Cal destacar que, tant al fetge de les rates femella
com a les cel-lules HepG2 tractades amb E2, es produeix una activacié
d’AMPK en resposta a la major disponibilitat de combustibles lipidics. A
més a més, la suplementacio amb E2 a les rates ovariectomitzades
també suposa I’activacié d’aquesta cinasa, de manera que I’AMPK podria
constituir un element clau en els efectes de I’hormona sobre el
metabolisme lipidic. AMPK és un sensor metabolic de la cel-lula, que
activa les vies cataboliques per generar ATP i inhibeix les anaboliques
per estalviar energia (Viollet et al. 2009). En aquesta linia, la inhibicié

d’AMPK anul-la els canvis que genera I’hormona sobre I’expressié de
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gens implicats al metabolisme lipidic, i en consequlencia, I'E2 perd la
capacitat de disminuir I’esteatosi hepatica. D’aquesta manera, hem
identificat ’AMPK com a un element intermediari clau dels efectes
beneficiosos de I'E2. Aquests resultats estarien d’acord amb la idea que
I’activacio d’AMPK seria una estrategia viable per fer front a la NAFLD
(Smith et al. 2016). Els nostres resultats, a més, aporten noves
evidencies en relacié als mecanismes subjacents al dimorfisme sexual
existent en la progressié de I’esteatosi. Cal comentar que I’AMPK, a
través de la fosforilacié i activacio dels PGCs, també esta implicada en la
regulacié de la funcié mitocondrial als hepatocits (Villena 2015). Per
tant, seria interessant la realitzacid6 de futurs estudis sobre I’activitat
funcional dels PGCs per tal d’investigar si ’AMPK es troba directament
involucrada en els canvis observats en la biogenesi i la funcio

mitocondrials produits per I’E2.

Els efectes de I’E2 sobre la funcié i la biogenesi mitocondrials al fetge,
posen de manifest que la major resistencia de les rates femella a patir
els efectes lipotoxics del tractament dietetic podria anar lligada,
almenys en part, al manteniment de I’homeostasi mitocondrial. Les
adaptacions metaboliques per fer front a I’elevada disponibilitat d’acids
grassos, com l'increment de la seva oxidacié, semblen no ser suficients
per reduir 'acumulacié de greix que es déna en aquest teixit. De fet,
I’activitat de la cadena de transport electronic esta alterada, de manera
gue es generen ROS i s’afavoreix la progressié de lesions hepatiques
(Begriche et al. 2013). Als hepatocits HepG2, I'E2 no només esta
implicat en la reduccié de I'acumulacié de greix a través de I’activacié
de 'oxidacié dels acids grassos, sind també en la reversié parcial de les
deficiencies de la cadena de transport electronic i en la disminucié de la
produccié de ROS. Aixi, 'augment en paral - lel de I'oxidacié dels acids
grassos i el funcionament efectiu de la cadena de transport electronic
assegura que ambdos processos estiguin en equilibri i, en
consequiencia, els hepatocits estiguin més protegits enfront de la

progressié de I’esteatosi.
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L’acumulacio intrahepatica de determinades especies lipidiques, com els
diacilglicerols o les ceramides, es relaciona amb el desenvolupament de
resistencia hepatica a la insulina, tot i que altres senyals també poden
estar implicades en aquest efecte (Gruben et al. 2014). Entre aquestes
senyals, cal destacar I'activacié de la JNK, que a més de ser una de les
principals vies involucrades en la inflamacié al fetge (Gruben et al.
2014), s’associa amb la disminucié de la senyalitzacié hepatica de la
insulina (Singh et al. 2009; Seki et al. 2012). Aixi, la participacié de JNK
en la inflamacié i en la resistencia a la insulina fa d’aquesta proteina un
element central en la disfuncié de I’hepatocit i en la progressié de
I’esteatosi cap a situacions més lesives. A les rates femella, I’alimentacio
amb la dieta hiperlipidica no altera la sensibilitat hepatica a la insulina,
la qual cosa s’acompanya d’una menor activaciéo de JNK. Cal fer esment
que a les rates ovariectomitzades i als hepatocits HepG2, ambdods
tractats amb E2, també s’observa una menor activacié d’aquesta MAPK.
Aixi, JNK podria constituir un punt susceptible de regulacié pels
estrogens, i contribuiria a la major resistencia de les femelles a la
disfuncié metabolica induida pel tractament dietetic. Entre les senyals
que provoquen l'activacié de JNK, cal destacar les ROS, especies
reactives que es produeixen majoritariament als mitocondris (Seki et al.
2012). Per tant, els efectes beneficiosos de I’E2 sobre el manteniment
de la sensibilitat hepatica a la insulina en condicions lipotoxiques
vendrien determinats per I’estimulaciéo de la funcié mitocondrial i la
disminucié de la produccié de ROS, fets que disminuirien I’activacié de
JNK. Aixi doncs, I’E2 seria un factor destacat en la connexié entre la
funcié mitocondrial i la sensibilitat a la insulina al fetge a través de la
modulacié de JNK, de manera que el manteniment d’una poblacio
mitocondrial sana i amb baixa produccié de ROS evitaria I’activacié de
vies inflamatories i la interrupcié de la senyalitzacié de la insulina
induides per una dieta hiperlipidica. Aquestes consideracions reafirmen
la importancia del correcte funcionament mitocondrial en la preservacié
de la funcié de I’hepatocit, alhora que reforcen la idea de dissenyar

tractaments focalitzats en el manteniment de I’lhomeostasi mitocondrial
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per tal de frenar o revertir la progressio d’alteracions hepatiques (Auger
et al. 2015).

Per avancar en el coneixement dels mecanismes implicats en el
dimorfisme sexual en la disfuncié metabolica al fetge, es va plantejar un
disseny experimental que incloia rates d’ambdos sexes alimentades
amb dieta hiperlipidica suplementada o no amb rosiglitazona, per tal
d’estudiar els canvis que genera aquest farmac sobre [’hepatocit
lipotoxic, i si aquestes modificacions sén dependents del sexe. Les
TZDs, entre elles la rosiglitazona, son un grup de farmacs que actuen
principalment al teixit adipds, on augmenten la sensibilitat a la insulina i
promouen la diferenciacié dels adipocits, augmentant la seva capacitat
d’emmagatzemar lipids i evitant aixi que siguin captats pel fetge
(Tontonoz & Spiegelman 2008). A més, les TZDs estimulen I’expressio6 i
secrecio d’adiponectina, adipocina que augmenta la sensibilitat a la
insulina i que presenta efectes protectors al fetge ampliament
reconeguts (Silva et al. 2014). Els nostres resultats posen de manifest
que els canvis induits pel tractament amb rosiglitazona sobre el perfil
metabolic del fetge lipotoxic sén considerablement més notoris a les
rates mascle, evidenciats per una millora de la sensibilitat hepatica a la
insulina i de la funcié mitocondrial, i per una reduccié de I'esteatosi i de
I’estres oxidatiu. Aquestes diferéncies entre sexes estarien associades al
grau de disfuncid metabolica induit pel tractament dietetic, ates que
s’ha descrit que els efectes del farmac s6n més acusats en situacions de
resisténcia a la insulina i de hiperlipemia (Day 1999; Olefsky 2000). Aixi
mateix, l’adiponectina participaria, almenys en part, en aquestes
accions, la qual cosa esta d’acord amb I'augment dels seus nivells serics
i amb I'activacié de la seva via de senyalitzaci6 en ambdos sexes al
fetge en resposta al tractament farmacologic. L’adiponectina té un
impacte rellevant en la preservacié de la funcié mitocondrial, de
I’esteatosi i de la progressio d’alteracions hepatiques (Zhou et al. 2008),
accions que la situen com una molecula rellevant en la proteccio de la

disfuncié metabolica de I’hepatocit.

168



Recapitulacié

En conjunt, els resultats de la present tesi doctoral posen de manifest
gue els estrogens, i en concret I’E2, actuen com a moduladors de la
funcid i la biogenesi mitocondrials, i de I’estres oxidatiu al fetge. A més,
hem descrit una regulaci6 de [I'’expressio de gens implicats al
metabolisme lipidic per part de I’hormona. Aquests efectes hormonals
resulten particularment rellevants en un context lipotoxic, ja que
s’associen amb la proteccié de I’hepatocit enfront de I'esteatosi, I'estres
oxidatiu i la resistencia hepatica a la insulina. L’ampli rang d’efectes
beneficiosos de I’E2 sobre el fetge aporta nous coneixements sobre els
mecanismes implicats en el dimorfisme sexual en la prevalenca de
lesions hepatiques. Finalment, els resultats recolzen I'Gs de terapies
encaminades al manteniment de |’homeostasi mitocondrial en la
prevencidé i tractament de [|’esteatosi o la resistencia a la insulina

hepatiques.
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6. CONCLUSIONS






Conclusions

El dimorfisme sexual descrit en el funcionament mitocondrial
del fetge de rata depen, en part, dels efectes estimuladors de
I’estradiol, els quals son mediats principalment pel coactivador

transcripcional PGC-18.

Els efectes de I'estradiol estimulant la funcié i la biogénesi
mitocondrials es donen també a I’hepatocit en condicions de
lipotoxicitat. A les rates femella alimentades amb la dieta
hiperlipidica, el manteniment d’una poblacié mitocondrial
saludable explicaria la proteccid6 que mostra aquest sexe
enfront de la disfunci6 metabolica hepatica induida pel

tractament dietetic.

En una situacié d’elevada disponibilitat de combustibles
lipidics, el fetge de les rates femella aixi com els hepatocits
HepG2 tractats amb estradiol, presenten un augment de
I’expressio de gens implicats en la captacio, oxidacio i secrecio
d’acids grassos, i una disminucid6 de I’expressié de gens
lipogenics. L’activacio de I’AMPK hepatica constituiria un
mecanisme intermediari clau en aquests efectes per part de
I’estradiol i explicaria la menor esteatosi induida per la dieta
hiperlipidica al fetge de les rates femella en comparaci6 a les

mascle.

L’estradiol redueix [I'activaci6 hepatica de la JNK, tant en
situacio control com de lipotoxicitat, restablint en aquest
darrer cas la sensibilitat hepatica a la insulina. Els efectes
beneficiosos de [I’estradiol vendrien determinats per una
disminucié de la produccié de ROS, associada a una millora de
la funcié mitocondrial, que disminuiria I’activacio de la JNK. El
manteniment d’una poblacié mitocondrial funcional, amb baixa
produccio de ROS, evitaria I’activacié de les vies inflamatories i
la interrupcié de la senyalitzacié de la insulina induides pels

estimuls lipotoxics.
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V. Existeixen diferencies entre sexes en la resposta al tractament
amb rosiglitazona. Els canvis induits pel farmac sén més
accentuats al fetge de les rates mascle i consisteixen en un
increment de la sensibilitat a la insulina i de la funcio
mitocondrial, i una reducci®é6 de [l'esteatosi i de I’estres
oxidatiu. Aquesta resposta més manifesta dels mascles a la
rosiglitazona estaria relacionada amb el major grau de
disfuncié6 metabolica que indueix el tractament dietetic en

aquest sexe.
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