Universitat

de les Illes Balears

TESI DOCTORAL
2021

EFECTES MODULADORS DE LES HORMONES SEXUALS FEMENINES
SOBRE EL SISTEMA CARDIOVASCULAR EN LA DIABESITAT

Agustin Gonzalez Vicens






Universitat

de les Illes Balears

TESI DOCTORAL
2021

EFECTES MODULADORS DE LES HORMONES SEXUALS FEMENINES
SOBRE EL SISTEMA CARDIOVASCULAR EN LA DIABESITAT

Agustin Gonzalez Vicens

Programa de Doctorat en Nutricid i Ciéncies dels Aliments

Directora: Dra. Ana Maria Proenza Arenas

Directora i tutora: Dra. Magdalena Gianotti Bauza

Doctor per la Universitat de les llles Balears






Amb el vistiplau de les directores:

Dra. Magdalena Gianotti Bauza Dra. Ana Maria Proenza Arenas

Catedratica d’Universitat Catedratica d’Universitat

Area de Bioquimica i Biologia Molecular

Dept. Biologia Fonamental i Ciencies de la Salut

L’interessat

Agustin Gonzalez Vicens



Universitat de les
Illes Balears

Dra. Magdalena Gianotti Bauza, de la Universitat de les llles Balears

DECLARO:

Que la tesi doctoral que porta per titol Efectes moduladors de les hormones
sexuals femenines sobre el sistema cardiovascular en la diabesitat, presentada
pel senyor Agustin Gonzalez Vicens per a I'obtenciod del titol de doctor, ha estat
dirigida sota la meva supervisié i que compleix amb els requisits necessaris per

optar al titol de Doctor.

| perquée quedi constancia d'aixd signo aquest document.






Universitat de les
Illes Balears

Dra. Ana Maria Proenza Arenas, de la Universitat de les llles Balears

DECLARO:

Que la tesi doctoral que porta per titol Efectes moduladors de les hormones
sexuals femenines sobre el sistema cardiovascular en la diabesitat , presentada
pel senyor Agustin Gonzalez Vicens per a I'obtencio del titol de doctor, ha estat
dirigida sota la meva supervisié i que compleix amb els requisits necessaris per

optar al titol de Doctor.

| perquée quedi constancia d'aixd signo aquest document.






Gracies a totes les persones que han
contribuit al desenvolupament
d’aquest projecte i que m’han recolzat

en els moments més dificils






iITACA

Quan surts per fer el viatge cap a [taca,
has de pregar que el cami sigui llarg,
ple d'aventures, ple de coneixences.
Els Lestrigons i els Ciclops,
I'airat Posidd, no te n'esfereeixis:
son coses que en el teu cami no trobaras,
no, mai, si el pensament se't manté alt,
si una emocid escollida et toca l'esperit i el cos alhora.
Els Lestrigons i els Ciclops,
el ferog Posidd, mai no sera que els topis
si no els portes amb tu dins la teva anima,
si no és la teva anima que els dreca davant teu.

Has de pregar que el cami sigui llarg.

Que siguin moltes les matinades d'estiu
qgue, amb quina delectanca, amb quina joia!
entraras en un port que els teus ulls ignoraven;
gue et puguis aturar en mercats fenicis
i comprar-hi les bones coses que s'hi exhibeixen,
corals i nacres, marbres i banussos
i delicats perfums de tota mena:
tanta abundor com puguis de perfums delicats;
que vagis a ciutats d'Egipte, a moltes,

per aprendre i aprendre dels que saben.

Sempre tingues al cor la idea d'[taca.
Has d'arribar-hi, és el teu desti.
Pero no forcis gens la travessia.
Es preferible que duri molts anys
i que ja siguis vell quan fondegis a I'illa,
ric de tot el que hauras guanyat fent el cami,
sense esperar que t'hagi de dar les riqueses [taca.
[taca t'ha donat el bell viatge.
Sense ella no hauries pas sortit cap a fer-lo.

Res més no té que et pugui ja donar.
| si la trobes pobra, no és que [taca t'hagi enganyat.
Savi com bé t'has fet, amb tanta experiéncia,
ja hauras pogut comprendre qué volen dir les [taques.

Constantinos Kavafis
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Resum

Efectes moduladors de les hormones sexuals femenines
sobre el sistema cardiovascular en la diabesitat

Tesi doctoral, Agustin Gonzdlez Vicens, Programa de Doctorat en Nutricio i Universitat
Ciéncies dels Aliment. Grup de Metabolisme Energétic i Nutricio, Departament  de les Illes Balears
de Biologia Fonamental i Ciéncies de la Salut.

El paper protector dels estrogens front I'obesitat, la diabetis i les seves
complicacions a nivell cardiovascular és objecte d’estudi. Alguns estudis han
posat de manifest que les rates femella presenten una major capacitat de
resistencia al desenvolupament de diabetis i obesitat induida per una dieta
hiperlipidica que els mascles i aquest fet s’ha atribuit a les hormones sexuals
femenines. També son nombroses les evidencies, amb models que simulen la
menopausa en rates mitjangant una ovariectomia, que mostren I'efecte protector
dels estrogens a diferents organs. Igualment, altres estudis en cor, aorta o en
cel-lules provinents d’aquests organs han demostrat els efectes directes dels
estrogens sobre la funcid mitocondrial, aixi com el seu paper protector front
I’estrés oxidatiu o la disfuncié endotelial. Ara bé, recentment diversos estudis en
humans han descrit que els possibles efectes cardioprotectors dels estrogens
podrien veure’s disminuits per la diabetis i 'obesitat (diabesitat) i que, en
aquestes condicions, les dones tenen un risc superior de sofrir un accident

cardiovascular respecte als homes en les mateixes circumstancies.

Tenint en compte aquests antecedents, s’ha plantejat com objectiu principal
d’aquesta tesi estudiar els efectes de les hormones sexuals femenines i, en
concret, els de l'estradiol, en el sistema cardiovascular en condicions de
diabesitat, per tal d’aportar evidencies sobre aquesta possible dualitat del paper
dels estrogens. Per assolir aquest objectiu s’ha utilitzat un model de rata de la
soca ZDF que, per una mutacio al receptor de la leptina, desenvolupa diabesitat

en resposta a una dieta hiperlipidica. Per anul-lar la producci6 endogena
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d’estrogens es va realitzar una ovariectomia i un grup es va tractar amb estradiol
per determinar els efectes d’aquesta hormona en concret. Es va monitoritzar la
glucemia i el pes corporal setmanalment i en el moment del sacrifici es va
extreure el cor i I'aorta per a determinar marcadors de funcié mitocondrial,
disfuncid endotelial, fibrosi, inflamacié i dany oxidatiu. Els experiments in vivo es
varen complementar amb experiments in vitro amb cardiomioblasts H9c2 i
cel-lules endotelials HUVEC tractades amb estradiol en condicions que simulen la
glucolipotoxicitat caracteristica de la diabesitat, per avaluar els efectes d’aquesta

hormona.

Els resultats obtinguts indiquen que I'ovariectomia atenua la condicié patologica
en rates diabesiques ja que promou una disminucié de marcadors relacionats
amb el risc cardiovascular com la hiperglucémia, la resisténcia a la insulina, la
fibrosi cardiaca i la disfuncié endotelial principalment. També s’ha observat
que el tractament amb estradiol reverteix els efectes atenuadors de
I’ovariectomia, el que posa de manifest la idea d’un efecte deleteri dels estrogens
en la diabesitat. Per altra banda, els resultats obtinguts a cel-lules endotelials,
indiquen que l'estradiol potencia I'efecte de la glucolipotoxicitat incrementant
I'expressié de parametres de disfuncié endotelial, el que corrobora el perfil

observat a les aortes de les rates tractades amb estradiol.
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Resumen

Efectos moduladores de las hormonas sexuales femeninas
sobre el sistema cardiovascular en la diabesidad

Tesis doctoral, Agustin Gonzdlez Vicens, Programa de Doctorado en Nutricion Universitat
y Ciencias de los Alimentos. Grupo de Metabolismo Energético y Nutricion, de les Illes Balears
Departamento de Biologia Fundamental y Ciencias de la Salud.

El papel protector de los estréogenos contra la obesidad, la diabetes y sus
complicaciones a nivel cardiovascular es objeto de estudio. Algunos estudios han
demostrado que las ratas hembra tienen una mayor capacidad de resistencia al
desarrollo de la diabetes y la obesidad inducida por una dieta hiperlipidica que
las ratas macho y esto se ha atribuido a las hormonas sexuales femeninas.
También hay numerosas pruebas, con modelos simulados de menopausia en
ratas, utilizando una ovariectomia, que muestran el efecto protector de los
estrogenos en diferentes érganos. Asimismo, otros estudios en el corazon, en la
aorta o en células de estos 6rganos han demostrado los efectos directos de los
estréogenos sobre la funcion mitocondrial, asi como su papel protector contra el
estrés oxidativo o la disfuncién endotelial. Sin embargo, recientemente varios
estudios en humanos han descrito que los posibles efectos cardioprotectores de
los estrégenos podrian verse disminuidos por la diabetes y la obesidad
(diabesidad) ya que, en estas condiciones, las mujeres tienen un riesgo mayor de
sufrir un accidente cardiovascular en comparacion a hombres en las mismas
circunstancias. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se ha propuesto como
objetivo principal de esta tesis estudiar los efectos de las hormonas sexuales
femeninas y, en concreto, los del estradiol, en el sistema cardiovascular en
condiciones de diabesidad, con el fin de aportar pruebas sobre esta posible
dualidad del papel de los estrogenos. Para lograr este objetivo, se ha utilizado un
modelo de rata de la cepa ZDF que, por una mutacién en el receptor de leptina,
desarrolla diabesidad en respuesta a una dieta hiperlipidica. Para cancelar la

produccion enddgena de estrogenos se realizd una ovariectomia y un grupo fue
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tratado con estradiol para determinar los efectos de esta hormona en particular.
La glucemia y el peso corporal fueron monitoreados semanalmente y en el
momento del sacrificio se extrajeron el corazén y la aorta para determinar
marcadores de la funcion mitocondrial, disfuncion endotelial, fibrosis,
inflamacion y dafio oxidativo. Los experimentos in vivo se complementaron con
experimentos in vitro con cardiomioblastos H9c2 y células endoteliales HUVEC
tratados con estradiol en condiciones que simulan la glucolipotoxicidad

caracteristica de la diabesidad, para evaluar los efectos de esta hormona.

Los resultados obtenidos indican que la ovariectomia atenua la condicidon
patolégica en ratas diabéticas, ya que promueve una disminucién en los
marcadores relacionados con el riesgo cardiovascular como la hiperglucemia, la
resistencia a la insulina, la fibrosis cardiaca y la disfuncion endotelial
principalmente. También se ha observado que el tratamiento con estradiol
revierte los efectos atenuantes de la ovariectomia, lo que pone en relieve la idea
de un efecto deletéreo de los estrogenos en la diabesidad. Por otro lado, los
resultados obtenidos en las células endoteliales indican que el estradiol potencia
el efecto de la glucolipotoxicidad aumentando la expresion de los parametros de
disfuncidn endotelial, lo que corrobora el perfil observado en aortas de las ratas

ZDF tratadas con estradiol.
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Abstract

Modulating effects of female sex hormones on the
cardiovascular system in diabesity

Doctoral thesis, Agustin Gonzdlez Vicens, Doctoral Programm of Nutrition and

Food Sciences. Energy Metabolism and Nutrition Group, Department of g{::‘ﬁﬁ!ﬂgts

Fundamental Biology and Health Sciences

The protective role of estrogens against obesity, diabetes and their complications
at cardiovascular level is a subject of study. Some studies have shown that female
rats have a greater capacity of resistance to the development of diabetes and
obesity induced by a high-fat diet than their female counterparts and this has
been attributed to female sex hormones. There is also evidence, with models
simulating menopause in rats using an ovariectomy, showing the protective role
of estrogens on different organs. Likewise, other studies in the heart, aorta or in
cells cultures from these organs have shown the direct effects of estrogens on
mitochondrial function, as well as their protective role against oxidative stress or
endothelial dysfunction. However, recently several studies in humans have
described that the possible cardioprotective effects of the estrogens could be
abrogated by diabetes and obesity (diabesity) because, in these conditions,
women have a higher risk to suffer a cardiovascular event than men in the same

circumstances.

Taking these antecedents into account, it has been proposed as the main
objective of this thesis to study the effects of female sex hormones, and
specifically estradiol, on the cardiovascular system under diabesity conditions in
order to provide evidence on this possible dual role of estrogens. To achieve this
goal, a rat model of the ZDF strain has been used, which, by a mutation in the
leptin receptor, develops diabesity in response to high-fat diet. To abolish the
endogenous production of estrogen rats were ovariectomized and a group was

treated with estradiol to determine the effects of this particular hormone.
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Glycemia and body weight were monitored weekly and at the time of sacrifice
heart and aorta were extracted to determine markers of mitochondrial function,
endothelial dysfunction, fibrosis, inflammation and oxidative damage. In vivo
experiments were complemented by in vitro treatment with estradiol of H9c2
cardiomyoblasts and HUVEC endothelial cells under conditions of
glucolipotoxicity that mimicked diabesity in order to assess the effects of

estradiol in these conditions.

The results obtained indicate that ovariectomy attenuates the pathological
condition in diabetic rats as it promotes a decrease in markers related to
cardiovascular risk such as hyperglycemia, insulin resistance, heart fibrosis and
endothelial dysfunction. It has also been observed that estradiol treatment
reverses the mitigating effects of ovariectomy, which highlights the idea of a
deleterious effect of estrogens on diabesity. On the other hand, the results
obtained in endothelial cells indicate that estradiol enhances the effect of
glucolipotoxicity by increasing the expression of endothelial dysfunction
parameters, which corroborates the profile observed in aorta of those rats

treated with estradiol.
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1. Introduccio



Introduccio

1.1 Les malalties cardiovasculars. Factors de risc

Les malalties cardiovasculars (MCV) sén un conjunt d’afeccions del cor i els vasos
sanguinis. Segons dades de I’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) [1], el 2019
les MCV van ser la primera causa de mort tan en homes com en dones amb un
total de 15,2 milions de morts (sumant les morts per malaltia coronaria i per
accident cerebrovascular). A Espanya, les dades de I'tdltim informe de I'Instituto
Nacional de Estadistica (INE), resumides en la figura 1, situen a les MCV en
primera posicio de les causes de defuncié el 2017, sent la primera causa de mort
del sexe femeni i la segona del sexe masculi, després dels tumors. Cal destacar,
gue entre les morts per MCV es varen observar diferéncies entre sexes. Aixi
doncs, la isquémia cardiaca va afectar majoritariament a homes mentre que en

les dones ho van fer les malalties cerebrovasculars i la insuficiencia cardiaca.

Total Hombres Muijeres
Total enfermedades 424.523 214.236 210.287
Enfermedades isquémicas del corazén 32.325 19.132 13.193
Enfermedades cerebrovasculares 26.937 11.555 15.382
Cancer de bronquios y pulmén 22.089 17.241 4.848
Demencia 21.001 6.977 14.024
Insuficiencia cardiaca 19.165 6.964 12.201
Enf. cronicas de las vias respiratorias inferiores (ECVRI) 15.486 11.233 4.253
Enfermedad de Alzheimer 15.202 4.335 10.867
Enfermedad hipertensiva 12.560 3.986 8.574
Cancer de colon 11.406 6.586 4.820
Neumonia 10.222 5.279 4.943
Diabetes mellitus 9.773 4.293 5.480
Cancer de pancreas 6.868 3.590 3.278
Insuficiencia renal 6.618 3.043 3.575
Cancer de mama 6.573 84 6.489
Cancer de préstata 5.938 5.938 0

T Causas con peso relativo superior al 1,4%

Figura 1. Defuncions segons la causa de mort més freqiient. Espanya 2017.
Font: Defunciones segun las causas de muerte por grupos de enfermedades (2018) [2].

Les MCV es poden classificar en funcié de I'etiologia, de I’0rgan o teixit que afecta
i també del desenvolupament propi de la malaltia. Des del punt de vista
epidemiologic les MCV amb més prevalenga sén la malaltia coronaria i els

accidents cerebrovasculars, que alhora engloben diferents manifestacions
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cliniques. En les ultimes decades pero, degut a 'augment de la diabetis mellitus
tipus 2 (DM2), ha agafat importancia la cardiomiopatia diabética (CMD) com
entitat clinica propia, encara que no sol ser un diagnostic clinic ja que el que es
diagnostica son les seves manifestacions cliniques com la insuficiencia cardiaca.
La CMD es troba classificada dins el grup de les cardiomiopaties perque les
principals alteracions es produeixen en els cardiomiocits, i a més, és una patologia

independent de la presencia de malaltia coronaria.

Factors de risc de les malalties cardiovasculars

Historicament les MCV s’han associat estretament a la hiperlipemia i al
desenvolupament de la placa d’ateroma pero, amb I'augment de la prevalenga
de la diabetis i la millora que han suposat els tractaments hipolipemiants, el focus
d’atencié actualment esta virant cap a un nou factor de risc, la hiperglucemia.
Sigui com sigui, la diabetis i I'obesitat son dues de les afeccions que conformen la
Sindrome Metabolica (SMet), la qual es considerada un dels factors de risc més
importants pel desenvolupament de MCV. En una revisio sistematica recent [3]
de la literatura cientifica entre els anys 2007 i 2017, sobre la prevalenca de MCV
en DM2, els autors varen concloure que les MCV varen ser la causa de mort de
gairebé el 50% dels subjectes analitzats (n= 4 549 481). Tenint en compte les
dades de la International Diabetes Federation [4], el nombre de persones que
pateixen DM2 ha passat de 108 milions el 1980 a 422 milions el 2014 i es preveu
arribar a 642 milions el 2040. Aixi doncs, ens trobem davant un futur repte de

salut global on la diabetis i les malalties cardiovasculars seran les protagonistes.

Les MCV es defineixen en la majoria dels casos com malalties croniques i el seu
desenvolupament depén fortament de factors modificables. Segons estimacions
de la OMS al voltant del 80% de les morts prematures per MCV podrien ser
evitades amb un correcta prevencid dels factors de risc modificables com la

hiperglucemia, la hipercolesterolemia, el tabaquisme o la hipertensié arterial.
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Alguns dels factors de risc esmenats anteriorment, com la hiperglucemia o la
hipercolesterolemia, estan directament implicats en la formacié de la placa
d’ateroma a les arteries que, amb el temps, porten a la insuficiencia cardiaca per
isquémia coronaria o bé participen en la formacié d’embols que poden acabar en
un infart de miocardi o un ictus isquemic. Altres, com la hipertensié arterial
augmenten la demanda energetica del muscul cardiac i potencien el
desenvolupament de la insuficiéncia cardiaca i, en alguns casos, un sol factor de
risc, com la hiperglucemia, és la causa principal d’'una malaltia com la CMD. Els
factors de risc modificables son els mateixos per a homes i dones, pero s’ha
demostrat en diversos estudis que alguns factors com la diabetis mellitus
confereixen el doble de risc de morir per MCV en dones que en homes [5]—[8].
Entre els factors de risc cardiovascular no modificables trobam I'edat, factors
genetics, la raga i el sexe. Tradicionalment s’ha associat, erroniament, una menor
prevalenca de MCV en dones. Les causes d’aquest concepcid sén varies pero
destaquen el fet de que les dones presenten una simptomatologia diferent a la
dels homes en algunes patologies cardiaques com I’angina i el fet que les dones,
generalment, presenten les primeres manifestacions de MCV uns 10 anys més
tard que els homes [9]. Aquest segon fet s’ha associat a I'efecte protector de les
hormones sexuals femenines que tindrien un cert paper cardioprotector i que es
veuria disminuit amb la menopausa i la disminucié dels nivells circulants
d’hormones sexuals femenines, especialment I'estradiol (E2). També s’ha de tenir
en compte que tan en recerca clinica com en assajos clinics, la presencia d’homes
entre els subjectes participants ha estat superior [10] i per tant hi ha hagut un
biaix tant en I'estudi de la fisiopatologia de les MCV, i els seus simptomes, com
també en el seu tractament en les dones. A partir dels anys 60 del segle XX, amb
la introduccié de nous farmacs i estrategies de salut publica, es va millorar el
tractament de les MCV i, conseqlientment, es va reduir notablement la mortalitat
global, no obstant, la reduccié de mortalitat ha estat superior en homes que en

dones [11]. Aquesta diferéncia podria ser deguda a un menor Us de terapies
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preventives en les dones que anirien destinades a disminuir els factors de risc

com la hipercolesterolemia, I'obesitat i la hipertensio [12], [13].

Tenint en compte que la prevalenga de diabetis esta augmentant globalment no
seria estrany veure un impacte major sobre la mortalitat cardiovascular. De fet,
segons les darreres dades de I'INE, al 2017 (figura 1) les morts per MCV
comparades amb I'any anterior varen ser un 2,8% superiors en dones front un
1,6% en homes [2]. Aixi mateix, a la mateixa figura es pot observar que al 2017
les morts per diabetis varen ser superiors en dones que en homes, situacié que
es contraposa a la concepcid classica de que les dones estan protegides enfront
la diabetis. Per tals motius, a pesar de I'efecte cardioprotector documentat dels
estrogens en condicions metaboliques sanes [14], [15], es posa en entredit
I'efecte cardioprotector dels estrogens durant la diabesitat. Per aixo, és
imprescindible incorporar la variable hormonal en els estudis en condicions com
la DM2 o l'obesitat per aixi poder donar una resposta terapeutica adient en cada

situacio.

1.2 Cardiomiopatia diabetica

La CMD és una afeccid del teixit muscular cardiac definida per I'existencia d’una
estructura del miocardi alterada i disfuncié ventricular en absencia de malaltia
coronaria, hipertensié o malalties valvulars en pacients amb diabetis [16]. En
I'etiologia de la CMD destaquen la hiperglucémia, I'estres oxidatiu i la disfuncid
mitocondrial. Durant els primers estadis, la CMD es presenta com una alteracid
subclinica caracteritzada per canvis estructurals com hipertrofia ventricular i
fibrosis, aixi com també, alteracions a la senyalitzacié cel-lular. A conseqliencia
de l'augment de rigidesa del miocardi s’acaba produint disfuncié cardiaca
subclinica que acaba derivant a una insuficiencia cardiaca severa. De fet, alguns
estudis recents [17] han posat de manifest que existeix una relacié lineal entre la

glucemia i la mortalitat cardiovascular.
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A continuacié es detallen les vies metaboliques implicades en les principals
alteracions presents en la CMD (figura 2). Com elements iniciadors es destaca la
perdua de sensibilitat a lainsulina i la reduccio de la captacié i oxidacié de glucosa
gue va acompanyada d’un increment en la captacié de lipids. L’alteracié en la
captacio dels substrats energetics suposa una acumulacié intracardiaca de lipids
una major dependencia de l'oxidacié d’acids grassos, el que condueix a la
formacio de metabolits toxics i a la disfuncié mitocondrial. En ultima instancia, la
desregulacié dels fluxos de calci i l'estres oxidatiu, juntament amb les
modificacions estructurals de la matriu extracel-lular, contribueixen al

desenvolupament de la hipertrofia i a la disfuncié cardiaca.
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Figura 2. Principals vies metaboliques implicades en la cardiomiopatia diabética.
Font: Emerging Actors in Diabetic Cardiomyopathy: Heartbreaker Biomarkers or Therapeutic
Targets? (2018) [18]
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1.2.1 Metabolisme energetic cardiac i resistéencia a la insulina

En condicions fisiologiques, el muscul cardiac es capag¢ d’utilitzar diversos
substrats tals com acids grassos (AG), glucosa, cossos cetonics, lactat i alguns
aminoacids, com a combustibles per a produir ATP. La major part de I'energia
utilitzada pel cor, fins a un 90-95%, prové de la fosforilacié oxidativa produida als
mitocondris, que ocupen aproximadament un 30% del volum cel-lular. El 5-10%
restant prové de I'oxidacio de la glucosa i el lactat a través del cicle de Krebs [19],
[20]. La captacié d’AG al cor es produeix majoritariament a través de la
translocacié del transportador CD36 a la cara externa de la membrana cel-lular.
En condicions d’hiperlipemia I'expressié de CD36 es troba estimulada el que

contribueix a una major translocacid i captacié d’AG [21], [22].

Per altra banda, la captacio de la glucosa al cor esta lligada majoritariament al
receptor GLUT4 i aquest depén de I'estimulacié de la insulina, via PI3K/AKT , per
a translocar-se a la membrana cel-lular i realitzar la seva funcié. En la CMD, la
captacioé de glucosa es troba alterada degut a la dessensibilitzacio de la via de la
insulina el que incrementa la captacio i oxidacié mitocondrial d’AG per suplir la
falta energetica causada per la menor oxidacié de glucosa. Com a resultat
d’aquest canvi de substrat energetic es produeixen més metabolits provinents de
I"oxidaciéo d’AG com el diacilglicerol (DAG) i les ceramides que contribueixen a
I’anomenada lipotoxicitat cardiaca. Un dels efectes de la lipotoxicitat, i que a més
expliquen la dessensibilitzacié de la via de la insulina, és a través de I’activacié de
proteina-cinases (PKC) per part de les ceramides i el DAG que produeix el bloqueig
de la senyalitzacié de I'eix PI3K/AKT i la translocacié de GLUT4 [23]-[25]. A la
CMD, la dificultat per captar glucosa accentua la dependéncia cardiaca d’AG que,
alhora, dificulta encara més la captacié de glucosa i s’acaba produint un cicle
vicids que altera el metabolisme cardiac. Alguns estudis han posat de manifest

que l'activacio de 'AMPK cardiaca millora la captacié de glucosa i la funcid
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cardiaca [26] i podria ser una bona diana terapeutica per a revertir els efectes de

la cardiomiopatia diabetica.

1.2.2 Disfuncié mitocondrial i estres oxidatiu

La disfuncié mitocondrial juga un paper molt important en el desenvolupament
de diverses malalties, com és el cas de la CMD. Degut a |'elevada demanda
energetica del cor i tenint en compte que el mitocondri satisfa gairebé tota
aquesta demanda a través de I'oxidacié dels AG, es sap que una disfuncié en
aquest organul té conseqliencies negatives per al metabolisme cardiac. Com ja
s’ha comentat anteriorment, degut a la disminucié de I'Us de la glucosa en el cor
diabetic, s’estimula I'oxidacié d’AG en el mitocondri el que provoca una major
produccié d’especies reactives d’oxigen (ROS) a través dels complexes li lll de la
cadena de transport d’electrons. D’entre les principals ROS destaquen ['ié
superoxid, el peroxid d’hidrogen (H,0,) i el radical hidroxil i degut a les seves
caracteristiques quimiques tenen una alta capacitat per reaccionar amb
biomolecules com I’ADN, les proteines i els lipids produint la seva destruccié o
mal funcionament. Per altra banda, en certes situacions també s’ha vist que
algunes ROS tenen capacitat per estimular o inhibir vies de senyalitzacié [27].En
condicions fisiologiques, la formacid de ROS és un procés natural que pot ser
degudament contrarestat pels sistemes antioxidants de la cél-lula cardiaca. No
obstant aix0, la capacitat antioxidant és limitada i quan aquesta es sobrepassada
es crea un entorn d’estres oxidatiu.

Aixi doncs, a conseqiiencia de la hiperproduccié de ROS en el cor diabetic, es
produeix un entorn estressant que condueix a I'increment de la via del poliols,
formacid de productes avangats de glicosilacié (AGE), augment de receptors per
AGEs, activacié de PKC i inhibicié de la produccié d’eNOS entre d’altres efectes
que, conjuntament, contribueixen al desenvolupament de la cardiomiopatia [27],

[28].
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1.2.3 Alteracions estructurals de la cardiomiopatia diabética

La CMD es caracteritza estructuralment per la presencia de fibrosis i hipertrofia
ventricular esquerra (HVE). Els mecanismes pels quals es produeixen aquestes
alteracions son diversos i es troben interrelacionats.

La fibrosi cardiaca es caracteritza per la presencia anormalment alta de fibres de
col-lagen principalment dels tipus | i Ill a I'espai que conforma la matriu
extracel-lular (MEC). Per altra banda, la HVE es manifesta com un augment de la
mida dels cardiomiocits acompanyada de l'expansié de la MEC. Ambdues
alteracions limiten greument la funcié cardiaca fent a aquest organ energetica i
hemo-dinamicament menys eficient. Alguns dels factors que promouen la
hipertrofia del teixit cardiac son la hiperglucemia, la resisténcia a insulina i la
produccié de ROS que promouen I'expressio de gens implicats amb la hipertrofia
com el factor de creixement TGFB1 o la endotelina-1 (ET-1). A més, també s’ha
vist que TGFB1 participa en el procés fibrotic al cor mitjangant la regulacié de
precursors de la fibrosi. Aquest factor de creixement es troba augmentat en el
cor de rates diabetiques i, tot i que no es coneixen tots els mecanismes, s’ha vist
que la hiperglucemia és un factor que estimula la seva expressio [29]. S’ha posat
de manifest que una produccié d’oxid nitric (NO) limitada juntament amb una
produccié de ROS incrementada produeixen I'activacié de la via TGFB1/SMAD el
que condueix a I'augment de la fibronectina (FN1) i les fibres de col-lagen a la
MEC [16]. Per altra banda, la desregulaciéd de la via de la insulina promou
alteracions en el fluxos de Ca?* disminuint la quantitat de Ca?* del reticle
sarcoplasmatic i augmentant el Ca?* intracel-lular la qual cosa altera la relaxacio
del muscul cardiac. Més concretament, la via de la PI3K/AKT s’ha vist que esta
implicada en la compartimentacié del Ca?* al reticle a través del transportador
SERCA2a [23], [30]. La relaxacié ineficient del muscul cardiac és la principal causa
mecanica de la insuficiencia diastolica i amb el temps contribueix, juntament amb

la fibrosi de la MEC, al desenvolupament de la HVE.
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1.2.4 Inflamacid del teixit cardiac

La CMD esta lligada a la resposta inflamatoria i el seu origen és multifactorial [31].
La DM2 i la obesitat son dues de les afeccions que conformen la SMet, que es
relaciona amb un estat proinflamatori degut als efectes directes de la
hiperglucemia, la hiperinsulinemia i la hiperlipemia sobre diferents teixits com el
teixit adipds o els vasos sanguinis. Com a resultat, aquests produeixen diferents
biomolecules inflamatories que actuen localment al teixit (efecte autocri) i, a
més, poden ser alliberades al torrent sanguini i afectar a tot I'organisme (efecte
endocri) produint una inflamacié cronica lleu [32]. Degut a la cronicitat de la
SMet, la resposta antiinflamatoria es veu sobrepassada amb el temps i acaba
produint una resposta adaptativa perjudicial. Les principals molecules pro-
inflamatories involucrades en la SMet son les citocines (IL6, TNFo, MCP-1, PAI-1,
Proteina C reactiva), les integrines (VCAM, ICAM, selectines) i les quimiocines (IL-
8 i MCP-1) entre d’altres; tenen en comu [lactivacié de diferents vies
intracel-lulars que promouen bé I'expressié d’altres molecules proinflamatories
per potenciar el senyal, o bé activen vies d’autofagia i/o apoptosi. A més, també
tenen activitat quimiotactica el que atreu cel-lules del sistema immune i en el cas
de les integrines permeten I'adhesid cel-lular com passa per exemple, a I'endoteli
vascular lesionat. També és important afegir que algunes d’aquestes molécules,
com la IL6 o TNFa, poden activar vies com la de les MAPK [33] (c-JUN, pERK, p38)
que provoquen la desregulacié d’altres vies cel-lulars com la de la insulina
(PI3K/AKT) [34]. També s’ha vist que altres com la PAI-1 poden induir vies
encaminades a la hipertrofia (via TGFB1) o a afectar a la produccié de NO en els

vasos sanguinis i, per tant, contribuir a la disfuncié endotelial [35].

1.3 Disfuncié endotelial
Esta descrit que la DM2 deteriora |'activitat de la sintasa encarregada de la sintesi
de I'0xid nitric a nivell endotelial (eNOS), aixi com també que estimula la

produccié de ROS i que aquests disminueixen la biodisponibilitat de NO [36].
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Diversos biomarcadors estan relacionats amb els efectes de la DM2 sobre la
funcié endotelial dels que destaquen les moléecules d’adhesié com VCAM i ICAM
i marcadors d’inflamacié com la proteina C reactiva, el TNFa i la IL6 . A més, les
propies lesions aterosclerotiques de I'endoteli durant la diabetis, degut als
elevats nivells circulants de glucosa i lipids, produeixen efectes locals de
vasoconstriccio, alteracions de la coagulacid, agregacid cel-lular, trombosis i
inflamacié [36]. Diversos estudis has posat de manifest un efecte beneficids dels
estrogens sobre I'endoteli vascular de forma directa [37] [38]. Pel que fa a les
accions indirectes de I'estradiol sobre els factors de risc vascular es troba una
millora en el perfil lipidic, una disminucid de la glucemia i un efecte antioxidant
que redueix la formacié de LDL oxidades, claus en la formacié de la placa
d’ateroma. Per altra banda, entre els efectes directes que modulen el to vascular,
s’ha demostrat que l'estradiol produeix vasodilatacié a través d’una major
biodisponibilitat de NO i de la regulacié de produccié de prostaglandines, aixi
com, contraresta els efectes vasoconstrictors de la endotelina-1 i de la vies
nervioses simpatiques [39]. No obstant, s’Tha de destacar que les dones
diabetiques tenen un risc cardiovascular igual o inclis superior al dels homes
diabetics, la qual cosa posa de manifest que l'efecte cardioprotector dels
estrogens desapareix en aquesta situacid. Aixi, s’ha descrit que les dones
premenopausiques presenten una millor funcié endotelial que els homes de la
mateixa edat, no obstant, en presencia de DM2 desapareixen les diferéncies
entre sexes [40].

Per tant, 'evidéncia actual ens fa pensar que I'estradiol té un efecte beneficids
demostrat sobre el to vascular de rates femella sanes pero en determinades
situacions (com la DM2) aquest efecte beneficiés sembla que és anul-lat o inclus
es produeix una situacié paradoxal en la que les hormones sexuals femenines
podrien agreujar les consequéncies vasculars de la propia DM2. Alguns autors
[41] suggereixen que, a diferencia dels mascles, el manteniment del to vascular

en les femelles és depenent de les hormones sexuals, aleshores quan es redueix
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la concentracid plasmatica d’estradiol amb I'edat, la funcié endotelial es veu
reduida. Aquesta relacié podria explicar la major mortalitat per accidents
cerebrovasculars en dones (postmenopausiques) respecte la dels homes. A més,
la principal via a través de la qual I'estradiol estimula la sintesi de NO és I'eix
PI3K/AKT que, curiosament, es troba fortament alterat durant la diabetis [8], fet
que també podria explicar, a nivell vascular, el major risc de MCV en dones

diabetiques vers dones sanes.

1.4 Senyalitzacié estrogéenica al sistema cardiovascular

Les hormones sexuals femenines (estrogens) sén principalment sintetitzades als
ovaris encara que poden ser produides de forma secundaria en altres teixits com
I’escorga suprarenal, el teixit adipds i els testicles. La principal hormona sexual
femenina és el 17B-estradiol (E2), el qual és sintetitzat a partir de la testosterona
a través de l'enzim aromatasa o de I'‘estrona mitjangant I'enzim 17-
cetoreductasa. Altres hormones sexuals son I'estrona (E1) i I’estriol (E3) i els seus
nivells plasmatics estan estretament relacionats amb processos fisiologics com la
menopausa i I'embaras, respectivament. El principal rol de les hormones
estrogeniques és el desenvolupament dels organs reproductors i la participacié
activa en la reproduccié. Paral-lelament, les hormones sexuals també es veuen
involucrades en nombrosos processos fisiologics. Per tant, alteracions en els
nivells circulants d’aquestes hormones o en les seves vies de senyalitzacié estan
relacionades amb certes patologies com I'osteoporosi, el cancer, |'obesitat, les
malalties cardiovasculars (MCV) [42], les malalties neuro-degeneratives [43] i les
malalties autoimmunes [44]. Les seves propietats lipofiles permeten la difusié a
través de la membrana plasmatica i possibiliten la interaccié amb els receptors

d’estrogens intracel-lulars.

Els dos receptors d’estrogens més coneguts son els receptors a i B (ERa i ERB),

que formen part d’una superfamilia de receptors nuclears. La interaccié de I'E2
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amb aquests receptors, tal i com es pot veure a la figura 3 provoca la dimeritzacié
i translocacio cap al nucli, on actuen com a factors de transcripcio de gens que en
el seu promotor presenten elements de resposta a estrogens (EREs) [45]. No
obstant, 'E2 també pot modular I'expressié de gens que no contenen EREs a la
regio del promotor [46]. A més, |'activacié dels receptors ERa i ERB també pot
donar lloc a respostes no genomiques a través de l'activacié de cascades de
cinases [47]. Ambdds receptors tenen elevada homologia i sovint comparteixen
funcions en la senyalitzacio dels estrogens, pero s’han trobat algunes excepcions,
amb funcions diferents entre ERa i ERB. Per exemple, en cel-lules endotelials s’ha
vist que I'activacio d’ERa promou I'expressié de PAI-1 mentre que I'activacio
selectiva de ERP promou la seva supressio [48].

Més recentment, a principi del segle XXI, es va descobrir la participacié d’un
tercer receptor d’estrogens associat a proteines G anomenat GPER o GPR30 [49],
al que se li ha atribuit la senyalitzacié d’efectes rapids de I’'E2 [50]. A dia d’avui
s’ha trobat que el GPER esta distribuit ampliament als diferents teixits que
formen el sistema reproductor, endocri, nervidés, immune, muscul-esquelétic i
cardiovascular [51]. Aixi la senyalitzacié dels estrogens, a través de GPER,
adquireix complexitat tant per la quantitat de vies de senyalitzacié dels estrogens
en els diferents teixits com també per la regulacié de la transmissioé del senyal
degut a fenomens de cross-talk entre els diferents receptors [52]. A més, s’ha vist
que GPER té afinitat no sols pels diferents estrogens sind també per fito-
estrogens amb caracteristiques beneficioses (antioxidants, cardioprotectores...)
com la quercetina, el resveratrol o la oleuropeina, aixi com també per disruptors
endocrins d’origen sintetic com el bisfenol A o I'atrazina [51]. La principal via
implicada en la senyalitzacido del GPER és pel mecanisme tipic dels receptors
acoblats a proteina G mitjangcant cAMP i PKA i finalment I'activacié de CREB.
Altres mecanismes inclouen I'eix PI3K/AKT, I'activacié de la proteina cinasa C

(PKC), aixi com, la mobilitzacié de calci dels diposits intracel-lulars.
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Font: Estrogen: An Emerging Regulator of Insulin Action and Mitochondrial Function. (2015) [53]
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Els estudis realitzats en aquesta tesi doctoral es troben emmarcats dins la linia
d’investigacié del Grup de Metabolisme Energetic i Nutricié de la Universitat de
les llles Balears sobre els efectes de les hormones sexuals en I'homeostasi
energetica i la inflamacié i a les seves implicacions fisiopatologiques. Més
concretament, la present tesi doctoral forma part dels objectius del projecte
SAF2016/80384R financat pel Ministeri de Ciéncia i Innovacié del Govern
Espanyol, la finalitat del qual és estudiar I’efecte modulador dels estrogens sobre
la funcionalitat del teixit adipdés i la seva influéncia sobre la resposta
cardiovascular en un entorn inflamatori.

La SMet és el terme que es fa servir per a designar a un conjunt de factors de risc
associats al desenvolupament de DM2 i de MCV d’entre els que destaquen la
hipertensid arterial, I'obesitat visceral, la dislipemia i la hiperglucemia. Per tant,
I’estudi dels factors que modulen aquests factors de risc sén una important diana
terapeutica en la prevencio de la diabetis i les MCV. Sovint I'obesitat i la diabetis
es presenten alhora, situacié que es coneix com diabesitat, i és sabut que la
disfuncid mitocondrial és un factor relacionat amb el seu desenvolupament i
progressio. Per altra banda, s’ha vist que les hormones sexuals participen en la
regulacié de la biogénesi mitocondrial [54] i estudis previs en el nostre grup
d’investigacié han posat de manifest que les rates femella presenten una major
diferenciacié mitocondrial que els mascles en els teixits cardiac [55], adipds blanc
[56], adipds marrd [57], fetge [58]—[60], muscul esqueléetic [61] i cervell [62]. S’ha
proposat que, la major diferenciacié mitocondrial present en els teixits de rates
femella podria ser deguda a les hormones sexuals femenines i, aquest fet, podria
contribuir a explicar la menor incidencia de determinades malalties, entre elles la
diabetis i les MCV, a les dones premenopausiques. Aixi mateix, el declivi de les
hormones sexuals femenines durant la menopausa s’ha relacionat precisament
amb un increment dels factors de risc cardiovascular. En aquest sentit, en estudis
realitzats amb rates ovariectomitzades (un model de menopausa) s’ha vist que la

deplecio hormonal condueix al deteriorament de la funcié mitocondrial, augment
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del pes corporal i de I'adipositat, aixi com, a un increment de la glucemia i
resistencia a la insulina [63]—[66], el que posa de manifest I'efecte protector que
tindrien les hormones sexuals en el desenvolupament d’aquestes condicions. En
aquest sentit, les dades epidemiologiques en humans indiquen que el risc de
morir per causes cardiovasculars és inferior en les dones premenopausiques que
en homes de la mateixa edat, no obstant, el risc entre sexes s’iguala amb
I'arribada de la menopausa [67]. No obstant, recentment diversos estudis han
posat de manifest que alguns factors com la diabetis confereixen el doble de risc
de morir per MCV en dones premenopausiques que en homes d’edat semblant
[5]-[8]. Recentment, també s’ha vist que la terapia hormonal substitutiva esta
associada a un increment del risc a nivell cardiovascular només quan s’inicia més
enlla dels 5-10 anys d’haver comencat la menopausa [68], [69]. Per tals motius,
s’ha generat un interessant debat a la comunitat cientifica sobre el possible
efecte dual, positiu o negatiu, dels estrogens en el desenvolupament de MCV en
funcié de I’entorn metabolic de la pacient.

D’acord amb aquests antecedents i el bagatge del nostre grup en I'estudi dels
efectes de les hormones sexuals sobre el metabolisme energetic, s’ha plantejat,
com a objectiu principal d’aquesta tesi, dilucidar el paper de les hormones
sexuals femenines, en concret el de I'E2, sobre la fisiopatologia cardiovascular en
un context de diabesitat. Aquest objectiu principal s’ha desglossat en cinc
objectius especifics que s’exposen a continuacié. El primer objectiu ha estat
caracteritzar a nivell sistemic els efectes de la privacié d’hormones ovariques i el
reemplagament amb E2 sobre ’lhomeostasi glucidica i altres marcadors de risc
cardiovascular en un model de rates diabesiques. Per a la consecucié d’aquest
objectiu es varen emprar rates femella de la soca Zucker Diabetic Fatty (ZDF) que
desenvolupen obesitat i diabetis per una mutacié al receptor de la leptina. Es
varen concretar 4 grups experimentals: un grup control de rates ZDF amb la
mutacié en heterozigosi (fa/+) que manifestaven un fenotip sa i tres grups de

rates ZDF amb la mutacié en homozigosi (fa/fa), que presentaven diabetis i
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obesitat, dels quals hi havia un grup de rates control diabésiques sotmeses a una
cirurgia d’ovariectomia simulada, un grup de rates sotmeses a ovariectomia
bilateral per abolir la produccié endogena d’estrogens i un grup de rates
ovariectomitzades tractades amb E2 per via subcutania. Es varen determinar
parametres biometrics i el perfil circulant glucidic, lipidic, els nivells de leptina i
d’adiponectina. També es varen dur a terme el test de tolerancia a la glucosa i el
de residencia a la insulina. Els resultats i discussio referents a aquest objectiu es
troben a I'apartat 4.1.

Durant I'obesitat, es produeix una deposicié ectopica de lipids que afecta a la
majoria d’organs no adiposos de I'organisme, entre els que destaquen el fetge, el
muscul esquelétic i el muscul cardiac [70]. Aquest fenomen produeix alteracions
metaboliques en aquests teixits que acaben interferint en el correcte
funcionament d’aquests organs, el que es coneix com lipotoxicitat [71]. Les
principals consequéencies fisiopatologiques de la lipotoxicitat cardiaca son la
resisténcia a la insulina, la mort cel-lular, la disfuncié mitocondrial, la fibrosi i la
disfuncid contractil [72]-[74]. A més, atesa la important contribucid de la diabetis
i la hiperglucémia al desenvolupament de la patologia cardiaca [75] el segon
objectiu s’ha centrat en estudiar I'efecte de les hormones sexuals femenines, i en
concret I'E2, sobre 'homeostasi energetica i redox cardiaca i els marcadors de
disfuncid tissular en el model de rates diabésiques ZDF. Per a dur a terme aquest
objectiu es varen determinar, a teixit cardiac, marcadors de la funcié
mitocondrial, d’hipoxia, del to vascular i de fibrosi. A més, es va mesurar la taxa
de respiracid mitocondrial i la capacitat antioxidant i es varen determinar
components de la via de senyalitzacié de la insulina i de I'adiponectina, aixi com
la dotacio dels diferents receptors estrogenics. Els resultats i la discussio referents
a aquest objectiu es troben a I'apartat 4.1.

L’estudi in vivo sobre els efectes de la lipotoxicitat al teixit cardiac de rates
diabesiques, es va completar amb el tercer objectiu d’aquesta tesi que ha estat

aprofundir en els possibles efectes moduladors de I'E2 en una linia cel-lular de
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cardiomioblasts de rata, en un entorn lipotoxic. Per a dur a terme aquest objectiu
es va utilitzar un model in vitro de lipotoxicitat cardiaca induida amb palmitat a
cel-lules H9c2 tractades amb E2. Es varen determinar els efectes de I'E2, el
palmitat i la combinacid d’ambdds compostos sobre la viabilitat cel-lular, la
produccié de ROS i marcadors de funcid mitocondrial, d’inflamacid, d’apoptosi i
de la via de senyalitzacié de la insulina. Els resultats i la discussio referents a
aquest objectiu es troben a I'apartat 4.2.

Un altre teixit que mereix una atencid especial a la diabesitat, atesa la seva
contribucié al desenvolupament de la MCV [41], [76], és I'endoteli vascular.
L’efecte sinergic de la hiperglucemia i la hiperlipeémia caracteristiques de I'estat
diabesic s’associen a la disfuncié endotelial. En aquesta linia, el quart objectiu
s’ha dirigit a estudiar I'efecte de les hormones sexuals femenines, i en concret el
de I'E2, sobre la disfuncié endotelial en el model de rates diabésiques ZDF. Per a
assolir aquest objectiu es va determinar, a I'aorta, I'expressié genica de diferents
gens implicats en el metabolisme de I'0xid nitric, I’angiogenesi, la inflamacid, la
funcid mitocondrial i la fibrosi. Els resultats i la discussié referents a aquest
objectiu es troben a 'apartat 4.3.

Per tal d’aprofundir en els efectes observats en les aortes del model de rates ZDF
ovariectomitzades i/o tractades amb E2 es va plantejar el cinqué objectiu i darrer
d’aquesta tesi, centrat en I'estudi dels efectes de I'E2 en un model de cel-lules
endotelials en condicions de glucolipotoxicitat. Per a dur a terme aquest objectiu
es va utilitzar la linia de cel-lules endotelials de cordé umbilical huma (HUVEC)
incubades amb glucosa i palmitat per tal de simular I'entorn glucolipotoxic. En
aquest estudi es varen determinar marcadors de disfuncié endotelial i inflamacio,
aixi com també de biogenesi i funcid mitocondrial. Els resultats i la discussid

referents a aquest objectiu es troben a |'apartat 4.4.
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3.1 Estudis in vivo amb rates ZDF

3.1.1 Model animal Zucker Diabetic Fatty rats (ZDF)

El maneig dels animals aixi com tots els procediments experimentals es varen dur
a terme seguint les directrius de la Unié Europea (2010/63/UE) i del Comite Etic
d’Experimentacié animal de la Universitat de les Illes Balears. Els animals utilitzats
en aquesta tesi varen ser una soca de rates femella Zucker Diabetic Fatty (Rattus
norvegicus) que tenen una mutacié en el receptor de la leptina. Quan la mutacié
afecta als dos al-lels del gen (fa/fa), les rates manifesten un fenotip d’obesitat i
DM2, mentre que si només hi ha mutacié a un del dos al-lels del gen (fa/+), les
rates presenten un fenotip sa. Els animals es varen mantenir allotjats a
I’estabulari de la UIB (nivell 2) a una temperatura constant de 222C amb una
humitat relativa del 65 £ 3% i un fotoperiode de 12h de llum i 12h d’obscuritat.
Els animals es varen estabular en grups de 2-3 fins el moment de |'ovariectomia
o cirurgia simulada i després es varen mantenir estabulats de forma individual
per assegurar el seu benestar. Les rates ZDF (fa/fa) es varen alimentar ad libitum
amb una dieta especial (Research Diets, Ref: D12468) que assegura |'expressid
del fenotip i les rates ZDF (fa/+) es varen alimentar ad libitum amb dieta
estandard (SAFE, Ref: AO4/A04C/R04). La informacid nutricional de cada dieta es

pot consultar a la taula 1. L’accés a aigua va ser lliure en tot moment.

Dieta rates fa/+ Dieta rates fa/fa

A04/A04C/R04 D12468
Aportacio calorica (Kcal) 3438 4059
Proteines (% Kcal) 22,8 10,0
Lipids (% Kcal) 13,1 47,7
Hidrats de carboni (%Kcal) 64,1 42,4

Taula 1. Composicio calorica i nutricional de les dietes utilitzades
Font: SAFE i Research Diets.
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Les rates ZDF varen ser adquirides a Charles River (Franga). Per motius
experimentals només es varen fer servir les rates femella. Els mascles es varen

destinar a cria o es varen cedir a la UIB per a dur a terme altres investigacions.

3.1.2 Manteniment de la colonia i fenotipat

El manteniment de la colonia per obtenir animals d’experimentacié es va fer a
I’estabulari de la UIB a partir de rates ZDF mascles de genotip fa/fa i rates femella
de genotip fa/+. Per obtenir creuaments satisfactoris, les femelles han de tenir
almenys un al-lel del receptor de leptina no mutat ja que la leptina esta
involucrada en la reproduccid. Els creuaments sempre es van fer aparellant un
mascle i una femella coneguts per poder tenir un seguiment tant de I'eficacia dels
creuaments com per evitar al maxim I'endogamia. Les parelles es deixaven a una
sala de cria durant dues setmanes i a l'inici de la tercera setmana es retirava el
mascle. Les cries es deixaven durant tres setmanes amb la mare i al comengament
de la quarta setmana es separaven mascles i femelles.

El genotipat de la descendéncia es va fer de forma indirecta a través del fenotip
que manifestaven els animals quan es sotmetien durant quinze dies a una dieta
especial (RD12468). Durant aquest periode es va determinar el pes corporal de
les rates ZDF cada dos dies i al final es podien distingir clarament dos grups. Les

rates fa/fa presentaven un pes aproximadament un 40% superior al de les fa/+.

3.1.3 Procediments i tractaments experimentals

Les rates ZDF fa/fa varen ser dividides en 3 grups experimentals (n=8) de forma
aleatoritzada a les 5 setmanes d’edat i les rates ZDF fa/+ varen ser utilitzades com
a grup control (LEAN) (n=8). A la figura 4 es pot veure un cronograma dels

procediments i tractaments.

53



Materials i metodes
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Figura 4. Cronograma dels procediments i tractaments experimentals

Elaboracio propia

Els 4 grups experimentals que es determinaren varen ser els seglients:

-LEAN: rates ZDF fa/+ alimentades amb dieta estandard utilitzades com a grup
control de rates sanes normopeés i sense diabetis.

-OVA: rates ZDF fa/fa alimentades amb dieta especial i sotmeses a una cirurgia
d’ovariectomia bilateral i a laimplantacio subcutania d’una mini-bomba osmotica
gue contenia el vehicle del tractament.

-OVA+E2: rates ZDF fa/fa alimentades amb dieta especial i sotmeses a una
cirurgia d’ovariectomia bilateral i a la implantacio subcutania d’'una mini-bomba
osmotica que contenia el tractament d’E2. La dosi administrada de E2 va ser de 3
ug/dia.

-SHAM: rates ZDF fa/fa alimentades amb dieta especial i sotmeses a una cirurgia

simulada d’ovariectomia i d’'implantacié de mini-bomba osmotica.

Tots els procediments quirdrgics es varen fer seguint el protocol proposat per la
veterinaria encarregada de I’estabulari i amb I'aprovacié del Comité Etic

d’Experimentacié animal de la Universitat de les llles Balears. Les operacions es
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varen fer en les maximes condicions d’esterilitat que vam poder aconseguir
(material quirargic esterilitzat per autoclau, material d’un sol Us esteril i utilitzacié
de camps quirurgics). Els procediments es van fer amb els animals en dejuni de
2h i sota anestesia general i medicacié antiinflamatoria que es va repetir a les 24
i 48h. La duracidé de les operacions va ser d’aproximadament uns 30 minuts i
després es varen deixar els animals operats en observacié sobre una manta
termica durant unes 4 hores o fins que es despertaven de I'anestésia. De les 26
operacions realitzades només varem tenir una mort, de causa desconeguda, a les
24h postovariectomia i una mort per depressid cardiorespiratoria quan s’induia
I’anestésia a una rata del grup SHAM. Els protocols detallats de les cirurgies es

poden consultar al protocol .

Ovariectomia bilateral

A les 10 setmanes d’edat les rates ZDF fa/fa del grup OVA i OVA+E2 varen ser
sotmeses a una ovariectomia bilateral amb la finalitat d’extirpar quirdrgicament
els dos ovaris per eliminar el principal teixit productor d’hormones sexuals. De
forma molt resumida, les rates s’anestesiaven per administracié intraperitoneal
d’una combinacié de ketamina i xilacina i una vegada s’havia comprovat el seu
efecte es realitzava una petita incisi6 a I'abdomen per on es realitzava
I’ovariectomia. El procediment consistia en localitzar, suturar i escindir els dos
ovaris, després es suturava per planols I'abdomen (amb sutura reabsorbible) i la
pell. Es deixaven els animals dins una gabia sobre una manta termica i es vigilaven

fins la recuperacio.

Implantacio subcutania de mini-bomba osmotica (Alzet®)

A les 10 setmanes d’edat les rates ZDF fa/fa del grup OVA+E2, immediatament
després de procedir a I'ovariectomia bilateral, es va procedir a la implantacid
subcutania a la zona inter-escapular d’'una mini-bomba osmotica (Ref: 2006) per

a alliberar una solucié hidroalcoholica d’E2 (860ug/ml) a rad de 0,15ul/h el que
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equivaldria a una dosi diaria d’E2 de 3pg. A les rates del grup OVA es va repetir el
procediment amb la Unica diferéncia que les bombes portaven la solucié hidro-
alcoholica sense E2. La composicié de la solucié hidroalcoholica va venir
determinada per la baixa solubilitat de I'E2 en dissolucions aquoses i pels
requeriments de compatibilitat de la mini-bomba amb dissolvents. Després de
diverses proves de solubilitat es va decidir fer servir la seglient composicid
recomanada per la casa comercial: etanol, DMSO i solucio fisiologica en proporcid
15:50:35. Per evitar la precipitacié de I'E2, primer s’havia de dissoldre I'E2 en

I’etanol, després afegir el DMSO i finalment la solucid fisiologica.

Ovariectomia simulada (sham operation)

A les 10 setmanes d’edat les rates ZDF fa/fa del grup SHAM varen ser sotmeses a
una operacié simulada de |'ovariectomia i de la implantacio subcutania de la mini-
bomba osmotica. Els animals es varen tractar seguint els mateixos protocols que

en els dues operacions pero sense extirpar els ovaris ni implantar la bomba.

3.1.4 Extraccid de sang venosa i determinaciéo de parametres

circulants

A partir de la setmana 6 d’edat es va extreure, setmanalment, sang de les venes
laterals de la cua després d’un dejuni de 6h. Les cues es netejaven amb etanol i
s’encalentien lleugerament entre les mans fent un massatge en sentit proximal-
distal. A continuacié es canalitzava la vena amb una agulla de calibre 25G i es
procedia a recollir la sang en tubs Microvette 200 Z® (Ref: 201290) per obtenir
serum i en tubs Microvette® 200 K3E (Ref: 201288) per obtenir plasma i sang
total. Aquestes mostres es centrifugaven posteriorment per obtenir el serum
(10.000g, 10 minuts, 42C) i el plasma (2.000g, 5 minuts, 252C). El serum, el plasma
i la sang total (sang recollida en tubs K3E sense centrifugar) es guardava en tubs
de polipropilé a -802C fins al moment del seu us. Paral-lelament, s’obtenia una

gota de sang fresca per a fer determinacions de glucosa amb I'aparell Accu-

56



Materials i métodes

check® Nano (Roche®). A la taula 2 es poden consultar les caracteristiques

principals de cada determinacié.

Analit Tipus de mostra  Dilucio Técnica /Aparell o KIT
Glucosa Sang total Directe Quimica seca / Accu-chek
Triglicerids Serum Directe Colorimetria / Cromatest
HbAlc Sang total Directe ELISA / Crystal Chem (Ref: 80300)
Colesterol-LDL Sérum Directe Colorimetria / Cromatest
NEFA Sérum Directe Colorimetria / Cromatest
Insulina Serum Directe ELISA / Crystal Chem (Ref: 90060)
Adiponectina Serum 1/3000 ELISA / Crystal Chem (Ref: 80570)

Taula 2. Determinacions realitzades a partir de sang o serum.
Elaboracio propia.

3.1.5 Determinacio de la tolerancia oral a la glucosa (OGTT) i la

tolerancia a la insulina (ITT)

A la setmana 14 es va procedir a realitzar els tests OGTT i ITT per a determinar el
grau de resposta enfront una sobrecarrega oral de glucosa i la sensibilitat a una
injeccid d’insulina exogena. Aquestes dues proves son molt utilitzades en models
de DM2 per a determinar quan avangada esta la patologia i determinar la
capacitat de resposta de l'organisme.

Tan la OGTT com la ITT es varen fer després d’un dejuni de 6h i separades 2 dies
entre elles. Les mostres de sang es varen obtenir per puncié de les venes laterals

de la cua i es va determinar la glucemia amb I'aparell Accu-chek® Nano (Roche®).

OGTT
Amb una sonda gastrica flexible (¢ 18GA x 17mm) es va administrar un volum

suficient d’una solucié de D-glucosa (0,5g/ml) per administrar 1g glucosa/Kg pes
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corporal (Ref: G8270-1KG). La concentracié de la solucidé es va calcular
previament per tal de no haver d’administrar un volum superior a 5ml/Kg (volum
maxim administrable a petits rosegadors). Les determinacions de glucemia es
varen fer abans d’administrar la solucié (temps 0) ials 5, 10 15, 30, 60i 120 minuts

postadministracio.

ITT

Es va administrar per via subcutania (flanc posterior) un volum suficient d’una
solucié d’insulina (1U/ml) per administrar una dosi de 1U/Kg.

Per a poder administrar la dosi necessaria de 1U/Kg es va haver de fer una dilucio
1/100 de la solucié comercial (Humulina® regular 100U/ml, Lilly). La dilucié es va
dur aterme en condicions d’esterilitat i es va utilitzar una solucid fisiologica esteril
i apirogena. Les determinacions de glucemia es varen fer abans d’administrar la
solucié (temps 0) i als 5, 10, 15, 30 i 40 minuts posteriors. Com a mesura de
benestar animal, a les rates fa/+ es va administrar una solucié de glucosa
(0,5g/ml) per via oral si la seva glucémia baixava en algun moment de 50mg/dl o
al finalitzar el test per evitar una hipoglucemia que posés en perill la vida de

I’animal. En rates fa/fa no es va donar la necessitat.

3.1.6 Determinacio del cicle estral

Al grups SHAM i LEAN, durant la setmana del sacrifici es va determinar el moment
del cicle estral en el que es trobaven les rates per sacrificar-les durant el proestri,
ja que és el moment en el que I'estradiol presenta els majors nivells en sang. Per
a la determinacid del cicle es procedia a fer un frotis vaginal amb un bastonet de
coté impregnat amb solucio fisiologica que s’introduia suaument per la vagina i
es feia girar. A continuacid, es fregava el cotonet a sobre d’un portaobjectes de
vidre i es mirava al microscopi. A la figura 5 es poden observar captures

representatives de cada fase. Les rates dels grups OVA i OVA+E2, es varen
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sacrificar qualsevol dia de la setmana 15 ja que no seguien el cicle estral degut als
procediments experimentals.

Proestrus Estrus

NN

Figura 5. Fotografies de frotis vaginals representatius de les diferents fases del cicle estral a
rata.
Font: A quantitative method for assessing stages of the rat estrous cycle. (2005) [77]

3.1.7 Eutanasia i extraccio de teixits.

Eutanasia

Ales 15 setmanes d’edat es va procedir al sacrifici dels animals experimentals per
decapitacié amb guillotina. No es va utilitzar cap tipus d’anestésia previa per no
interferir amb els resultats.

El dia de la eutanasia els animals es varen sotmetre a un dejuni de 6h i es van
extreure mostres de sang per a obtenir sérum, plasma i sang total (consultar el
procediment a l'apartat 3.1.4). Immediatament després de I’extraccid es va

procedir al seu sacrifici i a I'obtencio de teixits.
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Extraccio dels teixits

Després de la decapitacio es va procedir a extreure els principals organs d’interes
(coriaorta) amb la major rapidesa possible. Primerament, es polvoritzava etanol
75% sobre I'abdomen de la rata per evitar que es desprenguessin pels que
contaminarien les mostres.

A continuacid, es realitzava una incisi6 vertical per deixar exposades les cavitats
abdominal i toracica. Els teixits es treien, es pesaven i es processaven en funcié
de les necessitats: aillament mitocondrial o congelacié en nitrogen liquid (RNA i
proteina). En primer lloc es va extreure el cor perque es va fer servir per obtenir
mitocondris aillats (veure protocol 1V) i el seu processament havia de ser rapid
per evitar la degradacio d’aquest organul. La resta d’aquest organ es va trossejar
amb tisores dins un tub i es va congelar amb nitrogen per al seu Us posterior
(extraccio de proteina i RNA ). Seguidament, es va obtenir I'aorta, des de la seva
insercid al cor (arc aortic) fins a la part més caudal (arteries iliaques). L’aorta es
troba recoberta de teixit adipds i en algunes regions per teixit muscular que van
haver de ser separats de |'aorta abans de congelar-la en nitrogen liquid. Per a la
correcta disseccid, I'aorta va ser manipulada sobre una placa congelada i es va
netejar de restes de sang amb solucio fisiologica freda. Una vegada |'aorta estava
correctament processada, es congelava amb nitrogen liquid i es guardava a -802C
per al seu Us posterior (extraccid de RNA). Posteriorment es va procedir a
extreure la resta de teixits i organs (teixit adipds blanc retroperitoneal, teixit
adipds blanc gonadal, teixit adipds blanc mesenteric, teixit adipds blanc perirenal,
teixit adipds blanc inguinal, teixit adipds marro, fetge i Uter) i una vegada pesats

es varen congelar en nitrogen liquid i després a -80°C.

3.1.8 Consum d’oxigen en mitocondris aillats de teixit cardiac

El consum d’oxigen es va mesurar amb un electrode d’oxigen polarografic tipus
Clark (Oxygraph®, Hansatech). El sistema Oxygraph® esta format per una cambra

de treball connectada a un anode de plata, a un catode de platiia una membrana
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permeable a I'oxigen i un electrolit de clorur de potassi. El fonament d’aquest
sistema consisteix en que |'oxigen difdn a través de la membrana permeable cap
al catode i, sota un voltatge polaritzant, és oxidat a OH amb una reduccié
paral-lela de I'aigua a H,0,. A I’'anode, la plata reacciona amb el clor i déna lloc al
clorur de plata. Aquestes reaccions generen un flux de corrent que és
proporcional al consum d’oxigen durant el procés.

El protocol en detall de I'aillament de mitocondris del teixit cardiac aixi com el
consum d’oxigen mitjangant el sistema Oxygraph® es pot consultar al protocol IV.
De forma resumida, a continuacid, apareixen els principals estats que varem
mesurar, aixi com, els components quimics que es varen fer servir per aconseguir

aquests resultats i la principal informacio que ens déna cada estat.

e Respiracid basal (estat /l): és la primera mesura que es registra del consum
d’oxigen (OCR; oxygen consumption rate) on s’afegeixen els substrats, en
aquesta tesi, succinat que activa la cadena de transport d’electrons a través
del complex II.

e Respiracié estimulada per ADP (estat /ll): I'addicié d’ADP com a substrat de
I’enzim ATP sintasa (ATPasa) ens permet enregistrar la respiracié mitocondrial
acoblada a I’ATP.

e Respiracido depenent d’ATP i “proton leak” (estat IV): s’afegeix oligomicina, un
inhibidor de la ATPasa, el qual bloqueja el flux de protons a través de la
membrana interna mitocondrial. Com a resultat, s’inhibeix el funcionament de
la cadena respiratoria i el consum d’oxigen disminueix. El consum d’oxigen
residual que es manté en aquest punt es registra com a fuita de protons
(proton leak), que es bombegen a través de la membrana mitocondrial
consumint oxigen pero sense produir ATP.

e Respiracid maxima (estat V): es mesura addicionant un desacoblant del
gradient de protons, com és el FCCP, d’aquesta manera la respiracid

mitocondrial s’estimula al maxim i el consum d’oxigen incrementa rapidament.
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e Respiracidé no mitocondrial: aquest parametre és un index del consum
d’oxigen degut a processos cel-lulars que no provenen de la mitocondria.
L’addicio de rotenona i antimicina A, inhibeixen els complexes | i lll,
respectivament, i ens permeten calcular el consum d’oxigen independent del

mitocondri.

3.2 Estudis in vitro amb cardiomioblasts H9c2

3.2.1 Linia cel-lular H9¢c2

La linia cel-lular H9c2 (Ref: ATCC®, CRL-1446) deriva d’un clon de mioblasts BDIX
aillat de cor d’embrions de rata per Kimes i Brandt el 1976. Les H9c2 sén
cardiomioblasts amb capacitat adherent i que presenten caracteristiques tipiques
de cel-lules cardiaques.

Tots els estudis realitzats amb H9c2 es van realitzar en condicions d’esterilitat per
a reduir el risc de contaminaciod per bacteris o fongs. Per tant, tot el material que
es va fer servir, o bé es va comprar esteril (plaques, pipetes serologiques, medis,
serum, etc. ) o va ser esterilitzat al laboratori per autoclau (puntes i PBS) o per
filtracio (solucions de treball no autoclavables, com per exemple, els
tractaments). La manipulacié de les H9c2 es va realitzar en cabines de seguretat

de classe | ja que aquesta linia cel-lular requereix un nivell de bioseguretat 1.

3.2.2 Manteniment i subcultiu de les H9c2

El manteniment i subcultiu de les H9c2 es va fer seguint les instruccions de la casa
comercial. Les condicions de temperatura i CO, varen ser estandard (372C i 5%
CO,) i el medi de cultiu rutinari consistia en DMEM (Ref: Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium. Gibco™, 11965092) alt en glucosa (4,5g/L) suplementat amb un
10% de FBS (Ref: Biowest, S181B) i antibiotics (penicil-lina 100 U/ml,
estreptomicina 0.1 mg/ml. Ref: Biological Industries, 03-031)

Les ceél-lules es feien créixer en plaques de poliestiré de 55 cm?d’area i es canviava

el medi cada 2-3 dies fins que ocupaven un 70-80% de la superficie, moment el
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qual es passaven a una placa nova generalment seguint un rati 1:2 (el contingut
d’una placa es passava a dues plaques per augmentar I'area de creixement). Per
desenganxar les cel-lules de la base de la placa i poder-les transferir a una de
nova, es feia servir una solucié amb tripsina i EDTA (0,25% i 0,02%. Ref: Biowest,
X0930) que rompia les unions céel-lula-cel-lula i cel-lula-placa. El procediment es

troba d’escrit amb més detall al protocol Il.

3.2.3 Congelacio i descongelacio

Les cel-lules H9c2, com moltes altres, poden ser emmagatzemades en nitrogen
liqguid sense que morin. Per tal de tenir un stock suficient de cel-lules que permeti
realitzat els experiments, aixi com també, tenir un stock de reserva en cas de patir
alguna contaminacio, de forma rutinaria, es realitzava la congelacié de lots de
cel-lules.

Aquest procediment és relativament senzill pero cal tenir present una serie de
detalls molt importants. Durant la congelacid es formen microcristalls d’aigua que
son letals per a les cel-lules, per evitar-ho és important utilitzar un crioprotector
com el DMSO (5%). La velocitat de congelacid/descongelacio també és important,
mentre que la congelacio ha de ser lenta i progressiva la descongelacié ha de ser
rapida ja que les cel-lules no poden quedar-se massa temps en la solucié de DMSO
per resultar toxica. Per tal d’aconseguir-ho, per a la congelacié s’utilitza un
recipient especial com el MrFrosty™ (Thermofischer) que conté isopropanol.
Aquest recipient es deixa a -802C durant unes 4 hores i permet un descens
controlat de la temperatura de 19C per minut. A les 4 hores, els vials amb les
cel-lules es poden passar al contenidor amb nitrogen liquid. La descongelacio es
realitza descongelant el contingut del vial amb petites quantitats de medi de
cultiu a 372C i transferint-les a un tub nou. El procediment en detall es troba

d’escrit al protocol Il.
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3.2.4 Tractaments

Per a dur a terme els experiments realitzats en aquesta tesi es van fer servir
diferents tractaments amb 17B-estradiol (E2), palmitat (PA) i ciclosporina A (CsA).
Les concentracions dels tractaments i el temps utilitzats es troben d’escrits a la
taula 3iles figures de I'apartat 4.2. Cal destacar que en els tractaments combinats
(E2+PA o CsA+E2+PA) les H9c2 varen ser tractades durant 24h amb E2 i 1 hora
amb CsA previament al tractament amb E2+PA o CsA+E2+PA, segons
correspongués. El tractament previ va ser eliminat de les plaques i substituit per

la combinacio corresponent.

Tractament Concentracid Temps (h) Dissolvent Referencia
E2 10 nM 6,9, 16, 24 Etanol Sigma, E2758
Solucié aquosa Sigma,
PA 200 uMm 6,9, 16, 24
BSA 5mM PO500
CsA 1uMm 9,16, 24 Aigua bidestil-lada Tocris, 101

Taula 3. Tractaments realitzats a les H9c2.
Elaboracio propia.

Les condicions de temperatura i CO, durant els experiments varen ser les
mateixes que durant el manteniment, no obstant el medi de cultiu va ser diferent.
Degut a certa activitat estrogenica observada en el roig fenol [78], 24 hores abans
del tractaments i durant aquests es feia servir DMEM sense roig fenol (Ref:
Gibco™, 21063) suplementat amb un 10 % de FBS filtrat amb carbd actiu i lliure
de molecules apolars que poguessin tenir possibles efectes estrogenics (Ref:
Reactiva, S181B). El coctel d’antibiotics va ser el mateix que el dels medi de

manteniment.

Els experiments que tenien per objectiu obtenir proteina i/o RNA es varen

realitzar en plaques de 6 pous amb una densitat de sembra de 200.000 cel-lules
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per pou (100.000 ceél-lules/ml). Per altra banda els experiments de viabilitat,
contingut mitocondrial, produccié de ROS i contingut d’ATP com que es
determinaven per metodes fluorescents o espectrofotometrics es varen realitzar

en plaques de 96 pous a rad de 10.000 cel-lules per pou (100.000 cél-lules/ml).

Preparacio del palmitat

L’acid palmitic, degut a la seva naturalesa hidrofobica, no pot ser dissolt
directament en dissolvents aquosos per tant s’ha d’augmentar la seva solubilitat
convertint I'acid palmitic en palmitat sodic i acomplexant aquest sal amb

albamina (BSA).

CH,-(CH,),,-COOH + NaOH > CH,-(CH,),,-COONa + H,0

Inicialment es va preparar una solucié d’acid palmitic (Sigma, P0O500) 50 mM en
una solucié de NaOH 0,1 N i es va encalentir a 70 2C durant 15 minuts per fer la
sal. Immediatament després, es va dissoldre el palmitat sodic en una solucio de
BSA (lliure d’acids grassos. Ref: Sigma, A7030) en quantitat suficient per obtenir
una solucié de palmitat 5 mM (el rati final PA:BSA va ser 4:1). Aquesta solucio es
va incubar a 50 2C durant 30 minuts en agitacio per a la formacié dels complexes
PA-BSA.

Paral-lelament es va preparar una solucié vehicle seguint els mateixos passos
pero sense dissoldre 'acid palmitic. Finalment, ambdues solucions varen ser

filtrades (¢ 0,2 um) i guardades en aliquotes a -20 2C durant 1 mes com a maxim.

3.2.5 Determinacio de la viabilitat

La viabilitat cel-lular es va determinar mitjangant Prestoblue (Ref: Thermofisher,
A13262). Aquest metode es basa en un compost derivat de la resazurina que quan
és captat per cel-lules vives es redueix donant lloc a un component flurorescent
que pot determinar-se per fluorescéncia (Ex560/Em590). La determinacié es va

fer en plaques de 96 pous després de realitzar els diferents experiments. Es va
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eliminar el medi i es va procedir a dipositar 100 pl d’una solucié de Prestoblue en
medi de tractament (DMEM high glucose sense roig fenol + 10 % FBS) al 10 %.
Aqguesta solucié es va deixar en contacte amb les cel-lules durant 10 minuts a
I'incubador (37 2C, 5 % CO,) i a continuacid es va llegir la placa al fluorimetre

(FLx800™, Biotek™).

3.2.6 Determinacio de la quantitat d’ATP

El contingut relatiu d’ATP en les cel-lules H9c2 es va determinar amb un kit
comercial bioluminescent seguint les instruccions del fabricant (Ref: ApoSENSOR,
BioVision, K254). La tecnica es basa en la utilitzaciéd de I'enzim luciferasa que
interactua amb I’ATP de la mostra per a produir llum.

Mg2+

Luciferin + ATP + O ——  » Oxyluciferin + AMP + Pyrophosphate + CO» + Light
Luciferase

Breument, la determinacidé es va realitzar en una placa de cultiu de 96 pous
després de realitzar els tractaments. Després d’eliminar els tractaments, 100 pl
de tampd de lisis es varen dipositar a cada un dels pous i es va incubar durant 5
minuts a temperatura ambient i sota agitacié suau. A continuacio es varen afegir
10 ul de la solucié de treball, que conté I’enzim i els substrats, i es va procedir

rapidament a llegir la produccié de llum en un luminometre (FLx800, Bio-tek™).

3.2.7 Determinacio del contingut mitocondrial (MTG)

El contingut mitocondrial a les cél-lules H9c2 es va determinar amb la sonda
mitocondrial fluorescent Mitotracker™ green (MTG) (Ref: Thermofisher, 7514).
Aguesta molecula es capag¢ d’acumular-se als mitocondris i unir-se covalentment
a proteines mitocondrials independentment del potencial de membrana. Aixi
doncs, la seva presencia es relaciona més amb el contingut de proteina
mitocondrial que no pas en la seva funcionalitat.

La determinacié del contingut mitocondrial es va realitzar en plaques de 96 pous

després de realitzar els tractaments. Es va aspirar el medi de cultiu i es van afegir
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100 pl d’una solucié de MTG 200 nM (DMEM high glucose sense roig fenol + 10
% charcoal-FBS) i es va mantenir la placa durant 30 minuts a I'incubador (37 2C, 5
% CO,). Posteriorment es va aspirar el contingut dels pous i es va procedir a fer
dos rentats amb PBS (37 2C) i posteriorment es va determinar la fluorescéncia
(Ex490/Em516) al fluorimetre (FLx800™, Biotek™). Els resultats obtinguts es
varen normalitzar amb les dades de viabilitat cel-lular (veure aparatat 3.2.5)
obtingudes a una placa parallela amb cel-lules sotmeses als mateixos

tractaments i condicions.

3.2.8 Determinaciod de la produccio d’io superoxid

La deteccio de I'i6 superoxid (Oz) en les cel-lules H9c2 es va realitzar mitjangant
la sonda fluorescent MitoSOX™ (Ref: Thermofisher, M36008). Aquesta molécula
és dirigida selectivament als mitocondris on és oxidada especificament per I'id
superoxid donant lloc a un compost fluorescent. La determinacio es va realitzar
en una placa de 96 pous després dels tractaments experimentals i es va fer
seguint el protocol recomanat per la casa comercial. De forma resumida, es va
aspirar el medi de cultiu i es va incubar les cel-lules amb una solucié de MitoSOX™
5 uM en DPBS (Glucosa/Ca%*/Mg?*) durant 20 minuts. A continuacié es va llegir la
fluoresceéncia (Ex510/Em580) en un fluorimetre (FLx800™, Biotek™). Es recomana
no fer servir FBS ni roig fenol ja que podria interferir en el correcte funcionament
de I'assaig. Després de diverses proves es va decidir fer servir DPBS suplementat
amb glucosa a la mateixa concentracié que el medi de cultiu i amb Ca?*/Mg?*
perque sind les cel-lules es desadherien de la placa. Paral-lelament, es va fer servir
un control positiu tractant alguns pouets amb antimicina A 100 uM durant 30
minuts per comprovar el correcte funcionament de la sonda.

Composicié DPBS (Glucosa/Ca?*/Mg?*): NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO, 10
mM, KH,PO4 2mM, CaCl, 1mM, MgCl, 1ImM, Glucosa 25mM i pH 7,4.
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3.3 Estudis in vitro amb cel-lules endotelials HUVEC

3.3.1 Linia cel-lular HUVEC

Les cel-lules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) es varen a adquirir
a ATCC® (Ref: CRL-1730) i es tracta d’una linia cel-lular no immortalitzada
derivada de cel-lules endotelials de cordd umbilical huma i sén una de les linies
més utilitzades en estudis in vitro com a model per estudiar la patologia
endotelial.

Tots els estudis realitzats amb les HUVEC es varen realitzar en les mateixes

condicions d’esterilitat comentades a I'apartat 3.2.1.

3.3.2 Manteniment i subcultiu de les HUVEC

El manteniment i subcultiu de les cel-lules HUVEC es va dur a terme d’acord a les
indicacions tecniques del proveidor. Les condicions de temperatura i CO,, varen
ser les mateixes que amb les H9c2 pero el medi de cultiu va ser I'F12-K (Kaighn’s
Modification of Ham’s F-12 Medium. Ref: ATCC®, 30-2005™) baix en glucosa (7
mM) suplementat amb un 10 % de FBS (Ref: Biowest, S181B) i antibiotics
(penicil-lina 100 U/ml, estreptomicina 0.1 mg/ml. Ref: Biological Industries, 03-
031).

Les cel-lules es feien créixer en flascons de 175 cm2 i es canviava el medi fins que
ocupaven un 70-80% de la superficie, moment en el que es procedia al subcultiu

amb un rati 1:3 i seguint el mateix protocol que amb les H9c2.

3.3.3 Congelacio i descongelacid

El procediment que es va seguir va ser el mateix que amb les cel-lules H9c2.
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3.3.4 Tractaments
Per a dur a terme els experiments realitzats en aquesta tesi es van fer servir
diferents tractaments amb E2, glucosa i PA i les concentracions dels tractaments

i el temps utilitzats es detallen a la taula 4 i al peu de les figures del capitol 4.4.

Tractament  Concentracid Temps Dissolvent Referencia
E2 10 nM 24h Etanol Sigma, E2758
Glucosa 30 mM 24h Aigua bidestil-lada G8270-1KG
Solucié aquosa BSA
PA 200 uM 24h Sigma, PO500
5mM

Taula 4. Tractaments realitzats a les HUVEC.
Elaboracio propia.

Els experiments es varen realitzar en plaques de 6 pous amb una densitat de
sembra de 100.000 ceél-lules per pou (50.000 cel-lules/ml) i les condicions de
temperatura i CO, durant els experiments varen ser les mateixes que durant el
manteniment, no obstant el medi de cultiu va ser diferent. Degut a certa activitat
estrogenica observada en el roig fenol [78], 24 hores abans del tractaments i
durant aquests es feia servir M199 sense roig fenol (Ref: Gibco™, 11510386)
suplementat amb un 10 % de FBS filtrat amb carbé actiu i lliure de molecules
apolars que poguessin tenir possibles efectes estrogenics (Ref: Reactiva, S181B),
25 mM HEPES (Ref: Gibco™, 11560496), 2 mM de piruvat sodic, 3mg/ml d’ECGS
(factors de creixement) i 22,5 mg/ml d’heparina (Ref: PromoCell, C-30120). El

coctel d’antibiotics va ser el mateix que el dels medi de manteniment.
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3.4 Metodologia general

3.4.1 Obtencid de proteina del cor

L’obtencié de proteina cardiaca es va fer a partir dels fragments cardiacs que
varen quedar després d’agafar la mostra per a I'aillament mitocondrial.
Resumidament, una quantitat de teixit corresponent a 100 mg es dipositava dins
un tub amb tampd de lisis STE i un coctel d’inhibidors de proteases i fosfatases
(HALT™. Ref: ThermoFisher, 78443)iamb I'ajuda d’'un homogeneitzador mecanic
(Politro®) es trencaven les fibres musculars i s’alliberava el contingut proteic. A
continuacié es completava ’lhomogeneitzacid amb ultrasons i posteriorment es
centrifugava per obtenir un sobrenedant lliure de fragments cel-lulars i proteines
fibroses no homogeneitzades. Tot el procés es feia en fred per evitar la
degradacio de les proteines. Per aquesta quantitat de teixit, la concentracié final
de proteina del sobrenedant solia estar entorn un 10-15 pg/ul. El procediment

detallat pot consultar-se al protocol Ill.

3.4.2 Obtenciod de proteina de cél-lules H9c2

Com ja s’ha comentat a |'apartat 3.2.4, la proteina s’obtenia de cel-lules H9c2
sembrades a plaques de 6 pous i la concentracié de proteina que s’obtenia amb
les condicions explicades de sembra era d’aproximadament 1,5-2 pg/pl.
Resumidament, es retirava el medi de cada pou i es feia un rentat amb PBS i a
continuacio es dipositaven uns 120 pl de tampd d’homogeneitzacié RIPA amb
coctel d’inhibidors de proteases i fosfatases (HALT™). Amb la placa sobre gel,
mitjangant un scrapper es rascava la superficie de la placa per lisar les cel-lules.
Finalment es recollia la solucid, es deixava 15 minuts en agitacié a 42C i es
centrifugava per obtenir un sobrenedant lliure de fragments cel-lulars no dissolts.

El procediment detallat pot consultar-se al protocol .
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3.4.3 Quantificacio de proteina

Meétode de I'acid bicinconinic (BCA)

La quantificacié de proteina en els homogenats de teixit cardiaci de cel-lules H9c2
es va fer per mitja del metode BCA (Ref: Thermoscientific, 23227) seguint el
protocol del fabricant. Aquest métode es basa en la reduccié d’ions cuprics (Cu?*)
a ions cuprosos (Cu*) per part de les proteines en condicions alcalines. A
continuacio els ions cuprosos reaccionen amb el BCA, que canvia de color de verd
a rosat en funcio de la quantitat de proteina present a la mostra i pot mesurar-se
per espectrofotometria a A = 562nm. La quantitat de proteina pot determinar-se
per interpolacioé dels resultats a una corba patré amb un rang de 25 a 2.000 ug

proteina/ml.

Meétode de Bradford

Aquest metode va ser utilitzar per determinar la quantitat de proteina de laillat
mitocondrial ja que és un métode rapid i economic perd que només pot ser usat
en mostres que no tenen grans quantitats de detergents, com és el cas del tampé
d’aillament mitocondrial (composicié disponible al protocol 1V).

Aguest metode es basa en el blau de Coomassie [79], un colorant amb propietats
hidrofobiques que en condicions d’acidesa té un color marré obscur i quan
interacciona amb I'entorn hidrofdbic d’una proteina canvia a color blau. Aquest
canvi de color pot ser mesurat amb un espectrofotometre a A = 540nm i amb una
corba patré (de 100 a 500 pg proteina/ml) pot determinar-se la concentracié de

proteina a la mostra.

3.4.4 Determinacio semi-quantitativa de proteines especifiques per
Western blot.

El Western blot (WB) és una tecnica que permet la deteccié d’'una proteina en
una barreja complexa de proteines utilitzant un anticos especific contra la

proteina d’interes (anticos primari) i un segon anticos que detecta aquest primer
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anticos (anticos secundari) i emet algun tipus de senyal (llum o fluorescencia). La
quantitat de senyal obtinguda en la deteccidé és proporcional a la quantitat de
proteina i la comparacié entre mostres permet una determinacié relativa dels
nivells d’un proteina. La deteccié de I'anticos (i per tan, de la proteina) es pot fer
per diferents metodes. El meétode classic és a través d’una reaccié enzimatica
quimioluminiscent on es detecta quantitat de llum. En aquesta tesi, s’ha fet servir
una técnica més moderna i sensible utilitzant una determinacié fluorescent en
I’espectre de l'infraroig (Oddisey®). Aquesta tecnica es divideix en quatre etapes

i el protocol detallat es troba a I'annex Il1.

1. Preparacio de la mostra

La mostra de partida va ser una homogenat de proteina de teixit cardiac o de
cel-lules H9c2. Per a poder realitzar el WB és important que la mostra estigui
desnaturalitzada per la qual cosa es prepara un tampd de carrega que s’incorpora
a la mostra en proporcié 3:1 (mostra:tampd) que conté B-mercaptoetanol per
rompre ponts disulfur entre subunitats i SDS (detergent desnaturalitzant). A més
aquest tampd doéna densitat (glicerol) per facilitar la carrega de la mostra al gel,
també incorpora un colorant (blau de bromofenol) per poder seguir el front de
I’electroforesi i confereix un pH adient per a la correcta migracio de les proteines.
Abans de carregar la mostra, es bull durant cinc minuts per afavorir la

desnaturalitzacio.

2. Electroforesi SDS-PAGE

Es basa en la separacié de les proteines, en condicions desnaturalitzants, segons
el seu pes molecular mitjancant un gel de poliacrilamida. Durant aquesta fase, les
proteines sd6n mobilitzades a través del gel de poliacrilamida per mitja d’un
corrent electric. L'SDS del buffer s’'uneix de manera constant a la proteina amb
una relacié aproximada d’una molecula d’SDS per cada dos aminoacids, el que

provoca que la carrega (negativa) associada a la molecula sigui proporcional al
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seu pes molecular. D’aquesta manera, la mobilitat de les proteines de la mostra
dependra del pes molecular. El gel de poliacrilamida confereix un suport humit
per a que es produeixi la separacié de les mostres i és un element important per
a determinar la resolucié de la separacié. Segons la concentracié de
poliacrilamida del gel, es forma una xarxa de polimers d’acrilamida més o menys

porosa que determina que es puguin separar proteines més grans o més petites.

3. Transferencia

Consisteix en la transferencia i inmobilitzacié de les proteines del gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocel-lulosa o PVDF. La transferencia es
realitza mitjancant un corrent eléctric i les proteines queden retingudes a una

membrana a la qual, després, es realitza la deteccio de les proteines d’intereés.

4. Deteccio de proteines

La deteccid especifica de les proteines d’interes es realitza mitjangant I'ds
d’anticossos. Primerament la membrana s’incuba amb una solucié proteica (llet
en pols, BSA o, com en aquesta tesi, el blocking buffer de Li-Cor (Ref: 927) per
evitar unions inespecifiques de I’anticos amb la membrana. La deteccié de la
proteina d’interes es realitza mitjangant un anticos primari que detecta de forma
especifica la proteina per la que ha estat dissenyat. En una segona fase, un anticos
secundari conjugat amb un fluorocrom detecta I’anticos primarii amb un aparell
d’imatge fluorescent a I'espectre de 'infraroig (en aquesta tesi el model 9120 de
Li-Cor) es realitza de determinacid. Els anticossos utilitzats en aquesta tesi es
poden consultar a la taula 5. Les imatges obtingudes en aquesta tesi varen ser

processades amb el programa informatic Image Studio de Li-Cor.
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Gen kDa Dilucio Origen Referéncia
AKT 60 1:1000 ratoli Cell signaling 2920s
AMPK 63 1:500 ratoli Santa Cruz 74461
Caspase 3 35 1:1000 conill Cell signaling 13038s
Cleaved caspase 3 17019 1:1000 conill Cell signaling 9662
DNP (carbonils) - 1:300 ratoli Merck Millipore 90451
ERa 66 1:200 conill Santa Cruz 542
ERB 56 1:200 ratoli Santa Cruz 53494
ERK 42-44 1:2000 ratoli Cell signaling 9107
GAPDH 37 1:500 ratoli Santa Cruz 365062
GPER 42 1:200 conill Santa Cruz 48525
HNE - 1:500 ratoli o-Diagnostics HNE11-s
OXPHOS * 1:250 ratoli Abcam 110413
pAKT (Thr308) 60 1:500 conill Cell signaling 13038s
pAMPK (Thr172) 63 1:500 conill Cell signaling 50081
pERK . S
(Thr202/Tyr204) 42-44 1:1000 conill Cell signaling 9101
PGCla 90 1:500 conill Santa Cruz 13067
PGC1B 113 1:1000 conill Abcam 176328
TFAM 25 1:1000 conill Abcam 131607
UCP2 35070 1:500 cabra Santa Cruz 6526

Taula 5. Anticossos primaris utilitzats durant la tesi.

*OXPHOS és un combinat d’anticossos envers proteines dels diferents complexes de la cada la
cadena de respiratoria: NDUFBS8 (Cl); 20 kDa / SDHB (Cll); 30 kDa / MTCO1 (CIV); 40 kDa /
UQCRC2 (Clll); 48 kDa / ATP5A (CV); 55 kDa.

3.4.5 Activitats enzimatiques

Activitat superoxid dismutasa (SOD)

L’enzim superoxid dismutasa (SOD; EC 1.12.1.1) és un dels principals enzims que
conformen el sistema de defensa antioxidant contra la formacié d’especies
reactives d’oxigen (ROS) ja que neutralitzen I’'anié superoxid el qual es genera
com a subproducte dels processos que tenen lloc a la cadena respiratoria

mitocondrial. L'enzim SOD catalitza la dismutacio de I'anié superoxid en peroxid
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d’hidrogen i oxigen molecular. La determinacioé de I'activitat SOD té lloc en dues
reaccions acoblades. La primera reaccid es basa en la reduccié del citocrom c en
presencia de I'anié superoxid, anteriorment generat per I’enzim xantina oxidasa
(XOD) en la reaccié d’oxidacio de la xantina. En la segona reaccio, I'enzim SOD
transforma I'anié superoxid en peroxid d’hidrogen, disminuint el citocrom reduit
generat a la reaccié anterior. Per tant, la mesura de la reduccié del citocrom c,
detectable a un longitud d’ona de 550 nm, sera inversament proporcional a

I"activitat de I’enzim SOD [80].

SOD
: Db N Catalasa
Xantina + 0, — Acid uric + 05 H,0, —» H,0+ 0O,
Citocrom c
Citocrom ¢ reduit
oxidat

L’assaig de I'activitat SOD en teixit cardiac es va realitzar en plaques de 96 pous
aptes per espectrofotometria en un volum final de 250ul. Primerament, es va
preparar una mix amb tots els reactius de la taula 6 (sense la mostra). Els reactius
es varen preparar en PBS, excepte la xantina, que és insoluble en aigua, i es va
preparar en NaOH 30 mM. A continuacio, es varen dipositar les mostres als pous
corresponents i tot seguit es va addicionar la mix i es va introduir la placa a
I’espectrofotometre a una temperatura de 37 eC per fer una lectura continua a
una longitud d’ona de 550 nm durant 15 minuts (Biotek, FLx800). Referéncies
reactius: Citocrom c (Sigma, C7150), XOD (Sigma, X1875), Xantina (Sigma, X7375),
Catalasa (Sigma, C1345).
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Mostra Control

PBSpH 7.4 225 -Xul 225 pl
Mostra 4pl* -
Citocrom C 1.95 mM 6 ul 6 ul
XOD 335 mU/ml 9ul 9ul
Xantina 10 mM 2.5 ul 2.5l
Catalasa 6000 U/ml 2.5 pl 2.5l

TOTAL 250 pl 250 pl

Taula 6. Reactius per a determinar I'activitat SOD
*A aquesta tesi equival a uns 1.5-2ug de proteina de teixit cardiac i correspon a una dilucié 1/20
de I’homogenat de cor (apartat 3.3.1).

A la figura 6 es mostra un exemple d’una lectura.

Figura 6. Exemple de la corba d’absorbancia de I’activitat SOD a cor.
La zona en vermell indica els punts en els que es realitza la determinacio del pendent.
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Els calculs es varen realitzar aplicant la seglient féormula i les dades es varen

obtenir de la part lineal del pendent (part vermella).

pendent control — pendent mostra

Activitat SOD ((mAbs * min~1 th)) =
ctivita ((mAbs * min™") * pg prot.”* )) ug proteina
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Activitat catalasa

L’enzim catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) és un enzim oxidoreductasa implicat en la
descomposicio de I’'H,0, generat durant el metabolisme cel-lular.

La determinacié de I'activitat catalasa es basa en I’'addicio de peroxid d’hidrogen
per iniciar la reaccio. D’aquesta manera, I'enzim catalasa descompon el peroxid
d’hidrogen formant aigua i oxigen. Finalment, I'addicci6 de molibdat amonic
atura la reaccié formant un complex de color groc entre el peroxid d’hidrogen
residual i el molibdat amonic, detectable a longitud d’ona A= 374 nm [81], [82].
L’aparicié de color és inversament proporcional a I’activitat catalasa.

L’assaig de 'activitat catalasa en teixit cardiac es va realitzar en plaques de 96
pous aptes per espectrofotometria en un volum final de 220 pl. Primerament, es
va carregar el tampd (K;HPO,4 38.3mM, KH,PO4 61.73mM; pH 7,0) i les mostres
amb els volums indicats a la taula 7. A continuacid, es va afegir rapidament la
solucid de peroxid d’hidrogen als pous corresponents i es va incubar la placa a 37
oC durant 2 minuts. Finalment, es va aturar la reaccié amb el molibdat amonic
((NHz)s M0704), es va agitar per eliminar les bombolles i es va determinar
I"'absorbancia a 374 nm (Biotek, FLx800). Referencies reactius: H,0, (Panreac,

141076), Molibdat (Sigma, 277908).

Blanc (B) Blanc estandard (S)  Mostra  Control (M)

Tampé 200 pl 180 pl 180-Xpl  200-X ul
Mostra - - 3ul* 3ul*
H,0, 650 mM - 20 ul 20 pl -
Molibdat 140.72 mM 20 ul 20 pl 20 ul 20 pl
TOTAL 220yl 220 pl 220 pl 220 pl

Taula 7: Reactius per a determinar I'activitat catalasa
*a aquesta tesi equival a uns 25-30ug de proteina de teixit cardiac (apartat 3.3.1)

Els calculs es varen realitzar aplicant la seglient formula:

.303 [ S V final pouet (ul) 1pl
) * log ] * *

2
Act. catalasa (kU teina) =
catalasa (kU/pg proteina) (t(min) [Mostra — M

V carregat de mostra (ul) pg proteina
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3.4.6 Determinacid semi-quantitativa de I'expressio génica

La determinacio de I'expressio genica es realitza en diferents passes que tenen
com objectiu convertir I’ RNA (resultant de I'expressio dels gens a cadenes de RNA
missatger) a una cadena de DNA complementaria (cDNA) que pugui ser
amplificada de forma especifica pel gen d’interes i que doni un senyal detectable
i proporcional a la quantitat inicial de RNA per aquest gen en concret. Per ultim,
la comparaciéd del senyal obtingut entre les diferents mostres permet la
determinacio relativa dels nivells d’expressid de gens entre mostres. Aquesta

tecnica es basa en tres fases que poden consultar-se en detall al protocol V.

1r. Extraccio de RNA de teixits i cultius cel-lulars

L’extraccio de RNA es va realitzar mitjangant el reactiu comercial TriPure Isolation
Reagent™ (Ref: Roche, 157001) seguint les instruccions del fabricant.

Breument, primerament es procedeix a lisar les cel-lules o a homogeneitzar el
teixit dins TriPure™ (amb I'ajuda d’un homogeneitzador en el cas del teixit).
L’obtencié de RNA es basa en una extraccio fenol:cloroform i un agent caotropic
com el tiocianat de guanidina. Després de la primera extraccid s’obté un fase
sobrenedant aquosa que conté I’'RNA i una fase inferior fenolica que conté
proteines i DNA que poden ser separats en fases posteriors. A partir de la fase
aquosa es precipita 'RNA amb isopropanol, es purifica amb etanol de 75 % i es
resuspen el pellet d’RNA en aigua lliure d’RNAases. La quantificacié de 'RNA es
realitza amb un espectrofotometre mesurant I'absorbancia a 260nm. La puresa
de la mostra també pot determinar-se si es compara I'absorbancia a 260 nm
(RNA) amb I'absorbancia de certs contaminants com proteines (280 nm) i fenol
(230 nm). Els ratis recomanats son: A260/A280 > 1.9 i A260/A230 > 2.0.

Degut la presencia de fenol, s’"ha de treballar en una campana de gasos per evitar

respirar els vapors i els residus han de ser degudament eliminats.
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2n. Retro-transcripcio

La retro-transcripcid consisteix en sintetitzar DNA complementari a les cadenes
de RNA d’un mostra (cDNA) mitjangant una transcriptasa reversa. En aquesta tesi,
la retro-transcripcio es va fer seguint les indicacions del fabricant de la retro-
transcriptasa del virus muri de la leucémia M-MLV (Ref: Invitrogen, 10338842) i

es va fer servir el termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems).

3r. PCR a temps real

La PCR a temps real permet I'amplificacid i quantificacié simultania del producte
amplificat a través de I'ds d’'una sonda fluorescent. La PCR es du a terme
mitjangcant un termociclador que realitza diferents cicles de temperatura
(desnaturalitzacio, alineament i extensid) i permet I'amplificacié d’un fragment
de cDNA en concret mitjancant I’as d’un encebador (primer) especific pel gen que
es vol determinar. La seqliencia de la parella d’encebadors aixi com la
temperatura (annealing temperature) determinen [’especificitat de
I"amplificacié. A cada cicle hi ha un pas de captacié de fluorescéncia que és
proporcional al grau d’amplificacié de la mostra. A majors nivells d’un transcrit a
la mostra, majors nivells de cDNA corresponent durant la retro-transcripcid i, per
tant, major amplificacié durant la PCR. El termociclador que es va fer servir a la
present tesi va ser el LighCycler® 480 System Il (Roche Diagnostics). A les taules 8

i 9 es poden veure els encebadors i les temperatures per a gens de rata i humans.

4t. Quantificacio dels resultats

La quantificacié de la informacio es fa en base el que s"Tanomenen crossing point
(Cp). ElI Cp és el cicle d’amplificacié en el qual la fluorescencia emesa per la mostra
sobrepassa un llindar predefinit (manual o automatic) igual per totes les mostres.
Com més baix sigui el Cp major és I'expressio d’un gen ja que aquest valor indica

que calen menys cicles per assolir un cert grau de fluorescencia.
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L’eficiencia de la PCR a temps real depen del parell d’encebadors i dels tipus de
mostra de partida i s’"ha de tenir en compte a I’hora quantificar els resultats. El
seu valor s’obte experimentalment a partir dels amplificats obtinguts després de
fer una PCR. Es realitza una banc de dilucions de 103 a 10° i es fa una nova PCR i
I'eficiencia es determina a partir del pendent de la recta que s’obté representant
el logaritme de la concentracié enfront el Cp.

Els calculs d’aquesta tesi es varen realitzar fent servir el programa informatic
Genex (MultiDAnalises) amb les corresponents eficiencies determinades per a
cada parell d’encebadors i tenint en compte I'expressié de GAPDH com a gen de

referencia per a normalitzar.

Gen Encebador directe (5’- 3’) Temberatura
Encebador revers (3’- 5’) P
) ATGGAGAGTCGACAGGCCTAA
i o
AdipoR1 CGTGTCCGCTTCTCTGTTACTA 60%C
P GACGGGCAACATTTGGACAC o
'PO AAAGGCAGAGAATGGCTCCC -
CGTCCAGGAGGACAATCTCG
o
APPLL GACCAAAGGCTTTTGCCTGG 605C
CTCACACAACTCAGATACTGCTG
CD36 60°C
TCCAAACACAGCCAGGACAG
GGAGAGAGCATGACCGATGG
COL1A 60°C
GGGACTTCTTGAGGTTGCCA
TCCCCTGGAATCTGTGAATC
COL3A 60°C
TGAGTCGAATTGGGGAGAAT
TGCAACAAACCGAGGCAATC
eNOS 60°C
CACCAGCTGGCTGTTCCAGA
TGATTCTCTTGCCTCTTCTTG
ET1 60°C
TATGGAATCTCCTGGCTCTC
CAGCCCCTGATTGGAGTC
FN 60°C
TGGGTGACACCTGAGTGAAC
CTG GTG GTC CAG GGG TCT TA
o
GAPDH CCA CTC CTC CAC CTT TGA CG 60%C
LU TATTTGGCT TTGTGGCCTTC e
CGGCAAATAGAAGGAAGACG )
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GCGGCGAGAACGAGAA
HIFla AGATGGGAGCTCACGTTGTG 60%C
CACGGCCTTCCTACTTCAC

IL6 CTGCAAGTGCATCATCGTTGT 605C
_ ACCATGGAGCATCCCAAGTA

INOS CAGCGCATACCACTTCAGC 605C

TCTCTCCCTATGGCGTGTCC ]

PAI-1 GGCATCCGCAGTACTGATCT 60%C
ATGTGCAGCCAAGACTCTGTA

PGCla GGTCACTACACCACTTCAATCCA 60%C
AAAAGGCCATCGGTGAAGGT

PGC1p CTCCGAACACCGGAAGGTAA 605C
TGTCGAATATGTGGGGACAA

PPAR AAACGGATTGCATTGTGTGA 605C

TCAGAGGGACAAGGATTCATGA ]

PPARY CACCAAAGGGCTTCCGCAGGCT 60%C
_ AAGATGCAGCCGAGAACTCC

T-cadherina CTTGTTGCCCTTGCAGTCAC 60%C
GCAACAACGCAATCTATGAC

TGFR1 CCTGTATTCCGTCTCCTT 605C

CAATGTTGCCCGAAATGC
ucp2 TCTTGACCACATCAACGG 605C
GGAGGAGAGAGGAAATACAGAGG

uces CCAAAGGCAGAGACAAAGTGA 60%C
ACAAAACGCTCGCTCAGATT

VeAM GTCCATGGTCAGAACGGACT 60%C
CAAGCCAAGGCGGTGAGCCA

VEGFA TCTGCCGGAGTCTCGCCCTC 605C

Taula 8: Parelles d’encebadors per a gens de rata i la seva temperatura d’hibridacié.
Elaboracio propia

Gen Encebador directe (5’- 3’) Temperatura
Encebador revers (3’- 5’)
CCCTTCTGCCTGACACCTTT
COX2 TTCTGT ACT GCG GGT GGA AC 60%C
AAC GAG TGG AAG ACG GTT GT .
COXIV TCATGT CCAGCATCCTCT TG 605C
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AAT TCA GAT AAT CGA CGC CAG
ERa 60°C
GTG TTT CAA CATTCT CCCTCCTG
TAG TGG TCC ATC GCC AGT TAT
ERPB 60°C
GGG AGCCACACTTCACCAT
AGT CCT CTT GTG CCT TCA GC
E-selectina 602C
TTG CAC ACA GTG CCA AAC AC
CTG GTG GTC CAG GGG TCTTA
GAPDH 60°C
CCACTCCTCCACCITTGA CG
TCCCCTGGAATCTGTGAATC
GPER 60°C
TGAGTCGAATTGGGGAGAAT
AAC CAG AGC CAG GAG ACACT
o
ICAM GGA ACCCCATTCAGCGTCA 60%C
CAG GGG TGG TTATTG CATCT
IL6 602C
AGG AGA CTT GCC TGG TGA AA
ATC ACC AGC AGC AAG TGT CC
o
MCP1 TGG GTT GTG GAGTGA GTG TT 602C
CGT GCT CCCACA CATCAATC
o
MnS0D TGA ACG TCA CCG AGG AGA AG b4sC
CCT GGATGACTCTTG GGA AA
- o
NF-kB TCA GCCAGCTGTTTC ATG TC >82C
TGT CAT AGT CTC AGC CCG CA
- o
PAI-1 TTT CCC GAT GCATCT CCA GT 602C
TCA GTC CTC ACT GGT GGA CA
o
PGCla TGCTTC GTC GTC AAA AAC AG 602C
TCTCTCCCTATGGCGTGTCC
o
PGC1R GGCATCCGCAGTACTGATCT 60%C
GAG CCCAAG TTTGAG TTT GC
o
PPARy CTG TGA GGA CTC AGG GTG GT 60%C
AAAAGGCCATCGGTGAAGGT
SIR1 60°C
CTCCGAACACCGGAAGGTAA
CGG CTC TAC ACG CAG AAC ATC
o
SIRT3 CAG AGG CTC CCC AAA GAA CAC >62C
GTG GTTTTC ATC TGT CTT GGC
o
TFAM ACT CCG CCCTAT AAG CATCTT G 60%C

Taula 9: Parelles d’encebadors per a gens humans i la seva temperatura d’hibridacio.

Elaboracio propia
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3.5 Analisi estadistica

Per a l'analisi estadistica es va fer servir el programa informatic Prism 8

(GraphPad).

Analisis estadistica dels resultats in vivo

Les dades s’expressen com a mitjana * error estandard de 8 animals per grup. Les
diferéncies entre els grups LEAN (fa/+) i SHAM (fa/fa) varen ser analitzades
mitjangant un test t d’Student amb un interval de confianga del 95 %. Les
diferéncies entre els grups SHAM, OVA i OVA+E2 (fa/fa) varen ser analitzades
mitjang¢ant una analisi de variancia (One-way ANOVA) amb un nivell de confianga
del 95 %, considerant-se significatives si el valor-p era inferior a 0,05 (p<0,05).
Posteriorment, les diferencies entre grups varen ser analitzades amb el test post-
hoc LSD de Fisher. En les determinacions del pes i la glucémia durant 15 setmanes
les diferencies varen ser analitzades mitjangant una analisi de variancia de dos
factors (Two-way ANOVA: hormones i edat) amb un nivell de confianga del 95 %,
considerant-se significatives si el valor-p era inferior a 0,05 (p<0,05).
Posteriorment, les diferencies entre grups varen ser analitzades amb el test post-

hoc LSD de Fisher.

Analisis estadistica dels resultats in vitro

Les dades s’expressen com a mitjana + error estandard de 2 experiments
realitzats per triplicat (n=6). Per a la comparacié més senzilla entre dos grups (C
vs. E2) varen ser analitzades mitjangant un test t de Student amb un interval de
confianga del 95%, considerant-se com diferencies significatives si el valor-p era
inferior a 0,05 (p<0,05). Les diferéncies entre diferents tractaments (quan eren
més de 2 grups diferents) varen ser analitzades mitjangant una analisi de variancia
(One-way ANOVA) amb un nivell de confianca del 95 %, considerant-se

significatives si el valor-p era inferior a 0,05 (p<0,05). En el cas d’incorporar una
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segona variable com el temps o en el cas d’analitzar I'efecte de I'E2 en condicions
de lipotoxicitat (H9c2) o de glucolipotoxicitat (HUVEC) les diferéncies varen ser
analitzades mitjancant una analisi de variancia de dos factors (Two-way ANOVA)
amb un nivell de confianca del 95 %, considerant-se significatives si el valor-p era
inferior a 0,05 (p<0,05). Posteriorment, en els dos tipus d’analisi de variancia
ANOVA utilitzats, les diferéncies entre grups varen ser analitzades amb el test

post-hoc LSD de Fisher.

3.6 Protocols
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I. Protocol de l'ovariectomia, la implantacié de la mini-bomba

osmotica i la cirurgia simulada

Tot els procediments es faran seguint la maxima asepsia possible. Tot el material sera
estéril d’un sol us o bé estara degudament esterilitzat (autoclau o filtracid).

El personal manipulara els animals amb mascareta, gorra de cirurgia, guants i bata de
fibra d’un sol us. Les superficies de treball s’hauran netejat primer amb aigua i sabo i

finalment amb etanol.
Material necessari:
e  Bisturi n220 e Meloxicam (CN: 432070)

e Sutura absorbible: Polysorb™ 3/0 0 4/0

Ketamina (CN: 454023)
e Sutura seda trencada: Aragd 2/0 e Xilacina (CN: 425032)

e Solucio fisiologica esteril e Lipolac (CN: 764118)

A. Procediment quirurgic de I'ovariectomia i la implantacié de la mini-bomba

1. Pesar la rata.

2. Calcular la dosi de preanalgesia i d'anestésia segons la taula.

Farmac Presentacio Dosi Factor
Meloxicam 2 mg/ml 2 mg/kg Pes (g) x 0,001
Ketamina 100 mg/ml 90 mg/kg Pes (g) x 0,0009

Xilacina 20 mg/ml 10 mg/kg Pes (g) x 0,0005

Administrar, per via subcutania, la preanalgésia (Meloxicam).
Administar, per via intraperitoneal, 'anestésia (Ketamina+Xilacina)
Comprovar I'efecte de I'anestesia amb el reflexe podal i el reflexe ocular.

Protegir els ulls de la dessecacié amb un gel ocular (Lipolac).

N o v &~ Ww

Rasurar del pel de I'abdomen i de la zona cervical.

Assegurar la rata sobre la manta térmica (409C).

L ®

Aplicar alcohol 75% a la zona abdominal.
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Posar el camp quirurgic sobre la zona abdominal.

Iniciar la cirurgia amb un tall longitudinal (1,5 cm) a l'altura de la tercera glandula
mamaria amb un bisturi.

Amb I'ajuda d'unes pinces separar la pell del muscul i tallar el muscul abdominal
per la linia alba.

Per trobar els ovaris, cercar els corns uterins (un a cada lateral).
Estirar, suaument, el corn uteri fins a exposar I'ovari.

Previ a la reseccié de I'ovari, s'elimina el teixit adipds periovaric. Es fa la lligadura
per la trompa (entre I'ovari i l'inici del corn uteri) amb una sutura re-absorbible i
es procedeix a tallar amb les tisores per sobre de la sutura.

Es retorna, amb cura, el corn uteri al seu lloc.
Repetir els punts 13, 14 i 15 per l'altre ovari.

Per finalitzar es procedeix al tancament de les incisions per planols. Les sutures
del muscul es fan amb sutura continua re-absorbible, les sutures de la pell es fan
amb sutura discontinua.

Netejar les restes de sang amb solucid fisiologica esteril i posar una garsa a sobre
de la ferida.

Donar la volta a I’'animal i netejar amb alcohol 75% la zona cervical.

Realitzar una incisié a la zona interescapular (1,5cm) perpendicular a la columna
vertebral fins arribar al muscul.

Amb unes pinces esterils, separar la pell del muscul per fer una cavitat on
dipositar la mini-bomba (amb el tractament adient).

Introduir la mini-bomba (primer la part del tap blanc) i suturar la pell.

Es retorna |'animal a la seva gabia amb una font de calor fins que es recuperi de
I'anestesia.

Observar I'animal durant els dies posteriors a la intervencid i repetir la dosi
d’analgésia a les 24 i 48 hores.

Procediment quirurgic de les cirurgies simulades

Es segueix el mateix protocol que per les cirurgies pero amb les seglients diferencies:

-Una vegada localitzats els corns uterins, el ovaris es treuen a I'exterior de la cavitat

abdominal i es tornen a introduir sense realitzar cap tipus d’intervencid.

-Després de la realitzacio de la incisid a la zona cervical, es forma la cavitat pero no es

posa cap mini-bomba i es procedeix a suturar la incisié6 amb normalitat.
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Il. Protocol del manteniment de les cel-lules H9¢2 i HUVEC

A. Manteniment rutinari:

Condicions incubador:
37°Ci5%CO;

Medi de cultiu complet:

DMEM High Glucose (Biowest, L0107) o F12-K (ATCC, 30-2005)
+10% de serum fetal bovi (FBS) (Biological industries, ref: S181B)
+Penicil-lina 100 U/ml (Biological Industries, ref: 03-031)
+Streptomicina 0.1 mg/ml (Biological Industries, ref: 03-031)

Els subcultius es realitzen quan les céel-lules arriben a una confluéncia del 70-80%. El
procediment per a fer un subcultiu amb un rati 1:2 (per exemple) per a una placa de 55
cm? és el seglient:

1- Aspirar el medi i rentar amb 2 ml de PBS.

2- Posar 1,5 ml de tripsina-EDTA (tripsina 0.25% i EDTA 0.02%)

3- Incubar 5 minuts a 37°C.

4- Afegir 4,5 ml de medi complet per inactivar la tripsina, transferir a un tub esteril

de 50ml i completar amb medi complet fins a 20 ml.
5- Sembrar 10 ml de la suspensid de cél-lules a dues plaques p100 noves.

B. Congelacio de cél-lules:

1- Seguir els passos 1-4 de |'apartat A.

2- Traspassar la suspensio cel-lular a un tub esteril de 15 ml.

3- Centrifugar a 300g durant 5 minuts.

4- Re-suspendre el pellet cel-lular amb 1 ml de medi complet amb un 5% de
dimetilsulfoxid (DMSO).

5- Traspassar la suspensid a un criovial i emmagatzemar a -80°C dins un tanc de
congelacié Mr. Frosty™ (Thermofisher) amb isopropanol.

6- Ales 4 hores es poden passar a un tanc amb nitrogen.

C. Descongelacio de cél-lules:
1- Posar el vial en un bany a 37°C.
2- Afegir petits volums de medi complet al vial i recollir la suspensid.
3- Centrifugar la suspensié a 300g durant 5 minuts.
4- Re-suspendre el pellet cel-lular amb 4,5 ml de medi complet.
5- Recomptar el numero de cél-lules
6- Transferir a una placa (p60 per a H9c2 i p100 per a HUVEC).
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Protocol de la quantificacio relativa de proteines per Western blot

A. Obtencio de proteina

S’ha de realitzar tot el procés en gel per evitar la degradacio de les proteines.
Per a mostres de teixit cardiac
1- Dipositar 100 mg de teixit en un tub de 2 ml que contengui 1 ml de tampd STE
amb el coctel d’inhibidors de proteases i fosfatases HALT (2x) i homogeneitzar
amb un Politré enérgicament.
2- Sonicar dues vegades la mostra amb una potencia de 20W durant 10 segons.
3- Centrifugar la mostra a 500 g durant 10 minuts (4 2C) i recollir el sobrenedant.

Composicio tampdé STE: Tris 20 mM, sacarosa 250 mM, EGTA 2 mM i
KCI 40 mM; pH 7.4.

Composiciéo coctel HALT 100x (Ref: Thermo™ 78439): Aprotinina, bestatina, E-64,
leupeptin, Fluorur sodic, ortovanadat sodic, pirofostat sodic i 3-glicerofosfat.

Per a cél-lules H9c2 (cultivades en placa de 6 pous)
1- Aspirar el medi de cultiu i retirar les restes de medi i tractaments amb un rentat
amb PBS (1-2 ml).
2- Posar la placa de cultiu sobre una superficie freda i dispensar 100-120 ul de
tampd RIPA i HALT (1x) i lisar les cel-lules amb I'ajuda d’un scrapper.
3- Transferir el contingut a un tub de 1,5 mli centrifugar a 10.000g durant 10 minuts
(42C).

Composicio tampd RIPA: Tris 50 mM pH 7.5, Trité X-100 0.1%, deoxicolat sodic 0.5%, SDS
0.1% i EDTA 1 mM.

B. Quantificacio de proteina per BCA

El protocol que es segueix és el recomanat per la casa comercial.

1- Preparar la solucio de treball (WR) a partir dels reactius A i B en proporcioé 50:1.
Es necessiten 260 ul per cada mostra (més el patrd i el blanc).

2- A una placa transparent per espectrofotometria de 96 pous, dipositar 9 ul de la
mostra (H9c2: directe, cor: dilucié previa 1/20) i el patré (per duplicat) a cada
pou.

3- Afegir 260 ul de la WR a cada pou, agitar suaument i incubar a 37 2C durant 30
minuts.

4- Llegir I'absorbancia de les mostres i el patré a 562nm (PowerWave XS, Bio-tek).

5- Calcular la recta de regressio del patrd i determinar la concentracié de la mostra.
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C. Electroforesis

Preparacio de la mostra

1- Agafar un volum corresponent a 10-50 pg de proteina de cada mostra i transferir-
loauntubde1,5ml

2- Completar amb RIPA/STE fins a tenir un volum final igual a totes les mostres.

3- Afegir sample buffer a relacié 3:1 (mostra:buffer). El sample buffer no esta
preparat del tot, fa falta afergir-li un 10 % de B-mercaptoetanol.

4- Punxar el tap dels tubs amb una agulla

5- Bullir les mostres 5 minuts.

6- Carregar les mostres i el marker als pouets del gels.

Composicio del sample buffer: Tris 0.25M, SDS 10%, glicerol 40%, blau de bromofenol
0.1%; pH 6.8.

Preparacio dels gels

Gruix de la pinta
N2 de pous
0,75mm 1mm 1,5mm
10 33l 44l 66l
15 20pl 264l 40ul

Volum maxim per pou segons n® de pous i el gruix de la pinta.

1- Netejar amb alcohol de 75% els vidres i les pintes necessaries.

2- Montar els suports.

3- Preparar el resolving gel de poliacrilamida a la concentracié adequada.
El TEMED i el PSA 10% inicien la polimeritzacio del gel, per tant, es posen just
abans d’emplenar els suports.

4- Vertir el resolving gel (3/4 parts dels vidres) i completar (1/4) amb aigua.

5- Esperar a que polimeritzi.

6

7- Preparar I’stacking gel (5%), completar el gels i col-locar les pintes.

Eliminar I'aigua dels suports per volcat i assecar amb paper de filtre.

8- Esperar a que polimeritzi.

9- Montar els gels a les cubetes d’electroforesis.
10
11- Carregar els gels amb les mostres i el marcador (5ul) i completar el volum de la

Posar tampo d’electroforesis dins els suports i observar que no perdin liquid.

cubeta amb més tampo d’electroforesis.
12- Condicions d’electroforesis (Biorad, Mini PROTEAN®): 10 min a 50V + 2h a 100V.

Composicio del tampd d’electroforesis: Tris 25 mM, glicina 192 mM; pH 8.3 i SDS 0.1%.
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D. Transferéncia

Fiber pad
Filter paper

é\ “ Gel
S Filter paper

Ill

1- Preparar el “sandwich” amb el gel i

la membrana de nitrocel-lulosa.
2- Posar el “sandwich” al suport

seguint els colors (negre amb negre).
3- Posar un bloc de gel a la cubeta i un
agitador magnetic.
4- Omplir la cubeta (1 L) amb tampd de transferéncia fred (4 2C)
5- Posar la cubeta dins un recipient amb gel i a sobre d’un agitador magnetic.
6- Condicions de la transferencia (Biorad, Mini Trans-Blot®) : 90 min a 100 V.

Composicio del tampd de transferéncia: Tris 25 mM, glicina 192 mM; pH 8.3 i metanol
20 %.

E. Bloqueig

1- Bloguejar, a temperatura ambient, durant 60 minuts la membrana amb la solucié
de bloqueig de Li-Cor (TBS) en agitacid.
2- Fer tres rentats de 5 minuts amb tampé TBS amb Tween 20 al 0,1 %.

F. Inmunodeteccio

Anticos primari
Els anticossos primaris es preparen dins bloqueig de Li-Cor amb Tween 20 al 0,2 %. Es
poden guardar a 4 °Ci a -20 °C i son reutilitzables.

1- Incubar la membrana overnight, a 42C i en agitacid, amb |’anticos primari.

2- Fer tres rentats de 5 minuts amb tampé TBS amb Tween 20 al 0,1 %.

Anticos secundari
Els anticossos secundaris es preparen dins bloqueig de Li-Cor amb Tween 20 al 0,2 %. Es
poden guardar a 4°C (duren aproximadament un mes) i a -20 °C.
1- Incubar la membrana, a temperatura ambient i en agitacié, durant 1h amb
I"anticos secundari.
2- Fer tres rentats de 5 minuts amb tampé TBS amb Tween 20 al 0,1 %.

Deteccio fluorescent

La deteccid de les bandes es realitza amb I'aparell Odyssey (model 9120 de Li-Cor) i
permet detectar anticossos fluorescents que emetin a 680 i 800 nm.
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IV. Protocol d’aillament mitocondrial a cor i determinacié del consum
d’oxigen (Oxygraph®)

A. Aillament mitocondrial

Es recomana realitzar tot el procés rapidament i en gel per evitar la degradacio dels
mitocondris. Es important que el material no tingui restes de sabd i els reactius no
contenguin sodi.

Per a mostres de teixit cardiac
1- Dipositar 100 mg de teixit (fresc) en un tub d’assaig (uns 5 ml) que contengui 2
ml de tampé d’aillament fred.
2- Suaument (velocitat 3-4) homogeneitzar el teixit amb un Politrd.
3- Passar ’homogenat a un tub de 15 ml.
4- Centrifugar la mostra a 500 g durant 10 minuts (4 2C).
5- Recollir el sobrenedant en un tub de 2ml.
6- Centrifugar a 8000 g durant 10 minuts (4 2C).
7- Descartar el sobrenedant i netejar el pellet amb 1 ml de tampé d’aillament.
8- Centrifugar a 8000 g durant 10 minuts (4 2C).
9- Descartar el sobrenedant i re-suspendre el pellet amb 1ml de tampé d’aillament.
10- Determinar la concentracid de proteina mitocondrial de les mostres per
Bradford: Diluir (1/20) una fraccio de la mostra (2 pl) en aigua destil-lada (38 pl).

Guardar els mitocondris en el tampd d’aillament en aiqua-gel fins el moment de la seva

utilitzacio.

Composicié tampd aillament mitocondrial: Manitol 220 mM, Sucrosa 70 mM, EDTA(K")
1 mM, Tris-HCI 10 mM, BSA (free fatty acid) 0,1 %; pH 7.4 (ajustar amb HCl o KOH).

B. Determinacié del consum d’oxigen (Oxygraph®)

El consum d’oxigen es realitza dins una cambra aillada acoblada a un eléctrode de Clark.
La determinacio es realitza amb mitocondris aillats en un tampo de respiracio i amb
I'adicio de substrats i inhibidors de la cadena respiratoria.

Condicions per a mostres de teixit cardiac:
Volum de treball: 500 pl
Velocitat agitador magnetic: 10
Temperatura de treball 37 2C

Composicio tampo respiracio: KCl 115 mM, HEPES 3 mM, KH2PO4 10 mM, MgCl; - 6H,0
2 mM, EGTA(K*) 1 mM, BSA (free fatty acid) 0,1 %; pH 7.2 (ajustar amb HCl o KOH).
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1- Dipositar el volum corresponent a 100 pg de proteina mitocondrial a la cambrai
completar amb tampo de respiracio fins a 500 pl.

2- Deixar que la lectura de la concentracié d’oxigen a la cambra s’estabilitzi.

3- Afegir els substrats i inhibidors a la cambra de reaccid, seguint I'ordre de la
seglient taula i deixant un espai de temps entre ells d’'uns 5 minuts.

Volum Concentracio

Ordre Reactiu Referencia
(pl) ala cambra
1’ Succinat 50 mM 50 5mM Sigma, S2378
2" ADP 25 mM 10 0,5 mM Sigma, 01905
3" Oligomicina 100 uM 10 2 uM Sigma, 04876
4 FCCP 100 pM 20 4 uM Sigma, C2920
. Antimicina / Sigma, A8674
5¢ 2 4 uM )
Rotenona 1 mM Sigma, R8875

4- Els calculs es realitzen a partir dels pendents obtinguts amb els diferents reactius.
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V. Protocol de la quantificacio relativa de I’expressio génica per PCR

A. Obtenciéo de RNA

Per a mostres de teixit cardiac i aorta
1. Dipositar el teixit en un tub de 2 ml
Cor: 100 mg. Aorta: tota I'aorta (60 mg aprox.).
2. Afegir 1 ml de Tripure i homogeneitzar completament el teixit amb I'ajuda d’un
Politré. Reposar 15 minuts.
Per a mostres de H9c2 o HUVEV
1. Afegir 1 ml de Tripure dins cada pou (de la placa de 6 pous) i barrejar
completament amb les cel-lules amb la punta una pipeta. Reposar 15 minuts.

N

. Centrifugar a 12.000 g, 10 minuts a 4 2C per clarificar ’'homogenat (nhomés amb
teixits).
. Passar el sobrenedant a un nou tub de 2 ml (només amb teixits).

3
4. Afegir 0.2 ml de cloroform i agitar durant 15 segons. Reposar 15 minuts.
5. Centrifugar a 12.000 g, 15 minuts a 4 °C.
6. Recollir £ 500 pl del sobrenedant per continuar I’extracciéo de RNA en un nou tub.
La fase organica inferior i la interfase es poden mantenir a 4 °C per extreure DNA i
proteina posteriorment.
7. Afegir 0.5 ml d’isopropanol i agitar durant 15 segons. Reposar 10 minuts.
8. Centrifugar a 12.000 g, 10 minuts a 4 °C.
9. Descartar el sobrenedant i afegir 1 ml d’etanol al 75 % al pellet d’'RNA del tub.
10. Guardar a -202C durant una nit.
11. Centrifugara 7.500 g, 5 minuts a 4 °C.
12. Descartar el sobrenedant rentar el pellet amb 1ml d’etanol 75%.
13. Centrifugar a 7.500 g, 5 minuts a 4 °C.
14. Descartar el sobrenedant i assecar les restes d’etanol. Pot fer-se: a I'aire, al buit
sense rotacié o amb calor (a uns 50 2C).
15. Re-suspendre el pellet en aigua lliure de RNAases (@) (uns 20 pl) i reposar a uns
50-60 °C durant uns 10 minuts.
16. Quantificar la concentracié de RNA a la mostra i determinar la puresa al
Nanodrop.
17. Ajustar la mostra amb aigua @ per a una concentracié de RNA aproximada de
500-700 ng/ul.
18. Guardar a-20 °C.

B. Retro-transcripcio

Els volums de les taules corresponen a una mostra. S’ha de preparar el volum
necessari adequat a les mostres que es tinguin més un control de RT que tindra aigua
@ enlloc de mostra.
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1. Preparar una mix A que contengui els seglients reactius:

Concentracio Volum (ul) Referéncia
Random hexamer 50 uM 1l Invitrogen, N8080127
dNTP mix 10 mM 1l Invitrogen, 10297018
Aigua @ - 6 ul Sigma W4502
TOTAL 8 ul

2. Posar en tubs de 0.2ml el volum de mostra corresponent a 1ug de RNA i
completar amb aigua @ finsa 4 pl.

3. Afegir 8 pl de la mix A cada un dels tubs.

4. Al termociclador; 65 2C durant 5 minuts + 4 C oo

5. Preparar una mix B amb els seglients reactius:

Concentracio Volum (ul) Referéncia
First-strand Buffer 5x 4 ul Invitrogen, 10338842
DTT 0.1M 2 ul Invitrogen, 10338842
Inhibidor RNAases 20 U/l 1l AppliedB., N8080119
M-MLV 200 U/ul 1ul Invitrogen, 10338842
TOTAL 8 ul

6. Al termociclador; 25 2C 10 minuts + 37 2C 50 minuts + 70 2C 15 minuts + 4 ¢C oo
7. Fer una dilucié 1/10 del producte de RT afegint 180 pl d’aigua @ a cada mostra.

C. PCR a temps real

Els volums de les taules corresponen a una mostra. S’ha de preparar el volum
necessari adequat a les mostres que es tinguin més el control de la RT i un blanc de
PCR que tindra aigua @.

1. Preparar una mix C que contengui els seglients reactius:

Concentracio Volum (pl) Referéncia
Aigua @ - 2.1l Sigma W4502
Primer F 1/10 10 uM 0.2 ul IDT, DNA Oligo
Primer R 1/10 10 uM 0.2 ul IDT, DNA Oligo
SYBR® Premix Ex Taq™ 2X 5ul Takara, RR420Q
TOTAL 7.5 ul

2. Dipositar la placa de PCR en un suport refredat i carregar, a cada pou, 2.5 pl del
cDNA obtingut a I'apartat B.7 (mostres i control de RT) i 2.5 ul d’aigua @ per fer
el blanc de PCR.

3. Afegir 7.5 pl de la mix C a cada un dels pous.

4. Tapar la placa amb film autoadhesiu i centrifugar lleugerament.
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5. Realitzar la PCR seguint el seglient protocol de temps i temperatures:

Denature PCR Melting Cooling
Cicles 1 40-45 1 1
Temps 5 min 10s 10s 12 s 55s/1 min/- 10s
Temp. 95 eC 95 eC 60 2C* 72 °C 952C/652C/97°C 40 °2°C
Analisi - Quantificacio fluorescencia Corbes melting -

*Aquesta temperatura depén dels encebadors, que en aquesta tesi es van dissenyar per

poder fer la PCR a 60°C.
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4.1 Efectes de les hormones sexuals femenines en I’homeostasi

cardiovascular en un model muri de diabesitat

L’objectiu del present estudi ha estat analitzar I'efecte de les hormones sexuals
femenines, i en concret I'estradiol, sobre marcadors de risc cardiovascular i
I’'homeostasi cardiaca en una situacié de diabetis i d’obesitat preestablerta. Els
presents resultats es varen obtenir a rates femella ZDF que, degut a una mutacid
en homozigosi del gen del receptor de la leptina (fa/fa), desenvolupen un fenotip
d’obesitat i diabetis quan sén alimentades amb una dieta hiperlipidica. Es varen
utilitzar 4 grups experimentals: rates ZDF ovariectomitzades (OVA), rates ZDF
ovariectomitzades i tractades amb 17B-estradiol (OVA+E2) i rates ZDF amb
ovariectomia simulada com a grup control ZDF (SHAM). El quart grup
experimental va consistir en un grup de rates control del propi model de
sindrome metabolica que no varen desenvolupar obesitat ni diabetis (LEAN).
Aqguestes rates també eren de la soca ZDF pero tenien la mutacié del gen de la

leptina en heterozigosi (fa/+) i varen ser alimentades amb dieta estandard.

4.1.1 Resultats

Validacié del model ZDF (fa/fa) i control de qualitat de I’ovariectomiaii el

tractament amb E2

Primerament es va comprovar la idoneitat del model d’obesitat i diabetis a través
de la comparacié del grup SHAM (fa/fa) amb el grup LEAN (fa/+). Varem observar
que les rates del grup SHAM presentaven una major ingesta acumulada (calculada
com una estimacié de Kcal consumides durant les 15 setmanes), pes corporal i
pesos dels teixits adiposos (taula 10). També es va corroborar que les rates SHAM,
respecte a les rates control LEAN, mantenien una glucemia en dejuni superior,
tenien una menor tolerancia a una carrega oral de glucosa (OGTT), aixi com, una

menor sensibilitat a la insulina (ITT) (figura 9).
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De forma habitual, es determina el pes de |'Uter per comprovar que
I’ovariectomia es realitza de forma correcta. L'escissid quirdrgica dels ovaris
redueix la produccié d’hormones ovariques, principalment d’E2, i a conseqiiéncia
es produeix I'atrofia de I'Uter [64], [83], [84] . Els nostres resultats indiquen que
totes les rates sotmeses a I'ovariectomia varen mostrar una important reduccio
del pes de I'Gter (taula 10). Igualment, les rates tractades amb E2, varen mostrar
un pes de I'ater similar a les rates SHAM el que, de forma indirecta, també es
indicatiu del correcte funcionament de sistema d’alliberacié de 'E2. A més, amb
el seguiment setmanal del pes i la glucemia s’observa clarament 'efecte de
I’ovariectomia i el tractament amb E2 ja que, entre 2 i 3 setmanes després,
comencen a apareixer diferéncies entre els diferents grups de rates diabesiques

(figures 7 8).

Evolucié pes corporal Two-way ANOVA: E, H, E*H
400 . : b
Ovariectomia b LEAN
a
o
_— ~o- SHAM
3001 c
OVA
C
o 200 —— OVA+E2
e
100+ a_
a _m
P
0+Xx

1 1 1 1 1 1 1 T I T 1
04 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Edat (setmanes)

Figura 7. Efecte de 'ovariectomia i ’administracié d’E2 sobre I’evolucio del pes corporal a rates
femella ZDF.

LEAN, rates control sanes; SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ZDF
ovariectomitzades; OVA+E2, rates ZDF ovariectomitzades tractades amb 17B-estradiol. Els valors
s’expressen com la mitjana * error estandard de 8 animals per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM
vs. LEAN. Two-way ANOVA (p<0,05): E, efecte edat; H, efecte hormonal; E*H, efecte interactiu.
Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM,; c, diferéncies vs. OVA.
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Evolucié glucéemia Two-way ANOVA: E, H, E*H
400 4 . .
Ovariectomia LEAN
_ 300} ) ~e- SHAM
E’ a OVA
.%5 200- > A { —»— OVA+E2
O 100
O‘A\ T T T 1

T T T T T
o6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Edat (setmanes)

Figura 8. Efecte de I'ovariectomia i 'administracié d’E2 sobre I’evolucié de la glucémia a rates
femella ZDF.

LEAN, rates control sanes; SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ZDF
ovariectomitzades; OVA+E2, rates ZDF ovariectomitzades tractades amb 17B-estradiol. Els
valors s’expressen com la mitjana * error estandard de 8 animals per grup. T-Student (p<0,05) a,
SHAM vs. LEAN. Two-way ANOVA (p<0,05): E, efecte edat; H, efecte hormonal; E*H, efecte
interactiu. Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM, c, diferéncies vs. OVA.

Efecte de I'ovariectomia i ’administracié d’E2 sobre la ingesta, el pes

corporal i el pes dels teixits

Com s’observa a la taula 10, I'ovariectomia no va modificar la ingesta, no obstant
aixo, la suplementacié amb E2 la va disminuir significativament respecte les rates
SHAM i les OVA. Pel que fa al pes corporal, es va observar un increment en les
rates ovariectomitzades que va disminuir de forma significativa amb la
suplementacié amb E2. Tenint en compte que a les 10 setmanes (moment en el
gue es realitza l'ovariectomia i s’inicia el tractament amb E2 en el grup
corresponent) tenien el mateix pes, les diferencies en I'evolucié durant les
ultimes 5 setmanes ens permet avaluar millor i destacar els efectes produits pels
tractaments en aquest parametre (figura 7). El teixit adipds blanc visceral (TAB
visceral) es composa de diferents diposits situats a la cavitat abdominal (gonadal,

perirenal, mesenteric, retroperitoneal i periovaric). L’analisi dels pesos del TAB
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visceral (taula 10) mostra que les rates OVA presentaren un major pes respecte
al grup SHAM, pero, curiosament, I'adipositat (calculada com TAB visceral (g) /
pes corporal (g) x 100) d’ambdds grups va ser similar, la qual cosa indica que
I'increment del pes corporal de les rates OVA respecte les rates SHAM no es
podria atribuir exclusivament a I'increment del TAB visceral. Per altra banda, el
tractament amb E2 va provocar una disminucié del pes del TAB visceral que va
anar acompanyada d’una reduccid de I'adipositat en comparacié als grups SHAM

i OVA.

LEAN SHAM OVA OVA+E2 ANOVA

Ingesta acumulada (Kcal) 1313,1+284  25393+942°  2651,7+42,9 23083 + 89,2 b H

Pes corporal (g) 193,6£3,6 3308+57°  3686+106°  311,8:81° H
Apes

pes (g) 44,7+1,9 83,7+55° 111,2+6,1° 56,9 4,2 °° H
(setmanes 10 a 15)
TAB visceral (g) 4,01+ 0,42 33914114 ° 39,23 + 2,09 b 26,17+ 1,22 b,c H
Adipositat (%) 2,14+0,22 9,37+0,21° 10,04 + 0,36 7,83 40,21 > H
Pes cor (g) 0,75 + 0,06 1,00 £ 0,12 0,97 + 0,06 0,94 + 0,08 NS
Triglicerids (mg/g) 8,89 £ 0,38 12,06+1,21° 12,06 + 1,63 11,13 + 1,67 NS
(teixit cardiac) , ,
Pes dter (g) 0,43+0,10 0,37 £0,12 0,12+0,02° 0,38 40,07 H

Taula 10. Efecte de I'ovariectomia i I'administracio d’E2 sobre la ingesta, el pes corporal, el pes
de teixits i I'index d’adipositat a rates femella ZDF.

LEAN, rates control sanes; SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ZDF
ovariectomitzades; OVA+E2, rates ZDF ovariectomitzades tractades amb 17[3-estradiol; TAB,
teixit adipds blanc. Els valors s’expressen com la mitjana + error estandard de 8 animals per grup.
T-Student (p<0,05) a, SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05): H, efecte hormonal, NS efecte
no significatiu. Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM; c, diferencies vs.
OVA.

Efecte de I'ovariectomia i ’administracié d’E2 sobre parametres circulants,

la tolerancia a la glucosa i a la insulina

La hiperlipemia i la hiperglucemia son factors de risc per al desenvolupament de
MCV. Per tal motiu, es va estudiar I'efecte de |'ovariectomia i la suplementacid

amb E2 sobre aquest factors de risc per poder avaluar la seva contribucié a les
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alteracions moleculars a nivell cardiovascular. Els nostres resultats (taula 11)
varen posar de manifest que les rates OVA mantenien uns nivells de glucemia per
sota de les rates SHAM. L’hemoglobina glucosilada (HbAlc), un indicador
indirecte de la glucémia mitjana, va resultar ser menor també en les rates OVA
en comparacio a les rates SHAM. A més, es varen realitzar tests per avaluar la
tolerancia a la glucosa (OGTT) i a la insulina (ITT) i el resultat, no només va
confirmar la condicid diabética de les rates fa/fa, sind que també va posar de
manifest una major tolerancia a la glucosa i una major sensibilitat a la insulina en
el grup OVA respecte a les rates SHAM (figura 9). Per altra banda, el tractament
amb E2 del grup OVA va augmentar la glucemia i va disminuir la tolerancia a la
glucosa (major AUC OGTT), pero no va tenir un efecte significatiu en els nivells
d’HbAlc ni en la tolerancia a la insulina. Pel que fa als resultats corresponents a
I’estudi del perfil lipidic circulant, no es van observar canvis dels nivells serics de
triglicerids (TG), acids grassos lliures (NEFAs) o LDL-colesterol entre els grups
SHAM i OVA. No obstant, el tractament amb E2 va provocar un increment notable
dels tres marcadors en comparacid a la resta de grups (taula 11).
Sorprenentment, I'ovariectomia va produir una important elevacié dels nivells
serics d’adiponectina respecte les rates SHAM, que va ser completament
revertida en el grup OVA+E2. El rati leptina/adiponectina és un indicador per
estimar el risc d’aterosclerosi en la DM2 i es relaciona de forma inversament
proporcional a la sensibilitat a la insulina [85]. Com es pot observar, el grup OVA
va presentar una reduccié d’aquest rati respecte el grup SHAM i el tractament
amb E2 (OVA+E2) va produir un increment. De tal manera, els nostres resultats
indiquen que les rates OVA tindrien un menor risc d’aterosclerosi i resistencia a

la insulina que les rates SHAM i les OVA+E2.
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LEAN SHAM OVA OVA+E2 ANOVA
Glucémia (mg/dl) 115+4 273+39° 176 +24° 303+31° H
HbA1c (%) 4505 9,4+0,8° 64+0,5"° 7,4%0,9 H
Insulinémia (ng/ml) 1,1+0,2 29,1+3,8° 24,7421 29,7+2,6 NS
HOMA-IR 99£24 468,7+748°  3022:328°  5126+522° H
QUICKI 0,440£0,160  0252+0,005° 0,263+0,004° 0,248 0,002 H
Trigliceridémia (mg/dl) 57+6 222 +17° 213+ 36 545 + 89 be H
NEFAs (mM) 1,000 1,1+0,1 1,0£0,1 1,6+0,2°° H
LDL-colesterol (mg/dl) 36t4 38t6 706 114 + 22 °¢ H
HDL-colesterol (mg/dl) 49 +2 42+5 654+2° 52+3°€ H
Leptina (ng/ml) 2,9+0,2 59+0,2° 6,4+0,4 57+0,1 NS
Adiponectina (pg/ml) 12,408 12,0+ 1,0 184+0,8° 11,9+1,3° H
Leptina / Adiponectina 0202:002  0464+003° 0337£003°  0,52040,03° H

Taula 11. Efecte de lI'ovariectomia i I’administracié6 d’E2 sobre biomarcadors del control
glucidic, lipids i adipocines a rates femella ZDF.

LEAN, rates control sanes; SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ZDF
ovariectomitzades; OVA+E2, rates ZDF ovariectomitzades tractades amb 17[3 -estradiol; HOMA-
IR: calculat com insulina en serum (uU/ml) x glucemia (mM) / 22,5; QUICKI: calculat com 1 / (Log
insulina en sérum (uU/ml) + Log glucemia mg/dl); NEFAs, acids grassos no esterificats. Els valors
s’expressen com a mitjana * error estandard de 8 animals per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM
vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05): H, efecte hormonal, NS efecte no significatiu. Test post-hoc
LSD de Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM,; c, diferéncies vs. OVA.
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Figura 9. Efecte de I'ovariectomia i 'administracié d’E2 sobre els tests de tolerancia a la
glucosa (OGTT) i a la insulina (ITT) a rates femella ZDF.

Els tests OGTT i ITT es varen realitzar en deju a 14 setmanes d’edat. LEAN, rates control sanes;
SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ZDF ovariectomitzades; OVA+E2,
rates ZDF ovariectomitzades tractades amb 17(-estradiol; AUC, area sota la corba. Els valors
s’expressen com la mitjana * error estandard de 8 animals per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM
vs. LEAN. Two-way ANOVA (p<0,05): T, efecte temps; H, efecte hormonal. Test post-hoc LSD de
Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM,; c, diferencies vs. OVA.
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Efecte de I’ovariectomia i I’administracio d’E2 sobre I'activacié d’AKT i

I’expressiod dels transportadors de glucosa i acids grassos al cor

Un dels principals elements en la senyalitzacié cel-lular de la insulina és I’AKT.
L"activacio (fosforilacid) d’aquesta cinasa promou la captacié de glucosa per mitja
del transportador de glucosa GLUT4. Durant la DM, es produeix una resistencia
als efectes de la insulina i s’"observa una menor activacié d’AKT, el que condueix
a una reduccio de la captacid de glucosa via GLUT4 i s’incrementa, de forma
compensatoria, la captacié d’AG per mitja del transportador CD36. Tot plegat,
aquests canvis en la utilitzacié dels substrats energetics produeixen una
reprogramacié metabolica al cor que acaba conduint a un estat prooxidant i
proinflamatori caracteristic del cor diabetic. Les rates SHAM varen presentar una
menor activacid d’AKT que les LEAN i I'ovariectomia va suposar un increment en
I"activacié. No obstant, el tractament amb E2 va suposar una reduccio d’aquesta
activacio (figura 10). L'expressié del transportador de glucosa GLUT4, depenent
de l'activacid d’AKT, va ser menor en les rates SHAM respecte les LEAN.
L’ovariectomia va incrementar |'expressié de GLUT4 mentre que I'administracio
d’E2 la va disminuir. En relacié al transportador d’acids grassos CD36, les rates
SHAM varen presentar una major expressio respecte les LEAN i |I'ovariectomia va
suposar una reduccid. L'administracio d’E2 a les rates ovariectomitzades va

incrementar-ne I'expressio.
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Figura 10. Efecte de l'ovariectomia i I"administracié6 d’E2 sobre I'activacié d’AKT (A) i
I'expressio dels transportadors de substrats energetics (B) al cor de rates femella ZDF.

A: nivells de proteina normalitzats per GAPDH. B: nivells d’expressio de mRNA normalitzats per
GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates
ZDF ovariectomitzades; OVA+E2, rates ZDF ovariectomitzades tractades amb 17B-estradiol. Els
valors s’expressen com la mitjana * error estandard de 8 animals per grup. T-Student (p<0,05) a,

SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): b, diferéncies
vs. SHAM,; ¢, diferencies vs. OVA.

Efecte de I’ovariectomia i I’administracio d’E2 sobre I’activacio d’AMPK i els

nivells de receptors de I'adiponectina al cor

L’adiponectina és una adipocina estretament relacionada amb la connexié teixit
adipds-sistema cardiovascular i se li ha atribuit un paper cardioprotector. L'estudi
dels elements implicats en la via de senyalitzacié de I'adiponectina al cor (figura
11) va mostrar que les rates SHAM presentaven una menor fosforilacié de la
cinasa AMPK (clau en la senyalitzacié d’aquesta via) respecte les rates LEAN. Per
altra banda, els nivells d’expressio dels receptors AdipoR1 i AdipoR2 a les rates
SHAM van ser superiors en comparacio a les rates LEAN i, a més, es va observar
que l'ovariectomia va induir una disminucié de la seva expressid, que no va ser
modificada pel tractament amb E2. L'expressi6 d’APPL1 i T-cadherina es va

mantenir inalterada entre els diferents grups experimentals.
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Figura 11. Efecte de I'ovariectomia i 'administraci6 d’E2 sobre l'activacié d’AMPK (A) i
receptors de I’adiponectina (B) al cor de rates femella ZDF.

A: nivells de proteina normalitzats per GAPDH. B: nivells d’expressio de mRNA normalitzats per
GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates
ZDF ovariectomitzades; OVA+E2, rates ZDF ovariectomitzades tractades amb 17B-estradiol. Els
valors s’expressen com la mitjana * error estandard de 8 animals per grup. T-Student (p<0,05) a,
SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): b, diferéncies
vs. SHAM, c, diferéncies vs. OVA.
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Efecte de I'ovariectomia i I’administracio d’E2 sobre marcadors de

biogenesi i funcié mitocondrial al cor

Atesa la implicacié de la disfuncié mitocondrial en patologies com la diabetis i la
cardiomiopatia diabética varem realitzar un estudi sobre la funcié mitocondrial
cor de les rates ZDF. Els nostres resultats mostraren que I’ovariectomia va produir
un major consum d’oxigen, respecte SHAM i OVA+E2, tan amb succinat com amb
ADP. A més, sota condicions d’estimulacid amb ADP, les rates SHAM mostraren
una menor respiracié que les rates LEAN i I'ovariectomia va produir un augment
del consum d’oxigen que no va ser reproduit a les rates tractades amb E2.
Curiosament, els mitocondris dels tres grups de rates fa/fa varen mostrar

insensibilitat a la oligomicina, no sent aixi al grup fa/+ (figura 12).

Taxa de respiracié mitocondrial
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Figura 12. Efecte de l'ovariectomia i I'administracié6 d’E2 sobre la taxa de respiracié de
mitocondris aillats del cor de rates femella ZDF.

LEAN, rates control sanes; SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia simulada;, OVA, rates ZDF
ovariectomitzades; OVA+E2, rates ZDF ovariectomitzades tractades amb 17B-estradiol. Els valors
s’expressen com la mitjana * error estandard de 8 animals per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM
vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs.
SHAM,; ¢, diferéncies vs. OVA; #, diferencies vs. Succinat; *, diferéncies vs. ADP.

108



Resultats i discussio

Curiosament, la quantificacié dels nivells de proteines implicades en la biogenesi
mitocondrial i la regulacié del metabolisme, com PGCla i PGC1f, i altres
proteines relacionades amb el contingut i funcié mitocondrial com TFAM i les
proteines OXPHOS no va mostrar canvis entre els diferents grups experimentals
(figura 13 A). Per altra banda, I'estudi de I'expressioé dels gens PPAR«, PPARYy,

PGCla i PGC1[ va donar resultats similars i tampoc s’observaren canvis (figura 13

B).
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Figura 13. Efecte de I’ovariectomia i 'administracié d’E2 sobre marcadors de biogéenesi i funcio
mitocondrial (A i B) al cor de rates femella ZDF.

A: nivells de proteina normalitzats per GAPDH. B: nivells d’expressio de mRNA normalitzats per
GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates
ZDF ovariectomitzades; OVA+E2, rates ZDF ovariectomitzades tractades amb 17(3-estradiol. Els
valors s’expressen com a mitjana + error estandard de 8 animals per grup. T-Student (p<0,05) a,
SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): b, diferéncies
vs. SHAM, c, diferéncies vs. OVA.

Efecte de I’ovariectomia i I’administracio d’E2 sobre enzims antioxidants i

proteines desacoblants al cor

Per tal de comparar la capacitat antioxidant en el teixit cardiac dels diferents
grups experimentals es varen dur a terme determinacions de I'activitat maxima
d’alguns enzims implicats en la detoxificacid de les ROS. Els resultats obtinguts
mostraren que l'activitat superoxid dismutasa (SOD) es trobava augmentada en
les rates SHAM respecte el seu control LEAN i ni |'ovariectomia ni Ia
suplementacié amb E2 suposaren cap canvi. Per una altra banda, es va veure un
descens en 'activitat catalasa de les rates SHAM, respecte les LEAN, que va ser

fortament contrarestat per I'ovariectomia (figura 14). No obstant, el tractament

amb E2 no va suposar cap canvi respecte I'ovariectomia.
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Figura 14. Efecte de I'ovariectomia i 'administracié d’E2 sobre I’activitat d’enzims antioxidants
al cor de rates femella ZDF.

SOD, superoxid dismutasa; LEAN, rates control sanes; SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia
simulada; OVA, rates ZDF ovariectomitzades; OVA+E2, rates ZDF ovariectomitzades tractades
amb 17B-estradiol. Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de 8 animals per grup.
T-Student (p<0,05) a, SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de Fisher
(p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM, c, diferéncies vs. OVA.

Paral-lelament, I’estudi de I'expressié de les proteines desacoblants de la cadena
respiratoria UCP2 i UCP3 (figura 15 A), aixi com els nivells proteics d’UCP2 al teixit
cardiac (figura 15 B) mostraren un augment al grup OVA que també es va observar
al grup OVA+E2 en el cas de la UCP2 perd no en la UCP3. Amb la finalitat de
determinar si els diferents grups experimentals presentaven un major o menor
dany oxidatiu al cor, es va quantificar el grau relatiu de peroxidacio lipidica (4-
HNE) i d’oxidacio de proteines (carbonils). Segons indiquen els nostres resultats

no s’observen diferencies significatives entre grups (figura 15 C).
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Figura 15. Efecte de I'ovariectomia i 'administracié d’E2 sobre proteines desacoblants (A i B)
i dany oxidatiu (C ) al cor de rates femella ZDF.

A: nivells d’expressié de mRNA normalitzats per GAPDH. B i C: nivells de proteina normalitzats
per GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM, rates ZDF sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates
ZDF ovariectomitzades; OVA+E2, rates ZDF ovariectomitzades tractades amb 17(3-estradiol; els
valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 8 animals per grup. T-Student (p<0,05) a,
SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): b, diferéncies
vs. SHAM, c, diferéncies vs. OVA.
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Efecte de I'ovariectomia i I'administracio d’E2 sobre marcadors d’hipoxia i

enzims implicats en la sintesi d’oxid nitric al cor

En aquest apartat s’analitzen els efectes de les hormones sexuals sobre el factor
induible per hipoxia (HIF-1a), relacionat amb la capacitat de resposta del teixits
front situacions d’hipoxia, i enzims implicats en la sintesi d’oxid nitric (NO), un

important vasodilatador.
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Figura 16. Efectes de I’ovariectomia i I'administracié d’E2 sobre marcadors d’hipoxia i enzims
implicats en la sintesi de NO en el cor de rates femella ZDF.

Nivells d’expressic de mRNA normalitzats per GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM,
sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ovariectomitzades; OVA+E2, rates ovariectomitzades
tractades amb 17B-estradiol; els valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 8 animals
per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de
Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM,; c, diferencies vs. OVA.

Tal i com s’observa a la figura 16, es va veure un important increment en
I’expressié d’HIF1a a les rates OVA pero no a les OVA+E2, que varen presentar
nivells similars al grup SHAM. Per altra banda, mentre que no es varen trobar

diferencies en I'expressié d’eNOS si que hi va haver importants variacions en
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I’expressid de la sintasa iNOS. Concretament, tot i que les rates SHAM varen
mostrar una menor expressié que les rates LEAN, I'ovariectomia va induir un
increment en |'expressié d’'iNOS que es va reduir significativament amb la

suplementacié amb E2.

Efecte de I’ovariectomia i I’administracio d’E2 sobre marcadors de fibrosi al

cor

La fibrosi del teixit cardiac esta relacionada amb la disfuncié cardiaca. L’estudi de
I’expressid dels principals marcadors de fibrosi cardiaca com sén el col-lagen |
(COL1A), el col-lagen lll (COL3A) i la fibronectina (FN1) var posar de manifest que
I’ovariectomia va reduir la seva expressid, la qual no va ser modificada pel
tractament amb E2 (figura 17). Paral-lelament, la determinacié de I'expressid
relativa de dos importants inductors de la fibrosi, com sén el TGFB1 i el PAI-1,
varen revelar una disminucié de la seva expressié en el grup OVA. Per altra banda,
el tractament amb E2 a les rates ovariectomitzades va produir un augment de

I’expressid de TGFB1, aixi com també de PAI-1 (figura 17).
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Figura 17. Efecte de I'ovariectomia i I’'administracié d’E2 sobre I'expressié de marcadors de
fibrosi al cor de rates femella ZDF.

Nivells d’expressic de mRNA normalitzats per GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM,
sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ovariectomitzades; OVA+E2, rates ovariectomitzades
tractades amb 17B-estradiol; els valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 8 animals
per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de
Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM,; c, diferencies vs. OVA.

Efecte de I'ovariectomia i ’administracié d’E2 sobre els receptors

d’estrogens al cor

Els resultats (figura 18) mostraren que les rates SHAM tenien una major dotacio
de ERa i ERP que les LEAN perd una menor dotacié de GPER. Al contrari,
I’ovariectomia va disminuir ERa i ER[ fins a nivells similars a les rates LEAN pero
va estimular GPER respecte les SHAM. El tractament amb E2 no va alterar els
nivells de ERa i ER[3 pero va produir una disminucié de GPER, respecte les rates

OVA, a nivells similars als del grup SHAM.
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Figura 18. Efecte de I'ovariectomia i I'administracié6 d’E2 sobre els nivells de receptors
d’estrogens al cor de rates femella ZDF.

Nivells de proteina normalitzats per GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM, sotmeses a
cirurgia simulada; OVA, rates ovariectomitzades; OVA+E2, rates ovariectomitzades tractades
amb 17B-estradiol; els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de 8 animals per grup.
T-Student (p<0,05) a, SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de Fisher
(p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM; c, diferéncies vs. OVA.

4.1.2 Discussio

En rates normopes, s’ha descrit que la supressi6 hormonal a través de
I’ovariectomia bilateral produeix un augment de pes corporal i un augment de la
ingesta que va acompanyat d’un increment de la glucemia i la resisténcia a la
insulina. Per altra banda, el tractament de les rates OVA amb E2 suprimeix
aquests efectes [63]—[66]. Aixi doncs, en rates, esta prou evidenciat I'efecte
protector dels estrogens, i concretament de I'E2, pel que fa al desenvolupament
d’obesitat i resisteéncia a la insulina. No obstant, hi ha evidencies sobre I'efecte
dual que podria tenir I’'E2 en el context de la diabesitat. Com ja s’ha explicat, I'E2
té un efecte protector front el desenvolupament d’obesitat i resistencia a la
insulina perd una vegada instaurada la diabesitat, les hormones sexuals, i en
concret I'E2, podria tenir un efecte perjudicial a nivell cardiovascular i
cerebrovascular [86]-[88]. En humans també hi ha evidencies solides sobre
I'increment del risc de mort i de sofrir un accident cardiovascular i
cerebrovascular en dones (premenopausiques) diabetiques [5], i dels riscs de la

terapia hormonal substitutiva (THS) en dones obeses i/o diabétiques [68], [69].
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Per tot aix0, és important esclarir la contribucid de les hormones sexuals
femenines, i en concret la de I'E2, en la fisiopatologia cardiovascular en la

diabesitat.

Els nostres resultats varen mostrar que la modulacié hormonal va tenir un marcat
efecte sobre els principals indicadors del control de la glucemia. De forma
general, les rates ovariectomitzades mostraren un perfil glucidic i lipidic circulant
més cardiosaludable que les rates diabésiques control i que les tractades amb E2.
Concretament, I'ovariectomia va produir una millora de la glucemia basal i una
major tolerancia a la carrega oral de glucosa, aixi com també va suposar una
reduccié de I’hemoglobina glucosilada. Els index calculats per a determinar la
resisténcia/sensibilitat a la insulina, com sén ’'HOMA-IR i el QUICKI, varen posar
de manifest que les rates OVA, efectivament, presentaven una major sensibilitat
a la insulina i que el tractament amb E2 anul-lava aquesta millora i produia un
resultat comparable al de les rates SHAM.

El risc cardiovascular també esta estretament associat als nivells de lipids
circulants en sang, especialment als TG, al colesterol total i al colesterol-LDL
(colesterol portat per lipoproteines de baixa densitat) [89],[90] i, a més, la DM2
contribueix a incrementar el risc cardiovascular perque agreuja la dislipemia [91].
En aquest aspecte, els nostres resultats mostraren que |'ovariectomia, tot i
produir un increment de pes, no va modificar cap dels parametres estudiats (TG,
NEFAs, LDL). En aquest sentit, diferents grups de recerca també han indicat que
I’ovariectomia no sempre va acompanyada de canvis en el perfil circulant de NEFA
[63] o colesterol total, HDL i LDL [92]. Per altra banda, el tractament amb E2 de
les rates ovariectomitzades va suposar un increment substancial dels marcadors
lipidics, la qual cosa no deixa de sorprendre si es compara amb estudis realitzats
amb rates normopes i sense diabetis, en les que o bé el tractament no altera els
valors de LDL, TG i NEFAs o bé suposa un lleuger descens [92], [93]. En aquest

sentit, s’ha de tenir en compte que el pes corporal i I'adipositat de les rates

117



Resultats i discussio

OVA+E2 varen ser marcadament inferiors als de la resta de grups diabesics, la
qual cosa estaria d’acord amb la menor ingesta observada en aquest grup,
resultats que pareixen contrastar amb el perfil lipidic menys saludable que
presenten aquests animals.

Esta ampliament acceptat que durant la diabetis es produeixen canvis
estructurals i metabolics en el cor que comprometen la seva funcionalitat, i estan
directament relacionats amb la glucémia i la resisténcia a la insulina [16], [18],
[94], [95] (a la figura 19 es recullen de forma grafica i resumida). De fet, les MCV
son la primera causa de mort entre les persones diabetiques [3]. Per tant, per tal
d’aprofundir en el paper de les hormones sexuals femenines a nivell cardiac és
pertinent estudiar la via de senyalitzacid de la insulina. Concretament es va
determinar I'activacio de la via mitjancant la fosforilacié d’AKT (també coneguda
com PKB) que és un element clau de la via de la insulina, aixi com |'expressié de

GLUT4, el principal transportador de glucosa al cor.
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Mitochondrial dysfunction
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Figura 19. Remodelacié cardiaca subclinica durant la diabetis
Font: Reactive oxygen species signalling in the diabetic heart: emerging prospect for therapeutic
targeting (2017). [27]
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Els nostres resultats varen mostrar que les rates diabesiques tenien una menor
activacié de la via de senyalitzacid de la insulina i una menor expressié de GLUT4
que les control sanes. Ara bé, I'ovariectomia va tenir un efecte positiu en
I"activacié de 'AKT i I'expressio de GLUT4 en el grup OVA, en comparacio a la resta
de grups el que implicaria una millor funcionalitat de la senyalitzacié de la insulina
al cor. Aquesta resposta a nivell molecular esta en consonancia amb la major
sensibilitat a la insulina de les rates ovariectomitzades observada a nivell sistemic
mitjancant el test ITT. Paral-lelament, també varem estudiar I'expressié de CD36,
un translocador d’AG que permet la seva entrada a les cel-lules, i pot determinar
de forma indirecta el grau de captacié de lipids al teixit cardiac. Esta ben establert
que la diabetis altera el metabolisme cardiac i produeix canvis en la preferéncia
de combustibles, incrementant I'expressié de CD36 i reduint I'expressié de GLUT4
[96][97]. El correcte balang entre oxidacié d’AG i glucosa és imprescindible per
satisfer la demanda energetica al cor. Tot i que al cor la majoria de I'energia s’obté
a través de I'oxidacié d’AG, s’ha vist que és molt important una certa flexibilitat
metabolica i que una part de I'energia provingui de I'oxidacié de glucosa [16],
[94], [95]. Aixi doncs, la major expressié de GLUT4 juntament amb la menor
expressié de CD36, al cor de les rates ovariectomitzades, suggereix que es
mantindria de forma més eficient el balang entre captacié d’AG i glucosa. A més,
I’expressidé de CD36 no només esta associada a la captacié d’AG, sind que també
s’ha vist que el seu augment esta lligat a desequilibris en la regulacio del fluxos
de calci, importants per a la correcta contraccié del muscul cardiac, i a la
inflamacié [22]. Aqui es podria relacionar amb major eficiencia en el

funcionament del muscul cardiac a les OVA.

En relacié al teixit adipds i a la seva connexid6 amb la salut cardiovascular,
I’adiponectina sembla que té un paper important donat que aquesta adipocina
posseeix efectes antiinflamatoris, ajuda a mantenir el to vascular i millora la

sensibilitat a la insulina en diferents teixits [98], [99]. L’accid en els teixits es déna
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principalment a través dels receptors de membrana AdipoR1 i AdipoR2, encara
que hi ha altres elements com la T-cadherina que, tot i no considerar-se un
receptor com a tal per manca de domini intracel-lular, també participa en la
senyalitzacié retenint I'adiponectina a la membrana cel-lular el que facilita
I"activacié dels receptors [98], [100]. Aquesta menor expressido d’AdipoR1 i
AdipoR2 al cor de les rates ovariectomitzades no va ser un resultat del tot
inesperat malgrat la major adiponectinemia que s’observa en aquest grup, degut
a que eninvestigacions previes realitzades pel nostre grup i altres, ja s’havia posat
de manifest una reduccid en I'expressio d’AdipoR1 al muscul esquelétici al cor de
rates ovariectomitzades amb i sense diabetis [63], [86]. Tot i aix0, cal indicar que
a diferéncia d’altres estudis, el tractament amb E2 no va propiciar la recuperacié
dels nivells de I'expressid dels receptors d’adiponectina, resultat que podria estar
condicionat per el tipus d’administracié i la dosi de I'E2 utilitzada. La regulacié
de I'expressié d’AdipoR1/R2 és a dia d’avui una incognita ja que s’han investigat
nombroses situacions com la dieta hiperlipidica, el dejuni a diferents temps,
presencia de diabetis i obesitat, exercici fisic... en diferents models animals i en
humans i no s’ha pogut arribar a cap conclusio ferma sobre quée i com es regula
I’expressid dels receptors d’adiponectina [101]. L'analisi dels nivells sérics
d’adiponectina va indicar que I'ovariectomia va induir una major produccio i
secrecio d’adiponectina i el tractament amb E2 els va disminuir a nivells similars
al grup SHAM. Aquest fenomen ja ha estat descrit en estudis en humans i s’ha vist
que l'adiponectinemia esta inversament relacionada amb els nivells d’E2 en
plasma [102]. En rates ovariectomitzades sense obesitat ni diabetis previa també
s’han observat increments de I'adiponectinemia induida per I'ovariectomia [92] i
en estudis previs del nostre grup també s’ha observat que I'administracié d’E2
revertia I'increment causat per I'ovariectomia [63]. La major adiponectinemia a
les rates OVA podria ajudar a explicar la millor sensibilitat a la insulina d’aquest
grup [98], [103]. No obstant aix0, I'estudi sobre la via de senyalitzacié de

I’adiponectina a través del major efector, la cinasa AMPK, indica una menor
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activacio de la via en totes les rates fa/fa, el que indicaria una possible resistéencia
als seus efectes. Per altra banda, APPL1 és una proteina encarregada d’iniciar la
senyalitzacié intracel-lular a l'adiponectina per interaccié directa amb els
receptors AdipoR1 i AdipoR2 i també intervé en la sensibilitzacid cel-lular a la
insulina via I'eix PI3K/AKT [98]. Atés I'increment de I'activacio d’AKT al cor de les
rates ovariectomitzades i als elevats nivells circulants d’adiponectina en aquestes
rates, hom esperaria un increment paral-lel en APPL1, que no es va donar. Tot i
aixo, és important aclarir que APPL1 no és imprescindible per a I’activacio d’AKT.
Aixo0 si, els nostres resultats semblen indicar que la presencia o no d’hormones
sexuals femenines no té un efecte directe sobre la via de I'adiponectina al cor, ja
que no es varen observar variacions en el principals mediadors intracel-lulars de
la via de senyalitzacié de I'adiponectina, com AMPK i APPL1. Es important
recordar que tot i les diferéncies entre grups degudes a la manipulacié hormonal,
totes les rates fa/fa sén hiperinsulinémiques, obeses, diabétiques i
hiperleptinemiques en major o menor mesura i, per tant, aquest fet podria
prevaler sobre els efectes de les hormones sexuals, per exemple, en la reduccid

de I'activaciéo d’AMPK.

La funcié mitocondrial al cor és un element important per a satisfer I'elevada
demanda energetica d’aquest organ. La diabetis i I'obesitat sén condicions que
suposen una disfuncid en el mitocondri i amb el temps contribueixen al
desenvolupament de la disfuncié cardiaca [104]-[106]. Els experiments de funcid
mitocondrial, mesurada a través taxa de respiracid, tan en fibres musculars
permeabilitzades com en mitocondris cardiacs aillats, han posat de manifest un
menor consum d’oxigen en rates diabetiques [107]-[109]. El major consum
d’oxigen observat tan en I’estat basal (estat II) com en I'estimulat per ADP (estat
[ll) mostrat en el grup OVA, en comparacié amb els grups SHAM i OVA+E2, es
relacionaria amb una millor eficiencia del mitocondri i podria contribuir a explicar

la menor disfuncié metabolica en aquest grup. Per altra banda, la manca de
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sensibilitat dels mitocondris del cor per I'oligomicina (un inhibidor de la F;1Fo-
ATPasa) va ser un resultat sorprenent. S’"ha descrit que la F1Fo-ATPasa té un
domini extern que uneix les subunitat F; i Fo que es coneix amb els nom de
oligomycin-sensitivity conferring protein (OSCP) i s’ha posat de manifest que hi ha
nombroses substancies i situacions, com la diabetis, que poden modificar la
sensibilitat de la F1Fo-ATPasa als inhibidors com la oligomicina [110]. Juntament
amb el fet que els mitocondris de les rates LEAN si varen respondre a aquest
inhibidor arribam a la conclusié que no es pot descartar que la manca de
sensibilitat a la oligomicina es tracti d'un efecte associat al genotip fa/fa. L'estudi
del metabolisme oxidatiu mitocondrial es va completar amb la determinacié dels
nivells de proteines de la cadena respiratoria (OXPHOS), aixi com el grau
d’expressid i els nivells de proteina dels principals reguladors de la biogenesi
mitocondrial (PPAR«a, PPARyY, PGCla, PGC1[ i TFAM). No obstant aix0, no es va
observar cap canvi destacable en aquests parametres. Pel que fa a la capacitat
antioxidant dels mitocondris, les UCPs sdn proteines conegudes per dissipar el
potencial de membrana i desacoblar la cadena respiratoria de la produccié d’ATP,
el que s’ha relacionat amb un efecte antioxidant al cor [111], [112]. Els nostres
resultats sobre I'expressio d’"UCP2 i UCP3 suggereixen que les rates OVA i OVA+E2
tindrien una millor capacitat antioxidant que aniria acompanyada per una millora
de I'activitat catalasa, també amb conegut efecte antioxidant. El principal efecte
nociu de la produccié aberrant de radicals lliures és I'oxidacio de proteines i lipids
cel-lulars el que implica una alteracio en la seva estructura quimica que pot
afectar a la seva funcionalitat. Els resultats obtinguts en la determinacié del dany
oxidatiu a lipids i proteines del cor tenen implicacions diverses. Per una banda, el
major consum basal d’oxigen determinat en els mitocondris cardiacs de les rates
OVA podria suposar una major produccié de radicals lliures, pero I'increment en
I’expressié d’UCP2 i UCP3 i en 'activitat de I’enzim catalasa, podria explicar que
no es manifestin increments en els nivells de peroxidacid lipidica i carbonils. | per

altra banda, I’edat de les rates també podria ser un factor a tenir en compte i que
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les rates del nostre model es trobessin en un estat primerenc de la disfuncid
cardiaca i que encara no presentessin el dany oxidatiu que manifesten rates ZDF
d’edat més avangada [113]. Tot plegat, el major consum d’oxigen mitocondrial
observat a les rates OVA juntament amb una millor capacitat antioxidant i un
millor balang en I'Gs dels substrats energetics suggereix una millor eficiéncia

energetica en aquest grup.

El mdscul cardiac és un teixit amb una elevada demanda d’oxigen i tan I'obesitat
com la diabetis comprometen la satisfacci6 d’aquesta demanda perque
promouen alteracions a nivell vascular. S’ha descrit que I'E2 és capag¢ d’induir la
relaxacio de I'endoteli vascular a través de la produccié d’NO i que aquest fet
podria contribuir a explicar els efectes cardioprotectors dels estrogens. Ara bé,
ates el major risc coronari en les dones diabetiques premenopausiques, que s’ha
comentant anteriorment, cal estudiar si aquest efecte cardioprotector de les
hormones sexuals femenines es podria convertir en un efecte deleteri o menys
saludable durant la diabesitat. La sintesi d’'NO és for¢a complexa i depen de
diferents isoformes de la sintasa d’oxid nitric (eNOS, iNOS, nNOS...) que tenen
capacitat de sintesi diferent i s’expressen en teixits variats i sota estimuls molt
concrets. Mentre que eNOS (la isoforma endotelial) esta relacionada amb la
sintesi constitutiva de NO en baixes quantitats i es considera cardioprotectora, la
sintesi de NO de forma induida per iNOS genera controversia perque s’ha vist
involucrada en efectes beneficiosos i deleteris [114]. Tot i les controversies
entorn al paper d’iNOS, un dels punts també a tenir en compte per poder valorar
si el seu efecte es beneficids o perjudicial és que I'expressid d’eNOS no es va
alterar en les rates diabésiques, el que podria indicar que la situacié basal de
produccié d’NO no es trobava suficientment alterada ja que en situacions greus
com la insuficieéncia cardiaca I'expressié d’eNOS es troba marcadament reduida
[76], [114]. Un altre factor a tenir en compte, és que la induccié d’'iNOS pot

produir un augment de |'oxidacié cel-lular [114] quan aquesta isoforma es
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relaciona amb efectes deleteris i segons els nostres resultats (4-HNE i carbonils)
no es va poder veure un increment de dany oxidatiu en cap grup experimental. .
L’expressid de HIF-1a esta relacionada amb la capacitat de resposta enfront a la
hipoxia activant la transcripcié de gens relacionats amb |'angiogenesi, la
diferenciacio cel-lular i el metabolisme anaerobic [115], [116]. L'increment de la
seva expressio en les rates ovariectomitzades suposaria una major capacitat de
resposta en el muscul cardiac d’aquest grup en comparacio a les rates SHAM i
OVA+E2. Per altra banda, alguns autors han posat de manifest que I'expressié de
HIF-1la esta relacionada amb la capacitat de fer front a situacions d’isquemia
cardiaca i que la diabetis, degut a la major oxidacié d’AG, impediria la resposta
adaptativa de HIF-1la enfront de la hipoxia i contribuiria negativament a la
isquémia cardiaca [117]. A més, s’ha vist que HIF-1a i AKT regulen I'expressid
genica de diverses molecules entre elles iINOS [115] i, com s’ha vist abans,
I’ovariectomia va produir tan un augment de I'expressid d’HIFla com de
I"activacié d’AKT i una millora en ’lhomeostasi de la glucemia. Per tant, de forma
conjunta els nostres resultats suggereixen que I'ovariectomia, en les condicions
estudiades, implicaria una millor capacitat de resposta front la hipoxia en el cor
d’aquest grup, que podria ser deguda a una menor dependencia de I'oxidacid

d’AG degut a la millor homeostasi energéetica d’aquest grup.

Tal i com s’ha comentant anteriorment, la diabetis és un factor de risc per al
desenvolupament d’alteracions cardiaques, que acaben repercutint en la
funcionalitat del cor i augmenta el risc de patir MCV. Un dels principals factors
implicats en la remodelacié cardiaca en el cor diabetic és 'acumulacié de fibres
de col-lagen a la MEC que, sembla ser, és el principal promotor de la rigidesa del
muscul cardiac i la disfuncié diastolica [16], [19], [75]. Els nostres resultats
mostren clarament que les rates obeses i diabétiques varen presentar una MEC
amb major expressié de marcadors de fibrosi cardiaca. Curiosament, les rates que

van ser sotmeses a una ovariectomia bilateral varen mostrar una menor expressié
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de fibres de col-lagen I i lll, aixi com, una menor expressié del principal promotor
de fibrosi tissular (TGFB1). La fibrosi cardiaca, durant la cardiomiopatia diabetica,
s’ha relacionat amb la hiperglucémia i la desregulacié de la via PI3K/AKT [118]-
[120]. Els nostres resultats es troben en linia amb aquests investigacions ja que la
menor glucemia de les rates OVA es correlacionaria amb la major fosforilacié
d’AKT i una menor fibrosi observada en aquest grup. La resisténcia a la insulina
s’ha vist associada a un augment de I'expressio de PAI-1 al cor [121], [122] i, per
altra banda, hi ha evidencies sobre la regulacio reciproca de PAI-1i TGFB1ila seva
contribucié al desenvolupament de la fibrosi cardiaca [123], [124]. Per tant,
tenint en compte la literatura al respecte, la major glucemia i resisténcia a la
insulina de les rates SHAM i OVA+E2 suposarien una situacio lesiva que propiciaria
la remodelacié cardiaca i el desenvolupament de fibrosi per mitja de PAI-1 i
TGFB1 . Per contra, la menor glucémia i la major sensibilitat a la insulina de les

rates OVA suposaria un menor risc de fibrosi cardiaca.

Per tal d’entendre millor els efectes produits per les modificacions hormonals,
varem estudiar la dotacié dels diferents receptors ERa, ER3 i GPER en el cor dels
diferents grups experimentals. Donada [I'elevada atribucié d’efectes
cardioprotectors dels estrogens a nivell del receptor GPER tan in vivo, com in vitro
i en humans [125]-[127], el fet de trobar una menor quantitat d’aquest receptor
al cor de les rates OVA i OVA+E2, seria totalment compatible amb el perfil
metabolic i estructural més compromes que presenten les rates d’aquests grups.
Per altra banda, l'increment de ERa i ERP observat a les rates diabésiques
(respecte les control sanes), podria contribuir a explicar els efectes deleteris dels
estrogens en condicions de diabesitat, tal i com, també indiquen altres estudis
recents també realitzats a rates diabetiques, ovariectomitzades i tractades amb
E2 que obtingueren resultats similars als nostres [86]. Per altra banda, en el cas
de les rates ovariectomitzades tractades amb E2, si bé es cert que no tenen

incrementats els nivells de ERa i ERB si tenen disminuits els de GPER, el que podria
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explicar el motiu pel qual en aquest grup alguns marcadors mostren un perfil
menys lesiu que el de les rates control diabésiques. Es interessant apuntar també
la possibilitat de que el propi desenvolupament de la diabesitat sigui la causa
d’una alteracio en I'expressio dels receptors ERa, ERB i GPER i que els canvis en
els receptors per I'ovariectomia, a nivell cardiac, siguin el resultat d’un efecte
compensatori davant la menor produccioé d’estrogens en aquest grup. En aquest
sentit, és molt important tenir en compte que en el nostre estudi treballem amb
rates que en el moment de 'ovariectomia ja presenten un cert grau de diabetis i
d’obesitat mentre que en els altres estudis, esmenats anteriorment, treballen
amb rates sanes que desenvolupen una SMet com a resultat de la reseccio dels
ovaris. Aquest plantejament podria contribuir a explicar que una vegada s’ha
desenvolupat un fenotip de diabesitat i s’han alterat les dotacions de receptors,
un tractament amb estrogens (com és fa en la THS) té efectes diferents i més
perjudicials al tractament amb THS quan encara no s’ha desenvolupat un fenotip
diabesic i, segons aquest plantejament, no s’haurien canviat les dotacions de
receptors d’estrogens. De fet, en humans s’ha vist, a través de dos grans estudis
prospectius aleatoritzats (WHI i ELITE) sobre la THS, que el moment en que
aquesta s’inicia és clau per obtenir resultats favorables a nivell cardiovascular, el
que s’ha anomenat Timing Hypotesis. Aquests estudis han posat de manifest que
aquelles dones que inicien la THS abans o entre 5 i 10 anys després de la
menopausa son les Uniques que es beneficien dels efectes cardioprotectors
d’aquests tipus de tractament [68] [69]. Aixi doncs, creiem que l'entorn
metabolic és clau per entendre la dualitat dels efectes dels estrogens, i en concret
de I'E2, i que els estrogens podrien empitjorar els efectes cardiovasculars de la
diabesitat a través de canvis en la dotacidé del seus receptors induits per la
diabesitat. En aquest aspecte, David et al. han vist que mentre que rates wild-
type ovariectomitzades responen a I'E2 millorant ’'homeostasi de la glucosa, les
rates ovariectomitzades i knock-out per a GPER no mostren millora, pel que els

autors indiquen que GPER tindria un paper important en les accions de I'E2 en
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I’'homeostasi de la glucosa [128]. En el nostre cas, el desenvolupament d’un estat
obes i diabétic contribueix a una menor expressié de GPER a les rates SHAM (ja
que I'tnica diferencia entre LEAN i SHAM és el desenvolupament de diabesitat) i
aquest fet, tal i com indiquen Davis et al. podria explicar la pitjor homeostasi de
la glucémia a aquests grups. Curiosament aquest perfil d’expressié inferior de
GPER es replica al grup OVA+E2, fet que es podria relacionar amb la conjuncidé de
diabesitat i estrogens en ambdds grups (SHAM i OVA+E2), pero no aixi al grup
sotmes a una ovariectomia (OVA) que malgrat ser el grup amb el major pes
corporal té un perfil de factors de risc cardiovascular menys deleteri. A la taula 12

es pot consultar un resum de les relacions que s’han comentat anteriorment.

Entorn Dotacio receptors Entorn Risc
metabolic estrogens hormonal cardiovascular
Rates sanes a B i GPER Estrogens Neutre

TaTBIGPER
P Estrogens ™
(SHAM)
Rates < a <> B < GPER "
diabésiques* )
(OVA)
caop ¥ GPER 17 B-estradiol ™
(OVA+E2)

*Les comparacions estan fetes en base a les rates sanes (LEAN)

Taula 12. Taula resum entre la relacié de I’entorn metabolic i hormonal, la dotacié d’estrogens
i I'efecte sobre els risc cardiovascular
Font: Elaboracid propia

Els nostres resultats no sén els Unics en apuntar cap aquesta dualitat dels
estrogens, altres autors ja han manifestat que I'edat a la qual les rates sén
sotmeses a I'ovariectomia és un punt clau per a que la privacié d’estrogens tingui

un efecte neutre o deleteri a nivell cardiovascular [129]. Altres estudis realitzats
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amb rates diabetiques ovariectomitzades també han vist que I'E2 empitjora la
disfuncié del miocardi en aquest estat [86] i augmenta 'adhesié de leucocits en
venes cerebrals i 'estat inflamatori postisquemic [88]. En un estudi comparatiu
entre rates diabetiques d’ambdds sexes es va demostrar que les rates femella (no
ovariectomitzades) tenien una progressid més rapida de la cardiomiopatia que
els mascles [87]. Per altra banda, també hi ha alguns estudis on han observat
precisament el contrari que nosaltres, que la perdua d’estrogens a través de
I’ovariectomia en rates diabetiques suposa un empitjorament dels parametres
analitzats [130],[131]. Cal remarcar pero que en el cas de I'article de S. H. Tawfik
et al. les rates no desenvoluparen un fenotip tan diabetic com en el nostre treball
i enl’article M. K. Fahmy et al. no varen observar canvis causats per I’ovariectomia
en alguns parametres clau com la glucemia en deju o el test de sensibilitat a la
insulina. Per tant, aquests resultats diferents podrien ser deguts a que en aquests
articles les modificacions hormonals no s’estaven realitzant sobre rates tan
diabesiques com les nostres i els seus resultats eren més similars als efectes de
I’ovariectomia en rates sanes. Un altre factor a tenir en compte que diferencia el
nostre treball de la resta de publicacions anteriors és la utilitzacié d’'un model
animal que desenvolupa DM2 (caracteritzada per hiperinsulinémia) enlloc d’un
model de diabetis induit amb streptozotocina que condueix a un fenotip més
similar a la diabetis mellitus de tipus 1 caracteritzat per hipoinsulinemia. De fet,
altres estudis realitzats amb la mateixa soca que nosaltres (ZDF) varen concloure
que I"ovariectomia no causava un empitjorament significatiu de la glucemia i que
es podia prevenir amb la practica d’exercici fisic [132]. Aquest article és forga
interessant perque segons el que observen, la millora de I'entorn metabolic a
través de I'exercici fisic produeix la reversio dels efectes deleteris dels estrogens,
el que va en linia amb la nostra hipotesi en la que els efectes deleteris dels

estrogens depenen de les condicions metaboliques de fons.
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En resum, els nostres resultats mostren que |'ovariectomia en rates obeses i
diabetiques suposa una millora de la sensibilitat a la insulina i ’'homeostasi de
combustibles al cor el que estaria relacionat amb una major flexibilitat metabolica
i una millor funci6 mitocondrial en aquest organ. La menor expressié de
marcadors de fibrosi a nivell cardiac en aquest grup experimental juntament amb
la millor resposta front la hipoxia probablement també suposi una millora en la
capacitat funcional cardiovascular tal i com indiquen autors amb resultats similars
als nostres. Tot plegat, els nostres resultats apunten a que els efectes deleteris
cardiovasculars de les hormones sexuals femenines depenen de I'estat metabolic
i a que la diabesitat també podria alterar la manera en que els estrogens regulen

la dotacid dels seus receptors al cor i alterar aixi els seus efectes cardioprotectors.
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4.2 Efectes del 17B-estradiol en un model in vitro de lipotoxicitat

cardiaca induida amb palmitat

L’objectiu d’aquesta serie d’experiments va ser estudiar si 'E2 modificava
d’alguna forma els efectes lipotoxics del palmitat en cel-lules cardiaques per
intentar explicar alguns dels efectes observats en el cor de les rates ZDF en les
que tot indica que la manca d’hormones ovariques redueix el dany del teixit
cardiac en condicions de diabesitat. Els experiments in vitro es varen realitzar
amb una linia de cardiomioblasts provinents de rata neonata (H9c2) que es va
sotmetre a diferents tractaments amb 17B-estradiol (E2), palmitat (PA) i
ciclosporina A (CsA) per a determinar els seus efectes sobre la viabilitat, la
produccié de ROS i diferents marcadors mitocondrials, d’apoptosi i de la via de

senyalitzacié de la insulina.

4.2.1 Resultats

Efecte de I’estradiol sobre la biogénesi i funcié mitocondrial i la produccio

d’ATP a H9c2

Primerament, es van desenvolupar una serie de determinacions per comprovar
I’efecte d’E2 a marcadors de biogenesi i funcié mitocondrial. EI tractament amb
E2 va augmentar els nivells de PGCla i PGC1p (figura 20 A) i va anar acompanyat
d’un increment del contingut mitocondrial (Mitotracker green®) i un augment en

la produccié d’ATP (figura 20 B).
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Figura 20. Efecte del 17B-estradiol sobre marcadors de biogénesi i contingut mitocondrial i
produccié d’ATP a H9c2.

A: nivells de proteina normalitzats per GAPDH. B: dades relatives de fluorescéncia (Mitotracker
Green) i bioluminescéncia (ATP). Els valors s’expressen com la mitjana + error estandard (n = 6).
T-Student (p<0,05): a, E2 vs. Control.

Efecte de I'estradiol i el palmitat sobre la viabilitat cel-lular i la produccié de

ROS a H9c2

Inicialment, es va fer una bateria d’experiments amb diferents temps de
tractament amb PA per poder avaluar els efectes sobre la mortalitat i la produccié
de ROS a curt i llarg termini. El tractament amb palmitat va mostrar una
disminucio de la viabilitat i un augment de la produccié de ROS (concretament, i6

superoxid) a mesura que augmentava el temps de tractament (figura 21). Amb
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I'objectiu d’estudiar I'efecte de I'E2 en la resposta dels cardiomioblasts al PA, es
va realitzar un pretractament de 24 hores amb E2 seguit d’un tractament
combinat amb E2+PA de 6, 9, 16 i 24 hores. Tal i com es pot veure a la figura 21,
I’'E2 no va tenir cap efecte modificant els efectes produits pel palmitat sobre Ia

viabilitat i la producci6 de ROS.

Efecte del palmitat, I’estradiol i la ciclosporina A sobre la via de la insulina,

la inflamacid, I'apoptosi i la viabilitat cel-lular a H9¢c2

Una vegada comprovats els efectes de I'E2 en la biogenesi i funcié mitocondrial
en les cel-lules H9c2 i vist que els efectes del PA sobre la viabilitat i la produccié
de ROS no es varen veure alterats per I'exposicié a I'E2, es varen analitzar amb
més detall el possibles efectes de I'E2 sobre I'apoptosi i la inflamacid en I'entorn
de lipotoxicitat generat per al tractament amb PA. Per a aquesta serie
d’experiments, es va utilitzar el temps d’exposicid més curt de PA que mostrava
alteracions (increment de ROS a 9 hores), amb I'objectiu de treballar en un estat
primerenc de lipotoxicitat. Tal i com indiquen els nostres resultats, el PA va
produir un important increment de I'escissio de la caspasa 3 (en angles, cleaved
caspase 3) i la fosforilacido d’ERK , aixi com, una reduccié de la fosforilacié d’AKT
induida per E2 (figura 22 A). El tractament amb E2, en preséncia de PA, no va tenir

cap efecte sobre aquests mateixos parametres (figura 22 A).
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Figura 21. Efecte del 17B-estradiol i el palmitat sobre la viabilitat cel-lular i produccié de ROS
a diferents temps a H9c2.

Dades relatives de fluorescéncia. Les H9c2 tractades amb palmitat + estradiol varen ser
exposades préviament a estradiol 10nM durant 24h. Els valors s’expressen com la mitjana * error
estandard (n= 12). Two-way ANOVA (p<0,05): T, efecte temps. Test post-hoc LSD de Fisher
(p<0,05) a, diferéencies vs. control (C).
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Per esbrinar si I'activacié de l'apoptosi per la via de la caspasa 3 es podia
relacionar amb I'alliberacié de citocrom c a través del porus de transicié de
permeabilitat mitocondrial (en angles, mPTP), es va realitzar un tractament
combinat de CsA + PA. CsA bloqueja I'obertura del 'mPTP i impedeix la sortida
del citocrom C del mitocondri i, per tant, bloqueja 'activacié de la cascada de les
caspases. Aixi doncs, el tractament amb CsA va mostrar una reduccié en |’escissié
de la caspasa 3 i va incrementar el grau de fosforilaciéd d’AKT en comparacio als
efectes produits pel PA, perd no es va veure efecte en I'activacié d’ERK. Els grups
tractats conjuntament amb CsA i E2 en condicions de lipotoxicitat (CsA+E2+PA)
no mostraren diferencies respecte aquells grups tractats unicament amb CsA
(CsA+PA) en cap dels parametres estudiats. Pel que fa als efectes de CsA sobre la
viabilitat, es va haver de treballar amb tractaments amb PA a 16 i a 24 hores ja
que a 9 hores el PA no tenia efecte sobre la viabilitat. Els resultats obtinguts
indiquen que el tractament amb CsA no va suposar cap variacio en la viabiliat
induida per PA. Paralel-lament, es va estudiar si I’adicié d’E2, juntament amb CsA,
podria tenir algun efecte i es va realitzar un tractament triple (CsA+E2+PA) que
tampoc va resultar en canvis en la viabilitat respecte el tractament amb CsA+PA

a 1624 hores.
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Figura 22. Efectes del 17B-estradiol, la ciclosporina i el palmitat sobre AKT, la inflamacié i
I'apoptosi (A) i la viabilitat cel-lular (B) a H9c2.

PA: indica els tractament amb palmitat 200uM. CsA: indica els tractaments amb ciclosporina A
1uM. E2: indica els tractaments amb 17B-estradiol 10nM. (A) Nivells de proteina normalitzats
per GAPDH. H9c2 tractades amb PA durant 9h. Els valors s’expressen com a mitjana + error
estandard de dos experiments realitzats per triplicat (n= 6). One-way ANOVA (p<0,05). Test post-
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hoc LSD de Fisher: a, diferéncies vs. control; b, diferéncies vs. E2; c, diferencies vs. PA; d,
diferéncies vs. PA+E2. (B) Dades de fluorescéncia. H9c2 tractades amb PA durant 16 i 24h. Els
valors s’expressen com la mitjana #+ error estandard (n=12). Two-way ANOVA (p<0,05): T, efecte
temps. Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): a, diferéncies vs. control; b, diferéncies vs. E2; #,
diferéncies 24h vs. 16h.

4.2.2 Discussio

S’ha demostrat que la DM2 i I'obesitat (situacié combinada coneguda com
diabesitat) tenen un impacte sobre el desenvolupament de les MCV i suposen la
principal causa de mort en aquest grup de poblacié [3]. L'origen de les MCV en la
diabesitat es multifactorial pero a nivell metabolic, I'acumulacié ectopica de greix
al cor juntament amb la resistencia a la insulina sén les principals causes de la
desregulacié metabolica i funcional que pateix aquest organ. Ambdues situacions
indueixen una major captacioé i oxidacio d’acids grassos en detriment del consum
de glucosa que, juntament, amb I'acumulacié de derivats toxics de lipids en el
teixit cardiac [133], [134], acaben incrementant la produccié de radicals lliures,
activant vies apoptotiques i modificant la matriu extracel-lular, entre d’altres, la
qual cosa acaba provocant la perdua de funcionalitat del cor [75], [135], [136].
Concretament, la toxicitat s’ha associat a certes especies lipidiques com el
diacilglicerol i les ceramides que estarien involucrades, entre d’altres, amb la
desregulacié de la via de la insulina i de la funcié mitocondrial [3]—[5]. Donada la
importancia que té la correcta senyalitzacio de la via de la insulina a nivell cardiac,
aixi com també, la biogenesi i funcié mitocondrials en el desenvolupament de les
complicacions cardiaques durant la diabesitat, el present treball es va centrar en
esbrinar quina era la resposta enfront el tractament amb E2 en condicions de
lipotoxicitat.

El resultats corresponent a la contingut mitocondrial i al contingut d’ATP (figura
20 B) demostren els efectes directes que té I'E2 incrementant la biogenesi i la
funcié mitocondrial en cardiomioblasts H9c2 i complementen estudis anteriors
del grup que apunten a una major diferenciacié mitocondrial al teixit cardiac de

rates femella [55], [140]. La biogenesi, la dinamica i la funcié mitocondrials sén
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processos molt condicionats per la regulacid transcripcional a través de
PPARa/B/y i els seus coactivadors PGCla/P [141], [142]. Per tant, 'augment del
contingut de proteina de PGCla i PGC1B es relacionaria positivament amb
I'increment de la contingut mitocondrial i la major produccié d’ATP observats en

el nostre estudi.
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Figura 23. Mecanismes de toxicitat cel-lular del palmitat.

A la figura s’observa com el palmitat (PA) entra a la cél-lula per mitja de CD36 i la seva oxidacid
al mitocondri produeix ROS i alteracions en els fluxos de calci que acaben provocant la formacio
del porus de membrana mitocondrial (mPTP) el que condueix a la sortida del citocrom C i a
I'activacio de la cascada de les caspases. Font: Oxidative stress and calcium dysregulation by
palmitate in type 2 diabetes. (2017) [136]

L’4s de PA per a induir una situacio lipotoxica en cel-lules H9c2 esta ampliament
descrit en la bibliografia i esta associat a un augment de la produccié de ROS,
inflamacid, apoptosi, estres al reticle endoplasmatic i mort cel-lular [125], [143]-
[146]. Els resultats obtinguts mostren I’efecte del PA sobre la viabilitat cel-lular a

mesura que incrementa el temps d’exposicié al PA a partir de les 16h. A la figura
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23 es poden observar els diferents mecanismes que s’han descrit en relacio a la
toxicitat associada al PA. Com es pot apreciar, hi destaquen els principals organuls
afectats, el reticle endoplasmatic i el mitocondri, aixi com altres agents implicats
en la disfuncié mitocondrial que varen ser estudiats en aquest capitol com

I’'mPTP, les ROS i la via de las caspases.

Els nostres resultats mostren que durant les primeres 9h de tractament amb PA,
la viabilitat cel-lular no es veu compromesa pero la produccid de ROS esta
augmentada i també s’ha iniciat 'apoptosi (increment de I'escissid de la caspasa
3), la qual cosa posa de manifest el paper iniciador de la disfuncié mitocondrial
en la toxicitat del PA, tal i com també indiquen altres autors [143], [147]. El
tractament amb E2 no va suposar cap tipus d’efecte en la viabilitat el que, de
forma general, ens fa pensar que I'E2 no tindria la capacitat de protegir les H9C2
front la toxicitat produida pel PA en les condicions experimentals utilitzades i
sobre els parametres determinats. De forma més detallada, veiem que podria ser
degut a que I'E2 no té efectes sobre AKT, ERK ni la caspasa 3 en condicions de
lipotoxicitat. No obstant aix0, en altres condicions (inflamacid induida amb TNFa
o hipoxia) si que s’ha vist un efecte beneficids de I'E2 en termes d’apoptosi i mort
cel-lular [148], [149]. S’ha descrit en diferents tipus cel-lulars que el PA pot actuar
directament sobre la membrana mitocondrial afavorint I'obertura de I’'mPTP
[150], [151]. Aquest porus altera la permeabilitat de la membrana mitocondrial i
permet la sortida de molecules de petit tamany com el citocrom c, que induiria
I"activacié de la via intrinseca de I'apoptosi (via mitocondrial intrinseca) que
desencadena l'activacié de la caspasa 3. Per tal d’esbrinar si els efectes del PA
sobre la mortalitat estarien associats principalment a I'obertura de I’'mPTP es
varen exposar les cel-lules a la CsA, un bloquejador de la formacié de I'mPTP. Els
resultats obtinguts, posen de manifest que, malgrat la presencia del PA al medi
de cultiu, el bloqueig del porus disminueix I'activacio de la caspasa 3 i

s’acompanya d’un increment en la fosforilacié de I’AKT, la qual cosa suggereix
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una menor afectacioé de la via PI3K/AKT/mTOR relacionada amb la supervivéncia
cel-lular, I'angiogenesi, la regulacié del metabolisme glucidic i la relaxacié de
I’endoteli vascular, entre d’altres [152]. Segons alguns autors, I'efecte de CsA
sobre la major fosforilacié d’AKT podria ser degut a la supressié de PTEN, que és
un repressor de I'activacié d’AKT [153]. No obstant, I'activacié d’ERK, una cinasa
(MAPK) implicada en processos d’inflamacié, no va sofrir cap canvi amb el
tractament amb CsA, la qual cosa indicaria que I'activacié d’aquesta via, a priori,
és independent de I’'mPTP i de I’AKT. Aixi doncs, sembla que els nostres resultats
indiquen que el PA actuaria promovent la formacié de I’'mPTP pero, no seria I’tnic
element implicat en la activacid de la caspasa 3. Probablement, la via extrinseca
(independent de citocrom c) i altres vies proapoptotiques també estiguin
activades i per aix0 no s’aconsegueix una reduccio total de I'activacié d’aquesta
caspasa. Per exemple, s’ha vist que I'apoptosi induida per PA pot tenir origen en
I’estrés causat al reticle endoplasmatic [138], [146]. A més, tractaments més
perllongats de PA conjuntament amb CsA tampoc varen resultar amb una menor
mortalitat, el que recolza el fet de que la toxicitat del PA sigui deguda a diferents
causes ja que els efectes de la CsA sobre I'activacié de la caspasa 3 i sobre AKT
observats a 9h, no son suficients per contrarestar els seus efectes sobre la
mortalitat ni formacié de ROS a 16 i 24h. En alguns teixits, com el cervell, s’ha
descrit que I'E2, a través del receptor d’estrogens ERB, podria modular la
sensibilitat a la CsA [154]. Per aquest motiu, també es va realitzar un tractament
conjunt per a determinar un possible efecte interactiu entre CsAi E2 en preséencia
de PA (CsA+E2+PA). El resultat obtingut amb aquest tractament combinat no va
ser diferent al dels tractaments per separat en condicions de lipotoxicitat, la qual
cosa indica que I'E2 no té capacitat per modular els efectes de CsA en aquestes

condicions.

En resum, els nostres resultats reafirmen in vitro I'efecte de I'E2 promovent la

biogenesi i la funcid mitocondrial a cardiomiocits , probablement, a través de
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I'increment de co-activadors transcripcionals com PGCla i PGC1B. També
observam que I'E2 activa la cinasa AKT, que pertany a la via PI3K/AKT/mTOR el
que es relacionaria amb la supervivencia cel-lular mitjancat la regulacié de
I’apoptosi/autofagia, amb la sensibilitat a la insulina i, de forma més especifica,
amb la cardioproteccié [152], [155]. Per altra banda, en condicions de
lipotoxicitat, els efectes de I'E2 sobre la biogenesi i funcidé mitocondrials en
cardiomioblasts H9c2 sén neutralitzats completament i no poden contrarestar els
efectes pro-oxidants i proapoptotics del PA. D’aquesta manera, es conclou que
I’'E2, en les condicions utilitzades, no suposa cap proteccié front la toxicitat

induida pel PA en els parametres estudiats.
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4.3 Efectes de les hormones sexuals femenines en el
desenvolupament de la disfuncié endotelial en un model muri de

diabesitat

L’objectiu del present treball es estudiar I'efecte de les hormones sexuals
femenines, i en concret I’estradiol, sobre marcadors de disfuncié endotelial en un
model de diabetis i obesitat. De forma resumida, en aquest apartat s’analitzen
dades d’expressio en aorta de gens relacionats amb el to vascular, la inflamacid,
I’adhesio cel-lular, la fibrosi, la hipoxia, I'angiogenesi i la funcié mitocondrial. Les

aortes provenen de les mateixes rates descrites a 'apartat 4.1.

4.3.1 Resultats

Efecte de I'ovariectomia i ’administracié d’E2 sobre elements reguladors

del to vascular a 'aorta

La disfuncido endotelial altera la capacitat de I'endoteli per a mantenir una
adequada regulacié del to vascular. En aquest sentit I'estudi de molecules
implicades en la regulacié de la vasodilatacio i la vasoconstriccid és clau per
estudiar I'estat de I’endoteli i poder determinar les possibles implicacions a nivell
fisiologic. Les rates del grup OVA mostraren una major expressio dels enzims
implicats en la sintesi de molecules amb capacitat de vasodilatacié com I'oxid
nitric, INOS i eNOS, respecte les rates SHAM i el tractament amb E2 va revertir
completament |'efecte de I'ovariectomia. Per altra banda, els resultats sobre
I’expressié de endotelina-1 (ET-1), un potent vasoconstrictor, varen indicar un
perfil similar, encara que l'increment, en les rates OVA, no va ser significatiu

(figura 24 ).

141



Resultats i discussio

Efecte de I’ovariectomia i I’administracio d’E2 sobre la remodelacio

vascular i marcadors de fibrosi a I’aorta

L'increment de la rigidesa vascular per mitja de la modificacié de la composicio
de la matriu extracel-lular també compromet la funcionalitat de I'’endotelii és una
caracteristica important de la disfuncid vascular. Com es pot observar a la figura
25, les rates SHAM, en comparacio a les rates LEAN, varen mostrar una major
expressio del principal marcador de fibrosi (TGFB1) i elements relacionats amb la
remodelacié de la matriu extracel-lular com fibronectina (FN1) i les fibres de
col-lagen I'i Ill (COL1A i COL3A). Entre el grup de rates fa/fa es va observar que
I’ovariectomia va reduir I'expressié del TGF1, COL1A i COL3A i que el tractament
amb E2 va incrementar-ne I'expressio de forma significativa. En el cas de TGFB1
I’expressid induida per E2 va ser similar a la del grup SHAM, pero en els gens

COL1A i COL3A va ser estadisticament inferior.
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Figura 24. Efecte de I'ovariectomia i I'administracié d’E2 sobre elements reguladors del to
vascular a I'aorta de rates femella ZDF.

Nivells d’expressio de mRNA normalitzats per GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM, rates
sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ovariectomitzades; OVA+E2, rates ovariectomitzades
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tractades amb 17B-estradiol. Els valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 8 animals
per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de
Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM, c, diferéncies vs. OVA.
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Figura 25. Efecte de I'ovariectomia i I'administracié d’E2 sobre elements implicats en la
remodelacid vascular i la fibrosi a I’aorta de rates femelles ZDF.

Nivells d’expressio de mRNA normalitzats per GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM, rates
sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ovariectomitzades; OVA+E2, rates ovariectomitzades
tractades amb 17B-estradiol. Els valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 8 animals
per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de
Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM,; c, diferencies vs. OVA.

Efecte de I’ovariectomia i I’administracio d’E2 sobre marcadors de disfuncié

endotelial i inflamacio a I’aorta

Les alteracions produides a I’endoteli durant la progressio de la malaltia vascular
condueixen a la sintesi de molecules que alteren la permeabilitat i afavoreixen
I’adhesid de cel-lules inflamatories que contribueixen a la propia progressié de la
disfuncié endotelial. El nostre estudi de la disfuncié endotelial i la inflamacié a
I'aorta es va realitzar mitjangant la determinacio de |'expressié de la molecula

d’adhesié vascular VCAM (ampliament estudiada pel seu efecte facilitador de
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I'adhesié de cél-lules inflamatories a I'endoteli), I'inhibidor de I’activador de
plasminogen PAI-1 (amb coneguts efectes proinflamatoris i protrombotics en el
procés d’aterosclerosi) i la interleucina pro-inflamatoria IL6. Els nostres resultats,
il-lustrats a la figura 26, indiquen que les rates SHAM varen mostrar un perfil
d’expressié incrementat dels tres marcadors anomenats respecte les rates LEAN.
Pel que fa als efectes promoguts per |'ovariectomia, es va observar que les rates
OVA varen presentar una menor expressio de VCAM i PAI-1 que les rates SHAM.
Per altra banda, el tractament amb E2 va revertir 'efecte de 'ovariectomia
només en el cas de PAI-1. L’expressié de IL6 va romandre inalterada en els grups

OVA i OVA+E2 en comparacié al grup SHAM.
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Figura 26. Efecte de l'ovariectomia i I’'administracié d’E2 sobre marcadors de disfuncio
endotelial i inflamacié a I’aorta de rates femella ZDF.

Nivells d’expressio de mRNA normalitzats per GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM, rates
sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ovariectomitzades; OVA+E2, rates ovariectomitzades
tractades amb 17B-estradiol. Els valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 8 animals
per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de
Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM,; c, diferencies vs. OVA.
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Efecte de I'ovariectomia i I'administracié d’E2 sobre marcadors d’hipoxia i

angiogeénesi a l'aorta

La capacitat de resposta del teixit vascular front la hipoxia i la capacitat
d’angiogenesi d’aquest sén considerats elements claus en la funcionalitat de
I’endoteli ja que pot comprometre I'aportacié de nutrients o oxigen al teixits i
organs en situacions d’estres. Per aquest motiu I'estudi de marcadors d’hipoxia i
angiogenesi a l'aorta és un factor més a tenir en compte per a determinar la
capacitat de resposta de I'endoteli en aquest teixit. La seva interpretacidé és
complexa ja que, com s’explica més endavant, s’han observat funcions diverses i
oposades en funcid del teixit estudiat. L’expressio del factor induible per hipoxia
HIF-1a es va trobar augmentada per igual en els tres grups fa/fa, mentre que,
I’expressid del factor pro-angiogenesis VEGFA estava disminuida en el grup SHAM

en comparacio al grup LEAN i va ser augmentada per I'ovariectomia (figura 27).
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Figura 27. Efecte de l'ovariectomia i I"administracié6 d’E2 sobre marcadors d’hipoxia i
angiogeénesi a I'aorta de rates femella ZDF.

Nivells d’expressio de mRNA normalitzats per GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM, rates
sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ovariectomitzades; OVA+E2, rates ovariectomitzades
tractades amb 17B-estradiol. Els valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 8 animals
per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de
Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM; c, diferéncies vs. OVA.
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Efecte de I'ovariectomia i I'administracié d’E2 sobre marcadors biogenesi

mitocondrial a 'aorta

Es sabut que la funcié mitocondrial es troba alterada en nombroses malalties,
entre elles la diabetis i 'obesitat. Els coactivadors transcripcionals de PPARy es
consideren uns dels principals reguladors de la biogénesi i la funcié mitocondrial,
per aquest motiu, varem voler estudiar les possibles alteracions en aquests
marcadors. A la figura 28, es mostra |'expressié dels principals coactivadors
transcripcionals de PPARy, la seva analisi va indicar que I'expressié de PGClq,
pero no la de PGC1[3, es va veure disminuida en el grup SHAM en comparacié al
grup LEAN. Per altra banda, I'ovariectomia va provocar un augment de I'expressié

de PGCla i PGC1[3, que en el cas de PGC1[3, va ser revertit pel tractament amb E2.
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Figura 28. Efecte de I’ovariectomia i I'administracié d’E2 sobre co-activadors transcripcionals
de PPARYy a I’aorta de rates femella ZDF.

Nivells d’expressio de mRNA normalitzats per GAPDH. LEAN, rates control sanes; SHAM, rates
sotmeses a cirurgia simulada; OVA, rates ovariectomitzades; OVA+E2, rates ovariectomitzades
tractades amb 17B-estradiol; els valors s’expressen com a mitjana * error estandard de 8 animals
per grup. T-Student (p<0,05) a, SHAM vs. LEAN. One-way ANOVA (p<0,05). Test post-hoc LSD de
Fisher (p<0,05): b, diferéncies vs. SHAM,; c, diferencies vs. OVA.

4.3.2 Discussio

La diabetes i I'obesitat son dues patologies fortament relacionades amb Ia
disfuncié endotelial [156]. L’homeostasi en la produccio d’oxid nitric és un punt
clau pel manteniment de la funcié endotelial i esta condicionada per nombrosos
factors com l'estrés oxidatiu, la inflamacié o la resistencia a la insulina que

produeixen alteracions a I’eix PI3K/AKT/eNOS [157]. De fet, s’"ha observat que un

146



Resultats i discussio

tractament curt amb insulina a rates diabetiques suposa una sobreexpressid
d’eNOS i un increment en la produccié d’oxid nitric [158], la qual cosa revela la
importancia de la sensibilitat a la insulina en el manteniment del to endotelial. Els
nostres resultats mostren que entre les rates fa/fa, aquells grups amb una major
glucémia i major resisténcia sistemica la insulina (SHAM i OVA+E2) també
presenten una menor expressido d’eNOS i d’'iNOS i que el grup OVA, amb un millor
perfil glucemic i menor resisténcia a la insulina, manifesta una major expressiod
d’aquests gens. Per altra banda, també s’ha vist que I'expressido d’eNOS esta
controlada a nivell mitocondrial per PGCla [159]. Aixi doncs, la major expressid
de PGCla i PGC1[3 observada en les rates OVA podria ser la causa de la major
expressid d’eNOS en aquest mateix grup. Pel manteniment del to vascular, no
nomeés és important la produccié d’oxid nitric, altres molécules vasoactives com
I'ET-1, que és un potent vasoconstrictor, també tenen un important paper en
processos patologics cardiacs, cancer i malalties neurodegeneratives [160].
Alguns autors han posat de manifest |'efecte inhibitori de I'estradiol sobre
I’expressié de ET-1 en cel-lules endotelials coronaries [161], [162], el que podria
contribuir a explicar la menor expressid d’ET-1 en el grup OVA+E2 en comparacid
al grup OVA. No obstant, la deplecié hormonal produida per la ovariectomia, tot
i incrementar I'expressio d’ET-1 respecte les SHAM, no va arribar a ser significatiu.
Un altre dels punts claus per a la correcta homeostasi vascular és la regulacié de
la capacitat angiogénica a través de factors induits per hipdoxia com HIFla i del
regulador de 'angiogenesi VEGFA. En situacions com l'obesitat i la diabetis es
produeix una alteracié amb I'arribada d’oxigen als teixits el que indueix un estat
d’hipoxia cel-lular i les respostes depenen del tipus de teixit o organ. A nivell
cardiovascular, I'expressio de HIF-1la esta relacionada amb un efecte
compensatori de I'endoteli per fer front a la hipoxia i la seva expressid es creu
que té un paper protector [163]. No obstant aix0, en altres teixits com la retina,
sembla que I'expressio de HIF-1a suposaria resposta adaptativa perjudicial a la

hipoxia sobrevinguda durant la diabetis i acabaria sent la principal causa de la
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retinopatia diabetica [164]. Els nostres resultats sobre I'expressid de HIF-1a
mostren un increment de I'expressid en les aortes de les rates fa/fa sense
diferencies entre els tractaments, el que indicaria que I'estat diabéesic suposa un
increment d’aquest element pero la manipulacié hormonal no indueix canvis en
HIF-1a. Per obtenir una resposta més completa sobre els efectes de I'entorn
hormonal en condicions de diabesitat hem d’estudiar els efectes en el principal
regulador de I'angiogenesi. VEGFA és un potent inductor de I'angiogenesi que a
més esta estretament relacionat amb la induccid6 d’eNOS [158]. Per tant,
I'increment en I'expressié de VEGFA a les rates ovariectomitzades, respecte el
grup SHAM, suggereix una major capacitat angiogeénica en aquest grup. A més,
s’ha vist que I'expressid6 de VEGFA té un efecte directe, no només sobre la
angiogenesi, sind també sobre la relaxacio vascular [158]. Tal com passa amb HIF-
la, les accions de VEGFA poden ser oposades en funcié del teixit. A nivell
cardiovascular, una major expressiéo de VEGFA és beneficiosa per prevenir la
hipoxia cardiaca causada per la DM2 [158], [165], pero a la retina i als ronyons
una excessiva expressio de VEGFA és la causa principal de la retinopatia [166] i la
nefropatia diabetica [167], respectivament. Per contra, a nivell de la vasculatura
periferica una menor expressidé de VEGFA esta relacionada amb el peu diabeétic i
les dificultats per curar ferides [168]. Tot plegat, els nostres resultats a I'aorta,
semblen indicar que les rates OVA presenten una major capacitat angiogenica
que les rates SHAM i OVA+E2 i, en I'entorn cardiovascular, es relacionaria amb un

procés adaptatiu beneficids .

Una vegada analitzat I'efecte de la diabesitat i I’entorn hormonal sobre el
manteniment del to vascular i la capacitat angiogenica és important parlar sobre
un altre aspecte de la disfuncié endotelial que es troba directament relacionat
amb la patogenia vascular. En situacions com la diabetis i la obesitat incrementa
el risc de lesions endotelials que acaben amb la formacié de plaques d’ateroma i

trombes o aneurismes [169]. L'expressio de PAI-1 i VCAM a I'’endoteli vascular,

148



Resultats i discussio

esta directament relacionada amb la DM2 [76] i ambdues molécules tenen un
important paper en el desenvolupament de la disfuncié endotelial i de la placa
d’ateroma. Per conseglient, la menor expressio de PAI-1 i VCAM a les rates OVA
podria ser explicada per la millor homeostasi de la glucemia que presenten. De la
mateixa manera, el tractament amb E2, que va suposar un increment de la
glucemia i de la resistencia a la insulina, es va veure acompanyat d’un increment
en l'expressid de PAI-1. A més, altres grups han confirmat que la millora
farmacologica de la glucemia en rates diabéetiques produeix una reduccié en
I’expressié de VCAM [170]. Per altra banda, també s’ha vist que I'expressié de
PAI-1 [76] i VCAM [171] esta reprimida per I'0xid nitric. Llavors, la menor
expressié de PAI-1 i VCAM en el grup OVA podria obeir a una major produccié
d’oxid nitric, tal i com suggereix I'increment de I'expressié d’eNOS en aquest grup
que, tal i com s’ha indicat anteriorment, podria ser una conseqliencia de les
diferencies entre grups pel que fa a I'"homeostasi glucemica. No obstant, és
important indicar que el tractament amb E2, tot i que va induir un increment de
la glucemia i va disminuir I’expressio d’eNOS i d’iNOS al grup OVA+E2 respecte el
grup OVA, no va modificar I'expressié de VCAM, el que indica que hi hauria altres

mecanismes implicats en la regulacié d’aquest element.

La rigidesa vascular és un dels principals simptomes de la disfuncié vasculari la
fibrosi és una de les seves causes [172]. La fibrosi es caracteritza per 'acumulacié
de proteines fibroses a la matriu extracel-lular que condueixen a la disfuncié del
teixit i el factor de creixement tissular TGFB1 és conegut per ser un dels principals
reguladors i inductors de la fibrosi en diversos teixits [173]. Entre les principals
causes de la fibrosi al teixit vascular trobem la dislipemia, I'activacio del sistema
renina-angiotensiona-aldosterona, I'estrés oxidatiu i, de forma destacada, la
hiperglucemia [174]. Es sabut que la hiperglucémia incrementa els nivells de
TGFB1 i es creu que la seva intervencio en la sintesi de proteoglicans accelera la

captacio de lipoproteines de baixa densitat i incrementa el desenvolupament de
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la placa d’ateroma [175]. La major expressido de TGFB1 en els grups SHAM i
OVA+E2 juntament amb una major d’expressiéo de COL1A i COL3A suggereix una

major fibrosi aortica en aquests grups i també un major risc d’aterosclerosi.

Com ja s’ha anat comentat al llarg de la discussid, la hiperglucémia, la resistencia
a la insulina, la hiperinsulinemia i la hiperlipidemia, presents en la DM2, sén
elements que promouen el desenvolupament de la disfuncié endotelial a través
de diversos mecanismes [176]. Tal i com s’observa a la figura 29, la insulina té
multiples efectes a nivell endotelial, que inclius poden ser contraris, i
principalment estan mediats per dos eixos. Per una banda, per mitja de la via de
I’AKT, la insulina promou efectes anti-aterosclerotics amb I'activaciéo d’eNOS,
I'increment de VEGFA i la reduccié de VCAM. Per altra banda, a través de la via
de I'ERK, es donen els efectes pro-ateroesclerotics, el que suposa una major
expressid d’ET-1i PAI-1. La prevalenga d’una via o de 'altre depen d’altres factors
com la hiperglucemia, la hiperlipemia i les citoquines proinflamatories com TNFa
i IL6, que es troben incrementats en la DM2 i inhibeixen les accions
antiaterogeniques de la insulina a través de la via de I'AKT [177]. Aixi doncs,
sembla que I'atenuacio de la condicié diabesica en les rates OVA podria explicar
la menor expressié de marcadors de disfuncié endotelial i risc d’aterotrombosi
com PAI-1, VCAM i VEGFA en aquest grup en comparacio als grups SHAM i
OVA+E2.
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Figura 29: Efectes antagonics de la insulina sobre la funcié vascular en funcié de I’entorn.
Font: Imatge adaptada de Selective Insulin Resistance and the Development of Cardiovascular
Diseases in Diabetes (2016). [177]

En resum, a nivell aortic, la major expressié de VEGFA i eNOS juntament amb una
menor expressié de VCAM, PAI-1, TGFB1, COL1A i COL3A en el grup OVA
suggereixen que, globalment, l'ovariectomia en condicions de diabesitat
suposaria una millor funcié endotelial i un menor risc ateroesclerotic [169]. A
més, I'E2 segurament és |’hormona principal involucrada en els efectes
proateroescleotics, en aquestes condicions, ja que el grup tractat amb aquesta
hormona presenta un perfil similar al grup SHAM i més perjudicial que I'observat
en les rates ovariectomitzades. D’acord amb les nostres observacions, la menor
alteracio de la glucemia juntament amb un millor perfil circulant de factors de risc
ateroesclerotic (HDL/LDL i leptina/adiponectina) trobada a les rates
ovariectomitzades podrien contribuir a explicar el perfil menys perjudicial de
disfuncié endotelial a les aortes d’aquest grup respecte tan les rates diabesiques
gue mantenen les hormones sexuals com les ovariectomitzades tractades amb

E2.
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4.4 Efectes del 17B-estradiol a cel-lules endotelials en condicions de

glucolipotoxicitat

L’objectiu d’aquest apartat és estudiar els efectes del 17B-estradiol (E2) a cel-lules
endotelials en condicions de glucolipotoxicitat per tal d’aprofundir en els efectes
observats in vivo, a nivell de I'endoteli vascular, en el model de rates ZDF
ovariectomitzades i/o tractades amb E2.Aquest estudi in vitro es va realitzar amb
cel-lules endotelials humanes provinents de cordé umbilical (HUVEC) que varen
ser sotmeses a unes condicions experimentals de glucolipotoxicitat amb glucosa
i palmitat (GPA). L’Us de glucosa i palmitat, bé per separat o conjuntament, ha
estat ampliament utilitzat en HUVEC o altres cel-lules endotelials, per a induir un
fenotip de disfuncié endotelial i inflamacid, in vitro, amb caracteristiques similars
a les que s’observen en la obesitat i la DM2. Les condicions utilitzades, tan les
concentracions de glucosa (30 mM) i palmitat (150 uM) com el temps utilitzat
(24h), han sigut les habitualment emprades a estudis similars [170], [178], [179] i

varen ser validades al nostre laboratori previament.

4.4.1 Resultats

Efectes de I'E2 sobre I’expressié de marcadors de funcié endotelial a HUVEC

en condicions de glucolipotoxicitat

La induccié de glucolipotoxicitat va produir un increment de I'expressio dels
marcadors de disfuncié endotelial ICAM, VCAM i E-selectina (figura 30).
Curiosament, es va observar que I'E2 en condicions de glucolipotoxicitat, va induir
una expressié encara més marcada d’ICAM i VCAM. Per altra banda, destaca que
només es va veure un increment en I'expressié de PAI-1 quan les HUVEC varen

ser tractades amb E2 en condicions de glucolipotoxicitat (GPA+E2).
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Figura 30. Efecte de I'E2 sobre marcadors marcadors de disfuncié endotelial a HUVEC en

condicions de glucolipotoxicitat.

Nivells d’expressioc de mRNA normalitzats per GPADH. GPA: HUVEC tractades amb glucosa

30mM i palmitat 150uM. E2: HUVEC tractades amb 17B-estradiol 10nM durant 24h. GPA+E2:
HUVEC tractades amb glucosa 30mM, palmitat 150uM i 17B-estradiol 10nM durant 24h. El

control (C) va ser tractat amb la quantitat corresponent del vehicle de I'E2 (etanol) i del palmitat
(BSA). Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de dos experiments realitzats per
triplicat (n=6). Two-way ANOVA (p<0,05): E (efecte estradiol), GPA (efecte glucolipotoxic), GPA*E
(efecte interactiu), NS (no significatiu). Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): a, diferéncies vs. C;

b, diferéncies vs. GPA; c, diferéncies vs E2.

Efectes de I'E2 sobre I’expressié de marcadors d’inflamacié a HUVEC en

condicions de glucolipotoxicitat

En les condicions assajades de concentracio i temps, esva observar un clar efecte

interactiu entre GPA i E2 en 'expressid de COX2 (figura 31). La glucolipotoxicitat

induida per GPA va produir un increment de I'expressié de COX2 només al grup

tractat amb E2. Pel que fa a la resta de marcadors estudiats (MCP1, NF-xB i IL6),

ni GPA ni E2 varen modificar significativament la seva expressio.
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Figura 31. Efecte de I'E2 sobre I'expressié de marcadors d’inflamacié a HUVEC en condicions
de glucolipotoxicitat.

Nivells d’expressio de mRNA normalitzats per GPADH. GPA: HUVEC tractades amb glucosa
30mM i palmitat 150uM. E2: HUVEC tractades amb 17B-estradiol 10nM durant 24h. GPA+E2:
HUVEC tractades amb glucosa 30mM, palmitat 150uM i 17B-estradiol 10nM durant 24h. El
control (C) va ser tractat amb la quantitat corresponent del vehicle de I'E2 (etanol) i del palmitat
(BSA). Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de dos experiments realitzats per
triplicat (n=6). Two-way ANOVA (p<0,05): GPA*E (efecte interactiu), NS (no significatiu). Test
post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): a, diferéncies vs. C; b, diferéncies vs. GPA; c, diferéncies vs E2.

Efectes de I'E2 sobre I’expressiéo de marcadors de funcioé mitocondrial a

HUVEC en condicions de glucolipotoxicitat

Els nostres resultats varen mostrar efectes contraris de I'E2 en funcio de la
glucolipotoxicitat del medi (efecte interactiu ANOVA p<0,05) en |'expressié de
TFAM, MnSOD i PGC1pB (figura 32). La induccio de glucolipotoxicitat amb GPA i el
tractament amb E2, per separat, varen incrementar I'expressié. No obstant el

tractament conjunt amb GPA+E2 va atenuar aquest augment de MnSOD i PGC1p.
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Aqguest perfil també es va observar a PGCla malgrat no ser estadisticament

significatiu (p=0,06).
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Figura 32. Efecte de I'E2 sobre I'expressié de marcadors de funcié mitocondrial a HUVEC en
condicions de glucolipotoxicitat.

Nivells d’expressio de mRNA normalitzats per GPADH. GPA: HUVEC tractades amb glucosa
30mM i palmitat 150uM. E2: HUVEC tractades amb 17B-estradiol 10nM durant 24h. GPA+E2:
HUVEC tractades amb glucosa 30mM, palmitat 150uM i 17B-estradiol 10nM durant 24h. El
control (C) va ser tractat amb la quantitat corresponent del vehicle de I’E2 (etanol) i del palmitat
(BSA). Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de dos experiments realitzats per
triplicat (n=6). Two-way ANOVA (p<0,05): E (efecte estradiol), GPA (efecte glucolipotoxic), GPA*E
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(efecte interactiu), NS (no significatiu). Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): a, diferéncies vs. C;
b, diferéncies vs. GPA; c, diferéncies vs E2.

Per altra banda, la glucolipotoxicitat va suposar efectes contraris a I'expressié de
COXIV i PPARy; mentre que I'expressio de COXIV es va veure incrementada, la de
PPARYy es va veure disminuida i, curiosament, el tractament amb E2 en condicions
de glucolipotoxicitat, va reduir I'increment observat en I'expressiéo de COXIV,

pero no va tenir cap efecte en el de PPARYy.

Efectes de I'E2 sobre I’expressid de sirtuines a HUVEC en condicions de

glucolipotoxicitat

En condicions de glucolipotoxicitat, les HUVEC varen mostrar un increment
significatiu de I'expressio de les sirtuines 1 i 3 (figura 33). El tractament amb E2
no va produir canvis en I'expressio de SIRT1 pero, en canvi, es va apreciar un
efecte inductiu en I'expressid de SIRT3. Ara bé, el tractament amb E2 en

condicions de glucolipotoxicitat va reduir significativament I’expressié de SIRT3.
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Figura 33. Efecte de I'E2 sobre I’expressié de sirtuines a HUVEC en condicions de
glucolipotoxicitat.

Nivells d’expressio de mRNA normalitzats per GPADH. GPA: HUVEC tractades amb glucosa
30mM i palmitat 150uM. E2: HUVEC tractades amb 17B-estradiol 10nM durant 24h. GPA+E2:
HUVEC tractades amb glucosa 30mM, palmitat 150uM i 17B-estradiol 10nM durant 24h. El
control (C) va ser tractat amb la quantitat corresponent del vehicle de I'E2 (etanol) i del palmitat
(BSA). Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de dos experiments realitzats per
triplicat (n=6). Two-way ANOVA (p<0,05): GPA (efecte glucolipotoxic), GPA*E (efecte interactiu).
Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): a, diferéncies vs. C; b, diferéncies vs. GPA; c, diferéncies vs
E2.
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Efectes de I'E2 sobre I’expressid dels receptors d’estrogen a HUVEC en

condicions de glucolipotoxicitat

El tractament amb E2 va augmentar I'expressid dels receptors nuclears
d’estrogens ERa i ERB (figura 34) i, sorprenentment, aquest augment de
I’expressid, associat a I'E2, es va perdre en condicions de glucolipotoxicitat.
Curiosament, en absencia d’E2, les condicions de glucolipotoxicitat van produir
un increment significatiu en I'expressié de ERa, pero no de ERPB . Per altra banda,

I’expressié de GPER no es va veure modificada de forma significativa per cap

condicio.
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Figura 34. Efecte de I’E2 sobre I'expressio dels receptors d’estrogen a HUVEC en condicions de
glucolipotoxicitat.

Nivells d’expressioc de mRNA normalitzats per GAPDH. GPA: HUVEC tractades amb glucosa
30mM i palmitat 150uM. E2: HUVEC tractades amb 17B-estradiol 10nM durant 24h. GPA+E2:
HUVEC tractades amb glucosa 30mM, palmitat 150uM i 17B-estradiol 10nM durant 24h. El
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control (C) va ser tractat amb la quantitat corresponent del vehicle de I'E2 (etanol) i del palmitat
(BSA). Els valors s’expressen com a mitjana + error estandard de dos experiments realitzats per
triplicat (n=6). Two-way ANOVA (p<0,05): E (efecte estradiol), GPA (efecte glucolipotoxic), GPA*E
(efecte interactiu), NS (no significatiu). Test post-hoc LSD de Fisher (p<0,05): a, diferéncies vs. C;
b, diferéncies vs. GPA; c, diferéncies vs E2.

4.4.2 Discussio

La relacid entre la diabetis, la obesitat i la malaltia cardiovascular, tot i tenir una
naturalesa complexa, esta ben establerta i la inflamacié és un intermediari
necessari que ha estat molt ben definit. Molt breument, 'acumulacié de lipids i
glucosa, la seva oxidacid i la resisténcia a la insulina, a banda dels efectes directes,
produeixen una resposta inflamatoria a diferents nivells que altera ’homeostasi
i la senyalitzacid cel-lular el que, amb el temps, comporta la disfuncié dels
diferents teixits i organs [180], [181]. L'efecte antiinflamatori de I'E2 ha sigut
ampliament estudiat, hi ha evidencies de que I'E2 podria tenir cert paper
protector front H,0, [182], TNF-a [149] i Proteina C Reactiva [183] reduint el grau
d’apoptosi o I'expressid de mediadors proinflamatoris. Tot i aixi, si bé es cert que
hi ha pocs estudis sobre |'efecte deleteri de I’estradiol en certes condicions, com
I’envelliment o la diabetis, alguns treballs realitzats amb models in vivo, han posat
de manifest que I'E2 podria tenir un efecte proinflamatori alterant Ia
permeabilitat vascular, la sintesi de productes d’AGEs i incrementant |'estres
oxidatiu [184]. Els nostres resultats in vivo a aortes del model de rates ZDF (capitol
4.3) posen de manifest aquest efecte negatiu de les hormones sexuals femenines,
i en concret de I'E2, sobre la funcié endotelial i el risc arteriosclerotic que suposa

la diabesitat.

En el nostre estudi in vitro, les condicions de glucolipotoxicitat induides amb GPA
van tenir escassa repercussio en la inflamacid a jutjar pels principals marcadors
estudiats (IL6, MCP1, COX2 i NF-kB). No obstant, cal indicar que, en el cas de
COX2, es posa de manifest que I'E2 indueix I'expressid d’aquest marcador

d’inflamacid en condicions de glucolipotoxicitat. COX2 és un enzim pro-
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inflamatoriinvolucrat, entre altres coses, en la sintesi de molécules amb capacitat
inflamatoria com les prostaglandines, aixi com també, molecules involucrades en
I’hemostasia, com el tromboxa A2 [185]. En diferents models animals s’ha posat
de manifest que tan les prostaglandines com el tromboxa A2 tenen activitat sobre
la contractilitat vascular i, a més, aquestes molecules sén caracteristiques de
vasos sanguinis envellits i disfuncionals [185]. Aixi mateix, la COX2 també s’ha
relacionat amb la trombosi, la inestabilitat de la placa d’ateroma i, juntament
amb altres elements, s’ha descrit que COX2 esta implicada en les complicacions
microvasculars, com la retinopatia diabética, associades a la hiperglucemia
cronica, a través de I'activacid de I'apoptosi. De fet, cal destacar que la inhibicié
farmacologica de la COX2 té un paper protector enfront els efectes deleteris de
la glucosa [186]. Aleshores, els nostres resultats indiquen que, malgrat el model
amb GPA utilitzat sembla que no va induir una resposta inflamatoria detectable,
el tractament combinat amb E2 suposaria una potenciacio de |'efecte inflamatori,
pel que fa a aquest parametre.

Un dels efectes que produeix I'estat inflamatori a nivell vascular és I'alteracié de
la permeabilitat vascular a leucocits. Les cel-lules endotelials, en determinades
condiciones com la hiperglucemia i la inflamacio, expressen en la seva superficie
molecules d’adhesio, com la ICAM, la VCAM o la E-selectina. Aquestes proteines
permeten que cel-lules inflamatories com monocits i limfocits s’adhereixin i
puguin travessar l'endoteli i segregar citocines proinflamatories i enzims
involucrats en la formacid i progressioé de la placa d’ateroma [156], [187]. A més,
condicions com la hiperglucemia, la hiperinsulinemia i la inflamacié també
alteren, a nivell endotelial, la regulaci6 de molecules relacionades amb
I’'hemostasia com el PAI-1, que s’ha vist que té un important paper en el
desenvolupament de la placa d’ateroma i formacié de trombes [48], [121].

En tots els marcadors de disfuncié endotelial que hem estudiat (ICAM, VCAM i
PAI-1), s’observa que el tractament amb E2 potencia I'efecte deleteri produit per

I’entorn glucolipotoxic induit per GPA, exceptuant en E-selectina pel qual no
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s’observa cap efecte. Aquests resultats son molt interessants ja que estarien en
linia amb els resultats observats als nostres estudis amb aortes de rates obeses i
diabetiques ZDF (capitol 4.3), en les que s’observa un increment en parametres
de disfuncié endotelial a 'aorta en presencia d’hormones sexuals femenines o
amb el tractament amb E2, perd una reduccié dels mateixos marcadors a les rates

ovariectomitzades.

Es sabut que la inflamacié i la disfuncié mitocondrial sén dos processos
estretament lligats, tot i que no esta molt clar quin dels dos processos és la causa
i quin la consequiéencia [188]. En els ultims anys, ha cobrat importancia la possible
relacié de la disfuncid mitocondrial en el desenvolupament de la malaltia
arteriosclerotica [189]. TFAM i COXIV es consideren marcadors de la funcié
mitocondrial perque estan relacionats amb la biogenesi mitocondrial i el grau
d’expressio es relaciona amb el contingut mitocondrial i amb I’eficiencia d’aquest
organul [190]. L’estudi de la funcié mitocondrial en el nostre model, suggereix
que el tractament amb GPA no va produir disfuncié mitocondrial en les HUVEC,
sind més bé el contrari, ja que I'expressid dels marcadors TFAM, COXIV i MnSOD
es trobava induida. A priori, tan la glucosa com el palmitat, sén substrats
energetics del mitocondri i l'elevada disponibilitat en les condicions de
glucolipotoxicitat assajades, suggereix un increment en la seva metabolitzacig, la
quan estaria associada a un augment en I'expressioé de gens mitocondrials. S’ha
descrit que la disfuncid mitocondrial es manifesta quan aquesta aportacid
energetica és sostinguda o sobrepassa les capacitats oxidatives de la cel-lula i
I’excés de ROS produit acaba alterant les vies de senyalitzacié [104], [188]—-[192].
PPARy, és un receptor nuclear que activa I'expressio de diferents gens per
interaccid directa amb el DNA i és un dels principals elements reguladors del
metabolisme de la glucosa i la B-oxidacié de lipids [193]. Addicionalment, també
s’han descobert altres funcions de PPARy en el sistema cardiovascular,

concretament en el teixit muscular cardiaci en I’endoteli vascular [194], [195]. La
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reduccio de I'expressid de PPARy, induida pel tractament amb GPA, que
observam a les HUVEC aniria en linia a altres estudis sobre la participacié de
PPARY en la regulacio de I'angiogenesi vascular on s’ha vist que la reduccié de
I’expressié de PPARy a I'endoteli vascular de la retina de rates diabetiques, podria
ser la causa del desenvolupament de la retinopatia diabetica [193]. A més, un
estudi recent a HUVEC sotmeses a un tractament amb glucosa (a concentracions
similars a les nostres) ha descrit també la disminucid de I'expressié de PPARYy la
qual, els autors associen a un major grau d’apoptosi [196]. Diferents estudis han
reportat que les hormones sexuals com I'E2 activen I'expressid de PPARy en
teixits sensibles a la insulina com el fetge, el muscul o el texit adipds. Per aquest
motiu, va ser sorprenent que el tractament amb E2 (tan en condicions control
com glucolipotoxiques) no mostras efectes en I'expressié de PPARy. No obstant,
els efectes atribuits a les hormones sexuals sembla que depenen de les
condicions del tractament (concentracid i duracio), el teixit o inclis el grau de
diferenciacié cel-lular i per tant els resultats obtinguts sén dificilment
comparables i generen controversies. La gran variabilitat de resultats esmenada
i el fet de que I'endoteli no es consideri un teixit amb funcions metaboliques (a
diferencia dels teixits més estudiats i dels que es té més informacio en relacié a
PPARyY) permet valorar la manca d’efectes de I'E2 en les HUVEC com una

possibilitat acceptable.

Per altra banda, en el nostre grup d’investigacié tenim evidencies sobre I'efecte
de I'E2 estimulant la biogenesis i la funcid mitocondrial en diversos tipus de
cultius cel-lulars i teixits [63], [125]. Els nostres resultats a HUVEC confirmen que
el tractament amb E2 també estimula I'expressié de marcadors involucrats en la
biogenesi mitocondrial com TFAM i PGC1B, aixi com, gens involucrats en la
defensa antioxidant com MnSOD. Curiosament, s’ha de destacar que en
condicions de glucolipotoxicitat, el tractament amb E2 disminueix I'expressié dels

marcadors de biogenesi mitocondrial (PGC13, PPARY) i de defensa antioxidant
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(MnSOD). En conjunt, els nostres resultats a HUVEC indiquen que els efectes de
I’'E2 sobre la capacitat de resposta oxidativa i antioxidant sén depenents de la
disponibilitat de substrats energetics. Concretament, tot sembla indicar que I'E2,
en condicions de glucolipotoxicitat, conduiria a un empitjorament de la funcié

mitocondrial mentre que, en condicions control la milloraria.

Les sirtuines sén un grup de desacetilases que, recentment, s’ha vist que estan
involucrades en diferents malalties com la diabetis o les MCV [197]. Les funcions
de SIRT1 i SIRT3 (aixi com de la resta de sirtuines) varien depenent del teixit i de
les condicions d’estudi, per tal motiu, a dia d’avui és dificil establir quines son les
seves funcions i com es regula la seva expressid. Tot i aix0, hi ha evidencies sobre
I'efecte que té I'estres metabolic i I'estrés oxidatiu reduint la seva expressio i els
efectes beneficiosos de la seva sobreexpressid per fer front a I'apoptosi i
incrementar la supervivencia en diferents tipus cel-lulars [198]. S’ha vist que les
sirtuines 1 i 3 tenen un paper important en la homeostasi vascular i,
concretament, la SIRT1 (la més estudiada) s’ha postulat com una important diana
terapeutica per al tractament de malalties cardiovasculars en pacients diabetics.
Els nostres resultats mostren un increment de I'expressidé de SIRT1 i SIRT3 en
condicions de glucolipotoxitat, la qual cosa podria ser un efecte adaptatiu, tal i
com s’ha descrit a rates durant l'inici d’una administracio de dieta rica en greix
[199] (efecte que disminueix amb el temps). Seguint amb aquesta idea, és
important indicar que I'elevacio de I'expressid de SIRT1 i SIRT3 que observem en
condicions glucolipotoxiques, recolzaria I'increment de marcadors mitocondrials
observada i comentada anteriorment, ja que les sirtuines (SIRT1 especialment),
estan implicades en I'activacid de la transcripcié de gens mitocondrials [198]. Si
acceptem la hipotesi de que la major expressid de SIRT3 induida per GPA seria
una adaptacioé a I'excés de substrats energetics que decauria amb el temps [199],
en el nostre cas, el tractament amb E2 en condicions de glucolipotoxicitat, sembla

que tindria un efecte contraproduent perque atenua l'increment de SIRT3 en
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aquest grup, el que podria indicar un bloqueig d’aquest mecanisme adaptatiu. A
més, s’ha descrit que les sirtuines tenen capacitat d’inhibir I’expressié de VCAM i
ICAM a cel-lules endotelials [198] i, de fet, la menor expressid de SIRT3 en el grup
tractat amb E2 en condicions glucolipotoxiques s’acompanya d’'una major

expressié de marcadors de disfuncié endotelial.

El tractament amb E2 produeix una major induccié en I'expressié d’ERa que
d’ERB (al voltant de tres vegades més) el que podria indicar que els efectes d’E2
observats podrien ser mediats prioritariament, a través d’aquest receptor, pero
caldrien més estudis per confirmar-ho. Per altra banda, el tractament amb E2 en
un entorn glucolipotoxic mostra un clar efecte interactiu en I'expressio dels
receptors d’estrogens nuclears ERa i ERB, ja que, desapareix |'efecte inductor de
I’'E2 observat en la situacié control. Aquest fet podria estar relacionat amb la
reduccio de I'expressio de SIRT3 i en I'expressid d’altres gens regulats per SIRT3.
La menor expressio de SIRT3 en condicions de glucolipotoxicitat podria associar-
se a I'increment de COX2 i marcadors de disfuncié endotelial com VCAM i ICAM
[198]. Curiosament, ERa i ERB tenen una resposta diferent enfront a GPA. Tal i
com indiquen els nostres resultats, I'expressid6 d’ERa curiosament augmenta
mentre que la d’ERP es manté inalterada, la qual cosa podria indicar que un
ambient glucolipotoxic podria influir en la senyalitzacié estrogenica a través de

modificacions en la dotacié dels receptors estrogenics nuclears.

En resum, els nostres resultats indiquen que el tractament amb E2 de les HUVEC
en condicions de glucolipotoxicitat té un efecte inductor de la inflamacié i de la
disfunciéd endotelial i mitocondrial. Aquests resultats estan d’acord amb els
obtinguts a les aortes de les rates ZDF on veiem que les hormones sexuals
femenines, i en concret I'E2, en condicions de diabesitat promouen una major
expressié de marcadors de disfuncid endotelial en comparacié a les rates

ovariectomitzades.

163






5. Recapitulacio



Recapitulacid

S’ha descrit que la condicid femenina protegeix front al desenvolupament de
certes malalties com la diabetis i la obesitat i aquest fet s’associa a I’accié de les
hormones sexuals femenines. De fet, durant la menopausa, la reduccié dels
nivells circulants d’hormones ovariques incrementa la incidéncia de trastorns
metabolics associats a I'estat I'obes com la diabetis o la malaltia cardiovascular
[200]. Estudis previs en el nostre grup d’investigacié han posat de manifest que
la deplecié hormonal, mitjangant ovariectomia, produeix disfuncié mitocondrial,
augment del pes corporal i de I'adipositat, aixi com de la glucemia i resisténcia a
la insulina en rates joves i sanes [63]—-[66]. No obstant, recentment diverses
publicacions han suggerit que factors com la diabetis mellitus, incrementen el risc
de morir per malalties cardiovasculars en dones premenopausiques en
comparacié amb homes de la mateixa edat [5]-[8], la qual cosa ha generat un
interessant debat a la comunitat cientifica sobre un possible efecte dual dels
estrogens sobre la patogenia de la diabesitat i el desenvolupament de malalties

cardiovasculars en funcié de I’entorn metabolic.

El nostre estudi sobre els efectes de les hormones sexuals femenines en rates
obeses i diabetiques ZDF ha confirmat que [I'ovariectomia atenua les
manifestacions fisiopatologiques de la diabesitat i indueix una millora de I'estat
diabetic. Encara que la disminucié de la glucemia no es va veure acompanyada
per una reduccié del pes corporal, sind el contrari, és important remarcar que
aquest increment no es va traduir en un augment de teixit adipds visceral, la qual
cosa suggereix un increment d’altres diposits adiposos menys perjudicials i no tan
vinculats amb el risc cardiovascular. L'augment de I'adiponectina circulant
observat en el grup de rates ovariectomitzades suggereix una expansié més
saludable del teixit adipds en aquest grup, ja que s’ha vist que I'adiponectina
contribueix a la salut cardiovascular i millora la sensibilitat a la insulina. També és
important remarcar que el perfil lipidic circulant va ser similar entre les rates

diabesiques no manipulades hormonalment i les ovariectomitzades, el que
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confirma que l'increment del pes corporal no es va traduir en un perfil circulant
més lesiu. Per altra banda, el tractament amb E2, tot i haver produit una reduccid
en el pes corporal i en I'adipositat visceral d’aquests animals, es va acompanyar
d’un increment de la glucemia i dels nivells de triglicerids, NEFAs i colesterol-LDL,
aixi com d’una reduccié del colesterol-HDL i dels nivells d’adiponectina, establint-
se un perfil circulant més aterogenic. Aixi doncs, els nostres resultats semblen
indicar que les hormones sexuals femenines, en condicions de diabesitat, podrien
interferir negativament en la capacitat per emmagatzemar els lipids de forma
saludable en el teixit adipds i que I'E2, en concret, podria contribuir a un perfil

lipemic menys cardiosaludable.

La diabesitat promou nombroses alteracions a nivell metabolic que
comprometen la funcionalitat de diferents organs d’entre els que destaguem el
cor. En aquest aspecte, la disminucié de la glucemia i de la resistencia a la insulina
en el grup de rates diabesiques sotmeses a privacido hormonal esta d’acord amb
una major activacio de la via de senyalitzacié de la insulina al muscul cardiac. A
més, els canvis en |'expressié dels transportadors de glucosa i d’acids grassos
suggereixen una millor homeostasi energetica al cor que es relacionaria amb un
balang entre la utilitzacié de la glucosa i els acids grassos com a substrats
energetics més fisiologic. Per altra banda, la desregulacid de la via de
senyalitzacié de la insulina i la hiperglucémia s’han relacionat amb un increment
de la fibrosi al cor [20], [75], [119], el que explicaria de forma raonable que
I’atenuacio de la hiperglucemia en les rates ovariectomitzades es relacionés amb
una menor expressido de marcadors de fibrosi com TGFB1 o PAI-1. A més a més,
el tractament amb E2 de les rates ovariectomitzades, va revertir I'atenuacié de la
glucemia i I'activacié de la via de la insulina al cor de les rates ovariectomitzades,
el que estaria d’acord amb I'increment dels marcadors de fibrosi al cor observats
en aquest grup. Continuant amb I'homeostasi energetica del cor, els nostres

resultats indiquen que, tot i no apreciar diferencies significatives a nivell
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d’expressid i contingut de proteines mitocondrials, si es va observar un increment
en el consum d’oxigen en els mitocondris cardiacs associat a I'ovariectomia, amb
una taxa de respiracio semblant a la de les rates sanes, i que suggereix una major
capacitat oxidativa mitocondrial. A més, aquest increment del consum d’oxigen
no va suposar un increment del dany oxidatiu de proteines i lipids al cor de les
rates ovariectomitzades. El fet de que els beneficis de I‘ovariectomia sobre
I’'homeostasi energetica i la fibrosi cardiaques siguin revertits pel tractament amb
E2, recolza la idea d’un efecte negatiu dels estrogens en una situacié de
diabesitat.

El cor és un organ molt depenent del subministrament d’oxigen, atesa la seva
elevada demanda energetica. La capacitat per mantenir el to vascular en les
arterioles que vascularitzen tot el teixit és important per garantir el
subministrament d’oxigen i evitar la hipoxia cel-lular. En aquest sentit,
I'increment en I'expressié d’HIF-1a en les rates ovariectomitzades no només
estaria relacionat amb la cardioproteccid front la hipoxia, sind que també, segons
alguns autors [117], suggereix una millor utilitzacié dels substrats energetics.
També és important afegir que I'ovariectomia va suposar una reduccid important
en I'expressio de PAI-1, relacionat amb I'aterogenicitat de I'endoteli vascularii la
isquémia cardiaca [201], i que va ser revertida pel tractament amb E2. Ates el
conegut paper del receptor de membrana GPER en la mediacié dels efectes
cardioprotectors de I'E2, la menor expressié d’aquest receptor a les rates
diabesiques no ovariectomitzades suposa un argument addicional a favor de que

I’entorn metabolic podria alterar I'efecte cardioprotector dels estrogens.

A nivell vascular, es sabut que la hiperglucemia i la dislipeémia sén les principals
causes de la disfuncié endotelial en la diabesitat i son dos factors de risc
fonamentals en el desenvolupament de l'aterosclerosi. En aquest sentit, la
millora de '"homeostasi glucidica produida per I'ovariectomia, juntament amb

I'increment de la glucémia i la dislipemia a conseqliencia del tractament amb E2,

168



Recapitulacid

posen de manifest I’efecte potenciador de I'E2 en el risc aterogenic en la situacid
de diabesitat. La disfuncié endotelial es manifesta principalment amb la
incapacitat de mantenir el to vascular, amb la rigidesa vascular deguda a la fibrosi
de la matriu extracel-lular i per I'increment de la permeabilitat i adhesio cel-lular.
En aquest sentit, els nostres resultats indiquen que, en la diabesitat, la deplecio
hormonal atenua I'expressio, a I'aorta, dels principals promotors de la fibrosi com
TFGB1 i PAI-1, possiblement degut a la menor glucemia d’aquest grup. Pel que fa
al'increment de la permeabilitat, la menor expressié de VCAM, una molécula que
facilita I'adhesio cel-lular a I’endoteli i es relaciona amb la formacié de la placa
d’ateroma, i de PAI-1, també involucrat amb I'aterogenesi, en les rates
ovariectomitzades, suposarien un menor risc de formacié de plaques d’ateroma
a l'aorta. Aquesta menor expressid podria ser deguda a I'efecte supressor de
I’0xid nitric, que estaria incrementat com a conseqliencia de la major expressio
d’eNOS observada en aquest grup. En aquest sentit, la menor glucemia i la major
sensibilitat sistemica a la insulina d’aquest grup podria ser la causa de
I’esmentada major expressid d’eNOS, aixi com d’iNOS, el que suposaria una millor
capacitat per mantenir el to vascular [76]. La major expressié de PGCla
observada a les rates ovariectomitzades estaria d’acord amb aquesta idea, ja que
s’ha vist que el coactivador PGCla regula positivament I'expressié d’eNOS [159].
Tot plegat, el nostre estudi de I'expressid genica de les aortes ha permes observar
que les hormones sexuals femenines, i en concret I'E2, incrementen notablement
els marcadors d’inflamacio i de disfuncié endotelial en condicions de diabesitat,
la qual cosa esta d’acord amb la hiperglucemia i dislipemia que presenta aquest
grup. Per altra banda, els efectes del tractament amb E2 a les aortes de les rates
ovariectomitzades son consistents amb els resultats obtinguts in vitro. La
incubacié de cel-lules endotelials HUVEC en condicions de glucolipotoxicitat
mostra que I'E2 incrementa I'expressio de marcadors de disfuncié endotelial. A
més, aquest efecte potenciador de 'E2 també es va observar en marcadors de

fibrosi i adhesié com PAI-1 i d’inflamacié com COX-2. Els resultats obtinguts a
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nivell de marcadors de biogenesi mitocondrial i de defensa antioxidant van en la
mateixa linia i confirmen aquests efectes negatius de I'E2, que estan d’acord amb
els efectes observats a les aortes de les rates ZDF. La major expressio de VCAM i
ICAM a les HUVEC tractades amb E2, en condicions de glucolipotoxicitat, podria
atribuir-se a la menor expressio de la sirtuina SIRT3 que presenten, ja que s’ha
descrit que aquesta desacetilasa té la capacitat d’inhibir I'expressié d’aquests

gens a cel-lules endotelials [198].

Si bé es cert que hi ha evidencies de que la perdua d’hormones sexuals femenines
suposen una acceleracio del desenvolupament de diabesitat en rates sanes i que
el tractament amb E2 té un paper protector, gairebé no hi ha estudis sobre els
efectes de la deplecié hormonal en rates que ja presenten diabesitat previa a la
ovariectomia. A més, sobre els estudis relatius als efectes de la deplecié hormonal
en rates sanes, és importat remarcar que alguns autors manifesten que els
efectes de 'ovariectomia depenen de I'edat a que aquesta es realitza [129].
Aquest fet posa de manifest la importancia de les condicions metaboliques a les
quals es du a terme la manipulaci6 hormonal. Per altra banda, en humans, la
investigaciod sobre els efectes cardiovasculars de les hormones sexuals femenines
no és molt extensa ja que, segons la perspectiva classica, les dones es consideren
protegides a nivell cardiovascular i es troben infrarepresentades en la majoria
d’estudis observacionals i els assajos clinics. No obstant, amb I'inici de la terapia
hormonal substitutiva en dones peri o postmenopausiques es va produir un
increment en la investigacié sobre els efectes cardiovasculars de les hormones
sexuals femenines. Aix0 va ser degut a que, contra tot pronostic, la terapia
hormonal substitutiva va suposar un increment global en el risc cardiovascular.
No obstant, metaanalisis posteriors en el marc dels estudis WHI i ELITE, varen
donar lloc al que avui es coneix com la Timing Hypothesis, que intenta explicar el
motiu pel qual la terapia hormonal substitutiva només incrementa el risc

cardiovascular en aquelles dones que comencen la terapia hormonal després de
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5-10 anys dels primers simptomes climateris [69]. Aquest fet sembla indicar, que
després de la menopausa es donarien una serie de canvis metabolics (increment
de diabetis, dislipemia...) que faria canviar la resposta del cos davant un mateix
tractament, manifestant aquesta dualitat dels estrogens. En aquest aspecte, el
nostre estudi incrementa el coneixement entorn I'efecte dual, positiu o negatiu,
de les hormones sexuals femenines a nivell cardiovascular en condicions de
diabesitat, que aniria més enlla de la concepcid classica només referent als
efectes positius dels estrogens descrits en condicions no diabésiques. El present
treball relaciona, en cor i aorta, la contribucid de les hormones sexuals
femenines, i en concret la de I'E2, amb I'empitjorament de la condicié patologica
diabéesica previa. A més, també es posa de manifest la important relacié de la
condicid diabetica en les alteracions a nivell de ’lhomeostasi energetica i la fibrosi
cardiaca al cor, aixi com en la disfuncié endotelial a I’aorta. De la mateixa manera,
també cal posar de relleu la importancia dels efectes observats in vitro, en
cel-lules endotelials, que reforcen, encara més, els resultats observats en les rates
ZDF sobre I'efecte potenciador de I'E2 sobre la disfuncié endotelial en condicions

de diabesitat.

En resum, aquesta tesi posa de manifest que I’entorn metabolic influeix en les
accions de les hormones sexuals femenines, i que, en condicions de diabesitat,
produeixen un increment de marcadors relacionats amb un major risc
cardiovascular com la hiperglucémia, la resistencia a la insulina, la fibrosi cardiaca
i la disfuncié endotelial principalment. També hem evidenciat que el tractament
amb E2 reverteix l'atenuacid, produida per |'ovariectomia, de la condicié
patologica de les rates diabesiques. Aquestes noves evidencies suposen el
contrapunt a les atribucions classiques de les hormones ovariques en la
cardioproteccid i posen de manifest el paper dual, positiu o negatiu, que tindrien

les hormones sexuals femenines en funcid de I’entorn metabolic.
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Conclusions

La privacié de les hormones ovariques atenua la condicid patologica
associada a la diabesitat que presenten les rates femella ZDF, el que es
posa de manifest en una menor glucemia i una millora dels parametres
relacionats amb I’"homeostasi glucidica, com la hemoglobina glicosilada,

els tests de tolerancia a la glucosa i alainsulina i I’adiponectinemia.

En rates diabesiques ZDF, |'ovariectomia promou un perfil d’expressio
genica relacionat amb una millor homeostasi energetica al cor, una menor
disfuncié endotelial a I'aorta, aixi com una menor fibrosi a ambdds teixits,

el que és indicatiu d’un sistema cardiovascular menys alterat.

A rates ZDF, el tractament amb estradiol reverteix els efectes atenuadors
de la ovariectomia sobre la condicid patologica associada a la diabesitat,
la qual cosa reforga la idea d’un efecte deleteri dels estrogens en un entorn

diabeésic.

En condicions de glucolipotoxicitat, I’estradiol té un efecte inductor de la
inflamacié i de la disfuncié endotelial i mitocondrial en cél-lules HUVEC,
que confirma els efectes observats in vivo a les aortes de les rates ZDF

diabesiques.

Els estrogens presenten un efecte dual, positiu o negatiu, en funcié de
I’entorn metabolic, de tal manera que, en una situacié de diabesitat, la
deplecié d’hormones ovariques resulta beneficiosa, al contrari del que s’ha

descrit en situacio control.
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Ara mateix

Serem allo que vulguem ser. Debades
fugim del foc si el foc ens justifica.

Miquel Marti i Pol

L’ambit de tots els ambits, 1981
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