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RESUM

Els fibroblasts cardiacs sén els principals productors de la matriu extracel-lular que cohesiona la
musculatura del cor, conferint-liles propietats ideals per transformar la contraccié dels cardiomiocits
en el moviment de la paret cardiaca que permet el bombeig de la sang. A més, aquestes cel-lules
intervenen en el procés de sincronitzacié del batec i la secrecid de factors trofics potenciant el
creixement del cor durant el desenvolupament. En condicions patologiques, com ara el tall del flux
sanguini al miocardi (isquemia), els fibroblasts cardiacs secreten la matriu que generara la cicatriu
durant la mort del miocardi. No obstant, tot i que aquest esdeveniment és essencial per sobreviure a
I'infart, la deposicié de matriu extracel-lular pot representar una complicacid si s'allarga en el temps
o0 s'activa excessivament. Per aix0, s'esta destinant molt esforg a la identificacio de I'origen embrional
i els tipus cel-lulars precisos que constitueixen la poblacié de fibroblasts cardiacs, are-avaluar la seva
abundancia al cor, aixi com a comprendre la regulacié de la sintesi i secrecié de matriu extracel-lular.
El nostre grup havia demostrat que els fibroblasts cardiacs expressen elevats nivells de Bcl-2, una
proteina anti-apoptotica que els protegeix la integritat mitocondrial durant la isquémia, reduint
I'activacio de les caspases. Tot i que s'ha caracteritzat bé la quantitat, I'origen genétic i I'activitat dels
fibroblasts cardiacs, hi ha poca informacié sobre els mecanismes implicats en la resistencia
d'aquestes cél-lules a la isquemia i per aixd, vam decidir seguir investigant aquest aspecte. La
hipotesi inicial era que I'autofagia, un procés implicat en el reciclatge de components cel-lulars
regulat per Bcl-2 i que pot ser utilitzat per obtenir energia, podia estar implicada en la major
supervivencia dels fibroblasts cardiacs a la isquémia. L'analisi de I'autofagia a fibroblasts primaris
neonatals de rata, utilitzant tant inhibidors quimics com el silenciament de gens clau, va mostrar que
és un procés important en condicions normals perd no durant la isquémia en aquestes cel-lules.
Malgrat aixd, vam trobar que I'elevada expressio de Bcl-2 és necessaria per la supervivencia dels
fibroblasts cardiacs en condicions normals, a més de durant la isquémia i I'estrés de reticle. També
vam trobar que aquestes cél-lules presenten diverses caracteristiques associades a la major
capacitat de supervivéncia en relacié a d'altres fibroblasts, incloent major respiracié basal i de
reserva, nivells de radicals lliures d'oxigen elevats perd millor controlats durant la isquémia, nivells
elevats d'expressidé d'enzims antioxidants i de complexos de la cadena respiratoria, perd menys
expressio de Pgc-1a i Mitofusina-2, associat a una xarxa mitocondrial amb més mitocondris aillats.
Aquestes caracteristiques es troben relacionades amb la major activacid de senyalitzacid
inflamatoria i vam mostrar que moltes depenen d'una activacid basal elevada de la via de transduccid
de senyal Jak/Stat. En conjunt, els nostres resultats ajuden a la millor comprensié de les
caracteristiques bioldgigues subjacents a la major capacitat de supervivencia dels fibroblasts

cardiacs.
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RESUMEN

Los fibroblastos cardiacos son los principales productores de la matriz extracelular que cohesionala
musculatura del corazdn, confiriéndole las propiedades ideales para transformar la contraccion de
los cardiomiocitos en el movimiento de la pared cardiaca que permite el bombeo de la sangre.
Ademas, estas células intervienen en el proceso de sincronizacion del latido y la secrecién de
factores tréficos potenciando el crecimiento del corazén durante el desarrollo. En condiciones
patoldgicas, tales como el corte del flujo sanguineo al miocardio (isquemia), los fibroblastos
cardiacos secretan la matriz que generara la cicatriz durante la muerte del miocardio. Sin embargo,
aungue este evento es esencial para sobrevivir al infarto, la deposicién de matriz extracelular puede
representar una complicacidn si se alarga en el tiempo o se activa excesivamente. Debido a eso, se
esta destinando mucho esfuerzo a la identificacion del origen embrionario y los tipos celulares
precisos que constituyen la poblacion de fibroblastos cardiacos, a re-evaluar su abundancia en el
corazdn, asi como a comprender la regulacidn de la sintesis y secrecion de matriz extracelular.
Nuestro grupo habia demostrado que los fibroblastos cardiacos expresan niveles elevados de Bcl-
2, una proteina anti-apoptética que protege la integridad mitocondrial durante la isquemia,
reduciendo la activacion de las caspasas. Aunque se han caracterizado bien la cantidad, el origen
genético y la actividad de los fibroblastos cardiacos, hay poca informacidon sobre los mecanismos
implicados en la resistencia a la isquemia de estas células y por eso decidimos seguir investigando
este aspecto. La hipdtesis inicial era que la autofagia, un proceso implicado en el reciclaje de
componentes celulares regulado por Bcl-2 y que puede ser utilizado para obtener energia, podia
estar implicada en la mayor supervivencia de los fibroblastos cardiacos a la isquemia. El andlisis de
la autofagia en fibroblastos primarios neonatales de rata, utilizando tanto inhibidores quimicos como
el silenciamiento de genes clave, mostrd que es un proceso importante en condiciones normales,
pero no durante la isquemia en estas células. Sin embargo, encontramos que la elevada expresion
de Bcl-2 es necesaria para la supervivencia de los fibroblastos cardiacos en condiciones normales,
ademads de durante la isquemia y el estrés de reticulo. Encontramos también que estas células
presentan varias caracteristicas asociadas a la mayor capacidad de supervivencia en relacién a otros
fibroblastos, incluyendo mayor respiracion basal y de reserva, niveles de radicales libres de oxigeno
elevados pero mejor controlados durante la isquemia, niveles elevados de expresion de enzimas
antioxidantes y de complejos de la cadena respiratoria, pero menos expresion de Pgc-1a vy
Mitofusina-2, asociado a una red mitocondrial con mas mitocondrias aisladas. Estas caracteristicas
estan relacionadas con la mayor activacidon de sefializacion inflamatoria y mostramos que muchas
dependen de una activacion basal elevada de la via de transduccion de sefial Jak/Stat. En conjunto,
nuestros resultados ayudan a una mejor comprension de las caracteristicas biolégicas subyacentes

ala mayor capacidad de supervivencia de los fibroblastos cardiacos.
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ABSTRACT

Cardiac fibroblasts are the main producers of the extracellular matrix that binds together the cardiac
muscle, giving it the ideal properties to transform the contraction of cardiomyocytes into the
movement of the heart wall that allows blood pumping. In addition, these cells intervene in the
process of beat synchronization and the secretion of trophic factors, enhancing the growth of the
heart during development. In pathological conditions such as cut off of blood flow to the myocardium
(ischemia), cardiac fibroblasts secrete the matrix that will generate the scar during myocardial death.
Although this event is essential to survive the infarction, the deposition of extracellular matrix can
represent a complication if it is prolonged in time or is excessively activated. That is why a lot of effort
is being devoted to identifying the embryonic origin and the precise cell types that make up the
population of cardiac fibroblasts, to re-evaluating their abundance in the heart, as well as to
understanding the regulation of extracellular matrix synthesis and secretion. Our group had shown
that cardiac fibroblasts express a high level of Bcl-2, an anti-apoptotic protein that protects
mitochondrial integrity during ischemia, reducing the activation of caspases. Although the number,
genetic origin, and activity of cardiac fibroblasts have been well characterized, there is little
information on the mechanisms involved in the resistance of these cells to ischemia and that is why
we decided to continue investigating this aspect. The initial hypothesis was that autophagy, a
process involved in the recycling of cellular components regulated by Bcl-2 and that can be used to
obtain energy, could be involved in the greater survival of cardiac fibroblasts to ischemia. Analysis of
autophagy in neonatal rat primary fibroblasts, using both chemical inhibitors and key gene silencing,
showed thatitis an important process under normal conditions, but not during ischemia in these cells.
However, we found that the high expression of Bcl-2 is necessary for the survival of cardiac
fibroblasts under normal conditions, as well as during ischemia and reticulum stress. We also found
that these cells present several characteristics associated with a higher survival capacity in relation
to other fibroblasts, including greater basal and reserve respiration, elevated levels of reactive oxygen
species, which are better controlled during ischemia, high levels of expression of antioxidant
enzymes and of complexes of the respiratory chain, but less expression of Pgc-1a and Mitofusin-2,
associated with a mitochondrial network with more isolated mitochondria. These characteristics are
related to the greater activation of inflammatory signaling and we show that many of them depend
on a high basal activation of the Jak/Stat signal transduction pathway. Taken together, our results
help to better understand the biological characteristics underlying the greater survival capacity of

cardiac fibroblasts.
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ACE Enzim convertidor d'angiotensina

ADNmit ADN mitocondrial

AlF Factor inductor d'apoptosi
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Apaf-1 Factor 1 activador d'apoptosi per proteases
ARNr ARN ribosomic

ARNt ARN de transferencia

ASK1 Quinasa 1 reguladora de la senyal d'apoptosi
ATF4 Factor 4 activador de la transcripcid

ATF6 Factor 6 activador de la transcripcié

ATG Gens relacionats amb |'autofagia

AVN Node auriculoventricular

Bcl-2 Ceél-lules B2 de limfoma

BiP Proteina d'unié a les immunoglobulines
BNIP3 Proteina 3 interaccionant amb Bcl-2

BSA Albdmina de serum bovi

CARD Domini d'activacid i reclutament de Caspases
CAT Catalasa

cGAMP GMP-AMP ciclic

cGAS Sintasa de GMP-AMP ciclic

CHOP Proteina homologa a C/EBP

CitC Citocrom C

CoQ Coenzim Q

CuZnSOD Superoxid dismutasa de coure-zinc

Cytb Citocromb

DAMPs Patrons moleculars associats a danys

DFCP1 Proteina 1 que conté doble FYVE

DHODH Dihidroorotat deshidrogenasa

DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium

DRP1 Proteina GTPasa 1 relacionada amb la dinamina
ECM Matriu extracel-lular

elF2a Factor d'iniciacid 2a de la traduccié eucariota
EndoG Endonucleasa G

eNOS Sintasa d'oxid nitric endotelial

ER Reticle endoplasmatic
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ETC
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FIP200
Fis1
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G3PDH
G6PD
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GSH
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HO-1
HRE
HSC70
I/R
ICAM1
IFN1
IL-10
IL-1B8
IL-6

M

IMS
IRE1a
IRF

ISG

JAK
JNK

Degradacid de proteines associada al reticle endoplasmatic
Quinasa reguladora de senyals extracel-lulars

Cadena de transport electronic

Flavoproteina de transport d'electrons ubiquinona oxidoreductasa
Flavina adenina dinucleotid

Proteina de domini de mort associat a Fas

Serum fetal bovi

Proteina d'interaccié amb la familia FAK de 200kDa
Proteina de fissi6 1

Flavina mononucleotid

Proteina 1 amb domini FUN14

Glicerol-3-fosfat deshidrogenasa

Deshidrogenasa de glucosa-6-fosfat

Proteina 34 d'arrest del creixement i induible per danys a I'ADN
Transportador de glucosa

Factor estimulant de la colonia de granulocits/macrofags
Glutatié peroxidasa

Glutatid reduit

Quinasa 3 glicogen sintasa

Glutatio oxidat

Glutatié-S-Transferasa

Factor induible per hipoxia 1

Proteina hemo-oxigenasa 1 de resposta a estres
Elements de resposta a la hipoxia

Proteina relacionada de xoc térmic de 70kDa
Isquémia/Reperfusid

Molécula d'adhesid intercel-lular 1

Interferd de tipus 1

Interleucina 10

Interleucina 18

Interleucina 6

Membrana interna

Espai intermembrana

Enzim que requereix d'inositol 1a

Factor regulador d'interferé
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Keap1 Proteina 1 associada a Kelch-like ECH

LAMP2A Proteina 2A associada a la membrana lisosomal
LC3 Proteina associada a microtubuls 1 de cadena lleugera 3
LIR Regié d'interaccié amb LC3

LOX Lisil-oxidases

Mff Factor de fissié mitocondrial

MFN1 Mitofusina 1

MFN2 Mitofusina 2

MiD49/51 Proteina 49/51 de dinamica mitocondrial
MMPs Metal-loproteinases de matriu

MnSOD Superoxid dismutasa de manganés
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INTRODUCCIO
1. Anatomia i fisiologia del cor

1.1 Estructuraifuncio del cor

El cor és I'0rgan principal del sistema circulatori i és I'encarregat de subministrar la sang i I'oxigen a
tot I'organisme a través dels vasos sanguinis. Esta envoltat pel pericardi, que és una membrana
fibroserosa que manté el cor en la posicié correcta permetent el moviment de la contraccid. La paret
del cor esta formada per tres capes: |I'epicardi, que és la capa més externa del cor, el miocardi, que
consta de feixos de fibres musculars cardiaques conferint la capacitat de contraccid del cor, i

I'endocardi, que és la capa interna que revesteix les cavitats del cor i cobreix les valvules cardiaques.

El cor esta format per quatre cambres, dos auricules i dos ventricles. Les auricules son les
encarregades de rebre la sang i estan connectades amb les venes. En canvi, els ventricles sén els
encarregats d'enviar la sang cap a la resta d'organs i teixits i estan connectats amb les artéries. El
septe és una paret muscular interna que separa els costats dret i esquerre del cor per tal d'evitar que
la sang oxigenada i desoxigenada es barregi i també ajuda a mantenir la forma i rigidesa del cor
(Anderson et al., 2004). La sang desoxigenada arriba al cor per I'auricula dreta a través de les venes
cava superior i inferior, i circula a través de la valvula tricUspide cap al ventricle dret on és bombejada
al'artéria pulmonar cap als pulmons. Aqui s'alliberara el didxid de carboni procedent del metabolisme
cel-lular i es captara I'oxigen, i a través de les venes pulmonars retornara al cor, al'auricula esquerra.
D'aqui, a través de la valvula mitral passa al ventricle esquerre, el qual s'encarrega d'impulsar la sang

per la valvula aortica cap a I'aorta, amb suficient forga per a que circuli per tot el cos.

La circulacié de la sang a través de les cambres cardiaques es déna mitjangant moviments ritmics i
automatics de contraccid i relaxacid, anomenats sistole i diastole. La sistole és un moviment de
contraccid dels ventricles, fent que la sang surti d'aquests cap a les arteries, mentre que la diastole
és un moviment de relaxacid que provoca un augment del volum acompanyat d'una caiguda de la
pressid. Aixo fa que la sang de les auricules passi als ventricles per igualar la pressid entre ambdues

cambres i omplint de nou els ventricles reiniciant el cicle (Dini et al., 2013).

A nivell cel-lular, el cor esta format per diferents tipus cel-lulars que contribueixen a les propietats
estructurals, mecaniques, bioguimiques i electriques. D'entre els tipus cel-lulars, els cardiomiocits,
auriculars i ventriculars, formen les parets musculars del cor (miocardi) i son els responsables de la
contraccio muscular. Les fibres de Purkinje i les cel-lules Pacemaker sén cardiomiocits especialitzats
que generen i condueixen els impulsos electrics, i les cél-lules endotelials formen I'endocardi, el
revestiment interior dels vasos sanguinis i les valvules cardiaques. Els fibroblasts cardiacs inicialment

es pensava que constituien més del 50% de les cél-lules del cor, no obstant, dades recents mostren
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que representen menys del 20% (Pinto et al., 2016). Finalment, les cél-lules musculars llises

contribueixen a les arteries coronaries i al sistema vascular.

El node sinoauricular (SAN) esta format per cél-lules Pacemaker i es troba a I'auricula dreta generant
impulsos per iniciar la contraccid cardiaca. El node auriculoventricular (AVN) esta situat entre les
auricules i els ventricles i condueix I'impuls eléctric de les auricules fins als ventricles (Figura 1)

(Anderson et al., 2004).
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Figura 1. Estructura del cor. Tall transversal d'un cor on es mostren les diferents parts i els tipus cel-lulars que el
formen (Xin et al., 2013).

1.1.1 Fibroblasts cardiacs

Els fibroblasts son cel-lules d'origen mesenquimatic que produeixen matriu extracel-lular. Aquesta és
densa, irregular i esta composada per col-lagen, proteoglicans i glicoproteines. El principal
component de la matriu és el col-lagen fibril-lar, el 85% del qual és de tipus |, el 10-15% de tipus Ill, i
<5% de tipus V. Altres components que produeixen els fibroblasts cardiacs son la periostina i la

fibronectina (Weber et al., 2013; lvey and Tallquist, 2016; Humeres and Frangogiannis, 2019).

Els fibroblasts cardiacs contribueixen al desenvolupament cardiac, a I'estructura del miocardi, a la
senyalitzacié cel-lular i a la funcié electromecanica. En el miocardi normal, sén cél-lules quiescents
(fibroblasts madurs o residents) involucrades en el manteniment de la integritat i I'estructura del teixit
del miocardi, incloent I'nomeostasi de la matriu extracel-lular (ECM) i la produccié de factors que

participen en el manteniment d'un equilibri entre la sintesi i la degradacio dels components de I'ECM,
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com citocines, factors de creixement o metal-loproteinases de la matriu (MMPs, Matrix

metalloproteinases) (Camelliti et al., 2005; Tallguist and Molkentin, 2017).

Els fibroblasts cardiacs formen una xarxa complexa de cél-lules interconnectades per diferents tipus
d'unions contribuint a la comunicacié cel-lular i modulant les propietats electrofisiologiques
cardiaques. D'aquesta manera, poden actuar com acobladors eléctrics de cardiomiocits llunyans

contribuint a la sincronitzacid de la contraccié (Humeres and Frangogiannis, 2019).

La matriu extracel-lular cardiaca és una xarxa sensible als estiraments i participa activament en la
transduccié de senyals mecanics a les cel-lules cardiaques. Els fibroblasts detecten una tensid
mecanica, i mitjangant canvis en el seu potencial de membrana i a través de diverses vies, promouen
la proliferacid cel-lular, I'increment de la deposicid de proteines de la matriu extracel-lular i
I'alliberament de factors de creixement i MMPs (Camelliti et al., 2005). A més, els fibroblasts cardiacs
tenen un paper central en el procés de remodelacid (formacié de la cicatriu fibrosa) després d'una
lesid al miocardi, que inclou la hipertrofia dels cardiomiocits, la migracié i la proliferacié dels
fibroblasts i canvis en la composicié de I'ECM (Deb and Ubil, 2014).

1.1.1.1 Resposta dels fibroblasts a una lesié cardiaca

Després d'una lesié cardiaca, els cardiomiocits moren per necrosi provocant una resposta
inflamatoria i fiborogénica massiva per desenvolupar la cicatriu fibrotica com a resposta reparadora
(Ranjan et al., 2019). La integritat estructural del miocardi sembla ser mantinguda pels fibroblasts
activats, que son fibroblasts transformats fenotipicament i es coneixen com a miofibroblasts (Weber
et al., 2013). La curacié de l'infart consta de tres fases; la fase inflamatoria, la fase proliferativa i la
fase de maduracié. Durant les tres fases, els fibroblasts cardiacs se sotmeten a transicions
fenotipiques des de la quiescéncia a un fenotip inflamatori i de degradacid de la matriu (fibroblast
actiu) fins a un fenotip de miofibroblast generador de matriu, que tornara a la quiescencia a mesura

que la cicatriu madura (Figura 2) (Tallquist and Molkentin, 2017; Humeres and Frangogiannis, 2019).
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Figura 2. Transicions fenotipiques dels fibroblasts cardiacs durant la resposta a una lesio cardiaca. Els fibroblasts
madurs (residents) mantenen la matriu extracel-lular i tenen un baix nivell de proliferacié. Després d'una lesid, una
poblacid de fibroblasts proliferen rapidament i s'activen. Seguidament, aquests fibroblasts activats es diferencien a
miofibroblasts, els quals expressen actina muscular llisa-a (a-SMA; a-Smooth Muscle Actin). Una vegada resolta la
lesid, els miofibroblasts poden retornar a I'estat de fibroblast resident (Tallquist and Molkentin, 2017)
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Durant la fase inflamatoria, els patrons moleculars associats a danys (DAMPs, Damage-associated
Molecular Patterns) alliberats pels cardiomiocits necrotics, activen un fenotip estimulador de la
inflamacio en fibroblasts cardiacs que secreten citocines com lainterleucina-1Bila 6 (IL-1B, IL-6), el
factor de necrosi tumoral-a (TNF-a, 7umor Necrosis Factor-q) i el factor estimulant de la colonia de
granulocits/macrofags (GM-CSF; Granulocyte Macrophage Colony - Stimulating Factor) que
contribueixen al reclutament de macrofags per I'eliminacié de cél-lules necrotiques i apoptotiques
mitjangant fagocitosi. A més, els fibroblasts també segreguen metal-loproteinases de matriu (MMPs)
promovent la degradacié de I'ECM. La fagocitosi de cél-lules mortes estimula senyals
antiinflamatories, com la IL-10 i el factor de creixement transformant (TGF-B+, 7ransforming Growth
Factor-;) posant fi a la fase inflamatoria i donant pas a la fase proliferativa (Humeres and

Frangogiannis, 2019).

L'expansid dels fibroblasts cardiacs i I'adquisicié d'un fenotip de miofibroblasts sén trets de la fase
proliferativa. La principal font cel-lular de la poblacid dels miofibroblasts activats son els fibroblasts
cardiacs residents (Tallguist and Molkentin, 2017). No obstant, hi ha altres fonts cel-lulars com les
cél-lules endotelials que experimenten una transicié endoteli-mesénquima, o pericits i cel-lules
musculars llises vasculars que poden patir la conversié a miofibroblasts, tot i que representen una

part molt minoritaria de la poblacié dels miofibroblasts (Ranjan et al., 2019).

Durant la fase proliferativa, els macrofags expressen renina i I'enzim convertidor d'angiotensina
(ACE; Angiotensin-Converting Enzyme), generant angiotensina-Il (Ang-Il) al lloc de lalesid. Aquesta
s'uneix al receptor d'angiotensina Il tipus 1 (AT1) activant el TGF-f3; i desencadenant I'aparicid de
miofibroblasts a la zona de la lesié. La migracié dels miofibroblasts és regulada per factors de
creixement, com el TGF-3 i per citocines inflamatories com la IL-1B i el TNF-q, i depén de la formacid
i la interrupcio continua de les interaccions adhesives entre les proteines superficials dels fibroblasts
i de la matriu circumdant, implicant I'activacid d'integrines i la produccio de proteases que degraden

la matriu (Weber et al., 2013; Humeres and Frangogiannis, 2019).

Els miofibroblasts expressen proteines contractils com I'actina muscular llisa-a (a-SMA; a-Smooth
Muscle Actin), sintetitzen periostina i regulen la deposicio de proteines de I'ECM (com la fibronectina
ED-A, col-lagen de tipus | i lll i proteoglicans) i inhibidors de la degradacié de la matriu. A més, també
produeixen Ang-Il que condueix a més fibrosi mitjancant la seva unié autocrina al receptor AT,
mantenint la sintesi de col-lagen. EI TGF-f1 suprimeix I'expressié de les MMPs per evitar la

degradacio de la matriu (Figura 3) (Weber et al., 2013).
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Figura 3. Els macrofags i els miofibroblasts participen en la fase proliferativa de la curacié d'una lesid cardiaca. Els
macrofags i els miofibroblasts generen angiotensina-Il i expressen els seu receptor AT. Les accions autocrines de
I'angiotensina-Il en els macrofags, mitjangant la unié del receptor AT+, donen com a resultat I'expressié de TGF-f3:.
Aquest TGF-B1 desencadena I'aparicié de miofibroblasts, que produeixen més TGF-B1 mitjangant la senyalitzacié
d'angiotensina-Il. El TGF-B1 també estimula els miofibroblasts a produir fibronectina i col-lagen de tipus I i tipus Il per
formar una cicatriu i preservar la integritat estructural del miocardi del cor (Weber et al., 2013).

Finalment, durant la fase de maduracié de la cicatriu, els miofibroblasts perden I'a-SMA i produeixen
enzims reticulants de matriu com les lisil-oxidases (LOX) amb la formacid d'una cicatriu de col-lagen
reticulat. No obstant, si les vies de transduccid de senyals es mantenen actives es produeix una
fibrosi progressiva i una remodelacié cardiaca adversa. Aixi doncs, la deposicid excessiva de
col-lagen és una caracteristica de les cardiomiopaties i és la responsable de la transiciéd a una

insuficiencia cardiaca (Weber et al., 2013).

L'eliminacioé dels detonants fibrotics constituiria una eina potencial per aturar la progressioé de la
remodelacio cardiaca i per tant afavorir la funcié cardiaca. Els potencials objectius per interrompre
I'eix fibrosi —mort cel-lular sén proteines de I'ECM (com les MMPs), senyals paracrines i inflamatories
(com TGF-B) i els fibroblasts. Per exemple, alguns estudis han demostrat que la inhibicié de MMPs o
de TGF-B resulta en una reduccio de la fibrosi i preserva la funcié cardiaca. En canvi, assajos amb IL-
1 no van mostrar efectes beneficiosos sobre la funcié cardiaca. El descobriment de microRNAs
especifics de fibroblasts que controlen la resposta fibrotica obre noves vies per dirigir-se directament
als fibroblasts, ja que alguns estudis de sobreexpressié de microRNAs impedeixen la fibrosi cardiaca.
Una altra estrategia innovadora és la reprogramacio dels miofibroblasts en cardiomiocits revertint els

efectes de I'eix fibrosi — mort cel-lular i preservant la funcid cardiaca (Piek et al., 2016).
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1.2 Mort cel-lular al miocardi

La malaltia cardiaca isquémica és la causa principal de mortalitat a tot el mdn i és responsable del
~20% de les morts a la Unié Europea tant en homes com en dones. Els cardiomiocits comencen a
morir durant I'exposiciod a la isquémia perllongada i, mentre que la reperfusio és necessaria per limitar

aquest procés, provoca un pic de mort cel-lular que contribueix a la mida final de l'infart.

En la isquémia i reperfusid (I/R) al miocardi, els nivells d'oxigen disminueixen drasticament, la
respiracié mitocondrial disminueix i el metabolisme anaerobic s'activa rapidament perd no és capag
d'aportar suficient ATP per mantenir el gradient d'ions i el potencial de la membrana mitocondrial
(AW). Amés, el substrat mitocondrial succinat, s'acumula durant laisquémia, promovent la produccid
d'especies reactives de I'oxigen (ROS) mitjangant un transport revers dels electrons a través del
complex |. En la reperfusid, es torna a introduir el subministrament d'oxigen a les cél-lules i es reinicia
la respiracié mitocondrial. L'ATP és necessari per restablir 'homeostasi idnica, perd també reactiva
el bombeig de calci (Ca?*) al reticle provocant alliberament espontani de Ca?* al citosol, danyant
components cel-lulars i esgotant I’ATP a l'intentar restablir els nivells de Ca?*. Aquesta sobrecarrega
citosolica de Ca?* condueix a una captacié d'aquest pel mitocondri, provocant una sobrecarrega
mitocondrial de Ca?* que causa danys mitocondrials i provoca I'obertura del porus mitocondrial.
Aquesta obertura fa que els mitocondris siguin incapagos de mantenir el potencial de membrana,
I'ATP s'esgota i el bombeig d'ions s'atura, i en conseqtiéncia la cél-lula s'infla per un procés
anomenat ‘oncosi’, que es defineix com un estadi pre-letal després d'una lesid cel-lular. Poc després,
I'oncosi condueix a la necrosi, definida per la interrupcié fisica i cadtica de la membrana cel-lular. No
obstant, es poden activar altres vies de mort cel-lular programada, com la necroptosi o la piroptosi
(Del Re et al., 2019; Davidson et al., 2020). De fet, els processos de mort que afecten al miocardi
durant la isquemia i la isquémia/reperfusié han estat debatuts durant décades, com s'explicara més

endavant.

2. El mitocondri

2.1 Generalitats

Els mitocondris sén organuls localitzats al citoplasma de les cél-lules eucariotes. La seva funcié
principal és la produccié d'ATP a través de la fosforilacié oxidativa (OxPhos) perd també estan
implicats en nombrosos processos fisiologics, com la mort cel-lular programada, I'autofagia, el
metabolisme d'aminoacids, lipids i nucleotids, la senyalitzacid redox i I'hnomeostasi del calci entre

d'altres (Tait and Green, 2012; Pfanner et al., 2019).

La ultraestructura del mitocondri es caracteritza per una doble membrana, la membrana mitocondrial

externa gque esta en contacte amb el citosol, i la interna que forma invaginacions conegudes com
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crestes mitocondrials cap a la matriu mitocondrial. L'espai que delimiten la membrana mitocondrial

interna i I'externa s'anomena espai intermembrana (Tilokani et al., 2018).

A la membrana mitocondrial interna es localitzen quatre complexos de la cadena de transport
electronicil'’ATP sintasa. A més, la seva composicid de lipids és diferent a les altres membranes, amb
una proporcid important de cardiolipina que li confereix una elevada impermeabilitat, inclis enfront
als protons, de manera que tots els intercanvis de metabolits entre la matriu i I'exterior es realitzen
mitjancant transportadors especifics. En canvi, a la membrana mitocondrial externa s'hi troben les
porines, que formen grans canals que permeten el pas de molécules i ions amb una massa molecular
inferior a 5 kDa. A més, aquesta membrana compta amb un transportador, la translocasa de la
membrana externa (complex TOM), que és la principal via d'entrada al mitocondri de molécules de

major mida.

La matriu mitocondrial conté I'’ADN mitocondrial (ADNmit), els enzims del cicle de Krebs i de la -
oxidacié dels acids grassos ja que és on tenen lloc aquests processos essencials (Osellame et al.,
2012). Només un petit conjunt de proteines son codificades pel genoma mitocondrial, ja que
aproximadament el 99% de les proteines mitocondrials estan codificades per gens nuclears i
depenen de senyals especifiques que les dirigeixen del citosol, on es sintetitzen, cap als receptors

de la superficie mitocondrial i després cap als compartiments mitocondrials especifics (Pfanner et al.,

2019).
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Figura 4. Visié general del mitocondri i les seves funcions. Els mitocondris presenten quatre compartiments:
membrana externa (OM), espai intermembrana (IMS), membrana interna (IM) i matriu. Els mitocondris estan implicats
en el metabolisme energétic amb la respiracid i la sintesi d'ATP, el metabolisme d'aminoacids, lipids i nucledtids,
biosintesi de centres ferro-sofre (Fe-S), expressié del genoma mitocondrial, el control de qualitat de les proteines
(mitofagia i apoptosi), la senyalitzacid redox, la dinamica de la membrana i la importacié i processament de proteines
(Pfanner et al., 2019).
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Diverses vies metaboliques, com el cicle de Krebs, el metabolisme dels aminoacids, lipids i nucleotids
tenen lloc principalment a la membrana interna i la matriu mitocondrial. Els electrons derivats de
I'oxidacié de metabolits s'incorporen a la cadena de transport d'electrons generant un gradient
electroquimic mitjangant el bombeig de protons de la matriu mitocondrial a I'espai intermembrana.
Aquest gradient de protons s'utilitza per la sintesi d'ATP per la FiFo-ATP sintasa i per permetre la

importaciod de proteines precursores i el transport de metabolits a través de la membrana interna.

Les funcions dels mitocondris que sén essencials per la viabilitat cel-lular inclouen la sintesi de
centres ferro-sofre (Fe-S) i cofactors, la importacié i maduracid de proteines mitocondrials i
I'expressid i traduccié de gens mitocondrials. A més, participen en el control de qualitat (incloent
mitofagia i apoptosi) i en el recanvi de proteines mitocondrials. També sén importants en la produccié
d'especies reactives d'oxigen (ROS) i contenen nombroses vies de senyalitzacié redox (Figura 4)
(Pfanner et al., 2019).

2.2 Biogenesiidinamica mitocondrial

L'homeostasi mitocondrial s'assegura mitjangant la coordinacié de processos de biogenesi,
dinamica mitocondrial i mitofagia. La biogenesi mitocondrial és el procés pel qual es formen nous
mitocondris per divisié de mitocondris preexistents. Aquest procés implica la sintesi de membranes
mitocondrials internes i externes i de proteines codificades pel mitocondri, la sintesi i importacié de
proteines mitocondrials codificades pel nucli i la replicacié de I'ADNmit. La biogénesi mitocondrial
requereix la coordinacio de I'expressid de gens codificats pel nuclii pel mitocondri per tal d'assegurar
el correcte funcionament d'un gran nombre de proteines que comprenen la cadena respiratoria

mitocondrial (Osellame et al., 2012).

Diversos estimuls, tant enddgens com exodgens, regulen la biogénesi a través del coactivador dels
receptors-y activadors de la proliferacié dels peroxisomes 1a (PGC-1a; peroxisome proliferator-
activated receptor-y co-activator 1a). PGC-1a és el regulador principal i interactua amb els factors
nuclears de transcripcid 1i 2 (NRF1 i NRF2; Nuclear Respiratory Factor 1/2) augmentant la seva
expressid, els quals activen la transcripcid de gens nuclears que codifiquen per proteines
mitocondrials, com el factor de transcripcié mitocondrial A (TFAM; Mitochondrial Transcription
Factor A). TFAM s'importa al mitocondri mitjancant la maquinaria d'importacié de proteines on és
essencial per la replicacid, la transcripcid i el manteniment del genoma mitocondrial. A més, NRF1/2
s'uneixen a les regions del promotor de gens que codifiquen per les subunitats de la cadena de
transport electronic produint un augment del consum d'oxigen i de sintesi d'ATP i regulant gens
implicats en la importacié de proteines mitocondrials codificades pel nucli (Uittenbogaard and
Chiaramello, 2014; Li et al., 2017).

Actualment se sap que els mitocondris poden modular la seva morfologia mitjangcant dos

esdeveniments oposats; la fissid i la fusid, que sén essencials per assegurar la funcié mitocondrial i
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respondre a la demanda energética adaptant la xarxa segons la disponibilitat de nutrients i I'estat
metabolic de la cel-lula. Aquests processos es coneixen com la dinamica mitocondrial (Liesa et al.,
2009; Schrepfer and Scorrano, 2016). La fissid mitocondrial es caracteritza per la divisié d'un
mitocondri en dos mitocondris i és essencial per la biogenesi i heréncia dels organuls, mentre que la
fusidé mitocondrial és la unié de dos mitocondris i és essencial per mantenir I'’ADNmit i la respiracié

cel-lular.

La desregulacié d'aquests esdeveniments resulta en una xarxa fragmentada caracteritzada per
mitocondris petits 0 en una xarxa fusionada amb mitocondris elongats connectats. La fragmentacié
mitocondrial normalment va lligada a una disfuncié mitocondrial, ja que predomina en situacions
d'estres sever i permet I'eliminacié dels mitocondris mitjangant I'autofagia (mitofagia) o en estressos
prolongats es produeix apoptosi. En canvi, sota un estrés lleu, els mitocondris s’elonguen i formen
una xarxa interconnectada que els confereix proteccid enfront I'autofagia promoguda per una
privacié de nutrients i s'associa majoritariament a mecanismes de supervivencia cel-lular amb un

increment de la produccié d'ATP (Figura 5) (Zemirli et al., 2018).

Severe stress DRP1
(Cancer, diabetes, high nutrients, MFF, FIS1, MiD49/51
infections) }
Stress-induced d MFN12
Hyperfusion :
HOmEEStasis A ATP consumption f OPALl
¥ respiration rate Fission
&
Fusion
7 ATP production
/7 respiration rate :
Prolonged Homeostasis
Stress P SN
(Starvation, innate immunity, =)
some virus)
L Mitophagy
Fission
Cell death Prolonged
Stress

Figura 5. Dinamica mitocondrial: Maquinaria i context. L'equilibri entre la fissid i la fusié mitocondrial depén del
context cel-lular i les circumstancies que fan que s'inclini cap a un d'aquests dos processos. En situacions d'estres
lleu, els mitocondris formen una xarxa fusionada interconnectada, mentre que en estressos greus, els mitocondris
presenten una forma fragmentada. Si no es pot mantenir I'homeostasi, es produeix I'eliminacié dels mitocondris per
mitofagia, o si es prolonga I'estrés, per apoptosi (Zemirli et al., 2018).

En la fissid mitocondrial el major efector és la DRP1 (o DNMIL; GTPase Dynamin-Related Protein 7).
Es localitza al citosol fins que és translocada a la superficie mitocondrial, on s'uneix a diferents
proteines efectores adaptadores, com la proteina de fissio 1 (Fis1; Fission 7 protein), el factor de fissid

mitocondrial (Mff; Mitochondrial Fission Factor), i les proteines 49/51 de dinamica mitocondrial
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(MiD49 i MiD51; Mitochondrial Dynamics protein 49/57) (Figura 6). Durant la fissid, la DRP1 és
reclutada a la membrana mitocondrial externa, hidrolitza GTP promovent un canvi conformacional, i
s'oligomeritza en estructures d'anell o espiral per dur a terme la constriccid i escissié de lamembrana.
L'activitat de DRP1 és regulada per modificacions post-traduccionals, com ubiquitinitzacio,
SUMOilacid o fosforilacions. Pel que fa a les fosforilacions post-traduccionals, la fosforilacio per PKA
(cAMP-dependent Protein Kinase A) a la Ser®’ bloqueja I'activitat GTPasa i inactiva la fissio; en

canvi, la fosforilacié per CDK1/ciclina B a la Ser®'® promou la fissié (Sprenger and Langer, 2019).

La fusié mitocondrial és un procés que requereix la coordinacié de la membrana externa i la interna
en dos esdeveniments seqliencials. En mamifers aquest procés depén de 3 proteines fusogéniques
de la familia de les adynamin-like GTPases: la Mitofusina 1 (MFN1) i la Mitofusina 2 (MFN2)
localitzades a la membrana mitocondrial externa, i OPA1 (OPtic Atrophy 7)localitzada a la membrana
mitocondrial interna (Schrepfer and Scorrano, 2016). Les MFN1i MFN2 formen homo o heterodimers
i inicien el procés mitjangant la unié de les membranes mitocondrials externes de dos mitocondris

adjacents i la subsequent fusié mitjangant la hidrolisi de GTP.

Seguidament, OPA1 completa el procés fusionant les membranes mitocondrials internes (Figura 6).
A més, OPA1 és important en la morfologia de les crestes mitocondrials, i per tant pel correcte
funcionament del sistema de transport d'electrons que es troba a la membrana mitocondrial interna,
i en el manteniment de I'ADNmit (Zemirli et al., 2018; Dorn, 2019). L'activitat de les mitofusines esta
regulada a nivell transcripcional i post-traduccional. La MFN2 també esta implicada en la unié

mitocondri-reticle endoplasmatic (RE).

Mif,
MiD49/51

Complete

mitochondrial fusion, High GTP

High GTP Reruitment of Drp1

OPA1 mediated inner
membrane fusion Release of Drp1 and

division of mitochondria

Figura 6. Dinamica mitocondrial. Mecanismes de fusid i fissié mitocondrial. La fissié mitocondrial esta regulada per
Drp1, que forma oligomers d'alt pes molecular a la superficie mitocondrial. Un cop alliberat Drp1 es produeix la divisid
dels mitocondris. La fusié mitocondrial és un procés de dos passos que requereix la fusié de la membrana externaila
interna. La fusié de la membrana externa es déna per la unié de les mitofusines de les membranes adjacents, mentre
que la membrana interna es fusiona mitjangant OPA1 (Osellame et al., 2012).

Mfn mediated outer
membrane fusion
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En resum, I'homeodstasi mitocondrial s'assegura mitjangant processos de biogénesi, dinamica i
autofagia mitocondrial. A més, la dinamica mitocondrial va lligada a diverses funcions mitocondrials.
La fusié mitocondrial permet I'intercanvi de contingut, com I’ADNmit, proteines, lipids i metabolits
necessaris pel manteniment genétic i la homogeneitat bioquimica entre mitocondris. A més, és molt
important per la fosforilacié oxidativa a través de la regulacid dels nivells d’ADNmit. En canvi, la fissid
mitocondrial assegura el control de qualitat dels mitocondris facilitant I'eliminacid d'organuls danyats
a través de la mitofagia i és essencial per separar els mitocondris entre dues cél-lules filles durant la
divisié cel-lular (Figura 7) (Otera and Mihara, 2011; Picca et al., 2018).

Mitochondrial Mitochondrial
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Figura 7. Vies del control de qualitat mitocondrial. L'homeostasi mitocondrial s'assegura mitjangant la coordinacié
de la biogénesi, la dinamica i I'autofagia mitocondrial. En resposta a un estimul, PGC-1aii altres factors de transcripcio
(TFs) activen la transcripcié de gens nuclears que codifiquen proteines mitocondrials com TFAM. TFAM s'importa als
mitocondris fins a I'ADN mitocondrial, on regula I'expressié de gens que codifiquen subunitats de la cadena de
transport d'electrons, donant lloc a un augment del consum d'oxigen, sintesi d'ATP i contingut mitocondrial. Els canvis
en la morfologia mitocondrial estan sota el control de la fusid (MFN1, MFN2 i OPA1) i la fissid (DNMIL i FIS1)
mitocondrial. Aquests factors regulen el recanvi mitocondrial facilitant I'eliminacid de mitocondris danyats, mitjangant
una via autofagica especialitzada, la mitofagia (Picca et al., 2018).

2.3 Genoma mitocondrial (ADNmit)

El mitocondri conté ADNmit que codifica per proteines essencials per la respiracié mitocondrial. Cada
mitocondri conté una o més copies d'ADNmit que es localitzen a la matriu mitocondrial i esta
empaquetat per diverses proteines com les prohibitines, TFAM i la POLG (ADN polimerasa v),
formant complexos ADNmit-proteina que s'anomenen nucleoides. TFAM és la principal proteina dels
nucleoides, i actua com un factor de transcripcid d’ADNmit als mitocondris i té un paper important en
la distribucié i organitzacié dels nucleoides. L'ADNmit es distribueix a través de la xarxa mitocondrial,
és essencial pel manteniment de les funcions mitocondrials, i defectes en la seva distribucio estan

associats a moltes malalties.

L'ADNmit és susceptible a danys induits per estrés degut a la falta d’'histones i mecanismes de
reparacié efectius. Mutacions en I'ADNmit causen mitocondris danyats o disfuncionals que poden

ser eliminats mitjangant la mitofagia (Yan et al., 2019).
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2.3.1 Estructura de I'ADNmit

El genoma mitocondrial és una molecula circular d’ADN de doble cadena amb una mida d'entre 16 i
20 Kb. Les dues cadenes de I'’ADNmit tenen una composicié diferent i és per aixo que es distingeix
entre cadena pesada (H) que és rica en guanina i timina, i la cadena lleugera (L) que és pobre en
aquests nucleotids. EI genoma mitocondrial és extraordinariament compacte, de manera que els
gens no presenten introns, ni regions 5 0 3’ no traduides (UTR), i practicament no hi ha espais
intergenics. Hi ha una regié no codificant, denominada bucle-D, que conté els promotors de les
cadenes H i L i I'origen de replicacié de la cadena principal (Oy). L'’ADNmit codifica exclusivament
per 37 gens: 2 ARN ribosomics (ARNr) 12S i 16S, 22 ARN de transferencia (ARNt) i 13 subunitats
estructurals que formen part dels complexes respiratoris, entre els que s'inclouen 7 subunitats (ND1,
ND2, ND3, ND4L, ND4,ND5iND6) de les 45 que formen el complex |, 1 subunitat (citocrom b, Cytb)
de les 11 presents al complex lll, 3 subunitats (COI, COIl i COIIll) de les 13 que constitueixen el
complex IV, i 2 subunitats (ATP6 i ATP8) de les 16 proteines que formen el complex V (Figura 8)
(Lagouge and Larsson, 2013).

Els mitocondris tenen la seva propia maquinaria per traduir les 13 proteines codificades per I'ADNmit.
Tots els ARNs necessaris per la traduccié mitocondrial sdn subministrats pel mitocondri, mentre que
els components proteics, entre els que s'inclouen proteines ribosomals, factors traduccionals,
aminoacil-ARNt-sintetases i alguns factors més requerits per la biogénesi dels ARNri ARNt, tals com
nucleases i enzims modificadors d'ARNs, sén codificats pel genoma nuclear i transportats al

mitocondri després de la seva sintesi al citoplasma cel-lular.

Mammalian mtDNA

[ ]rRnA

Figura 8. Organitzacié de I'’ADNmit en mamifers. L’ADNmit és una molécula circular de doble cadena. Les dues
cadenes tenen composicions diferents, i es distingeix entre la cadena pesada (H) i la cadena lleugera (L). La regié no
codificant bucle-D conté els promotors de les cadenes Hi L (HSP i LSP), aixi com I'origen de la replicacio de la cadena
principal (On). En la figura es representen les 13 subunitats dels complexes respiratoris codificades per ' ADNmit
(Lagouge and Larsson, 2013).

14



Introducci6 | 15

Recentment s'ha descrit la via cGAS-STING que és induida per la preséncia d’ADN al citoplasma
cel-lular que activa I'expressid de gens que indueixen inflamacid. Aquesta via s'ha vist implicada en
processos cel-lulars activats per estrés mitocondrial que impliquen la sortida d’ADNmit (s'incidira en

detall en aquesta via en |'apartat 3.6.2).

2.4 Bioenergetica mitocondrial

Els mitocondris contenen els principals sistemes enzimatics per |'oxidacid de sucres, acids grassos i
proteines per produir energia en forma d'ATP. Aquests substrats es poden catabolitzar en acetil-
CoA, que entra al cicle dels acids tricarboxilics o cicle de Krebs que té lloc a la matriu mitocondrial.
Durant el catabolisme dels carbohidrats, el piruvat, producte de la glicolisi citosolica, entra als
mitocondris i la piruvat deshidrogenasa el metabolitza a acetil-CoA. La B-oxidacié converteix els
acids grassos en acetil-CoA, tot i que hi ha diversos enzims que a partir d’aminoacids produeixen

piruvat, acetil-CoA o intermediaris del cicle de Krebs.

2.41 Elcicle de Krebs

En el cicle de Krebs, el grup acetil de dos carbonis de I'acetil-CoA (generat a partir d'acids grassos,
aminoacids o per I'oxidacié de piruvat) es transfereix a I'oxalacetat de quatre carbonis, formant el
citrat, una molécula de sis carbonis. Després el citrat es converteix en el seuisomer, l'isocitrat. El cicle
continua amb dues descarboxilacions oxidatives en les quals l'isocitrat es converteix en a-
cetoglutarat de cinc carbonis (a-KG) i posteriorment en succinil-CoA de quatre carbonis amb
I'alliberament de dues molecules de dioxid de carboni (CO.) i la generacié de dues molecules de
nicotinamida adenina dinucleotid (NADH). A continuacid, el succinil-CoA es converteix en succinat,
juntament amb la generacié de GTP. El succinat s'oxida generant fumarat, una molécula de quatre
carbonis, i en aquesta reaccié dos atoms d'hidrogen es transfereixen al cofactor flavina adenina
dinucleotid (FAD), produint FADH,. L'enzim d'aquesta reaccid, la succinat deshidrogenasa (SDH),
també forma part de la cadena de transport d’electrons. A continuacio el fumarat es converteix en
malat i més endavant en oxalacetat, amb la generacié d'una molécula de NADH. L'oxalacetat es
combina amb una altra molecula d'acetil-CoA per continuar el cicle, mentre que I'energia alliberada
és transportada per NADH i FADH; a la cadena de transport d'electrons (ETC) (Osellame et al., 2012;
Martinez-Reyes and Chandel, 2020).

La finalitzacio del cicle de Krebs genera ATP, 3 NADH i 1 FADH,, que seran utilitzats pel complex |
(NADH deshidrogenasa) i el complex Il (SDH) de I'ETC, respectivament. Els complexos | i Il passen
els seus electrons a través de I'ETC per produir en ultima instancia ATP mitjangant una fosforilacié
oxidativa (OxPhos). El cicle de Krebs i la OxPhos estan estretament acoblats ja que I'oxidacié de
NADH i FADH; als complexos és necessaria perqueé el cicle de Krebs continui funcionant (Martinez-
Reyes and Chandel, 2020) (Figura 9).
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Figura 9. El cicle de Krebs i la cadena de transport d'electrons estan estretament coordinats. En una série de
reaccions enzimatiques, el cicle de Krebs genera poder reductor (NADH i FADH2), necessari per transferir electrons a
la cadena de transport electronic. A mesura que els electrons es van transferint pels complexos, es genera un
potencial de membrana que s'utilitza per produir ATP. Aquest procés requereix la presencia d'oxigen i es coneix com
a fosforilacié oxidativa (OxPhos) (Martinez-Reyes and Chandel, 2020).

La regulacié del cicle de Krebs i la seva retroalimentacié constant amb la fosforilacié oxidativa és
fonamental per I'adaptacié del metabolisme al requeriment energétic de les cél-lules. Hi ha mdltiples
reguladors al-lostérics positius i negatius que controlen el flux metabolic del cicle de Krebs. Per
exemple, el NADH inhibeix tots els enzims reguladors del cicle, de manera que en situacions de mal
funcionament de I'ETC, el NADH s'acumula i el cicle de Krebs s'atura. L'ATP també és un inhibidor
al-losteric de la piruvat deshidrogenasa, de manera que quan les cél-lules disposen de NADH i ATP,
el cicle s'alenteix. En canvi, elevada demanda d'ATP augmenta la relacid ADP/ATP i els nivells
d'AMP, donant lloc a I'estimulacié dels enzims reguladors del cicle de Krebs (Martinez-Reyes and

Chandel, 2020). El succinat és un metabolit important del cicle de Krebs que té un paper regulador

de multiples respostes cel-lulars (se'n parlara en aquesta memoria més endavant).

2.4.2 Lacadena de transport electronic (ETC)

La cadena de transport electronic esta constituida per cinc complexes multienzimatics proteics

ancorats a la membrana mitocondrial interna i dues molécules mobils, la ubiguinona (o coenzim Q,
Q) i el citocrom C (Cit C) (Figura 11). Els complexes |, llli IV participen en I'oxidacié del NADH produint
3 ATPs per cada NADH, mentre que I'oxidacié del FADH, produeix 2 ATPs per cada FADH, i hi

participenels complexes I, lll i IV. Els electrons generats per I'oxidacié del NADH i del FADH; passen
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a través dels complexes fins reduir I'oxigen i formar aigua. Aquests electrons s'utilitzen pel bombeig

de protons de la matriu a I'espai intermembrana, generant una forga proté-motriu (Ap), que

consisteix en una diferéncia de carrega eléctrica o potencial de membrana (AW) i una diferéncia de

pH (ApH), que servira per la sintesi d'ATP per I'ATP sintasa (complex V).

»

»

El coenzim Q és un lipid redox-actiu present en totes les membranes cel-lulars dels organismes
eucariotes. Esta format per una cua isoprenoide, que en mamifers consta de 9-10 subunitats, i
un cap polar format per un anell benzénic amb dos grups hidroxils en la forma reduida o cetonics
en la forma oxidada. La cua isoprenoide estabilitza la molécula a la meitat de la bicapa de la
membrana, mentre que el cap de quinona es mou des de dins cap a la superficie de lamembrana
en funcié del seu estat redox. La biosintesi del coenzim Q es produeix dins del mitocondri, en un
complex multienzimatic codificat per una serie de gens nuclears, i mutacions en aquests gens

causen deficiéncia de coenzim Q que afecta a la fisiologia mitocondrial i 'homeostasi cel-lular.

Es un component essencial de la cadena de transport electronic, essent I'Uinic lipid present en
aquesta, i transfereix electrons des del NADH o el FADH; fins I'oxigen per formar aigua. Es
presenta en tres estats redox diferents: oxidat (Q), parcialment reduit (semiquinona, Q~) i reduit
(QH,); i éslabase dela sevafuncié de portador d'electrons a la cadena respiratoria mitocondrial.
No obstant, també té funcions essencials als mitocondris, com a cofactor en la sintesi d'uridina
i en les proteines desacobladores mitocondrials. També es creu que evita la despolaritzacié
mitocondrial i el subsequent alliberament de citocrom C i induccid de I'apoptosi mitjangant la
inhibicié de I'obertura del porus de transicid de permeabilitat mitocondrial (MPTP), ja que aquest
té unlloc d'unid a Q que I'estabilitza. A més, a laresta de membranes cel-lulars també actua com
a sistema antioxidant prevenint la peroxidacié de lipids i com a estabilitzador de membrana
(Stefely and Pagliarini, 2017).

El coenzim Q també és reduit per la glicerol-3-fosfat deshidrogenasa (G3PDH), que esta
implicada en el metabolisme dels lipids als mitocondris. La dihidroorotat deshidrogenasa
(DHODH), un enzim clau en la biosintesi de pirimidina, també redueix el coenzim Q. A més, el
coenzim Q també pot rebre electrons de la flavoproteina de transport d'electrons ubiquinona
oxidoreductasa (ETFQOR), un enzim clau en la B-oxidacié dels acids grassos i I'oxidacid
d'aminoacids (Wang and Hekimi, 2016; Campos-Silva et al., 2017).

El complex | o NADH deshidrogenasa consta de 45 subunitats i és el complex més gran de la
cadena de transport electronic. Té forma de L, amb un brag hidrofil que s'estén cap a la matriu,
on es produeix la transferéencia d'electrons del NADH al coenzim Q, i un brag hidrofob ancorat a
la membrana interna on es produeix la translocacid de protons. El lloc d'unid del Q es troba a la
interficie d’ambdds bracgos. L'activitat catalitica és proporcionada per 14 subunitats que

representen el nucli del complex; 7 subunitats es troben al brag hidrofil i contenen els centres
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»

actius redox, un grup flavina mononucleotid (FMN) i set centres Fe-S. Les altres 7 subunitats es
troben al brag¢ hidrofob i sén codificades per I'ADNmit formant els canals de protons. La resta
de subunitats estabilitzen i protegeixen el complex. EIl NADH s'oxida a NAD+ i transfereix dos
electrons al FMN, que passa a la forma reduida FMNH, utilitzant un protd de la matriu. Els
electrons passen del FMNH, d'un en un a través dels centres Fe-S fins a la ubiquinona. La
reduccid de la ubiguinona a ubiquinol (QH>) és responsable d'un canvi conformacional que
causa la transmissié d'energia al brag hidrofob donant lloc al bombeig de 4 protons a I'espai
intermembrana i generant un gradient electroquimic (Osellame et al., 2012; Signes and
Fernandez-Vizarra, 2018).

El complex Il o succinat deshidrogenasa catalitza |'oxidacié del succinat a fumarat, de manera
que esta implicat en el cicle de Krebs i en la cadena de transport electronic. Consta de 4
subunitats codificades per I'’ADN nuclear; dos sén hidrofiles, la SDHA i la SDHB, i dos sén
hidrofobes, la SDHC i la SDHD. La SDHA conté un grup FAD unit covalentment i és on s'oxida
el succinat a fumarat, i la SDHB té tres centres Fe-S. Les subunitats SDHC i SDHD estan
ancorades a la membrana i contenen dos llocs d'unid del Q. L'oxidacid del succinat allibera dos
protons que redueixen el FAD a FADH; i dos electrons que soén transferits del FAD cap als
centres Fe-S fins arribar a la ubiguinona, on és reduida a ubiquinol. Només s'utilitza un dels llocs
d'unid de la Q, i no bombeja protons de manera que no contribueix a la formacid del gradient de

protons (Larosa and Remacle, 2018; Signes and Fernandez-Vizarra, 2018).

Varis estudis han demostrat un rol de la SDH en la induccié de I'apoptosi, ja que després de
I'obertura del porus mitocondrial, el complex Il s'inhibeix contribuint a la mort cel-lular mitjangant
la formacié d'espécies reactives de I'oxigen (ROS). La induccié de I'apoptosi esta vinculada ala
desintegracid especifica del complex Il mitjancant I'alliberament de les subunitats SDHA i SDHB
de les subunitats SDHC i SDHD. Aquestes subunitats encara sén enzimaticament actives, de
manera que poden eliminar els electrons del succinat, perd a causa de la separacid dels
acceptors, el flux d'electrons es bloqueja i sén transferits a I'oxigen molecular formant
excessives ROS i induint apoptosi. La desintegracié especifica es produeix per I'entrada de calci
massiva i I'acidificacid intracel-lular (disminucié del pH) que afecten a les interaccions dins del

complex Il provocant la dissociacié de les subunitats (Figura 10) (Hwang et al., 2014).
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Figura 10. Dissociacié del complex Il per a la induccié de I'apoptosi. La desintegracié especifica del complex
Il amb I'alliberament de les subunitats SDHA i SDHB a la matriu es produeix en resposta a la disminucié del pH i
I'acidificacié. Aquesta dissociacié separa les dues activitats enzimatiques; la succinat deshidrogenasa (SDH) i
el coenzim Q oxidoreductasa (SQR) per a la produccié de Oz~ i induccié de I'apoptosi (Hwang et al., 2014).

La capacitat respiratoria de reserva (RRC) és la diferéncia entre la maxima capacitat respiratoria
i la capacitat respiratoria basal. En condicions normals, la cél-lula no utilitza la RRC, mentre que
en condicions en que la demanda d'energia és maxima, la RRC és capac de respondre a aquesta
demandaii evitar una crisi d'ATP. Aixi doncs, la RRC s'ha associat amb la supervivencia cel-lular,
i esta influenciada per la disponibilitat de substrats. Pfleger et al suggereix que la RRC és el
producte d'un augment regulat en les activitats del cicle de Krebs i 'ETC i que esta regulat per
la SDH, ja que quan s'inhibeix es bloqueja completament la RRC i s'acaba induint apoptosi per
la dissociacié del complex Il. Aixi doncs, la RRC és important per augmentar la produccié
d'energia durant un increment de la demanda energetica i millorar la supervivencia cel-lular
(Pfleger et al., 2015).

Existeix un transport revers d'electrons (RET) en la cadena respiratoria que fa referencia al flux
d'electrons ascendent des del succinat a través del complex Il fins al coenzim Q i després al
complex | i al seu grup FMN, que finalment redueix el NAD*. Altres enzims que cedeixen
electrons al coenzim Q, com la G3PDH, la ETFQOR o la DHODH també poden contribuir al RET.
A més d'una elevada proporcid d'ubiquinol, es necessita una for¢a protd-motriu elevada (elevat
potencial de membrana (pm)) per produir RET. A més, s'ha suggerit que quan es produeix RET,
el complex V deixa de produir ATP, ja que altera el seu funcionament, transferint protons de la
matriu a I'espai intermembrana, mantenint la for¢a proté-motriu i evitant la mort cel-lular, perd
consumint ATP (Wang and Hekimi, 2016; Scialo et al., 2017). L'oxidacié del succinat promou
I'acumulacié de coenzim Q reduit augmentant el potencial de membrana, augmentant la
produccié de ROS mitocondrial mitjangant el RET (Martinez-Reyes and Chandel, 2020). Aixi
doncs, el RET és un procés implicat en la senyalitzacid redox mitocondrial en situacions

fisiologigues i patologiques (Robb et al., 2018).
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e Elsuccinat

El succinat és un metabolit del cicle de Krebs i un enllag directe entre aquest i la cadena
respiratoria mitocondrial. El succinat es genera a la matriu mitocondrial, de manera que la seva
exportacid al citosol actuara com a senyal de I'estat dels mitocondris. Recentment s'ha
demostrat que el succinat és un metabolit que actua com a regulador de multiples processos
cel-lulars, com la inflamacid i la produccid d'espeécies reactives de I'oxigen. Quan la cadena de
transport electronic esta oxidant nivells elevats de succinat, s’acumula CoQ reduit i augmenta
el potencial de membrana, promovent la generacié de ROS mitjangant RET. L'activacio dels
macrofags provoca un augment dels nivells de succinat intracel-lular promovent la produccié
de ROS que actua com a senyal enddgena per estabilitzar HIF-1a, que al seu torn regula
I'expressidé genica de factors proinflamatoris com la IL-1B (Mills et al., 2016). A més, s'ha
demostrat que els efectes inflamatoris del succinat sén contrarestats pel metabolit itaconat,
que regula la defensa antioxidant cel-lular mitjangant la induccié de Nrf2 (Tannahill et al., 2013;
Mills et al., 2016). També s'ha demostrat que en isquémia, els nivells de succinat augmenten
i durant la reperfusié promouen la produccié de ROS iniciant el dany per lesid en la isquémia-
reperfusio (I/R) (Chouchani et al., 2014; Murphy and O’Neill, 2018).

El complex Il o citocrom C reductasa és el complex més petit i catalitza la reduccid del citocrom
C. Funciona en forma de dimer, i cada monomer consta de tres subunitats catalitiques; el
citocrom b, el citocrom ¢, la proteina Rieske Fe-S, i vuit subunitats supernumeraries. El citocrom
b conté el centre d'oxidacid de I'ubiquinol (Qo) i el centre de reduccid de la ubiquinona (Q),
separats per dos grups hemo (L i H). El citocrom ¢;també conté un grup hemo. Les subunitats
supernumeraries estan implicades en I'estabilitat i I'acoblament de I'enzim. El procés de

reduccio del citocrom C es dona mitjangant el cicle Q.

El cicle Q comencga amb I'oxidacid de I'ubiquinol (QH,) al lloc Qo i I'alliberament de dos protons
a I'espai intermembrana. Un electrd es transfereix al centre Fe-S de la proteina Rieske, cap al
citocrom ¢; (al grup hemo) i després al citocrom C (fora del complex Ill). L'altre electré es
transfereix successivament dels grups hemos del citocrom b (b, / by)fins a una ubiquinona unida
allloc Q4, que es reduida a radical semiquinona (Q~). A la segona volta del cicle, s'oxida un segon
QHy, i I'electrd que entra al centre Fe-S de Rieske, redueix un segon citocrom c¢;i seguidament
al citocrom C, que s'acompanya d'altres dos protons alliberats a I'espai intermembrana. L'altre
electrd redueix la semiquinona del lloc Q; a ubiquinol. Aixd va acompanyat de la captacid de dos
protons de l'espai intermembrana. El resultat net d'un cicle complet és I'oxidacié de dues
molécules de QH., reduccidé de dues moléecules de citocrom C i translocacié de 4 protons a
I'espai intermembrana generant un gradient electroquimic (Wang and Hekimi, 2016; Signes and
Fernandez-Vizarra, 2018).
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El complex IV o citocrom C oxidasa catalitza I'oxidacié del citocrom C i la reduccié de I'oxigen
a aigua. Consisteix en multiples grups hemo (Cu-Fe) i 13 subunitats. Les subunitats centrals,
Cox1, Cox2 i Cox3 son codificades pel mitocondri, mentre que la resta de subunitats estan
codificades pel nucli i importades al mitocondri. Conté dos grups hemo, a i as, i dos ions de
coure, Cua i Cug. Les altres subunitats son importants per I'estabilitzacid i regulacié de I'enzim.
Els electrons del citocrom C sén cedits a I'atom Cua, d'aqui son transferits als grup hemo fins a
I'atom Cug. Finalment sdn cedits a I'oxigen (Ultim acceptor dels electrons) per formar aigua.
Quatre molécules de citocrom C produeixen dues molécules d'aigua a partir d'una molecula
d'oxigen, i es bombegen 4 protons a I'espai intermembrana generant gradient electroquimic
(Mick et al., 2011).

El complex V o ATP sintasa és I'enzim responsable de la fosforilacid oxidativa. Esta format per
15-18 subunitats i consta d'un domini Fo hidrofobic que esta ancorat alamembrana interna amb
un canal perqué passin els protons cap al domini F; hidrofilic catalitic que es troba a la matriu
mitocondrial. EI domini F; consisteix en un anell de subunitats a i § giratories que envolten una
subunitat y. Aquest complex actua com a motor rotatiu, de manera que converteix el gradient
electroquimic en energia mecanica, fent que els protons de I'espai intermembrana passin a
través del domini Fo, aquest gira i s'indueixen canvis conformacionals que fan que s'uneixi un
fosfatinorganic (P;) amb un ADP generant ATP. A cada volta, es produeixen tres ATPs (Osellame
etal., 2012; Chaban et al., 2014).
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Figura 11. Representacié esquematica de la cadena de transport electronic. La cadena de transport electronic
consta dels complexos I-1V i del complex V, una ATP sintasa. El complex | oxida el NADH amb la reduccié del CoQ. El
complex Il relaciona el cicle de Krebs (o cicle dels acids tricarboxilics (TCA)) a la cadena respiratoria i oxida el succinat
amb la reduccié del CoQ. El complex Il catalitza la reduccié del citocrom C oxidant el CoQ. El complex IV és
responsable de I'Ultima reaccié enzimatica de transferéncia d'electrons a I'oxigen molecular. Excepte el complex I,
tots aquests complexes generen un gradient electroquimic, que és convertit a energia mecanica pel complex V, amb
la formacio d'ATP a partir d'ADP i fosfats inorganics (Gorman et al., 2016).
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2.4.2.1 Organitzacio dels complexos de I'ETC

El model de plasticitat de I'organitzacié dels complexos de I'ETC proposa que existeix un equilibri
dinamic entre formes de difusid lliure i associades dels components de la cadena, permetent un
transport d’electrons molt eficient. La formacid reversible d'agregats especifics dels complexos
(supercomplexos), ofereix un mecanisme per al flux de protons localitzat i la possibilitat de regular la
direccid i I'eficiencia de la transferencia d'electrons segons canvis en el metabolisme cel-lular (Acin-
Perez and Enriquez, 2014; Lobo-Jarne and Ugalde, 2018).

El complex | interacciona principalment amb el complex Ill i el complex IV per formar un respirasoma
(I+11141V), que és un supercomplex que conté tots els components necessaris per transferir electrons
del NADH a I'oxigen molecular (juntament amb el coenzim Q i el citocrom C). En els mamifers, la
majoria del complex |, entre el 40-50% del complex lll i el 20-30% del complex IV, estan formant el
respirasoma. No obstant, el complex Il i el complex IV poden formar el supercomplex llI+IV, perd
només representa un 5-10% del total de les estructures de I'ETC. La cardiolipina és un fosfolipid
present en les interaccions estabilitzant els supercomplexos. Pel que fa al complex V, forma
estructures dimeriques que no interaccionen amb els supercomplexos (Lobo-Jarne and Ugalde,
2018). A més, fins fa poc es creia que el complex Il no formava supercomplexos, no obstant,
recentment, mitjancant microscopia crio-electronica, s'ha suggerit que el complex Il forma un
megacomplex que consta dels 4 complexos (I-1I-llI-1V), facilitant la transferéncia dels electrons dels
complexos li Il cap al IV amb un possible rol regulador de la formacié del respirasoma (Guo et al.,
2017; Jang and Javadov, 2018).

2.4.2.2 Produccié de ROS per I'ETC

La principal produccié d'espéecies reactives de I'oxigen (ROS) té lloc a la cadena respiratoria degut a
fuites d'electrons que s’uneixen directament a I'O, donant lloc a superoxid (O27), una moléecula
altament reactiva i toxica, produint estres oxidatiu (Osellame et al., 2012). No obstant, les especies
reactives sén neutralitzades per enzims antioxidants com un mecanisme de proteccié cel-lular,
produint-se un balang entre la formacid i la destruccié dels ROS. També es poden produir fuites de
protons a través de les membranes mitocondrials, dissipant la seva energia en calor i produint un

desacoblament del gradient de protons de la produccié d'ATP.

Hi ha almenys deu punts diferents de produccié de ROS a la cadena respiratoria, pero el complex | i
el complex lll sén els més importants. El complex | pot produir ROS en dos punts, al lloc FMN i al lloc
d'unié al CoQ durant la transferencia d'electrons del NADH al CoQ. La produccié de ROS del complex
Il es déna al lloc d'unié del FAD, i esta estretament relacionada amb la quantitat de FADH,. En el
complex lll, durant el cicle Q es genera un radical semiquinona (Q~) al lloc Qo, el qual pot transferir

I'electrd directament a I'oxigen. A més, la produccié de O»~ al lloc Qo també es pot donar per RET.
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Diverses deshidrogenases que no pertanyen a la cadena respiratoria, com la G3PDH, la DHODH i la
ETFQOR que redueixen el CoQ també poden produir ROS al cedir els electrons (Figura 12) (Wang
and Hekimi, 2016; Zhao et al., 2019).
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Figura 12. Esquema de la cadena de transport electronic i llocs de produccié d'anié superoxid. El coenzim Q
accepta els electrons dels complexos lill i els cedeix de manera individual al complex lll. En aquest complex hi ha dos
llocs d'unid del CoQité lloc el cicle Q, des d'on es transfereixen els electrons al citocrom C cap al complex IV, formant
aigua i finalment cap al complex V per la produccid d'ATP. També existeix un transport d'electrons revers del QH2 al
complex |. Es poden produir fuites d'electrons que s'uneixen directament a |I'O2 formant superoxid (O2") (els asteriscs
vermells indiquen fonts potencials de produccié d'O2"). La superoxid dismutasa (SOD) converteix I'O2~ en peroxid
d'hidrogen (H202) que és reduit a aigua per la glutatio peroxidasa (GPx) (Wang and Hekimi, 2016).

2.5 Especies reactives de I'oxigen en la regulacio de les funcions cel-lulars

Les especies reactives de I'oxigen sdn molécules que regulen diversos processos fisiologics com la
proliferacid, migracid, hipertrofia, diferenciacid, dinamica del citoesquelet i metabolisme, pero quan
es produeixen en excés, reaccionen amb lipids, proteines i acids nucleics, alterant les propietats

estructurals i funcionals de les molécules (Di Meo et al., 2016).

L'estat redox cellular és el resultat del balang de les condicions oxidants i reductores dins d'una
cel-lula, ja que aquesta conté de forma natural components amb propietats redox. En les reaccions
d'oxidacié-reduccid canvia el grau d'oxidacid de les espécies que reaccionen pergue es produeix un
intercanvi d'electrons entre els reactius. Per aix0, és necessari la preséncia d'un oxidant, espécie que
capta electrons i redueix el seu estat d’'oxidacid, i d'un reductor o espécie que allibera electrons i
augmenta el seu estat d'oxidacié (Gutteridge and Halliwell, 2000, 2010). Aixi doncs, una situacid
d'oxidacié o reduccié depéen dels nivells dels factors prooxidants i de la capacitat antioxidant

(reductora) de la cel-lula.
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Els desajustos del nivell redox basal actuen com a senyals que inicien i regulen diversos processos
cel-lulars, ja que condicionen I'expressié génica mitjangant diferents rutes de transduccié de senyals
i per la modulacié dels factors de transcripcid, aixi com per la modificacié directa d'algunes molécules
implicades en la regulacié de diversos processos cel-lulars com proteines quinases o fosfatases
(Wulf, 2002). Una situacio de desequilibri de I'estat redox cel-lular per un excés d'oxidants o radicals

lliures es coneix com estrés oxidatiu (Lushchak, 2014).

Un radical lliure és tota especie quimica, atom o molecula, que en la seva estructura presenta un o
varis electrons desaparellats o imparells al seu orbital més extern, donant una configuracio
electronica de gran inestabilitat. Els electrons tendeixen a la configuracié energetica més estable
possible aparellant-se al seu Ultim orbital. Per aixo, el radical lliure té tendéncia a recuperar la situacié
d'estabilitat, cedint I'electré desaparellat, agent reductor, o bé captant un electrd, agent oxidant
(Delles et al., 2008).

Si I'oxigen molecular capta un electré procedent de la cadena respiratoria es redueix originant el
radical superoxid (O27). L'anié superoxid genera especies molt reactives; per una banda reacciona
rapidament amb I'0xid nitric (NO*) per formar peroxinitrit (ONOQ-), que produeix nombroses
especies nocives en condicions fisiologiques. D'altra banda, pot dismutar-se i generar peroxid
d'hidrogen (H20.), el qual en presencia d'ions metal-lics, principalment ferro, genera el radical hidroxil

(OH-) mitjancant la denominada reaccid de Fenton:
H202 + Fe** > Fe® + OH" + OH"

El superoxid (O2") presenta carrega negativa a pH fisiologic, que fa que la seva difusié a través de les
membranes sigui lenta. Es detoxificat a peroxid d’hidrogen per I'enzim superoxid dismutasa de
manganes (MnSOD) a la matriu mitocondrial, o alliberat al citosol i detoxificat per I'enzim superoxid
dismutasa de coure-zinc (CuZnSOD). El peroxid d'hidrogen és una molécula sense carrega i
presenta cert caracter apolar, de manera que és una molécula amb una vida mitja moderadament
llarga i és capac de difondre’s a través de les membranes biologiques i induir la formacié del radical
hidroxil en punts allunyats del seu lloc d’origen. El perdxid d’hidrogen és convertit en aigua per I'enzim
glutatid peroxidasa (GPX), utilitzant com a agent reductor el glutatié (GSH), un tripéptid de Glutamat-
Cisteina-Glicina que sera oxidat (GSSG) i reciclat per la glutatid reductasa; la catalasa (CAT) ifo la
peroxiredoxina (PRX). El radical hidroxil (OH") és altament oxidant i contra ell no existeix cap
detoxificador enzimatic. Per aix0, és important eliminar rapidament les espécies reactives de I'oxigen
abans no es produeixi aquest radical; d'aqui la importancia dels corresponents mecanismes de

defensa antioxidant (Figura 13) (Antunes and Cadenas, 2000; Wang et al., 2018).

Aixi doncs, quan la produccié de radicals lliures és excessiva i els mecanismes de proteccid (sistemes
antioxidants de defensa enfront la toxicitat dels radicals lliures) sén insuficients, es produeix dany

oxidatiu mitocondrial induint peroxidacidé de lipids, carbonilacié de proteines i modificacions del
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genoma mitocondrial. Tot i aix0, les ROS també sén importants molécules de senyalitzacié que es

produeixen en resposta a diverses situacions d'estrés cel-lular (Lushchak, 2014; Wang et al., 2018).
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Figura 13. Reaccions i transformacions del superoxid. Els enzims SOD catalitzen la dismutacié del superoxid (027,
generant peroxid d'hidrogen (H202). La catalasa (CAT), la glutatié peroxidasa (GPX) i la peroxiredoxina (PRX)
converteixen el H202 en aigua. El peroxid d'hidrogen pot reaccionar amb metalls, com el ferro, per generar el radical
hidroxil (OH*) mitjancant la reaccié de Fenton. L'O2~ reacciona amb I'0xid nitric (NO*) produint ONOO", la
descomposicié del qual déna lloc a intermediaris altament oxidants inclosos NO2*, OH* i CO3* i NOs™ (Wang et al.,
2018).

2.5.1 Enzims antioxidants

Els antioxidants interaccionen amb un radical lliure cedint-li un electrd, al mateix moment que
s'oxiden i es transformen en un radical lliure debil no toxic, sacrificant aixi la seva propia estabilitat
electronica. Aquests interactuen més rapid amb els radicals lliures que amb la resta de molécules
presents, de manera que impedeixen que altres molécules s'uneixin a I'oxigen molecular. Les
molécules antioxidants que constitueixen la defensa antioxidant actuen a diferents nivells. Aquests
nivells poden ser de prevencid de radicals, de neutralitzacié de radicals i de reparacié de danys
induits per radicals. Aixi doncs, els antioxidants es poden classificar com: antioxidants de defensa de

primera linia, de segona linia i de tercera linia (Ighodaro and Akinloye, 2018).

e Els antioxidants de primera linia de defensa actuen per suprimir o prevenir la formacié de
radicals lliures o especies reactives. Sén rapids en neutralitzar qualsevol molécula amb el
potencial de convertir-se en un radical lliure o qualsevol radical lliure amb capacitat d'induir la
produccié d'altres radicals. En aquesta classificacié destaquen tres enzims: la superoxid
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) i la glutatid peroxidasa (GPx). Aquests enzims dismuten
respectivament els radicals superoxid, descomponen els peroxids d'hidrogen i els

hidroperoxids.
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En concret, la superoxid dismutasa té diversos efectes biologics parcialment a través de
I'H20,, ja que és una molecula de senyalitzacio. Aquests ROS poden estimular respostes
cel-lulars com la hipertrofia, la proliferacid, la supervivencia i la diferenciacid mitjangant
I'oxidaciéd de molécules senyalitzadores com Akt i MAPK o mitjancant la inactivacié de
fosfatases, contribuint a la senyalitzacié redox. Tant el superoxid com el peroxid d'hidrogen
també poden activar factors de transcripcid sensibles a redox, com NF-«kB i HIF-1a, o MMPs,
contribuint a la inflamacid, angiogénesi i remodelacié de la matriu extracel-lular. A més, els
ROS també modulen els canals ionics modulant les concentracions intracel-lulars de Ca?* i K*

(Figura 14) (Fukai and Ushio-Fukai, 2011).
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Figura 14. Rol de la SOD en les vies de senyalitzacié redox. El superoxid i el peroxid d'hidrogen activen
molecules senyalitzadores com Akt i MAPK, factors de transcripcié sensibles a redox com NF-kB i HIF-1a,
MMPs, inactiven fosfatases i modulen canals ionics. D'aquesta manera estimulen respostes cel-lulars com la
hipertrofia, la diferenciacid, la proliferacid, la inflamacié i la supervivéncia (Fukai and Ushio-Fukai, 2011).

e Els antioxidants de segona linia de defensa es coneixen com enzims neutralitzadors, i
neutralitzen radicals actius cedint electrons, i en el procés es converteixen en radicals lliures
perd amb efectes menys perjudicials. Aquests “nous radicals” es neutralitzen facilment per
altres antioxidants d'aquest grup. Destaquen antioxidants hidrofils com I'acid ascorbic o el

glutatid, o lipofils com la vitamina E o I'ubiquinol.

e Els antioxidants de tercera linia de defensa es sintetitzen de nou per reparar els danys causats
pels radicals lliures. Sén un grup d’'enzims per la reparacié d'ADN, proteines i lipids, evitant la
seva acumulacid que podria ser toxica per la cél-lula. Inclouen sistemes d'enzims reparadors
d'ADN com polimerases, glicosilases, nucleases i enzims proteolitics (proteinases, proteases

i peptidases), que es troben tant al citosol com als mitocondris.

En la fisiopatologia del cor, les espécies reactives de I'oxigen indueixen la sortida del cicle cel-lular

dels cardiomiocits mitjangant I'activacié de la resposta de dany a I'ADN (Puente et al., 2014). També
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tenen un paper clau en la induccié de la hipertrofia cardiaca a través de I'activacid de vies de
transduccié de senyals hipertrofics (Rizzi et al., 2014; Blasco et al., 2018). A més, com ja s'ha
comentat en I'apartat 1.2, en la isquemia i reperfusié es produeixen nivells elevats de ROS que
promouen el dany cellular després d'un infart de miocardi. Tanmateix, el desenvolupament de
malalties cardiovasculars esta lligat a la produccié de ROS i a la desregulacié de vies antioxidants
(Davidson et al., 2020).

3. Vies de senyalitzacié de resposta cel-lular a I'estres

3.1 Resposta de proteines mal plegades (UPR)

El reticle endoplasmatic (ER) és una xarxa de tubuls ramificats i sacs aplanats i és I'organul
responsable de la sintesi, maduracid, estabilitzacié i plegament de proteines ancorades a la
membrana plasmatica o destinades a la secrecié. Tanmateix, és responsable del control de qualitat
del plegament de les proteines i és essencial per altres funcions cel-lulars, com I'emmagatzematge

del calci (Ca?*) i la sintesi de fosfolipids i colesterol (Galluzzi et al., 2018; Hetz and Papa, 2018).

La majoria de les proteines es tradueixen en ribosomes units a la membrana del reticle mentre
s'introdueixen al lumen. Les proteines dirigides a I'ER tenen un seqiiéncia de péptid senyal que
dirigeix aquestes proteines cap a la membrana del reticle mentre encara esta unida al ribosoma, i
seguidament el péptid senyal és eliminat per una proteasa abans de completar la traduccid. Un cop
al lumen, les proteines es pleguen en la seva forma tridimensional, procés que és catalitzat per una
maquinaria de modificacié i plegament resident a I'ER que inclou una xarxa de xaperones, enzims
glicosilants i oxido-reductases. Pertorbacions en I'homeostasi cel-lular i en I'eficiencia de plegament
de proteines poden conduir a una acumulacid elevada de proteines mal plegades al reticle, produint
una situacié d’estrés de reticle. Les condicions que provoguen aquest estres inclouen una major
sintesi de proteines, alteracions en el sistema de degradacid de proteines pel proteasoma, anomalies
en l'autofagia (un sistema de reciclatge de molécules i organuls que es tractara en detall més
endavant), disminucid de la concentracié de Ca?*, privacio de nutrients, augment dels nivells de ROS,

inflamacid i hipoxia.

No obstant, les cél-lules tenen sistemes per detectar i respondre a I'estrés de reticle abans que
esdevingui una amenaga per la supervivéncia, controlant constantment la quantitat de proteines mal
plegades al lumen del reticle. Aquests sistemes de senyalitzacid integrada inclouen, la resposta de
proteines mal plegades (UPR; Unfolded Protein Response), la degradacio associada a I'ER (ERAD;
ER-Associated Protein Degradation) i |'autofagia. L'ERAD és la primera linia de defensa, en la qual
les proteines mal plegades son retornades al citosol per la seva posterior ubiquitinitzacid i degradacio
pel proteasoma (Hetz and Papa, 2018). Tanmateix, quan hi ha un increment de les proteines mal

plegades, s'inicia la UPR.
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La UPR és una resposta adaptativa destinada a resoldre I'acumulacié de polipeptids mal plegats al
lumen del reticle endoplasmatic, o bé a eliminar les cél-lules que no poden recuperar la proteostasi
del reticle, induint la mort cel-lular. La UPR esta orquestrada per tres sensors principals ancorats a la
membrana del reticle endoplasmatic; I'enzim que requereix d'inositol 1a (IRE1q, inositol-requiring
enzyme 71a), la quinasa semblant a PERK (PKR-/ike ER kinase), i el factor activador 6 de la transcripcid
(ATF®, Activating transcription factor 6). En condicions basals, la xaperona BiP (Binding
immunoglobulin Protein), també coneguda com GRP78 (78kDa Glucose-regulated protein) que es
troba al lumen de I'ER, s'associa al domini luminal d'aquests sensors mantenint-los en un estat
monomeric inactiu. En condicions d’estrés de reticle, BiP s'uneix amb major afinitat a proteines mal
plegades, perdent la unié amb els sensors i permetent la seva activacio (Galluzzi et al., 2018; Martelli
etal., 2020).

» IRE1a és una proteina transmembrana que conté un domini endoribonucleasa (ARNasa) i un
domini quinasa. Lainduccid d'estrés d'ER fa que oligomeritzi i s'autofosforili, induint aixi un canvi
conformacional que activa el domini ARNasa, provocant un spficing de I'ARNm de la proteina
d'unidé a X-box 1 (XBP1u, X-box binding protein 1 unspliced). L' splicing d'un intrd genera un
factor de transcripcio estable i actiu, XBP1s (XBP1 spiiced), que regula I'expressio de gens que
codifiquen per proteines implicades en el plegament de proteines, la secrecid i translocacié a
I'ER, I'ERAD i la sintesi de lipids, per tal de restaurar I'homeostasi cel-lular. El domini ARNasa
també regula I'estabilitat de multiples ARNs mitjangant I'escissié de sequiéncies especifiques
per la via de degradacié d'ARN, coneguda com RIDD (Regulated IRETa-Dependent Decay), que

és important en el control de la inflamacié i I'apoptosi.

» ATF6 és una proteina transmembranal que conté un factor de transcripcié al seu domini
citosolic. Sota estres de reticle, ATF6 migra al Golgi on és tallat per dos peptidases, S1P i S2P,
alliberant el seu domini citosolic. Aquest es transloca al nucli on activa respostes que promouen
I'adaptacio a I'estrés d'ER, incloent el plegament de proteines i el control de qualitat, aixi com la

regulacié de diversos components de I'ERAD.

» PERK és una quinasa transmembranal que, activada per oligomeritzacid i autofosforilacio,
fosforila el factor d'iniciacid de la traduccid eucariota 2a (elF2a; Eukaryotic Initiation Factor 2a)
ala Ser® (p-elF2a). Aquesta fosforilacié atenua la traduccid global de proteines, disminuint la
sobrecarrega de proteines que entren al reticle i reduint la demanda de plegament. A més,
pelF2a permet la traduccié selectiva de I'ARNm que codifica pel factor 4 activador de la
transcripcid (ATF4, Activating Transcription Factor 4). L'ATF4 es trasllada al nucli, on activa els
gens de resposta a I'estres d'ER implicats en el plegament de proteines, la resposta antioxidant

i 'autofagia. PERK també fosforila el factor nuclear 2 (NRF2, Nuclear Factor (erythroid-derived
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2)-like 2), un factor de transcripcid involucrat en el control de gens antioxidants i proteines de

resposta a l'estres.

Si les respostes adaptatives no aconsegueixen restaurar I'homeostasi del plegament de les
proteines, la senyalitzacid UPR persisteix promovent finalment I'apoptosi. Mentre que una pausa
temporal en la traduccid de proteines deguda a la fosforilacié d'elF2a pot ser beneficiosa reduint la
carrega secretora, un bloqueig sostingut en la traduccioé és incompatible amb la supervivéncia. A
més, I'expressioé mantinguda d'ATF4 contribueix a la mort apoptotica, ja que augmenta els nivells del
factor de transcripcio de la proteina homologa a C/EBP (CHOP; (C/EBP homologous protein, també
coneguda com GADD153), la qual augmenta I'expressié de proteines apoptotiques com JNK (c-Jun
N-terminal kinase), i inhibeix I'expressid del gen que codifica per la proteina anti-apoptotica Bel-2. A
més, CHOP també promou la transcripcié de la proteina 34 d'arrest del creixement i induible per
danys a I'’ADN GADD34 (Growth Arrest and DNA damage-inducible protein 34) que desfosforila
elF2a i reverteix la inhibicid de la traduccid, contribuint a I'acumulacié de proteines mal plegades a
I'ER alhora que permet la traduccié d’ARNm que codifiquen per proteines pro-apoptotiques. De la
mateixa manera, una activacié mantinguda d'IRE1a indueix una massiva escissié d’ARNm per RIDD
promovent |'activacid de diverses proteines pro-inflamatories i pro-apoptotiques, com JNK. Aixi
doncs, lafase aguda de I'UPR funciona com a resposta adaptativa al'estres, ja que inicialment intenta
restaurar I'nomeostasi cel-lular, perd genera mort cel-lular si les funcions cel-lulars no es restableixen
(Figura 15) (Wang and Kaufman, 2014; Galluzzi et al., 2018; Hetz and Papa, 2018).
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Figura 15. Vies de senyalitzacié de la UPR. Sota condicions d'estrés de reticle, s'inicia la resposta de proteines mal
plegades (UPR) amb I'activacié de tres efectors, PERK, IRE1a i ATF6. L'activacié d'aquests sensors es déna per la
relocalitzacié de BiP de la membrana de I'ER al lumen, on s'associa amb les proteines mal plegades. El paper de la
UPR és restablir 'homeostasi de I'ER augmentant la capacitat de plegament de proteines, el transport i la degradacio
de proteines associada a I'ER (ERAD), alhora que atenua la sintesi de proteines i s'activa I'autofagia. Una activacié
prolongada de la UPR activa finalment I'apoptosi (Wang and Kaufman, 2014).
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L'estres de reticle és frequient en les malalties del cor i pot induir la UPR, reduint I'expressié de
proteines essencials, afectar negativament la funcid cel-lular i fins i tot conduir a la mort dels
cardiomiodcits en condicions d'estrés no controlades. EnI'infart de miocardi es pertorba I'homedstasi
de I'ER acumulant proteines mal plegades seguit de I'activacid de I'UPR. A més, |'aterosclerosi és
una conseguencia de I'acumulacié de proteines mal plegades per oxidacid excessiva de lipids i
acumulacid de grans quantitats d'esters de colesterol en macrofags. Farmacs que modulen
directament la UPR s'estan considerant eines prometedores pel tractament de malalties
cardiovasculars. Una de les estrategies que s’ha utilitzat és I'estabilitzacio i rescat de proteines mal
plegades mitjangant xaperones quimiques, que exerceixen un paper protector contra la hipertrofia i
lainsuficiencia cardiaca. No obstant, degut a que la UPR és un procés essencial per mantenir la funcié

cel-lular normal, cal una intervencié especifica i temporal dels sensors de la UPR (Zhang et al., 2019).

3.2 Autofagia

L'autofagia és un procés catabolic evolutivament conservat i altament regulat que té un paper
essencial en I'homeostasi cel-lular facilitant la degradacio lisosomal i el reciclatge de macromolécules
i organuls intracel-lulars (denominats carrega autofagica) en condicions fisiologiques. Aixi mateix,
I'autofagia és un procés adaptatiu que pot ser induit com a resposta a diferents senyals d'estrés,
incloent la privacid de nutrients, la hipoxia, I'estrés oxidatiu, I'estrés de reticle i infeccions, i té com a
funcié principal el control de qualitat de proteines i dels organuls, proporcionant aminoacids i acids
grassos per la sintesi d’ATP. A més, també regula la secrecié i el trafic intracel-lular (Hansen et al.,
2018). Aixi doncs, actua com a mecanisme primari de supervivéncia, reciclant material citoplasmatic
per la produccié d'energia o per al'eliminacié de proteines o molécules que puguin causar algun tipus
de dany a la céllula. Al sistema cardiovascular, I'autofagia esta implicada en el correcte
funcionament de virtualment totes les cel-lules que el composen i s'"ha demostrat que multiplicitat de

situacions patologiques cursen amb alteracions del flux autofagic (Lavandero et al., 2015).

Es distingeixen tres tipus d'autofagia; la microautofagia, en la que els components citoplasmatics
son segrestats directament pel lisosoma mitjangant la invaginacié de la membrana lisosomal i
degradats per hidrolases acides; I'autofagia regulada per xaperones, que es caracteritza per la unidé
de proteines que contenen una seqlencia KFERQ amb la xaperona citoplasmatica HSC70 (Heat
Shock Cognate 70kDa protein), que és I'encarregada de promoure la translocacid dels substrats a
través de les membranes fins al lumen del lisosoma mitjancant la interaccié amb la proteina LAMP2A
(Lysosomal Associated Membrane Protein 2A) (Kaur and Debnath, 2015), i la macroautofagia
(comunament anomenada autofagia), que implica la formacié de vesicules de doble membrana
anomenades autofagosomes, que rodegen i inclouen el material a degradar, i que es fusionen amb
els lisosomes per formar autofagolisosomes, on la carrega és degradada per hidrolases acides i

proteases lisosomals (Chen and Klionsky, 2011). Els productes degradats, que inclouen sucres,

30



Introduccid | 31

nucleotids, aminoacids i acids grassos poden ser transportats de nou al citoplasma i ser utilitzats en

el metabolisme cel-lular, proporcionant fonts d'energia a la cél-lula (Galluzzi et al., 2015).

El procés autofagic esta regulat per una serie de gens especifics relacionats amb I'autofagia (ATG)
que codifiquen per proteines que regulen I'inici i la maduracié dels autofagosomesii la fusid d'aquests
amb els lisosomes per formar els autolisosomes. Les ATGs es troben formant varis complexos; el
complex d'iniciacio de la quinasa 1 de tipus Unc-51 (ULK1), el complex de nucleacié PI3K de classe
[1l, el complex d'unié del fosfatidilinositol 3-fosfat (PI3P), i els sistemes de conjugacié d'ATG12iLC3.
Els efectors principals de I'autofagia son la serina/treonina quinasa mTOR (mammalian Target Of
Rapamycin), que la regula negativament, i la quinasa activada per AMP (AMPK, AMP-activated

protein kinase), que la regula positivament (Hansen et al., 2018; Sciarretta et al., 2018).

3.2.1 Mecanisme autofagic

En el procés autofagic es poden diferenciar quatre fases: 1) la iniciacid, Il) la nucleacid i formacié del
fagofor, lll) I'expansid del fagofor i el segrest de la carrega citoplasmatica, i 1V) la fusid de

I'autofagosoma amb un lisosoma i degradacio de la carrega (Figura 16).

i Be @
nucleation Beclin LY Lysosome
complex

P|3Kl|{@1s 5

(1) Autophagy (2) Membrane nucleation  (3) Phagophore

B i Y initiation and phagophore expansion
(AMPK £ | =
\7_7/ ormation 2
4 14 e
TSy LT ( 'Oty e 5

T U \© o

TOR\ o Isolation J N = . :
w<m 5 g;ﬁl)fgitlatlorw membrane Phagophore Autophagosome (@) Fusion with Autolysosome (5) Degradation
- RER | X ‘ the lysosome

—
@IQQ ) I Membrane-bound

Delivery of lipids mlPls and
in ATG9-containing

LIR
vesicles @Athop)hagy
ATG12 receptor
conjugation

system

LC3
conjugation
system

PI3P-binding
complex

Figura 16. El procés de la macroautofagia. mTOR i AMPK son els principals reguladors de |'autofagia, amb mTOR
actuant com inhibidor i AMPK com a activador. Quan s'indueix |'autofagia, el material citoplasmatic (carrega) és
envoltat per una doble membrana, a partir de la formacié d'una estructura anomenada fagofor fins al segrest en
vesicules de doble membrana, els autofagosomes, que posteriorment es fusionen amb lisosomes formant
autolisosomes, on la carrega és degradada. L'autofagia és un procés de varis passos, que inclouen (1) iniciacid, (2)
nucleacié de membrana i formacio del fagofor, (3) expansio del fagofor, (4) fusié amb el lisosoma i (5) degradacid, i
estan regulats per les proteines relacionades amb I'autofagia (ATGs). Les ATGs es troben formant varis complexos:
el complex d'iniciacid de la quinasa 1 de tipus Unc-51 (ULK1), el complex PI3K de classe Ill de nucleacié i el complex
d'unié del fosfatidilinositol 3-fosfat (PI3P), que dirigeix la distribucié de la maquinaria que permet la formacio de
|'autofagosoma iinclou els sistemes de conjugacié d'ATG12ide LC3 (Hansen et al., 2018).

I. Iniciacid: La formacié de I'autofagosoma s'inicia amb la generacié d'una membrana d'aillament
(fagofor) que s'origina a partir de membranes del reticle endoplasmatic, de I'aparell de Golgi,

dels mitocondris i membrana plasmatica. La iniciacid del fagofor és promoguda pel complex
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d'iniciacié ULK, que esta format per ULK1/2, ATG13, FIP200 (FAK family-interacting protein of
200 kDa) i ATG101. mTOR és I'efector principal de I'autofagia, i quan esta actiu és capag
d'inhibir I'autofagia mitjancant la interaccié amb el complex ULK i la fosforilacié directa de la
proteina ULK1. En canvi, una inhibicié de mTOR produeix la seva dissociacié del complex ULK,
produint un canvi en la fosforilacié d'ULK1 i la seva activitat catalitica. Aquesta activacié
produeix la fosforilacié d'ATG13 i FIP200 i consequientment I'inici de I'autofagia (Dikic and
Elazar, 2018; Sciarretta et al., 2018).

. Nucleacid i formacid del fagofor: El complex de nucleacié PI3K de classe lll esta format per

Beclin1, ATG14L, VPS34 (Vacuolar Protein Sorting 34)i VPS15 (Vacuolar Protein Sorting 15) i
és I'encarregat d'iniciar el procés de nucleacié. ULK1 fosforila Beclin1 activant aixi el complex,
el qual és fonamental per a la formacid del nou autofagosoma. VPS34 genera PI3P a partir de la
fosforilacié de fosfatidil inositol (PI), necessari per la nucleacid i el creixement del fagofor, i la
seva activitat requereix de VPS15. El PI3P promou la translocacié de multiples proteines de
I'autofagia al lloc de formacié del fagofor, com DFCP1 (Double FYVE-Containing Protein 1) i
WIPI1 (WD repeat domain Phosphoinositide-interacting protein 7) que son proteines efectores
essencials per a la iniciacid de la nucleacid de la doble membrana de la vesicula (Kroemer et al.,
2010; Kim and Lee, 2014). La proteina amb funcié antiapoptotica Bel-2 (B-cell lymphoma 2),
és un important regulador negatiu de I'autofagia mitjangant la interaccid entre els seus dominis
BH3 i els de Beclin1, i inhibint conseqlientment I'autofagia (Ravanan et al., 2017; Dikic and
Elazar, 2018).

Expansid del fagofor: Durant I'expansid, el fagofor segresta la carrega autofagica, madura i es

tanca. L'elongacio i el tancament de l'autofagosoma es produeixen mitjancant diverses
proteines ATG, que es divideixen en dos sistemes de conjugacid, el sistema de conjugacio
d'ATG12 i el sistema de conjugacio de LC3. El sistema de conjugacié d'ATG12 implica altres
membres com ATG7 (com a enzim E1), ATG10 (com a enzim E2) i ATG16L i forma el complex
multiméric ATG12-ATG5-ATG16L. ATG12 es conjuga a ATG5 mitjangant I'accié d'ATG7 i
ATG10, i s'uneix no covalentment a ATG16L. Aquest complex permet la correcta curvatura i
allargament del fagofor i té funcid lligasa E3 essencial per la lipidacié de LC3 (microtubule-

associated protein 1 light chain 3) mitjancant la seva conjugacio a la fosfatidiletanolamina (PE).

El sistema de conjugacié LC3 inclou ATG4 (una proteasa), ATG7 (comaenzimE1) i ATG3 (com
aenzim E2). Es ddna per accions sequiencials, primer ATG4 talla pro-LC3 a LC3-I (la forma lliure
difusa), i posteriorment actuen ATG7 i ATG3 per conjugar la PE a LC3, generant la forma
lipidada de LC3 coneguda com LC3-Il. LC3-II s'associa de forma estable a les membranes dels
autofagosomes (tant a la superficie interna com en I'externa), promovent |'expansié del fagofor

i facilitant el reclutament de la carrega autofagica, ja que interacciona amb els receptors de
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carrega autofagica amb domini d'interaccié amb LC3 (LIR; LC3-interacting region) (Ravanan et

al., 2017, Dikic and Elazar, 2018).

IV. Fusid i degradacid: La unié de les proteines i organuls gue son inclosos als autofagosomes per

a ser degradats és facilitada per receptors i proteines adaptadores, com el sequestosoma-1
(SQSTM1 o p62; Sequestosome-7) que s'expressa de forma constitutiva i conté un domini
d'unid ala ubiquitina per segrestar proteines ubiquitinades i una regié d'interaccié a LC3 (domini
LIR) per alliberar proteines segrestades. Altres proteines adaptadores com NBR1 (Next to
BRCAT gene 1 protein)i ALFY (Autophagy-linked FYVE-domain containing protein) funcionen
com a pont entre el LC3-Il ancorat a la membrana interna de I'autofagosoma i les proteines o

agregats a ser degradats.

Els autofagosomes madurs es fusionen amb els lisosomes per formar autofagolisosomes (o
autolisosomes), on tot el contingut és degradat per I'accid dels enzims lisosomals. El contingut
degradat torna al citosol mitjangcant permeases, de manera que els productes resultants sén
reincorporats al metabolisme cel-lular. Aixi doncs, juntament amb la carrega, també son
degradades les proteines adaptadores i la fraccid de LC3-Il que es troba localitzada a la
membrana interna de I'autofagosoma. Per contra, la fraccié de LC3-Il que es troba a la part

externa és reciclada (Ravanan et al., 2017; Dikic and Elazar, 2018; Sciarretta et al., 2018).

3.2.2 Autofagia selectiva

Inicialment es pensava que |'autofagia era una via de degradacid no selectiva, no obstant, actualment
se sap que hi ha dos tipus d'autofagia, la no selectiva i la selectiva. En resposta a la privacié de
nutrients, I'autofagia no selectiva s'activa per proporcionar a les ceél-lules aminoacids i nutrients
essencials per a la seva supervivéncia. En canvi, I'autofagia selectiva es produeix per eliminar
especificament organuls danyats o en excés, o bé proteines agregades i que té lloc fins i tot en
condicions riques de nutrients. L'autofagia selectiva pot eliminar estructures cel-lulars concretes,
com mitocondris danyats (mitofagia), reticle endoplasmatic (er-fagia), agregats proteics (agrefagia),

peroxisomes (pexofagia), lisosomes (lisofagia), entre d'altres.

L'autofagia selectiva es desenvolupa gracies a I'accié d'adaptadors autofagics que sén capagos de
reconeixer senyals en la carrega autofagica. En mamifers, es troben freqiientment marcats amb
ubiqitina. Els adaptadors solen tenir un domini d'unid a la ubiquitina (UBD) i un domini d'interaccio
amb LC3 (LIR), el qual facilita la unié a LC3. Com a resultat, aquests adaptadors actuen com a ponts
que incorporen les proteines marcades amb ubiqitina (Ub) a les vies de degradacié autofagica
(Dikic and Elazar, 2018).

La mitofagia és crucial per al control de qualitat mitocondrial i la supervivéncia cel-lular. La mitofagia

s'activa durant I'estrés, permetent I'eliminacid dels mitocondris danyats i esta estretament acoblada

33



34 | Introduccid

a la biogénesi mitocondrial, de manera que els mitocondris eliminats sén reemplagats continuament

per mitocondris nous. Hi ha dues vies de senyalitzacié que controlen la mitofagia, la via PINK1/Parkin

i la mitofagia regulada per receptors (Figura 17).

»

»

Via PINK1/Parkin: PINK1 (PTEN-induced kinase 7) és una serina/treonina quinasa que, en

condicions fisiologiques, és transportada a la membrana mitocondrial interna i seguidament
degradada pel proteasoma. En mitocondris danyats, es produeix una disminucié del potencial
de membrana que condueix a |'estabilitzacié de PINK1 a la membrana mitocondrial externa.
PINK1 s'activa mitjangant autofosforilacid que altera la conformacio de Parkin, promovent el
seu reclutament a la superficie mitocondrial i desencadenant la seva activitat Ub lligasa E3
mitjangant la seva fosforilacié i de la ubiquitina. Parkin poli-ubiquitinitza les proteines
mitocondrials, i les cadenes de poli-ubiquitina sén fosforilades per PINK1 que servira com a
senyal per a la maquinaria autofagica. Les proteines adaptadores, p62, NDP52 (Nuclear Dot
Protein 62) i OPTN (Optineurin), reconeixen les cadenes de poli-Ub fosforilades de les
proteines mitocondrials a través dels dominis UBD i inicien la formacié de I'autofagosoma

mitjangant la interaccid directa amb LC3 amb els seus dominis LIR.

La via PINK1/Parkin intervé en el control de qualitat mitocondrial, ja que, PINK1 desencadena
I'activitat de DRP1 promovent la fissié mitocondrial i permetent la degradacié autofagica. A
més, existeix el recanvi de MFN depenent de Parkin, que evita la fusié mitocondrial permetent
I'aillament de mitocondris defectuosos. PINK1 fosforila MFN2 permetent la seva associacid
amb Parkin, interrompent els llocs de contacte ER-mitocondri, separant els organuls danyats i

facilitant-ne I'eliminacié (Fivenson et al., 2017; Dikic and Elazar, 2018; Palikaras et al., 2018).

Mitofagia regulada per receptors: Els receptors de mitofagia NIX (Mjp3-like protein X), BNIP3

(BCLZ interacting protein 3)i FUNDC1 (FUNT74 domain-containing protein 7)es localitzen a la
membrana mitocondrial externa i interaccionen directament amb LC3 per regular I'eliminacio
dels mitocondris. S'ha demostrat també que la cardiolipina i la prohibitina 2 (PHB2), que sén
proteines que es troben a la membrana mitocondrial interna, sén exposades al citosol i
interaccionen amb LC3 a través dels seus dominis LIR, actuant com a proteines adaptadores
i promovent la formacié de I'autofagosoma. NIX i BNIP3 sén proteines amb un domini BH3, i
son fosforilats per PINK1 augmentant la seva afinitat per LC3 a través dels seus dominis LIR,
suggerint una relacié entre la via PINK1/Parkin i els receptors. A més, aquests receptors
interfereixen en la dinamica mitocondrial promovent la fissid reclutant DRP1 a la superficie
mitocondrial, i associant-se amb OPA1 per inhibir la fusid mitocondrial. En condicions
d'hipoxia, HIF1 (Hypoxia-Inducible Factor-7) regula els nivells de NIX, BNIP3 i FUNDC1
promovent la seva expressié per afavorir lamitofagia (Fivenson et al., 2017; Gkikas et al., 2018;
Palikaras et al., 2018).
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Figura 17. La mitofagia. En mitocondris danyats, PINK1 s’estabilitza a la membrana externa on promou el reclutament
de Parkin mitjangant una serie de fosforilacions tant de Parkin com de la ubiqiitina. Al seu torn, Parkin desencadena
la poliubiqitinitzacid de diverses proteines de la membrana mitocondrial externa. Les proteines poli-Ub sén
reconegudes per molécules adaptadores, com sén p62, OPTN i NDP52, promovent el seu reconeixement de LC3ila
formacié de I'autofagosoma. La mitofagia regulada per receptors es basa en diverses proteines de la membrana
mitocondrial externa, en concret NIX, BNIP3 i FUNDC1. També PHB2 i la cardiolipina serveixen com a receptors
mitofagics una vegada s'exposen al citosol i recluten LC3 a través dels seus motius LIR (Gkikas et al., 2018).

Es sap que el control de qualitat mitocondrial és fonamental per I'hnomeostasi cardiaca i per evitar
I'envelliment i el desenvolupament de malalties cardiagues. Diversos estudis han demostrat que la
interrupcié de proteines autofagiques té conseqieéncies greus per al cor, tant en condicions basals
com enresposta a l'estrés. S'ha demostrat que la mitofagia regulada per Parkin és cardioprotectora
després d'un infart de miocardi, ja que la interrupcié de Parkin provoca I'acumulacié de mitocondris
disfuncionals i es correlaciona amb una supervivéncia reduida. En un estrés com la isquémia-
reperfusio, es produeix la inhibicié de la mitofagia provocant una acumulacié de mitocondris danyats
i la pérdua de cardiomiocits. A més a més, I'envelliment s'associa generalment amb una autofagia
reduida al cor, provocant I'acumulacié de mitocondris disfuncionals i una major susceptibilitat a
I'estrés. Molts dels components de I'autofagia redueixen els seus nivells amb |'edat, contribuint a una
autofagia reduida. Degut a aix0, es va veure que la sobreexpressié d'Atg5 era protector activant
I'autofagia i allargant la vida. La sobreexpressié de Parkin, PINK1 i BNIP3 també resulten en una

funcid contractil miocardica millorada i una vida més llarga (Moyzis and Gustafsson, 2019).

3.3 Apoptosi

L'apoptosi és un procés de mort cel-lular programada conservat evolutivament i és essencial per a

I'homeostasi de |'organisme. Es desencadena en resposta a un estrés cel-lular fisiologic o patologic,
permetent I'eliminacié de cél-lules malmeses i es caracteritza pel manteniment de les membranes
cel-lulars intactes permetent la seva eliminacié per fagocitosi. Primer té lloc una fase d'iniciacio, que

pot ser via mitocondrial (via intrinseca) o via mitjangant receptors de mort (via extrinseca), i
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posteriorment, les dues vies convergeixen en una segona fase d'execucid caracteritzada per
I'activacid de les caspases, Ultimes responsables de les caracteristiques morfologiques d'aquesta
mort apoptotica (Figura 18). Les caracteristiques morfologiques de I'apoptosi son una reduccié del
volum cel-lular, la condensacié de la cromatina, la fragmentacié nuclear i de I'ADN, el trencament
especific de proteines cel-lulars i la formacié de cossos apoptotics. Finalment, té lloc la fase
d'eliminacid, en la qual els macrofags fagociten els cossos apoptotics sense activar una resposta

inflamatoria (Kroemer et al., 2009; Ichim and Tait, 2016; Kiraz et al., 2016).

Les caspases son cistein-proteases i es classifiquen en caspases iniciadores, que sén les Caspases
8i9isdn les que inicien el procés, i caspases executores, que son les Caspases 3, 6i7 i son els
efectors apoptotics. Les caspases iniciadores s'activen a partir de procaspases inactives i activen les
caspases executores, que inicien una cascada d'esdeveniments que promouen la fragmentacio de
I'ADN a partir de I'activacié d'endonucleases, I'eliminacié de proteines nuclears i del citoesquelet,

I'expressid de lligands per a cél-lules fagocitiques i la formacié de cossos apoptotics (D'Arcy, 2019).

» Via extrinseca: S'inicia amb |'activacié de receptors de mort transmembrana, que mitjancant
la unid del seu lligand pateixen un canvi conformacional que inicia la cascada de senyalitzacid.
Els principals receptors de mort sdon CD95 o Fas (el seu lligand és CD95L o FasL), TNFR
(Tumor Necrosis Factor Receptor)i els receptors de mort de TRAIL (7TNF-Related Apoptosis
Inducing Ligand).La unid del lligand amb el receptor forma un complex on s'uneixen molécules
adaptadores citosoliqgues com FADD (Fas-Associated Death Domain Protein), mitjangant els
seus dominis de mort permetent el reclutament de la procaspasa-8. La Caspasa 8 s'activa per
processament proteolitic i activa a les Caspases 3 i 7, que inicien els esdeveniments que

conduiran a la mort apoptotica.

» Viaintrinseca: Diferents estimuls de mort produeixen canvis en la membrana mitocondrial que
provoquen |'obertura del porus mitocondrial de permeabilitat transitoria (mPTP; mitochondrial
Permeability Transition Pore), la pérdua del potencial de membrana i I'alliberament de
proteines pro-apoptotiques al citosol, com el citocrom C, el factor inductor de I'apoptosi (AlF;
Apoptosis-inducing Factor) i I'endonucleasa G (EndoG). El citocrom C s'uneix a la proteina
citosolica Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor-7), que té un domini de reclutament i
activacié de caspases CARD (Caspase Activation and Recruitment Domain) on la Caspasa 9
és reclutada i activada. El complex citocrom C/Apaf-1/Caspasa 9 s'anomena apoptosoma, i
recluta i activa la Caspasa-3, la qual processa proteoliticament substrats especifics produint

canvis cel-lulars i bioquimics tipics de I'apoptosi.
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Figura 18. Via extrinsecai intrinseca de |'apoptosi. En la via extrinseca, la unié del lligand amb el seu receptor de mort
activa les caspases iniciadores (Caspasa 8 i 10) mitjangant la uni6é de proteines adaptadores com FADD. Les
Caspases 810 activen les Caspases 3 i 7, promovent |'apoptosi. La via intrinseca és induida per estressos com dany
al'ADN, estres d'ER, hipOxia o estrés metabolic i provoquen |'activacid de proteines BH3-only, que alavegada activen
les proteines pro-apoptotiques Bax i Bak, les quals desencadenen la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial
permetent I'alliberament de SMAC i citocrom C al citosol. El citocrom C interacciona amb Apaf-1 formant
I'apoptosoma que activa la Caspasa 9. Aquesta, al seu torn, activa les Caspases 3i 7 donant lloc a I'apoptosi. SMAC
facilita I'apoptosi inhibint a XIAP, que és un inhibidor de I'apoptosi (Ichim and Tait, 2016).

Tots aquests esdeveniments sén regulats principalment per la familia de proteines Bcl-2, que poden

actuar com a pro-apoptotics o anti-apoptotics (Kiraz et al., 2016).

En el context del miocardi, la via de senyalitzacié per apoptosi esta implicada en el correcte
desenvolupament embrional del cor tant influenciant la diferenciacié dels cardiomiocits (Putinski et
al., 2013) com, segons ha demostrat el nostre grup, la seva proliferacié (Cardona et al., 2015).
Malgrat la creenga que estava implicada en la mort del miocardi en diverses patologies (Foo et al.,
2005), el nostre grup ha contribuit a demostrar que la mort dels cardiomiocits diferenciats no implica
I'activacio de caspases (Inserte et al., 2016) ja que es troben silenciades en el miocardi diferenciat
(Bahi et al., 2006). Tot i aix0, |'apoptosi afecta a altres tipus cel-lulars implicats en la lesié cardiaca

durant la isquemia/reperfusié (Davidson et al., 2020)
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3.3.1 Familia Bcl-2

Els membres de la familia Bcl-2 son els principals reguladors del procés apoptotic i determinen la
integritat de la membrana mitocondrial. Es divideixen en tres subfamilies; membres anti-apoptotics
(Bcl-2, Bel-X,, Bel-w, MCL-1i BFL-1), membres pro-apoptotics (Bax i Bak), i membres de la familia
"BH3-only” (com Bid, Bim, Puma i Noxa). Els membres anti i pro-apoptotics posseeixen quatre
dominis homolegs conservats (BH1-4), amb el domini BH3 com a domini de mort (Figura 19). Els
membres " BH3-only” sén un subconjunt de proteines pro-apoptotiques que nomeés s'activen en
condicions d'estres, i quan son actives, inactiven els membres anti-apoptotics mitjangant una unié
que promou I'activacié dels membres pro-apoptotics (Bax i Bak), que permetran |'alliberament del
citocrom C mitjangant la permeabilitzacid de la membrana mitocondrial i promovent la via intrinseca

de I'apoptosi (Kiraz et al., 2016; Gross and Katz, 2017).
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Figura 19. Classificacié de la familia Bcl-2. Els membres de la familia Bcl-2 es divideixen en anti-apoptotics, pro-
apoptotics, i una subfamilia de membres pro-apoptotics “BH3-only”. A la figura estan representats els dominis
d’homologia (BH) compartits i conservats i les regions transmembrana (TM). Els cercles negres mostren funcions
alternatives dels membres de la familia Bcl-2 (Gross and Katz, 2017).

Tots els membres de la familia Bcl-2 comparteixen funcions tipiques, es dimeritzen amb altres
membres de la familia Bcl-2, contribueixen a la regulacié de I'homeostasi mitocondrial mitjangant

proteines d'unid i a la formacié del porus mitocondrial.

El nostre grup va demostrar que els fibroblasts cardiacs expressen nivells elevats de Bcl-2, proteina
que els confereix resisténcia a |'apoptosi induida durant la isquémia. Bcl-2 exerceix el seu efecte

protector mitjangant la inhibicié de I'alliberament del citocrom C (Mayorga et al., 2004). Aquells
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resultats suggerien que Bcl-2 pot ser un factor clau per regular la supervivencia dels fibroblasts

cardiacs i per tant, regular la formacié de la cicatriu i la remodelacid cardiaca.

3.3.1.1 Funcions no apoptotiques dels membres de la familia de Bcl-2

Diversos estudis han demostrat que membres de la familia Bcl-2, com Bax i Bak, regulen la dinamica
mitocondrial sota estimuls apoptotics i no apoptotics mitjangant la interaccié amb DRP1 en el procés
de fissié mitocondrial o amb MFN1/2 en el procés de fusié mitocondrial (Karbowski et al., 2006;
Cleland et al., 2011).

Bcl-X. es localitza a la membrana mitocondrial interna i interacciona amb I'’ATP sintasa i és important
per al manteniment del potencial de membrana mitocondrial, ja que s'ha demostrat que impedeix la
fuita de protons modulant directament I'ATP sintasa i permet I'augment de produccié d'ATP en

situacions d'increment de la demanda energética (Alavian et al., 2011).

Perciavalle et al suggereixen que la delecié de MCL-1 resulta en nombrosos defectes mitocondrials,
com crestes mitocondrials desorganitzades, perdua de la xarxa mitocondrial tubular, disminucid de
I'activitat enzimatica del complex |, Il i lll de la cadena de transport electronic, disminucid de la
formacié de supercomplexos respiratoris i disminucid dels nivells d'ATP i de consum d’oxigen

(Perciavalle et al., 2012).

En la resposta de proteines mal plegades, IRE1a promou l'apoptosi en Ultima instancia amb
I'activacié de JNK que fosforila i inhibeix les funcions anti-apoptotiques de Bcel-2 i Bel-X.. En canvi,
Bax i Bak s'uneixen a IRE1a per modular I'amplitud de la seva senyalitzacié. En conjunt, la via UPR
esta modulada per membres de lafamilia Bcl-2 davant de danys cel-lulars irreversibles amb I'objectiu

d'una resposta adaptativa (Hetz, 2006; Chonghaile et al., 2015).

EnI'autofagia, Beclin1 té un domini funcional BH3, de manera que els membres anti-apoptotics com
Bcl-2, Bcl-X., Bel-w i MCL-1 poden unir-se a Beclin1 i impedir que formi el complex d'inici, actuant
com a reguladors negatius. No obstant, les proteines “ BH3-on/y' com Bad, BNIP3 i Noxa promouen
I'autofagia a I'alliberar Beclin1 del complex anti-apoptotic inhibidor. BNIP3 promou la mitofagia a
I'actuar com a receptor de LC3 i també promou I'activacié de PINK1. No obstant, la mitofagia és
inhibida per les proteines anti-apoptotiques que s'uneixen i impedeixen la translocacid de Parkin,
perd pot ser neutralitzat per proteines “BH3-only” com Bad, Bim, Noxa i Puma. Aixi doncs, la
senyalitzacié pro-apoptotica estimula la mitofagia com a mecanisme protector contra la péerdua de

la funcié mitocondrial (Pattingre et al., 2005; Levine et al., 2008; Gross and Katz, 2017).
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3.4 Relacioé entre UPR, autofagia i apoptosi

Quan una cel-lula detecta senyals d'estrés, aquesta respon o bé adaptant-se a l'estres, o bé induint
la mort cel-lular. La cél-lula activa un mecanisme de supervivéncia com a resposta adaptativa, pero
quan els mecanismes adaptatius no aconsegueixen restablir I'nomeostasi cel-lular, la cél-lula acaba
sofrint la mort mitjangant I'apoptosi o altres tipus de mort cel-lular programada. Com s’ha explicat en
I'apartat 3.1, quan la cel-lula experimenta estrés de reticle, activa la UPR per tal d'eliminar
I'acumulacié de proteines mal plegades mitjancant els sensors PERK, IRE1a i ATF6, pero és una
resposta adaptativa limitada a un estrés de curt termini. Quan I'estrés d'ER no es resol activant la
UPR, la cél-lula utilitza I'autofagia com a mecanisme de supervivencia per degradar les proteines mal

plegades, perd sil'estrés d'ER és sostingut en el temps s’acaba induint I'apoptosi.

En diversos models cel-lulars s'ha demostrat que ATF4 (activat per PERK) indueix I'autofagia
regulant transcripcionalment gens com ATG7, ATG10i ATG5, no obstant, també pot induir I'apoptosi
mitjangant la degradacié de I'inhibidor de I'apoptosi XIAP (X-/inked inhibitor of apoptosis protein) i
promovent I'activacid de CHOP en un estres prolongat. CHOP promou I'apoptosi activant BIM i
disminuint I'expressié de Bcl-2. Bcl-2 protegeix de I'estrés de reticle disminuint els nivells de Ca?*
mitjangant la interaccié amb els receptors d'inositol 3-fosfat (IPsR) i es troba unit a Beclin1 regulant
negativament I'autofagia. A més, s'uneix als membres pro-apoptotics, inhibint-los i evitant I'obertura
del porus mitocondrial, no obstant la seva inactivacié augmenta la susceptibilitat a I'apoptosi, degut
aque no s'uneix a BaxiBak, i al'alliberament de Ca?* de I'ER. BIM inicia la via intrinseca de |'apoptosi
activant Bax i Bak, induint I'obertura del porus mitocondrial i permetent |'alliberament del citocrom C.
CHOP també indueix ERO1a que activa els receptors IPs, afavorint I'alliberament de Ca?* als

mitocondris i promovent I'apoptosi.

IRETa actiu forma un complex amb TRAF2 ( 7Tumor necrosis factor receptor-associated factor-2) i
ASK1 (Apoptosis signal-regulating kinase-1), que activen la via de JNK que pot promoure I'autofagia
o I'apoptosi. En les fases inicials de I'estrés d'ER, la fosforilacié de Bcl-2 mediada per JNK promou la
dissociacio del complex Bcl-2/Beclin1 promovent |'autofagia. Tanmateix, I'activacié sostinguda de
JNK acaba promovent I'apoptosi per la inactivacié de Bcl-2. A més, XBP-1 promou |'autofagia
mitjangant |'activacié transcripcional de Beclin1. L'alliberament de Ca?* de I'ER al citosol estimula la
via dependent de CaMKK/AMPK, ja que I'activacio d'AMPK inhibeix mTOR induint I'autofagia. No

obstant, I'alliberament de Ca?* sostingut acaba promovent I'apoptosi (Figura 20).

En resum, un cert grau d'autofagia pot eliminar les proteines mal plegades i, per tant, reduir I'estres
de reticle. Tanmateix, I'activacid excessiva de |'autofagia induida per una llarga durada de I'estrés
pot acabar provocant apoptosi. Aixi doncs, els efectes de I'autofagia induida per I'estrés d'ER en la
supervivencia cel-lular son diferents i té un doble paper de supervivéncia o mort, que pot dependre

de laduradailaintensitat de I'estres de reticle (Ravanan et al., 2017; Song et al., 2017).
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Figura 20. Model esquematic de la relacié entre la UPR, I'autofagia i I'apoptosi. Quan una cél-lula pateix estrés de
reticle, activa la via UPR per eliminar les proteines mal plegades. Sil'acumulacid de proteines supera la capacitat de
la UPR, segons l'impacte de I'estrés, la cél-lula activa I'autofagia, com a mecanisme de supervivéncia, o |'apoptosi,
com a mecanisme de mort cel-lular. La molécula clau entre aquests dos mecanismes és Bcl-2, que és fosforilada per
dissociar-se de Beclin1 i promoure |'autofagia, o bé CHOP disminueix els nivells de Bcl-2 i es tradueix en I'activacié
de membres pro-apoptotics que condueixen a I'apoptosi (Ravanan et al., 2017).

3.5 Vies de senyalitzacio cel-lular que promouen supervivencia
3.5.1 ViesRISKiSAFE

Estudis recents han demostrat que en la senyalitzacié cardioprotectora, s'activa una cascada de
senyalitzacié intrinseca per a la supervivencia que implica dues vies principals: la via RISK
(Reperfusion Injury Salvage Kinase), en la que participen les kinases PI3K (Phosphatidylinositol 3-
kinase), Akt/PKB, ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase), i GSK-3B (Glicogen Synthase
Kinase-30), i la via SAFE (Survivor Activating Factor Enhancement) en la que hi participa TNF-a
(7umor Necrosis Factor-a)i STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription-3) (Kalakech
etal., 2014).

La via RISK implica la combinacié de dues cascades de senyalitzacio paral-leles; la via PI3K/Akt i la
via MEK1/ERK1/2. La via RISK doncs, es refereix a un grup de proteines quinases promotores de
supervivéncia que confereixen cardioproteccid degut a la inhibicid de I'obertura del porus

mitocondrial. L'activacié de receptors acoblats a proteines G inicia cascades de senyalitzacio
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intracel-lular incloent PI3K/Akt i ERK. La unid de factors de creixement a receptors tirosina-quinasa
(RTK) promou la fosforilacié de lipids de membrana, a través de la fosfatidil inositol-3 quinasa (PI3K),
que actuen reclutant quinases a la membrana. L'activacié de PI3K promou la formacié de PIP;
(bhosphatidy! inositol (3,4,5)-triphosphate) que son llocs d'unié per a PDK1 (phosphoinositide-
dependent kinase 7)i Akt/PKB. El reclutament de la proteina Akt a la membrana plasmatica, permet
a PDK1 accedir i fosforilar la Thr°8, donant lloc a l'activacié d'Akt/PKB. A més, Akt/PKB també pot
ser fosforilada en altres aminoacids pel complex mTORC2. La fosforilacié d'Akt indueix la fosforilacié
de diverses proteines diana modificant la seva funcié per tal de promoure supervivéncia, proliferacio
i moltes altres funcions biologiques relacionades amb el metabolisme. A més dels seus rols al
citoplasma, s'ha descrit la preséncia d'Akt fosforilat al mitocondri que indueix la fosforilacid i

inactivacié de GSK-3p, inhibint I'obertura del porus mitocondrial (Abeyrathna and Su, 2015).

En paral-lel, I'activacié de MEK1 fosforila i activa a ERK1/2 provocant, entre d'altres esdeveniments,
la seva translocacié al mitocondri on inhibeix I'obertura del porus mitocondrial mitjangant la
inactivacid de GSK-3 (Brooks and Andrews, 2013). Altres dianes de la via RISK sén enzims com la
quinasa p70S6, eNOS (endothelial nitric oxide synthase)ila proteina quinasa C (PKC). A més, també
fosforila i inactiva Bad, Bax, Bim i les caspases, bloguejant en Ultima instancia I'obertura del porus

mitocondrial (Lecour, 2009).

Una altra via de senyalitzacié important que s'activa durant la isquémia i la isquémia/reperfusio al cor
és la via SAFE, en la que participen les quinases JAK (Janus Kinase)i les proteines STAT (Signal
Transducer and Activator of Transcription). Les JAK sén una familia de tirosina quinases que
s'associen als receptors de membrana i tenen un paper important en la transduccié de senyals del
citosol al nucli. La unié de diferents tipus de factors extracel-lulars, incloent citocines, interferd,
hormones i factors de creixement, als seus receptors de membrana, promou la seva agregacio, unié
i activacio per fosforilaciéd creuada de membres de la familia JAK que, al seu torn activaran per
fosforilacid els membres de la familia STAT que es dirigeixen a nucli on regulen I'expressio de gens
implicats en el control del desenvolupament i I'homeostasi cel-lular. La combinacié del tipus de
receptor activat, amb els particulars membres JAK i STAT reclutats en la cascada de senyalitzacio
dirigiran una resposta especifica per part de la cel-lula (Figura 21). La familia de proteines STAT
consta de set membres: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATS5b i STATG. Aixi doncs, la
via JAK/STAT té un paper crucial en |'expressio de gens sensibles a I'estrés (Lecour, 2009) pero
també esta implicada en respostes fisiologiques, com en la resposta immune, desenvolupament,

supervivencia, proliferacio, entre d'altres (Salas et al., 2020).
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Figura 21. Diferents vies de senyalitzacid intracel-lular regulades per la familia de tirosina quinases JAK. JAKi STAT
utilitzen segons missatgers per transmetre informacié extracel-lular al nucli per modificar I'expressié genica i les
respostes cel-lulars. La senyalitzacid per la via canonica JAK-STAT s'inicia amb la unié d'un lligand al receptor, donant
com a resultat I'autofosforilacid i/o transfosforilacié de JAKs i dels residus tirosina del receptor. L'activacié de JAK
indueix canvis conformacionals que porten els JAKs associats a cada subunitat del receptor molt proxims I'un de
|'altre, provocant una série de posteriors fosforilacions que resulten en la fosforilacid, dimeritzacid i activacié de
proteines STAT. Segons el lligand i el receptor, s'activen diferents combinacions de JAKs i STATs amb un alt grau
d'especificitat. Els STAT homodimeritzats o heterodimeritzats es transloquen al nuclii regulen la transcripcid de gens
modulant respostes implicades en la supervivéncia, proliferacid i metabolisme (Salas et al., 2020).

En particular, STAT3 té un paper crucial en el desenvolupament, la resposta de fase aguda, la
inflamacid cronica, I'autoimmunitat i el metabolisme. Pot ser fosforilat a dos llocs, la Tyr’% i la Ser’?’.
La fosforilacio a la Tyr’°® comporta la homodimeritzacié de STAT3, la seva translocacié al nucli i unié
al'’ADN i la seva posterior activitat transcripcional. En canvi, la fosforilacié a la Ser’?” es pot produir
per diferents quinases, com ERK1/2, JNK o MAP quinases. Aquesta fosforilacié es considera un
esdeveniment secundari a la fosforilacid a la Tyr’®® i és necessaria per la maxima activitat
transcripcional de STAT3. En models cel-lulars de cancer i en céllules precursores
hematopoiéetiques, s'ha suggerit que la via JAK/STAT i en especial STAT3 regula I'expressié de gens
relacionats amb la proliferacio i la supervivéncia, incloent Bc/-2, Bel-X;,, MCL-1, Fas, Ciclina D7,
alguns factors de creixement i factors de transcripcié com NF-kB, tot i que aquests experiments es
van realitzar utilitzant inhibidors de JAK, la qual cosa impedeix identificar el factor STAT implicat
(Nielsen et al., 1999; Sepulveda et al., 2007). Resultats fonamentats en models de sobre-expressid
de STAT3 constitutivament actiu o dominant negatiu suggereixen que STAT3 podria regular
I'expressid dels gens anti-apoptotics Bc/-2 (Fukada et al., 1996; Stephanou and Latchman, 2000;
Haga et al., 2003; Bhattacharya et al., 2005) i Bc/-X, aixi com reduir I'expressié dels gens pro-
apoptotics Bax/Bad (Fukada et al., 1996; Haga et al., 2003).
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STAT3 també s'ha trobat a la membrana mitocondrial interna i es coneix com mitoSTAT3. Aquest,
s'ha relacionat amb el control de la cadena de transport electronic i la produccié d'ATP (essent
essencial la fosforilacié a la Ser’?” per aquesta localitzacio), la regulacié dels nivells dels ROS, el
creixement cel-lular, la proteccié de lesions en isquemia-reperfusié mitjangant la regulacié del porus
mitocondrial, el manteniment del potencial de membrana i inclus en I'homeostasi del calci (Wegrzyn
et al., 2009; Meier et al., 2017).

La via RISK i la via SAFE presenten interaccid entre elles, ja que s'ha demostrat que la inhibicié de
STAT3 bloqueja I'activacié de components de la via RISK com Akt o Erk. De la mateixa manera, la
inhibicio de la via RISK resulta en la no fosforilacié de STAT3. Per la seva implicacid en la regulacio
de la supervivéncia del miocardi durant diverses situacions patologiques i, en particular, la
isquemia/reoxigenacio, la via SAFE emergeix com una potencial diana terapeutica rellevant en el

tractament de malalties cardiovasculars (Hadebe et al., 2018; Valls-Lacalle et al., 2018).

3.5.2 ViaNrf2

El factor de transcripcié Nuclear Factor Erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) és un regulador important
de I'homeostasi redox mitjangant el control d'una amplia gamma de gens diana que comparteixen
una seqiiéncia d'’ADN comuna anomenada ARE (element de resposta antioxidant) a la regid
promotora assegurant que la seva activitat augmenta en resposta a alteracions en I'estat redox,

privacié de nutrients, inflamacid o toxicitat.

En condicions basals, Nrf2 es troba al citoplasma unit a Keap1 (Kelch-like ECH Associating Protein
7) a través del complex E3 lligasa Keap1-Cullin3 (Cul3)-Rbx1 i és degradat constitutivament pel
proteasoma, mantenint nivells baixos de NRF2. En condicions d'estres, Nrf2 s'allibera de Keap1,
s'estabilitza i posteriorment es transloca al nucli formant heterodimers amb proteines Maf, s'uneix
als elements ARE de les regions dels promotors dels gens diana, activant la seva transcripcid. Nrf2
és regulat tant a nivell transcripcional com a nivell post-traduccional. El promotor del gen Arf2inclou
un lloc d'unidé a NF-kB que pot ser induit per estrés o inflamacid, i la transcripcié de Nrf2 pot ser

induida també per la via de senyalitzacié PI3K/Akt, augmentant-ne I'expressio (Tonelli et al., 2018).

Els gens diana de Nrf2 estan implicats en una amplia gamma de processos biologics com la resposta
antioxidant (Glutatio-S-Transferasa (GST), GPx, CAT, SOD, Tioredoxina (TRX)), la inflamacio
(interaccié amb NF-kB), metabolisme de Fe-S (HO-1 (Stress Response Protein Heme Oxygenase 1)
i la ferritina), regeneracié del NADPH, (com la G6PD (Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase)) i
autofagia (p62 interacciona amb Keap1 activant Nrf2), entre altres. A més, regula I'oxidacié dels
acids grassos que influencia el metabolisme dels lipids. Per tant, Nrf2 té un paper fonamental en el

manteniment de I'homedstasi redox cel-lular (Liu et al., 2019).
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3.5.3 HIF

En condicions de normoxia, les cél-lules generen ATP a través de la fosforilacié oxidativa
mitocondrial, requerint I'oxigen com a acceptor d'electrons final. En canvi, en baixes concentracions
d'oxigen, les cél-lules ajusten el seu consum d'oxigen i utilitzen la glicolisi citoplasmatica anaerobica
rendeix menys ATP que quan es troba acoblada a la fosforilacid oxidativa, pero no requereix oxigen i

protegeix les ceél-lules de I'andxia total i de la mort cel-lular.

El factor 1induible per hipoxia (HIF1) és el principal regulador de les respostes a la hipoxia. Consta de
dues subunitats, HIF1a i HIF1B, que s'expressen constitutivament, perd només la subunitat HIF1a és
afectada pels nivells d'oxigen. En condicions de normoxia, HIF1a és degradat rapidament mitjangant
hidroxilacid per les PHD (Prolyl Hydroxylase Domain Proteins) i ubiquitinitzacid i posterior degradacio
al proteasoma. En canvi, en condicions d'hipoxia, HIF1a no és hidroxilat i ambdues subunitats es
transloguen al nucli, on formen heterodimers i s'uneixen als elements de resposta a la hipoxia (HRE)

activant la transcripcié de gens de resposta a la hipoxia (Semenza, 2001; Dengler et al., 2014).

Com a principal regulador de la resposta a la hipoxia, la senyalitzacié de HIF1a té com a objectius una
amplia gamma de gens, ja que participa en diversos processos bioldgics com el metabolisme de la
glucosa, incrementant I'expressié de transportadors de glucosa (GLUTSs), I'angiogénesi, induint
I'expressid de factors pro-angiogénics com VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) per formar
nous vasos sanguinis, la proliferacié i la supervivéncia cel-lular, induint I'expressié de la ciclina D1i c-
myc entre altres, la inflamacid, mitjancant la interaccié amb NF-kB i Stat3, i I'autofagia, induint
I'expressié de Bnip3 per activar la mitofagia en condicions d'hipoxia prolongada (Semenza, 2010;

Dengler et al., 2014; Balamurugan, 2016).

3.6 Viesimplicades en la inflamacid

3.6.1 ViaNF-kB

Una de les vies de transduccio del senyal implicades en la inflamacid és la via de NF-«kB. La familia
NF-kB consta de cinc membres; el factor de transcripcié p65 (o RelA), c-Rel, el factor de transcripcid
RelB i les subunitats p50/p105 i p52/p100 (les formes actives son p50 i p52). Aquestes subunitats
tenen la capacitat de formar heterodimers amb altres membres de NF-kB que es transloquen al nucli
on activen la transcripcid génica, donant lloc a la regulacié d'una multitud de funcions, incloent la
supervivencia i la migracid, aixi com I'activacié de la resposta immune mitjangant I'expressié de

citocines inflamatories i molecules d'adhesio.

La senyalitzacié NF-kB es divideix en la via canonica i la no canonica. La via canonica s'activa de
manera rapida i transitoria per citocines inflamatories, patrons moleculars associats a patdogens

(PAMPSs, Pathogen-Associated Molecular Patterns)i patrons moleculars associats a danys (DAMPs,
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Damage-Associated Molecular Patterns) que actuen mitjancant receptors especifics i molécules
adaptadores com TNF-a i IL-1B. L'activacié del complex IKK, que inclou les subunitats catalitiques
IKKa i IKKB i la subunitat reguladora IKKy, fosforila I'inhibidor IkB quinasa, promovent la seva
degradacio i la formacié d'heterodimers p65-p50 que s'uniran a I'"ADN. Aquesta via condueix a
I'activacié de gens que codifiquen per citocines inflamatories (com TNF, IL-1 i IL6), factors de
creixement, MMPs, proteines proliferatives (com la ciclina D1) i anti-apoptotiques (com Bcl-2 i Bel-
XL), enzims proinflamatoris, i molécules d'adhesié (VCAM1; Vascular Cell Adhesion Molecule 7 i
ICAM1; Intercellular Adhesion Molecule 7). En canvi, la via no canonica és lenta ja que depén de la
sintesi de novode NIK (NF-«B-inducing kinase), que és el regulador central. Aquesta via s'activa per
un subconjunt de citocines que pertanyen a la familia TNF, com CD40L. Aquest activa el complex
IKK i fosforila i inactiva I'inhibidor IkB i exerceix els seus efectes mitjancant heterodimers RelB-p52
(Figura 22) (Tas et al., 2016; Taniguchi and Karin, 2018).
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Figura 22. Via canonica i no canonica de NF-kB. La via canonica s'activa amb lligands com TNF-a i IL-1B que
fosforilen el complex IKK que fosforila I'inhibidor IkB alliberant els heterodimers p65-p50 que es transloquen al nucli
i promouen la transcripcié de gens implicats en inflamacid, proliferacié cel-lular i supervivencia. La via no canonica
s'activa amb lligands com CD40L i depén de la sintesi de nou de NIK, que fosforila el complex IKK i es formen
heterodimers RelB-p52, que promouen la transcripcié génica (Taniguchi and Karin, 2018).

La investigacio realitzada en els darrers anys indica que el factor de transcripcié NF-kB pot tenir un
paper clau en la fisiopatologia de la lesié miocardica en isquémia-reperfusid, el precondicionament
isquémic, I'apoptosi, I'aterosclerosi, sindromes coronaris i la insuficiencia cardiaca (Dhingra et al.,
2019). Se sap que la senyalitzaci6 de NF-«kB al cor participa en la hipertrofia, confereix
cardioproteccioé en isquémia i citotoxicitat promoguda per una resposta inflamatoria prolongada.

Aquests processos depenen del context cel-lular i del moment d'activacid, aixi com el temps i la
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durada de I'activacio. Senyals hipertrofics promouen la degradacié de IkB aixi com la translocacio
nuclear de NF-kB i la seva activitat transcripcional. S'ha demostrat que la inhibicié farmacologica de
I'activitat IKKB inhibeix I'activacié de NF-kB lligada a la hipertrofia cardiaca, la produccié de citocines,
estres oxidatiu i remodelacid cardiaca (Valen et al., 2001). La mort cel-lular perisquemiai els defectes
mitocondrials es poden inhibir mitjangant I'expressié forgcada d'IKKB en cardiomiocits promovent la
supervivencia a través de la inhibicié de |'expressié de BNIP3 (Gordon et al., 2011). A més, |'activacio
cronica de NF-kB ddna lloc a un estat inflamatori prolongat que indueix apoptosi i una progressié cap
a una insuficiéncia cardiaca. No obstant, I'activacid primerenca de NF-«B després d'una lesid aguda
de miocardi pot ser un mecanisme adaptatiu important per prevenir I'apoptosi i preservar el nombre
de cardiomiocits (Hall et al., 2006; Dhingra et al., 2019).

La variabilitat de les funcions de NF-kB es deu a la seva interaccid amb altres factors de transcripcio
i proteines de senyalitzacié, com Stat3 i Nrf2, factors reguladors de l'interferd (IRFs, /nterferon
Regulatory Factors), GSK-33, mTOR, Erk1/2, Jnk, Mapk, PI3K-Akt, entre altres.

Els factors de transcripcid6 NF-kB i Stat3 controlen nombrosos processos fisiologics incloent
desenvolupament, diferenciacid, immunitat, metabolisme cel-lular i cancer. Tant NF-kB com Stat3
s'activen rapidament en resposta a diversos estimuls incloent estressos i citocines, encara que estan
regulats per mecanismes de senyalitzacid completament diferents. En molts tipus cel-lulars regulen
de forma cooperatival'expressié de proteines implicades en la proliferacio cel-lular (com la ciclina D1)

i anti-apoptotiques (com Bcl-2 i Bel-X1) (Grivennikov and Karin, 2010; Taniguchi and Karin, 2018).

3.6.2 ViacGAS-STING

La via cGAS-STING, inicialment descrita al sistema immunitari, és induida per la presencia d'ADN al
citoplasma cel-lular, activant I'expressié de gens que indueixen inflamacié i eliminacié d’ADN no
propi (Motwani et al., 2019). Més recentment, s'ha descrit la seva implicacié en processos cel-lulars
activats per estrés mitocondrial que impliquen la sortida d'ADN mitocondrial (Rongvaux et al., 2014;
Riley and Tait, 2020).

Patrons moleculars associats a patogens (PAMPs) son detectats pels receptors de reconeixement
de patrons (PRR; Pattern Recognition Receptors), com per exemple els receptors 7o//-/ike (TLRs). Els
PRRs activen diverses vies de senyalitzacid per I'activacié de varis interferons de tipus 1 (IFN1) i
citocines i quimiocines inflamatories. Addicionalment, patrons moleculars associats a danys
(DAMPSs) sén desencadenants immunes, com ara proteines i ADN gue activen vies immunes innates,

com la via de senyalitzacié cGAS-STING.

La sintasa ciclica GMP-AMP (cGAS; Cycling GMP-AMP synthase) és un PRR que s'uneix a I'ADN de
doble cadena per formar un dimer, i experimenta un canvi conformacional que facilita la conversid

d'ATP i GTP en GMP-AMP ciclic (¢cGAMP). cGAMP funciona com un segon missatger que s'uneix a

47



48 | Introduccio

I'adaptador de membrana de I'ER STING (ER-resident protein stimulator of interferon genes) induint
un canvi conformacional que resulta en I'activacié de STING. STING recluta i activa la quinasa que
uneix TANK (TBK1; TANK-binding kinase 1), que al seu torn fosforila el factor de transcripcié 3
regulador d'interferd (IRF3; Interferon Regulatory Factor 3). IRF3 fosforila, dimeritza i entra al nucli
induint la transcripcid de gens estimulats per interferd (ISGs; /nterferon-Stimulated Genes), entre els

que destaca Isg15 (Motwani et al., 2019; Riley and Tait, 2020).

Isg15 també pot ser activat per la via d'interferd de tipus |, en el qual la seva activacid provoca la
interaccié del factor regulador d'interferé 9 (IRFQ) amb STAT1i STATZ2 formant el complex ISGF3
(Interferon-Stimulated gene factor 3), que reconeix els promotors d'elements de resposta sensible a
interferd (ISRE) d'lsg15 i els enzims de conjugacio per induir la seva expressié (Figura 23) (Perng and
Lenschow, 2018). El gen Isg15 codifica per una petita proteina similar a la ubiquitina implicada en un
procés de modificacié post-traduccional anomenat ISGilacié (/SGy/ation). Mitjangant aquest procés,
Isg15 s'uneix de manera covalent a una amplia gamma de proteines. Isg15 existeix en dos estats,
com una molécula lliure (intra o extracel-lular) o conjugada a proteines diana. La ISGilacid és el
resultat de la coordinacié de tres activitats enzimatiques: activacid, conjugacié i lligacid, i es
considera que les dianes de la ISGilacié son proteines que s'estan traduint. No obstant, la ISGilacid
és una modificacio reversible, de manera que Isg15 pot ser eliminat de les proteines conjugades
mitjangant la proteasa especifica d'ISG15, USP18 (Albert et al., 2018; Riley and Tait, 2020).
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Figura 23. Via d'activacié d'lsg15. L'activacié de l'interferé de tipus |, provoca la interaccié del factor regulador
d'interferd (IRFQ) amb STAT1i STAT2 formant el complex ISGF 3 (/nterferon-Stimulated gene factor 3), que reconeix
els promotors d'elements de resposta sensible a interferd (ISRE) d'lsg15 i els enzims de conjugacié per induir la seva
expressid. Durant una infeccié virica, o estimuls addicionals com lipopolisacarids, ADN o ARN forani i agents nocius
d'ADN també indueixen I'expressié d'lsg15 (Perng and Lenschow, 2018).
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STING també activa el complex quinasa IKK de la via NF-kB, que fosforila I'inhibidor IkB inactivant-
lo i permetent I'alliberament i entrada a nucli de NF-kB, on juntament amb IRF3 i altres factors de
transcripcié s'indueix I'expressio d'interferons i citocines inflamatories com TNF, IL-1B i IL-6 (Figura
24) (Chen et al., 2016; Motwani et al., 2019).
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Figura 24. Via cGAS-STING. La via de deteccid d’'ADN citosolic cGAS-STING esta implicada en diversos processos
biologics. L'ADN citosolic pot provenir de diverses fonts, com ADNmit o ADN viral o bacteria. La unié d'ADN activa
cGAS per generar el segon missatger ciclic GMP-AMP (cGAMP), que s'uneix a la proteina STING localitzada al reticle
endoplasmatic. STING es transloca al Golgi, on recluta quinases com TBK1 i IKK, que fosforilen al factor regulador
d'interferéd 3 (IRF3) i I'inhibidor de NF-kB IkBa. IRF3 fosforilat es dimeritza i es transloca al nucli per activar la
transcripcio de gens d'interferd de tipus 1 com IFNB. La fosforilacié d'IkBa es tradueix en la translocacié de NF-«B al
nucli, on activa la transcripcié de gens que codifiquen per citocines inflamatories com IL-6 i TNF. La senyalitzacié
STING també activa altres processos cel-lulars com I'autofagia, I'apoptosii la necrosi (Motwani et al., 2019).

Cytoplasm

L'ADNmit es troba a la matriu mitocondrial i per la proximitat amb la cadena de transport electronic
és particularment vulnerable a I'oxidacid patint mutacions. Actualment se sap que I’ADNmit
s'organitza en nucleoids, que consten d'una o varies copies d’ADNmit i una série de proteines
diferents que I'envolten. Es coneix que diferents situacions de dany cel-lular comporten la sortida
d'ADNmit al citoplasma i aix0 es troba relacionat amb processos de mort cel-lular programada, com
s'harevisat en aquesta introduccid. En la darrera decada s'ha descobert la implicacié de la via cGAS-
STING activada per la preséncia d’ADNmit en la resposta cel-lular a diversos tipus d'estrés
mitocondrial en cel-lules que no pertanyen al sistema immunitari. En particular, la sortida massiva
d'ADNmit durant el procés apoptotic activa la via cGAS-STING promovent I'expressié d'ISG15 de
forma depenent d'IFN en situacions on no hi ha, o s’han inhibit les caspases (Rongvaux et al., 2014).
A més, la disminucié en la replicacié i contingut de I'ADNmit o la seva oxidacidé també s'han associat
a l'activacié d'aquesta via en determinats models cel-lulars com els fibroblasts embrionals de ratoli i

associat a diverses patologies com infeccions virals i el lupus (West et al., 2015; Kim et al., 2019).
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HIPOTESI | OBJECTIUS

Els fibroblasts cardiacs tenen major capacitat de resistir periodes d'isquémia comparats amb altres
tipus de fibroblasts. Dades previes del nostre grup mostren que els fibroblasts cardiacs de rata
expressen més Bcl-2, una proteina amb funcions protectores al mitocondri que també es troba
involucrada en la biologia del reticle endoplasmatic, i que Bcl-2 és important per evitar la mort per
apoptosi dels fibroblasts cardiacs en situacions d'estrés cel-lular. En el present treball voliem
caracteritzar millor la biologia dels fibroblasts cardiacs i, en especial, identificar els trets bioquimics i

moleculars associats a la seva capacitat de resisténcia a la mort cel-lular.
> Hipotesi inicial

La nostra hipotesi de partida era que els fibroblasts cardiacs, gracies a la major supervivéncia
conferida per Bcl-2, activen el procés de reciclatge d'organuls anomenat autofagia durant la

isquémia, permetent aixi mantenir la seva supervivéncia.
» Objectiu inicial

L'objectiu que ens vam plantejar inicialment per respondre la hipotesi va ser identificar possibles
diferéncies entre fibroblasts cardiacs, pulmonars i dérmics en I'expressio dels principals reguladors
de la via d'autofagia en condicions normals i durant la isquémia, aixi com determinar I'impacte de la

inhibicié de Bcl-2 sobre la supervivencia i seva la rellevancia en aquest esdeveniment.

L'execucid experimental de I'objectiu inicial va descartar la rellevancia de I'autofagia per la
supervivéncia durant la isquémia, perd va permetre descobrir alguns trets moleculars i bioquimics
diferencials als fibroblasts cardiacs que estan relacionats amb supervivéncia, el qué ens va fer

elaborar la hipotesi seglient:
» Hipotesi secundaria

Els fibroblasts cardiacs presenten unes adaptacions moleculars basals relacionades amb la funcié
mitocondrial, que en altres ceél-lules soén induibles per estres, que els confereixen avantatge per

sobreviure a la isquémia.

» Objectius

1. Determinar possibles diferencies en la generacio i metabolisme dels radicals lliures d'oxigen

en fibroblasts cardiacs, pulmonars i dérmics.

2. ldentificar diferéncies en el funcionament, caracteristiques moleculars i organitzacié dels

mitocondris als fibroblasts cardiacs en relacié als pulmonars i dérmics.
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3. Determinar si els fibroblasts cardiacs presenten també avantatge de supervivéncia a estrés de
reticle endoplasmatic, ja que s'ha vinculat amb mediadors moleculars comuns amb la biologia

mitocondrial.

4. Identificar la/les vies de transduccid de senyals implicada/es en la regulacié dels mecanismes

de resistencia dels fibroblasts cardiacs a estres cel-lular.
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MATERIALS | METODES
1. Animals d'experimentacio

1.1 Consideracions previes

Els métodes experimentals utilitzats amb els animals de laboratori que es detallen a continuacié s'han

desenvolupat seguint les recomanacions recollides per les seglients disposicions legals:

» Llei 5/1995, de 21 de juny, de la Generalitat de Catalunya, de proteccid dels animals utilitzats
per a experimentacid i altres finalitats cientifiques.
» Decret 214/1997, de 30 de juliol, que desenvolupa I'esmentada llei.
» Real Decret 1201/2005, de 10 d'octubre, sobre proteccid dels animals utilitzats per a
experimentacid i altres finalitats cientifiques.
» Directiva ECC 63/2010, de 22 de setembre, del Parlament Europeu, sobre la proteccid dels
animals utilitzats per a fins cientifics.
Tots els procediments exposats en els que s'han utilitzat rates, s'han realitzat sota la supervisio del
personal pertinent de la nostra institucio, respectant totes les disposicions legals i etiques vigents per
a la manipulacié d'animals d'experimentacid. A més, el present treball ha estat aprovat pel Comité

Etic d'Experimentacié Animal de la Universitat de Lleida.

Les rates han estat allotjades en instal-lacions de barrera, seguint procediments lliures de patdogens
en les sales de treball. Els animals s'"han mantingut amb cicles de 12 hores de llum/foscor, a una
temperatura constant de 18-22°C, humitat del 30-70% i accés ad /ibitum a aigua i menjar (Irradiat
Teklad Global 14% dieta proteinica de rosegadors, Harlan). Les cries de rata utilitzades pel cultiu
primari de fibroblasts neonatals procedeixen de rates Sprague-Dawley, allotjades en sales

convencionals.

2. Tecniques de Biologia Cel-lular

2.1 Cultius cel-lulars

2.1.1  Cultiu primari i manteniment de fibroblasts neonatals de rata

Els fibroblasts neonatals de rata s'obtenen a partir de cries de rata Sprague-Dawley d’'entre 2i 3 dies
d'edat per obtenir un bon rendiment en |'obtencié de fibroblasts. Els fibroblasts d'interés sén els
fibroblasts cardiacs, pulmonars i dérmics i es mantenen en medi DMEM (Dulbecco’'s Modified
Eagle’'s Medium) 4,5 gr/L de glucosa (Gibco #41965) suplementat amb un 10% de sérum fetal bovi
(FBS; Gibco #10270) (préeviament inactivat a 56°C durant 30 minuts), 1 mM de piruvat sodic (Gibco
#11360), 1% d'aminoacids no essencials 100x (NEAA; Gibco #11140), 100 U/ml penicil-lina i 100
ug/ml estreptomicina (P/S; Gibco #15140).
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Pel cultiu primari de fibroblasts cardiacs, s'extreuen els cors asépticament i es deixen en una placa
de petri model p100 amb una solucié salina glucosada tamponada préviament preparada (ADS 1x) a
partir d'una solucié mare d'ADS 10x (NaCl 6.8 g, Na,HPQO,4-2H,0 120 mg, KCI 400 mg, MgS0O4-7H,0
197 mg, Glucosa 1 g, Hepes 4.8 g fins a 100 ml d'aigua, pH 7.4). Es pressionen suaument els cors
per a que expulsin la sang del lumen i es treuen les auricules per reduir la contaminacio del cultiu amb
musculatura llisa. Seguidament es fan talls longitudinals als ventricles per tal d'afavorir el procés de
digestid i es transfereixen 4 cors per tub de tipus eppendorf amb 1 ml de solucié de digestid
preescalfada (20 ul de col-lagenasa de tipus Il de Worthington (10 U/ml, #LS004174) amb 1 ml
d'ADS 1x escalfat a 37°C) i s'incuben durant 15 minuts a 37°C amb una agitacié de 1000 rpm. El
sobrenedant es transfereix a un tub de centrifuga estéril amb tap que conté medi per tal de
neutralitzar la col-lagenasa. Al tub eppendorf s'afegeix de nou 1 ml de solucié de digestid i es repeteix
el procés de digestio fins a 3 vegades per assegurar que tot el teixit estigui digerit. Una vegada
finalitzades les digestions, es centrifuga el tub de centrifuga durant 5 minuts a 800 rpm i es suspen
el pellet amb 1 ml de medi que es sembra en una placa p100. Aquesta placa s'incuba durant 45
minuts a 37°C, 5% de CO,. Durant aquest temps, els fibroblasts cardiacs i les cél-lules endotelials es
quedaran adherits a la placa mentre que els cardiomiocits quedaran suspesos degut a la manca del
substrat adient per adherir-se. Transcorreguts els 45 minuts es descarta el sobrenedant i s'afegeix

medi nou a la placa.

Pel cultiu primari de fibroblasts pulmonars, s'extreuen els pulmons, es netegen amb solucié ADS 1x i
es trossegen en bocins petits per afavorir la digestio. Pels fibroblasts dérmics es neteja i es desinfecta
la zona d'incisio (pell de I'esquena) amb etanol al 70%, s'extreu la pell, es neteja amb solucid ADS 1x
i es trosseja en bocins petits per afavorir la digestid. Seguidament, es transfereixen dos pulmons/pell
per tub eppendorf amb 1 ml de solucid de digestio preescalfada (20 ul de col-lagenasa de tipus Il de
Worthington (10 U/ml) amb 1 ml d'ADS 1x). A continuacid s'incuba durant 45 minuts a 37°Cia 1000
rpm. Transcorreguts els 45 minuts, es transfereix el sobrenedant a un tub de centrifuga estéril amb
medi per neutralitzar la col-lagenasa. Als tubs eppendorfs s'afegeix de nou 1 ml de solucid de digestid
i es repeteix el procés de digestio fins a 3 vegades per assegurar que el teixit estigui digerit. Una
vegada finalitzades les digestions, es centrifuguen els tubs de centrifuga durant 3 minuts a 1000 rpm
i es suspen el pellet amb 1 ml de medi que es sembra en una placa p60. Al dia seglent, si la placa no
esta confluent es fa un rentat amb PBS 1x per eliminar cél-lules mortes i restes cel-lulars i s'afegeix
medi nou. En el cas que estigui confluent, es passen les cél-lules a una placa p100 i es deixa créixer

fins arribar a la confluéncia (Figura 25).

Quan els cultius de fibroblasts estan confluents s’han de dividir pel manteniment de les cél-lules in
vitro. Breument, es fan dos rentats amb PBS 1x i s'incuben amb tripsina-EDTA (Gibco #25200) a
37°C durant 3 minuts. Quan les cel-lules estan desenganxades es transfereixen a un tub esteril que

conté medi per tal d'inactivar la tripsina. Es centrifuguen 3 minuts a 1000 rpm i s'elimina el
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sobrenedant. El pellet es suspen amb medi i es sembren en proporcié de 4 plagues per cada placa
p100 original (dilucié 1/4).

Fibroblasts cardiacs Fibroblasts pulmonars Fibroblasts dermics

Figura 25. Imatges representatives en contrast de fase dels diferents tipus de fibroblasts primaris derivats de rates
neonatals.

2.1.2 Manteniment de la linia cel-lular HEK 293T

La linia cel-lular humana de ronyd embrionari HEK293T és una variant de la linia cel-lular humana de
I'epiteli renal 293 transformada amb I'adenovirus Ad5 i que expressa I'antigen T de SV40. Es una
linia cel-lular que creix molt rapid i es transfecta facilment, essent un bon model per la sobreexpressio
de proteines intracel-lulars i extracel-lulars, secretades o de membrana. Les cél-lules HEK293T
creixen en medi DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium) 4,5 gr/L de glucosa (Gibco #41965)
suplementat amb un 10% de sérum fetal bovi (FBS; Gibco #10270) (préviament inactivat a 56°C
durant 30 minuts), 1 mM de piruvat sodic (Gibco #11360), 1% d'aminoacids no essencials 100x
(NEAA,; Gibco #11140), 100 U/ml penicil-linai 100 png/ml estreptomicina (P/S; Gibco #15140) a 37°C

i en condicions d'elevada humitat i 5% CO..

El manteniment d'aquesta linia cel-lular es realitza dues vegades per setmana a una dilucié 1/10.
Breument, es fan dos rentats amb PBS 1x i s'incuben amb tripsina-EDTA a 37°C durant 3 minuts per
tal de desenganxar les cél-lules de la placa. Després es transfereixen a un tub de centrifuga que conté
medi per inactivar la tripsina i es centrifuguen durant 3 minuts a 1000 rpm. Finalment es sembren en

proporcié de 10 plagues per cada placa p100 (dilucid 1/10).

2.2 Tractaments i drogues utilitzades

Taula 1. Tractaments i drogues utilitzats en aquest treball.

Droga Proveidor NP°cataleg Concentracio Diluent
Cloroquina Sigma-Aldrich C6628 30uM H20
3-Metil adenina Sigma-Aldrich M9281 5mM H20
3-Nitropropionat Sigma-Aldrich N5636 300 uM Etanol
Silibinina Sigma-Aldrich S0417 100 uM DMSO
Tyrphostin AG490 Sigma-Aldrich T3434 100 uM DMSO
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Per la condicid d'isquémia experimental es sembren els fibroblasts en solucié Tyrode (NaCl 137 mM,
KCI 2.7 mM, Na;HPO4 8 mM, KH;PO4 1.5 mM, CaCl; 0.9 mM i MgCl, 0.5 mM) amb un pH inicial de
7.2, is'incuben en la cambra d'hipoxia Whitley H35 Hypoxystation (Don Whitley Scientific) al 5% de

CO.i95% de N2 a una concentracié de 0.2% d'oxigen.

2.3 Recomptes cel-lulars

2.3.1 Recompte de viabilitat amb Blau Tripa

El reactiu Blau Tripa 0.4% (Gibco #15250) és un colorant vital que s'utilitza per a tenyir selectivament
les cél-lules mortes. Les cél-lules vives es mantenen incolores degut a que tenen la membrana
plasmaticaintactail'expulsen activament, mentre que les cél-lules mortes es tenyeixen de color blau.

El reactiu Blau Tripa s'utilitza a una concentracio final del 0.1%.

Per tal de determinar la viabilitat cel-lular és important establir el nimero de cel-lules abans d'iniciar
els tractaments experimentals. Es sembren 250.000 fibroblasts per pou (placa multipou de 6 pous:
M®6) en duplicats, i transcorregudes 48 hores, es realitza el primer comptatge per tal d'establir el
numero de cél-lules previ al tractament, que correspondra al temps 0. En aquest moment, es tracten
les cel-lules segons correspongui i es compten les cél-lules passades 24, 48 i 72 hores després del
tractament. La viabilitat es calcula segons la féormula= N° cel-lules vives al temps final/N° cel-lules
vives al temps O i s'expressa en percentatge. Per a realitzar els comptatges, es renten les cel-lules
amb PBS 1x, es tripsinitzen i es centrifuguen 3 minuts a 1000 rpm. El pellet es suspen en 200 ul de
PBS 1x i finalment es fa la tincié amb el Blau tripa, afegint en un eppendorf 20 ul de PBS 1x, 10 ul de
blau tripa i 10 pl de cel-lules. D'aquests, s'omplira per capil-laritat la camera de Neubauer i es

comptara al microscopi de contrast de fase.

2.4 Subfraccionament cel-lular

El subfraccionament cel-lular consisteix en la separacid dels principals components de la cél-lula, el
nucli i el citosol, i s'utilitza per analitzar la localitzacid especifica d'una proteina dins de la cél-lula.
Aquest protocol es basa en I'Us de tampons de lisi i extraccions proteiques especifiques per cada

fraccio cel-lular que permeten enriquir la fraccié d'interes.

2.41 Extraccid de nucli

Per I'extraccio de nuclis s'ha utilitzat el kit Nuclei EZ Prep Nuclei Isolation de Sigma-Aldrich (#Nuc-
101). El protocol seguit és el que descriu el distribuidor. Breument, es parteix d'aproximadament
3x108 cel-lules en plaques p100. Es fa un rentat amb PBS 1x fred, es lisa amb el tampd Nuclei EZ lysis
buffer i es deixa 5 minuts en gel. Després es centrifuga 5 minuts a 500 g a 4°C i s'aspira el
sobrenedant que conté el citoplasma. El pellet, fraccié nuclear, es suspén de nou en tampd de lisi i

s'incuba 5 minuts en gel i es centrifuga 5 minuts a 500 g a 4°C. El pellet final es suspén en tampd de
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lisi de proteina (100mM Tris HCI pH 6,8, 2% SDS) i es quantifica la mostra pel métode de Lowry amb
el kit Bio-Rad DC Protein Assay.

2.5 Produccid de lentivirus en la linia cel-lular HEK293T

2.5.1 Transfeccié amb polietilenamina (PEI) i produccié de lentivirus

La majoria de membranes cel-lulars tenen carrega neta negativa, essent molt dificil que les molécules
amb carrega negativa puguin travessar-les. La polietilenamina (PEI) és un polimer cationic sintétic
que condensa I'ADN plasmidic neutralitzant les carregues negatives i permetent la formacié de
complexes, els quals presenten una elevada afinitat per la majoria de membranes cel-lulars donant

lloc a una alta efectivitat de transfeccid (Florea et al., 2002).

Degut a la gran quantitat de particules lentivirals necessaries per transduir els cultius és necessari
partir de 4 plaques p100 a una densitat de 2,5x10° cel-lules per placa. L'endema de sembrar les
cel-lules, es canvia el medi per DMEM sense serum fetal bovi ni antibiotics. Es transfecten un total de
40 ug d'ADN, que corresponen als tres vectors plasmidic; 20 ug del plasmidi lentiviral d'interés, 13
Kg del plasmidi empaquetador psPAX2 i 7 ug del plasmidi pM2G que codifica per proteines de
I'emboilcall viric. Per a cada g d'ADN a transfectar es dilueixen 5 pl de PEI (10 uM; Sigma-Aldrich
#408727) en 4 volums de solucié estéril de NaCl 150 mM, per tant, es dilueixen 200 ul de PEl en
800 pl de NaCl 150 mM. L'ADN també es dilueix en NaCl 150 mM en un volum final d'un mli un cop
es tenen les dues barreges, la solucié de PEI s'afegeix a la de I'ADN, es vorteja 1 minut i es deixa
reposar a temperatura ambient durant 10 minuts per a que es formin els complexes de PEl i ADN.
Finalment, s'afegeix la solucié de transfeccid gota a gota a cada placa p100 de HEK293T i es deixen
a l'incubador. Transcorregudes 3 hores es canvia el medi de transfeccié que conté els complexes
per medi complet de HEK293T.

Al cap de 3 dies de la transfeccid es recull el medi que conté el virus a la campana de seguretat
bioldgica BiollA. EI medi es centrifuga durant 10 minuts a 2500 rpm i seguidament es recupera el
sobrenedant i es filtra a través d'un filtre de xeringa de 0,45 pum per eliminar qualsevol cél-lula que
pugui quedar al medi. Un cop filtrat es centrifuga a 50.000g durant 3 hores a 4°C. Finalment s'aspira
el sobrenedant i es suspén el pellet de lentivirus en una solucid de PBS al 1% de sérum fetal bovi (FBS)

i es congela a -80°C en aliquotes de treball fins la seva utilitzacio.

2.5.2 Transduccid dels cultius amb lentivirus

Un cop finalitzat el cultiu de fibroblasts de rata, es sembren en plaques de cultiu p35 a una densitat
de 250.000 cél-lules/placai es transdueixen amb 15 pl de virus concentrats directament al medi de
cultiu. Les cél-lules es deixen en contacte amb els lentivirus durant unes 18 hores i seguidament es
renova el medi per medi complet fresc. Els fibroblasts es mantenen durant 2-3 dies i després s'inicia

el tractament o es processen per analitzar-los.
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2.6 Immunofluorescencia (IF)

La immunofluorescencia (IF) és una técnica que mitjangant la utilitzacié d'anticossos especifics

conjugats amb fluorocroms permet identificar la localitzacid cel-lular de les proteines d'interés.

Les cél-lules es sembren a una densitat de 20.000 cél-lules/pou en cobreobjectes de vidre col-locats
en plaques de 24 pous (M24) préviament esterilitzats amb etanol al 70%. Es deixa el temps necessari
per adquirir la confluéncia desitjada del cultiu i després es duu a terme el tractament. Transcorregut
el temps de tractament, es fixen les cel-lules amb 4% de paraformaldehid (PFA) durant 20 minuts per
mantenir intacta I'estructura cel-lular i la localitzacié de les proteines. Seguidament es fan dos rentats
amb PBS 1x i s'incuba amb solucié de bloqueig (5% serum fetal bovi (FBS), 5% d'albumina de sérum
bovi (BSA), 0,1% Tritd X-100 en PBS 1x) durant 1 hora a temperatura ambient en agitacid. Durant el
bloqueig, el Tritd permeabilitza les membranes permetent I'accés dels anticossos als seus antigens i

el serum bloqueja els llocs d'unié inespecifics.

Després s'incuba amb I'anticos primari (Taula 2) diluit en solucié de bloqueig durant tota la nit a 4°C.
L'endema es fan dos rentats amb PBS 1x i s'incuba amb el corresponent anticos secundari (Taula 2)
junt amb les sals de bisbenzimida Hoechst 33342 (1 ug/ml) diluits en PBS 1x, durant 1 hora a 4°C.
Per acabar es fan dos rentats amb PBS 1x i es munten els cobreobjectes sobre portaobjectes afegint
préviament 5 ul de Mowiol (Mowiol 4-88, glicerol 50%, 0.2M Tris-HCI pH 8.5). Les imatges

s'obtenen amb el microscopi confocal Olympus FluoView™ FV1000.

Taula 2. Anticossos primaris i secundaris utilitzats per la immunofluorescéncia. S'indica proveidor, n° de
cataleg i dilucié.

Anticos Dilucic Proveidor N°de cataleg
Lijpoamida DH 1: 250 Abcam ab133551
a-tubulina 1:1.000 Sigma-Aldrich T5168

Conill Alexa Fluor 488 1: 500 Invitrogen A11034

Ratoli Alexa Fluor 594 1: 500 Invitrogen A11005

2.7 Analisi de la produccié de ROS

La quantificacié de les especies reactives de I'oxigen es realitza mitjangant la sonda fluorescent
MitoSOX™ Red (Invitrogen #M36008), I'oxidacié de la qual genera un producte proporcional a la
quantitat de I'espécie reactiva anié superoxid (O,). Aguesta produccié de ROS s'ha mesurat en els

diferents tipus de fibroblasts en condicions de normoxia i condicions d'isquéemia.

La sonda MitoSOX™ Red s'utilitza per a determinar els nivells mitocondrials de I'espécie reactiva anié
superoxid (O27) analitzant la fluorescéncia per citometria de flux (excitacid/emissié maxima a
510nm/580nm). Breument, els fibroblasts es tripsinitzen, es renten dues vegades amb PBS 1x i es

compten manualment amb una camera de Neubauer. Es suspéen el mateix nimero de fibroblasts de
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cada tipus en PBS 1x, i s'afegeix MitoSOX™ Red a una concentracié final de 2,5 uM en cada
suspensio cel-lular. Les cel-lules desenganxades s'incuben amb la sonda en tubs estérils de 15 ml a
37°C, 5% CO, durant 10 minuts protegits de la llum. Després de la incubacid es fan dos rentats amb
PBS 1x, es suspenen les cél-lules en 150 ul de PBS 11x i es transfereixen a tubs de poliestiré de fons
arrodonit (Deltalab) adequats per al citometre. Es determinant la fluorescéncia emesa a 580 nm

després d'excitar a 510 nm mitjancant el citometre BD FACSCantoll (Becton Dickinson).

2.8 Analisi de la massa mitocondrial i el potencial de membrana mitocondrial

La quantificacié de la massa mitocondrial es realitza mitjangant la sonda fluorescent MitoSpy™
Green FM (BioLegend® #424805), que és permeable i entra als mitocondris de forma independent
al potencial de membrana. D'altra banda, la quantificacié del potencial de membrana mitocondrial es
realitza mitjancgant la sonda fluorescent MitoProbe™ DilC1(5) (ThermoFisher Scientific, #M34151),
que penetra a les cél-lules i s'"acumula als mitocondris en resposta al potencial de membrana. La
fluoresceéncia s'analitza per les dues sondes per citometria de flux (excitacid/emissié maxima
490nm/516nm (MitoSpy™) i 638nm/658nm (MitoProbe™) amb el citometre BD FACSCantoll

(Becton Dickinson).

Breument, els fibroblasts es tripsinitzen, es renten dues vegades amb PBS 1x i es compten
manualment amb una camera de Neubauer. Es suspén el mateix nimero de fibroblasts de cada tipus
en PBS 1x, i s'afegeix la sonda MitoSpy™ (a 250 nM) o MitoProbe™ (a 50 nM) en cada suspensid
cel-lular. Les cél-lules desenganxades s'incuben amb les sondes en tubs esteérils de 15 mla 37°C, 5%
CO; durant 30 minuts protegits de la llum. Després de la incubacié es fan dos rentats amb PBS 1x,
es suspenen les cél-lules en 150 ul de PBS 1x i es transfereixen a tubs de poliestiré de fons arrodonit

(Deltalab) adequats per al citometre.

2.9 Mesura de la respiracié mitocondrial

El consum d'oxigen es mesura mitjangant I'equip de respirometria d'alta resolucié Oxygraph-2k
(Oroboros, Austria) que permet mesurar la cinética de consum de I'oxigen en pressions parcials
baixes d'oxigen (Gnaiger et al., 1995). L'oxigen que es troba dins la cambra es difon a través d'una
membrana de teflé i posteriorment es redueix a I'entrar en contacte amb un eléctrode de plati

polaritzat a 0,8V, generant un corrent eléctric que detecta I'equip.

Abans d'iniciar I'analisi de la respiracié mitocondrial, les cambres es renten acuradament per evitar
contaminacions; primer amb etanol al 100%, a continuacié amb etanol al 70% i finalment es fan tres
rentats amb aigua abans d'afegir el medi DMEM per calibrar el respirometre. El medi DMEM ha
d'estar previament escalfat i les mesures es fan amb agitacié suau (400 rpm). Un cop afegit el
DMEM, es tanquen les cambres per eliminar I'excés de medi i d'oxigen i posteriorment s'obren fins

deixar una unica bombolla d'aire que permet el flux d'oxigen cap a l'interior i estabilitzar les mesures.
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Un cop s'estabilitza la senyal, es pot iniciar I'experiment afegint els fibroblasts a les cambres del
respirometre. La taxa de consum d'oxigen (OCR; Oxygen Consumption Rate) es monitoritza a 37°C
i s'expressa en pMols d'oxigen/segons*milié de cel-lules. El nimero de fibroblasts en tots els analisis
és de 400.000 fibroblasts/ml.

En primer lloc es mesura la respiracié basal de les cél-lules (R) amb les cambres tancades. La

respiracio basal o de rutina es monitoritza durant almenys 15 minuts o fins que la senyal s'estabilitza.

A continuacié s'afegeix Oligomicina (2,5uM; Oligomycin from Streptomyces diastatochromogenes,
Sigma #04876), que inhibeix I'ATP sintasa (complex V) per tal de mesurar el consum d'oxigen
desacoblat de la produccié d'ATP, la fuita de protons (proton LEAK (L)). Després es fan addicions
seriades de FCCP (Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone, Sigma #C2920) (0.5
MM per addicid) que és un desacoblant del gradient de protons generat per I'activitat de la cadena de
transport d'electrons que permet determinar la capacitat de respiracid (tedrica) maxima (E), i
finalment s'afegeix Antimicina A (2,5 UM, Antimycin A from Streptomyces sp., Sigma #A8674) que
és un inhibidor del complex Ill i s'utilitza per a determinar el consum d’oxigen residual (ROX) en
condicions en les que la cadena de transport d'electrons és inactiva (Connolly et al., 2018) (Figura
26).

Per analitzar els resultats obtinguts amb I'analisi de la respiracié mitocondrial, tots els estats
respiratoris (R, L i E) es corregeixen per ROX, i préviament totes les mesures es corregeixen pel
consum d'oxigen en abséncia de cél-lules en el medi, ja que no sempre és igual a O.

Experiment

Stage (1) ' (ii) (1) | (iv)

Oligomycin FCCP/CCCP Rot + AA

(e) Spare
respiratory
capacity

(d) N
respiration

Haximal

{c) ATP

turnover

(a) Basal
respiration

Oxygen consumption rate

{b) H' leak* B

Oligo. resistant O, consumption “{{":“{'1“'“1[&'; O,

Time

Figura 26. Esquema del protocol experimental per I'analisi de la respiracié mitocondrial (Connolly et al., 2018).

2.10 Quantificacio dels nivells de succinat

La quantificacié dels nivells de succinat es realitza amb el kit Succinate Assay Kit Colorimetric

d’'Abcam. Es necessiten aproximadament 1 milié de cel-lules, per aix0, préviament es sembren els
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fibroblasts en plaques. Un cop estan confluents, es tripsinitzen i es compten per tenir el mateix
numero de cél-lules en totes les condicions a analitzar. Seguidament es fan dos rentats amb PBS 1x
fred, es centrifuga a 1.000 rpm durant 3 minuts i es suspén el pellet amb 100 ul de tampd del kit.
S'homogeneitza amb la pipeta i es centrifuga a 14.000 rpm durant 5 minuts a 4°C. Es recull el
sobrenedant i es filtra amb les columnes 10 kDa d'Abcam i es guarda en gel. Una vegada tenim les
mostres preparades, es realitza una recta patré amb concentracions conegudes de succinat per
poder interpolar I'absorbancia de les mostres. Degut a que és possible que les mostres generin
"soroll" (backgrounad), en paral-lel es prepara un mix en el que no s'afegeix el convertidor de succinat
i donara els valors de soroll de fons els quals s'hauran de restar a la mostra (en el cas que n'hi hagi).
Una vegada preparats els mix de reaccid i de soroll de fons, s'afegeix 50 ul a cada pou i es deixa
durant 30 minuts a 37°C protegit de la llum, i finalment es llegeix la placa a una absorbancia de

450nm a I'espectrofotometre Epoch (Biotek Instruments).

3. Tecniques de Bioquimica i Biologia Molecular

3.1 Construccions plasmidiques per al silenciament genic

En enginyeria genetica, es considera un vector a una molécula d'ADN que s'utilitza per introduir una
sequéncia d'ADN en una cél-lula, dins la qual es mantindra i es replicara o expressara. Generalment
es tracta d'un plasmidi, que sén molécules d'ADN circular extracromosomic que es troben en
bacteris. Es repliquen de forma independent del cromosoma principal i poden haver-hi multiples

copies del plasmidi en una mateixa cél-lula bacteriana.

Els virus sén entitats infeccioses que contenen I'acid nucleic que codifica per a la seva propia
estructura, perd no tenen la maquinaria enzimatica d'una cél-lula. Per tal de replicar-se infecten una
cél-lula i utilitzen la seva maquinaria per a expressar el seu genoma viral. En enginyeria genética
s'utilitzen els virus com a vectors, ja que permeten introduir una sequencia d’ADN o ARN a l'interior
d'una cél-lula pel propi mecanisme infeccids del virus. S'utilitzen virus defectius, és a dir, que no sén
capacos de replicar-se i produir nous virus, ja que s'ha substituit el genoma viral per la seqiiéncia

d'interes.

3.1.1 Interferéncia d'ARN

Lainterferencia d'ARN (ARNi) és una técnica que permet reprimir I'expressié génica d'una seqiiéncia
especifica. El mecanisme d'interferéncia d’ARN es basa en la degradacié especifica de I'ARN
missatger (ARNm) diana mitjangant una via enzimatica enddgena que involucra el complex inductor

del silenciament de I'ARN (RISC, RNA-induced silencing complex).

Els ARNs de doble cadena (dsARNSs, double stranded RNAs) sdn reconegutsi tallats per I'enzim Dicer
que genera siRNAs (small interfering RNAs) que son fragments d'ARN bicatenari d'entre 21 i 23

nucleotids amb 2 nucleotids desaparellats en cada extrem 3'. Una de les cadenes del siRNA (cadena
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guia) s'incorpora al complex RISC i aquest localitza la cadena guia a I'ARNm complementari i la talla.
L'ARNm és degradat per altres nucleases endogenes truncant aixi la traduccié de I'ARNm (Wittrup
and Lieberman, 2015). Un dels métodes d'interferéncia d’ARN sdn els shRNAs (small hairpin RNAS),
que sén dsARNs que contenen una seqliencia de 19-21 nucleottids homologa a la seqliencia del gen
que es vol silenciar seguida d'uns nucleotids que generaran la forquilla (“ Aairpir?') i una seqiiéncia
reversa complementaria a |'anterior (Figura 27).

Precursor  Dicer

miRNA e

Synthetic
siRNA \_-—*
—
@T’ RISC incorporation

RISC

W@W Target mRNA
111 LILLL) ISR | [ 11111111 identification

Target mRNA
degradation

Figura 27. Mecanisme d'interferéncia d'ARN pel silenciament de I'expressié génica.

3.1.2 Construccions de shRNA

Taula 3. shRNAs utilitzats en el nostre estudi.

Vector Gen Codl Casa Comercial

PLK 0.1 puro Scrambled TRCNOOOOO00001 Sigma-Aldrich
TRCNOO00305991

PLK 0.7 puro Atg7 Sigma-Aldrich
TRCNO000375444
TRCNOOO0009690

PLK 0.7 puro BNIP3 Sigma-Aldrich
TRCNOOO0009691
TRCNOO00004679

PLK O.1puro Bcl-2 TRCNOO0O0004680 Sigma-Aldrich
TRCNOO00006261
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3.2 Amplificacié en cadena de la polimerasa
3.2.1 Extraccié d'ARN

L'extraccié d'ARN dels cultius cel-lulars es fa utilitzant el kit comercial ANeasy® mini kit (Qiagen)
acoblat a la digestié amb DNasa |, que permet eliminar tot I'’ADN genomic contaminant que pugui
quedar a la mostra i que donaria una senyal falsa. Un cop extret I'ARN, es quantifica al Nanodrop
(ND-1000 UV/Vis Spectofotometer, Nanodrop Technologies) i mitjangant un gel d'agarosa al 1% es

comprova que no estigui degradat. Finalment els extractes d'ARN es guarden al congelador a -80°C.

3.2.2 Sintesi de cDNA

La reaccid de transcripcid reversa es realitza per a la obtencié d'’ADN complementari (cDNA) segons
el protocol de I'enzim transcriptasa reversa de Tagman (Applied Biosystems) a partir d'1 ug d'ARN.
La reaccié conté dNTPs, MgCl., hexamers, inhibidors de RNases i la transcriptasa reversa en les
proporcions indicades pel fabricant. Breument, s'incuben les mostres d’ARN 2 minuts a 90°C i tot
seguit s'afegeix la mescla de reaccid i s'inicia el programa de transcripcio reversa: 10 minuts a 25°C,
60 minuts a 42°C i 5 minuts a 95°C. El producte final de la reaccid es pot utilitzar per una PCR

convencional o bé per una PCR en temps real (RT-PCR).

3.2.3 PCRentempsreal (RT-PCR)

La técnica de PCR en temps real (RT-PCR) utilitza una sonda especifica per a analitzar I'expressio
relativa d’ARNm de cada gen d'interés. Aquesta sonda esta marcada amb un fluorocrom, FAM™,
que el termociclador CFX96™ de Bio-Rad detecta i quantifica. Tant les sondes com la mix de la
reaccid, Tagman PCR Mastermix Universal, son d'Applied Biosystems, i s'utilitzen en les proporcions

indicades pel fabricant.

El programa que s'utilitza és el seglient:

x40 cicles
50°C 95°C 95°C 60°C
2 min 10 min 15 sec 1 min

Els resultats s'obtenen en forma de Ct (Cycle threshold), que és el cicle de PCR on comenga el
creixement exponencial del producte de la PCR. Per tant, com més cDNA del gen hi hagi en la mostra
de partida, més baix sera el Ct. La quantitat relativa d’ARNm de cada gen es calcula de la seguent

manera: ACt = Ct gendiana - Ct gen GAPDH (control)

i respecte la mostra control: AACt = ACt mostra control — ACt mostra

67



68 | Materials i Metodes

A partir d'aquests calculs la concentracio relativa de I'ARNm respecte al control és 2"(-AACt). De
cada mostra se’'n fan tres répliques de les quals es calcula la mitjana i errors estandard. Els gens

analitzats i la referéncia de cada sonda es troben a la Taula 4.

Taula 4. Sondes utilitzades per I'analisi en la RT-PCR.

Gen Coal
GAPDH ‘ Rn01775763_g1
Nirt-Z2 ‘ Rn00582415_m1

Isg15 ‘ Rn01519614_m1

3.3 Immunodeteccid de proteines

3.3.1 Western blot

El Western Blot és una técnica que s'utilitza per la immunodeteccidé de proteines en una mostra
determinada i consisteix en la separacié per pes molecular de les proteines mitjancant una
electroforesi en gels d'acrilamida, una posterior transferéncia a membranes de PVDF (Immobilon-P;

Millipore) i finalment la deteccié amb anticossos especifics contra les proteines d'interes.

3.3.1.1 Extraccid de proteina total

L'extraccidé proteica es basa en el trencament d'interaccions entre les proteines permetent
I'alliberament de proteines unides a estructures macromoleculars. El tampd d'extraccié conté Tris-
HCI 125 mM (pH 6.8) i 2% de detergent SDS (Sodium dodecyl/ sulfate), el qual desnaturalitza i

inactiva la majoria d'enzims, incloses les proteases que podrien danyar |'extracte.

Primer de tot es fan dos rentats amb PBS 1x un cop aspirat el medi per eliminar les restes que hagin
pogut quedar i després s'afegeix el tampd d'extraccid. L'extraccié ha de ser rapida per tal d'evitar
degradacions i que I'extracte representi I'estat fisiologic de la cél-lula viva. A continuacié es soniquen
les mostres durant 30 segons en gel (Branson 450 Digital Sonifier, Marshall Scientific) per
fragmentar I’ADN i eliminar la viscositat de la mostra. En aquest punt es pot seguir amb el protocol o

bé congelar les mostres.

3.3.1.2 Quantificacid de proteines pel métode de Lowry

La quantificacié de proteines és necessaria abans de migrar les mostres en gels SDS-PAGE per
poder carregar la mateixa quantitat de proteina per cada mostra i per tant, poder interpretar

correctament els resultats, ja que d'aquesta manera, les diferencies no es deuran a la carrega.

Per determinar la quantitat de proteina en una mostra s'utilitza el metode de Lowry mitjangant el kit

Bio-Rad DC Protein Assay de Bio-Rad Laboratories (#500-0116). Primer es realitza una recta patré
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amb concentracions conegudes de BSA (albumina de sérum bovi) per després poder interpolar
I'absorbancia de les mostres. A continuacid afegirem les diferents mostres. Tant la recta patré com
les mostres s'afegeixen per duplicat, en una placa de 96 pous (M96). Tot seguit es barregen els
reactius A (tartrat de coure alcali) i S (en proporcié 50:1), i s'afegeix la barreja als pous amb les
mostres (25 L a cada pou). A continuacioé s'hi afegeix el reactiu de Folin (reactiu B, 200 uL per pou),
es deixa produir la reaccid colorimetrica durant 5 minuts i després es llegeix la placa a una

absorbancia de 620 nm amb |'espectrofotometre Epoch (Biotek Instruments).

3.3.1.3 Electroforesi en gels de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Els gels desnaturalitzants de poliacrilamida amb SDS s'utilitzen per separar barreges proteiques
complexes segons el seu pes molecular. Es preparen a partir de la solucié ACRYL/BIS™ (Amresco),
que és una solucid al 39% d'acrilamida amb un 1% de bis-acrilamida. La reaccid de polimeritzacié es
realitza amb 0.1% de TEMED (Sigma-Aldrich, #T9281) com a iniciador de la reaccid i persulfat
amonic (PSA, Sigma-Aldrich #A7460) al 0.05% com a catalitzador.

S'utilitzen gels discontinus, és a dir, formats per dos parts amb percentatges d'acrilamida diferents;
el gel apilador a la part superior i el gel de resoluciod a la part inferior. El gel apilador és on es carreguen
les mostres i té un percentatge d'acrilamida baix (5%) que es prepara en tampd Tris-HCI 125 mM a
pH 6.8, i serveix per sincronitzar I'entrada de les proteines al gel de resolucio. El gel de resolucio es
prepara en tampd Tris-HCI 375 mM a pH 8.8 i el seu percentatge d'acrilamida depén del pes
molecular de les proteines que volem separar, i és el que realment separa les proteines segons el seu
pes molecular. Per proteines de baix pes molecular s'utilitzen gels amb un percentatge superior
d'acrilamida que I'utilitzat per a separar proteines d'alt pes molecular. Primer es polimeritza el gel de
resolucid en la part inferior, i una vegada polimeritzat, es prepara el gel apilador on s'afegeix una pinta

per tal de fer els pous per carregar les mostres.

Les mostres ja quantificades es preparen afegint tampé de carrega 5x (10% SDS, 370 mM Tris-HCI
pH 6.8, 25% B-mercaptoetanol, 50% glicerol i blau de bromofenol), s'ajusten les mostres a un mateix
volum final amb tampd de carrega 1x i es carreguen al gel. En un dels pous es carrega un marcador
de pesos moleculars pretenyit (Fisher Scientific) per a poder referenciar les bandes. L'electroforesi
es migra a un amperatge constant de 20 mA i quan les mostres entren al gel de resolucid es puja a
25 mA. El gel es migra en el tampd de migracio (glicina 110 mM, Tris 24 mM, SDS 0.1%) en el sistema

HoeferSE260 (Amersham Biosciences).

3.3.1.4 Transferéncia de proteines

La transferéncia de proteines es fa en un sistema de transferéncia semisec. Primer, cal hidratar la
membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore) en metanol 100% durant 10 minuts, rentar-la en H,O i

després cal submergir-la en tampé de transferencia (48 mM Tris, 0.0375% SDS, 39 mM glicina i
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20% metanol), en el qual també s'ha de submergir el paper de transferenciai el gel per tal d'equilibrar-
los durant uns 15 minuts. Un cop equilibrats es pot comengar la transferéncia; es col-loquen dos
papers de transferéncia sobre I'anode, a sobre es posa la membrana de PVDF, el gel de
poliacrilamida i dos papers de transferencia més. Cal assegurar-se que no quedin bombolles entre el
gel i la membrana. Finalment es posa la tapa (catode) i s'inicia la transferéncia a un amperatge
constant 0,8 mA per cm? de membrana durant 1 hora en el sistema Hoefer TEZOXP (Amersham

Biosciences).

3.3.1.5 Immunodeteccid de proteines

Un cop finalitzada la transferéncia proteica, la membrana es posa en solucié Ponceau que és capag
de tenyir les proteines transferides a la membrana d'una forma reversible i permet tenir una idea de
la carrega proteica i com ha anat la transferéncia. A continuacio, es renta en TBS-T (20 mM Tris, 150
mM NaCl, 0.1% Tween 20) i tot seguit es blogueja en solucié de blogqueig (TBS-T amb 5% de llet
desnatada en pols) durant 1 hora a temperatura ambient. El bloqueig permet la unid als llocs que han
quedat lliures amb la transferéncia i evitar unions inespecifiques de I'anticds. Després del bloqueig
es fan tres rentats de 10 minuts en TBS-T i s'incuba amb una dilucié en TBS-T de I'anticos primari
(Taula 5) amb 0.02% d'Azida sodica per evitar contaminacié bacteriana. La incubacid s'acostuma a

deixar durant tota la nit a 4°C.

Després de la incubacid, la solucié de I'anticos es recupera i es guarda a 4°C per a poder ser
reutilitzada. A la membrana es fan tres rentats de 10 minuts en TBS-T, i després s'incuba 1 hora a
temperatura ambient amb I'anticos secundari (Taula 6), que es dilueix en solucid de bloqueig. Passat

aquest temps es fan tres rentats de 10 minuts en TBS-T.

Taula 5. Anticossos primaris utilitzats per al Western Blot. S'indica el proveidor, n° de cataleg i dilucid.

Anticos Dilucic Proveidor N°de cataleg
Akt 1:1000 Santa Cruz Biotechnology sc-1618
Atg/ 1:1000 Cell Signaling #2631
Atf4 1:1000 Cell Signaling #11815
Bei-Z2 1: 500 BD Biosciences 610538
Beclin-1 1: 500 BD Biosciences 612112
Bnip3 1:1000 Cell Signaling #3769
Caspasa-3 1: 3000 Cell Signaling #9665
Catalasa 1: 500 Santa Cruz Biotechnology sc-271803
CHOP (GADD153) 1:1000 Cell Signaling #2895
Citocrom C 1: 2000 Abcam ab110325
Complex | (NDUFS3) 1:1000 Invitrogen 459130
Complex Il (SDHa) 1: 2000 Molecular Probes A11142
Complex Ill (Core 2) 1:1000 Molecular Probes A11143
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Complex |V (Cox4) :1000 Molecular Probes A21348
Complex V (FiFoa) :1000 Molecular Probes A21350
DLD :5000 Abcam ab133551
DRPI :1000 BD Biosciencies 611112
GSK36 :1000 Abcam ab18893
LC3A/B :2000 Abcam ab128025
MEK 1/2 :2000 Cell Signaling #9122
MFNZ :1000 Sigma-Aldrich M6319
MnSOL 1: 500 Santa Cruz Biotechnology sc-133134
OPA1 1:1000 BD Biosciences 612606
P62 (SQSTMT) 1:1000 Cell Signaling #5114
P65 1:1000 Santa Cruz Biotechnology sc-372
pelF2a 1:1000 Cell Signaling #9721
PGC-Ta 1:1000 Novus Biologicals NBP1-04676
Porina (VDACT) 1: 5000 Abcam ab15895
p-Akt (Serd473) 1:1000 Cell Signaling #4060
p-GSK3a/B (Ser21/9) 1:1000 Cell Signaling #9331
p-STAT3 (Tyr705) 1: 2000 Cell Signaling #9145
STAT3 1:2000 Abcam ab68153
TFAM 1:1000 Abcam ab131607
aBIP (GRP78) 1: 3000 Santa Cruz Biotechnology sc-1051

Taula 6. Anticossos secundaris utilitzats per al Western Blot. S'indica el proveidor, n° de cataleg i dilucid.

Anticos Dilucic Proveidor N°de cataleg
Cabra-1gG HRF 1:20.000 Sigma-Aldrich A5420
Conill-1gG HRP 1:5.000 Sigma-Aldrich A0545
Ratoli-lgG HRF 1:10.000 Sigma-Aldrich A9044

L'anticos secundari és el que permet fer la deteccid perquée esta conjugat a peroxidasa de rave, i per
a detectar-la s'utilitzen uns reactius comercials que oxiden el luminol (de manera analoga a com ho
faria amb I'aigua oxigenada), donant una senyal luminescent. Hi ha basicament dos tipus d'aquests
reactius que s'utilitzen segons si es preveu tenir molta o poca senyal luminescent, EZ-ECL (Biological
Industries) i SuperSignal West Dura (Millipore), respectivament. Després s'exposa el senyal
luminescent sobre films (Fujifilm) tot utilitzant una solucié reveladora i una fixadora i I'aparell de

revelat automatic de films Optimax de Protec.

Per comprovar la carrega de cadascuna de les mostres tenyim el gel després de la transferéncia amb
Blau de Coomassie (0.1% CBB-R250, 50% metanol, 10% acid acetic) i per tenir un control de carrega

real de la membrana aquesta es tenyeix amb Naphtol Blue (Sigma-Aldrich).
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4. Eines bioinformatiques

Image J és un programa de processament d'imatge digital de domini public programat en Java
desenvolupat pel National Institutes of Health (NIH). Aquesta aplicacié permet visualitzar i analitzar
imatges obtingudes a partir de qualsevol microscopi. Es molt ttil ja que permet editar o donar color a
qualsevol imatge, quantificar intensitats, comptar punts, seleccionar regions d'interes, desenvolupar

analisi de colocalitzacio, entre d'altres funcions.

https://imagej.nih.gov/ij/

5. Analisi estadistic

L'analisi estadistic s'ha realitzat amb el GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
Eltest de Kruskal-Wallis s'ha utilitzat per comparar més de dos grups, amb un test post-hoc de Dunn,
i el test Dunnett quan es compara a un control. El test de Mann-Whitney s'ha utilitzat per comparar
dos grups. El test 2WAY-ANOVA s'ha utilitzat per determinar I'efecte del silenciament génic i la
presencia d'oxigen o addicié de tractaments sobre els valors experimentals i per una possible
interaccid. Els experiments s'han realitzat minim tres vegades, el nimero exacte de repeticions

apareix en cada figura i tots els tests estadistics sén amb una p=valor de 0.05.
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RESULTATS

1. Expressio de Bcl-2 i la seva implicacio en la supervivencia

Els resultats previs del grup havien demostrat que els fibroblasts cardiacs sén més resistents a la
induccié de mort cel-lular per estimuls que activen |I'apoptosi per la via mitocondrial com el tractament
amb estaurosporina o la privacié de sérum al medi de cultiu, i que indueixen menys apoptosi durant
la isquémia experimental que els fibroblasts pulmonars i dérmics (Mayorga et al., 2004). Aquest fet
depen de I'elevada expressioé de Be/Zen els fibroblasts cardiacs, ja que la repressid d'aquest gen per
interferéncia d'ARN produia sortida de Citocrom C del mitocondri, activacié de Caspasa-3 i una
incidéncia de nuclis apoptotics similar a la resta de fibroblasts durant la isquémia (Mayorga et al.,
2004). Per tant, el que vam fer primer és replicar I'estudi pero analitzant directament la supervivéncia
en preséncia de nivells normals o silenciats de Bc/2, utilitzant transduccié lentiviral que permet
generar una poblacié cel-lular homogeénia, la qual no s'havia pogut fer al primer treball perque el

silenciament de Bc/2es va realitzar per transfeccid, amb una eficacia reduida en fibroblasts primaris.

El silenciament de I'expressié de Bc/2als fibroblasts cardiacs va induir una reduccié del nombre de
cel-lules respecte al grup control transduit amb lentivirus " Scrambled’ (control) de més del 30% en
normoxia i va incrementar la mortalitat un 20% en isquemia (condicié d'isquémia experimental en
solucié de Tyrode en pO, de 0.2% durant 24h), indicant que Bcl-2 és important per la supervivencia
(i proliferacio) dels fibroblasts cardiacs en condicions basals (de normoxia), a més de protegir-los

durant laisquémia (Figura 1).
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Figura 1. El silenciament de Bc/2 als fibroblasts cardiacs indueix la pérdua de supervivéncia, i possiblement,
proliferacid, tant en normoxia com en isquémia. Analisi de la supervivéncia mitjangant recomptes de viabilitat amb
blau de Tripa a les 72h post-transduccid en condicions de normoxia i d'isquémia (24h). Les dades estan
referenciades al recompte de cel-lules en el moment de sotmetre a la isquémia (t=0h). En el grafic s'observa
medianazxrang interquartil de 6 experiments independents per duplicat (N=6). El silenciament de Bcl-2 sempre es
confirma per Western Blot. L'analisi estadistic per 2W-ANOVA indica que les diferéncies degudes a |'expressid de
Bcl-2 i les degudes a la presencia d'oxigen sén significatives (****p=0.0001) perd no hi ha interaccié significativa
entre les dues variables. Nx: Normoxia; Scr: Scrambled.
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Degut al resultat inesperat que indica la importancia de Bcl-2 en la supervivencia, i probablement
també en la proliferacio, dels fibroblasts cardiacs en condicions basals, a més de durant la isquémia,
ens vam plantejar la possibilitat que Bcl-2 fos important pel control de I'autofagia en aquestes
cel-lules i que, com a mecanisme implicat en el reciclatge d'organuls i en I'obtencid d'energia en
situacions d'estrés cel-lular (com s'ha descrit a I'apartat 3.2 de la introduccid), aquesta tingués un

paper important per la supervivéncia tant en condicions de normoxia com durant la isquémia.

El primer que vam fer va ser analitzar si el tractament dels fibroblasts amb Rapamicina (400 nM), un
inhibidor de mTOR que, al seu torn, és inhibidor de I'autofagia i per tant indueix el procés autofagic,
modificava |'expressid de Bc/2 (Tanemura et al., 2012; Kim et al., 2015). Vam observar que la
rapamicina induia un increment en I'abundancia de Bcl-2 especialment als fibroblasts cardiacs, tot i
no ser significatiu estadisticament (i de LC3-Il confirmant I'increment en I'autofagia a tots els
fibroblasts) (Figura 2). Aixi doncs, vam decidir analitzar si la inhibicié de I'autofagia alterava de forma
especifica la supervivéncia dels fibroblasts cardiacs en isquémia.
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Figura 2. Els fibroblasts cardiacs indueixen I'expressié de Bcl-2 i LC3 en preséncia de rapamicina. (A) Analisi de
I'expressid de Bcl-2 i LC3 en condicions basals i en preséncia de Rapamicina (400 nM) durant 18h i 24h mitjangant
Western Blot dels diferents tipus de fibroblasts. El Naphtol Blue es va utilitzar com a control de carrega. (B) Analisi
densitometric del Western Blot de Bcl-2. Les dades es normalitzen dividint pels valors dels fibroblasts en condicions
basals. En el grafic s'observa medianaxrang interquartil de 3 experiments independents (N=3). S'aplica el test
estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (No significatiu vs. FC control). FC: Fibroblasts cardiacs; FP:
Fibroblasts pulmonars; FD: Fibroblasts dérmics; Rapa: Rapamicina.

2. Implicacio de I'autofagia en la supervivencia dels fibroblasts

2.1 Caracteritzacio de |I'expressié de marcadors autofagics

L'autofagia és un procés adaptatiu que pot ser induit com a resposta a diferents senyals d'estrés,
com la hipoxia, actuant com a mecanisme primari de supervivencia, com s'explica a |'apartat 3.2 de
la Introduccid. Degut a 1) resultats previs del grup en els que es demostrava que els fibroblasts

cardiacs tenen més capacitat de supervivencia que altres tipus de fibroblasts fins a 72h d'isquémia
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experimental; 2) que els fibroblasts cardiacs tenen nivells constitutivament superiors de Bcl-2 que
altres fibroblasts i aquest esta relacionat amb la seva major supervivéncia; i 3) que als fibroblasts
cardiacs I'activador d'autofagia rapamicina indueix un increment de I'expressié de Bc/2, vam voler
analitzar I'expressid de diversos marcadors autofagics per determinar si els fibroblasts cardiacs
tenen una major activacid de l'autofagia en condicions d'isquémia. Per aix0, vam determinar
I'expressid de Beclin1, Bcl-2 i Atg7 de les fases inicials de I'autofagia, p62 com a proteina de carrega
autofagica, LC3 present en els autofagosomes, i Bnip3 com a marcador de la mitofagia. A més, vam
determinar |'expressio de Caspasa-3 (total i activa) com aindicador de I'apoptosi. Pel que fa a Beclin1
no vam trobar diferéncies d'expressié entre els diferents tipus de fibroblasts i no variava tampoc en
condicions d'isquémia. D'altra banda, p62 i LC3 disminuien la seva expressié en isquémia,
probablement degut a I'activacié de I'autofagia i la seva propia degradacio, pero sense diferencies
entre fibroblasts. De fet, I'analisi de I'expressié de LC3 a nivell de transcrit va caure en tots els
fibroblasts durant la isquémia (dades de PCR quantitativa no mostrades). Atg7 no variava |'expressio
en isquémia, no obstant, els fibroblasts cardiacs expressaven nivells més elevats. A més, tal i com ja
havia demostrat el grup, els fibroblasts cardiacs expressen més Bcl-2 (Mayorga et al., 2004) i
mantenen I'expressid en condicions d'isquémia. Addicionalment, als fibroblasts pulmonars i dermics,
pero no als cardiacs, vam detectar processament de Caspasa-3, compatible amb la seva activacid,
en condicions d'isquémia. Es interessant remarcar que Bnip3 va presentar una expressio
incrementada i mantinguda en el temps en isquémia en els fibroblasts cardiacs en comparacid als

altres fibroblasts (Figura 3).

F.cardiacs F.pulmonars F.deérmics
Isquemia(h) O 24 48 0 24 48 0 24 48
Beclinl W e s . - e | o 60

Atg7 B e e - e e 7

ol . TE. maE -

Bel-2 [ —— = —_— —— — 26
Bnip3 g .- ’ is tj: ; 26
LC3 =— = -— i 15

Naphtol
Blue

7

Figura 3. Els fibroblasts cardiacs expressen més Bcl-2 i Atg7, i en condicions d'isquémia expressen més Bnip3
que els altres tipus de fibroblasts. Analisi de I'expressidé de marcadors autofagics i apoptotics en condicions de
normoxia i d'isquémia mitjangant Western Blot. El Naphtol blue es va utilitzar com a control de carrega. La imatge és
representativa de 3 experiments independents amb resultats similars (N=3).
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2.2 Efecte del silenciament de proteines implicades en l'autofagia en la

supervivencia dels fibroblasts durant la isquemia

Degut ala diferéncia d'expressio de Bnip3 en condicions d'isquemia als fibroblasts cardiacs, i del seu
paper en la mitofagia i I'activacié per Hif1, vam decidir analitzar I'efecte del silenciament genic de
Bnip3mitjancant shRNAs en la supervivéncia dels fibroblasts cardiacs en condicions de normoxia i
d'isquemia. Els fibroblasts es van transduir lentiviralment amb el shRNA control (Scrambled) i els
shRNAs 1i 2 de Bnijp3 durant 72h i després es van sotmetre a isquemia durant 24h. Les dades
mostren que el silenciament de Bnjp3 als fibroblasts cardiacs afecta la supervivéncia un 20% en

condicions de normoxia, perd no té cap efecte diferencial en condicions d'isquemia (Figura 4).

o oV
oSS N
S & F S
150 - s
Bnip3 26
§ # Isquémia
P @
gg1oo-§ a 1
© O
@ 0l
o "
2 << "
S8 504 -
o
3
7]
0 1 ] ] 1 ] ] ]
«\s\- &"\- \e‘\- fpé* «\,90. ‘\,90. \\90 q}go.
S gL L F e 9
Q\Q Q\Q (\\Q 4
& & ¢ &
XSS XSS

Figura 4. El silenciament génic de Bnijp3als fibroblasts cardiacs afecta la supervivencia en condicions de normoxia
perd no en condicions d'isquémia. Analisi de la supervivéncia mitjangant recomptes de viabilitat amb blau de Tripa a
les 72h post-transduccié en condicions de normoxia i d'isquémia (24h). Les dades estan referenciades al recompte
de cel-lules en el moment de sotmetre a la isquemia (t=0h). En el grafic s'observa mediana+rang interquartil de 4
experiments independents per duplicat (N=4). El silenciament de Bnip3 sempre es confirma per Western Blot.
S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (****p=0.0001 vs. t=0h). NT: No transduit;
Scr: Scrambled |sq: Isquémia.

L'efecte del silenciament de Bnjp3, que s'ha implicat en la mitofagia, sobre la supervivencia dels
fibroblasts cardiacs ens va portar a preguntar-nos si obtindriem el mateix resultat al silenciar un gen
com Atg/, que participa en I'expansié del fagofor i forma part del sistema de conjugacié d'Atg12,

donat que no és especific d'una autofagia selectiva, a diferéncia de Bnip3.

Aixi doncs, vam realitzar el silenciament génic d' Afg”amb dos shRNAs sobre els fibroblasts cardiacs
tant en condicions de normoxia com d'isquémia per tal d'analitzar la supervivencia. Els fibroblasts es
van transduir lentiviralment amb el shRNA control (Scrambled)iels shRNAs 1i2 d'Afg7durant 72hii
després es van sotmetre a isquémia durant 24h. Tal i com es mostra en la Figura 5, el silenciament
geénic d'Afg/ als fibroblasts cardiacs va afectar la supervivéncia un 20-25% en condicions de

normaoxia, perd no va tenir cap efecte significatiu en condicions d'isquémia.
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Figura 5. El silenciament génic d' Atg”7als fibroblasts cardiacs afecta la supervivencia en condicions de normoxia
perd no en condicions d'isquemia. Analisi de la supervivencia mitjangant recomptes de viabilitat amb blau de Tripa a
les 72h post-transduccié en condicions de normoxia i d'isquémia (24h). Les dades estan referenciades al recompte
de cel-lules en el moment de sotmetre a la isquemia (t=0h). En el grafic s'observa medianaxrang interquartil de 8
experiments independents per duplicat (N=8). El silenciament d'Atg7 sempre es confirma per Western Blot. S'aplica

el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (****p=0.0001 vs. t=0h). NT: No transduit, Scr:
Scrambled Nx: Normoxia; Isq: Isquémia.

2.3 Efecte de la inhibicié farmacologica de I'autofagia en la supervivencia dels
fibroblasts

Areld'aquests resultats, vam voler analitzar I'efecte del bloqueig de I'autofagia mitjangant la inhibicié
farmacologica en els diferents tipus de fibroblasts en condicions de normoxia i d'isquemia per tal de
determinar si es tractava d'un tret diferencial dels fibroblasts cardiacs. Primer, vam utilitzar I'inhibidor
3-metiladenina (3-MA, 5 mM), que actua en les etapes inicials de I'autofagia, concretament blogueja
el complex de nucleacid PI3K de classe lll. Vam tractar els diferents tipus de fibroblasts amb la 3-MA
durant 24h en condicions de normoxia i en condicions d'isquemia. El bloqueig de I'autofagia va
disminuir un 20% la supervivéncia dels fibroblasts cardiacs en normoxia, perd no va afectar la

supervivéncia en condicions d'isquémia (Figura 6).
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Figura 6. El bloqueig de I'autofagia amb la 3-MA afecta la supervivéncia dels fibroblasts en condicions de
normoxia perod no en condicions d'isquémia. Analisi de la supervivéencia mitjangant recomptes de viabilitat amb blau
de Tripaales 24h en condicions de normoxiaid'isquémia (+3-MA, 5 mM). Les dades estan referenciades al recompte
de cellules en el moment d'afegir la 3-MA (t=0h). En el grafic s'observa mediana+rang interquartil de 4-5
experiments independents. S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (**p=0.01 |
*p=0.05 | ns no significatiu vs. No tractament de cada tipus de fibroblast).

Degut a possibles efectes inespecifics de la 3-MA, vam voler analitzar la supervivencia amb un altre
inhibidor de I'autofagia, la Cloroquina (CQ, 30 uM), un inhibidor de la fusid de I'autofagosoma amb
el lisosoma. Vam tractar els diferents tipus de fibroblasts amb la CQ durant 24h en condicions de
normoxia i en condicions d'isquémia, i el resultat que vam obtenir va ser similar aI'obtingut amb la 3-
MA. El bloqueig de I'autofagia no va afectar la supervivéncia en condicions d'isquémia, perd si que
afectava en condicions de normoxia, sobretot als fibroblasts cardiacs, en els quals la supervivéncia

va disminuir un 30% a I'igual que als altres tipus de fibroblasts (Figura 7).
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Figura 7. El bloqueig de I'autofagia amb la CQ afecta la supervivéncia dels fibroblasts en condicions de normoxia
perd no en condicions d'isquéemia. Analisi de la supervivéncia mitjangant recomptes de viabilitat amb blau de Tripa a
les 24h en condicions de normoxia i d'isquémia (+CQ, 30 uM). Les dades estan referenciades al recompte de cél-lules
en el moment d'afegir la CQ (t=0h). En el grafic s'observa mediana+rang interquartil de com a minim 5 experiments
independents (N=5). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (****p=0.0001 | ns no
significatiu vs. No tractament de cada tipus de fibroblast)
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L'analisi d'expressié de proteines va mostrar que la Cloroquina induia I'acumulacié de LC3, ja que
impedeix la fusié del fagosoma amb el lisosoma reduint la seva eliminacid (Figura 8). El mateix vam
observar per Bnip3, especialment acumulat als fibroblasts cardiacs, suggerint la seva possible
participacio en el procés autofagic, tot i que el seu silenciament no va afectar de forma especifica la
supervivencia dels fibroblasts cardiacs en isquémia. Malgrat que els resultats obtinguts amb aquesta
série d'experiments de blogueig de I'autofagia per métodes genétics i quimics no ens permet distingir
entre bloqueig de la proliferacié o disminucio de la viabilitat pel que fa als fibroblasts pulmonars i els
dermics, no sembla que hi hagi un efecte determinant de |'autofagia en la supervivéncia dels

fibroblasts cardiacs durant la isquémia, descartant la hipotesi inicial.
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Figura 8. El tractament amb Cloroquina indueix I'acumulacié de Bnip3 i de LC3. Analisi de I'expressid de proteines
relacionades amb I'autofagia en presencia o absencia de Cloroquina (30uM) en condicions de normoxia i d'isquemia
experimental dels fibroblasts cardiacs, pulmonars i dermics mitjangant Western Blot. El Naphtol Blue es va utilitzar
com a control de carrega. La imatge és representativa de 3 experiments independents amb resultats similars (N=3).

3. Analisi de I'estrés oxidatiu

3.1 Quantificacio d'especies reactives de I'oxigen

La interrupcid del flux sanguini condueix a una situacié patoldogica complexa anomenada isquémia,
que consisteix en una disminucié de la tensié d'oxigen que inactiva la cadena respiratoria i per tant,
afecta a la produccié d'energia. Quan moren els cardiomiocits, I'espai que ocupaven és reemplagat
per matriu extracel-lular sintetitzada pels fibroblasts cardiacs. Els nostres resultats demostren que els
fibroblasts cardiacs tenen una taxa de supervivéncia més elevada que altres tipus de fibroblasts a
periodes de fins a 72h d'isquémia experimental. A més, esta descrit que en condicions d'hipoxia els
nivells de ROS incrementen tenint efectes deleteris (Lushchak, 2014). Aquests fets ens van portar a

investigar la possible implicacié del control dels ROS en la supervivencia dels fibroblasts cardiacs.
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Per quantificar la produccié de ROS als cultius de fibroblasts primaris es va utilitzar la sonda
MitoSOX™ Red que ja havia sigut emprada en treballs previs (Blasco et al., 2018). La sonda
MitoSOX™ Red és un reactiu derivat de la hidroxietidina (HE) que, segons el productor, permet
detectar de manera selectiva la produccié de I'anié superoxid (O27) generat a l'interior dels
mitocondris de cél-lules vives mitjangant citometria de flux. Aquesta sonda té carrega positiva
facilitant aixi la seva entrada i acumulacié especifica als mitocondris, i la posterior emissié de
fluorescencia com a conseqiiéncia de la seva oxidacid i subsequient unié a I’ADN mitocondrial. Tot i
aixo, els nostres controls previs indiquen que aquesta sonda també detecta altres tipus de ROS
(Blasco et al., 2018), de forma que a partir d'ara, parlarem de ROS de forma inespecifica. Es va
determinar la produccid de ROS als fibroblasts neonatals primaris cardiacs, pulmonars i dérmics de

rata en condicions basals i en isquémia experimental.

En condicions basals, els fibroblasts cardiacs presenten nivells més elevats de ROS d'origen
mitocondrial en comparacié amb els fibroblasts dérmics, que tenen nivells un 50% menors i els
fibroblasts pulmonars, que son els que presenten nivells més baixos, un 60% menors (Figura 9A). En
la condicié d'isquemia experimental (Solucid de Tyrode en pO; de 0.2% durant 24h), els fibroblasts
pulmonars i dermics van incrementar marcadament els seus nivells de ROS, de l'ordre de 3 i 5
vegades sobre el nivell basal respectivament, mentre que els fibroblasts cardiacs mantenien els
nivells de ROS a valors semblants als basals (Figura 9B). Aixi doncs, els fibroblasts cardiacs tenen
uns nivells més elevats de ROS (suposadament de I'anié superoxid O, ") mitocondrial en condicions
basals i son capagos de mantenir i controlar millor I'increment dels ROS, en relacié als seus nivells

basals, en condicions d'isquémia.

A

oy}

=
()]
1
(o]
1

*dkk

(o]
1

Kk Kk

Feddkek
1.0+ e

F*kkk .. o®

Intensitat mediana de fluorescéncia
(Mitosox) (vs. F. cardiacs) (Normoxia)
Intensitat mediana de fluorescéncia
(Mitosox) (Normdxia vs Isquémia)

N I
L L
-

w

0.5
@
- -~ =
0.0 T T T 0 T T T T T T
o) 82 X N N N \50-
& o~ o \© oS & & & i
& R & O & & o~ M\
AR ¢ @ T IS

Figura 9. Els fibroblasts cardiacs produeixen nivells més elevats de ROS mitocondrials en condicions basals i
controlen I'increment en condicions d'isquémia experimental. Quantificacié de la produccié de ROS en condicions
basals i en isquémia dels diferents tipus de fibroblasts. (A,B) Determinacié de la produccid de I'anié superoxid (027)
mitocondrial mitjangant marcatge amb la sonda MitoSOX™ Red en condicions basals (A) i en condicions basals i en
isquemia (24h) (B). Degut a oscil-lacions interexperimentals de la senyal, les dades es normalitzen dividint per la mitja
dels fibroblasts cardiacs en condicions basals. En els grafics s'observa medianaxrang interquartil de 16 experiments
independents (n=16). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (****p=0.0001 vs.
Fibroblasts cardiacs (A); vsNormoxia de cada tipus de fibroblasts (B)). Isq: Isquémia
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3.2 Analisi de I'expressio d'enzims antioxidants

A rel de la diferéncia detectada entre els nivells de ROS als fibroblasts cardiacs en relacié als altres
tipus de fibroblasts tant en condicions basals com durant la isquémia, vam voler analitzar I'expressioé
d’enzims antioxidants, concretament de la superoxid dismutasa dependent de manganés (MnSOD),
la Catalasa i la Glutatié peroxidasa (GPx), per veure si podien explicar les diferéncies observades en
les concentracions de ROS als diferents fibroblasts. Com s'observa en la Figura 10, els fibroblasts
cardiacs en condicions basals expressen nivells més elevats dels tres enzims analitzats en

comparacio als altres fibroblasts.
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Figura 10. Els fibroblasts cardiacs expressen nivells més elevats de MnSOD, Catalasa i Glutatié Peroxidasa que
els fibroblasts pulmonars i dérmics. Expressié d’enzims antioxidants en condicions basals dels diferents tipus de
fibroblasts. (A) Analisi de I'expressid de superoxid dismutasa (MnSOD), catalasa i glutatid peroxidasa (GPx)
mitjangant Western Blot dels diferents tipus de fibroblasts en condicions basals. El Naphtol blue es va utilitzar com a
control de carrega. (B-D) Analisi densitometric dels Westerns Blots de MnSOD (B), Catalasa (C) i GPx (D). Les dades
es normalitzen dividint per la mitja dels fibroblasts cardiacs en condicions basals. En els grafics s'observa
medianazxrang interquartil de 16 experiments independents (n=16). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un
test post-hoc de Dunn (****p=0.0001, *** p=0.001, ** p=<0.01, * p=<0.05 vs. Fibroblasts cardiacs).

83



84 | Resultats

Aquests resultats indicaven que els fibroblasts cardiacs tenen major expressid dels principals enzims
antioxidants de ROS i, malgrat tenir nivells de ROS més elevats en condicions normals, s6n capacos
de controlar millor el seus nivells durant la isquemia. Per aixd vam voler analitzar els nivells del
tripéptid glutatié en el seu estat reduit (GSH), que és utilitzat per la cél-lula com a coenzim de la
glutatié peroxidasa per neutralitzar els ROS, i aixi millorar la comprensié del maneig dels ROS pels
fibroblasts. Les dades van mostrar que els fibroblasts cardiacs tenen més quantitat de GSH que la
resta de fibroblasts en condicions normals i que aquests nivells disminueixen significativament

durant la isquemia, a diferéncia del que passa amb els fibroblasts de pulmé i de pell (Figura 11).
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Figura 11. Els fibroblasts cardiacs tenen nivells més elevats de glutatio reduit (GSH) que els fibroblasts pulmonars
i dermics en condicions de normoxia i aquests disminueixen durant la isquémia. Les dades mostren valors
individuals de fluorescencia corregida per la proteina i relacionada amb la mitja dels valors dels fibroblasts cardiacs
en normoxia, amb els valors minim i maxim per cada grup i la mitjana (N=8). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis
amb un test post-hoc de Dunn (* p<0.05 vs. Fibroblasts cardiacs). Nx: Normoxia; Isq: Isquémia.

4. Analisi de la respiracié mitocondrial

4.1 Analisi del consum d'oxigen en condicions basals

Degut a la diferéncia en el comportament de la produccié de ROS en els diferents tipus de fibroblasts
i tenint en compte que la principal font de ROS és la cadena de transport electronic, és a dir, la
respiracid mitocondrial (Osellame et al., 2012), vam voler analitzar si hi havia diferencies entre els
diferents tipus de fibroblasts en aquesta funcié cel-lular en condicions basals. Per analitzar la
respiracié mitocondrial es va utilitzar I'equip de respirometria d'alta resolucié Oxygraph-2k que

permet mesurar el consum d’oxigen de cél-lules intactes en suspensio.
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En primer lloc, s'analitza la respiracidé basal o de rutina amb I'objectiu d'estimar el consum normal
d'oxigen del cultiu, que és indicatiu de la demanda energetica basal. A continuacié s'afegeix
I'Oligomicina, un inhibidor de I'ATP sintasa (complex V) que provoca una disminucié del consum
d'oxigen de les cél-lules. El consum d'oxigen en aquestes condicions es coneix com a fuita (LEAK), i
defineix el consum d'oxigen desacoblat de la fosforilacié oxidativa. Aixi doncs, I'addicid
d'Oligomicina ens permet estimar el consum d'oxigen que es destina a la produccioé d'ATP (teorica)
i el consum d'oxigen degut a la fuita de protons. Després s'afegeix el FCCP, un agent que impedeix
la generaci6 del gradient de protons que estimula el consum d’oxigen i permet calcular la respiracio
tedrica maxima. La diferéncia entre la respiracié basal i la respiracié tedrica maxima és la que es
coneix com capacitat de reserva, que indica la capacitat potencial de resposta d'una cél-lula enfront
a un estrés i/o d'increment de la demanda energética. Finalment, s'afegeix I'Antimicina A, un
inhibidor del complex lll de la cadena de transport electronic, que provoca una disminucié del consum
d'oxigen fins uns nivells que es coneixen com ROX (consum d'oxigen residual) o consum d’oxigen
no mitocondrial. Aquest valor s'utilitza per relativitzar la resta de valors, com s'ha explicat a |'apartat

2.9 dels materials i metodes.

Tal i com es mostra a la Figura 12, en totes les mesures de respirometria realitzades dels diferents
tipus de fibroblasts, els fibroblasts cardiacs van tenir un major consum d'oxigen basal (Figura 12A).
A més, les diferéncies van ser significatives en tots els estats (Figura 12B-F). Aixi doncs, podem
afirmar que els fibroblasts cardiacs neonatals de rata consumeixen més oxigen durant la respiracio
basal o de rutina (Figura 12B); tenen un consum d'oxigen més elevat desacoblat de la produccié
d'ATP (fuita de protons) (Figura 12C) i un consum d'oxigen associat a la fosforilacié d'ADP major
(Figura 12D). L'addicié d'un agent desacoblant (FCCP), que indueix nivells de consum d'oxigen
maxims, va evidenciar que els fibroblasts cardiacs tenien una capacitat respiratoria maxima (teorica)
maijor (Figura 12E) i també una capacitat respiratoria de reserva més elevada (Figura 12F). A més, la
ratio " netROUTINE", que expressa el consum d'oxigen associat a la fosforilacié oxidativa en funcié
de la capacitat de la cadena de transport electronic, suggeria que els fibroblasts cardiacs
necessitaven consumir nivells més baixos d'oxigen per produir ATP respecte a la seva capacitat

maxima en comparacio als fibroblasts pulmonars i dermics (Figura 12G).
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Figura 12. Els fibroblasts cardiacs consumeixen més oxigen en comparacié als altres fibroblasts en condicions
basals. Analisi de la respirometria dels diferents tipus de fibroblasts. (A) Medianaxrang interquartil del consum
d'oxigen dels diferents tipus de fibroblasts en les diferents condicions. (B-F) Grafics comparatius entre els tres tipus
de fibroblasts i les diferents mesures. (G) Calcul de la fraccié de la capacitat maxima destinada a la produccié d'ATP.
Degut a oscil-lacions interexperimentals, les dades es normalitzen dividint per la mitjana dels fibroblasts cardiacs en
condicions basals (N=12). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (****p=<0.0001 |
***p=<0.001 | **p=0.01 vs. Fibroblasts cardiacs).

Degut a que la concentracio fisiologica d'oxigen en la major part dels teixits es troba dins d'un rang
entre 1110 kPa (pO2=1-10%) (Carreau et al., 2011; Ortiz-Prado et al., 2019), i els cultius de fibroblasts
primaris es mantenen a un 21% d'oxigen als incubadors, vam voler comprovar que els resultats de
respirometria obtinguts no fossin deguts a una adaptacid dels fibroblasts a un estat d'"hiperoxia” per
I'elevada pressid d'oxigen a la cambra. Per aix0, vam realitzar cultiu primari de fibroblasts, els quals
una vegada obtinguts es van sotmetre al 3% d'oxigen ala cambra d'hipoxia fins al dia de I'experiment.
El dia de la respirometria vam mantenir un 3% d’'oxigen constant dins de I'Oxygraph-2k mitjangant

injeccid controlada d'argé.
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A una pO; de 3%, els fibroblasts cardiacs seguien tenint un major consum d'oxigen basal (Figura
13A-G). Els fibroblasts cardiacs consumien més oxigen durant la respiracioé de rutina (B), durant el
desacoblament de la produccié d'ATP (fuita de protons) (C) i tenien un major consum d'oxigen
associat a la produccié d'ATP (D). També tenien una capacitat respiratoria maxima (teorica) major
(E) i una capacitat respiratoria de reserva més elevada (F) que els fibroblasts de pulmd i de pell. Aixi
mateix es va observar una tendéncia dels fibroblasts cardiacs a tenir una menor ratio “netROUTINE",
perod sense diferéncies significatives. Aixi doncs, tot i que els valors de consum d'oxigen a pO; de 3%
van ser més baixos en general, les diferéncies observades en els parametres de respiracio obtinguts

al 21% d'oxigen semblen deguts a diferéncies que molt probablement tenen lloc a I'organisme.
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Figura 13. Els fibroblasts cardiacs consumeixen més oxigen en comparacio als altres fibroblasts en concentracions
d'oxigen fisiologiques (3% O2). Analisi de la respirometria dels diferents tipus de fibroblasts. (A) Mediana+rang
interquartil del consum d'oxigen dels diferents tipus de fibroblasts en les diferents condicions. (B-F) Grafics
comparatius entre els tres tipus de fibroblasts i les diferents mesures. (G) Calcul de la fraccié de la capacitat maxima
destinada a la produccié d'ATP. Degut a oscil-lacions interexperimentals, les dades es normalitzen dividint per la
mitjana dels fibroblasts cardiacs en condicions basals (N=5). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test
post-hoc de Dunn (***p=<0.001 | **p=0.01 | *p=0.05 vs. Fibroblasts cardiacs).
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4.2 Analisi del possible rol de Bcl-2 en el control de la respiracio

Com que 1) els fibroblasts cardiacs expressen nivells més elevats de Bcl-2 (Mayorga et al., 2004),
2) s'havia suggerit que, en models de cél-lules tumorals, Bcl-2 regula la respiracié mitocondrial i la
produccié de ROS (Chen and Pervaiz, 2007; Cherh et al., 2010), i 3) la capacitat de reserva
respiratoria s'ha associat a un increment de la supervivéncia després de la isquémia (Pfleger et al.,
2015); vam voler analitzar el possible paper de Bcl-2 en el control de la capacitat de reserva
respiratoria dels fibroblasts mitjangant la comparacié entre cultius primaris de fibroblasts cardiacs
normals i fibroblasts cardiacs on s'havia induit el silenciament genic de Bc/2 amb transduccid de
shRNAs. Com a control d'inhibicié de la capacitat de reserva vam utilitzar el compost 3-
nitropropionat (3-NP, 300 uM), que bloqueja el complex I, i s'ha proposat com a responsable de la
capacitat de reserva (Pfleger et al., 2015), tal i com s'ha explicat a I'apartat 2.4.2 de la introduccid. El
resultat que vam obtenir és que I'abundancia de Bcl-2 no determinava el consum d'oxigen associat

a la produccié d'ATP ni la capacitat de reserva respiratoria en els cultius primaris de fibroblasts

cardiacs (Figura 14).
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Figura 14. El silenciament del gen Bc/2 no afecta a la capacitat de reserva respiratoria ni al consum d'oxigen
associat a la produccié d'ATP en els fibroblasts cardiacs. Analisi de la respirometria dels fibroblasts cardiacs
transduits amb Scrambleqd, Scrambled+ 3-NP (300 uM) i shRNA de Bcl-2. (A) Mediana=rang interquartil del consum
d’'oxigen de les diferents condicions dels fibroblasts cardiacs. (B-C) Diferéncies obtingudes en la capacitat de reserva
i la respiracio associada a la sintesi d'ATP. (D) Calcul de la fraccié de la capacitat maxima destinada a la produccid
d'ATP. Degut a oscil-lacions interexperimentals, les dades es normalitzen dividint per la mitjana dels fibroblasts
cardiacs transduits amb Scrambled. N=20. El silenciament de Bcl-2 sempre es confirma per Western Blot. S'aplica el
test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (****p=<0.0001, **p=0.01 vs. Scrambled).
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4.3 Analisi de I'expressio dels components de la cadena respiratoria

Els nostres resultats demostren que els fibroblasts cardiacs consumeixen més oxigen en condicions
basals que els altres tipus de fibroblasts estudiats. Per aixdo vam decidir analitzar I'expressié dels
diferents complexos de I'ETC. Vam analitzar I'expressio de diferents components de cada complex:
la subunitat NDUFS3 del complex |, la subunitat SDHa del complex I, la subunitat UQCRC2 del
complex lll, la subunitat Cox IV del complex IV i la subunitat F1Foa del complex V (ATP sintasa). Tot i
analitzar una Unica subunitat per cada complex, esta descrit que mantenen una estequiometria 1:1
en les subunitats que els formen (Wirth et al.,, 2016). A més, vam analitzar I'expressid dels
components mobils Citocrom C i, mitjangant cromatografia liquida amb espectrometre de masses
(LC-MS), el coenzim Q total aixi com el seu estat redox. Les dades mostren que els fibroblasts
cardiacs expressaven nivells més elevats de les subunitats dels complexos Il, lll, IV i V, mentre que

no hi havia diferéncies d'expressié ni del complex | ni del Citocrom C (Figura 15).
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Figura 15. Els fibroblasts cardiacs expressen nivells més elevats de les subunitats dels complexos I, Ill, IV i V pero

no del complex | ni de citocrom C. Expressid de subunitats dels diferents components de la cadena de transport
electronic en condicions basals dels diferents tipus de fibroblasts. (A) Analisi de I'expressié de les subunitats NDUFS3
(complex 1), SDHa (complex 1), UQCRC2 (complex Ill), Cox IV (complex 1V), FiFoa (complex V) i de citocrom C,
mitjancant Western Blot. El Naphtol blue es va utilitzar com a control de carrega. (B) Analisi densitometric dels
Westerns Blots. Les dades es normalitzen dividint per la mitjana dels fibroblasts cardiacs en condicions basals. En els
grafics s'observa medianazrang interquartil de 10 experiments independents (n=10). S'aplica el test estadistic
Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (****p=<0.0001, ***p=<0.001, **p=0.01 vs. F. cardiacs).
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Tal i com s’'ha explicat a la introduccid (apartat 2.4.2.1), els complexos de la cadena de transport
electronic es troben organitzats en supercomplexos per un transport dels electrons més eficient.
Degut al resultat de I'expressié diferencial dels complexos en els fibroblasts cardiacs, es podria
pensar que el contingut de supercomplexos o I'associacié de complexos de la cadena respiratoria és
diferent als fibroblasts cardiacs i aixd podria tenir un impacte tant en el consum d’oxigen, com en la

capacitat de reservaii la produccié de ROS per aquests fibroblasts.

Degut a que I'expressid de Citocrom C (com a component mobil de la cadena de transport electronic)
no variava en els diferents tipus de fibroblasts, vam voler analitzar I'altre element mobil, el Coenzim
Q. Pel que fa al coenzim Q, es va analitzar la quantitat de coenzim Qg i Q10 (les dues isoformes que es
troben en rosegadors, tot i que és més abundant el CoQo) en els seus dos estats: reduit i oxidat (ratio
CoQH/CoQ) i la quantitat total. No vam detectar diferencies en aquests parametres entre els
diferents fibroblasts pel que fa a la ratio de coenzim QioH2/Qq0 ni en la quantitat total de CoQg ni
CoQqo, Nno obstant, hi ha una tendéncia d'una ratio més baixa de QsH2/Qo en els fibroblasts cardiacs,

és a dir, nivells més baixos de CoQqH: (Figura 16).
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Figura 16. Els fibroblasts cardiacs mostren una tendéncia a una ratio més baixa de CoQ9H2/CoQ9, pero no hiha
diferéncies en la ratio CoQ10H2/CoQ10, ni en la quantitat total de CoQ9 i CoQ10. Ratios CoQ9H2/CoQ9 i
CoQ10H2/CoQ10 i quantitat total de CoQ9 i CoQ10 mitjangant LC-MS. Les dades es normalitzen dividint per la
mitjana dels fibroblasts cardiacs. En els grafics s'observa mediana=rang interquartil de 5 cultius independents (n=5).
S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (***p=0.001 vs. Fibroblasts cardiacs).

4.4 Estudide I'origen dels ROS als fibroblasts

En el model cardiac, en particular durant la isquémia i reoxigenacid posterior, s'ha relacionat un
augment de ROS a través de la cadena de transport electronic amb un augment dels nivells de
succinat que té lloc durant la hipoxia i que rapidament és oxidat durant la reoxigenacié, augmentant
el flux d'electrons cap al CoQ i el complex lll. Aixo esta associat al retorn dels electrons del CoQ reduit
al complex | (RET, reverse electron transport)i a un alt potencial de membrana mitocondrial (AWm)
degut a I'elevada taxa de bombeig de protons pels complexos lll i IV, segons el model proposat per

Chouchani et al. 2014 (Chouchani et al., 2014). A més, els grups de Luke O'Neill a Irlanda, Evanna

90



Resultats | 91

Mills a Harvard i Michael Murphy al Regne Unit han mostrat que el succinat és un regulador metabolic
important en el control de processos inflamatoris, I'activitat respiratdria mitocondrial i la produccid de

ROS al sistema immunitari (Tannahill et al., 2013; Mills et al., 2016; Murphy and O'Neill, 2018).

Per investigar si el RET estava implicat en I'elevada produccié de ROS en condicions basals en els
fibroblasts cardiacs, vam decidir comengar per analitzar els nivells de succinat dels diferents
fibroblasts i el AWm. Les dades van mostrar nivells més elevats de succinat en els fibroblasts cardiacs
en condicions basals respecte als altres tipus de fibroblasts i també un AWm més elevat (Figura 17A-
B). Aquestes dades suggerien la possibilitat de RET als fibroblasts cardiacs. Tot i aix0, els nivells de
CoQH; ereniguals o inferiors en els fibroblasts cardiacs (Figura 16). Per analitzar-ho amb més detall,
vam quantificar els nivells de ROS dels diferents fibroblasts en presencia de Rotenona (1 uM), que
impedeix la interaccié entre el complex | i el CoQ, per tal d'impedir el retorn d'electrons del CoQ al
complex | (Scialo et al., 2017). Esta descrit que en cas de RET, la rotenona provoca una disminucid
en la produccidé de ROS ja que evita el retorn de protons transportats pel CoQH,, mentre que si
I'origen dels ROS és al complex |, la rotenona incrementa la produccié d'aquests ja que els electrons
no poden ser donats al CoQ oxidat (Chouchani et al., 2014; Scial0 et al., 2017). Les nostres dades
mostraven un increment dels ROS en preséncia de rotenona (Figura 17C), els resultats, per tant,
suggereixen que tot i existir més quantitat de succinat i un potencial de membrana mitocondrial més
elevat als fibroblasts cardiacs que als altres, la produccié més elevada de ROS no esta relacionada
amb el transport revers d'electrons cap al complex |, sind que sembla que els ROS sén generats a

nivell del complex | sense la implicacié de CoQ.
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Figura 17. Els fibroblasts cardiacs tenen nivells més alts de succinat, un potencial de membrana mitocondrial més
elevat i I'addicié de rotenona incrementa més els ROS en els fibroblasts cardiacs. (A) Quantificacié dels nivells de
succinat (nmol) en condicions basals mitjangant el kit Succinate Assay d'Abcam (N=4). (B) Quantificacid del potencial
de membrana mitjangant marcatge amb la sonda MitoProbe™ DilC1(5) en condicions basals (N=8). (C) Determinacio
de la produccié de I'anié superoxid (O2~) mitocondrial mitjangant marcatge amb la sonda MitoSOX™ Red en
condicions basals i amb rotenona (1 uM) (N=7). En els grafics s'observa mediana=xrang interquartil. (A,B) S'aplica el
test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (****p=<0.0001 | ***p=<0.001 | **p=0.01 | *p=0.05 vs.
Fibroblasts cardiacs) i (C) el test 2way ANOVA, que indica que les diferencies degudes al tipus de fibroblast i les
degudes al tractament amb rotenona sén significatives (***p=0.001) i a més, hi ha interaccid significativa entre les
dues variables. Rot: Rotenona.
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5. Analisi de la biogenesi i dinamica mitocondrial

Degut a la major capacitat respiratoria i I'elevada expressio dels complexos Il a V de la cadena
respiratoria als fibroblasts cardiacs, tot i el manteniment aparent de I'expressid d'altres proteines
mitocondrials i el CoQ, vam voler analitzar si aix0 es trobava associat a una major abundancia de
mitocondris. Primer vam analitzar I'expressié de diverses proteines mitocondrials no relacionades
amb la fosforilacié oxidativa, com la Dihidrolipoil deshidrogenasa (DLD), un enzim que es localitza a
la matriu mitocondrial, i la Porina (VDAC1), que es troba a la membrana mitocondrial externa. Tal i
com es mostra a la Figura 18A-B, no vam trobar diferéncies evidents en I'expressid de proteines
mitocondrials de membrana ni de matriu com la DLD i la VDAC1. Tampoc vam trobar canvis en
I'expressid de les endonucleases mitocondrials Endog i Exog (dades no mostrades). A més, vam
analitzar si hi havia diferencies en I'area cel-lular i en la massa mitocondrial als diferents fibroblasts.
Les dades indicaven que, en cultiu, els fibroblasts cardiacs tenen una area cel-lular més gran
(168+69 um?) gue els fibroblasts pulmonars (135+52 um?) i els fibroblasts dermics (138+52 pm?)

(Figura 18C), perd no vam trobar diferéncies en quant a la massa mitocondrial (Figura 18D).
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Figura 18. Els fibroblasts cardiacs expressen nivells similars de proteines mitocondrials i tenen la mateixa massa
mitocondrial tot i tenir una area cel-lular més gran. (A) Analisi de |'expressio dels marcadors mitocondrials de matriu,
DLD, i de membrana externa, VDAC1, mitjangant Western Blot dels diferents tipus de fibroblasts en condicions basals.
El Naphtol Blue es va utilitzar com a control de carrega. (B) Analisi densitometric dels Westerns Blots de DLD i VDAC1.
(C) Quantificacié de I'area (um?) dels diferents fibroblasts mitjancant el programa ImageJ (N=150). (D) Quantificacid
de la massa mitocondrial mitjangant marcatge amb la sonda MitoSpy™ Green FM en condicions basals. Les dades es
normalitzen dividint per la mitjana dels fibroblasts cardiacs. En els grafics s'observa medianazrang interquartil de 7
experiments independents (N=7). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn
(****p=0.0001, *p=0.05 vs. Fibroblasts cardiacs).
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Com que el consum d'oxigen i la fosforilacié oxidativa poden ser regulats també per canvis en
I'organitzacid i distribucio dels mitocondris que, al seu torn, és controlada per una série de proteines
promotores de fusid i fissid mitocondrial (revisat a Schrepfer and Scorrano, 2016), a continuacié vam
analitzar I'expressid d'algunes d'aquestes proteines, en concret la Mfn2 i Opa-1 implicades en la
fusié mitocondrial, Drp1 crucial en la fissié mitocondrial i Tfam i Pgc1-a, que controlen diversos
aspectes de la transcripcié de gens implicats en la biogénesi i dinamica mitocondrial que es
descriuen a l'apartat 2.2 de la Introduccid. Pel que fa a la dinamica mitocondrial, vam trobar que els
fibroblasts cardiacs expressaven nivells més baixos de Mfn2 mentre que no vam detectar diferencies
d'expressid d'Opa-1 i Drp1, suggerint una menor capacitat de fusié mitocondrial als fibroblasts
cardiacs respecte als altres tipus de fibroblasts estudiats. Pel que fa a la biogénesi mitocondrial, els
fibroblasts cardiacs expressaven nivells més baixos de Pgcl-a perd no hi havia diferéncies

d'expressio de Tfam entre els diferents fibroblasts (Figura 19).
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Figura 19. Els fibroblasts cardiacs expressen nivells més baixos de Pgc1-a i Mfn2, i nivells similars de Tfam, Opa-
1i Drp1 que els fibroblasts pulmonars i dérmics. Expressié de marcadors de dinamica mitocondrial en condicions
basals dels diferents tipus de fibroblasts. (A) Analisi de I'expressié Tfam, Pgc1-a, Opa-1, Mfn2 i Drp1 mitjangant
Western Blot. El Naphtol Blue (NB) es va utilitzar com a control de carrega. (B) Analisi densitometric dels Westerns
Blots de Tfam, Pgc1-a, Opa-1, Mfn2 i Drp1. Les dades es normalitzen dividint per la mitjana dels fibroblasts cardiacs
en condicions basals. En els grafics s'observa medianazrang interquartil de 4-8 experiments independents (n=4-8).
S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (****p=0.0001, **p=0.01, *p=<0.05 vs.
Fibroblasts cardiacs).
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Degut a que vam trobar diferéncies d'expressid en algunes proteines clau pel control de la biogénesi
i dinamica mitocondrial, vam voler estimar el nivell de fusié mitocondrial dels diferents tipus de
fibroblasts. Per aix0, vam visualitzar el patré de distribucié mitocondrial mitjangant microscopia de
fluorescencia i la deteccié de I'enzim mitocondrial DLD. La Figura 20 mostra que els fibroblasts
cardiacs tenien un patrd de distribucié mitocondrial més fragmentat que els fibroblasts pulmonars i
els fibroblasts dérmics, que presentaven unes branques mitocondrials més llargues. Aixo es tradueix
en un major nimero de mitocondris aillats (individuals) en els fibroblasts cardiacs, amb uns valors

mitjans de 134 per fibroblasts cardiacs, 90 per fibroblasts pulmonars i 107 per fibroblasts dermics.

F.cardiacs F. pulmonars

F. dérmics 4004
300+

200+

1004

Mitocondris individuals per fibroblast

Figura 20. Els fibroblasts cardiacs tenen més mitocondris aillats (individuals) amb un patré de distribucid
mitocondrial més fragmentat. Analisi de la distribucié mitocondrial dels diferents tipus de fibroblasts en condicions
basals marcats mitjangant immunofluorescéncia amb DLD (matriu mitocondrial, verd), a-tubulina (vermell) i Hoechst
(nuclis, blau), i quantificacié del nimero de mitocondris aillats (individuals) dels diferents fibroblasts mitjangant el
programa ImageJ amb el macro MiNa2. En el grafic s'observa medianarang interquartil de 150 fibroblasts de cada
tipus de 3 experiments independents (N=3). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn
(****p=0.0001, **p=0.01 vs. Fibroblasts cardiacs).

Les nostres dades mostraven que, en relacié a altres tipus de fibroblasts, els fibroblasts cardiacs
tenen un contingut mitocondrial similar, perd agquest es troba organitzat de forma diferent amb una
major proporcié de mitocondris no connectats en xarxa. En acord amb una massa mitocondrial similar

perod organitzada de forma diferent, els fibroblasts cardiacs tenen expressid similar a altres fibroblasts
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de moltes proteines mitocondrials no relacionades amb la cadena respiratoria, major expressié dels
complexos Il a V i menor expressié de Pgc1-a i Mfn2. Tot aixo mostra I'existéncia d'una adaptacid
particular del sistema mitocondrial que podria anar més enlla del control respiratori i afectar la seva
relacié amb el reticle endoplasmatic ja que, per exemple, Mfn2 s'ha implicat en la interaccié del
mitocondri amb el reticle (Naon et al., 2016). Per aixd vam decidir estudiar I'existéncia de possibles

diferéncies en la resposta a estres de reticle endoplasmatic (ER).

6. Analisi de la resposta dels fibroblasts a I'estrés de reticle

A més de contribuir a la fusid entre mitocondris, la Mfn2 participa en nombroses unions amb altres
organuls, com I'ER, els lisosomes i els peroxisomes entre altres. Concretament, les unions
mitocondri-ER sén eixos importants pel trafic de lipids, la dinamica mitocondrial, la senyalitzacié de
Ca?*, I'estres d'ER i I'apoptosi (Gordaliza-Alaguero et al., 2019). Tenint en compte aix0, i la baixa
expressié de Mfn2 als fibroblasts cardiacs, ens vam preguntar si els fibroblasts cardiacs responien
de manera diferent a I'estres de reticle en comparacio als altres fibroblasts. Per tant, vam tractar els
diferents fibroblasts en condicions basals durant un periode de fins a 48h amb dues molécules
utilitzades per induir estrés de reticle (Mufioz et al., 2013), la Tunicamicina (Tun, 5 uM) que inhibeix
la glicosilacié de proteines, ila Thapsigargina (Thap, 2,5 UM) que inhibeix I’ATPasa de Ca?* del reticle
endoplasmatic, i després vam analitzar la supervivencia. El resultat va ser que la induccié d'estres de
reticle només provocava un 15% de mort en els fibroblasts cardiacs, comparat amb el 40% als

fibroblasts pulmonars i el 50% als fibroblasts dermics (Figura 21).
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Figura 21. Els fibroblasts cardiacs sén més resistents a la induccié de mort per estrés de reticle amb Tunicamicina
i Thapsigargina respecte als altres fibroblasts. Analisi de la supervivéncia mitjangcant recomptes de viabilitat amb
blau de Tripa a les 48h en condicions basals (+Tun 5 uM/Thap 2,5 uM). Les dades estan referenciades al recompte
de céllules en el moment d'afegir la Tun/Thap (t=0h). En el grafic s'observa mediana+rang interquartil de 8
experiments independents (N=8). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn
(****p=0.0001, ***p=0.001 vs. Control de cada tipus de fibroblast).
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Aquests resultats ens van portar a determinar I'expressié d'algunes proteines implicades en la
resposta a I'estres de reticle, com la xaperona de reticle aBIP, i els components de la via iniciada per
PERK: p-elF2a, ATF4 i GADD153/CHOP, a més de la Caspasa-3 total i processada com a indicador
d'apoptosi i Bcl-2 per la seva expressid diferencial en els fibroblasts cardiacs i la seva proposada
implicacid en el control de la mort cel-lular per estres de reticle (McCullough et al., 2001). L'analisi de
I'expressid (Figura 22) i I'estudi densitométric (Figura 23) dels gens relacionats amb la via d'estres
de reticle van mostrar que els fibroblasts cardiacs induien I'expressié d'aBIP, p-elF2a i ATF4 de
forma similar a la resta, pero I'efecte sobre LC3 era menor, aixi com el processament (activacio) de
Caspasa-3, el que estava d'acord amb una major mortalitat dels fibroblasts pulmonars i dérmics. De
forma interessant, tot i que I'expressié de Bcl-2 disminuia de forma semblant a tots els fibroblasts,
els fibroblasts cardiacs aconseguien mantenir uns nivells més alts durant la fase d'estres, gracies a

la major expressid en condicions basals.
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Figura 22. El tractament amb els inductors d'estrés de reticle Tunicamicina i Thapsigargina indueixen canvis
similars a la via PERK als diferents fibroblasts en quant a aBIP, p-elF2a i ATF4, pero no en |'activacié de Caspasa-
3 i LC3. Analisi de I'expressié d'aBIP, p-elF2a, ATF4, CHOP, Caspasa-3, Bcl-2 i LC3 dels diferents fibroblasts en
condicions basals =Tun/Thap mitjangant Western Blot. El Naphtol Blue es va utilitzar com a control de carrega. La
imatge és representativa de 3 experiments independents amb resultats similars (N=3). NT: No tractat; Tun:
Tunicamicina 5uM; Thap: Thapsigargina 2,5uM, 48h.
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Figura 23. El tractament amb els inductors d'estrés de reticle Tunicamicina i Thapsigargina indueixen canvis
similars a la via PERK als diferents fibroblasts en quant a aBIP, p-elF2a i ATF4, pero no en |'activacié de Caspasa-
3 i LC3. Estudi densitomeétric de la deteccié d'aBIP, p-elF2a, ATF4, CHOP, Caspasa-3, Bcl-2 i LC3. Els valors
representen canvis relacionats amb la mitja del valor dels fibroblasts cardiacs sense tractament. En els grafics
s'observa mediana=rang interquartil de 3 experiments independents (N=3). FC: Fibroblasts cardiacs; FP: Fibroblasts
pulmonars; FD: Fibroblasts dérmics; NT: No tractat; Tun: Tunicamicina 5uM; Thap: Thapsigargina 2,5uM, 48h.
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A rel d'aquests resultats, vam voler analitzar si Bcl-2 conferia resistencia als fibroblasts cardiacs en
front a I'estrés de reticle. Per aix0, vam silenciar I'expressio de Bc/2 utilitzant vectors lentivirals i vam
analitzar la supervivencia en condicions normals i després de 48 hores de tractament amb
Thapsigargina. Vam poder observar que la repressié del gen Bc/2 genera una disminucid en la
proliferacid/viabilitat dels fibroblasts cardiacs, com es mostra a l'inici de I'apartat de resultats, i també
va incrementar la mort durant |'estres de reticle, arribant als valors de mort similars als observats en

fibroblasts pulmonars i dérmics, assolint unes diferéncies estadisticament significatives (Figura 24).
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Figura 24. El silenciament de Bc/2 als fibroblasts cardiacs redueix la seva supervivéncia tant en condicions control
com en preseéncia de I'inductor d'estrés de reticle Thapsigargina. Analisi de la supervivencia mitjangant recomptes
de viabilitat amb blau de Tripa a les 72h post-transduccié en condicions control i amb Thapsigargina (48h). Les dades
estan referenciades al recompte de cél-lules en el moment d'afegir el tractament (t=0h). En el grafic s'observa
medianazxrang interquartil de 6 experiments independents per duplicat (N=6). El silenciament de I'expressié de Bcl-
2 sempre es confirma per Western Blot. L'analisi estadistic per 2W ANOVA indica que les diferencies degudes a
I'expressid de Bcl-2 i les degudes al tractament sén significatives (****p=<0.0001) i a més, hi ha interaccid
significativa entre les dues variables. Scr: Scrambled.

A continuacid, vam realitzar I'analisi de I'expressid dels principals transductors de la via PERK a temps
més curts (2, 4, 6, 121 24h), per tal d'esbrinar si la menor expressié de CHOP als fibroblasts cardiacs
era deguda a una menor induccié d'estres en aquest organul. La comparacio de la resposta a la
Thapsigargina dels fibroblasts cardiacs i dels dérmics mostra que aquesta va induir nivells similars
d'expressio d' aBIP, p-elF2a, ATF4 i CHOP a temps curts en tots dos tipus de fibroblasts (Figura 25).
Els resultats mostraven també que Caspasa-3 és processada (activada) als fibroblasts de pell a les
6 hores de tractament, a I'hora que hi havia un increment en |'abundancia de LC3 més marcat en
aquestes cel-lules, suggerint que I'autofagia també reacciona de forma diferent al tractament amb
Thapsigargina als fibroblasts cardiacs. Aixi doncs, aquests resultats demostren que, a temps curts

amb Thapsigargina, els fibroblasts cardiacs tenen una induccié similar de la via PERK als fibroblasts

dérmics.
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Figura 25. La Thapsigargina a temps curts indueix de manera similar la via PERK als fibroblasts cardiacs i als
dermics, pero no en la induccié de Caspasa-3, Bcl-2i LC3. (A) Analisi de I'expressio d'aBIP, p-elF2a, ATF4, CHOP,
Caspasa-3, Bcl-2iLC3 dels fibroblasts cardiacs i dermics = Thapsigargina a 2h, 4h, 6h, 12h i 24h mitjangant Western
Blot. EI Naphtol Blue es va utilitzar com a control de carrega. La imatge és representativa de 3 experiments
independents amb resultats similars (N=3). (B) Estudi densitométric de la deteccié de proteines de la via PERK, Bcl-
2, Caspasa-3iLC3. Les dades es normalitzen dividint per la mitja dels fibroblasts cardiacs sense tractar. En els grafics
s'observa mediana=rang interquartil de 3 experiments independents. Thapsigargina 2,5uM 2h, 4h, 6h, 12hi 24h.
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7. Analisi de vies de senyalitzacié que participen en la supervivéncia

Els resultats presentats fins aqui mostren I'existéncia d'un comportament diferencial dels fibroblasts
cardiacs en relacio a altres tipus de fibroblasts, tant a nivell funcional (major resisténcia a la mort per
isquémia, major capacitat respiratoria, millor control de ROS, més resisténcia a estrés de reticle), com
d'organitzacié d'organuls (xarxa mitocondrial més fragmentada), com també a nivell d'expressio
genica (major expressio de proteines anti-apoptotiques, més abundancia de complexos de lacadena
respiratoria i enzims antioxidants, i menys abundancia de proteines relacionades amb la fusié
mitocondrial). Per tant, vam voler esbrinar la possible existeéncia de difereéncies en les vies de
senyalitzacié cel-lular que governen la supervivéncia i la resposta a estimuls estressants per tal
d'identificar un possible eix central de regulacid responsable de tots els canvis observats als

fibroblasts cardiacs.

7.1 Analisi de la via RISK

Vam iniciar I'estudi de les vies de senyalitzacid als fibroblasts cardiacs analitzant I'expressio i
fosforilacid (activacid) en condicions normals i en isquémia de la proteina kinasa Akt/PKB que, com
es descriu a l'apartat 3.5.1 de la introduccid, és un dels principals components reguladors de
funcions biologiques que controlen supervivencia cel-lular, proliferacié i metabolisme. La Figura 26
mostra que els nivells basals tant d'expressié com de fosforilacié de la Ser*”® (activadora) d'Akt son
similars a tots tres tipus de fibroblasts. A més, durant el transcurs de la isquémia experimental, vam
detectar una davallada important tant de I'expressié com de la fosforilacié d'Akt a tots els tipus de
fibroblasts. El mateix patrd es podia observar en els nivells d'expressié i fosforilacid, en aquest cas
inactivadora, de la Glucogen Sintasa Kinasa-3 (GSK-3f), una de les principals dianes d'Akt. Aix0 no

correlacionava amb la major supervivencia dels fibroblasts cardiacs.
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Figura 26. El nivell d'expressid i activacié de la via de senyalitzacié regulada per Akt és similar als tres tipus de
fibroblasts. (A) Analisi de I'expressié i fosforilacié d'Akt i el seu substrat GSK-3 a fibroblasts cardiacs, pulmonars i
dermics en condicions de normoxia i d'isquemia mitjangant Western Blot. El Naphtol Blue es va utilitzar com a control
de carrega. (B) Analisi densitometric dels Westerns Blots de p-Akt i p-GSK-3a/B. Les dades es normalitzen dividint
per la mitjana dels fibroblasts cardiacs en condicions de normoxia. En els grafics s'observa mediana+rang interquartil
de 3 experiments independents (N=3). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (No
significatiu vs. F. cardiacs Nx). FC: F. cardiacs; FP: F. pulmonars; FD: F. dermics; Nx: Normoxia; Isq: Isquémia.
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7.2 Analiside la via Nrf2

El factor de transcripcié Nrf2 té un paper fonamental en el manteniment de I'homeostasi redox
cel-lular, regulant gens implicats en la resposta antioxidant, la inflamacid i I'autofagia, entre altres (Liu
et al., 2019). A més, s'havia suggerit que Nrf2 pot controlar I'expressié de Bcl-2 (Niture and Jaiswal,
2012). Tenint en compte els resultats anteriors sobre els nivells de ROS i I'expressid d'enzims
neutralitzadors dels ROS, vam decidir analitzar la possible implicacié de la via Nrf2 en la
supervivencia dels fibroblasts cardiacs. Per aix0, primer vam analitzar els nivells d'expressié de Nrf2
a nivell de transcrit (ARNm) en condicions basals i la seva capacitat per regular I'expressié de Bcl-2
als fibroblasts cardiacs. Tal i com es mostra a la Figura 27, els fibroblasts cardiacs tenien nivells
similars d'expressié de Nrf2 que els altres tipus de fibroblasts en condicions basals. A més, la
repressio del gen Nrf2 utilitzant diversos vectors per induir interferéncia d’ARN no va generar una
resposta homogenia sobre I'expressid de Bcl-2. Per tant, no sembla que la via Nrf2 estigui implicada

en la supervivéncia dels fibroblasts cardiacs ni en el control de I'expressié de Bcl-2 en aquestes

cel-lules.
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Figura 27. Els fibroblasts cardiacs tenen nivells similars de transcrit (ARNm) de Arf2als altres tipus de fibroblasts
i Nrf2 no regula I'expressié de Bcl-2. (A) Abundancia relativa de transcrit de Arf2als fibroblasts cardiacs, pulmonars
i dermics en condicions basals. En el grafic s'observa medianazrang interquartil de 12 experiments independents
(N=12). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (no significatiu vs. Fibroblasts
cardiacs). (B) Western Blot que mostra els efectes del silenciament génic de Nrf2 per transduccié lentiviral d'un
plasmid Scrambled (control) i 5 shRNAs especifics de Nrf2 diferents en I'expressid de Nrf2 i de Bcl-2 a fibroblasts
cardiacs. (C) Analisi densitomeétric de Bcl-2 (N=3). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de
Dunn (No significatiu vs. No transduit). Scr: Scrambled.

7.2 Analisi de la via HIF1

El factor 1induible per hipoxia (HIF1) és un factor de transcripcid que activa I'expressid de multiplicitat
de gens durant la hipdxia generant respostes d'adaptacioé a la manca d'oxigen, com s'ha descrit a
I'apartat 3.5.3 de la Introduccid. La subunitat HIF1a és normalment degradada per ubiquitinitzacio,

pero és estabilitzada a baixes pressions d'oxigen permetent la seva activitat inductora de la
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transcripcid. Per aix0 vam voler analitzar I'expressio de HIF1a en condicions de normoxia i durant la
isquémia, amb un anticos validat amb el ratoli knock out segons indicava el proveidor. Els resultats
mostren que hi havia tendéncia a I'acumulacié de HIF1a en isquémia, més clara a les 24 hores, i en
especial, als fibroblasts cardiacs, pero sense observar-se cap diferéncia rellevant entre els diferents

tipus de fibroblasts (Figura 28).
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Figura 28. El factor de transcripcié induible per hipoxia HIF1a mostra tendéncia a acumular-se durant la isquémia,
sense diferéncies entre els tres tipus de fibroblasts. (A) Western Blot de HIF1a en condicions de normoxia i
d'isquémia (24h i 48h) en els diferents tipus de fibroblasts. (B) Analisi densitomeétric de HIF1a. Les dades es
normalitzen dividint per la mitjana dels fibroblasts cardiacs en condicions de normoxia. En el grafic s'observa
medianazxrang interquartil de 5 experiments independents (N=5). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un
test post-hoc de Dunn (No significatiu vs. F. cardiacs Nx). FC: F. cardiacs; FP: F. pulmonars; FD: F. dérmics. Nx:
Normoxia; Isq: Isquéemia.

7.2 Analisi de la via cGAS-STING

Recentment s'ha descrit la implicacié de la via cGAS-STING en processos cel-lulars activats per
estres mitocondrial, en particular estrées oxidatiu i amb trets similars als desencadenats per |'entrada
d'ADN forani (com per exemple, ADN viral), que impliquen canvis en la distribucié de I'ADN
mitocondrial (Riley and Tait, 2020). L'activacid d'aquesta via promou la transcripcié de gens
estimulats per interferd (ISGs), entre els que destaca /sg75, implicada en el procés d'ISGilacid, com
es descriu a I'apartat 3.6.2 de la introduccid, generant una situacid pro-inflamatoria. Per aixd vam
decidir analitzar I'expressié d'/sg75 a nivell de transcrit (ARNm) als tres tipus de fibroblasts en
condicions basals. Com es mostra a la Figura 29, els fibroblasts cardiacs van presentar nivells més
elevats de transcrit d'/sg75en condicions basals en comparacid als fibroblasts pulmonars i dérmics,

suggerint una major activacio de la via d'interferd.
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Figura 29. Els fibroblasts cardiacs tenen nivells més elevats de transcrit (ARNm) d /sg75 que els altres tipus de
fibroblasts. Abundancia relativa de transcrit d'/sg75 en els fibroblasts cardiacs, pulmonars i dérmics en condicions
basals. En el grafic s'observa medianaxrang interquartil de 7 experiments independents (N=7). S'aplica el test
estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (****p=0.0001vs. Fibroblasts cardiacs).

7.3 Analiside la via NF-kB

La via NF-kB és activada, entre d'altres, per estrés cel-lular, citocines i ROS i regula multitud de
funcions, entre les quals destaca la supervivéncia cel-lular, activant gens que codifiquen per citocines
inflamatories, aixi com proteines proliferatives i anti-apoptotiques, entre d'altres. NF-kB ha sigut
focus d'atencid en I'ambit de la recerca en patologies cardiaques, doncs sembla tenir un paper clau
en lalesié miocardica en isquémiai reperfusio, I'apoptosi i la insuficiéncia cardiaca, associat ala seva
activacid després d'una lesié aguda de miocardi. Aquest rol ha fet que sigui proposat com a diana
terapéutica per prevenir la mort cel-lular (Dhingra et al., 2019). Per exercir la seva funcié en |'activacid
de I'expressid dels gens diana, els estimuls inductors promouen I'entrada de p65/RelA a nucli, on
exercira la seva funcié de regulador de la transcripcid, com es descriu a I'apartat 3.6.1 de la
Introduccié. Tenint en compte els elevats nivells de ROS i la major supervivencia dels fibroblasts
cardiacs en condicions d'isquemia en comparacid als altres tipus de fibroblasts, aixi com |'elevada
expressio d'/sg75i que s'ha descrit que STING també activa el complex quinasa IKK de la via NF-kB
(Motwani et al., 2019), vam decidir analitzar la possibilitat de que la via NF-«kB estigui més activada
als fibroblasts cardiacs, mitjangant I'analisi de I'expressié de p65 en fraccions nuclears i totals en
condicions de normoxia i d'isquemia experimental. Tal i com es mostra a la Figura 30, els fibroblasts
cardiacs tenien nivells més elevats de p65 al nucli, tant en condicions de normoxia com d'isquémia,

mentre que el contingut total era similar al dels altres tipus de fibroblasts.
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Figura 30. Els fibroblasts cardiacs tenen tendéncia a presentar nivells més elevats de p65 al nucli tant en
condicions de normoxia com d'isquémia. Es mostren Western Blots de p65 en extractes totals (A) i en la fraccid
nuclear (B) de fibroblasts cardiacs, pulmonars i dérmics en condicions de normoxia i d'isquemia (24h). El Naphtol
Blue es va utilitzar com a control de carrega. A la dreta es mostren els analisis densitometrics de p65. Les dades es
normalitzen dividint per la mitjana dels fibroblasts cardiacs en condicions de normoxia i en els grafics s'observen la
mediana=rang interquartil de 4 experiments independents (N=4). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un
test post-hoc de Dunn (No significatiu vs. F. cardiacs Nx). Nx: Normoxia; Isqg: Isquémia.

NF-kB té una gran variabilitat de funcions i es deu a la seva interaccié amb altres factors de
transcripcié i proteines de senyalitzacio, com Stat3 i Nrf2, factors reguladors de l'interferd (IRFs),
PI3K-Akt, entre altres. En concret, NF-kB i Stat3 controlen nombrosos processos fisiologics i
s'activen rapidament en resposta a diversos estimuls i estressos (Grivennikov and Karin, 2010;
Taniguchi and Karin, 2018).

7.4 Analisi de la via SAFE

Larelacidicooperacid de laviaNF-kBide Stat3 (Lee et al., 2009), ens va portar a analitzar la possible
implicacid de la via de Stat3 en la supervivéncia. A més, tal i com s'ha explicat en la introduccio
(apartat 3.5.1), la via SAFE és una via que s'activa durant la isquémia i la isquémia/reperfusio al cor.
Concretament, s'ha suggerit que Stat3 esta relacionat amb el control de la cadena de transport
electronic i la produccid d'ATP i a més, augmenta |'expressid del gen antiapoptotic Bel-2 (Haga et
al., 2003).
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7.4.1 Caracteritzacid de I'expressié basal

Donat els resultats que haviem obtingut, vam voler analitzar I'expressio de Stat3 i la seva fosforilacié
ala Tyr’%® (pStat3) als tres tipus de fibroblasts. Com s’observa en la Figura 31A, els resultats van
mostrar que els fibroblasts cardiacs en condicions basals expressen nivells més elevats de pStat3

(Tyr799) que els altres tipus de fibroblasts amb una ratio pStat3/Stat3 total més elevada (Figura 31B).
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Figura 31. Els fibroblasts cardiacs expressen nivells més elevats de pStat3 (Tyr’°%) que els altres fibroblasts.
Expressié de pStat3i Stat3 total en condicions basals en tres mostres independents dels diferents tipus de fibroblasts.
(A) Analisi de I'expressié de pStat3 i Stat3 total mitjancant Western Blot dels diferents tipus de fibroblasts en
condicions basals. El Naphtol blue es va utilitzar com a control de carrega. (B) Ratio pStat3/Stat3 total. Les dades es
normalitzen dividint per la mitja dels fibroblasts cardiacs en condicions basals. En els grafics s'observa mediana+rang
interquartil de 12 experiments independents (N=12). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc
de Dunn (*** p=0.001 vs. Fibroblasts cardiacs).

7.4.2 Efecte de la inhibicié de pStat3

Degut a que vam detectar una elevada abundancia de pStat3 als fibroblasts cardiacs en condicions
basals i tenint en compte que Stat3 s'ha relacionat amb la respiracié cel-lular (Wegrzyn et al., 2009)
i la supervivéncia cel-lular, per exemple per sobre-activacié en molts tipus de cancer, perd també en
la resposta del miocardi a la isquémia com s’ha revisat a la Introduccid, vam decidir determinar el
potencial rol de Stat3 en la major supervivencia durant la isquémia als fibroblasts cardiacs. Per aixd,
vam provocar la inhibicié de Stat3 mitjangant el flavonoligna Silibinina (SBN), un inhibidor especific
de Stat3 que impedeix la seva fosforilacié en Tyr’°® tant induida com constitutiva i que a més,
interfereix en la seva unié amb I'ADN (Verdura et al., 2018). Primer, vam caracteritzar la capacitat de
la SBN per reduir la fosforilacié de Stat3 als fibroblasts cardiacs. Per aix0d, vam analitzar I'efecte de la
SBN en I'expressié de pStat3 (Tyr’%) i Stat3 total a diferents dosis (25, 50, 75 i 100 uM) i temps
d'incubacio (12 i 24 hores). A la Figura 32 es mostra gque la dosi de 100uM va resultar en la major
reduccié en I'expressid de pStat3 i Stat3 total (Figura 32A), mentre que, a la mateixa dosi, s'assolia

el maxim efecte ales 24 hores (Figura 32B).

105



106 | Resultats

A 12 hores B 12 hores 24 hores
SBN (M) O 25 50 75 100 _ 104 @ SBN(uM) O 50 100 O 50 100 1.0-
L
pStat3—"'-""—95?, \’\_—' pStat3’—-———_g58
o b
Stat3total = s s www = 05 O : Stat3total e wmw == wmw == = 05 O
—— o ¢ < —— s
BEREES <os BEEEERE <o
EEESE 2
hel Naphtol @ -8~  Stat3_SBN 50uM
Naphtol &6 &% &% &8 & & - stat3 e BEEEBEEE PStat3_SBN 50M
Bue SE SR B S o o pStat3 ] -e-  Stat3_SBN100uM
w pStat3_SBN 100uM
0.0-— T T T T 0.0 T T T
0 25 50 75 100 0 12 24
SBN (uM) Temps (h)

Figura 32. La Silibinina (SBN) indueix una disminucié de I'expressié de pStat3 (Tyr’®) i Stat3 total de forma
dependent de la dosi i el temps d'incubacid. Es mostren Western Blots de pStat3 (Tyr’%%) i Stat3 total de fibroblasts
cardiacs tractats amb SBN en diferents dosis a 12 hores (A), i en dosis de 50uM i 100uM a 12 i 24 hores. El Naphtol
Blue es va utilitzar com a control de carrega. A la dreta es mostren els analisi densitomeétrics de pStat3 i Stat3 total.
Les dades es normalitzen dividint per la mitjana dels fibroblasts cardiacs sense tractar.

A continuacid, vam determinar la supervivencia dels fibroblasts cardiacs en condicions de normoxia
i d'isquémia tractats amb SBN (50 i 100 uM) durant 24h, i en paral-lel vam analitzar la viabilitat dels
fibroblasts pulmonars i dérmics en condicions de normoxia i d'isquemia per tal de tenir un punt de
referencia de mort cel-lular. Les dades mostren que, de forma dependent de la dosi, la SBN disminuia
al voltant d'un 20% la supervivéncia dels fibroblasts cardiacs tant en condicions de normoxia com
d'isquemia experimental, arribant a nivells de mort cel-lular similars als dels fibroblasts pulmonars i

dermics en condicions d'isquémia experimental (Figura 33).
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Figura 33. El bloqueig especific de la fosforilacié de Stat3 amb la SBN afecta la supervivencia dels fibroblasts
cardiacs en condicions de normoxia i d'isquémia experimental. Analisi de la supervivéncia mitjangant recomptes de
viabilitat amb blau de Tripa a les 24h en condicions de normoxia i d'isquémia (xSBN, 50/100 uM). Les dades estan
referenciades al recompte de cél-lules en el moment d'afegir la Silibinina (t=0h). En el grafic s'observa mediana+rang
interquartil de 6 experiments independents (N=6). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de
Dunnett (*** p<0.001, ****p=<0.0001vs. No tractament en cada condicid en F. cardiacs).
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La reduccid en la supervivencia observada als fibroblasts cardiacs per inhibicié de Stat3 amb SBN
ens va portar a voler caracteritzar amb més detall els aspectes bioquimics i moleculars subjacents. El
primer que vam fer va ser analitzar els efectes de la SBN en |'expressid de pStat3 (Tyr’°%), Stat3 total
i altres proteines amb expressio diferent entre els fibroblasts cardiacs i els altres fibroblasts estudiats,
per esbrinar si la seva expressio estava influenciada per Stat3. Com es mostra a la Figura 34, la SBN
va induir una caiguda en I'abundancia de pStat3 (Tyr’°%), mentre gue la quantitat total de Stat3 no va
canviar de forma significativa. Aixo va anar acompanyat d'una reduccié important en I'abundancia
de Catalasa, del complex Il de la cadena respiratoria i de la proteina anti-apoptotica Bel-XL perd no
en la quantitat de MnSOD ni de Citocrom C. A més, en contra del que s'havia descrit en I'ambit de |a
resposta cardiaca a la isquémia, on s'ha establert el dogma que Stat3 activat indueix I'expressio de

Bcl-2, els nostres resultats indiquen que no sembla que sigui aixi (Hattori et al., 2001; Lecour, 2009).
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Figura 34. El tractament dels fibroblasts cardiacs amb I'inhibidor especific de Stat3, Silibinina (SBN), indueix una
disminucié en I'abundancia del propi Stat3 i de proteines relacionades amb la respiracid cel-lular i alguns enzims
implicats en la neutralitzacié de ROS. (A) Analisi de I'expressid de pStat3 (Tyr’°®), Stat3 total, Catalasa, MnSOD, Bcl-
2, Bcl-XL, Complex Ili Citocrom C en mostres independents dels fibroblasts cardiacs tractats amb DMSO, SBN 50uM
i SBN 100pM mitjangant Western Blot. EI Naphtol Blue es va utilitzar com a control de carrega. (B) Analisi
densitometric dels Westerns Blots. Les dades es normalitzen dividint per la mitjana dels fibroblasts cardiacs tractats
amb DMSO. En els grafics s'observa mediana+rang interquartil de 6-8 mostres independents (N=6-8). S'aplica el
test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (**p=0.01, *p=<0.05 vsDMSO).
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Degut a la davallada en I'expressio del Complex Il en preséncia de SBN, a la major respiracio dels
fibroblasts cardiacs, a I'elevada expressié de pStat3 (Tyr’°%) en aquestes cél-lules, i a que estava
descrit que Stat3 podia estar influenciant I'activitat de la cadena respiratoria (Wegrzyn et al., 2009),
vam decidir analitzar el consum d’oxigen en fibroblasts cardiacs tractats amb SBN. Els resultats
presentats a la Figura 35 mostren que el tractament amb SBN 100uM durant 24 hores no va afectar
substancialment ni el consum d’oxigen basal (respiracid de rutina), ni el lligat a I'oxidacié d'ATP, nila

reserva respiratoria. Tampoc vam observar canvis en fibroblasts tractats durant 48 hores.
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Figura 35. Els fibroblasts cardiacs tractats durant 24 hores amb I'inhibidor especific de Stat3, SBN, no mostren
canvis significatius en el consum d'oxigen. (A) Analisi de la respirometria dels fibroblasts cardiacs tractats amb
DMSO (control) i SBN (100uM durant 24 hores). (B-D) Grafics comparatius entre els fibroblasts cardiacs tractats amb
DMSO i SBN. Les dades mostren la quantificacié del consum d'oxigen (OCR) expressat com pMols Oz/segon *milid
de cel-lules, mediana=rang interquartil de 4 experiments independents per duplicat N=4. S'aplica el test estadistic
Mann-Whitney (No significatiu vs. F. cardiacs DMSO).

Tot i no haver un efecte de la SBN en la respiracid mitocondrial, vam decidir analitzar els nivells de
ROS dels fibroblasts cardiacs tractats amb SBN 100uM durant 24 hores en condicions de normoxia
degut a la davallada d'expressio de la Catalasa. La Figura 36 mostra que els fibroblasts cardiacs
tractats amb la SBN no van augmentar els nivells de ROS respecte al fibroblasts tractats amb DMSO

ni en condicions de normoxia, ni en condicions d'isquémia experimental.
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Figura 36. La SBN no indueix un increment dels nivells de ROS mitocondrials als fibroblasts cardiacs. Determinacio
de la produccié de ROS mitjangant marcatge amb la sonda MitoSOX™ en condicions de normoxia i d'isquémia dels
fibroblasts cardiacs tractats amb DMSO i SBN (100uM) durant 24 hores i dels fibroblasts pulmonars i dérmics en
condicions de normoxia i d'isquemia. Degut a oscil-lacions interexperimentals de la senyal, les dades es normalitzen
dividint per la mitja dels fibroblasts cardiacs tractats amb DMSO. En els grafics s'observa medianarang interquartil
de 6 experiments independents per duplicat (N=6). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de
Dunnett (No significatiu (ns) vs. No tractament en cada condicié en F. cardiacs). Nx: Normoxia; Isq: Isquémia; FC:
Fibroblasts cardiacs; FP: Fibroblasts pulmonars; FD: Fibroblasts dérmics.

La via de transduccid de senyal mitjangada pels complexos Jak/Stat és forca complexa, com es
descriu a l'apartat 3.5.1 de la Introduccid. A rel dels nostres resultats negatius, vam realitzar una
revisié detallada dels articles originals demostrant els efectes de Stat3 en parametres del nostre
interes com |'expressioé de Bcl-2, dels complexos de la cadena respiratoria i de MnSOD, aixi com la
relacié entre Stat3 i la taxa de consum d'oxigen. Aix0 ens va permetre veure que tots els articles
fonamentaven les seves conclusions a partir de resultats obtinguts en models de sobre-expressio de
Stat3 (Fukada et al., 1996; Haga et al., 2003), utilitzant proteines quimera recombinants (Sakai and
Kraft, 1997), o sistemes “gene reporter” (Stephanou and Latchman, 2000) o analitzant mitocondris
aillats (Wegrzyn et al.,, 2009), o bé utilitzant inhibidors no especifics de Stat3, sind dels seus
reguladors " ypstream”, en particular I'inhibidor de Jak2 AG490 (Nielsen et al., 1999; Bhattacharya
et al., 2005; Sepulveda et al., 2007). Per aixo vam decidir analitzar |'efecte de I'inhibidor de Jak2
AG490 en la supervivencia, I'expressio génica, la respiracié mitocondrial i la produccié de ROS als

fibroblasts cardiacs.

El tractament dels fibroblasts cardiacs amb AG490 a les concentracions de 50 puM i 100uM va induir
la reduccié en I'abundancia de pStat3. A més, va reduir I'expressié de I'enzim antioxidant MnSOD,
aixi com I'expressié de Bcl-2, Bel-XL, Complex Il (SDH) i Citocrom C, com es mostra a la Figura 37.

No obstant, no es va veure alterada |'abundancia de la Catalasa.
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Figura 37. El tractament dels fibroblasts cardiacs amb I'inhibidor especific de Jak2, AG490, indueix una
disminucié de I'abundancia de pStat3 i de proteines relacionades amb la respiracié cel-lular i alguns enzims
implicats en la neutralitzacié de ROS. (A) Analisi de I'expressid de pStat3 (Tyr’°%), Stat3 total, Catalasa, MnSOD, Bcl-
2, Bel-XL, Complex Il (SDH) i Citocrom C en mostres independents dels fibroblasts cardiacs tractats amb DMSO,
AG490 50 uM i AG490 100uM mitjangant Western Blot. El Naphtol Blue es va utilitzar com a control de carrega. (B)
Analisi densitometric dels Westerns Blots. Les dades es normalitzen dividint per la mitjana dels fibroblasts cardiacs
tractats amb DMSO. En els grafics s'observa mediana+rang interquartil de 6-10 mostres independents (N=6-10).
S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunn (***p=0.001, **p=0.01, *p=<0.05 vsDMSO).

Degut a que vam observar que la inhibicié de Jak2 afectava un ventall més ample de gens que la
inhibicid de Stat3, en particular de Bcl-2, vam decidir analitzar la supervivéncia amb la dosi de 100uM
que tenia un efecte més marcat. Com es mostra a la Figura 38, I'inhibidor de Jak2 AG490 a una
concentracié de 100uM va aturar la proliferacié dels fibroblasts i va reduir la supervivéncia d'aquests

en condicions d'isquémia durant 24h fins els nivells dels fibroblasts pulmonars i dérmics.
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Figura 38. La inhibicié de Jak2 amb AG490 afecta la supervivéncia dels fibroblasts cardiacs en condicions de
normoxia i d'isquémia experimental. Analisi de la supervivéncia mitjangant recomptes de viabilitat amb blau de Tripa
ales 24 hores en condicions de normoxia i d'isquémia (+tAG490 100 uM). Les dades estan referenciades al recompte
de cel-lules en el moment d'afegir AG490 (t=0h). En el grafic s'observa medianazrang interquartil de 9 experiments
independents (N=9). S'aplica el test estadistic Kruskal-Wallis amb un test post-hoc de Dunnett (****p=<0.0001vs.
No tractament en cada condicié en F. cardiacs).

Degut als resultats de supervivencia i a la davallada en I'expressid del Complex Il i Citocrom C en
presencia d'AG490, vam decidir analitzar el consum d'oxigen en fibroblasts tractats amb AG490.
Els resultats presentats a la Figura 39 mostren que el tractament amb AG490 100 uM durant 24
hores va afectar tant al consum d’oxigen basal (respiracid de rutina) (Figura 39B), com al consum

d'oxigen associat a la fosforilacid d'ADP (Figura 39C) i també a la capacitat de reserva (Figura 39D).
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Figura 39. Els fibroblasts cardiacs tractats durant 24 hores amb I'inhibidor especific de Jak2, AG490, mostra
canvis significatius dels parametres analitzats del consum d'oxigen. (A) Analisi de la respirometria dels fibroblasts
cardiacs tractats amb DMSO (control) i AG490 (100 uM durant 24 hores). (B-D) Grafics comparatius entre els
fibroblasts cardiacs tractats amb DMSO i AG490. Les dades mostren la quantificacié del consum d‘oxigen (OCR)
expressat com pMols Oz/segon*milié de cel-lules, medianaxrang interquartil de 3 experiments independents per
duplicat (N=3). S'aplica el test Mann-Whitney (**p=<0.01, *p=<0.05 vs. F. cardiacs DMSO).
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Degut a I'efecte de I'inhibidor de Jak2 AG490 en la respiracié mitocondrial i la disminucié de
I'expressié de MnSOD, vam decidir analitzar els nivells de ROS en els fibroblasts cardiacs tractats
amb AG490 100uM durant 24 hores en condicions de normoxia i d'isquémia. Els resultats de la
Figura 40 mostren una tendéncia a incrementar els nivells de ROS amb AG490 en normoxia, i en
condicions d'isquémia incrementaven significativament fins a valors similars als altres fibroblasts.
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Figura 40. L'inhibidor AG490 indueix un increment dels nivells de ROS mitocondrials als fibroblasts cardiacs.
Determinacié de la produccié de ROS mitjangant marcatge amb la sonda MitoSOX™ en condicions de normoxia i
d'isquémia dels fibroblasts cardiacs tractats amb DMSO i AG490 (100uM) durant 24 hores i dels fibroblasts
pulmonars i dermics en condicions de normoxia i d'isquémia. Degut a oscil-lacions interexperimentals de la senyal, les
dades es normalitzen dividint per la mitja dels fibroblasts cardiacs tractats amb DMSO. En els grafics s'observa
medianazxrang interquartil de 7 experiments independents per duplicat (N=7). S'aplica el test Kruskal-Wallis amb un
test post-hoc de Dunnett (***p=0.001 vs. No tractament en cada condicié en F.cardiacs).

Finalment, degut als resultats obtinguts amb I'inhibidor AG490, el qual tenia un efecte en la
supervivencia, expressio de proteines implicades en la neutralitzacié dels ROS, els nivells de ROSii la
respiracié mitocondrial, i el fet que Isg15 també pot ser activat per la via de Jak/Stat, vam decidir
analitzar I'expressié d'/sg75a nivell de transcrit (ARNm) als fibroblasts cardiacs tractats amb DMSO
i amb AG490 (100 uM). Com es mostra a la Figura 41, els fibroblasts cardiacs tractats amb AG490

van presentar una disminucié dels nivells de transcrit d'/sg75en comparacié als tractats amb DMSO.
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Figura 41. L'inhibidor de Jak2 AG490 produeix una disminucié dels nivells de transcrit (ARNm) d /sg75 en els
fibroblasts cardiacs. Abundancia relativa de transcrit d' /sg75en els fibroblasts cardiacs tractats amb DMSQO i AG490
(100 uM). En el grafic s'observa mediana+rang interquartil de 5 experiments independents (N=5). S'aplica el test
estadistic Mann-Whitney (*p=<0.05 vs. DMSO).
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DISCUSSIO

Els fibroblasts cardiacs sén objecte d'interés biomedic degut a les funcions que desenvolupen al cor,
tant en condicions normals com patologiques. Aquestes cél-lules sén les principals productores i
secretores de la matriu extracel-lular que cohesiona la musculatura conferint-li les propietats
mecaniques ideals per transformar la contraccié dels cardiomiocits en el moviment de la paret
cardiaca que permet el bombeig de la sang. A més a més, s'estan descobrint noves propietats
d'aquests fibroblasts com la capacitat d'intervenir en el procés de sincronitzacié del batec
(Gaudesius et al., 2003), i la secrecié de factors trofics potenciant el creixement del cor (leda et al.,
2009). En condicions patologiques i especialment en situacions de tall del flux sanguini al miocardi
(isquémia), els fibroblasts cardiacs sén els responsables de produir i secretar la matriu que generara
la cicatriu fibrosa, impedint la sortida de sang que es podria produir per la mort del miocardi. Tot i que
aguest esdeveniment és essencial per sobreviure a |'infart, la deposicié de matriu extracel-lular
posterior a |'esdeveniment isquémic pot representar una complicacié si s'allarga en el temps o
s'activa excessivament. Per aix0, s'esta destinant molt esforg a la identificacié de I'origen embrional
i el/els tipus cel-lular/s que constitueixen la poblacid de fibroblasts cardiacs (Tallquist and Molkentin,
2017; Fu et al., 2018), a re-avaluar la seva abundancia al cor (Pinto et al., 2016), aixi com a
comprendre la regulacid de la sintesi i secrecid de matriu extracel-lular (Fu et al., 2018), amb la
finalitat de desenvolupar eines terapeutiques que permetin regular la resposta fibrosa per tal de

millorar la salut dels pacients.

El nostre grup havia trobat que la proteina anti-apoptotica Bcl-2 és molt abundant als fibroblasts
cardiacs si es compara amb altres tipus de fibroblasts. Bcl-2 permet mantenir millor la integritat
mitocondrial i vam demostrar que és un factor clau per evitar I'apoptosi induida durant la isquémia
(Mayorga et al., 2004). Tot i I'elevat nombre de publicacions identificant la quantitat, I'origen genétic
i I'activitat dels fibroblasts cardiacs, hi ha poca informacié sobre els mecanismes implicats en la
resisténcia d'aguestes cel-lules a la isquémia i, per aixd, vam decidir seguir investigant aquest

aspecte fonamental de la seva biologia.

La nostra hipotesi original era que I'autofagia, un procés relacionat amb el reciclatge d'organuls i
generacio d'energia en condicions d'escassetat, en particular al cor (Lavandero et al., 2015), i que
s'ha descrit que pot ser regulat per Bcl-2 (Levine et al., 2015), podia ser rellevant per la supervivencia
dels fibroblasts cardiacs. Els resultats presentats en aquesta memoria mostren que Bcl-2 és
important no tant sols per la supervivencia durant la isquémia, sind també per la proliferacié dels
fibroblasts cardiacs en condicions normals. L'estudi de I'impacte de I'autofagia en la viabilitat dels
fibroblasts ens va mostrar que aquesta, és important en condicions normals, perd no sembla
contribuir a la supervivencia durant la isquémia. Tot i aix0, les dades suggerien major dependéncia

dels fibroblasts cardiacs en |'autofagia que els fibroblasts dérmics i pulmonars. L'estudi de les
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diferéncies en I'expressid génica que vam observar en aquest primer estudi, en particular I'augment
de I'expressid de la proteina Bnip3 en isquemia i després de bloquejar I'autofagia, ens va portar a
descobrir una serie de diferéncies que caracteritzen als fibroblasts cardiacs com I'elevada produccid
de ROS i I'elevada capacitat de controlar els seus nivells durant la isquémia, I'elevada expressio
d'enzims antioxidants de ROS (Catalasa, MnSOD, Glutatid peroxidasa), el major consum d’oxigen i
major reserva respiratoria, acompanyats d'una major expressio dels complexos Il aV de la cadena de
transport d'electrons. Aixi mateix, vam observar una particular organitzacié de la xarxa mitocondrial,
amb més mitocondris aillats que altres tipus de fibroblasts, coincidint amb la menor expressid de
Mitofusina 2. A més, vam trobar que els fibroblasts cardiacs sén més resistents també a estimuls
d'estrés de reticle endoplasmatic. Finalment, vam estudiar les vies de senyalitzacié implicades,
trobant que els fibroblasts cardiacs tenen nivells constitutivament més elevats de Stat3 activat i
descobrint la implicacié de la via Jak/Stat en la regulacié de molts dels factors caracteristics que

diferencien els fibroblasts cardiacs d'altres tipus de fibroblasts.
» Bcl-2isupervivéncia

Per comencar, vam voler replicar i aprofundir en les dades originals que només investigaven la
regulacio de I'apoptosi per I'expressid de Bcl-2 als fibroblasts cardiacs (Mayorga et al., 2004), ja que
no disposavem d'un métode eficag per reduir I'expressié de Bcl-2 en aquell moment. En aquest
treball hem confirmat la importancia de Bcl-2 en la supervivéncia durant laisquemiaia més, les dades
demostren la seva importancia per la proliferacid/supervivencia dels fibroblasts cardiacs en
condicions normals. La implicacid de Bcl-2 en la proliferacid cel-lular s’havia descrit pero en sentit
contrari en fibroblasts immortalitzats 3T3, a través d'un mecanisme que augmenta la presencia del
regulador negatiu de la proliferacié p27 (Vairo et al., 2000). Per tant, la necessitat d'expressar Bcl-2
als fibroblasts cardiacs per mantenir una proliferacié normal és rellevant i queda per investigar. Una
possible rad per la disminucié de la proliferacidé en absencia de Bcl-2 podria estar relacionada amb
les condicions d'estrés oxidatiu moderat que, com hem vist, es déna en aquest tipus de fibroblasts i

que podria frenar la progressio del cicle cel-lular.

Amb I'objectiu d'iniciar I'estudi del procés autofagic als fibroblasts cardiacs i d'esbrinar la possible
influéncia de Bcl-2, vam analitzar la seva expressio en presencia o absencia de I'inductor d'autofagia
Rapamicina, que indueix |'autofagia per inhibicié del complex mTOR (Tanemura et al., 2012; Kim et
al., 2015). La Rapamicina va induir un augment de I'abundancia de LC3-Ilitambé de Bcl-2, suggerint

una possible co-regulacio.
» Analisi de I'autofagia als fibroblasts

Als fibroblasts cardiacs augmentava molt I'abundancia de Bnip3 durant la isquémia, fet associat a
una elevada supervivéncia, mentre que als fibroblasts pulmonars i dermics augmentava la caspasa-

3 processada (activada), el qué ens va fer pensar que Bnip3 podria estar desenvolupant algun paper
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protector. Tot i que el seu silenciament va empitjorar la supervivencia/proliferacio dels fibroblasts en
condicions normals, no es va observar cap efecte evident enisquéemia. El nivell incrementat de Bnip3
només als fibroblasts cardiacs podria suggerir la estimulacié de mitofagia durant la isquémia (Zhang
and Ney, 2009). Malgrat aix0, tant el bloqueig de I'autofagia per mitjans de regulacié de I'expressio
de gens clau (Bnip3iAtg7shRNA), com la inhibicié quimica (amb 3-MA i Cloroquina) van mostrar la
rellevancia de |'autofagia en tots els tipus de fibroblasts estudiats en condicions normals, perd no

durant la isquemia, resultat que descarta la hipotesi inicial.

L'augment de I'expressié de Bnijp3 durant la isquémia malgrat la manca d'evidencies d'un rol
rellevant en aquesta situacio ens va semblar contradictori. Bnjp3és un gen de la familia de Bcl-2 al
que se li han atorgat rols oposats o duals al cor, amb treballs suggerint la seva implicacié en el procés
de mort (Galvez et al., 2006; Diwan et al., 2007) o bé participant al desenvolupament cardiac
(Lampert et al., 2019) i la proteccid del miocardi (Moyzis et al., 2015). En condicions basals, Bnip3
era dificil de detectar per Western Blot en extractes de fibroblasts, perd vam detectar un augment de
la seva abundancia tant quan bloquejavem |'autofagia com quan induiem isquémia, especialment als
fibroblasts cardiacs. Tot aix0 suggeria que Bnip3 té un reciclat rapid o vida mitja molt curta de forma
que es requereix elevada taxa de sintesi, perd és utilitzat (i degradat) de forma immediata als
fibroblasts. Per aixd, en bloguejar I'autofagia, es va acumular i probablement I'augment observat
durant la isquémia era degut a que I'autofagia quedava aturada, el que estaria d'acord amb que la
inhibicié quimica d'aquest esdeveniment no va modificar la viabilitat en isquemia. Possiblement, no
vam detectar un augment tant marcat de |'abundancia de Bnip3 en isquéemia als fibroblasts de pulmd
i de pell degut a la caiguda de la seva sintesi en aquestes cél-lules, que sén més sensibles als farmacs
i tenen una taxa de mortalitat més elevada, a diferéncia del qué succeeix als fibroblasts cardiacs, que

mantenen millor la viabilitat en abséncia d'oxigen.
» Estres oxidatiu als fibroblasts cardiacs

Degut a que Bnip3 també s'havia proposat com un indicador del nivell d'estrés oxidatiu cel-lular
(Kubli et al., 2008), vam voler analitzar possibles diferéncies en els nivells de ROS als diferents
fibroblasts. Les nostres dades van mostrar que els fibroblasts cardiacs produeixen més ROS, pero
mantenen els nivells de forma més estable durant la isquémia. Aix0 estava relacionat amb una
elevada expressid dels principals enzims antioxidants de ROS i una major abundancia de glutatio
reduit (GSH), els nivells del qual van caure durant la isquemia, possiblement perqué era més oxidat,
afavorint el manteniment del control dels ROS. El millor control dels ROS durant la isquémia i
especialment durant la reoxigenacid, s'ha associat amb una major supervivéncia al miocardi (Valls-
Lacalle et al., 2018). Les diferencies trobades en els nivells de ROS ens van fer investigar la respiracio

cel-lular, com a font més probable de produccid d'aquestes molécules.
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» Analisi de la respiraci6 cel-lular i caracteritzacié de la cadena de transport electronic

Consum d'oxigen

Cada tipus de fibroblasts va presentar uns nivells diferents de consum d'oxigen, pero els fibroblasts
cardiacs van mostrar nivells netament superiors de respiracio tant de forma basal, com I'associada a
la fosforilacié de I'ADP, com també I'estimulada per desacoblament del gradient de protons amb
FCCP o capacitat respiratoria maxima. Com que les condicions experimentals d'incubacié dels
cultius implicaven pressions elevades d'oxigen a la cambra de deteccid (pO; al voltant del 21%), vam
voler descartar un possible artefacte degut a la “hiperoxia”. Els estudis realitzats a una pO. del 3%
van confirmar la major capacitat respiratoria dels fibroblasts cardiacs. En particular, vam observar
major reserva respiratoria, dada que s'obté restant la respiracid basal a la maxima capacitat
respiratoria (obtinguda en preséncia del desacoblador FCCP). Aquesta dada és rellevant ja que una
elevada capacitat de reserva respiratoria ha estat relacionada amb major capacitat de supervivéncia
a la isquémia/reperfusio tant en cardiomiocits (Pfleger et al., 2015) com en altres tipus cel-lulars
(Nickens et al., 2013), tot i que no s'ha pogut vincular un efecte causal. Pfleger et al. van demostrar
que la capacitat de reserva respiratoria, que depén en gran part de I'activitat del Complex Il (Succinat
deshidrogenasa), necessita de I'oxidacid d'acids grassos i glucosa i esta relacionada amb una menor
generacié de ROS durant la hipoxia, cosa que repliquen les nostres dades als fibroblasts cardiacs.
Aix0 podria suggerir que les cel-lules del cor estan millor preparades que altres tipus cel-lulars pel
control dels nivells de ROS. De totes maneres, tenint en compte que la respiracié basal no sembla
influenciada pel Complex Il als fibroblasts, ja que no vam observar disminucié en preséncia de
I'inhibidor de la SDH 3NP, queda per determinar si la reserva respiratoria esta realment implicada en

la millor supervivencia o és un fet associat pero no implicat en aquesta caracteristica.

Efecte de Bcl-2 sobre la respiracié cel-lular

Enrelacid ala possible influencia de Bcl-2 sobre |'elevada taxa de respiracio dels fibroblasts cardiacs,
vam trobar dades prévies que indicaven que Bcl-2 podria estar regulant directament la funcié de la
cadena de transport d'electrons (Chen and Pervaiz, 2007; Cherh et al., 2010). Malgrat aquestes
dades previes, els nostres resultats no van recolzar la intervencié de Bcl-2 en el control de la
respiracid als fibroblasts cardiacs. La revisid posterior de la bibliografia va revelar diversos aspectes
a tenir en compte per interpretar les dades, ja que Chenii col-laboradors mostraven un augment en la
taxa de consum d'oxigen de mitocondris aillats de tumors sobre-expressors de Bc/2abans i després
del silenciament d'aquest gen i comparant amb tumors no sobre-expressors, models que poden
trobar-se molt lluny dels fibroblasts primaris. Per la seva banda, Cherh i col-laboradors establien la
relacié de Bcl-2 amb el control del consum d'oxigen en preséncia de la seva induccid per resveratrol
i comparant una linia cel-lular normal amb una sobre-expressora de Bc/2, el que podria dur a

interaccions que no tenen lloc o no sén determinants en condicions normals als fibroblasts. En
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conclusid, les nostres dades no van permetre establir una relacid causal entre els nivells elevats de
Bcl-2 i I'elevada capacitat respiratoria als fibroblasts cardiacs tot i que ambdds fets s'han relacionat

amb major supervivencia i, en alguns models experimentals, han estat relacionats entre ells.

Expressié de complexos de la cadena de transport d'electrons

Tot i que el nivell de consum cel-lular d'oxigen depéen de molts factors incloent factors metabolics,
volum i organitzacié de la xarxa mitocondrial, aixi com de la quantitat de cadenes respiratories i
organitzacié de supercomplexos, vam decidir caracteritzar el nivell d'expressié de diversos
components dels complexos per intentar trobar un fonament molecular a la major respiracié dels
fibroblasts cardiacs. Les nostres dades van mostrar que els fibroblasts cardiacs tenen un nivell
d'expressid més elevat de proteines dels Complexos Il al V, perd un nivell d'expressid similar del
Complex | a la resta de fibroblasts estudiats, mantenint també nivells similars de Citocrom C. Per la
seva banda, tot i tenir nivells similars de CoQ a la resta de fibroblasts, els fibroblasts cardiacs
semblaven tenir menys CoQ reduit, el qué estaria d'acord amb una major taxa respiratoria. Les
nostres dades suggerien diferent organitzacid de supercomplexos, ja que s'ha demostrat la
preséncia d'un nimero diferent de complexos formant part dels supercomplexos (Guo et al., 2017).
Aix0 podria estar relacionat amb la major capacitat respiratoria dels fibroblasts cardiacs i la diferéncia

observada en els nivells de ROS tant en normoxia com durant la isquémia, que queda per investigar.

Origen dels ROS als fibroblasts

Tot i que nivells elevats de ROS estan relacionats amb major estrés oxidatiu i la induccié de mort,
cada vegada és més clar que canvis subtils en els nivells de ROS estan implicats en la regulacié de
multiples aspectes de la biologia cel-lular (Hamanaka and Chandel, 2010) a través del control, entre
d'altres, de proteines clau en processos com la supervivencia (Murata et al., 2003) i la proliferacio
cel-lular (Byrne et al., 2020). Per aixd0 vam decidir identificar I'origen dels ROS als fibroblasts i si
aquest era diferent als cardiacs en relacid a la resta de fibroblasts estudiats. El senyal detectat amb
la sonda especifica mitocondrial MitoSOX™, que posteriorment vam validar utilitzant
dihidrorhodamina-123 (dades no mostrades en aquest treball), una altra sonda mitocondrial, ens
indicava que I'origen dels ROS era mitocondrial. Un possible origen de les diferéncies trobades en la
quantitat de ROS, tant en normoxia com en isquémia, era el transport revers d'electrons (reverse
electron transfer, RET) que es doéna pel pas d'electrons del Complex lll al Complex | a través de retorn
de CoQH: (Chouchani et al., 2014). Aquesta situacid no es déna només en condicions patologiques
(com la isquemia-reoxigenacio), sind que s'ha observat en models fisiologics (Murphy and O'Neill,
2018). Una caracteristica del RET és el seu control per elevats nivells de succinat (Murphy and
O'Neill, 2018). Nosaltres vam trobar que els fibroblasts cardiacs tenen més succinat i més potencial
de membrana mitocondrial, en acord amb la possible existencia de RET, tot i que no es complia la

presencia d'un nivell elevat de CoQHo.. Tot i aix0, la rotenona, que impedeix el pas d'electrons del
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Complex | al CoQ, va fer augmentar els ROS, suggerint que I'origen d'aquests era al Complex |
directament, ja que si es tractés de RET, s'ha descrit que els ROS disminuirien en impedir el pas
d'electrons del CoQH; al Complex | (Chouchani et al., 2014). La major generacié de ROS als
fibroblasts cardiacs pel Complex |, tot i ser el complex que s'expressa de forma similar a tots els
fibroblasts estudiats, podria estar relacionada amb les diferencies en la organitzacié dels

supercomplexos o a I'augment de la respiracié en aquestes cél-lules, entre d'altres possibilitats.
» Biogénesiidinamica mitocondrial

Degut a I'observacioé de canvis tan importants en el consum d'oxigen, la generacié de ROS a nivell
mitocondrial i la diferent expressié de components principals de la cadena de transport d’electrons,
vam voler indagar més sobre la biologia mitocondrial als fibroblasts. Les dades van mostrar que
aquests canvis funcionals i d'expressio tenen lloc partint d'una quantitat similar de mitocondris, la
qual cosa vam validar per I'analisi d'expressié de diverses proteines mitocondrials i I'estudi per
microscopia confocal de la xarxa mitocondrial als tres tipus de fibroblasts. Els fibroblasts cardiacs
van mostrar una xarxa mitocondrial amb més mitocondris menys connectats entre ells, el qué
s'associava amb una menor expressié del co-activador transcripcional Pgc-1a, implicat en la
biogénesi mitocondrial, la fosforilacié oxidativa i alguns aspectes el metabolisme (Wu et al., 1999), i
la Mitofusina 2 (Mfn2), implicada en la fusié mitocondrial entre d'altres funcions (De Brito and
Scorrano, 2008). La diferent organitzacié de la xarxa mitocondrial s'ha relacionat amb |'adaptacié de
la cél-lula a les condicions ambientals (Schrepfer and Scorrano, 2016). La preséncia de més
mitocondris aillats als fibroblasts cardiacs, possiblement relacionada causalment amb la menor
expressié de Mfn2, podria estar en la base d'una millor adaptacié a enfrontar-se a estimuls que
activin una resposta en cadena involucrant els mitocondris, com la produccié de ROS durant la
isquémia o en situacions d'estrés de reticle, i podria influir també en lainteraccid entre els mitocondris

i el reticle endoplasmatic (Naon et al., 2016).

Aquest perfil de distribucié mitocondrial s'ha associat, en un model de cél-lules knock out per Mfn2,
amb una menor activacio d'apoptosi en condicions d'estres de reticle (Mufioz et al., 2013), fet que
repliquen els fibroblasts cardiacs de forma espontania, com vam observar. La deteccid de menys
Pgc-1a podria semblar en contradiccié amb el manteniment d'un volum mitocondrial similar ala resta
de tipus de fibroblasts estudiats, ja que es tracta de un gen cabdal per la mitocondriogénesi. Tot i
aixo, estudis realitzats sobre ratolins deficients en el gen que codifica per Pgc-1a, PpargciA, mostren
que els ratolins deficients no presenten canvis en el contingut mitocondrial al cor, tot i que si mostren
disminucidé en I'expressié de diversos gens importants en I'activitat de la cadena respiratoria,
'oxidacio de lipids i la sintesi d’ATP (Arany et al., 2005). Es interessant que alguns dels complexos
més expressats als fibroblasts cardiacs, com el Complex Il, no es trobessin regulats per Pgc-1a
(Arany et al., 2005). Tot aix0 podria suggerir que els nivells d'aquest co-activador transcripcional als

fibroblasts cardiacs sén suficients per mantenir un volum mitocondrial adequat a I'hora que permet
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una série de canvis que els adapten de la forma que hem trobat. Alguns d'aquests canvis podrien
estar possiblement relacionats amb la menor expressié de Mfn2, la regulacié de la qual es troba

influenciada per Pgc-1a (Soriano et al., 2006).
» Estres de reticle endoplasmatic

Com que els fibroblasts cardiacs tenen menor expressié de Mfn2 i una xarxa mitocondrial més
fragmentada que els pulmonars i dermics, i tenint en compte que s'havia descrit menor induccid
d'apoptosi a cel-lules deficients en Mfn2 (Mufioz et al., 2013), vam voler saber si presentaven una
sensibilitat diferent a estimuls d'estres de reticle endoplasmatic. Tant la Tunicamicina, que altera el
plegament de proteines, com la Thapsigargina, que indueix augment de la concentracié de Ca?*
citoplasmatic provinent de reticle, totes dues inductores de la “resposta de proteines mal plegades”
(unfolded protein response, UPR), van generar més mort cel-lular i apoptosi als fibroblasts pulmonars
i dermics que als cardiacs. De forma interessant, tot i la davallada en I'expressio de Bcl-2 als tres
tipus de fibroblasts, els cardiacs van mantenir nivells més alts de Bcl-2 que els altres fibroblasts, el
queé probablement conferia més resistencia a |'apoptosi, com vam comprovar amb el silenciament de
Bc/l2, confirmant el qué s'havia publicat en altres models cel-lulars (McCullough et al., 2001). De fet,
McCulloughi col-laboradors havien descrit que el factor regulador de la transcripcié Gadd153/CHOP
induia una disminucid de I'expressid de Bc/2. No obstant, quan vam analitzar I'expressié d'alguns
dels reguladors principals activats durant I'estrés de reticle, vam trobar un augment similar en

I'expressio d'ATF4 i CHOP als fibroblasts cardiacs que als altres fibroblasts.

Les vies de senyalitzacié activades per estrés de reticle estan ben caracteritzades. La induccid de la
xaperona aBiP al reticle i I'alliberament de la seva unié amb PERK, ATFG i IRE1a, promou les cascades
de senyalitzacié que s'inicien en aquestes proteines. PERK, al seu torn, promou la fosforilacié d'elF2a
que indueix I'expressié d'ATF4 i CHOP. Aquests factors de transcripcid regulen I'expressié de
diferents gens determinant la resposta cel-lular. Les nostres dades indicaven la induccié d'ATF4 i
CHOP per Thapsigargina a temps més curts (6 hores) dels necessaris per detectar increment en la
fosforilacié d'elF2a a tots els fibroblasts. Revisant el qué estava publicat i en particular en relacid a
I'expressioé de Mfn2, vam trobar que, com en el nostre cas, la fosforilacié d'elF2a no es correlacionava
amb la induccié d'ATF4 i CHOP en cél-lules deficients en Mfn2 (Munoz et al., 2013). De forma
interessant, en les cél-lules knock out per MfnZ2, com als fibroblasts cardiacs, que de forma natural
expressen menys Mfn2, no es processava (activava) la Caspasa-3. Les nostres dades suggerien que
els nivells inicials d'expressié de Bc/2tenen un paper important en la mort cel-lular durant I'estrés de
reticle i seria interessant analitzar els seus nivells en altres cél-lules deficients en Mfn2. A més, tot
aixo suggereix que les vies classiques activades per estrés de reticle, en particular el rol d'elF2aq, i la
induccié final d'apoptosi, podrien ser modificades en funcié d'interaccions mitocondri-reticle

d'alguna forma que encara queda per caracteritzar.
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Els resultats obtinguts sobre les caracteristiques fisiologiques, d'expressid génica i d'organitzacio
cel-lular van perfilar els fibroblasts cardiacs com un tipus cel-lular especialment dissenyat per
presentar elevada resisténcia a estimuls estressants. A continuacié ens vam interessar per esbrinar

si existia alguna via de transduccid de senyals que governés aquest tret.
» Rol deles vies d'Akt/GSK-3, HIF1 i Nrf2 en la supervivencia dels fibroblasts a la isquémia

Inicialment, ens vam centrar en |'estudi d'aquestes vies classiques promotores de supervivencia. La
kinasa Akt/PKB, representa un punt central en vies de supervivéncia, proliferacid i diferenciacié i, a
més, forma part de la via de proteccid cardiaca coneguda com a RISK (Reperfusion Injury Salvage
Kinase) que inclou també les Mapk Erk1/2 (Valls-Lacalle et al., 2018), i va ser la que vam analitzar
primer. Malgrat les expectatives, no vam detectar cap diferéncia en la fosforilacid d'Akt ni en
condicions basals ni durant la isquémia entre els tres tipus de fibroblasts, el que suggeria que Akt no
es trobava relacionada, al menys de forma protagonista, amb la major supervivencia dels fibroblasts

cardiacs.

La via que implica el factor 1 induible per hipoxia (HIF1) té rellevancia en la resposta cel-lular a baixes
pO2 promovent la supervivencia cel-lular en aquestes condicions. Corroborant el que es coneixia
previament, vam detectar un augment de I'abundancia de la subunitat Hif-1a durant la isquémia,
pero els nivells eren similars als tres tipus de fibroblasts, pel que vam desestimar seguir investigant

aquest gen.

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) també és un factor de transcripcid I'activitat del qual
és induida en situacions d'estrés oxidatiu. Nrf2 promou I'expressié dels gens diana per unié a un
element de resposta antioxidant (ARE) present als promotors. Els gens induits potencien la
neutralitzacié de ROS i la supervivéncia cel-lular. En particular, s'havia suggerit que Nrf2 pot induir
I'expressid de Bc/2 (Niture and Jaiswal, 2012). Aixo resultava rellevant ja que els fibroblasts cardiacs
presenten nivells constitutivament més elevats de ROS i Bcl-2 que la resta de fibroblasts. Malgrat
aixo, el silenciament de AMr72no va resultar en canvis coherents en I'expressié de Bcl-2. La revisid
retrospectiva de les evidéencies publicades mostrava induccié de BCL2 en ceél-lules tumorals
hepatiques humanes (HepG?2) tractades amb un antioxidant, no en condicions oxidants. Els estudis
de regulacié de I'expressié génica en aquell estudi s'havien realitzat utilitzant un model de gen
reporter (Luciferasa) i observant major unié de NRFZ2 al promotor de BCLZ utilitzant tecnologia
d'immunoprecipitacio de cromatina (CHiP) en condicions antioxidants. El silenciament de I'expressid
de NRFZendogen va reduir I'expressié de BCL2als hepatomes, en contra dels nostres resultats, tot
i que lainduccié de NRF2ide BCL2alaliniaHepG2 requeria sempre de la presencia d'un antioxidant,

condicio diferent a la situacié d'estres oxidatiu lleuger observada als fibroblasts cardiacs.
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» Estudide les vies d'inflamacid: NF-kB i Isg15

La manca d'evidéncia sobre la implicacid de les vies regulades per Akt, HIF i Nrf2, ens van portar a
investigar la via on es troba involucrat el complex de regulacié transcripcional NF-kB, que també
reacciona front a estimuls com I'estrés oxidatiu potenciant la inflamacid, la proliferacid i la
supervivéncia cel-lular, sovint en col-laboracié amb altres vies de senyalitzacid. Les nostres dades
suggerien que els fibroblasts cardiacs tenen més abundancia de la subunitat RelA/p65 al nucli tant
en normoOxia com durant la isquémia, la qual cosa estaria d'acord amb una major estimulacié basal
de la via, en consonancia amb la major resisténcia als ROS i a la isquemia en aquestes cél-lules. Un
possible factor inductor d'aquesta via als fibroblasts cardiacs podria ser els nivells constitutivament
elevats de ROS. L'addicié de substancies antioxidants com la N-Acetil-cisteina als cultius permetria
esbrinar si els ROS estan implicats en la major estimulacio basal de la via NF-kB en aquestes cél-lules.
Malgrat aix0, la manca de diferéncies clares en relacid als fibroblasts pulmonars i dérmics ens va fer

seguir analitzant alternatives.

L'estudi de la biologia de la nucleasa mitocondrial EndoG i la seva relacié amb la produccié de ROS
mitocondrials havia portat al nostre grup a investigar I'expressié del gen /nterferon stimulated gene-
75 (/sg15). L'expressid d'lsg75augmenta en situacions d'estres oxidatiu i nosaltres vam detectar un
increment de I'ARNm d'/sg75 a cél-lules deficients en EndoG. L'expressio d'/sg75depen d'interferd
(IFN) i pot ser induida no només en situacions d'estres oxidatiu sind també per preséncia d'ADN al
citosol, com per exemple ADN provinent d'infeccid viral o sortida d’ADN mitocondrial (Motwani et al.,
2019). A més, la via d'IFN esta implicada també en I'expressié de TNF-a i, per tant, es troba
relacionada amb la via NF-kB, que haviem trobat lleugerament estimulada als fibroblasts cardiacs.
Els resultats van mostrar nivells més elevats d'expressid d'/sg75 als fibroblasts cardiacs suggerint
que en aguestes cél-lules podria estar intervenint la via d'IFN per mantenir, com s'ha descrit al
sistema immunitari, nivells elevats de ROS i elevada activitat mitocondrial (Baldanta et al., 2017). Un
aspecte interessant d'lsg15 és que, a més del seu rol d'unié i modificacié de proteines (ISGilacid)
(Han et al., 2018), pot ser secretat i actuar com a citocina (Dos Santos and Mansur, 2017), el que
permet imaginar una possible via de comunicacié entre cardiomiocits i fibroblasts, possiblement
protectora, que pel moment només s'ha estudiat en I'ambit de la resposta immune i el cancer. Seria
interessant comparar els nivells d'interferé en els diferents tipus de fibroblasts tant en condicions
basals com durant la isquémia aixi com quantificar els nivells de proteina Isg15 quan hi hagi

anticossos especifics.

De forma interessant, a més de la regulacio creuada entre les vies de IFN i NF-kB, esta descrit que hi
ha interconnexié entre NF-kB i Stat3 a tumors (Lee et al., 2009) i també que IFN pot actuar sobre
I'expressid génica al nucli per activacié de la via regulada per Jak/Stat, en particular, a través de
I'activacid de Stat3 (Salas et al., 2020). També s'havia descrit que Stat indueix I'expressioé d'/sg75

en un context de resposta anti-viral (Du et al., 2018). La via transductora de senyals Jak/Stat
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potenciant la supervivencia, entre d'altres aspectes, s'ha estudiat en profunditat en el sistema

cardiovascular (Tamareille et al., 2011) i vam creure rellevant analitzar-la.
» Estudide la via Jak/Stat

La interaccié de diversos receptors de membrana cel-lular als seus lligands (IFN, interleucines),
promou la dimeritzacid i indueix la fosforilacié mutua de les proteines Jak que s'hitroben associades,
activant-les, i també la fosforilacid del propi receptor per les Jak activades. Aquests llocs de
fosforilacié permeten la unid de les proteines Stat, que seran fosforilades per les Jak. La fosforilacid
de Stat indueix el seu alliberament del receptor, unint-se a altres Stat activats, formant dimers o
heterodimers, que translocaran a nucli per regular I'expressié de molts gens implicats en la resposta
immune, la supervivéncia i proliferacié cel-lular, etc. A més del mecanisme canonic descrit, aquesta
via presenta moltes variants de regulacid i s'ha descrit una elevada interconnexié amb altres vies de
transduccié de senyals com la via PI3K/Akt, MAPK, NF-kB, etc.

Vam iniciar I'estudi d'aquesta via investigant la fosforilacié de la Tyr’°® (activacid) de Stat3 ja que és
el membre de la familia de Stat que s'ha relacionat amb la induccié de proteccié cardiaca amb més
freqliéncia, i com a participant en la via "SAFE" de proteccid front la isquémia-reperfusio (Lecour,
2009). Els resultats van indicar una clara induccid constitutiva de Stat3 als fibroblasts cardiacs en
les condicions dels nostres cultius, en relacié als pulmonars i dermics. La inhibicid especifica de Stat3
utilitzant el flavonoligna Silibinina (SBN), que és capag d'impedir la fosforilacié basal i induida (per
exemple per interleucines) de la Tyr’°% i que dificulta la unié de Stat3 a I'ADN i la seva funcié com a
factor de transcripcié (Verdura et al., 2018), va disminuir la proliferacid dels fibroblasts cardiacs en
condicions normals. A més, la SBN va promoure la mort tant en normoxia com en isquémia als
fibroblasts cardiacs fins a arribar als nivells de mort cel-lular observats als altres dos tipus de
fibroblasts. Aix0 va anar acompanyat de la disminucid en I'expressid d'algunes proteines que es
troben expressades de forma més abundant als fibroblasts cardiacs, com la Catalasa i la Succinat

deshidrogenasa (Complex Il de la cadena respiratoria).

Els nostres resultats havien mostrat que els fibroblasts cardiacs presenten nivells elevats de Bcl-2 i
de Stat3 fosforilat i que el silenciament de Bc/2i |a inhibicid especifica de Stat3 amb SBN promovien
efectes similars en la supervivencia d'aquestes cél-lules tant en condicions normals com durant la
isquemia. A més, semblava establert a la bibliografia que Stat3 actua com a activador transcripcional
de Bc/2 (Fukada et al., 1996; Nielsen et al., 1999; Stephanou and Latchman, 2000; Haga et al.,
2003; Bhattacharya et al., 2005; Sepulveda et al., 2007). Malgrat aixd, el tractament amb SBN no

va alterar I'expressid de Bc/2als fibroblasts cardiacs, pero si va disminuir I'expressié de Bel-XL.

La revisid retrospectiva de la bibliografia ens va mostrar que la relacié entre Stat3 i I'expressié de Bc/2
es fonamentava en models experimentals forgats que els podien estar allunyant de les condicions

que tenen lloc als fibroblasts cardiacs. Fukada i col-laboradors havien analitzat I'expressié (ARNm)
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de BclZen cél-lules transfectades i per tant sobre-expressores d'un dominant negatiu de Stat3 sobre
un estat de promocid constitutiva de supervivéncia per sobre-expressié de gp130. Per la seva banda,
Nielsen et al analitzaven |'expressid de Bcl-2 per citometria en cel-lules tractades amb un inhibidor
de Jak2, mostrant també disminucid en la fosforilacié de Stat3 perd sense establir relacié causal.
Stephanou i col-laboradors van mostrar augment d'expressio de luciferasa acoblada a un fragment
del promotor de Bc/2 quan sobre-expressaven Stat3; Haga et al van observar I'increment de
I'abundancia de Bcl-2 en ratolins infectats amb un adenovirus que induia la sobre-expressié d'una
forma constitutivament activa de Stat3; Bhattacharya i col-laboradors van utilitzar un inhibidor de
Jak2 i la sobre-expressid d'una forma dominant negativa de Stat3 per mostrar la reduccid de
I'abundancia de Bcl-2 en un model on I'expressié de Bc/2 es trobava incrementada; mentre que
Sepulveda i col-laboradors concloien la relacié entre Stat3 i I'expressié de Bc/2 a partir d'estudis
utilitzant inhibidors de Jak2. En la nostra opinio, la sobre-expressio de Stat3 ja sigui constitutivament
actiu o dominant negatiu podia promoure interaccions amb les proteines JAK i altres membres de la
familia STAT que no es donen necessariament en condicions naturals, pel que creiem que la relacié
entre el factor de transcripcié Stat3 i I'expressié de Bc/2 hauria de ser revisada tot i constituir un

dogma en I'ambit de la biologia cel-lular i, especialment, en I'area oncologica.

La induccié de mort cel-lular als fibroblasts cardiacs pel tractament amb SBN, en cas que aquesta
moléecula sigui especifica de Stat3 com sembla per I'acurat estudi del grup de J.A. Menéndez
(Verdura et al., 2018), i en abséncia d'efectes sobre |'expressié de Bc/2, podria indicar que Stat3
regula I'expressid d'alguna altra proteina protectora, com podria ser Bcl-XL, que com s'ha mostrat
en aquest treball la SBN té efectes sobre la seva expressid. Un altre gen protector que s'ha descrit
com a diana de Stat3 als cardiomiocits és MnSOD (Negoro et al., 2001). Tot i que vam detectar
disminucid de I'expressié de Catalasa en preséncia de SBN, les nostres dades no donen suport a una
regulacié de I'expressio de MnSOD per Stat3 als fibroblasts cardiacs. Aix0 podria ser degut a
diferencies en I'expressié dels membres de la familia Stat entre cardiomiocits i fibroblasts o a que els
efectes descrits per Negoro i cols. es van fonamentar en una combinacié de sobre-expressions de
formes de Stat3 constitutivament activa i dominant negativa a cultius, el qué pot alterar les

interaccions i els llocs d'unié als promotors i, per tant, els efectes biologics observats.

Els nostres resultats tampoc mostren un efecte regulador de Stat3 sobre la respiracié cel-lular, en
contra del que estava publicat en altres models (Wegrzyn et al., 2009; Zouein et al., 2014; Carbognin
et al., 2016). De fet, Wegrzyn i col-laboradors van mostrar per immunoprecipitacié que Stat3 es pot
trobar associat al Complex | a mitocondris de cor i fetge, i que els mitocondris aillats de ratolins knock
out condicional al cor per Stat3tenen taxes de consum d'oxigen més baixes que els wild type. Tot i
aix0, en la nostra experiéncia, poden haver diferéncies relatives de consum d’'oxigen quan es
contrasten dades comparatives obtingudes de la mesura de complexos aillats, mitocondris aillats o

cel-lules senceres. Dades prévies del nostre grup mostraven que els mitocondris aillats de ratoli
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Endog knock outtenien una taxa de consum d'oxigen menor que els de ratoli wild type, mentre que
no vam trobar diferéncies en la respiracio en cél-lules senceres (Blasco et al., 2020). Les possibles
raons per la manca d'efecte de Stat3 en la respiracio als fibroblasts cardiacs podria ser que encara hi
havia prou Stat3 actiu/fosforilat malgrat la preséncia de SBN, o bé que I'ambient cel-lular estigués
aportant regulacions que es perden en estudiar mitocondris aillats. Per la seva banda, Zouein et al
van detectar menor respiracié a fibroblasts embrionals knock out per Stat3en un sistema similar al
nostre, perd només en el qué fa referencia a la reserva respiratoria (Resp maxima/FCCP-Resp basal),
suggerint que I'ambient i/o el tipus cel-lular (I'especific balang en I'expressid de diferents Stat) podria

modificar notablement I'efecte de Stat3 sobre la respiracié cel-lular.

Diversos articles que vinculaven Stat3 amb I'expressié de Bc/2fonamentaven les seves conclusions
en resultats obtinguts utilitzant AG490, un inhibidor de Jak2 (Sakai and Kraft, 1997; Hattori et al.,
2001; Bhattacharya et al., 2005; Sepulveda et al., 2007). S'ha descrit que Jak2 pot interaccionar
tant amb Stat3 com amb la resta de membres Stat en funcié del receptor al qué es trobi associat i a
la resta de proteines Jak que s'hi trobin vinculades al mateix complex iniciador (Salas et al., 2020).
Per tant, vam decidir provar els efectes d'aquest inhibidor. El cultiu de fibroblasts cardiacs en
preséncia de I'inhibidor de Jak2 va mostrar disminucié de la supervivéncia en condicions normals i
en isquémia, aixi com disminucié de la taxa de respiracio (tant basal, com associada a sintesi d'ATP,
com la capacitat de reserva respiratoria), fins a nivells similars als normals de la resta de fibroblasts.
A més, la inhibicio de Jak2 també va reduir I'abundancia de Bcl-2, Bel-XL, MnSOD, aixi com una
lleugera disminucié del Complex Il (SDH), i inclus els nivells de transcrit d’ /sg75fins a nivells similars
a la resta de fibroblasts. També, els nivells de ROS van incrementar en condicions basals i en
isquemia amb I'inhibidor. Tot aixd suggeria que la via Jak/Stat es troba implicada de forma
determinant en conferir als fibroblasts cardiacs les caracteristiques moleculars i biologiques que els
fan especialment resistents en relacid a altres tipus cel-lulars i que, probablement, a més de Stat3, hi
ha altres membres de la familia de Stat contribuint a la regulacié de gens implicats en la supervivéncia
i biologia d'aquestes cél-lules. La possible vinculacid, en especial de Stat5, que s'ha descrit també
com a membre regulador de la supervivencia al miocardi, i dels factors inductors constitutius de la
via, com per exemple l'interferd, sera de gran ajuda per acabar de comprendre la resisténcia dels

fibroblasts cardiacs a la isquemia i altres tipus d'estres cel-lular.
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» Limitacions del present treball i perspectives

Tot i que el treball realitzat aporta informacic fins ara desconeguda sobre la biologia dels fibroblasts
cardiacs i la senyalitzacio que la regula, hi ha diverses limitacions a I'hora d'extrapolar la rellevancia
biomédica dels nostres resultats. Les principals limitacions sén, per una banda es tracta d'un model
derosegador i per altra banda es tracta de cél-lules obtingudes d'animals neonatals i no adults, a més
els nostres estudis s'han realitzat fora del teixit original. La utilitzacid de cél-lules neonatals és deguda
a la dificultat técnica per la obtencié de fibroblasts cardiacs de rosegador adult i el seu manteniment
en cultiu el temps suficient per fer els estudis que es presenten a la memoria. La validacid d'alguns
aspectes en models adults, idealment en fibroblasts cardiacs humans, com araI'analisi de I'expressié
de Bcl-2, la produccid i manteniment dels nivells de ROS, aixi com la capacitat respiratoria i el rol de
la via Jak/Stat serien de gran utilitat per confirmar o descartar diverses de les potencials dianes
terapeutiques descobertes en aquest treball. També seria interessant provar en models
experimentals /n vivo I'eficacia terapéutica d'alterar algun d'aquests aspectes especificament als
fibroblasts cardiacs en models d'isquemia/reperfusid, hipertrofia cardiaca i, inclds, infeccid del
miocardi. Aixi mateix, veiem potencial rellevancia a aprofundir en els mecanismes implicats en la
observada resisténcia dels fibroblasts cardiacs a I'estres de reticle, que només hem caracteritzat de
forma superficial, i esbrinar les seves possibles implicacions en quant al metabolisme del calci
intracel-lular, que es troba relacionat no només amb la conduccid de I'estimul de contraccid, siné

també amb la secrecié de matriu extracel-lular i la mort del miocardi.
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CONCLUSIONS

1. Bcl-2 ésimportant per la proliferacié dels fibroblasts cardiacs neonatals de rata en condicions
normals i per la seva supervivencia durant la isquémia i I'estrés de reticle endoplasmatic,

evitant I'activacio de caspases executores.

2. L'autofagia és important per mantenir les taxes de proliferacid i supervivencia dels fibroblasts

en condicions normals perd no intervé en la supervivéncia durant la isquémia.

3. Els fibroblasts cardiacs tenen nivells basals d'espécies reactives de I'oxigen (ROS) més
elevats que els fibroblasts pulmonars i dermics, que semblen provenir de la fuita d'electrons a
nivell del Complex | de la cadena de transport d’electrons, perd mantenen millor els nivells de
ROS durant la isquémia. Aixo esta relacionat amb major expressio d'enzims antioxidants i més

abundancia de glutatiod reduit als fibroblasts cardiacs.

4. La taxa de consum d'oxigen és especifica de cada tipus de fibroblasts pero els fibroblasts
cardiacs presenten nivells de respiracid més alts i capacitat de reserva respiratoria més
elevada, tant a una pressidé parcial d'oxigen del 21% com del 3% i aix0 s'associa amb elevat
potencial de membrana mitocondrial, major expressié dels Complexos Il a V de la cadena de
transport electronic amb un nombre similar de mitocondris i una xarxa mitocondrial més

fragmentada que la resta de fibroblasts.

5. Els fibroblasts cardiacs sobreviuen millor que els pulmonars i els dérmics a estimuls que
indueixen estres de reticle endoplasmatic de forma depenent de Bcl-2 i impedint I'activacié

de Caspasa-3 tot i activar de forma similar les vies canoniques d'estres de reticle.

6. L'avantatge de supervivencia dels fibroblasts cardiacs en relacié als pulmonars i dérmics no
sembla associada a diferéncies en les vies de senyalitzacié dependent de la Ser/Thr quinasa
Akt/PKB ni de Nrf2 que, en aguestes cél-lules, no determina I'expressié de Bcl-2. En canvi, es
detecten nivells més abundants de RelA/p65 al nucli dels fibroblasts cardiacs tant en
condicions basals com durant la isquéemia, suggerint major activacid de la via mitjangada pel
complex NF-kB i associat amb major expressio d'/sg75, gen relacionat amb la inflamacio

dependent d'interferd.
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7. Els fibroblasts cardiacs presenten nivells elevats d'activacié de Stat3, la seva inhibicié redueix
la supervivéncia i I'expressid d'alguns dels gens sobre-expressats en aquestes cél-lules sense
afectar I'expressié de Bcl-2, la respiracio ni els nivells de ROS; mentre que la inhibicié de Jak2
reverteix la majoria de caracteristiques d'expressiéd génica i funcionament analitzades,
disminuint la supervivencia dels fibroblasts cardiacs, la respiracié i els nivells de Bcl-2, aixi com

I'expressid de gens antioxidants i de la cadena de transport electronic fins a nivells similars a

altres fibroblasts, suggerint la rellevancia de la via Jak/Stat en aquestes cél-lules.

Conclusié integrativa:

Els fibroblasts cardiacs presenten una série de caracteristiques associades a una major adaptacio a
condicions d'estrés cel-lular que altres tipus de fibroblasts, entre les qué es troben major
supervivencia a isquémia i estrés de reticle, major capacitat respiratoria i millor control dels nivells de
radicals lliures d'oxigen. Aquestes funcions estan relacionades amb una major expressié de la
proteina anti-apoptotica Bcl-2, major expressid dels complexos Il a V de la cadena de transport
electronica, una xarxa mitocondrial més fragmentada i major expressié d'enzims antioxidants que

altres fibroblasts. Aquest conjunt de caracteristiques funcionals i moleculars es troben regulades en

part per la via de transduccié de senyals que implica a Jak2 i Stat3.
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