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PALABRAS CLAVE Resumen

Proteina cinasa Introduccion: El estrés del reticulo endoplasmatico (RE) se ha relacionado con distintas enfer-
activada por 5’-AMP; medades cardiovasculares, como la arteriosclerosis y la hipertrofia e insuficiencia cardiacas.
Cardiomiocitos; Este estrés del RE altera la sefalizacion de la insulina, contribuyendo al desarrollo de la resis-
Cardiomiopatia tencia a la insulina y la diabetes. Diversos estudios han demostrado que PPARa inhibe el estrés
diabética; del RE, por lo que el objetivo de este trabajo consistio en investigar si la activacion de este
Corazon; receptor nuclear era capaz de prevenir el estrés del RE inducido por acidos grasos saturados en
Estrés del reticulo células cardiacas, asi como los mecanismos implicados.

endoplasmatico; Métodos: Cardiomiocitos humanos AC16 fueron tratados con palmitato en presencia de diferen-
Receptor activado tes activadores e inhibidores de AMPK y PPAR«. Para los estudios in vivo, ratones macho fueron
por proliferadores alimentados con una dieta rica en grasa (HFD). Posteriormente, se determiné la presencia de
peroxisomicos de distintos marcadores de estrés del RE en células cardiacas por medio del analisis de la expresion
tipo a génica y la acumulacion proteica.

Resultados: El palmitato y la dieta HFD indujeron el estrés del RE en células cardiacas, pues
incrementaron diversos marcadores de este, como son la expresion génica de ATF3, BiP/GRP78
y CHOP, el splicing de XBP1 y la fosforilacion de IRE-1a y elF2a. El tratamiento con Wy-14,643,
un agonista de PPAR«, previno el incremento del estrés del RE inducido por palmitato por medio
de la activacion de la AMPK.

* Una comunicacion referente a esta linea de trabajo, titulada «La activacion de AMPK previene el estrés del reticulo endoplasmatico
inducido por palmitato en cardiomiocitos humanos AC16», fue presentada en el xxv Congreso Nacional de la SEA-Reus 2012 y galardonada
con una Mencion especial.
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Conclusion: Wy-14,643 podria ser (til para prevenir el estrés del RE y las enfermedades cardio-
vasculares asociadas en pacientes obesos, e incluso durante la cardiomiopatia diabética, por
medio de la activacion de AMPK.

© 2013 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los
derechos reservados.

PPAR« attenuates palmitate-induced endoplasmic reticulum stress in human cardiac
cells by enhancing AMPK activity

Abstract

Introduction: Endoplasmic reticulum (ER) stress has been linked to several cardiovascular disea-
ses, such as atherosclerosis, heart failure and cardiac hypertrophy. ER stress impairs insulin
signalling, thus contributing to the development of insulin resistance and diabetes. Since seve-
ral studies have reported that PPARa may inhibit ER stress, the main aim of this study consisted
in investigating whether activation of this nuclear receptor is able to prevent lipid-induced ER
stress in cardiac cells, as well as studying the mechanisms involved.

Methods: A cardiomyocyte cell line of human origin, AC16, was treated with palmitate in the
presence or absence of several AMPK and PPARa pharmacological agonists and antagonists. For
the in vivo studies, wild-type male mice were fed a standard diet, or a high-fat diet (HFD), for
two months. At the end of the experiments, several ER stress markers were assessed in cardiac
cells or in the mice hearts, using real-time RT-PCR and Western-blot analyses.

Results: The results demonstrate that both palmitate and the HFD induced ER stress in cardiac
cells, since they upregulated the expression (ATF3, BiP/GRP78 and CHOP), splicing (sXBP1), and
phosphorylation (IRE-1a and elF2a) of several ER stress markers. Interestingly, treatment with
the PPARa agonist Wy-14,643 prevented an increase in the majority of these ER stress markers
in human cardiac cells by means of AMPK activation.

Conclusion: These data indicate that PPARa activation by Wy-14,643 might be useful to prevent
the harmful effects of ER stress and associated cardiovascular diseases in obese patients, and
even during diabetic cardiomyopathy, by enhancing AMPK activity.

© 2013 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccién

La diabetes de tipo 2 y la obesidad, especialmente si no
se corrigen, se encuentran entre los principales factores
de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovas-
culares. De hecho, la clasica dieta Western, debido a
su alto contenido en grasa, presenta diferentes efectos
sobre la fisiologia cardiovascular que parecen estar rela-
cionados directamente con una amplia variedad de efectos
adversos a nivel cardiaco, incluyendo inflamacién, hiper-
trofia, fibrosis y disfuncion contractil'. Sin embargo, los
mecanismos a través de los cuales el consumo de die-
tas ricas en grasas participa en la progresion de estos
trastornos son aun poco conocidos. En los pacientes con
diabetes de tipo 2 y obesidad es frecuente observar nive-
les elevados de acidos grasos libres en plasma, los cuales
son responsables de miltiples efectos nocivos sobre el
corazon, como la activacion del reticulo endoplasmatico
(RE) y procesos inflamatorios crénicos de baja intensi-
dad. Por ejemplo, se han detectado niveles elevados de
marcadores clave en el estrés del RE tanto en pacien-
tes diabéticos’ como en ratones diabéticos y obesos®*.
Asimismo, se ha indicado que los acidos grasos saturados
provocan resistencia a la insulina por medio de la induccion
del estrés del RE en células B-pancreaticas®®, hepatocitos’

y células musculares®’®, tanto de origen humano como
murino.

El RE es el organulo responsable del plegamiento, asi
como de la correcta maduracion, de las proteinas sinte-
tizadas de novo en las células eucariotas. Las proteinas
plegadas correctamente viajan desde la luz del RE a otros
organulos celulares, la membrana celular e incluso el espa-
cio extracelular, mientras que las proteinas mal plegadas
son dirigidas hacia la via de degradacion proteosomal aso-
ciada al RE (ERAD) para su posterior eliminacion'®. Cualquier
perturbacion fisioldgica o patolédgica que interfiera con el
normal funcionamiento del RE provocara la acumulacién de
proteinas plegadas incorrectamente, lo que conducira a la
activacion por parte del RE de lo que se conoce como la res-
puesta a proteinas mal plegadas (UPR)"'. La activacion de
esta UPR implica 3 proteinas de sefalizacion principales: el
factor de transcripcion activador (ATF)6, la enzima depen-
diente de inositol (IRE)-1a y la cinasa del RE de tipo PKR
(PERK). En ausencia de estrés, los extremos N-terminales
transmembrana de estas proteinas se encuentran unidas a
la proteina intraluminal BiP/GRP78 (proteina de union a
inmunoglobulina/proteina 78 regulada por glucosa). Ante
la presencia de un factor de estrés, el gran exceso de
proteinas mal plegadas secuestra BiP/GRP78 de las pro-
teinas transmembrana del RE, lo que inducira la UPR. En
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concreto, ATF6 es transportado desde el RE hasta el com-
plejo de Golgi, en el cual una escision proteolitica libera
un fragmento soluble que se trasloca hacia el nicleo, donde
actuara como un factor de transcripcion para chaperonas del
RE y genes relacionados con la via ERAD'2. Por otro lado, la
actividad endoribonucleasa de IRE-1a escinde un segmento
de 26 pares de bases del ARNm de la proteina de unién a
x-box 1 (XBP1), generando un mensaje alternativo que se
traduce en una forma activa de este factor de transcripcion,
XBP1s. Finalmente, PERK fosforila e inhibe el factor de ini-
ciacion eucariota 2a (elF2a), impidiendo de esta manera la
traduccion de la mayoria de los ARNm'®. No obstante, algu-
nos ARNm logran escapar de este control de la traduccion,
como es el caso de ATF4, un regulador clave de la respuesta
del RE al estrés, ya que es capaz de inducir la expresion
de ATF3, BiP/GRP78, proteina homologa a C/EBP (CHOP)
0 GADD153 y genes implicados en la autofagia, respuesta
antioxidante y apoptosis’®.

Inicialmente, la activacion de la UPR tiene como obje-
tivo principal mitigar los efectos adversos del estrés del
RE y, por lo tanto, incrementar la supervivencia celular.
Esto se consigue mediante la detencion de la traduccion
general de ARNm, facilitando la degradacion de protei-
nas a través de la via ERAD y mejorando la produccion
de chaperonas moleculares implicadas en el plegamiento
proteico. Si el estrés del RE es limitado, la UPR poten-
ciara la autofagia para proteger las células', pero si este
estrés no se mitiga dentro de un cierto periodo, o el tras-
torno es prolongado, entonces la UPR iniciara el proceso
apoptético con el fin de eliminar las células que amena-
zan la integridad del organismo’. En el corazén adulto,
los cardiomiocitos rara vez proliferan y, como consecuen-
cia, su pérdida debido a la apoptosis puede desempefar un
papel fundamental en la patogénesis de las enfermedades
cardiovasculares'?. En consonancia con esto, se ha descrito
que el estrés del RE esta implicado en la patogénesis de
la cardiomiopatia diabética como consecuencia del incre-
mento de la muerte celular que provoca en el miocardio de
ratas diabéticas'®. Igualmente, el miocardio de 2 modelos
distintos de rata con diabetes de tipo 2 también muestra
estrés del RE'”'®, En concreto, en el miocardio de uno de
estos modelos, la rata diabética no obesa SDT, se produce un
incremento de marcadores de estrés del RE y de sefalizacion
pro y antiapoptotica que coincide con una disminucion de
proteinas relacionadas con el metabolismo de la glucosa y
los lipidos'’. Entre estas proteinas destacan los receptores
activados por proliferadores peroxisomicos (PPAR) de tipo
a (PPARa) y v (PPARy), ademas de genes diana de estos,
como son los transportadores de glucosa (GLUT4) y aci-
dos grasos (carnitina palmitoiltransferasa-1 [CPT-1])"”. Los
PPAR son factores de transcripcion dependientes de ligando
que pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares
y que forman heterodimeros con el receptor de retinoi-
des x para unirse al ADN de sus genes diana e iniciar su
transcripcion génica. De los 3 subtipos de PPAR presen-
tes en mamiferos, PPARa (NR1C1) y PPARy (NR1C3) son,
respectivamente, dianas terapéuticas de farmacos hipoli-
pidemiantes (fibratos) y antidiabéticos (tiazolidinedionas).
PPAR« se expresa en tejidos con una elevada capacidad de
B-oxidacion de acidos grasos, como el higado y el corazon,
donde lleva a cabo funciones de regulacion del catabolismo
lipidico y de control de la inflamacidon’®2'. Puesto que se ha

indicado que la inhibicion del estrés del RE podria ser una
diana terapéutica Gtil para la prevencion y el tratamiento
de la cardiomiopatia diabética, este estudio fue disefado,
en primer lugar, para comprender los mecanismos mediante
los cuales la exposicion a acidos grasos saturados resulta
en estrés del RE en células cardiacas y, en segundo lugar,
investigar si la activacion de PPARa podria prevenir este
estrés.

Materiales y métodos
Técnicas de cultivo celular

Las células cardiacas humanas AC16 fueron crecidas y
mantenidas tal y como ya se ha descrito previamente??.
Brevemente, las células AC16 no diferenciadas fueron man-
tenidas con medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM):F12 suplementado con un 12,5% (v:v) de
suero bovino fetal, 1% (p:v) de penicilina-estreptomicina
y 1% (p:v) de fungizona (Life Technologies, S.A., Espana),
en un incubador a 37°C y 5% de CO,, hasta llegar a
un 70-80% de confluencia. Las células fueron entonces
estimuladas durante 18 h con un medio que contenia pal-
mitato (0,25mM), en presencia o ausencia de distintos
agonistas o antagonistas farmacologicos. El medio con pal-
mitato se prepar6é por conjugacion con albimina sérica
bovina (BSA) libre de acidos grasos?®. Después de la incu-
bacion y los correspondientes tratamientos, se extrajeron
el ARN y las proteinas, tal y como se describe a continua-
cion.

Animales

Ratones C57BL/6X129/SV macho fueron mantenidos bajo
condiciones estandar de iluminacion (ciclos de 12h de
luz/oscuridad) y temperatura (21 +=1°C), y alimentados con
una dieta estandar hasta el comienzo de los estudios,
teniendo acceso ad libitum a bebida y alimento durante
todo el procedimiento. A los 5 meses de edad, los ratones
fueron divididos en 2 grupos experimentales: uno fue ali-
mentado con una dieta estandar (con un 4% de grasa) y el
otro con una dieta rica en grasas (high-fat diet [HFD], con
un 45% Kcal procedente de grasas, un 91,5% de las cuales
acidos grasos saturados) durante 8 semanas. La investiga-
cion fue realizada de acuerdo con la Guia para el cuidado y
el uso de animales de laboratorio publicada por el US Natio-
nal Institutes of Health (Publication n.° 85-23, revisada en
1996). Todos los procedimientos fueron aprobados por el
Comité Etico de la Universitat de Barcelona, conforme a
lo establecido en la Ley 5/21 de julio de 1995, aprobada
por la Generalitat de Catalunya. Al final del tratamiento,
los ratones fueron anestesiados con isofluorano 5% y, des-
pués de monitorizar la eficacia de la anestesia por medio
de la determinacion de los reflejos en la pata trasera,
fueron sacrificados por dislocacion cervical. Después de
esto, se extirpd el corazon, que se lavo en tampon fos-
fato salino frio y finalmente fue congelado en nitrogeno
liquido para ser conservado a -80°C hasta su analisis poste-
rior.
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Tabla 1 Oligonucledtidos utilizados para los analisis de RT-PCR cuantitativa en tiempo real

Gen Forward Reverse

Ratén
APRT 5'-CAGCGGCAAGATCGACTACA-3’ 5'-AGCTAGGGAAGGGCCAAACA-3’
BiP/GRP78 5'-CAGATCTTCTCCACGGCTTC-3’ 5'-GCAGGAGGAATTCCAGTCAG-3'
CHOP 5'-CGAAGAGGAAGAATCAAAAACCTT-3’ 5'-GCCCTGGCTCCTCTGTCA-3’

Humano
18S 5'-GCCGCTAGAGGTGAAATTCTTG-3’ 5-CATTCTTGGCAAATGCTTTCG-3'
ATF3 5'-AAGAACGAGAAGCAGCATTTGAT -3’ 5'- TTCTGAGCCCGGACAATACAC-3'
BiP/GRP78 5'-ACTATTGCTGGCCTAAATGTTATGAG-3’ 5'-TTATCCAGGCCATAAGCAATAGC-3'
CHOP 5 -GGAAATGAAGAGGAAGAATCAAAAAT-3’ 5 -GTTCTGGCTCCTCCTCAGTCA-3'

Obtencion del ARN y andlisis de la expresién génica
por reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real

El ARN total fue aislado utilizando el reactivo Ultraspec
(Biotecx, Houston, EE. UU.), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Los niveles relativos de ARNm fueron analiza-
dos mediante la técnica de transcriptasa reversa asociada a
la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) a tiempo
real, tal y como se ha descrito previamente?. Los nive-
les de XBP1s se determinaron por electroforesis en gel de
agarosa®. Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados
para la amplificacion se describen en la tabla 1.

Analisis de Western-blot

Los extractos proteicos totales fueron obtenidos por lisis
de las células en tampon RIPA (Sigma, St Louis, EE. UU.)
con inhibidores de fosfatasas y proteasas. El homogenizado
resultante fue centrifugado a 10.000 g durante 30 mina 4°C,
y la concentracion proteica contenida en el sobrenadante
fue determinada mediante el método de Bradford?®, adap-
tado a microplacas. Posteriormente, las proteinas fueron
separadas en geles de SDS-PAGE al 10% (p:v) de acrilamida
y transferidas a membranas de polivilideno (Millipore, Bed-
ford, EE. UU.). Para la determinacion de IRE-1a se utilizd
un gel phos-tag seglin se ha descrito en la bibliografia?®. La
inmunodeteccion se realizd utilizando anticuerpos especi-
ficos (Cell Signaling Technology, Danvers, EE. UU.; Sigma)
y el kit de quimioluminiscencia Western Lightning® Plus-ECL
(PerkinElmer, Waltham, EE. UU.). El tamafo de las proteinas
se determiné utilizando un estandar de pesos moleculares
(Life Technologies).

Analisis estadisticos

Los resultados se expresan como la media = desviacion
estandar de al menos 3 experimentos independientes para
los estudios in vitro, cada uno de ellos consistente en 3
placas de cultivo (n=9), y 5 ratones para los experimen-
tos in vivo. Las diferencias significativas fueron establecidas
mediante los tests estadisticos t de Student o ANOVA, depen-
diendo del nimero de grupos comparados, y utilizando el
programa informatico GaphPad Prism (GraphPad Software
Inc, San Diego, EE. UU.). En los casos en que se encontra-
ron diferencias estadisticamente significativas, se aplico el

post-test de Tukey-Kramer para comparaciones multiples.
Las diferencias fueron consideradas significativas a partir de
p<0,05.

Resultados

Los acidos grasos saturados incrementan los
marcadores de estrés del reticulo endoplasmatico
en células cardiacas

En primer lugar, se determiné si el acido graso saturado
palmitato era capaz de inducir la expresion de distintos mar-
cadores de estrés del RE en células cardiacas humanas AC16.
Como se observa en la figura 1 A, el palmitato indujo el spli-
cing, y por lo tanto la activacion, de XBP1, en comparacion
con las células expuestas solo a BSA. Asimismo, los anali-
sis de RT-PCR cuantitativa en tiempo real demostraron que
este acido graso saturado inducia de manera significativa
la expresion de ATF3 (aproximadamente 2 veces, p <0,001
vs. control), BiP/GRP78 (~ 2 veces, p<0,001) y CHOP (~
4 veces, p<0,001) (fig. 1 B). Para corroborar los resultados
obtenidos in vitro con células cardiacas humanas, también
se realizaron estudios in vivo con ratones alimentados con
dietas ricas en acidos grasos saturados (HFD). De acuerdo
con lo observado in vitro, la dieta HFD indujo de manera sig-
nificativa la expresion de BiP/GRP78 y CHOP en el corazon
de estos ratones (~ 1,5 veces, p<0,001 y p<0,01, respec-
tivamente, vs. dieta control) (fig. 2 A). Por el contrario, la
administracion de una dieta rica en grasas no incrementé
el splicing de XBP1 ni, en consonancia con esto, tampoco
modificd la fosforilacion de IRE-1a (fig. 2 B), pero si indujo
la fosforilacion de elF2a en Ser51 (fig. 2 C).

La activacion de la proteina cinasa activada por
5’-AMP mediante 5-aminoimidazol-4-carboxamida
ribonucleétido previene el estrés del reticulo
endoplasmatico inducido por palmitato en
cardiomiocitos humanos AC16

Diversos estudios han demostrado que la induccion de la
proteina cinasa activada por 5’-AMP (AMPK), la cual es con-
siderada una diana farmacoldgica para el tratamiento de
la resistencia a la insulina y la diabetes de tipo 2%/, inhibe
el estrés del RE®?8 | mientras que la reduccion de la activi-
dad de esta cinasa lo promueve?’. En consecuencia, nuestro
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El palmitato induce el estrés del RE en cardiomiocitos AC16. A) Niveles de XBP1u/XBP1s (unspliced/spliced) determinados

mediante RT-PCR y B) cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de ATF3, CHOP y BiP/GRP78 determinados mediante RT-PCR
cuantitativa en tiempo real, de muestras obtenidas de células AC16 tratadas con palmitato (Pal, 0,25 mM, 18h). Los graficos
representan los niveles de ARNm normalizados con el gen control 78Sy estan expresados como porcentaje respecto el grupo control
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siguiente objetivo fue investigar el papel de la AMPK en el
estrés del RE inducido por palmitato en células cardiacas
humanas. Para ello, utilizamos un mimético de AMP que
actlia como activador de la AMPK, el 5-aminoimidazol-4-
carboxamida ribonucleotido (AICAR), asi como un inhibidor
de esta, el Compuesto C. Tal y como demuestran nuestros
resultados, AICAR redujo el splicing de XBP1 inducido por
palmitato (fig. 3 A), asi como la expresion de BiP/GRP78
y CHOP, aunque incremento la expresion de ATF3 (~ 3,5
veces, p < 0,001 vs. control, fig. 3 B). AICAR también previno
el incremento inducido por palmitato de la proteina CHOP y
la activacion por fosforilacion de IRE-1a (fig. 3 C), cuya acti-
vidad endoribonucleasa provoca el splicing de XBP1. Estos
resultados concuerdan con la reduccion de XBP1s y de la
transcripcion de CHOP.

Por el contrario, AICAR indujo la fosforilacion de elF2a
en Ser51 (~ 3 veces, p<0,01 vs. control, fig. 3 C). El signifi-
cado fisiologico del incremento de la fosforilacion de elF2a
en Ser51 permanece aln por elucidar, pues es ampliamente
conocido que la fosforilacion de elF2a inhibe la traduccion
genérica del ARNm a proteina en el RE, pero podria estar
relacionado con los efectos descritos para AICAR sobre la
expresion de ATF3 ya descritos en la figura 3 B. Este papel
dual de AICAR ya habia sido descrito previamente en car-
diomiocitos de ratéon HL-1, donde este activador de AMPK
reduce la apoptosis inducida por hipoxia/reoxigenacion'®.
En todos nuestros estudios, la activacion de AMPK por AICAR
se confirmo mediante Western-blot por determinacion de la
fosforilacion de AMPK en Thr172, la cual es esencial para su
actividad, asi como la fosforilacion de una proteina diana de
esta, la acetil-CoA carboxilasa 2 (ACC2) en Ser218 (datos no
mostrados).

La activacion de la proteina cinasa activada por
5’-AMP inducida por Wy-14,643 atenua el estrés
del reticulo endoplasmatico inducido por palmitato
pero no por tunicamicina

PPARa es un factor de transcripcion clave para el control
del metabolismo celular. Dado que la AMPK es también

un regulador importante de la homedstasis metabdlica que
puede ser inducida por agonistas de PPARc, y que la desregu-
lacion de PPARa tiene un papel importante en el desarrollo
de la hipertrofia y la insuficiencia cardiacas, a continuacion
investigamos el papel de un agonista de PPARa, Wy-14,643
(10 M, 24h), sobre el estrés del RE inducido por palmi-
tato en células cardiacas humanas. Como se observa en la
figura 4, el tratamiento con Wy-14,643 redujo los niveles
de expresion de ATF3 y CHOP inducidos por palmitato, pero
no previno el splicing de XBP1, ni tampoco el importante
incremento de expresion de BiP/GRP78. La coincubacion
con un inhibidor de AMPK, el Compuesto C, indicaba que los
efectos beneficiosos de Wy-14,643 sobre ATF3 y CHOP eran
mediados por la activacion de AMPK. Al mismo tiempo, el
tratamiento con el Compuesto C solo no modificaba ninguno
de estos genes (datos no mostrados). Estos cambios en la
expresion génica de marcadores de estrés del RE coincidie-
ron con los niveles proteicos determinados por Western-blot.
Asi, la figura 4 C muestra como el cotratamiento con Wy-
14,643 no revirtid la fosforilacion de IRE-1a inducida por
palmitato, de la misma manera que tampoco prevenia el
splicing de XBP1, demostrando que este agonista de PPAR«
era incapaz de inhibir la actividad endoribonucleasa de IRE-
1a sobre XBP1. Asimismo, y de acuerdo con los niveles de
expresion génica, el tratamiento con Wy-14,643 atenu6 el
incremento en los niveles de proteina CHOP provocado por
el palmitato. Esta reduccion de los niveles de proteina CHOP
inducidos por Wy-14,643 fueron completamente prevenidos
en presencia del Compuesto C, demostrando la implicacion,
una vez mas, de la AMPK en los efectos beneficiosos de la
activacion de PPARa sobre el estrés del RE inducido por pal-
mitato. Sorprendentemente, Wy-14,643 también indujo la
fosforilacion de elF2a en Ser51 de manera significativa (~
3 veces, p<0,05 vs. control). A diferencia de lo que ocurria
con el activador de AMPK, AICAR, este incremento en la
fosforilacion de elF2«a inducido por activacion de PPARa no
correlacionaba con una mayor expresion de ATF3.

La inhibicion del estrés del RE después de la activa-
cion de la AMPK con AICAR también se demostré en células
cardiacas inducidas con tunicamicina, una mezcla de anti-
bioticos nucledsidos homologos que actlia como un potente
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Figura 2

La dieta rica en grasas (HFD) induce el estrés del RE en corazon de raton. Cuantificacion relativa de los niveles de: A)

ARNm de BiP/GRP78 y CHOP, determinados mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real, y B) XBP1u/XBP1s (unspliced/spliced),
determinados mediante RT-PCR, de muestras obtenidas de corazdn de ratones alimentados con un dieta estandar (control [Ctrl])
o rica en acidos grasos saturados (HFD) durante 8 semanas. Los graficos representan los niveles de ARNm normalizados con el gen
control APRT y estan expresados como porcentaje respecto el grupo control £ DE. C) Analisis por Western-blot de los niveles de
proteina IRE-1a total y fosforilada, y elF2a total y fosforilada en las mismas muestras descritas en el panel A. Los graficos representan
la cuantificacion de los niveles de proteina normalizados y estan expresados como porcentaje de las muestras control + DE. Todas

las autorradiografias son representativas de 2 experimentos independientes.

‘p<0,05 vs. Ctrl.
“ p<0,01vs. Ctrl.
“p<0,001 vs. Ctrl.

inductor farmacoldgico del estrés del RE. Como era de espe-
rar, la tunicamicina provocé un aumento muy importante
en la expresion de distintos marcadores de estrés, como
son el ATF3 (~ 3 veces, p<0,001 vs. control), BiP/GRP78
(~ 8 veces, p<0,001) y CHOP (~ 11 veces, p<0,001), ade-
mas de inducir los niveles proteicos de CHOP (~ 2 veces,
p <0,001) y la fosforilacion de IRE-1a (~ 3 veces, p<0,05)
y elF2a (~ 1,5 veces, p <0,05) (fig. 5). La adiciéon de AICAR
a las células tratadas con tunicamicina impidié el aumento
de algunos de estos marcadores, tales como la expresion
génica de BiP/GRP78 y CHOP, pero no de ATF3 (fig. 5 A).
Los analisis de Western-blot revelaron que AICAR también
suprimia el aumento de la proteina CHOP inducido por tuni-
camicina, pero no de la fosforilacion de elF2a o IRE-1a
(fig. 5 B). La activacion de AMPK por AICAR se confirmé
de nuevo mediante la determinacion de la fosforilacion de

AMPK y ACC2 (datos no mostrados). Por el contrario, la adi-
cion de Wy-14,643 a las células tratadas con tunicamicina
fue incapaz de prevenir ninguno de los cambios inducidos
por tunicamicina sobre estos marcadores (fig. 5).

Dado que los agonistas de PPAR«, incluyendo Wy-14,643,
pueden inducir la fosforilacion de AMPK de manera indepen-
diente de la activacion de PPAR«, nuestro ultimo objetivo
fue examinar si esta cinasa estaba realmente implicada
en los efectos de Wy-14,643. Para ello, monitorizamos
los niveles de fosforilacion de AMPK en Thr172 mediante
Western-blot con anticuerpos especificos. Sorprendente-
mente, tanto el palmitato (~ 3 veces, p<0,05 vs. grupo
control), como Wy-14,643 (~ 2,5 veces, p<0,05), induje-
ron la fosforilacion de AMPK en células cardiacas humanas
(fig. 6 A). Dado que la regulacion de la actividad de AMPK es
compleja, y su estado de fosforilacion es controlado tanto
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Figura 3 La activacion de AMPK previene el estrés del RE inducido por palmitato en células cardiacas humanas. Células AC16
fueron tratadas con palmitato (Pal, 0,25 mM, 18 h) en presencia o ausencia de AICAR (AIC, 2mM, 24h). A) Niveles de XBP1u/XBP1s
(unspliced/spliced) determinados mediante RT-PCR. B) Cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de ATF3, CHOP 'y BiP/GRP78
determinados mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Los graficos representan los niveles de ARNm normalizados con el gen
control 18S y estan expresados como porcentaje respecto del grupo control (Ctrl) £ DE. C) Analisis por Western-blot de los niveles
de proteina IRE-1a total y fosforilada, CHOP, y elF2« total y fosforilada en Ser51. Los graficos representan la cuantificacion de los
niveles de proteina normalizados y estan expresados como porcentaje de las muestras control & DE. Todas las autorradiografias son
representativas de 2 experimentos independientes.

‘p<0,05 vs. Ctrl.

“p<0,01vs. Ctrl.

“p<0,001 vs. Ctrl.

“"p<0,05 vs. Pal.

**** p<0,01 vs. Pal.

por fosfatasas como por cinasas, también se exploro6 la fos-
forilacion de la isoforma ACC2 en Ser218. En contraste con
lo que se observaba en la fosforilacion de la AMPK, los
niveles de fosfo-ACC2 se redujeron ligera pero significati-
vamente en células expuestas a palmitato, mientras que en
presencia de Wy-14,643 se incrementaban de manera signi-
ficativa (~ 2 veces, p<0,01 vs. control). Por el contrario,

Wy-14,643 no incremento la actividad de AMPK ni modifico
la fosforilacion de ACC2 en las células tratadas con tunica-
micina, proporcionando quiza una explicacion plausible al
hecho de que Wy-14,643 fuera incapaz de prevenir el estrés
del RE inducido por tunicamicina, y reforzando ain mas el
papel de la AMPK en los efectos positivos de este agonista
frente el palmitato. Finalmente, los resultados obtenidos en
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Figura 4 Efecto de la activacion de PPARa con Wy-14,643 sobre el estrés del RE. Células AC16 fueron tratadas con palmitato
(Pal, 0,25mM, 18h) en presencia o ausencia de Wy-14,643 (Wy, 10uM, 24 h) y del Compuesto C (CC, 30uM, 25h). A) Niveles de
XBP1u/XBP1s (unspliced/spliced) determinados mediante RT-PCR. B) Cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de ATF3, CHOP
y BiP/GRP78 determinados mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Los graficos representan los niveles de ARNm normalizados
con el gen control 78Sy estan expresados como porcentaje respecto del grupo control (Ctrl) & DE. C) Analisis por Western-blot de los
niveles de proteina IRE-1a total y fosforilada, CHOP, y elF2a total y fosforilada en Ser51. Los graficos representan la cuantificacion de
los niveles de proteina normalizados y estan expresados como porcentaje de las muestras control & DE. Todas las autorradiografias
son representativas de 2 experimentos independientes.

"p<0,05 vs. Ctrl.

“p<0,01vs. Ctrl.

“p<0,001 vs. Ctrl.

““p<0,05 vs. Pal.

*****

******

cardiomiocitos in vitro con el palmitato concuerdan con los Discusion

datos obtenidos in vivo, donde se detectd una disminucion

tanto de la fosforilacion de AMPK (reduccion del 40% vs.  En los (ltimos afios, la activacion de la UPR durante el estrés
ratones control, p <0,01), como de la ACC2 (50% vs. ratones  del RE ha captado la atencion de numerosos investigado-
control, p <0,05), en el corazén de los ratones alimentados  res como un nuevo mecanismo implicado en la asociacion
con una dieta HFD. entre la inflamacién provocada por los acidos grasos
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Figura5 AICAR, pero no Wy-14,643, previene el estrés del RE inducido por tunicamicina. Células AC16 fueron tratadas durante 4h
con tunicamicina (Tun, 5 ug/ml) en presencia o ausencia de AICAR (AIC, 2mM, 24 h) o Wy-14,643 (Wy, 10uM, 24 h). A) Cuantificacion
relativa de los niveles de ARNm de ATF3, CHOPy BiP/GRP78 determinados mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Los graficos
representan los niveles de ARNm normalizados con el gen control 78Sy estan expresados como porcentaje respecto del grupo control
(Ctrl) £ DE. B) Analisis por Western-blot de los niveles de proteina IRE-1a total y fosforilada, CHOP, y elF2« total y fosforilada en
Ser51. Los graficos representan la cuantificacion de los niveles de proteina normalizados y estan expresados como porcentaje de

las muestras control & DE. Todas las autorradiografias son representativas de 2 experimentos independientes.

‘p<0,05 vs. Ctrl.
“p<0,01vs. Ctrl.
“p<0,001 vs. Ctrl.
“"p<0,05 vs. Tun.
**** p<0,01 vs. Tun.

saturados y las enfermedades metabolicas crénicas, como
por ejemplo la obesidad, la resistencia a la insulina y
la diabetes de tipo 2'"3°. Diversos estudios realizados en
musculo®3! y células B pancreaticas® han demostrado que
el palmitato induce el splicing de XBP1 e incrementa la
expresion de distintos marcadores de estrés del RE, como
ATF3, BiP/GRP78 y CHOP, ademas de la fosforilacion de
IRE-1a%3". De acuerdo con esto, nuestro estudio muestra

que el palmitato induce el splicing de XBP1 y la fosfori-
lacion de IRE-1a, asi como el incremento en la expresion
o la acumulacion proteica de ATF3, BiP/GRP78 y CHOP, en
células cardiacas humanas. El incremento en los niveles de
BiP/GRP78 indica que el estrés del RE inducido por palmitato
en células cardiacas se corresponde con la fase adaptativa
de la UPR, pues esta se caracteriza por un incremento de
la expresion de proteinas con funciéon chaperona, como es
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Figura 6 La activacion de AMPK interviene en los efectos de Wy-14,643 sobre el estrés del RE inducido por palmitato. Analisis
por Western-blot de los niveles de proteina AMPK total y fosforilada en Thr172, y ACC2 total y fosforilada en Ser218 en muestras
obtenidas de: A) células AC16 tratadas con palmitato (Pal, 0,25 mM, 18 h) en presencia o ausencia de Wy-14,643 (Wy, 10uM, 24 h); B)
células AC16 tratadas durante 4 h con tunicamicina (Tun, 5 wg/ml) en presencia o ausencia de AICAR (AIC, 2mM, 24 h) o Wy-14,643
(Wy, 10uM, 24h), y C) corazon de ratones alimentados con un dieta estandar (Ctrl) o rica en acidos grasos saturados (HFD) durante
8 semanas. Los graficos representan la cuantificacion de los niveles de proteina normalizados en relacion con la actina y estan
expresados como porcentaje de las muestras control (Ctrl) & DE. Todas las autorradiografias son representativas de 2 experimentos
independientes.

*p < 0,05 vs. Ctrl.

**p < 0,01 vs. Ctrl.

***p < 0,001 vs. Ctrl.

****p < 0,05 vs.Pal.

el caso de BiP/GRP78, que colaboran en la estabilizacion tratadas con agonistas de PPARB/3%*, los efectos benefi-
de los intermediarios de plegamiento proteico®*. No obs- ciosos de Wy-14,643 sobre nuestras células no derivaba de
tante, y al contrario de lo descrito previamente en células cambios en los niveles proteicos de la chaperona BiP/GRP78.
musculares®?**, la via PERK/elF2a de la UPR no se activaba  Asimismo, Wy-14,643 fue incapaz de prevenir la fosforilacion
en presencia de palmitato, ya que no se observaron cam- de IRE-1a y el splicing de XBP1. No obstante, en relacion con
bios en la fosforilacion de elF2« en Ser51. Ademas, en este este Gltimo resultado, no se puede descartar que el tiempo
estudio demostramos por primera vez en células cardiacas de tratamiento utilizado fuera insuficiente para detectar
humanas como la activacion de PPARa con Wy-14,643 pre- estos posibles cambios, especialmente teniendo en cuenta
viene el estrés del RE inducido por acidos grasos saturados, que XBP1s es una proteina muy inestable la transcripcion de
pues este agonista evitaba el incremento de ATF3 y CHOP. De la cual depende tanto de ATF6 como del propio IRE-1a°¢.
manera analoga a lo que sucede en células B pancreaticas XBP1s regula muchos de los procesos esenciales de la UPR
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implicados en plegamiento proteico, biogénesis de organu-
los, via ERAD y autofagia, si bien sus dianas génicas pueden
variar en funcion del tipo celular y la naturaleza del agente
inductor del estrés'®. Aunque la expresion de BiP/GRP78
puede ser transcripcionalmente controlada por las 3 ramas
de la UPR, nuestros resultados indican que esta chaperona
podria ser regulada por XBP1s en células cardiacas huma-
nas, pues sus niveles muestran una elevada correlacion en
nuestro modelo.

La dieta tipo Western, debido a su elevado contenido en
grasas, favorece el desarrollo de la resistencia a la insulina
y la diabetes de tipo 2, de la misma manera que induce la
activacion del estrés del RE y la inflamacion®"*. Nuestros
estudios realizados in vivo demuestran como la alimenta-
cion de ratones con dietas ricas en acidos grasos saturados
induce un incremento de la expresion de BiP/GRP78 y CHOP
en el corazdn. No obstante, y al contrario de lo que suce-
dia en células cardiacas humanas, el corazon de los ratones
alimentados con la dieta HFD mostr6 un incremento en la
fosforilacion de elF2a. Algunos de los genes que escapan del
control traduccional de elF2« cuando este es fosforilado son
ATF4 vy la fosfatasa GADD34. Puesto que GADD34 es capaz de
defosforilar elF2a al cabo de solo 6 h después de producirse
el estimulo, es posible que esta actividad fosfatasa sea la
responsable de la ausencia de cambios en la fosforilacion
de elF2a observada in vitro en nuestro modelo. Aunque no
se pueden descartar diferencias entre especies, es factible
que esto no suceda en corazén de ratén debido a la conti-
nua exposicion a los acidos grasos saturados que se produce
in vivo.

Aunque el corazén no es un oOrgano principal para el
almacenamiento de lipidos, si que puede acumular acidos
grasos, fosfolipidos y triglicéridos en los cardiomiocitos, par-
ticularmente cuando la disponibilidad de estos lipidos se
encuentra incrementada, tal y como sucede durante la obe-
sidad y la diabetes®. Si esta acumulacion persiste en el
tiempo, el corazon comenzara a acumular intermediarios
lipidicos tdxicos, los cuales estan ligados al posterior des-
arrollo de la resistencia a la insulina y la cardiomiopatia
lipotoxica, derivando finalmente hacia la apoptosis de los
miocitos y la disfuncién contractil*’. Aunque los mecanis-
mos precisos mediante los cuales los acidos grasos saturados
o las dietas ricas en lipidos provocan la apoptosis de los car-
diomiocitos no han sido completamente elucidados, diversas
evidencias sefnalan el estrés del RE como una de las causas
principales®?3>. Asi, un estrés del RE prolongado o severo,
como por ejemplo el que se produce durante la cardio-
miopatia diabética, provoca la muerte por apoptosis de los
cardiomiocitos'®. Si tenemos en cuenta que los cardiomioci-
tos raramente pueden proliferar en el corazon adulto, la
pérdida de estos puede llegar a comprometer la funcién
cardiaca. En este sentido, las 3 ramas de la UPR pueden
promover la expresion de CHOP, un factor de transcripcion
con una actividad proapoptotica importante, y que lleva a
cabo un papel clave en la muerte de las células cardiacas
causada por un estrés del RE crénico durante la insuficiencia
cardiaca'® o la hipertrofia cardiaca®’. Nuestros estudios han
demostrado como el tratamiento con Wy-14,643 prevenia
el incremento de CHOP inducido por palmitato, de manera
similar a como lo hacia la activacion de AMPK mediante
AICAR. Estos resultados indican que la activacion de PPAR«
con Wy-14,643 podria desempefar un papel antiapoptotico

importante por medio de la inhibicion del estrés del RE
y abre una nueva via de estudio para la cardiomiopatia
diabética. De acuerdo con nuestros resultados, se ha des-
crito que el palmitato es capaz de inducir la apoptosis por
medio de la activacidn del estrés del RE*'#?, mientras que
la activacion de PPARB/S previene la apoptosis inducida por
palmitato en células B-pancreaticas®. Este Gltimo estudio
indic6 ademas que los efectos antiapoptdticos de la activa-
cion de PPARB/S eran debidos al aumento de la B-oxidacion
de los acidos grasos.

Debido a su papel causativo en enfermedades cardio-
vasculares asociadas a enfermedades metabdlicas como la
obesidad y la diabetes, el estrés del RE ha sido postulado
como una potencial diana terapéutica. Con este objetivo,
se ha examinado el efecto de distintas chaperonas sintéti-
cas para prevenir este estrés, debido a su capacidad para
estabilizar proteinas y asistir a su correcto plegamiento
dentro del RE, de manera similar a como lo hacen las cha-
peronas enddgenas®. Es el caso, por ejemplo, del acido
4-fenilbutirico y del acido tauroursodeoxicolico, que han
mostrado efectos beneficiosos sobe la resistencia a la insu-
lina, la obesidad y la diabetes en distintos modelos in vitro®°
e in vivo™. A pesar de ello, estas chaperonas quimicas pre-
sentan 2 grandes inconvenientes: su baja especificidad y
la necesidad de dosis elevadas para conseguir ser eficaces.
Es por ello que la investigacion y el desarrollo de nuevos
farmacos que inhiban el estrés del RE durante las enfer-
medades metabdlicas han despertado un gran interés. La
activacion de AMPK produce multiples efectos protectores,
incluyendo la inhibicion de la inflamacion, el estrés oxi-
dativo y la resistencia a la insulina, que resultan en un
menor riesgo de obesidad y diabetes de tipo 2*°. Puesto
que la inhibicion de la AMPK promueve el estrés del RE, se
ha indicado que esta cinasa podria actuar como represora
fisiologica de este estrés. En este sentido, recientemente
se han publicado distintos trabajos donde se demuestra
que la AMPK protege de la lesion isquémica del miocar-
dio, la hipertrofia cardiaca y la aterosclerosis por medio de
la inhibicion del estrés del RE?“. De manera similar, se
ha descrito que la activacion de la AMPK con AICAR pre-
viene el estrés del ER en células musculares esqueléticas
tratadas con palmitato?. Cuando nosotros examinamos los
mecanismos potencialmente responsables del incremento
del estrés después de la exposicion a palmitato, observa-
mos como este acido graso saturado reducia la actividad
AMPK determinada por una disminucion de los niveles de
fosfo-ACC2. ACC2 es una de las proteinas diana de la cinasa
AMPK cuya fosforilacion en Ser218 inhibe su actividad. En
el corazon, ACC2 es responsable de la conversion de acetil-
CoA a malonil-CoA, un conocido inhibidor de la CPT-1, la
enzima mitocondrial que interviene en el transporte de aci-
dos grasos de cadena larga a través de la membrana para
su subsiguiente B-oxidacion. Por lo tanto, se puede infe-
rir de estos datos que el aumento de la fosforilacion de
AMPK observado después del tratamiento con palmitato se
debe a que la célula trata de compensar la reduccion de
la actividad ACC2 vy, con ello, de la capacidad de oxida-
cion de acidos grasos. En consonancia con todo esto, el
cotratamiento con AICAR previno el aumento de la mayo-
ria de los marcadores de estrés en cardiomiocitos humanos.
Resultados similares fueron obtenidos después de inducir el
estrés del RE mediante tunicamicina. Mas importante aln,
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nuestros experimentos indican que los efectos preventivos
que tiene Wy-14,643 sobre el estrés del RE inducido por
palmitato son dependientes de la activacion de esta cinasa.
Esto se demuestra por los datos obtenidos después de la
coincubacion de nuestras células con el inhibidor de la AMPK,
el Compuesto C, y también por el incremento de la fos-
forilacion de la AMPK y la ACC2 en presencia del agonista
de PPARa. Igualmente, los resultados obtenidos en raton
indican que la dieta HFD reduce la B-oxidacion de acidos
grasos en corazon. Estos resultados concuerdan con aque-
llos obtenidos en higado y musculo de ratén alimentado con
una dieta HFD, donde los acidos grasos saturados parecen
contribuir a la inhibicion de la AMPK?. En conjunto, nues-
tros resultados estan en la misma linea que los descritos en
células B-pancreaticas e higado*®, donde se reporté que la
activacion de la oxidacion de los acidos grasos por parte de
agonistas de PPAR era capaz de prevenir el estrés del RE. El
hecho de que el efecto de Wy-14,643 solo se produjera sobre
el estrés del RE inducido por palmitato, pero no por tunica-
micina, podria explicarse porque esta induce un estrés mas
severo o, mas probablemente, por la presencia de mecanis-
mos adicionales de induccion del estrés del RE por parte de
la tunicamicina.

En resumen, los resultados aqui presentados demuestran
que la activacion de PPARa con Wy-14,643 atenua el estrés
del RE inducido por palmitato en células cardiacas humanas
por medio de la activacion de AMPK. PPARa regula muchas
funciones fisioldgicas valiosas que van desde el aumento del
catabolismo de los acidos grasos y la mejora de la sensi-
bilidad a la insulina, hasta la inhibicion de la inflamacion,
mostrando de este modo un papel terapéutico potencial
para la prevencion y el tratamiento de enfermedades como
la diabetes, las dislipidemias o el sindrome metabdélico. Dado
que la inflamacion crénica de baja intensidad y el estrés
del RE desempenan un papel importante en la hipertrofia
cardiaca y la insuficiencia cardiaca, y que los agonistas de
PPARa se han demostrado eficaces para mejorar e incluso
prevenir las enfermedades cardiovasculares asociadas a la
obesidad y la diabetes, es tentador especular que este
receptor nuclear podria ser una diana terapéutica util para
prevenir la hipertrofia cardiaca y la insuficiencia cardiaca
inducidas por el estrés del RE durante estos trastornos meta-
bolicos.
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