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CAPITOL 1

INTRODUCCIO GENERAL

La fructosa-2,6-bisfosfat (Fru-2,6-P;) és un sucre bisfosforilat que no intervé
directament en cap via metabolica, si ve ha estat reconegut com a element clau en la
regulaci6 de la glucolisi i gluconeogenesi hepatica. S’ha demostrat el seu paper
d’activador al-lostéric de I’enzim 6-fosfofructo-1-quinasa (PFK-1), aquest enzim és el
punt de regulacié més important en la via glucolitica. Ha estat considerat clau en el
metabolisme cardiac, tot i que cada cop hi ha més evidéncies del seu paper dins el
metabolisme muscular, la seva implicacié en el muscul esquelétic encara no s’ha aclarit.
L’estudi d’aquest metabolit i I’enzim que en regula la seva formaci6 i degradacid, 6-
fosfofrutco-2-quinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa (PFK-2/FBPasa-2), en el muscul
esqueletic sotmes a diferents situacions contractils pot aportar nova informacié que ens

ajudi a entendre el paper de la Fru-2,6-P, en aquest teixit.

1.1.- El madscul

El muscul és un sistema molt eficient de reconversid energética; promou la
transformacio de 1’energia quimica, en forma d’ATP, en energia mecanica, la qual

generara la contraccio muscular.

El teixit muscular és molt heterogeni, fruit d’aquesta heterogeneitat no existeixen dos
muscul identics, musculs homolegs de diferents especies i fins i tot dins del mateix
animal presenten diferéncies en la composicio fibril-lar. La plasticitat funcional permet
al muscul adaptar-se a diferents situacions contractils, aquesta propietat sembla ser

essencial per les seves diverses funcions i es basa en la propia heterogeneitat.
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1.1.1.- Tipus de musculs

Els musculs poden classificar-se en estriats o 1lisos, aquesta nomenclatura s’obté a
partir de ’observacio de la seccid longitudinal de cada tipus muscular a través del
microscopi optic. En la figura, que es presenta a continuacio, s’aprecien les diferéncies

entre els esmentats musculs.

Seccid
Longitudinal

Seccio
Transversal

Figura 1.1.1: Seccions longitudinalsi transversals de musculatura llisa (A), estriada B (esquelética)
i estriada C (cardiaca). Augment x400. (Segons H.Leonhard:Histologie,Zytologie und Mikroanatomie
des Menschen, 8%.ed. thieme,1990).

La major part dels musculs estriats estan sotmesos al control voluntari, és a dir, la
contraccié d’aquests es desencadena per impulsos nerviosos motors. Els musculs
estriats son llargs feixos de fibres musculars, de 20um a 100um de diametre, que
discorren paral-leles i poden ocupar tota la longitud del muscul. Aquestes fibres son
cel'lules multinucleades originades en el desenvolupament del muscul, a través de la
fusié dels extrems de nombroses cél-lules precursores. Alhora, les fibres musculars
estan constituides per feixos paral-lels de miofibril-les, de 1um a 2um de diametre, les
quals poden presentar tota la longitud de la fibra. La unitat de repeticio de la miofibril-la
és el sarcomer, la longitud del qual, en un muscul en situacié de repos, és de 2,5um a

3,0um. La contraccié del muscul provoca el progressiu escurcament dels sarcomers.

Les estries que presenten les fibres musculars dels musculs estriats provenen d’una

estructura en forma de bandes subjacents constituides per multiples miofibril-les en fase.
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Les bandes estan formades per regions alternades de densitat electronica major i menor,

anomenades banda A i banda I, respectivament.

Figura 1.1.2: Micrografia electronica d’un muscul
control en seccié longitudinal. Es distingeixen 3
miofibril-les (1-3), en el seu interior s’aprecien les linies
M i Z, totes elles alineades i perpendiculars al sentit en
que discorren les miofibril-les (el muscul esta en fase).
L’escala representa Ilum. (micrografia electronica
realitzada per J.A. Frias).

Els sarcomers s’uneixen per les linies Z, els quals ocupen el centre de la banda [. A la
regid central de la banda A s’hi localitza la zona H, la qual disposa en el seu centre la
linia M (Fig. 1.1.2 i 1.1.3B). La seccié transversal del sarcomer ens proporciona
I’explicacid de I’origen de les estries observades en la figura 1.1.2. La zona H conté una
série de filaments gruixuts parallels empaquetats hexagonalment i de 150A de
diametre, mentre que la banda I consta del doble de filaments prims, de 70A de
diametre, ordenats hexagonalment i fixats a la linia Z. Les regions més fosques de cada
banda A indiquen les regions on els dos grups de fibres es creuen o intercalen en
orientacions paral-leles. Els filaments gruixuts i prims s’associen en aquesta regio a

través de ponts transversals.

Els filaments gruixuts estan constituits per miosina (Fig. 1.1.3C), aquesta heteroproteina
consta de 6 cadenes polipeptidiques, dues cadenes pesades (MHC) i dues parelles de
cadenes lleugeres diferents, anomenades MLC1 i MLC2. Aquesta proteina presenta
propietats fibroses i1 globulars, la meitat N-terminal de les cadenes pesades es plega
formant un cap globular, SI, mentre la meitat C-terminal forma una cua fibrosa a-
helicoidal, les dues cues fibroses de la miosina s’associen per formar un enrotllament
que acaba generant una estructura en forma de vareta. Els filaments gruixuts consten de
centenars de moleécules de miosina, on les cues en forma de vareta s’empaqueten cua

amb cua formant una série escalonada regular. Aquest filament doncs, presenta una
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entitat bipolar, els caps globulars de la miosina es projecten des de cada extrem deixant
una regid central al descobert. A part de presentar una funcid estructural la cadena
pesada de la miosina és una ATPasa, hidrolitza ATP a ADP i P;, en una reaccié que

proporciona I’energia necessaria per la contraccié muscular.

En els filaments gruixuts apareixen altres proteines a part de la miosina, les quals poden
unir-se a la miosina (myosin binding proteins o MBP). La proteina C o MBP-C s’uneix
a la miosina a intervals regulars. L’extrem C-terminal conté un lloc d’unié a la porcio
de miosina que constitueix la vareta, aixi com un lloc d’unio per la titina (Furst i col.
1992; Okagaki i col. 1993). Una altra proteina capa¢ d’unir-se a la miosina és la titina
(Fig. 1.1.3B). Aquesta proteina és extremadament gran (3000 kDa) i presenta unes
seqiiéncies especifiques d’unid a proteines de la linia Z (actinina i teleonina), actina,
miosina i proteines de la linia M (Labeit i Kilmerer, 1995). La titina connecta la linia Z i
el filament prim per un costat amb la linia M i el filament gruixut per I’altra. La regio de
titina no associada en la banda I es considerada la responsable de la tensi6 passiva i dels

estiraments en fibres musculars.

Existeixen dues proteines més que també poden unir-se a la miosina, concretament a la
regié C-terminal, i a la fitina, extrem C-terminal, es localitzen a la linia M: miomesina i
la proteina M (MBP-M). Aquestes dues proteines juntament amb la creatina quinasa
MM (CK ), 1a miosina i la zitina formen el complex estructural de la linia M.

La proteina H (MBP-H) també pot unir-se a la miosina, concretament es localitza a

ambdos costats de la linia M, en un lloc especific del filament gruixut.

El principal component dels filaments prims és 1’actina (Fig. 1.1.3C), tot i que no és
I’tinic, també en formen part la tropomiosina, la troponina i la nebulina. L’actina en
condicions fisiologiques es polimeritza constituint actina F (o fibrosa), filament de
doble helix que constitueix el centre del filament prim. L’actina F s’uneix a banda i
banda de la linia Z, associant-se als caps globulars S1 de la miosina (1 monomer
d’actina — 1 cap S1), a cada costat de la linia Z I’estructura formada per I’actina i els

caps de miosina presenta orientacié oposada.

La tropomiosina esta formada per 2 subunitats que s’enrosquen entre elles orientades

cap amb cua. L’ heterodimer és capag¢ d’enrotllar-se al voltant del solc que forma 1’helix

4



INTRODUCCIO

d’actina F, de tal manera que cada tropomiosina contacte amb 7 monomers consecutius
d’actina. Aquesta proteina contribueix en la rigidesa dels filaments prims (Kojima i col.

1994), aixi com a regular les interaccions actina-miosina (Geeves i Lehrer, 1994).

La troponina (Tn) consta de 3 subunitats: TnC, Tnl i TnT. La TnC pertany a la mateixa
familia que les MLC, calmodulina i parvalbumina, és doncs una proteina capag¢ d’unir
calci. La Tnl presenta llocs d’uni6 a la TnC, la TnT i a 1’actina, aquest llocs d’uni6 li
permeten a la Tnl interferir directament la interaccié actina-miosina en relacié amb la
unié de calci a TnC. La TnT presenta llocs d’unié a la TnC, la Tnl i 2 llocs per a la
tropomiosina. El primer lloc d’uni6 a tropomiosina (TnT2) es localitza molt a prop dels
llocs d’unié a TnC i Tnl, conferint sensibilitat a calci, 1’altre lloc d’unié a tropomiosina

(TnT1) és insensible a calci (Perry, 1998; Solaro i Rarick,1998).

La regio C-terminal de la proteina nebulina forma part integral de 1’estructura de la linia
Z. Mentre la regido N-terminal es projecte cap a la banda I actuant com a guia pels

filaments prims (Millevoi i col.1998).

Existeixen algunes proteines musculars minoritaries que controlen la interaccio de les
miofibril-les. La linia Z és el punt d’enclavament de dos grups de filaments prims
orientats en sentits oposats. L’a-actinina juntament amb el domini N-terminal de la
titina, la nebulina i altres proteines (tensina, proteina Z, teletonina) constitueixen

I’estructura de la linia Z. L’ a-actinina, permet unir els filaments prims a la linia Z.

Els ponts transversals entre els filaments gruixuts i els prims s’estableixen entre els cap
globulars de les miosines i I’actina F dels filaments prims. El complex tropomiosina-
troponina regula la contraccié muscular, controlant I’accés dels ponts transversals de les

S1 de la miosina al seus llocs d’unid en 1’actina.

Les fibres musculars estriades presenten unes connexions neuromusculars (les plaques
motores) que transmeten 1’impuls nervios directament al sarcomer a través dels tibuls
transversals o tubuls T, invaginacions de la membrana plasmatica de les fibres
musculars (sarcolema) que envolten cada miofibril-la en la linia Z (Fig. 1.1.3.A). El

senyal eléctric es transmet al reticle sarcoplasmatic (RS) a través d’una série dels canals
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1 receptors; els canals de dihidropiridina dependents de voltatge (DHPR) es troben al
sarcolema de les fibres musculars, més concretament en els tibuls-T, en rebre el senyal
despolaritzant s’obren permetent I’entrada de calci extracel-lular a la fibra muscular.
Alhora aquesta obertura dels canals DHPR provoca un canvi en 1’estructura del receptor
de rianodina (RyR), el qual esta situat en el RS i promou la sortida de calci del RS a
I’espai intracel-lular. Quan s’atura 1’estimul nervids, la membrana del RS torna a ser
impermeable al calci i la Ca*"-ATPasa comenca a bombejar calci cap a I’interior del RS,

produint-se el relaxament del muiscul.

A nivell de la miofibril-la, la contraccié muscular €s regulada pel calci, aquest control es
realitza a través de la troponina i tropomiosina. El complex contractil; actina, miosina,
troponina, tropomiosina requereix ATP i Ca*" per poder generar la contraccié del
muscul. La subunitat TnC, tal i com s’ha comentat anteriorment, és el component que
uneix calci, la seva interaccid provoca un moviment de la tropomiosina que deixa al
descobert, en 1’actina, els llocs d’interaccio amb la miosina. Els caps S1 de la miosina

podran unir-se a I’actina, iniciant aixi el mecanisme de contraccié muscular.
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Figura 1.1.3.: Esquema de I'estructura involucrada en la resposta contractil. A) Sarcolema amb els
tubuls T, el reticle sarcoplasmatic amb les cisternes terminals (TC) i els receptors de Rianodina (RyR) i
depenents de voltatge (DHPR). B) El sarcomer amb els filaments gruixuts i prims. C) Ampliacio dels
filaments gruixut i prim (modificacid a partir de Bottinelli i Reggiani, 2000).
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Fins ara s’han comentat les caracteristiques i estructures presents en els musculs estriats
pero existeixen dos subgrups de muisculs estriats; els musculs car diacs i esquelétics (de

contraccio lenta i de contraccié rapida).

Els musculs cardiacs i esquelétics (tan de contraccid lenta com rapida), presenten una
organitzacio molt semblant tot i presentar algunes divergencies apreciables en la figura
1.1. Analitzant les proteines implicades en la contraccio, s’observa la preséncia de les
mateixes molécules perd amb algunes modificacions, és a dir cada tipus muscular
presenta les seves propies isoformes, les quals s’originen en isogens diferents o bé a
través de maduracions post-transcripcionals tall-i-unio (splicing) alternatives a partir del

mateix gen.

Les principals diferéncies entre els musculs estriats son metaboliques, el muscul cardiac
ha de funcionar continuament durant tota la vida, per tan dependra més del metabolisme
aerobic del que en depén el muscul esquelétic. Els cardiomiocits poden contraure’s
espontaniament en vertebrats, pero a través del sistema nervids simpatic s’aconsegueix

que totes les cél-lules del miocardi es contraguin alhora.

El muscul esquelétic és un teixit molt heterogeni, aquesta propietat sembla ser essencial
per les seves diverses funcions. El muscul esquelétic ha de respondre a un determinat
rang de demandes funcionals en cada espécie. En cada espécie les demandes son
diferents i per tan les caracteristiques d’aquest teixit dependran de ’espécie i de la
funcid a realitzar. La flexibilitat funcional permet que el teixit muscular sigui utilitzat en
diferents tasques; manteniment de postura, contraccions repetides de for¢a submaxima o
contraccions rapides i de forca maxima. La funcié de cada muscul bé determinada per
1) un potent control nervids, la descarrega aplicada per les motoneurones i el
reclutament que genera 2) la preséncia d’un o altre tipus de fibres muscular, cada tipus
de fibra presenta caracteristiques funcional diferents, temps de contraccid, pic de forca,

resisténcia e la fatiga, entre altres.
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Els musculs llisos sén responsables de les contraccions lentes, de llarga durada i
involuntaries, de diversos teixits. Aquest tipus muscular és present en les parets
intestinals, a I’Gter, en grans vasos sanguinis, etc. La seva organitzacié difereix de la
presentada en els musculs estriats (Fig. 1.1.1), concretament, el muscul 1lis consta de
cel-lules mononucleades en forma de fus, els filaments gruixuts i prims estan alineats

més o menys en 1’eix longitudinal de la cél-lula, sense formar miofibril-les.

L’aparell contractil del muscul llis presenta algunes modificacions respecte al muscul
estriat. D’entrada la miosina implicada en la contraccid és originada a partir d’un gen
diferent i alhora és funcionalment diferent. Aquesta miosina difereix de la miosina del
muscul estriat en 1) I’activitat ATPasa molt inferior a la presentada pel muscul estriat,
2) nom¢s interacciona amb 1’actina quan les cadenes lleugers (MLC) estan fosforilades i
3) els ponts transversals dels filaments gruixuts no son regulars i es troben distribuits en

tot el filament prim.

Els filaments prims del muscul llis no presenten troponina, tot i aixi la contraccid
d’aquest muscul es desencadena per calci, perque la quinasa de les cadenes lleugeres de
la miosina (MCL) només és actiu quan s’associa amb Ca’"-Calmodulina. Aquesta
quinasa fosforil-la les MCL permetent la interaccionar de la miosina del muscul llis amb

I’actina (Hirano i col. 2004).

La contraccio del muscul llis esta subordinada al sistema nervios autonom, el qual pot
altera la permeabilitat de la membrana plasmatica del muscul llis, provocant un augment
de la concentracid de calci intracel-lular, aquest fet genera 1’inici de la contraccid. Quan
la permeabilitat de la membrana es restableix, la Ca*"-ATPasa expulsa a I’exterior el
calci intracel-lular disminuint la seva concentracio, arribant aixi la fase de relaxacid

muscular.
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1.1.2.- Tipus de fibres musculars

El muscul esquelétic esta compost per un gran nombre de fibres. L’existéncia de
diferents tipus de fibres i la seva proporcio definira la funcionalitat del muscul. Els
musculs posturals (tonics) presenten una major proporcio de fibres de contraccio lenta
que els musculs adaptats a la mobilitat corporal (fasics), els quals presenten

majoritariament fibres de contraccio rapida.

La classificacio dels diferents tipus de fibres musculars es basa en criteris, morfologics,
hitoquimics/bioquimics i funcionals. Els parametres emprats per a fer la classificacid
morfologica sén; el color i el diametre de la fibra, la densitat de capil-lars i el volum
mitocondrial. D’aqui se’n desprenen 3 tipus de fibres : FTa o FTb (Fast-Twitch), 2 tipus

de fibra de contracci6 rapida, ST (Slow-Twitch), de contraccio lenta.

FTb FTa ST
Color blanc Blanc/vermell Vermell
Diametre de la fibra N Intermedi
Densitat de capil-lars N Intermedi N
Volum mitocondrial 7 intermedi N

Taula 1.1.1: Caracteristiques morfologiques de lesfibres musculars.

Per establir la classificacio histoquimica/bioquimica s’utilitzen: 1’activitat de la miosina-
ATPasa, la capacitat de segrestar calci, la capacitat glucolitica i la capacitat oxidativa.
Es poden diferenciar 3 tipus de fibres emprant el metabolisme glucolici o oxidatiu; FG,
rapida-glucolitica, FOG, rapida-glucolitica/oxidativa i SO, lenta-oxidativa. (Barnard i
col.1971; Peter i col. 1972). A partir d’aquesta divisido s’associa la classificacio
histoquimica, que ens presenta els diferents grups en funci6 de la isoforma de cadena
pesada de la miosina (MHC), les fibres de contraccid rapida presenten 3 isoformes de
MHC; IIA, IIB i IID o IIX, mentre que les fibres lentes només presenten un tipus,
MHC-I (Bar i Pette1988).

Bioquimica FG FOG SO
Histoquimica 1B IIXollD 1A |

Activ. Miosina-ATPasa N N N N
Cap. de segrestar Ca”" A intermedi/AM intermedi/\V v
Cap. Glucolitica N N N N
Cap. Oxidativa N intermedi/AN intermedi/\V N

Taula 1.1.2: Caracteristiques biogquimiques/histoquimiques de lesfibres musculars.

10
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La classificacié segons la funcid i contraccié pren com a parametres la velocitat de
contraccid i relaxacio, la resisténcia a la fatiga i la forca a la contraccid, donant com a
resultat tres tipus de fibres; FF/FT, de contracci6 rapida fatigable; FR/ST, de contraccid
rapida resistent a la fatiga; S/ST de contraccio lenta no fatigable. (Burke, 1971)

Funco FFIFT FRIFT gsT
Contraccio

Vel. contracci6 N N N
Vel. relaxacio N N N
Resisténcia a la fatiga v Moderada/\v N
Forga de contraccio N Intermedi N

Taula 1.1.3: Caracteristiques funcionals de lesfibres musculars.

En D’anterior apartat, s’ha comentat la relacié o implicacié del sistema nervids en la
contraccié del muscul. Pero el sistema nervids o més concretament les neurones
implicades en la excitacid del muscul (motoneurones) juguen també un altre paper
important, determinen les propietats de les fibres musculars que s’hi associen,
determinant aixi el seu fenotip (Buller i col. 1960). Totes les fibres musculars
innervades per la mateixa unitat motora presenten el mateix fenotip (Kugelber i

Edstrom, 1968).

Les neurones (motoneurones) que innerven les fibres de contraccido lenta o tonic
presenten un patr6 d’estimulacié a baixes freqiiéncies, entre 10Hz i 20Hz, en canvi les
fibres musculars rapides o fasiques son innervades per neurones amb patrons de
freqiencies d’entre 30Hz i 60Hz (Salmons i Vrbova,1969). A partir de registres
electromiografics en diferents tipus musculars Henning i Lemo (1985) van descriure 3
models d’estimulacié generat per les motoneurones, aquests reflecteixen en els tres
tipus d’unitats motores existents: S, FR i FF (Taula 1.1.4). Les fibres de tipus lent (S),
responen a activitats neuronals de baixa freqiiéncia, amb un elevat numero d’impulsos i
de llarga durada. Per altre banda, les fibres de tipus rapid, tan les FR com FF, responen

a patrons neuronals d’alta freqiiéncia, pocs impulsos i de poca durada.

11
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Unitat motora

_ _ S FR FF
Tipusdefibra
Fregiiéncia (Hz.) 12-29 40-100 50-111
Impulsos/ 24 h 309500-495800 89500-243100 2600-11200
Tempsactivitat/ 24 h 5.3-8.4h 23-72 0.5-3min
(22-35%) (1.6-5%) (0.04-0.22%)

Taula 1.1.4: Patrons d’activitat neuromotor a, els quals determinen els diferents tipus de fibres. Es
diferencien tres fenotips: de contraccié lenta (S), de contraccid rapida resistent a la fatiga (FR) i de

contraccid rapida fatigable (FF) (Henning i Lemo (1985)).

Aixi doncs, les propietats de les fibres musculars es defineixen segons la motoneurona
que les innerva, obtenint aixi els diferents fenotips. En determinades circumstancies es
modifica el patré d’estimulacié de la fibra muscular, fet que provoca una scrie
d’adaptacions en la fibra encara que aquesta estigui totalment diferenciada. La capacitat
d’adaptacio de la fibra muscular a les noves demandes funcionals rep el nom de
plasticitat muscular, aquest concepte fou introduit per Eccles i col. (1963). Aquesta

resposta adaptativa es basa en la transici6 entre els diferents tipus de fibres.

Experimentalment s’ha aconseguit modificar I’activitat eléctrica de les motoneurones
aixi com la freqliencia d’estimulacid, establint que la plasticitat muscular és
bidireccional, és a dir, es poden produir transicions de fibres lentes a rapides i a la

inversa (de lentes a rapides).

L’estimulacié cronica de fibres rapides produeix canvis en les seves propietats
fisiologiques, els quals acaben essent les propies de les fibres lentes (Salmons i Vrbova,
1969). Heilman i Pette (1979) sén els primers en indicar que els canvis fenotipics
induits en les fibres rapides a través de 1’electroestimulacio inclouen canvis en el
mecanisme d’excitacid-contraccid, posteriorment altres autors (Eisenberg i Salmons,

1981; Briggs i col. 1990; Hicks i col. 1997) han recolzat aquesta idea.
El muscul és un teixit heterogeni constituit per diferents tipus de fibres, aquella que

sigui majoritaria definira les propietats del muscul. Aixi quan es parla de plasticitat

muscular, i hom considera el muscul, la transformacié de muscul rapid a lent és un

12
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procés amb diferents estadis i consisteix en la transicio seqiiencial del tipus de fibra

majoritari.

Els petits mamifers, com les rates i els conills, presenten la segiient seqiiéncia de
transformacio quan s’aplica una electroestimulacié de baixa freqiiéncia (10Hz) a
musculs de contraccid rapida (Aigner i col. 1993; Leeuw i Pette 1993; Schuler i Pette,

1996; Pette 1 Staron, 1997).

g — lIgtIpox — llpox — lptlls — o — LA +1 —

Per completar la transformaci6, aquelles fibres de contraccid rapida que estan
deteriorades es degraden i es substitueixen per noves fibres musculars originades a
partir de les cel-lules satel-lit. Les noves fibres reben el nou patré d’estimulacid
neuromuscular, per tan acabaran essent fibres de contraccié lenta. El moment maxim de
regeneracio arriba als 8-10 dies d’haver-se iniciat la transformacio i posteriorment va

disminuint (Maier i col 1986).

En els grans mamifers, com els cavalls (Serrano i col 2000) i els homes (Dubouchaud i
col. 2000), la transicio de fibres rapides a lentes és lleugerament diferent, en aquests
organismes no s’expressa la isoforma [IB de la miosina. A més a més, per aconseguir
aquestes transformacions de musculs no s’aplica un procotol d’electroestimulacio, cal
realitzar entrenaments de resisténcia, on es potencien els musculs de contraccio lenta.

Ixop — Illxoptlla — Ha — Ma+1 — |

L’estimulacio cronica d’alta freqiiéncia a musculs rics en fibres de contraccio lenta,
provoca la transformacio del muscul i/o potencia I’aparicio de fibres de contraccio
rapida, les quals poden respondre a aquest tipus d’estimul (Salmons i Vrbova,1969;

Pette i Vrbova,1985).

El desentrenament, quan s’ha atura el patré d’estimulacié que potenciava la transicié de
fibres (entrenament de resisténcia), provoca la pérdua de les capacitats adquirides, es
produeix un lent retorn a la situacid inicial. Les motoneurones en aquest procés reben
els impulsos apropiats per les fibres de contraccio rapida, per tan I’estimulara la

presencia d’aquest tipus de fibres (Serrano i col. 2000).
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En musculs denervats, s’observa una regressio en el procés de diferenciacid, les fibres
van perdent les caracteristiques propies que permeten diferenciar-les en fibres rapides o
lentes, cal tenir present que algunes fibres d’aquests musculs s’atrofien. Lemo i col.
(1985) van anar un pas més enlla aplicant un protocol d’estimulacié contractil a mutsculs
Soleus previament denervats, els musculs estimulats amb un patré d’alta freqiiencia
presentaven les caracteristiques propies dels musculs rapids, mentre els estimulats amb

un patr6 de baixa freqiiéncia acabaven recuperant les caracteristiques dels musculs lents.

Daugaard i Richter (2004) han analitzat 1’expressido de diferents gens (GLUT4, GS i
GF) en fibres independents (I, 1, i [Ix) de diferents mtsculs humans (Vastus Lateralis,
Soleus 1 Triceps Brachii) arribant a la conclusié que 1’expressié de proteines no només

depén del tipus de fibra, el mascul del qual provenen també defineix I’expressio final.

14



INTRODUCCIO

1.2.- Contraccié muscular

L’arribada d’un estimul contractil al mascul produeix un alliberament de calci per part
del reticle sarcoplasmatic. Aquest calci pot unir-se a la troponina, la qual permet que la
tropomiosina es desplaci sobre 1’actina, deixant lliure el lloc d’uni6 a miosina en
I’actina. Els caps S1 de la miosina podran unir-se a 1’actina alterant la relacio angular
amb 1’eix del filament gruixut i provocant el lliscament d’un filament sobre I’altre,
donant-se aixi 1’escur¢ament del sarcomer. La uni6é actina-miosina és molt estable i
requereix ATP per tal de recuperar la conformacid inicial, relaxament muscular.
L’activitat ATPasa de la miosina és la responsable d’hidrolitzar I’ATP per obtenir

I’energia necessari pel canvi de conformacio.
1.2.1.- Font d’energia

Una molécula d’ATP proporciona 1’energia necessaria per provocar un cicle
d’interaccid entre els miofilaments, pero cal també ATP en el procés de relaxacio,
aquest és emprat per la Ca’’-ATPasa per traslladar el calci citoplasmatic al reticle

sarcoplasmatic, a I’espera d’una nova estimulacio.

La intensitat i la durada de la contraccié determinen la despesa energética que ha de
suportar el muscul. En repos el muscul utilitza menys de 1’1% del maxim que s’utilitza
durant la contraccié (Astrand i Rodalh, 1986). Per la recuperaci6é de I’ATP que va sent
hidrolitzat, la fibra muscular disposa en esséncia de dos mecanismes, el primer és
immediat, en el qual s’utilitzen d’enllagos fosfor ja existents en el muscul, I’ATP aixi
com la hidrolisi de la creatina-fosfat (CrP) en creatina i ATP. El segon mecanisme,
menys rapid, requereix la formacio de nous enllagos fosfor. Els quals s’obtenen amb la

participacio del potencial oxidatiu de la fibra muscular.

La quantitat d’ATP disponible pel muscul durant la contraccié s’ha de mantenir
constant per garantir la resposta del muscul, aixo implica una regeneracio constant. El
mecanisme que produeix aquesta regeneracid depén de 1’exercici realitzat; en
condicions anaerobiques, s’utilitza la via glucolitica, mentre que en condicions

aerobiques ¢és la B-oxidacid la via que proporciona major ATP.
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Segons Hultman i Sjoholm (1983) ’ATP intramuscular dona I’energia suficient per 5s
en una contraccid del 50%-70% de for¢a maxima voluntaria i la CrP pot donar I’energia
suficient per 14 segons més, per tan és necessaria la utilitzacio d’altres fonts d’energia
per poder mantenir exercicis de més llarga durada. Serresse i col (1988) diuen que la
combinacid ATP/CrP subministra energia entre els Os i 10s. Un muscul sotmes a un
exercici intens presenta el pic de forca maxima entre els 5s i 10s, en experiments duts a
terme per Beneke i col. (2002) s’ha demostrat que la glucolisi permet la regeneracié de
I’ATP entre els 5s i 30s de I’exercici. El metabolisme aerdbic s’encarrega de

subministrar I’energia necessaria per mantenir la contraccio a partir d’aquest moment.

En un exercici de maxima activitat, a un 130% de VO2 max. durant 192 segons,
Bangsbo i col. (1990) van quantificar les contribucions dels metabolismes anaerobics i
aerobics, durant els primers 30s d’exercici el metabolisme anaerobic aportava el 80% de
I’ATP mentre el metabolisme aerobic només el 20%. En els ultims 70s invertien les

dades passant a ser del 30% 1 70% respectivament.

1.2.1.1.- ATPi CrP/Creatina

En respota a un estimul contractil, el primer substrat que s’utiltiza és el propi ATP que
hi ha emmagatzemat al muscul. L’enzim responsable de produir la transformacio
d’energia quimica en mecanica és la miosina ATPasa que catalitza la hidrolisi de I’ATP

en ADP 1 P;.

L’adenilat quinasa regula les concentracions relatives dels nucleotids d’adenina
catalitzant la reaccié reversible: AMP + ATP < 2ADP, la qual es considera molt
propera a I’equilibri, per tan un augment en la concentraciéo d’ADP durant la contraccio

s’estimula la produccio d’ATP.

La regeneracié d’ATP a través d’aquesta reaccido no és suficientment rapida perque
durant la contraccié la demanda d’ATP pot augmentar fins a 300 vegades en fraccions

de segon (Sahlin i Katz,1988).

Per tal de minimitzar el desequilibri, la creatina quinasa (CK) catalitza la hidrolisi de la

creatina fosfat: CrP + ADP < Creatina + ATP. La velocitat d’aquesta reaccio, en
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muscul de conill i en condicions optimes, és d’unes tres vegades més que la reaccid

catalitzada per ’adenilat quinasa (Noda,1958).

L’activitat persistent o extenuant produeix la caiguda de la for¢a muscular, el contingut
del citoplasma s’altera per la necessitat de compensar la demanda d’ATP, en aquest
punt s’aprecia una disminucié del contingut de CrP, ATP, glucogen i I’augment d’altres

elements, com P;, ADP, AMP, IMP i lactat.

Paper del ciclede nucleotids de purina o cicle de L owenstein

Per tal de desplagar la reaccio catalitzada per 1’adenilat quinasa, i redirigir-la cap a la
sintesi d’ATP, la cel-lula pot disminuir la quantitat d’AMP. L’ AMP pot ser desaminat
per Dl’adenilat desaminasa de forma irreversible donant IMP i amoniac (NHj3),
I’alternativa a aquest procés €s la desfosforil-lacio de I’AMP, donant adenosina i Pj,
mitjangant 1’enzim S5-nucleotidasa. A partir d’aqui, I’adenosina i 'IMP poden ser
degradats fins a urat. L’IMP pot ser convertit en adenilsuccinat, el qual pot ser
reconvertit a AMP amb la produccié d’una molécula de fumarat. Totes aquestes
reaccions constitueixen part del cicle dels nucleotids de purina (Lowenstein, 1972), les

activitats enzimatiques del qual son molt baixes.

Quan es produeix una gran despesa d’ATP, la preséncia d’aquest cicle no garanteix el
subminstrament necessari d’energia per mantenir la contraccié muscular. L’adenina i
I’IMP que es troben en excés s’alliberen al torrent sanguini evitant aixi I’acumulacid en
el citoplasma, en aquest punt, es requereix de la sintesi de novo de nucleotids d’adenina,
per formar I’ATP, mecanisme que requereix més temps. En aquestes condicions el

muscul presenta fatiga o incapacitat de respondre a estimuls contractils.

Sahlin i Katz (1988) descriuen diverses funcions pel cicle de Lowenstein:

1.- La regulacié de la glucolisi a través de 1’acumulacié de NH;. L’i6 amoni és un
activador de la fosfofructoquinasa (Sugden i Newsholme, 1975). Tot i que NH; podria

actuar com amortidor del pH durant la fatiga, Mutch i Banister (1983) demostren que

només pot tamponar el 3% dels protons produits.
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2.- La regulaci6 de la glucogenolisi a través de I’IMP.

La concentracio6 d’IMP augmenta considerablement durant la fatiga en les fibres
musculars on ha disminuit el glucogen (Broberg i Sahlin, 1989). La desaminacio de
I’AMP esta relacionada amb 1’acidificacié del medi, ja que un pH acid activa 1’adenilat
desaminasa. En el muscul de contraccid rapida de rata estimulada eléctricament
I’activitat de ’AMP desaminasa només augmenta quan el pH disminueix a 6,6, en
canvi, en un muscul de contraccié lenta no es forma lactat suficient per baixar el pH
amb la qual cosa no s’acumula IMP (Dudley i Terjung, 1985; Whitlock i Terjung,
1987). Perd aquesta desaminacié no només esta lligada a 1’acidosi, sino que també esta
relacionada amb el desequilibri entre la utilitzacié i resintesi d’ATP, que genera una

acumulaciéo d’ADP i AMP (Sahlin i Katz, 1988).

L’IMP és un potent activador de la glucogen fosforilasa (Aragon i col. 1980). Segons
altres autors, les concentracions que s’assoleixen in vivo son molt baixes per poder
produir una activacio d’aquest enzim (Shalin i Katz, 1988). Un efecte important que
s’ha descrit en cervell és 1’activacié de la glucosa 1,6-bisfosfatasa per 1’acumulacié
d’IMP (Guha i Rose,1982), perod aquest efecte activador no ha estat descrit al muscul
(Bassols i col. 1991). Una activacié d’aquest enzim faria disminuir la concentracié de
Glu-1,6-P,, la qual cosa provocaria una disminucié de la inhibicié que ocasiona aquest

metabolit a la hexoquinasa i la glucosa sanguinia que entrés podria ser fosforilada.

3.- El subministrament d’intermediaris al cicle de Krebs a través del fumarat.

Cada vegada que es forma AMP a partir d’IMP s’obté una molécula de fumarat, la qual
cosa podria tenir una funcid anaplerotica, generant intermediaris pel cicle de Krebs. La
idea és que un augment de la concentracid dels intermediaris del cicle de Krebs
incrementara I’oxidacié de 1’acetil-CoA i la formacié de NADH i per tan la produccio

oxidativa d’energia (Aragon i col.1981; Sahlin i Katz 1988).

4.- La desaminaci6 d’aminoacids, a través de I’aspartat.
La desaminacié d’aminoacids estaria en relaci6 al subninistrament d’esqulets carbonats
per al metabolisme energétic, pero la baixa capacitat del cicle a les fibres de contraccid

lenta qliestiona aquest paper (Sahlin i Katz 1988).
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5.- Manteniment d’una bona relacié [ATP]/[ADP].

La relativa concentracié de nucleotids d’adenina és de gran importancia en el
metabolisme energéetic (Lowenstein, 1972). Una disminucié de la carrega energética
activa la resintesi d’ATP i també la desaminacio de I’AMP. La importancia de mantenir
una relacié [ATP]/[ADP] alta pot ser causada pel fet que I’energia produida per la
hidrolisi de I’ATP disminueix quan la concentracié de productes (ADP i P;) augmenta

(Newsholme i Start, 1974)

1.2.1.2.- Glucadlisi i glucogenolisi

El muscul esquelétic €és el principal magatzem de glucogen, polimer de glucoses,
sempre i quan es consideri la seva massa total, essent molt important en la regulacio de
la glucosa circulant. La glucosa sanguinia entra al muscul a través d’una série de
transportadors (GLUT), aquesta entrada es produeix tan en situacions d’alta demanda
energetica, com de baixa demanda. Les diferents condicions determinaran el nombre de
transportadors habilitats per fer el transport i per tan el flux de glucosa s’incrementara o

disminuira en funcid de les necessitats del teixit.

Aixi que la glucosa entra al citoplasma de la cel'lula muscular és rapidament
fosforil-lada per I’hexoquinasa (HK) formant glucosa-6-fosfat (Glu-6-P). La qual en una
situacié de baixa demanda energética seguira la via glucogenogénica per tal de ser
emmagatzemada en forma de glucogen. En canvi, quan la demanda energética €s alta, la

Glu-6-P s’utilitza pel manteniment d’un bon flux glucolitic.

La glucolisi és la via metabolica per la qual la glucosa es transforma, a través de
I’intermediari Fru-1,6-P,, a piruvat amb la produccié de 2 mols d’ATP per mol de
glucosa utilitzada. Aquesta via metabolica és present en tots els teixits i organismes, és
doncs una via ubiqua. El paper catabolic esta molt ben analitzat i desglossat en les 10
reaccions que la constitueixen (Fig. 1.2.1) pero cal dir que la glucolisi subministra els
precursors Cs i C; a vies anaboliques que permeten la sintesi d’acids grassos, colesterol i
aminoacids. Sota aquesta visié alguns autors consideren la glucolisi com una via
amfibolica. La orientacid de la via (catabolisme/anabolisme) és especifica de cada teixit
i depén de I’estat nutricional i/0 hormonal. Aixi doncs, en cada teixit I’orientacio pot

alternar-se si les condicions son les adequades (Hue i col. 1987).
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Figura 1.2.1: Esquema del metabolisme del glucogen, la glucolisi i € cicle de Krebs en € muscul
esquelétic. En aquest esquema es presenten les 10 reaccions de la glucolisi, des de glucosa fins a piruvat.
Les proteines implicades: els transportadors de Glucosa (GLUT) i d’acids monocarboxilics (MCT), els
enzims; hexoquinasa (HK), fosfoglucoisomerasa (PGI), 6-phosphofructo-1-quikinasa(PFK-1), aldolasa
(Ald), triosa fosfat isomerasa (TIM), Giceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa (GAPDH),
fosfogliceratoquinasa (PGK) fosfogliceratomutasa (PGM), enolasa, piruvato quinasa (PK), lactato
deshidrogenasa (LDH).
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El piruvat, producte de la glucolisi, pot transformar-se en lactat quan el teixit es troba en
condicions anaerobiques, d’aquesta manera es pot mantenir en funcionament la via
catabolica d’obtenci6 d’energia, gracies a I’existéncia dels transportadors
monocarboxilics (MCT) que s’encarreguen de treure el lactat del citoplasma i per tan

eliminen la possible inhibicio per producte.

En condicions aerobiques el piruvat és transportat a I’interior de la mitocondria on

seguira la seva degradacid en el cicle de Krebs.

En la contraccié es produeix una despesa d’ATP, la qual és interpretada com a senyal
estimulador de la glucolisi. Petites disminucions en el contingut d’ATP intracel-lular
provoquen grans augments en el flux glucolitic. Aquesta resposta amplificada es

produeix per la regulacié que presenta aquesta via.

1.2.1.3.- El ciclede Krebs

El cicle de Krebs, o cicle de ’acid citric, és la via metabolica emprada per degradar
oxidativament la major part d’hidrats de carboni, acids grassos i aminoacids, alhora

genera molts precursors per a altres vies metaboliques, és doncs una via amfibolica.

Les reaccions que constitueixen aquest cicle es duen a terme a I’interior de la matriu
mitocondrial. Aixi doncs, cal que els metabolits que s’hagin d’oxidar siguin transportats
des del citoplasma fins a I’interior de la mitocondria. El piruvat no forma part del cicle
de Krebs, cal que sigui transformat a acetil-Coenzim A (acetil-CoA) per la piruvat

deshidrogenasa (PDH).

El cicle de Krebs esta constituida un seguit de reaccions (Figura 1.2.1), les quals
permeten oxidar el grup acetil de la molécula acetil-CoA a CO,. El final del cicle per
cada molecula d’acetil que es degrada s’obtenen 2 molécules de CO,, generant alhora 3

molécules de NADH, una de FADH, i una de GTP.
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Figura 1.2.1: Esquema del cicle de Krebs. En aquest esquema es presenten les 8 reaccions del cicle de
I’acid citric. Els enzims implicats son: la citrat sintasa (CS)®, aconitasa @, isocitrato deshidrogensasa @,
a-cetoglutarat deshidrogenasa @, succinil-CoA sintasa ®, succinat deshidrogenasa (SDH) ®, fumarasa
@ i malat deshidrogenasa (MDH) ®. També hi apareix la piruvat deshidrogenasa (PDH) © encarregada
de la sintesi de 1’acetil-CoA.

El NADH i el FADH; son reoxidats a través de la cadena de transport electronic i la
fosforilacié oxidativa completant aixi el procés catabolic generant una elevada quantitat
d’energia en forma d’ATP. Per cada mol de NADH es generen 3 mols d’ATP i el
FADH2 produeix 2 mols d’ATP.

1.2.1.4.- Reserva energeética al muscul, € glucogen

En condicions d’hiperglucémia, el muscul respon a la preséncia d’insulina incrementant
la captacié de glucosa (Baron i col. 1988) la qual sera emmagatzemada en forma de
glucogen (Shulman i col. 1990) d’aquesta manera el muscul juga també un paper

important en la homeostasi de la glucosa sanguinia.
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La insulina provoca doncs un augment en la captacié de glucosa i alhora activa la GS
(Villar-Palasi i Laner, 1960), perdo encara queda clar quin d’aquests dos efectes
determina la taxa de sintesi de glucogen. Existeixen dues hipotesis; la hipotesi del
“pull”, en la qual I’activacio6 de la GS induida per la insulina seria suficient per provocar
la sintesi del glucogen, essent el pas limitant. El mecanisme a través del qual la insulina
activa la glucogen sintasa (GS) encara no s’ha acabat d’aclarir, pero es realitza a través
de la inactivacié de la glucogen sintasa quinasa-33 (GSK3[). Aquesta inactivacio és
produida per fosforilacio per la via de la proteina quinasa B (PKB o Akt) (Cross i col.
1995; Lawrence i Roach, 1997; Summers i col. 1999). La segona hipotesi, el “push”,
consideraria que el pas limitant és la captacié de glucosa, i per tant I’increment en la

taxa de sintesi de glucogen seria deguda a I’increment en la captacio de glucosa.

Fins el moment, no hi ha evidencies clares que puguin demostrar si I’increment de
glucogen ¢s produit per un augment en la captacié de glucosa o bé per 1’activacio de la
GS. Es creu pero, que el transport de glucosa i la GS podrien contribuir de forma
diferencial en el control del glucogen (revisat per Lawrence i Roach, 1997). Aquesta
idea ¢és corroborada per Fisher i col. (2002) els quals suggereixen que el transport de
glucosa seria el pas limitant, en situacions en que la GS es troba activada, i en
condicions en que ’estat d’activacido de la GS és baix ambdods passos podrien ser

limitants.

1.2.2.- Fatiga muscular

La fatiga muscular es defineix com una disminucié en la capacitat de generar for¢a a un
determinat nivell (Edwards, 1981). Aquest fenomen ¢és produeix de forma gradual des
de I’inici de I’exercici, tot i que els seus efectes no son visibles fins que s’arriba a
I’esgotament, moment el qual la forga o intensitat que es requereix en 1’exercici ja no es
pot mantenir (Bigland-Ritchie i col. 1986; Vollestad i Sejersted, 1988). L’esgotament

depeén de la duracid 1 intensitat de 1’exercici.
p
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En el muscul en contraccio es donen un gran nombre de canvis bioquimics, molts dels
quals son dependents del temps, per aquesta rad es parla de procés de fatiga, després del
qual el muscul ha de passar un periode de recuperacié per tornar a les condicions
inicials.

El fenomen de la fatiga no esta totalment resolt, primer de tot cal examinar els possibles
llocs on es pot donar la fatiga, segons Green (1990), alguns elements del sistema
nervios i del propi musculs intervindrien en aquest procés. Concretament en el muscul
esquelétic, on es centra aquesta memoria, els elements que poden estar involucrats en la

pérdua de forga durant 1’exercici son:

1.- La propagaci6 del potencial d’acci6 a través del sarcolema i dels tibuls-T.

L’activacié muscular depén de la propagacié del potencial d’accid sobre el sarcolema,
aixi qualsevol canvi de la composicid ionica del citosol, del tibul-T o de I’espai
intersticial pot afectar aquest procés i per tan evitar que es transmeti I’estimul que

genera de contraccid.

2.- Transmissio del senyal des del tabul-T fins al reticle sarcoplasmatic.
En aquest pas estan involucrats els canals de dihidropiridina depenents de voltatge
(DHPH) i els receptors de rianodina (RyR), qualsevol alteracié en aquests elements

provocaria la no transmissio del senyal i finalment no es podria donar la contraccio.

3.- L’alliberament i captacid de calci per part del reticle sarcoplasmatic
La quantitat de Ca’" emmagatzemada o alliberada pel reticle sarcoplasmatic pot
disminuir durant I’exercici, resultant una menor interaccid entre 1’actina 1 la miosina 1

per tan una disminuci6 de la forca.

4.- Les interaccions entre filaments prims i gruixuts

L’afinitat de la troponina pel Ca*" també pot disminuir a causa de canvis en el medi
intracel-lular, produint-se el mateix efecte que en el cas anterior (Hermansen, 1981). A
més molts altres factors poden afectar la formacié de ponts entre la miosina i 1’actina:
I’acidosi intracel-lular que inhibeix I’activitat ATPasa de la miosina, o per exemple tots
els productes intermediaris que s’acumulen durant 1’exercici (lactat, Pi, H+, ADP,

AMP, IMP, ...)
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5.- La resintesi d’ATP.

El subministrament d’energia també ha estat relacionat amb el procés de fatiga. En
aquest cas es pot arribar a la fatiga a través de dos processos, el primer es caracteritza
per la produccié de lactat, mentre 1’altre no en produeix. L’acumulacié de lactat ve
acompanyada per una disminucié important de CrP, d’un 20% a 30% menys del
contingut inicial d’ATP al finalitzar 1’exercici, un augment de P; i ADP i una
disminucié del pH. El segon tipus d’exercici es caracteritza per un descens molt acusat
del glucogen muscular que impossibilita 1’oxidacio de lipids i de la glucosa sanguinia

(Vollestad i Sejerted, 1988).

Cap dels factors presentats pot explicar el fenomen de la fatiga per si sol, és
I’acumulacio d’esdeveniments el qué al final i en conjunt suposen la pérdua de

I’activitat contractil.

Els entrenaments dels atletes pretenen endarrerir 1’aparicié de la fatiga, millorant alguns
dels aspectes que podrien veure’s involucrats en la fatiga. Tot i aixi la fatiga acaba
donant-se si I’exercici persisteix i/o la intensitat és excessiva, en aquest cas 1’aparicio de
la fatiga pot ser un sistema de proteccid. La disminuci6 persistent d’ATP produida per
I’excés d’activitat contractil pot reduir I’activitat Ca®*-ATPasa de manera que si aquesta
situacié es manté es produiria una acumulacio de calci al citoplasma que ocasionaria la
rigidesa muscular, una lesié o fins i tot una necrosi muscular depenents de calci

(Westerblad i col. 1998; Lamb i col. 1995).
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1.3.- REGULACIO DE LA GLUCOLISI

La glucolisi presenta tres colls d’ampolla, passos clau, que permeten un control molt
acurat del flux glucolitic: la captacié de glucosa, I’activitat hexoquinasa (HK) i

I’activitat 6-fosfofructo-1-quinasa (PFK-1).
1.3.1.- Captacio de la glucosa

En el muscul esquelétic el flux d’entrada de glucosa pot ser modulat en funcié de les
necessitats. Les proteines responsables de la captacié d’aquest metabolit sén els
transportadors de glucosa (GLUT); en el muscul s’expressen el GLUTI, principal
responsable de I’entrada de glucosa en situacions de repos, i el GLUT4, importantissim
per la modulacié en I’entrada de glucosa com a resposta a determinades situacions
(Zorzano i col. 1996). Existeix un tercer transportador, el GLUTS, en aquest cas €s un
transportador d’hexoses que majoritariament s’encarrega de transportar fructosa
(Hundal i col. 1992), aquest transportador es localitza al sarcolema permanentment,

essent incapag de respondre a estimuls contractils (Hundal i col. 1998).

Ryder i col. (1999) no van observar increments en la captacio de glucosa en resposta a
I’exercici en ratolins transgeénics que no expressaven GLUT4, aquest experiment junt
amb d’altres de caracteristiques similars van permetre argumentar la idea que en la
potenciacio del transport de glucosa durant 1’exercici no hi participaven ni el GLUTI ni

el GLUTS.

L’increment de ’activitat contractil (Nesher i col. 1985; Zorzano i col. 1986, Lund i col.
1995) provoca un augment en la captacio de glucosa que es tradueix en un augment del
flux glucolitic, en muscul esquelétic. Per altre banda, la insulina provoca també un
increment en la captacio de glucosa per part del muscul, aquest efecte és additiu al
induit per I’activitat contractil (Whitehead i col. 2000). Aixo6 suggereix que la insulina i
I’activitat contractil estimulen la captacié de glucosa per vies diferents (Fig. 1.3.1), en
ambdods casos es produeix un augment de GLUT4 a la membrana plasmatica (Revisat

per Winder, 2001; Rose i Richter, 2005).
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Figura 1.3.1: Regulacié de la captacio de glucosa en muscul esquelétic. Tan la insulina com la
contraccio muscular desencadenen la translocacié de GLUT4 a les membranes del sarcolema i tibuls-T,
potenciant la captacié de glucosa. En la via iniciada per la insulina, hi intervenen el receptor d’insulina
(IR), els substrats del IR (IRS-1/-2), el fosfatidil inositol-3-kinasa (PI3K), entre d’altres elements. A
través de la contraccié muscular es produeixen diferents senyals; per exemple augment de calci i AMP
intracel-lular. El calci estimula la Calmodulina (CaM) i la quinasa depenent de Ca®*'/CaM (CaMK).
Mentre I’ AMP esta involucrat en ’activacié de la AMPK. Com es pot veure en 1’esquema, encara hi ha
moltes incognites. Adaptacié que combina les figures presentades per Winder (2001) i Rose i Richter
(2005).

L’increment en la captacio de glucosa és generat principalment per la translocacio del
GLUT4 cap a la membrana plasmatica (sarcolema) i als tubul-T (Ploug i col. 1998), aixi
com l’increment en I’expressid de GLUT4 (Hofman i Pette, 1994). En la revisié de
Zorzano i col. (2000) s’hipotetitza sobre 1’existéncia de dues vies de senyalitzacid que
promourien la translocacio del GLUT4 cap a regions diferents de la membrana

plasmatica; al sarcolema o bé cap als tubuls-T.
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Douen i col. (1990) van proposar ’existéncia de diferents reserves de GLUT-4, de
manera que, segons el tipus d’estimul rebut, es mobilitzaria una o altra reserva. L’efecte
additiu de ’activitat contractil i de la insulina, sobre la mobilitzacid6 de GLUT4, només
és detecta en musculs de rata vermells (de contraccid lenta), i no es dona en musculs

blancs (de contraccié rapida) (Ploug i col. 1987).

En vastus lateralis, miscul huma, s’ha observat un patré d’expressio diferencial de
GLUT4 en funcio del tipus de fibra (Daugaard i col. 2000), de manera que les fibres
lentes expressen més transportador que les fibres rapides. Altres autors coincideixen en
dir que les fibres de tipus I (lentes) presenten una major captacié de glucosa i/o
sensibilitat a ’insulina, fet que es relaciona amb I’expressi6 de GLUT4 en aquestes

fibres, (Klip i Paquet, 1990; Richter i col. 1982)

Les necessitats metaboliques del muscul en cada moment i 1’arribada d’estimuls externs
pot alterar el sistema de transport de glucosa, el qual esta regulat per diverses vies de

senyalitzacio intracel-lulars (figura 1.5).

En la contraccid es creu qui com a minim existeixen dos mecanismes que promouen la
translocacio de les vesicules de GLUT4 (revisat per Rose i Richter, 2005); un depenent
de la intensitat i freqiiéncia de 1’estimul neuronal que augmenta la concentracié de calci
(Holloszy i col. 1986) i un segon relacionat amb 1’estat energétic i metabolic del muscul
on juguen un paper important AMP, ATP, CrP, glucogen i/o oxigen, en aquest darrer
mecanisme I’AMPK actuaria com a detector (Musi i col. 2001). La fosfolipasa D podria
estar implicada en la part final de la translocacié de les vesicules que contenen GLUT4
(Kristiansen 1 col. 2001), si bé no s’ha confirmat la seva participacio en la via activada

per la contraccio.

Les isoformes convencionals de la proteina quinasa C (PKC) s’activen en resposta a
increments intracel-lulars de Ca®" i diacilglicerol (DAG) (Nishizuka, 1995). L’activitat
de la PKC de muscul esquelétic de rata esta determinada per la seva translocacio cap a
la fraccid membranosa, Richter al 1987 i Cleland al 1989 van observar un augment de
I’activitat PKC amb I’exercici, si bé aquest descobriment no s’ha observat en muscul

huma (Rose i col 2004).
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Els exercici aguts (Chen i col. 2002; Perrini i col, 2004) aixi com els de resisténcia
(Nielsen 1 col 2003) activen les isoformes atipiques de la PKC (aPKC: PKC-E/A), les
quals sén independents de calci, en mascul huma i de ratoli. L’activacidé d’aquestes
aPKC esta implicada en D’estimulacié del transport de glucosa amb 1’exercici

independentment de 1’activitat del fosfatidil inositol-3-fosfat (PI3K).

Quan es realitzen experiments d’inhibicié de la PKC, tan convencional com atipiques,
s’observa una reduccid en I’estimulacid del transport de glucosa generat per la

contraccid (Ihlemann i col. 1999a).

La calmodulina (CaM) és una proteina d’unid a calci, la qual modula molts processos
cel'lulars, perd Tang i col. (2002) també la vinculen al mecanisme d’excitacio-
contraccid. En els musculs esqueletics s’ha detectat la preséncia de diferents isoformes
de la proteina quinasa depenent per calci unit a CaM (CaMK), concretament s’han
detectat les CaMKI i CaMKII. L’exercici provoca un increment en 1’activitat CaMKII,
en musculs humans (Rose i Hargreaves, 2003). L’activitat CaMKII és inhibida per
KN62/93, aquesta reduccid provoca la disminucié parcial, en el muscul epitroclearis
(Wright i col. 2004), o total, en soleus (Wright i col. 2005), en la potenciacié de la

captacio de glucosa quan el muscul de rata s’exercita.

L’AMPK s’activa durant la contracciéo muscular (Hutber i col. 1997), fet que també es
produeix quan s’incrementa en la relaci6 AMP/ATP i la relacié Creatina/CrP (Hardie 1
co0l.1998) aixi com també s’aprecia quan hi ha un descens del contingut de glucogen
(Derave i col 2000a), tots aquests elements fan de I’AMPK un bon candidat per a la
monitoritzacio de 1’estrés metabolic. En qualsevol cas ’AMPK no ¢és essencial per
I’activar la translocacié de GLUT4 a membrana en la contracciéo del muscul soleus
segons Derave i col. (2000b). Mu i col (2001) observen que la magnitud de 1’activacid
de ’AMPK bé determinada pel grau d’intensitat de I’exercici, pel grau d’hipoxia, i pel
grau I’estrés metabolic (relacions AMP/ATP i Creatina/CrP), explicant aixi la baixa
translocacio de GLUT4 en determinats experiments. L’AMPK humana només s’activa

quan es realitza un exercici d’alta intensitat (Chen i col. 2000).

El tractament amb 5-aminoimidazol-4-carboxiamida ribonucleosid (AICAR), droga que

imita D’efecte de la contraccidé muscular en musculs en repos, activa de manera
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permanent ’AMPK incrementant la captacié de glucosa (Hayashi i col. 1998) i la
translocacio de GLUT 4 (Kurth-Kraczek i c0l.1999), segons aquests resultats I’AMPK
estaria implicada en la via de senyalitzacio, activada per la contraccid muscular, que
indueix un increment en la captacio de glucosa. Pero, Ai i col (2002) van observar que
existeix certa addicio entre 1’estimulacio del transport de glucosa per contraccio
muscular i ’estimulacié induida per AICAR, segons sembla la contracciéo muscular i
I’AICAR estimularien el transport de glucosa per mecanismes parcialment diferents,
essent la contraccio muscular més potent que la droga. L’AICAR estimula la captacio
de glucosa en musculs rics en fibres rapides del tipus 114 i no té efectes sobre les fibres

lentes majoritaries en el muscul soleus (Buhl i col. 2001).

Jorgensen i col (2004) treballant amb knock-out de les subunitats a2 de ’AMPK, van
veure que tan en els musculs incubats amb AICAR com els sotmesos a hipoxia no
s’induia la captacio de glucosa, en canvi si es provocava contraccid, la induccid
generada per aquesta no es modificava o disminuia molt poc, tot i que aquests musculs
no presentessin activitat AMPK. Al fer el mateix estudi perd amb knock-out de les
subunitats ol, no van apreciar diferéncies entre els tres tractaments, en cap cas
s’observava augment de la captacio de glucosa. Aquest resultats indiquen que I’AMPK
podria estar parcialment involucrada en el sistema d’induccié de la captacio de glucosa
a través de D’exercici en muscul esquelétic, tot i que la preséncia d’altres vies

independents tamb¢ contribuirien a la resposta del muscul (Zorzano i col. 2005).

Durant I’exercici es produeix un augment 1’activitat de la sintasa NO (NOS) (Roberts i
col. 1999) aixi com d’oxid nitric (NO) (Balon, 1998) en muscul esquelétic de ratoli.
Aquesta sintasa pot ser activada tan per ’AMPK (Fryer i col. 2000) com CaM-Ca*"
(Boule i col. 2005). Fryer i col. (2000) proposen que la translocacio de GLUT4 cap a
sarcolema i tubuls-T ha de passar per 1’activacié de NOS. Tot i aix0, el paper del NO en
la potenciacio6 del transport de glucosa, en resposta a I’exercici, €s un debat encara obert
i ple de resultats contradictoris, de fet Higaki i col. (2001) van postular que NO
estimularia la captacio de glucosa a través d’un mecanisme diferent al presentat per la

contraccio i al de la insulina.
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1.3.2.- Hexoquinasa

El segon punt de regulacio de la via glucolitica €s la reaccio catalitzada per
I’hexoquinasa (HK), en la qual la glucosa és fosforil-lada per formar Glu-6-P.
Existeixen 4 isoformes de HK, si bé en el muscul esquelétic només se n’expressen dues:
HKI i HKII, essent aquesta ultima la que s’expressa en major quantitat (Katzen i
Schimke, 1965). Ambdues isoformes de [’hexoquinasa es caracteritzen per tenir una K,
relativament baixa per la glucosa, de 1’ordre d’entre 0,1 mM - 0,3mM, sent més baixa
en el cas de la HKII. La Glu-6-P, producte de la reaccid, actua com inhibidor a baixes

concentracions (Grossbard i Schimke, 1966).

El contingut d’HKII en muscul esquelétic pot variar significativament en funcié de
I’activitat fisica i 1’estat hormonal que presenti el teixit. En musculs electroestimulats
s’ha observat increments de fins a 10 vegades en 1’activitat HKII respecte a 1’estat de
repos (Weber i Pette, 1990a). L’exercici , 1’estrés per accio del fred, la preséncia de
catecolamines 1 la insulina produeixen un augment en I’activitat HK, aixi com
I’increment de la seva expressié en muscul (O’Doherty i col.1996; Koval i col. 1998;

Young i col. 1984; Osawa i col. 1995; Weber i Pette, 1988).

La vida mitja (turnover) de HKII és de 2,5 dies (Frank i Fromm, 1982), aquesta
caracteristica permet al muscul recuperar D’activitat basal després d’un periode
d’activacid en relativament poc temps. Un exemple seria 1’estudi de Weber i Pette

(1990a-b) amb I’electroestimulacio continua i el posterior descans.

Tan la contraccid muscular (Weber i Pette, 1990b) com la insulina (Vogt i col. 1998)
alteren la distribucié subcel-lular de I’HKII, perd no de ’HKI (Mandarino i col. 1995),
en muscul esquelétic huma, concretament s’observa el pas de I’HKII present en la
fraccio soluble (citosol) a la fraccio particulada, associada a mitocondria, dels extractes
de muscul. Aquests efectes van molt lligats a la rapida activacio de la captacié de

glucosa en el muscul.
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En muscul de rata s’ha detectat com 1’hexoquinasa pot unir-se a les mitocondries quan
les necessitats metaboliques ho requereixen, per tal d’obtenir I’ATP necessari per
catalitzar la reaccié de fosforilacié de la glucosa, cedint alhora ADP a les mitocondries

(Parra i Pette, 1995).

1.3.3.- 6-fosfofructo-1-quinasa

La 6-fosfofructo-1-quinasa (PFK-1) realitza un paper central en el control de la glucolisi
perque catalitza una de les reaccions que determina la velocitat de la via;
Fru-6-P + ATP — Fru-1,6-P, + ADP + H"

La PFK-1 pot presentar-se en diferents estats d’agregacio, perd no assoleix la seva
activitat maxima fins que es constitueix en tetramers. En el muscul en estat de repos, on
s’observen concentracions d’ATP i de Fru-6-P, 10mM i 0,ImM respectivament, la
PFK-1 presenta només el 3% de la seva activitat maxima, en aquestes condicions el flux
glucolitic és molt baix. Quan el muscul realitza un exercici intens, es detecten
concentracions d’ATP 7,5mM i1 de Fru-6-P 1mM, la PFK-1 arriba al 82% de la seva
activitat maxima suficient per explicar I’augment del flux glucolitic observat in vivo

(Bosca i col. 1985).

Aquest enzim presenta molts afectors que modulen la seva activitat emprant diferents
mecanismes, el conjunt esdevé un complex sistema de regulacié. Sols (revisié de 1981)

proposa que I’activitat PFK-1 es regula principalment per afectors al-losterics.

El control de PFK-1 es basa en la inhibicid per substrat, ATP, el qual a concentracions
fisiologiques disminueix 1’afinitat de PFK-1 pel segon substrat (Fru-6-P), provocant que
la Fru-6-P a concentracions fisiologiques no sigui suficient per activar PFK-1. La
inhibicié per ATP es veu reforgada per ’accié dels H' (la glucolisi, via anaerobica de
produccié d’ATP, provoca acidosi) i del citrat (substrat del cicle de Krebs, via de
produccid aerobica ATP). La PFK-1 presenta afectors al-losterics activadors, els quals
estan implicats directament en el recanvi d’ATP, i la seva concentracid esta augmentada
en el muscul exercitat; fosfor inorganic (P;), ADP i AMP (Krause i Wegener, 1996).
L’i6 amoni i el P; activadors de la PFK-1 augmenten amb 1’exercici, mentre la creatina

fosfat (CrP), inhibidor de I’enzim, disminueix.
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Durant la contraccié muscular s’aprecia un augment de 1’activitat PFK-1, 100 vegades
superior a la presentada en 1’estat de repds. Aquest augment tan acusat, no pot explicar-
se per les petites variacions que s’observen els inhibidors i activadors presentats fins ara
(Ramaiah i col. 1976; Wilkie, 1983; Wegener i col. 1990), cal algun altre activador que

expliqui aquest augment brutal del flux glucolitic (revisat per Wegener i Krause, 2002).

Les variacions en la taxa glucolitica, induides per factors hormonals o per la contraccid
muscular (Minatogawa i Hue, 1984; Green i col. 1991; Winder i Duan, 1992; Cadefau i
col. 1993) i I’alcalinitzacié del mioplasma, durant la contraccid muscular, provoca
I’activacio de la PFK-1, observant-se un augment en la concentracio de les hexoses
bifosfats. Aquestes circumstancies van suggerir que les hexoses bifosfats podrien jugar
un paper important en I’activacié de la PFK-1 i I’increment inicial del flux glucolitic. La
Fru-1,6-P,, substrat de la reaccié podria actuar a través de la retroalimentacié positiva,
perd s’ha exclos com a activador fisiologic perqué €s necessaria una concentracié molt
elevada per presentar algun efecte i alhora el citrat, a concentracions fisiologiques,

eliminaria virtualment I’activacié de PFK-1 (Krause i Wegener, 1996b).

La Fru-2,6-P; no és un intermediari de la via glucolitica pero és un senyal metabolic i
I’activador més potent de la PFK de muscul de granota en condicions d’assaig molt
properes a ’estat fisiologic (Krause i Wegener, 1996b). En presencia de Fru-2,6-P,, tan
la Glu-1,6-P, com la Fru-1,6-P, poden activar addicionalment la PFK-1 i disminuir

parcialment I’efecte inhibidor del citrat (Andres i col. 1990).

La Glu-1,6-P, es un cofactor de la reaccid catalitzada per ’enzim fosfoglucomutasa i
alhora un dels coproductes que genera la PFK-1 en muscul de mamifer (Eyer i col.
1971). S’ha suggerit com a activador de la PFK-1 de muscul, perd la seva rellevancia

fisiologica es posa en dubte.

La PFK pot unir-se a I’actina i a la isoforma muscular de la creatina quinasa (MM-CK),

detectant-se el complex en els filaments prims de la banda I, pero en cap cas amb [’acto-
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miosina. Aquest acoblament es produeix durant la glucolisi (Kraft i col. 2000). Un
augment en la concentracio de Glu-1,6-P, associat a la uni6 de la PFK-1 amb proteines
de DI’aparell contractil genera un gran activacio de la glucolisi, Andrés i col. (1996)
declarant al conjunt com a paper important en la regulacié de la glucolisi a I’inici de la

contraccio.

1.4.- Fru-2,6-P;

Durant la década dels 70, la recerca presentava una gran varietat de centres d’interés,
concretament en I’estudi de la glucolisi i gluconeogenesis, molts esfor¢os anaven
dirigits a la recerca sobre I’estimulacid que produia el glucago a la gluconeogenesis en
el fetge. Fou en aquest context on es va descobrir 1’existéncia d’un sucre bisfosforilat, la
Fru-2,6-P,, que no participava com intermediari en cap interconversié metabolica i
presentava una caracteristica molt particular, era extremadament labil en extractes acids
(extractes emprats sistematicament per mantenir els ésters d’acid fosforic en les
preparacions), aquests dos fets explicarien que no fos descoberta fins I’any 1980. (van

Schaftingen i col. 1980a-d).

Només va caldre una any perqué aquesta molecula es convertis en un element clau en
I’estudi de la glucolisi i la gluconeogenesi, temps en qual es va demostrar que es
tractava de 1’afector al-losteric més potent de I’enzim PFK-1, clau en la via glucolitica
(van Schaftingen, 1981a; Pilkis, 1981a), aixi com un inhibidor de la fructosa-1,6-
bisfosfatasa (FBPasa-1), clau per la via gluoneogeénica (van Schaftingen,1981b;
Pilkis1981b).

1.4.1.- Implicacio en el metabolisme

La Fru-2,6-P; pot activar al-lostéricament 1’enzim PFK-1, unint-se al lloc de regulacid
present en PFK-1, on participen activament els aminoacids; Ser™’, Arg®? i His®®
(Chang i col. 2002). La interaccid provoca un canvi conformacional en 1’enzim que
facilita la interaccié de PFK-1 amb Fru-6-P i ATP, substrats de la reaccid. Activant

aquest enzim, la Fru-2,6-P,, potencia la glucolisi.
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La gluconeogeénesi només és possible en muscul per la constitucio del complex
aldolasa-FBPasa-1. L’aldolasa insensibilitza la FBPasa-1 muscular de la inhibicid
provocada per I’AMP, el qual a concentracions fisiologiques inhibiria per complet
I’activitat FBPasa-1 (Skalecki i col. 1995). Rakus i col. (2003) postulen que el
mecanisme d’inhibicio de la Fru-2,6-P, sobre la la via gluconeogénica €s produit per la
competeéncia directa amb la Fru-1,6-P;, pel centre actiu de 1’enzim FBPasa-1, i alhora la

desestabilitzacié del complex aldolasa-FBPasa-1 observat en muscul.

En determinades ocasions el contingut de Fru-2,6-P, es veu alterat, s’observen
augments d’aquest metabolit com a resposta a situacions de demanda energética, en
altres paraules, els increments d’aquest metabolit van associats a situacions en les quals

la glucolisi esta augmentada.

En el fetge es descriuen dos estats metabolics (revisat per Hue i Rider, 1987). En el
primer, es produeix la gluconeogeénesi mentre la glucolisi esta aturada evitant els cicles
futils. Aquesta situacié es presenta en individus en deju, en la diabetes i en els
tractaments amb glucagd (Hue, 1981a; Hers i Hue, 1983). En aquestes condicions es
detecten concentracions molt baixes de Fru-2,6-P,. El segon estat metabolic correspon a
una situacio anabolica posterior a la ingesta d’aliments on la glucosa és abundant. El
fetge disposa de glucosa i pot distribuir-la cap a la sintesi de glucogen i alhora emprar-la
a través de la glucolisi. L’estimulacio de la glucolisi a través de 1’augment de glucosa
podria explicar els increments de Fru-2,6-P, observats (van Schaftingen i col. 1980b;

Hue i col. 1981D).

La insulina i I’adrenalina incrementen la glucolisi i la Fru-2,6-P, en el muscul i el cor
(Bosca i col. 1985; Hue i col. 1982 ; Rider i Hue, 1984 i 1986). L’increment de Fru-2,6-
P, observat és part del complex mecanisme d’estimulacié de la glucolisi dut a terme per
d’aquestes hormones, 1’acciéo de les quals afecta a diversos punts de control de la
glucolisi; al transport de la glucosa, a la hexoquinasa, a la PFK-1, a la piruvat quinasa i

a la piruvat deshidrogenasa.

En el cor es pot produir una situacié d’hipoxia, en la qual les condicions anaerobiques
promouen la produccié d’aquest metabolit per tal d’augmentar el flux glucolitic i aixi

compensar la incapacitat de realitzar la oxidacio-aerobica.
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En ceél'lules cancerigenes, les quals presenten una seérie d’alteracions en el seu
metabolisme que li confereixen la capacitat de proliferar continuament, algunes
d’aquestes alteracions provoquen un augment del flux glucolitic que subministrara
I’energia necessaria a la cél-lula cancerigena per seguir creixent, dins d’aquest

alteracions hi ha I’augment de Fru-2,6-P,.

En tots els teixits, el control de la concentracié de la Fru-2,6-P, depén de I’activitat de

I’enzim PFK-2/FBPasa-2.

1.4.2.- Sintesi i degradacio, I’enzim bifuncional PFK-2/FBPasa-2

La sintesi de Fru-2,6-P, a partir de Fru-6-P i Mg-ATP ¢és catalitzada per la 6-
fosfofructo-2-quinasa (PFK-2), mentre que la hidrolisi del metabolit, en Fru-6-P i P;, la
catalitza la fructosa-2,6-bisfosfatasa (FBPasa-2). Les dues reaccions, PFK-2 i FBPasa-
2, les dur a terme la mateixa proteina, la PFK-2/FBPase-2. Aquest enzim bifuncional es
presenta com un homodimer, on es produeixen moltes interaccions proteina-proteina

entre els dominis quinasa de les dues subunitats (Hasemann i col. 1996, Fig. 1.4.1).

Dins de cada subunitat monomerica la distribucio de les activitats segueix el mateix
patrd, en la meitat N-terminal s’hi localitza ’activitat quinasa, mentre que 1’activitat
bisfosfatasa es catalitzada en la meitat C-terminal (revisat en Okar i col. 2001; Rider i

col. 2004).

Figura 1.4.1: Estructura tridimensional de |I’enzim
PFK-2/FBPasa-2 dimeritzat. Cadascun dels dimers
presenta un color diferent. La interaccié es produeix
entre els dominis quinasa de les dues subunitats
(Hasemann i col. 1996).
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El balang entre les activitats quinasa i bisfosfatasa de I’enzim, o sigui la relacid
d’activitat K:B, determina 1’efecte net de I’enzim sobre el contingut cel-lular de Fru-2,6-
P,. Aquesta relacid6 bé determinada per la isoforma que constitueix ’enzim, la
concentracio de determinats metabolits de la via glucolitica i gluconeogénica, les
modificacions post-transcripcionals que pateixi 1’enzim (per exemple, fosforilacions) i
la xilulosa-5-fosfat. A través d’un sistema de retroalimentacio (feedback) negativa, el o-
glicerol-3-fosfat, el fosfoenolpiruvat (PEP) i el citrat disminueixen 1’activitat quinasa i

afavoreixen la bisfosfatasa (revisat per van Schaftingen, 1987; Pilkis i col.1995).

1.4.2.1.- Iscenzims del’enzim PFK -2/FBPasa-2

L’existéncia de diferents isoformes de I’enzim PFK-2/FBPase-2 fou descrita en
diferents teixits de mamifer, cada nova isoforma que es descrivia s’anomenava en
funcio del teixit de procedencia, fetge, cor, cervell (o placenta), testicle i muscul. Les
isoformes de PFK-2/FBPasa-2 difereixen entre elles en la relacio K:B, en les seves
propietats immunologiques, en la seva resposta al ser fosforilades per proteines quinases
i en el pes entre altres (Taula 1.4.1). Analitzant la seva seqiiéncia s’aprecia un elevat
grau d’homologia sobretot en la regié central de la molécula, corresponent als dominis
catalitics quinasa i bisfosfatasa. En canvi, les regions perifériques tan a I’extrem COOH
com al NH; presenten moltes divergencies, €s precisament en els extrems de 1’enzim on
es localitzen les regions que permeten modular/regular les activitats quinasa i

bisfosfatasa (Fig. 1.4.2).

Fetge M Uscul Cor Cervell / Testis
rata/bovi rata bovi Placenta huma/rata
aa 470 450 570 ND 520 468
Grandaria

kDa 55 54 58 120 59 55
Cinétiques Vmax(mU/mg) 113 42 66 61 90 142 75/90
PFK-2 K Fru-6-P(uM) 35 150 56 74 55 32 58/85
Cinétiques V max(mU/mg) 45 35 154 33 29 0,2 80/22
FBPasa2 Fru26P,uM) <0,1 7 0,4 40 70 130 16/21
K:B 2,5 1,2 0,4 1,8 3,1 710 0,9/4,1

Taula 1.4.1: Caracteristiques de lesisoformes de I’enzim PFK -2/FBPasa-2. Revisat per Pilkis(1995) i
Okar(2001) Fetge: Kountz, 1985; Rider,1985; El-Maghrabi,1986; Francois1986; Lin,1994. Muscul:
Kitamura,1989; Rider, 1985. Cor: Kitamura, 1987;El-Maghrabi, 1982; Sakata, 1990; Kurland, 1992.
Cervell/Placenta: Ventura 1992; Tsuchya 1994: Sakakibara 1997. Testicle: Sakata 1991.
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Figura 1.4.2: Esquema de les isoformes de PFK-2/FBPasa-2. En la porcid central es mostren les
regions més conservades entre isoformes, mentre en els extrems NH2- i COOH-terminal s’aprecien la
major part de les divergencies, en quan a longitud aixi com de seqiiencia d’aminoacids. Els llocs de
fosforilacié apareixen indicats amb 1’aminoacid implicat. Revisat per Rider i col (2004), modificat.

M ecanismes de control delsisoenzims

La fosforilacié de la Ser’® per PKA en la isoforma de fetge, provoca la inactivacié de
I’activitat quinasa a través d’un increment de la Km per Fru-6-P (van Schaftingen i col.
1981¢; El-Maghrabi i col. 1982). El domini quinasa de la isoforma hepatica és capag
reprimeix 1’activitat bisfosfatasa de 1’enzim, ¢és per aquest motiu que la relacié K:B en

aquesta isoforma ¢s favorable a la quinasa.

Les isoformes de muscul i de testicle no poden ser fosforilades per cap proteina quinasa,
no presenten regions susceptibles de ser fosforilades, aquest fet fa d’aquestes isoformes
siguin les menys dinamiques i que la seva regulacid quinasa/bisfosfatasa només
depengui de la concentracions del substrat i producte de la reaccid aixi com dels

inhibidors 1 activadors al-losteérics.
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L’isoenzim de cor presenta multiples centres de fosforilacio per diferents proteina
quinases. A diferéncia de la isoforma de fetge, les fosforilacions en aquest cas aquesta
isoforma suposen un augment en 1’activitat quinasa. La insulina activa la glucolisi en el
cor, a través de la captacido de glucosa i I’activacié de PFK-2/FBPasa-2 (Depré i
co0l.1998; Hue i col. 2002), en rata I’activacid de la quinasa es produeix per un augment
en la Vi Lentre la K, es manté sense canvis (Rider i Hue, 1984). Tal i com es mostra
en la figura 1.4.3, la insulina activa la PFK-2/FBPasa-2 de cor a través de la fosforilacio
de la Ser466, a través de WISK (wortmannin-sensitive and insulin-stimulated protein
kinase) (Deprez i col. 2000). L’enzim PFK-2/FBPasa-2 de cor bovi tanbé €s substrat de
la PKC, concretament son fosforilables les Ser84, Ser466 i la Thr475 (Rider i col.
1992a-b), tot i que les fosforilacions en Ser466 i Thr475 no canvien l’activitat de
I’enzim (Rider i Hue,1986), pero si permetrien la fosforilacié de la Ser84. L’accio de la
PKC sobre la PFK-2/FBPasa-2 de cor no ¢és del tot clar perqué diferents isoformes

atipiques de PKC poden fosforilar especificament la Ser466 activant I’activitat quinasa.

Contraccid
i Ca/CaMK
Proteina G acoblada a Insulina Anoxia )
receptors PKA <— B-agonistes
l l PKB <—Workload
WISK AMPK pI)79()OSI_211(<<—Fa?tors de
creixement
PKC -------====---mmmmmmmm e
Ser84 Serd66 Th:475 Ser483
1
|
3 | :

Domini: regulador PFK-2 FBPasa-2 regulador

Figura 1.4.3: Fosforilacions potencials de I'isoenzim de cor de I'enziim PFK-2/FBPasa-2. Les
proteines quinases que apareixen poden fosforilar aquesta isoforma “in vitro”, en condicions fisiologiques
no es pot assegurar. Els numeros que apareixen corresponen als residus de la isoforma de cor bovi. La
Ser466, podria ser la Ser461 de I’isoenzim cervell/placenta. Els equivalents a la Ser84 o Thr475, no
existeixen en 1’isoenzim de cervell/placenta perqué han estat substituits per residus no fosforilables (Rider
i col 2004).
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Com ja s’ha comentat 1’adrenalina augmenta la concentraci6 de Fru-2,6-P; i estimula la
glucolisi en cor, en aquest cas s’activa la PFK-2 de cor, augmentant la V ,5x i disminuint
la Ky, per Fru-6-P. L’activacié es produeix per la fosforilacio de la Ser466 i1 Serd83 per
PKA (Rider i col. 1992b). Les mateixes serines poden ser fosforilades per PKB i altres

proteines quinases estimulades a través de la insulina (Deprez i col 1997).

En el cor sotmes a situacions d’anoxia o d’isquémia, on [’aportacié d’oxigen esta
restringida, la glucolisi es troba augmentada (es coneix com efecte Pasteur). Fruit de la
fosforilacid de la Ser466, en la PFK-2, per part de I’AMPK, aquesta activacio augmenta

el contingut de Fru-2,6-P; que estimula la glucolisi.

L’isoenzim cervell/placenta presenta un motiu equivalent a la Ser466 de 1’isoenzim de
cor, aquest motiu és reconegut per I’AMPK tan en la isoforma ubiqua com en la
induilbe (iPFK-2). L’isoenzim de cervell/placenta pot ser fosforilat per PKA, PKC
(Okamura i Sakakibara, 1998) i AMPK (Marsin i col. 2002) tal i com ho feien en
I’isoenzim de cor. En la iPFK-2, la Ser461 és fosforilada per I’AMPK activant aixi
I’activitat quinasa (Marsin i col. 2002). iPFK-2 s’expressa constitutivament en algunes
linies cel-lulars cancerigenes (Chesney i col. 1999), les quals presenten un elevat flux
glucolitic tot i la preséncia d’oxigen (efecte Warburg). Algunes regions de tumors sén
anoxiques, €s precisament en aquestes regions on s’activa ’AMPK estimulant la
glucolisi a través de la fosforilacié de iPFK-2. La insulina pot fosforilar la Ser461 de
iPFK-2 de la mateixa manera que ho feia amb la Ser466 en I’isoenzim de cor,

augmentant I’activitat quinasa.

En DI’estadi fetal del fetge s’ha detectat la mateixa quantitat de M i L mRNA (Bosca i
col. 1988) i en fetge en regeneracio s’ha detectat F mRNa (Casado i col. 1996). Tot i
aquestes troballes, ’enzim PFK-2/FBPasa-2 present en c¢l-lules proliferants, ja siguin
linies cel-lulars incloses les cancerigenes, fetge en estadi fetal, fetge en regeneracid o
limfocits, té propietats similars a les presentades per els isoenzims de cor i de
cervell/placenta. Aquest darrer aspecte fa suposar que 1’isoenzim de cor o

cervell/placenta s’expressen en aquests teixits.
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1.4.2.2.- Gens que codifiquen per PFK-2/FBPasa-2

L’enzim PFK-2/FBPasa-2 és codificat per 4 gens (Taulal.6). La nomenclatura inclou
part del nom de I’enzim que genera (PFKFB) pero depen de ’espécie (en ’home el gen
s’escriu en majuiscules mentre que en rata i altres espécies “inferiors” es presenta en
minuscula) i per diferenciar-los cada gen e numera en funcié de 1’ordre en que s’ha
caracteritzat. Tots els gens segueixen la mateixa organitzacid i cadascun d’ells codifica
per un isoenzim, ’aparicié d’algunes isoformes es produeix per diferéncies en les
modificacions del procés de tall i unid (splicing) aixi com per la preséncia d’alguns

promotors en les regions 5’ no codificants.

Locus en mRNA

Gen Cromosoma Isoenzim mRNA (Kb) Isoforma
PFKFB1(A) Human Xpl11.21 L 2,1 Fetge

FETGE M 1,9 Miscul
Pfkib1 Rat Xq22-q31 F 22 Muscul
PFKFB2(B) Human 1g31 COR HI,H2, H3 68 Long (58kDa)
Pfkfb2 Rat 13 q24-q25 H4 4 Short (54kDa)
PFKFB3 Human 10p14-p15  cgrvELL/ U 4,8 Ubiqua
Pfkfb3 Rat 17q12.3 PLACENTA 1 Induible
PFKFB4 Human 3p21-p22

TESTICLE T 2.4 Testicle
Pfkfb4 Rat 8q32

Taula 1.6: Gens codificants de PFK-2/FBPasa-2 en mamifers, productes generats. Compendi de les
revisions d’Okar (2001) i Rider (2004) modificades.

Gen PFKFB1

El gen PFKFBI conté 17 exons que codifiquen per diversos mRNA; L, M, i F, els quals
deriven de diferents promotors (Darville i col. 1989 i 1992; Dupriez i col. 1993). Els 3
mRNA obtinguts difereixen en el primer exo, situat a I’extrem 5°, la resta és igual per a
les 3 isoformes, concretament coincideixen en 12 exons consecutius. L’extrem 5° del
mRNA, codifica per la regio N-terminal de la proteina resultant, I’ex6 1, (isoforma L)
genera una seqiiéncia de 32 aminoacids amb una serina susceptible de ser fosforilada
per proteina quinasa depenent de AMP ciclic (PKA). La isoforma M presenta 1I’ex6 1y

codificant d’una seqtiencia de 9 aminoacids que no presenta llocs fosforilables. La
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isoforma F presenta els exons 1y, 1 15y (exons que no codifiquen per proteina) juntament
amb una porcid de I’exd 1y, aquest mRNA també acaba generant la isoforma M (Figura

1.10).

1FalFb IM 1L 2 3456 7 8 9 10 11 1213 14

il 77 |
mRNA M I |

mRNA F |

Figura 1.10: mRNA generats pel gen PFKFBL1.

La isoforma M s’expressa en muscul esquelétic i teixit adipos blanc a través del
promotor M, mentre que el promotor F genera aquesta isoforma en fibroblasts i teixits
fetals i proliferants (Joaquin i col. 1997a-b). La isoforma L s’expressa a través del
promotor L en fetge, també s’ha trobat en teixit adipds (Bruni i col 1999) i en muscul

esquelétic (Taniyama 1 col. 1988).

L’expressio del gen PFKFB1 pot ser estimulada per glucocorticoides a través de
I’element de resposta a glucocorticoides (GRE), localitzat en el primer intré del gen
(Lange i col. 1992), aquesta localitzacié no €s habitual pero ja ha estat descrit en altres
gens, com per exemple; el gen de ’hormona del creixement humana (Slater 1 col. 1985)
o el gen del collagen II de rata (Horton i col 1987). La insulina inhibeix I’estimulacid
produida pels glucocorticoids en 1’expressié del gen PFKFBI a través de la via JNK-
SAPK (pe Los Pinos i col. 2001) i a través de la via PI3K en els gens PEPCK i glucosa-6-
fosfatasa (Dickens i col. 1998)

L’activitat del promotor F és estimulada per la unié de ets, productes de protooncogens
(Dupriez i col. 1993), aquesta activitat es veu inhibida en c¢l-lules diferenciades, alhora
es produeix el canvi d’utilitzacié de promotors, passant a utilitzar el promotor M, enlloc
del F. En aquesta transicio i juguen in paper important el retinoblastoma (Rb) i el factor
de transcripci6 E2F. L’activitat del promotor M s’estimula a través del factor de

transcripcio C/EBP al unir-se a la caixa TATA (Vandoolaeghe i Rousseau, 1997).
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Ens cel'lules proliferants el flux glucolitic es troba augmentat, fruit de 1’activacio de la
transcripcio de la isoforma F de I’enzim PFK-2/FBPasa-2 (Darville i col. 1995), els
resultats de Fernandez i col. (2000) demostren que PI3-K i PKB estan involucrats en la
transcripcio de la isoforma especifica de proliferaci6. La via MAPK també esta

involucrada en aquest fenomen.

L’activitat basal del promotor L és controlada pel GRE, al qual poden unir-s’hi factors
de transcripcid generals com el factor nuclear -1 (NF-1) i Oct-1, aixi com factors
especifics del fetge, factor nuclear de I’hepatocit-3 (HNF-3), C/EBP i OC-1 (també
conegut com HNF-6).

El factor de transcripcio HNF-6 estimula la transcripcié dels gens que codifiquen per
enzims del metabolisme de la glucosa, entre els quals hi ha PFK-2/FBPasa-2 i el
fosfoenolpiruvat creatina quinasa (PEPCK) (Pierreux i col. 1999) glucosa-6-fosfatasa i
glucoquinasa. HNF-6 pot contrarestar 1’accié estimuladora dels glucocorticoides en la
transcripci6 de PFKFB1 i PEPCK quan interacciona amb el receptor de
glucocorticoides (GR) sobre aquests gens. Els enzims que controla HNF-6 pertanyen a
dues vies oposades, glucolisi i gluconeogenesi, Rider i col (2004) suggereixen que la
funci6 de HNF-6 és mantenir un nivell d’enzims adequat perqué les vies funcionin
regularment 1 la definicié de 1’orientacid cap a 1’anabolisme o bé catabolisme sera

regulat per altres senyals.

Gen PFKFB2

El gen PFKFB2 codifica per I’isoenzim de cor. En rata, el gen presenta 20 exons
(Darville i col 1991; Chikri i Rousseau, 1995), de I’ex6 3 al 14 es codifica pels centres
catalitics quinasa i bisfosfatasa. L’ex6 15 codifica per una seqiiéncia d’aminoacids que
presenta multiples llocs de fosforilacid, un splicing alternatiu amb la deleccié d’aquest
exd permet 1’existéncia de dues isoformes (54kDa i 58kDa) d’aquest isoenzim en el cor

bovi (Tsuchiya i Uyeda, 1994)
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1 3 4567 8 9 1011 121314 15 16

A 8 HH—H

la la’lblc 1d 2 3 4567 8 9 1011 12 1314 15 16

Figura 1.11: Estructura del gen PFKFB2. A) Genera 1’isoenzim de cor bovi, mentre B) I’isoenzim de
cor de rata. En el procés de maduracié de mRNA, 1’exd 15 sera suprimit en la isoforma de 54kDa mentre
que la 58kDa presentara els aminoacids codificats per aquest exo.

La transcripcié d’aquest gen es motivada per diferents promotors que com a minim
generen 4 mRNA diferents en I’extrem 5’ no codificant (Heine-Sufier i col. 1998),

aquests mRNA obtinguts es traduiran en les dues isoformes possibles.

La seqiiencia flanquejant 5° presenta regions conservades entre els gens PFKFB2 de
diferents especies, una d’aquestes regions presenta un lloc d’uni6é potencial per als
factors de transcripcio; Spl, factor nuclear d’hepatocit-1 (HNF-1) i helix-gir-helix

(BHLH, també anomentades caixes E) i pel receptor de glucocorticoides (GR).

Gen PFKFB3

El gen PFKFB3 conté almenys 16 exons que codifiquen per ’isoenzim descrit en
cervell bovi (Ventura i col. 1995) i en placenta humana (Sakai i col 1996). A través
d’un splicing alternatiu de 1’exd 15 s’obtenen dues isoformes que difereixen en una
curta seqiiéncia de I’extrem C-terminal (Navarro-Savaté i col. 2001). La isoforma
ubiqua present en practicament tots els teixits (Hamilton i col. 1997) i la isoforma
induible (Watanabe i Furuya, 1999). Existeixen variants del procés de splicing, en
cervell de rata s’han descrit fins a 6 isoformes mentre en ’huma n’hi ha 4 (Kessler i

Eschrich, 2001).

L’expressio de la isoforma ubiqua és induida per de progestina (Hamilton i col. 1997) i
insulina (Riera i col. 2002), per tal de comprendre aquesta induccié cal veure la
seqiiencia flanquejant 5° del gen, on es localitzen regions que potencialment permetrien
la uni6 del receptor de progesterona aixi com de l’element regulador d’esterols

(SREBP-1c) implicats en la senyalitzacié de la progestina i insulina respectivament.
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Altres factors de transcripcio que podrien activar I’expressio serien; Sp-1, AP-2 i factor

nuclear-1 (NF-1)) (Navarro-Sabaté i col. 2001).

També s’han trobat elements que permeten explicar I’increment d’expressio del gen en
condicions d’hipoxia (HIF-1) (Obach i col. 2004) aixi com a través d’un estimul de

PKC i PKA (Navarro-sabaté i col. 2001).

De I’estudi dut a terme per Riera i col (2003) s’extreu que el gen PFKFB3 resulta ser
important per mantenir un flux glucolitic elevat en c¢l-lules proliferants i en el procés de
diferenciacio, en el cas de les cel-lules C2C12, I’expressié del gen es veu disminuida i
coincidint amb un augment de la degradaci6 de la proteina resultant per accio de la via

proteolitica ubiquitina-proteasoma.

Gen PFKFB4

L’isoenzim de testicle €s codificat pel gen PFKFB4 i ha estat caracteritzat en rata
(Sakata i col 1991) i en I’home (Manzano i col. 1999), essent 1’expressio d’aquest gen

teixit especific originant la preséncia de 2 mRNA.

En la seqiiéncia del gen s’ha localitzat una regié homologa a un element de resposta a
androgens, la preséncia d’aquest element permetria que 1’expressioé del gen fos regulada

1 induida com a resposta a aquestes hormones.
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MATERIAL | METODES

2.1.- REACTIUS | PRODUCTES UTILITZATS

Acetat de magnésic, de Merck.
Acid acétic, de Merck.

Acid Clorhidric, de Merck.
Acid fosforic, de Merck.

Acid Percloric, de Merck.
Acid tricloracétic, de Sigma.

Acrilamida, de Sigma.

Adenosina monofosfat (AMP), de Sigma.

Adenosina trifosfat (ATP), de Sigma.
Adjuvant de Freund Complet

Adjuvant de Freund Incomplet
Albumina bovina (BSA), de Sigma.
Alcohol etilic de Merck.

Aprotinina, de Sigma.
Assay-on-Demand -Applied Biosystems

Benzamidina, de Sigma.
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Bicarbonat potassic, de Sigma.
Bis-acrilamida, de Sigma.

Blau de bromofenol, de Sigma.
Bradford reagent, de Bio Rad.
Clorhidrat de ketamina (Ketolar), de
Parke-Davis.

Clorur calcic, de Merck.

Clorur de benzalconi (Armil), de
S.LE.S.A.

Clorur magnesic, de Merck.

Clorur Sodic, de Merck.
Dithiothreitol (DTT), de Sigma.
E.C.L., d’Amersham Pharmacia Biotech.
E.D.T.A., de Sigma.

E.G.T.A., de Sigma.

Fluorur potassic, de Sigma.



CAPTITOL 2

Fosfoglucomutasa, de Roche Molecular
Biochemicals.

Glicerol, de Merck.

Glicina, de Sigma.

Glu-1-fosfat, de Sigma.

Glu6PDH, de Boehringer Manheim
Glu-6-P, de Sigma.

Glucosa, de Sigma.

HEPES, de Sigma.

Hidroxid sodic, de Sigma.
Hyperfilm, d’ Amersham Pharmacia
Biotech.

Imidazol, de Sigma.

Leupeptina, de Sigma.

Llet en pols desnatada, de Nestlé.
Maleat d’acepromacina (Calmoneosan),
de Smithklina Beecham.

Maleat sodic, de Merck.

Marcadors de pes molecular, de Bio
Rad.

Membrana de nitrocel-lulosa,

d’Inmobilon-P.
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Metanol, de Merck.

NADP, de Roche

Oligonucleotids, de Izasa
Paper Whatman 31ET, de Whatman.
Persulfat amonic ( PSA ), de Sigma.
Phenazine methosulphate (PMSF),de
Sigma
Pirofosfat sodic, de Merck.
S.D.S., de Roche Molecular
Biochemicals
Sephadex G-25 fine, de Sigma.
Sulfat amonic, de Merck.
Sulfat atropina, de Merck.
T.E.M.E.D., de Sigma.
Taq polimerasa, de Ecogen.
Tripsina, de Sigma.
Tris (Trizma Base), de Sigma.
Tween-20, de Sigma.

B-mercaptoetanol, de Sigma
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2.2.- PROCEDIMENTS AMB ANIMALS D’EXPERIMENTACIO

Els estudis realitzats en aquesta tesi es basen en la utilitzacié de models experimentals en

animals de laboratori per tal de resoldre els objectius plantejats.

2.2.1.- Condicionament dels animals

Els animals emprats en els diferents estudis realitzats han estat conills de la raga New
Zealand (Orictolagus cuniculus) subministrats per la Granja San Bernardo i rates Sprague

Dawley dels laboratoris Harlan.

Els conills arriben a 1’estabulari pesant 2.3 - 2.7 kg. Els animals han estat sotmesos a un
periode d’estabulacio abans d'iniciar els protocols d'electroestimulacid, la durada d’aquest
periode ha estat com a minim d'una setmana. Durant tot el temps que han estat a l'estabulari
de la Facultat de Medicina del Campus del Clinic han estat sotmesos a periodes de llum i
foscor de 12 hores, amb una temperatura de 22 + 2°C i una humitat del 55% amb
oscil-lacions no superiors al 10%, on la renovacié de ’aire es dona 20 vegades per hora,
segons la normativa de les instal-lacions. Els animals han disposat de menjar i beguda "ad

libitum".

En Dl’estudi realitzat amb rates en diferents estadis de desenvolupament, es segueixen el
protocols d’anestésia i quirurgic aixi que arriben a [D’estabulari. Els estadis de
desenvolupament analitzats en aquest estudi han estat: fetus de 19 dies post-concepcio,
rates neonates de 2, 5 1 10 dies, aixi com rates adultes individus d’un pes superior als 250g.
Ambdods models d’experimentacié van estar aprovats per el CEA de la Universitat de

Barcelona.
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2.2.2.- Model d’electroestimulaci6 en conills

L’estimulacié eléctrica es basa en el model d’estimulador descrit per Schwarz i col. (1983),
a partir del qual s’ha dissenyat un estimulador autonom que presenta una freqiiéncia de
10Hz i la intensitat de I’estimul es modulable amb un potenciometre. L’estimulador
autonom ¢és de dimensions reduides i com s’aprecia en la figura 2.2.1 es col-loca a
I’esquena del conill, fixat al damunt d’una cinta adhesiva que envolta el cos de 1’animal per
darrera de les potes davanteres. A 1’estimulador s’hi connecten els cables dels eléctrodes
que estan implantats a banda i banda del nervi peroneal (derivacié del nervi ciatic)
responsable de transmetre 1’estimul fins als musculs Tibialis Anterior (TA) i Extensor

digitorumlongus (EDL).

Figura 221: Esguema de model d’'electroestimulacio.
Localitzacio de I’electroestimulador en un conill, La ratlla
discontinua permet veure el recorregut que fa el cable subcutani
amb els eléctrodes, situats a una de les potes posteriors fins a
I’estimulador, situat al llom del conill.

Per tal de dur a terme aquest estudi s’ha seguit el Procediment de Recerca, que porta per
titol: “Causes de la fatiga de curta i llarga durada en muscul esqueletic emprant un model
experimental amb conill”, el qual ha estat avaluat i autoritzat pel Comité Etic

d’Experimentacié Animal de la UB, i el CEA de la Generalitat de Catalunya.

2.2.2.1.- Protocol d’anestesia

Per tal de seguir aquest procediment es va prendre com a base el protocol descrit per

Flecknell (1987). Primerament cal administrar els segiients pre-anestésics:
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e El Qulfat d’atropina (0,2 mg/kg de pes de I’animal) permet contrarestar I’augment de
secrecions bronquials i salivals produit per 1’accié de I’anestesic, les quals podrien
obstruir les vies respiratories durant la intervencié quirtrgica. Com a anticolinérgic €s
capag de protegir el cor d’una inhibici6 vagal.

¢ El Maleat d’ acepromacina (CalmoNeosan®) (1 mg/kg de pes de I’animal) és un sedant
que tranquillitza 1’animal. La tranquil-litzaci6 o relaxacid muscular afavoreix la
induccid al son, reduint i fins i tot eliminant I’ansietat i la por de I’animal davant de
procediments als quals no esta acostumat, permet una millor manipulacié de 1’animal i
alhora poténcia 1’accio de I’anestesic podent disminuir en un 30% - 50% la dosi

necessaria.

Ambdods s’administren combinats a través d’una injeccid intramuscular a nivell de la
musculatura lumbar o dels musculs quadriceps de qualsevol de les dues potes. Per tal
d’afavorir I’acci6 del pre-anestésic es deixa els animals durant 15 - 30 minuts aillats de tot

soroll 1 llum.

Per tal d’acabar el procediment d’anestésia cal administrar el Clorhidrat de Ketamina
(Ketolar®) (20 mg/kg de pes de I’animal). L’administracié d’aquest farmac produeix un
estat de depressio a 1’escorga cerebral que evita I’arribada o reconeixement de qualsevol
estimul sensitiu. Aquest estat reversible es caracteritza per 1’abséncia de qualsevol tipus de

percepcid sensitiva, ja sigui dolorosa o no.

L’efecte de 1’anestésia permet treballar durant 30 - 45 minuts aproximadament. Cal
mantenir I’animal en aquest estat durant tot el procediment quirtrgic. Si es preveu que
s’excedira el temps descrit anteriorment, cal realitzar recordatoris de ketamina, administrant
la meitat de la dosi incial (10 mg/kg), la qual proporciona 15 minuts addicionals. A partir
del segon recordatori s’administra una quarta part de la dosi inicial (5 mg/kg). L anestésia

s’injecta intramuscularment en les potes posteriors.
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2.2.2.2.- Protocol d’'implantacié dels eléctrodes

2.2.2.2.1.- Caracteristiques dels el ectrodes

Els eléctrodes estan fets d’un cable d’acer inoxidable (seccié 0.2 mm) al qual préviament se
li ha donat forma de molla. Les dimensions aproximades sén d’lcm de llargada per 3 mm
d’amplada. La llargada pot variar segons 1’espai disponible per implantar-lo. Aquesta molla
es solda amb estany a un cable de coure recobert de silicona. La soldadura esta protegida
amb un plastic termoretractil, per evitar problemes de rebuig (Fig. 2.2.2). Abans de la
intervencié cal realitzar proves amb els eléctrodes per tal d’apreciar la conductivitat

d’aquests.

lecm
3mm| (0)))))) S

Fig. 2.2.2.- Esguemad’un electrode.

2.2.2.2.2.- Intervencié quirargica

Quan el conill esta completament adormit per 1’accié del protocol d’anesteésia (apartat
2.2.2.1), es procedeix a rasurar el pel de les zones on es faran talls cutanis: en la primera
s’implantaran els eléctrodes (pota esquerra) i en la segona, situada a 1’algada dels omoplats
es connectaran els eléctrodes a través dels cables amb 1’electroestimulador. Totes les

regions adjacents es desinfecten amb Armil (clorur de benzalconi).

La localitzacié del punt d’incisié amb el bisturi s’obté, mantenint la pota de manera que
formi un angle recte entre el fémur i la tibia. A continuacio, deixant 2 cm des de 1’exterior
de la cuixa i 2 cm per sobre del limit inferior, es practica una incisid a la pell paral-lela a la

tibiad’1,5a 2 cm.

Emprant unes tisores es separa la pell del muscul en la regio propera a la intervencid, creant
un espai on ubicar el cable dels eléctrodes. Cal passar els cables dels eléctrodes fins a la
zona on es col-locara el dispositiu d’electroestimulacio. Per fer-ho s’utilitza una vara d’acer

inoxidable que recorrera a través de I’espai entre la pell i els teixits musculars fins arribar al
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solc que s’aprecia entre els 2 omoplats. Amb el bisturi es practica una incisio per on surten

els cables.

Es torna a localitzar el punt per on passa el nervi peroneal (a 2 cm x 2 cm), es pinca el
muscul biceps femoral (Fig. 2.2.3A), que esta situat per sobre del nervi, s’aixeca per tal de
separar-lo de la zona per on passa el nervi, es practica un tall practicament en perpendicular
al muscul, es localitza realment per on passa el nervi peroneal (Fig. 2.2.3B) i tot seguit
s’amplia el tall fins 1,5 cm, aquest espai és suficient per poder implantar els eléctrodes(fig.
2.3C). Es neteja la zona proxima al nervi 1 tot seguit es procedeix a la implantacio dels
eléctrodes. El primer es situa paral-lel al recorregut del nervi de manera que quedi el més a
prop possible d’aquest i evitant el contacte directe. Per tal de fixar 1’eléctrode, aquest es cus
al muscul Semimembrands, situat per sota del nervi. Un cop el primer eléctrode esta fixat,
el segon es col-loca paral-lel a I’altre costat del nervi (Fig. 2.2.3D), localitzant abans de
procedir a la fixacio la zona on s’obté millor senyal (contraccio dels musculs TA i EDL)
amb el voltatge més baix (entre 0.6 V — 1 V). Aquesta precaucio afavoreix la durada dels
periodes d’estimulacid, perque cal tenir en consideracié que durant el postoperatori la regid
que ha estat intervinguda es recobreix de teixit conjuntiu, el qual provoca un augment de la
resisténcia als pas de corrent eléctric entre els eléctrodes, per tal de superar aquesta
resisténcia cal augmentar el voltatge, el qual esta limitat a 5V en els equips

d’electroestimulacié autonoms que utilitzem en aquest estudi.

Quan els dos electrodes ja estan fixats a cada costat del nervi peroneal es procedeix a cosir
el tall realitzat al muscul Biceps femoral deixant que els cables dels electrodes passin a
través emprant punts de sutura senzills (Fig. 2.2.3E). Per evitar que els eléctrodes siguin
arrancats pel moviment de 1’animal, un cop aquest s’hagi recuperat de 1’operacid, es
collocaran 10 cm de cada cable d’eléctrode en I’espai que préviament s’ha fet entre la pell i
el muscul Biceps femoral. El tall a la pell de la pota es cus amb punts de sutura una mica
més complexes que impedeixen I’entrada d’agents patogens externs a I’interior de I’animal

(Fig. 2.2.3F). També es cus el tall per on surten els electrodes a nivell dels omoplats.
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Tot seguit es col-loca una banda de cinta aillant que envolti el cos de I’animal just per sota
de les potes davanteres, aquesta banda ocultara els cables dels eléctrodes fins al moment
d’iniciar 1’electroestimulacio, alhora permetra fixar 1’electroestimulador autonom a
I’esquena de 1I’animal impedint que aquest pugui arrencar-se’l o aturar 1’estimulacio.

Durant una setmana 1’animal es recupera de la cirurgia i es manté amb les condicions
habituals de ’estabulari, descrites anteriorment (apartat 2.2.1). Durant aquest postoperatori,
es vigila diariament les possibles variacions de pes, de consum d’aliments i I’estat general
de I’animal, a més de controlar que no hi hagi cap infeccid en les ferides realitzades durant
la implantacié dels eléctordes. A partir d’aqui es pot iniciar el protocol

d’electroestimulacio.

Figura 2.2.3: Protocol d’implantaci6 d’electrodes. Els dibuixos A i B corresponen a esquemes extrets de
I’atlas d’anatomia del conill. El requadre en blau de les imatges A, B i C indica la posicio del nervi peroneal,
en les 2 primeres marquen la zona de treball i el recorregut teoric mentre en C localitza el nervi un cop
realitzat el tall a nivell cutani i del mascul biceps femoral. En la fotografia D apareixen els eléctrodes
implantats a ambdos costats del nervi peroneal. En les fotografies E i F s’aprecien les sutures realitzades al
muscul biceps femoral i a la pell de la pota respectivament.
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2.2.2.3.- Model d’electroestimulacio

El model emprat en aquest estudi consta de diferents punts d’analisi tal i com s’aprecia en

la figura que es presenta a continuacio.

L
f T T

Temps O 24h 12h 24h 48n 1s  3s 10s

' ' '

‘ OBTENCIO DE MOSTRES DE TA, EDL I SOLEUS ‘

‘ELECTROESTIMULACIO DESCANS TEST
‘ ‘ 1 SRR

| | I |
" Tt

Figura 2.2.4: Esquema del protocol seguit per obtenir mostres del model d’experimentacié emprat en
I’ estudi

Un cop I’animal esta recuperat de 1’operacié d’implantacié d’eléctrodes a la pota esquerra
(pota entrenada) es col-loca I’estimulador autonom amb la bateria adequada al damunt de la
cinta adhesiva, es connecten els cables dels eléctrodes a I’estimulador i es comprova el
senyal (la contraccid muscular) que genera. Es fixa I’estimulador mirant que els cables
quedin ocults i fora de I’abast de 1’animal, evitant aixi que arranqui o talli els cables,
malmetent 1’estudi.

En I’estudi es manté una estimulacié continua durant 24 hores a 10Hz a la pota entrenada,
mentre que la pota contralateral es manté en repos (pota control). Després del periode
d’estimulacio es deixa que ’animal es recuperi durant 48 hores, 1’animal esta estabulat,
aliment i aigua a I’abast durant tot el procés. En finalitzar aquest descans s’aillen els
musculs TA, EDL i Soleus d’ambdues potes. I es practica un test d’exercici a diferents
temps 0, 1, 3 o 10 segons. Per a cada punt d’estudi s’utilitzen de 3 a 6 animals. Els TA,
EDL i Soleus es congelen immediatament amb 1’ajuda de 2 persones (veure el protocol
d’obtencid de mostres apartat 2.2.2.6). El temps que es tarda a tallar i congelar el muscul és

de 0.5 segons.
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2.2.24.- Test d' exercici

El test d’exercici és una estimulacié a 10Hz que es realitza durant 1, 3 o 10 segons. Per tal
d’assegurar que el temps d’estimulacio és el correcte, aquest ha estat controlat per un
temporitzador que es pot ajustar als temps requerits. El fet d’analitzar diferents parametres
a temps tan curts respecte la situacié de repos ens permet estudiar el flux glucolitic i

glucogenolitic durant els primers instants de la contraccié muscular.

2.2.2.5.- Registre dela contraccié muscular

En determinats animals es monitoritza la contraccid muscular emprant el sistema que tot
seguit es comentara. Els musculs emprats per aquest estudi no s’utilitzen per a
determinacions de parametres bioquimics, com per exemple: la concentracié de metabolits
0 activitats enzimatiques.

Als animals sotmesos a aquest protocol se’ls implanta eléctrodes a la pota esquerra. Un cop

superat el post-operatori, s’anestesia I’animal i es segueixen els segiients passos:

Aillament del tend6 distal del muscul TA

Amb el bisturi es tallen 3 cm de pell just per la zona mitja des de la porcié terminal del
muscul TA fins al lligament “retinaculum extensorum crurale”. Llavors, amb tisores es
talla la fascia que recobreix el muscul i la beina del tendd del muscul TA. Es talla el
[ligament amb el bisturi alliberant aixi els tendons que passen per sota d’aquest. Arribats a
aquest punt podem veure 2.5 cm de tendd i 0.5 cm de muscul TA (Fig. 2.2.5). Per evitar
canvis en la temperatura del teixit, aixi com la pérdua de liquid i electrolits que podrien
modificar la funcionalitat del muscul, en concret la capacitat i magnitud de la contraccio
(Tesi de J.Maulen 2005); el muscul TA es manté envoltat dels teixits adjacents i de la pell

que el recobreix fins a ultima hora.

Figura 2.2.5: Esquema de la pota posterior del
=, 53 conill. Sobserva el lligament “retinaculum
— = " T=——  extensorum crurale’ (1), el miscul TA (2), el

£ muscul EDL (3) i el nervi peroneal (4).
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Tall i lligadura del tendd del miscul Tibialis anterior

Amb unes tisores es talla el tendd del muscul TA, el tall es

produeix tan lluny com sigui possible de ’inici del muscul. El

tendo es lliga a 1’anella del destorcedor (Fig. 2.2.6); es passa

el tendd a través de I’anella i es lliga amb un fil de sutura

gruixut amb un nus doble i un altre de simple, es diposita

I’extrem del tendé damunt dels nusos previs i es fan tres Figura 2.26: Lligadura

del tend6 del mascul
nusos simples. Tibialis anterior.

Fixacio del’extremitat alataula deregistre

Per aconseguir el registre de la contraccidé d’un muscul “in vivo” i “in situ”, en aquest cas
del muscul TA, cal impedir que I’extremitat es mogui. En aquest estudi 1’estimulacié del
muscul es realitza a través del nervi peroneal fet que implica tan la contraccié dels musculs

que inerva com del moviment de la pota.

La metodologia de fixacié de ’extremitat a la taula de registre consisteix en traspassar
broques d’acer inoxidable per les parts distals del fémur i de la tibia. Perque aixo sigui més
efectiu 1 relativament senzill en la seva execucid es recomanable realitzar una disseccid
previa per identificar el millor lloc on col-locar les broques, sense provocar danys a vasos
sanguinis o nervis. En la part distal de 1’extremitat s’hi troben 1’artéria i vena safenes, la
ruptura de les quals provocaria una hemorragia que invalidaria el registre.

S’asseguren les dues broques a les peces verticals de la taula. La pega mobil es desplaca

fins a deixar la pota completament estirada.

Lligaduradel tendd al transductor detensié o dinamometre

El muascul TA presenta insercions en el seus extrems i les fibres musculars extrafusals
s’orienten d’insercid a insercio (tendd a tendd). La contraccié del muscul implica un
escurcament de 1’eix longitudinal d’aquest. Per tan, si es pretén obtenir un bon registre
isomeétric es condicio previa alinear el miscul amb el dinamometre. Aixo s’aconsegueix
fent una série d’ajustos en la posicié del portabroques i pujant o baixant el dinamometre en

el seu suport. Es realitzen 3 fixacions amb cordill per tal d’assegurar que la pota esta
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completament immobil: a) es fixa el peu per sota la taula de registre, b) es pot fixar la broca
amb la pega vertical per damunt de la zona anterior del peu, c) es pot fixar la broca amb la

peca vertical passant per damunt de 1’articulacio del genoll.

Llargadaideal del mascul

La tensio o for¢a maxima generada per una fibra muscular o un muscul total depen de la
llargada a que esta la fibra o el muscul abans de ser estimulat a través del nervi. Cal doncs
aplicar un protocol per establir la llargada ideal.

1.- Assegurar que 1’orientaci6 dels electrodes ens proporcioni una millor resposta.

2.- Assegurar que I’estimulacio eléctrica del nervi recluta tots els axons motors.

3.- Estirar el mascul amb 50g, 100g, 150g, 175g, 200g i 225g. obtenim aixi diferents
longituds del muscul, la llargada ideal sera aquella que proporcioni la maxima forca de

traccid en aplicar un estimul eléctric d’1 Hz, 1 pols/s amb una durada de 10ms/pols.

2.2.251.- Testdefatigaa 10 Hz

Emprant el protocol descrit per Cadefau i col. (1993), en el qual s’estimula a 10Hz durant
100ms per cada segon durant 8 minuts. Analitzant graficament la contraccio inicial i la
disminucio de la forga al llarg del temps es pot determinar si el muscul esta fatigat i en quin

grau.

2.2.25.2.- Testdefatigaa 40 Hz

Emprant el protocol proposat per Burke i col. (1973), en el qual s’estimula a 40Hz durant
330ms per cada segon durant 2 minuts. De la grafica resultant es pot saber la tensio inicial i
la final, en grams. La relacio tensié final / inicial x 100 ens indica I’index de fatiga. Per
poder establir comparacions, les tensions s’ajusten a gram de muscul, per aquesta rad un

cop finalitzat el registre cal extreure tot el muscul per pesar-lo.
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2.2.2.6.- Obtencio dels musculs

Si I’animal segueix un protocol d’electroestimulacio continua fins al sacrifici, s’anestesia i
s’aillen els musculs mentre encara es produeix I’electroestimulacid. Si es practica un test
d’exercici a I’animal cal aillar els musculs abans d’iniciar el test, perqué¢ quan s’acabi
aquest s’han d’extreure i congelar els miisculs immediatament. Per ltim en els animals que
presenten un descans després de 1’electroestimulacio, es calcula el moment en el qual cal
iniciar el protocol d’anestésia perque el temps de descans designat es compleixi just en el

moment d’extreure les mostres.

2.2.2.6.1.- Aillament dels musculs

Cal rasurar el pel d’ambdues potes, sobretot entre el genoll i el turmell, emprant un bisturi
es fa un tall a la zona davantera d’ambdues potes concretament en la regio designada abans.
Amb unes tisores s’amplia el tall realitzat fins a deixar completament a la vista el muscul
Tibialis anterior. Tot seguit es separen els diferents tels o fascies que envolten el muscul i
I'uneixen als musculs adjacents, com per exemple EDL. Es separa el tendo del TA de la
resta de tendons els quals corresponen a cadascun dels musculs que composen I’EDL.
Separant la pell de la cara externa de la pota emprant unes tisores de punta roma i el muascul
Gastrocneiums, s’aconsegueix localitzar el muscul Soleus, el qual cal alliberar-lo dels tels

que I'uneixen als musculs adjacents.

2.2.2.6.2.- Extraccio dels masculs

Arribats a aquest punt €s necessaria la preseéncia d’un col-laborador per tal de dur a terme
I’extraccié dels musculs el més rapidament possible, essent crucial per la preservacio de les
mostres. Un dels investigadors pinga el tendd del muscul TA i el talla per la part més distal,
deixant el muscul exposat perque 1’altre congeli el miscul TA, mitjancant les tenalles
d’acer inoxidable préviament submergides en nitrogen liquid, i amb una estrebada arrenqui
el TA de la regi6 del genoll on esta soldat, tot seguit submergeix les tenalles amb el muascul
extret en nitrogen liquid. Sense perdre temps, es pincen els tendons que provenen del
muscul PEDL i els talla per la part distal, amb les tenalles d’acer es congela I’EDL per la

regio central, en aquest cas la unié de ’EDL amb el genoll és a través de tendons els quals
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cal tallar. Es submergeix el muscul en nitrogen liquid. Per extreure el muscul Soleus cal
tallar el tendo de la part distal i disseccionar el tendé proximal que es fusiona amb el
muscul Gastriocnemius, immediatament es congela amb les tenalles d’acer i es submergeix

en nitrogen liquid.

2.2.3.- Model de desenvolupament en rates

Per tal de dur a terme aquest estudi s’ha ideat un nou Procediment de Recerca, que porta
per titol: “Determinacio d’isoenzims de la PFK-2 en diferents estadis de desenvolupament
muscular”, el qual ha estat avaluat i autoritzat pel Departament de Medi Ambient, DMA:

2574, d’acord amb 1’article 32 del decret 214/1997.

2.2.3.1.- Protocol d’anestésia

Concretament per tal d’induir aquest estat s’administra halota per via inhalatoria entre 4% i
5%, per mantenir I’animal anestesiat durant la intervencié s’administra entre 1% - 2%

d’halota.
2.2.3.2.- Protacol quirargic

En el cas dels fetus s’anestesia la mare i s’obre la cavitat abdominal per tal de localitzar la
placenta, tot seguit s’alliberen un a un tots els fetus. Un cop s’ha sacrificat la mare amb una
sobredosi d’anestesia, es procedeix a la disseccid de cadascun dels fetus per tal d’aillar:

muscul esquelétic de les potes posteriors, cor, fetge, ronyd, melsa i cervell.

En la resta d’estadis de desenvolupament calia anestesiar un a un els individus de la
camada, per tal de realitzar el protocol d’extraccié dels diferents teixits analitzats: muscul
esquelétic de les potes posteriors (diferenciant en el cas que sigui possible els diferents

tipus musculars, TA, EDL i Soleus), fetge, cor, cervell, rony6 i melsa.
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No cal practicar un protocol d’eutanasia en cap dels animals mencionats en aquest
procediment perqué moren per 1’extraccio dels diferents organs vitals. Tots els teixits es
van congelar immediatament després de ser extrets emprant unes pinces d’acer inoxidable

previament submergides en nitrogen liquid.

2.2.4.- Immunitzacié de conills per I'obtencié d'anticossos

Els anticossos policlonals de la isoforma de muscul de la PFK-2 en conill s’han obtingut en
base a una seqiiencia d’aminoacids exclusivament d’aquesta isoforma (Fig. 2.2.7),
concretament NH2-E-E-K-A-S-K-R-T-A-C-COOH (Glu-Glu-Lys-Ala-Ser-Lys-Arg-Thr-
Ala-Cys), la seqiiéncia ja ha estat emprada per altres autors per tal de generar aquest tipus
d’anticos (Crepin et al., 1989). La sintesi d’aquesta seqiiéncia s’ha encarregat al Servei de
Sintesi de Peptids de la UB, Departament de Quimica Organica de la Facultat de Quimica
de la UB.

10 20
| |
1 MSREMGELTQTRLQKIWIPH PFK-2 (Fetge)
1 MEERASKRTA-—-—-——————-— PFK-2 (Muscul)
1 MSENSTFSTEDSSSSSYKPH PFK-2 (Cor)
1 MPL---ELTQSRVQKIWVPV PFK-2 (Ubiqua)
1 MASPR-ELTONPLKKIWMPY PFK-2 (Testicle)

Figura 2.2.7: Sequencies d’aminoacids corresponents a les diferents isoformes de |'enzim
PFK2/FBPasa2 en rata.

2.2.4.1.- Protocol d’immunitzacions

El protocol d’immunitzacions es realitza en paral-lel sobre 2 conills de la raga New Zealand
(Orictolagus cuniculus), aquests animals han estat estabulats durant tot el procés
d’immunitzacio i seguits amb totes les atencions possibles i controls rutinaris del seu estat

de salut, doncs ha estat la primera vegada que s’ha implementat aquest protocol en el nostre
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laboratori. Per dur a terme el procediment s’ha establert un calendari consens entre la
bibliografia consultada, recollida en el manual “ANTIBODIES -A Laboratory Manual” i

I’experiéncia de laboratoris propers com el del Dr. Oriol Bach.

Dia0
1.- Extraccio d’una mostra de sang entre 5 ml i 10 ml, de la qual es n’obté el “pre-seérum”, o
sigui el sérum on encara no ha aparegut 1’anticos que es vol obtenir, servira com un
“control negatiu”.
2.- Preparacié de la solucid a injectar: es barreja ’antigen conjugat i I’Adjuvant de Freund
Complet (CFA) per tal d’homogeneitzar la solucié que s’ha d’injectar, calen dues xeringues de
vidre (una amb CFA i I’altra amb I’antigen conjugat) es connecten mitjan¢ant una tub de
goma, i es va transferint el liquid d’una xeringa a ’altra successives vegades fins a comprovar
que s’han homogeneitzat els 2 liquids (aquest metode de barreja de volum mitja s’ha extret del
manual citat anteriorment). Concretament els volums utilitzats son els segiients:

1.3 ml conjugat (486,6 ug d’antigen conjugat -180 pg de péptid) + 1,3 ml CFA
3.- Injeccid primaria de la barreja antigen — CFA, s’inocula els 2,6 ml en dues injeccions

intramusculars de 1,3 ml en llocs diferents.

Dia 14-21 (Recordatori 1) aprox. 15 diesdesprés de la primera inoculacio
En aquest cas s’inocula ’antigen (486.6 ug d’antigen conjugat) barrejat amb 1’ Adjuvant de
Freund Incomplet (IFA) en proporcio 1:1. La injeccid torna a ser intramuscular i repartint la

dosi en dues inoculacions de 1,3 ml en zones diferents.

Dia 24-31 (10 dies despr és de la segona inoculaci6)
Extraccié de sang n°l entre 5 ml i 10 ml, de la qual s’obtindra sérum per avaluar-ne la

produccid d’anticossos.

Dia 42-49 (Recordatori 2)
Després de 4 a 6 setmanes de la segona inoculacio cal repetir I’administracié de la barreja
Antigen-IFA 1:1. En aquest cas s’injecten els 2,6 ml de mescla a través de 6 injeccions

subcutanies (cadascuna d’elles amb 433.3 pl) a ’esquena de I’animal.
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Dia 40-59 (8-16 dies després de la tercera inoculaci6)

Per tal de trobar en sérum el nombre maxim d’anticossos (Fig. 2.2.8) caldra fer una série
d’extraccions de sang els dies 8 — 10 — 12 — 14 — 16 després de la tercera inoculacid.
Cadascuna d’aquestes extraccions sera d’un maxim de 50 ml de sang i posteriorment
analitzada per separat i no es barrejara amb les altres, d’aquesta manera les fraccions amb

un titol superior no es veuran alterades.

Anticossos en sérum
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i : : : , Figura 2.2.8: Grafica tipus on es presenta la

8 10 12 14 16 titulaci6é d’anticossos en cadascun dels dies en que

dies posteriors ala darrera inoculacié d'antigen s’ha fet I’extraccié de sang després de la tercera

inoculacio.

2.2.4.2.- Obtenci6 del serum

1.- Immobilitzar el conill i localitzat la vena periférica de 1’orella del conill, de facil accés i
amb molt poques terminacions nervioses. Sind és possible visualitzar-la, aplicarem calor

per tal de provocar la seva dilatacio.

2.- L’extraccid de sang de la vena de l'orella es realitza amb una agulla palometa
connectada amb un tub de goma amb una agulla de xeringa a Dlaltre extrem. Amb la
palometa es punxa la vena biaix, per no travessar la vena, quan comenga a apar¢ixer sang
pel tub amb 1’altra agulla es punxa la tapa de goma del tub vacutainer (tub de vidre que en
el seu interior s’hi ha fet el buit), la sang és aspirada cap al tub, quan s’ha recollit la sang

necessaria es treu I’agulla del vacutainer i la palometa de la vena si ja no s’ha de treure més
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sang. Si no es disposa de tubs vacutainer o bé el volum d’extraccio és superior a la
capacitat del tub, es pot treure la segona agulla del tub i connectar una xeringa al tub, en
aquest cas cal anar amb molt de compte al realitzar I’aspiracié de la sang, en el cas que es
produeixi una aspiracié massa rapida i/o intensa, es pot col-lapsar la vena, mentre que si no
¢s prou rapida la sang pot coagular-se a I’interior del tub de goma.

El volum maxim de sang que es pot extreure és de 50 ml/extraccid, si el volum és superior
es causara una anémia al conill. Per aturar I’extraccié cal aplicar pressid sobre el punt

d’insercié de 1’agulla palometa, durant 10-20 segons i comprovar que la fuita s’ha aturat.

3.- Després de recollir la sang cal deixar que coaguli, per facilitar el procés deixarem el tub
a 37 °C durant 30 — 60 minuts. Es separa el coagul format de les parets del tub amb molt de
compte amb una pipeta Pasteur.

4.- Per obtenir el sérum cal precipitar el coagul i la matéria insoluble emprant una
centrifugacié a 3000 rpm durant 10 minuts a 4 °C. El sérum es pot guardar a — 20 °C o

temperatures inferiors durant anys.

2.2.4.3.- Avaluacio dd s anticossos obtinguts

Els anticossos es troben en el sérum, pero €s possible que calgui algun pas per tal de
concentrar-los o bé per eliminar particules que podrien interferir en posteriors analisis. Les
técniques més utilitzades per la purificacié i/o concentracid dels anticossos sén el protocol
amb sulfat d’amoni i la dialisi. En aquest cas no es realitza cap dels dos protocols perque en
els primers assaigs es va veure que 1’especificitat de 1’anticos era prou elevada. Aixi doncs,
el segiient pas es titular els anticossos, saber quina quantitat d’anticossos hi ha en
cadascuna de les fraccions recollides durant el procés d’extraccié de seérum després de les
immunitzacions, per saber quina dilucid cal aplicar a cada fraccié escollida per detectar

millor la proteina a estudi.

1.- Preparar la mostra, en aquest cas es tracta de muscul esquelétic de rata homogeneitzat
en 10 volums de tamp6 d’homogeneitzacié amb un coctel d’inhibidors suplementari seguint
el protocol d’extractes neutres (ap. 2.3.2) on els inhibidors emprats son,: leupeptina,

aprotinina, PMSF, benzamidina i 3-mercaptoetanol.
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2.- S’afegeix el 20% de tampo6 de carrega i es desnaturalitza a 95°C durant 4 minuts.

3.- Es fa una electroforesi (ap. 2.3.5) amb un gel separador a 1’11% i concentrador al 5%
d’acrilamida. On es carreguen de 30 pg a 100 pg de proteina (de la mostra) per pou. Es
corre a 65 V fins que el front arriba al gel separador, llavors s’augmenta el voltatge fins a

110 V i es manté fins que surt el front.

4.- El gel d’acrilamida sortint de 1’electroforesi €s transferit i utilitzat per immunodetectar
la preséncia de mPFK2 amb 1’ajut dels anticossos obtinguts, en conjunt es dur a terme la
técnica de western-blot (apartat 2.3.6)

Com anticossos primaris s’utilitzaran els sérums obtinguts els diferents dies: pre-sérum
(control negatiu), sérum de la primera extraccid, seérum de la segona extraccio, seérums extrets
els dies 8-10-12-14 després de la tercera inoculacid. Pels assaigs s’utilitzaran diverses
dilucions 1/10 - 1/100 - 1/500 -1/1000 — 1/5000 — 1/10000, dilucions aplicades en altres

laboratoris on 1’obtencio d’anticossos és habitual.

Els anticossos secundaris emprats en aquest estudi son anticossos que reconeixen els

anticossos generats en conill que presenten la peroxidasa de Horseradish (HRP) conjugada.
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2.3.- PROCEDIMENTS BIOQUIMICS

2.3.1.- Tractament dels teixits

Un cop es disposa dels musculs TA, EDL i Soleus congelats cal seguir un rigords procés
per tal de treballar amb porcions homogénies de teixit muscular i alhora evitar que aquest
es malmeti. Aixi doncs, primer s’extrauran les porcions de teixit connectiu i sang que hagi
quedat congelada damunt del teixit muscular, per fer-ho, es mantindra el muscul en
contacte amb nitrogen liquid mentre amb 1’ajuda d’un bisturi s’anira eliminant per friccid
tan la sang com les fibres de teixit connectiu que envolten el miscul. Quan es disposa del
muscul “net” es procedeix a la pulveritzacié del mateix, emprant un morter d’acer
inoxidable, préviament submergit en nitrogen liquid, es converteix en pols petites porcions
de muscul, d’aquesta manera s’aconsegueix que un teixit heterogeni com el muscul sigui
homogeni, es mant¢ el teixit congelat durant tot el procés evitant la seva degradacio i el fet

de treballar amb pols de muscul facilita ’homogeneitzacié durant I’obtencio dels extractes.

Per tal de dur a terme cadascuna de les determinacions que s’han realitzat en aquesta tesi
s’ha tractat el teixit muscular seguint diferents protocols d’extraccio per tal de preservar de

la degradaci6 cadascun dels elements a valorar.
2.3.1.1.- Extractes neutres

L’obtencié d’extractes neutres permet treballar amb proteines en perfecte estat en les quals
es preserva el grau de fosforil-lacié que presenten en el moment precis en que s’ha congelat
el teixit, aixi com també preserven la seva estructura i activitat. Aquests extractes seran
utils per determinar la preséncia de determinades proteines en el teixit a estudi (emprant

técniques bioquimiques, electroforesi i western-blot) i avaluar la seva activitat (ap. 2.4.2).

REACTIUS
Tampé d’homogeneitzacié: El tampd d’homogeneitzacio consta d’una fraccid que pot estar

emmagatzemada a 4°C, Tris-HCI (pH 7) amb EDTA 1 KF i els inhibidors de proteases i
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fosfatases que cal tenir-los preparats, cadascun per separat i congelats a -20°C. (Aprotinina

Smg/mL, Leupeptina Smg/mL, PMSF 0.1M i Benzamidina 0.1M).

En el moment d’utilitzar les concentracions finals sén: Tris-HCl 50 mM (pH 7), EDTA 4

mM, KF 50 mM, B-mercaptoetanol 30 mM, Aprotinina 0.1mg/ml, Leupeptina 0.1mg/ml
PMSF 1mM i Benzamidina 1mM.

PROTOCOL
El procediment que s’ha seguit per a I’extraccié en medi neutre
1.- Es pesen aproximadament 20mg de muscul pulverizat congelat en N, liquid.
2.- Afegir tampd d’homogeneitzacio sencer
- 1/5 (p/v) (mg/pl) en el cas d’avaluar activitat PFK-2
- 1/15 (p/v) per treballar amb electroforesi/western-blot.

La mostra es manté en gel mentre es durant tot el procés d’homogeneitzacio, que es dur a
terme amb el Polytron, en posicié 5, durant 10s. Aquest protocol es repeteix tres vegades,
deixant 50s en repods entre cadascuna. Es molt important que no es formi espuma en aquest
procés perque seria un indicador de desnaturalitzacié de proteines, fet que no ens interessa
perqueé son precisament els elements a estudiar. Abans de comengar el procés i entre les
mostres cal netejar les fulles del Polytron amb aigua destil-lada i posteriorment assecant les
fulles amb paper absorbent mentre es posa en funcionament.

4.- Es centrifuga I’homogenat a 12000g a 4°C durant 20 minuts. Per tal d’eliminar el
material més groller, membranes i organuls que no s’hagin destruit en el procés
d’homogenitzacio.

5.- Es recull el sobrenadant i es comencen les determinacions enzimatiques mantenint la

mostra sempre a 4°C.
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2.3.1.2.- Extractes acids

Aquest tipus d’extracte permet avaluar I’ATP, Creatina fosfat (CP), creatina i la major part
dels intermediaris del cicle dels acids tricarboxilics, Glucosa, Glucosa-6-fosfat (Glu-6-P),
Glucosa-1-fosfat (Glu-1-P), Fructosa-6-fosfat (Fru-6-P), Fructosa-1,6- bisfosfat (Fru-1,6-
P,), Dihidroxiacetona fosfat (DHAP) i Gliceraldehid-3-fosfat (Gly-3-P), es poden
emmagatzemar durant llargs periodes a temperatures inferiors als -50 °C. El procediment

que s’ha seguit per a I’extraccié en medi acid fou descrit per Harris i col. (1974).

REACTIUS
HClIO0, 0.5 mM i KHCO;2.3 M

PROTOCOL

1.- Pesar entre 15 i1 25 mg de teixit fresc (muscul en pols), evitant que es descongeli.

2.- Afegir 600 pul d’acid percloric (HCIO4) 0.5 M.

Homogeneitzar amb el Polytron, posicid 5, durant 10s seguidament es deixa en repos
durant 50s, aquest procediment es repeteix tres vegades. La mostra es manté en un vas de
precipitats amb gel mentre es dur a terme tot el procés d’homogeneitzacio.

3.- Centrifugar 10 minuts a 13000 rpm en una centrifuga Eppendorf de la cambra freda.

4.- Recuperar 540 pl de sobrenadant i neutralitzar afegint 135 pl KHCO; (2.3 M) agitar
amb el vortex fins que no es produeixin més bombolles.

5.- Centrifugar 10 minuts a 13000 rpm a la cambra freda, recuperar el sobrenadant que ja es
podra utilitzar per a les diferents valoracions.

El precipitat que s’obté després de la primera centrifugacid pot emprar-se per fer la

valoracié del glicogen, tot el procés es fa en fred (4 °C).

2.3.1.3.- Extractes basics

Aquest tipus d’extracte es dur a terme per poder determinar les concentracions de Fru-2,6-

P, i de Glu-1,6-P,, seguint el procediment descrit per Van Schaftingen i col. (1982).
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Aquests metabolits son molt labils quan es realitzen extractes acids o neutres i per tan s’han

de valorar preparant un altre tipus d’extracte.

REACTIUS

NaOH 50 mM i HCI IM

PROTOCOL

1.- Pesar entre 15 i 25 mg de teixit fresc 1 s’addiciona NaOH 50 mM, per tal d’obtenir un
homogenat 1:10 (pes:volum).

2.- Homogeneitzar el teixit seguint les mateixes condicions que als extractes acids

3.- Col'locar I’extracte durant 10 minuts a 90°C en el bloc térmic.

4.- Centrifugar 10 minuts a 13000 rpm en la centrifuga Eppendorf.

5.- Recuperar el sobrenadant.

6.- Neutralitzar el sobrenadant obtingut amb HCl 1M.

2.3.2.- Valoracions metaboliques

Les valoracions dels diferents metabolits analitzats es duen a terme emprant técniques
enzimatiques que utilitzen substrats o bé generen productes amb la capacitat d’emetre
fluorescéncia, concretament en tots els assaigs que es duen a terme en aquesta tesi es valora
la desaparicid o produccié de NADH, NADPH associats a una reaccié enzimatica.
Aquestes tecniques enzimatiques es realitzen a punt final, o sigui, es determina tot el
producte format o bé tot els substrat degradat. Per poder-les monitoritzar cal realitzar
lectures de fluorescéncia, aquestes es realitzen amb un fluorimetre (Kontron Type SFM 25)
el qual emet una llum d’excitacié a 340 nm, que en irradiar les particules de NADH o
NADPH aquestes emeten una llum (fluorescéncia) a 465 nm detectada per 1’aparell. Els
valors que aporta 1’aparell s’utilitzen per fer els calculs pertinents per coneixer la
concentracié de cadascun dels metabolits analitzats.

Per la determinacié de la Fru-2,6-P, i Glu-1,6-P, s’utilitzen técniques espectrofoto-
metriques on ambdos metabolits actuen com a cofactors de les reaccions catalitzades per
PFK-1 i PGM respectivament. S’han utilitzat dos espectrefotometres, UVIKON 930
(Kontron) i DU 640 (Beckman Coulter).
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2.3.21-ATPiCP

FONAMENT

Aquesta determinacio es basa en el metode descrit per Lowry i Passoneau (1972), a partir
d’un extracte acid. L’element analitzat en aquesta determinacio és NADPH, el qual es
genera en |’ultima reaccid. Si es realitza el protocol establert es pot valorar ATP i després

CP sense que hi hagi interferéncia de resultats.

CK )
CP + ADP » Creatina + ATP
HK
ATP + Glucosa » ADP + Glucosa 6-P
G6PDH

Glu-6-P + NADP" 6,P-Gluconat + NADPH + H"

v

CK: Creatina quinasa / HK: Hexoquinasa / G6PDH: Glu-6-P Deshidrogenasa

REATIUS

Tampo TrissHCI 1 M, pH 8.1,

MgCl, 1 M, DTT 0.5 M, Glucosa 100 mM, NADP 50 mM
G6PDH 350 U/ml

HK 280U/mL (diluida: 25ul en 1ml de tampd)
ADP + CK 25U/mg (2 mg d’ambdos en 1ml de tampd amb BSA 0.1%)

PROTOCOL

1. Preparar la mescla de reaccid, amb els segiients reactius a les concentracions finals

indicades:

Tris 50 mM pH 8.1; MgCl, 1 mM; DTT 0.5 mM; Glucosa 100 uM; NADP 50 puM i
G6PDH 0.02 U/ml.

2. En un tub es col'loca Iml de mescla de reaccid i s’afegeixen 10 pl de mostra, aigua

(blancs) o de la solucio estandard (ATP 200 uM). Barrejar i llegir la fluorescéncia (Ry).
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3. Afegir 25 pl d’hexoquinasa diluida (concentracid final 0.16 U/ml). Barrejar i deixar els
tubs en foscor durant 30 minuts i detectar la fluorescéncia (R;), I’increment de
fluorescéncia (R;-Ry) indica la formacié de NADPH és degut a la preséncia d’ATP en
la mostra avaluada.

4. Afegir 20uL de la solucié Creatina quinasa amb ADP (concentracié final 1 U/ml i 0.1
mM respectivament), s’incuba durant 1 hora i es llegeix la fluorescéncia (Ry),
I’increment observat (R,-R|) també indica la formacié de NADPH, pero en aquest cas

és degut a la fosfocreatina de la mostra.

Les variacions de les lectures es corregeixen segons uns blancs en els quals enlloc de
mostra hi ha aigua. Emprant la relacid de concentracié de la solucidé estandard i la
fluorescencia originada es pot determinar finalment la concentracié de cadascun dels

metabolits avaluats; ATP i CP.

2.3.2.2.- Creatina

FONAMENT
Aquesta determinacid es basa en el métode descrit per Lowry i Passoneau (1972), a partir
d’un extracte acid. En aquesta determinacio es valora el contingut de NADH, per tal de

poder congixer el contingut de creatina de les mostres analitzades.

) CK
Creatina + ATP » CP+ ADP
PK )
ADP + PEP » ATP + Piruvat
) . LDH N
Piruvat + NADH + H » Lactat + NAD

CK: Creatina quinasa / PK: Piruvat quinasa / LDH: Lactat Deshidrogenasa
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REATIUS

Tamp6 Imidazol 1 M, pH 7,5

MgCl, 1 M, KCI 1 M, PEP 10mM, ATP (0.2 mg per ml de mescla de reaccid), NADH 15 mM
LDH 12500 U/ml (0.2 pl per cada ml de mescla de reaccid)

PK 2000 U/ml (0.4 pl per cada ml de mescla de reaccid)

CK 25 U/ml (5 mg de CK en 1 ml de tamp6 amb BSA 0.1%)

PROTOCOL

1. Preparar la mescla de reaccid, amb els segilients reactius a les concentracions finals
indicades:

Imidazol 50 mM; MgCl, 2.5 mM; KC1 30 mM; PEP 25 uM; ATP 200 uM; NADH 75 uM;

LDH 0.24 U/ml i PK 0.75 U/ml.

2. En un tub es col-loca Iml de mescla de reaccid i s’afegeixen 10 pl de mostra, aigua
(blancs) o de la soluci6 estandard de creatina 500 uM. Es barreja la solucid i després de
15 minuts es llegeix la fluorescéncia (Ry).

3. Afegir 25 ml de CK diluida (concentracié final 3.6 U/ml), s’incuba durant 30 minuts i a
continuacié es llegeix la fluorescéncia (R;), en aquest cas la disminucio de
fluoresceéncia observada és deguda a la creatina present en la mostra analitzada.

Les variacions de les lectures es corregeixen segons els blancs. Emprant la relacié de

concentracié de la soluci6 estandard i la fluorescéncia originada es pot determinar

finalment la concentraciod de la creatina.
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2.3.2.3.- Glucosa-6-P, Fructosa-6-P, Glucosa-1-P i Glucosa

FONAMENT

Aquesta determinacid es basa en el metode descrit per Lowry i Passoneau (1972), a partir

d’un extracte acid.

HK
Glucosa + ATP »  Glu-6-P + ADP
PGI
Fru-6-P » Glu-6-P
PGM
Glu-1-P » Glu-6-P
G6PDH

Glu-6-P + NADP"

v

6-fosfogluconat + NADPH + H"

HK': Hexoquinasa / PGI: FosfoGlucolsomerasa / PGM: FosfoGlucoMutasa / GBPDH: Glucosa-6-P Deshidrogenasa

REATIUS
Tampd TrissHCI 1 M pH 8.1
MgCl, I M, DTT 0.5 M, EDTA 200 mM

ATP+MgCl, 0.3 M, MgCl, és quelat per I’ATP si no es prepara en la mateixa proporcié ATP
1 MgCl,, I’ ATP segrestaria MgCl, de la soluci6 i alteraria les condicions de treball.

NADP 50 mM

G6PDH 350 U/ml (preparacid de la dilucid, 10 ul en 1.5 ml de tampo)
PGM 400 U/ml (preparacid de la dilucid, 20 ul en 1 ml de tampo)

PGI 3500 U/ml (preparacio de la dilucio, 10ul en 1ml de tampd)

HK 280 U/ml (preparacié de la dilucio, 25l en 1ml de tampo)

PROTOCOL

1. Preparar la mescla de reaccid, amb els segiients reactius a les concentracions finals

indicades:

Tris 50 mM pH 8.1; MgCI2 1 mM; DTT 0.5 mM; ATP+MgCl, 300 uM; NADP 50 uM
EDTA 100 uM.
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2. En un tub es col-loca 1ml de mescla de reaccid i s’afegeixen 100 ul de mostra, aigua
(blancs) o de la solucio estandard (Glu 6-P 5 uM i Glucosa 10 puM). Barrejar i llegir la
fluorescéncia (Ry).

3. Afegir 10 pl de G6-PDH diluida (0.02 U/ml). Deixar 15 minuts en un lloc fosc i a
continuacid llegir la fluorescéncia (R;).

4. Afegir 10 pl de PGM diluit (concentracid final 65 mU/ml), barrejar i deixar 15 minuts
en lloc fosc, llegir la fluorescencia (R») en finalitzar el periode d’incubacio.

5. Afegir 10 ul de PGI diluit (concentraci6 final 0.35 U/ml), barrejar i deixar 15 minuts en
un lloc fosc. Després de la incubacio, es llegeix la fluorescéncia (R3).

6. Afegir 25 pl de HK diluida (concentraci6 final 0.14 U/ml), barrejar i deixar 15 minuts

en lloc fosc, llegir la fluorescencia (Ry4).

Les variacions de fluorescéncia detectades, sempre corregides amb les lectures obtingudes
pels blancs i contrastant les dades obtingudes amb les determinacions de la solucid
estandard es determinen les concentracions de Glu 6-P, com Ri-Ry, la Glu 1-P (R,-R;), Fru

6-P (R3-R,) 1 Glucosa (R4-R3).
2.3.2.4.- Gliceraldehid-3-P, Dihidroxiacetona-P i Fructosa-1,6-P-
FONAMENT

Aquesta determinacid es basa en el métode descrit per Lowry i Passoneau (1972), a partir

d’un extracte acid.

ALD ) .
Fru-1,6-P2 » DHAP + Gliceraldehid-3-P
TPI ) .
DHAP » Gliceraldehid-3-P
GAPDH

Gliceraldehid-3-P + NAD" 3,P-Glicerat + NADH + H"

v

ALD: Aldolasa / TPI: Triosafosfat Isomerasa / GAPDH: Gliceraldehid 3-P Deshidrogenasa.
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REATIUS

Tamp6 Imidazol 1 M pH 7.5

B-mercaptoetanol 14.3 M, EDTA 200 mM, Na,HAsO, 1 M, NAD 100 mM
GAPDH 800 U/ml (preparacid de la dilucid, 100 pl en 1 ml de tampo)
TPI 350 U/ml (preparacié de la dilucid, 5 pl en 1 ml de tampd)

Aldolasa 90 U/ml (preparacio de la dilucio, 5 pl en 1 ml de tampo)

PROTOCOL

1. Preparar la mescla de reaccid, amb els segilients reactius a les concentracions finals
indicades:

Imidazol 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, NAD 100 puM i

Na;HAsO4 1 mM.

2. En un tub es col-loca 1ml de mescla de reaccid i s’afegeixen 75 ul de mostra, aigua
(blancs) o la soluci6 estandard (Fru-1,6-P, 2 uM). Barrejar i llegir la fluoresceéncia (Ry).

3. Afegir 10 ul de GAPDH diluida (concentracio final 0.8 U/ml). Es deixa 15 minuts en
un lloc fosc i es llegeix la fluorescéncia (R;). L’increment de fluorescéncia observat
(R1-Ry) permet calcular la concentracio de Gliceraldehid 3-P

4. Afegir 10 ul de TPI diluida (concentracié final 2.4 U/ml), es deixa 15 minuts en un lloc
fosc i es llegeix la fluorescencia (R;). El nou increment de la fluorescéncia permet
calcular la concentracié de DHAP.

5. Afegir 10 pl de Aldolasa diluida (concentracié final 0.02 U/ml), després de 15 minuts
d’incubacid, es llegeix la fluorescéncia (R3). El darrer increment de la fluorescéncia

permet determinar la concentracié de Fru-1,6-P.
Per determinar correctament les concentracions dels diferents metabolits, cal sempre

corregir les lectures obtingudes amb els resultats dels blancs i contrastar amb les dades

obtingudes amb les determinacions de la solucid estandard.
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2.3.2.5.- Lactat

FONAMENT
Aquesta determinacio es basa en el metode descrit per Lowry i Passoneau (1972), a partir

d’un extracte acid.

LDH
Lactat + NAD" » Piruvat+ NADH + H'

LDH: Lactat Deshidrogenasa.

REATIUS
Tampd Hidrazina 1 M pH 10
Glicina 1 M, NAD 100 mM

LDH 550 U/ml (preparacio de la dilucio, 250 ul en 1 ml de tampd)

PROTOCOL

1. Preparar la mescla de reaccid, amb els segiients reactius a les concentracions finals
indicades:

Hidrazina 100 mM, Glicina 100 mM i NAD 0.5 mM a pH 10

2. En un tub es col-loca Iml de mescla de reaccid i s’afegeixen 10 pl de mostra, aigua
(blancs) o de la solucié estandard de Lactat (444 pM). Es barreja i llegeix la
fluorescéncia (Ry).

3. Afegir 25 pl de LDH diluida (concentracié final 8 U/ml). Es deixa 60 minuts en un lloc
fosc, a continuacid es llegeix la fluorescéncia (R;).

4. L’increment de fluorescéncia observat (R;-Rp) en les mostres ¢és degut al contingut de
lactat, cal pero corregir les lectures obtingudes considerant els blancs i finalment

contrastant les dades amb les lectures de la solucid estandard.
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2.3.2.6.- Piruvat

FONAMENT
Aquesta determinacid es basa en el metode descrit per Lowry i Passoneau (1972), a partir

d’un extracte acid.

LDH
Piruvat + NADH + H" » Lactat + NAD"

LDH: Lactat Deshidrogenasa.

REATIUS

Tampo6 Fosfat 50 mM pH 7 (per preparar el tampo fosfat s’utilitza; K,HPO4 30,6 mM +
KH,PO4 19,4 mM)

NADH 15 mM

LDH 550 U/ml (preparacio de la dilucio, 10 pl en 2 mlde tampd)

PROTOCOL

1. Preparar la mescla de reaccid, amb els segiients reactius a les concentracions finals
indicades: Tamp¢ fosfat 50 mM pH 7, NADH 750 uM.

2. En un tub es col-loca 1 ml de mescla de reaccio i s’afegeixen 50 pl de mostra, aigua
(blancs) o de la soluci6 estandard de Piruvat 10 uM. Es barreja i llegeix la fluorescéncia
(Ro).

3. Afegir 10 pl de LDH diluida (concentracio final 0.6 U/ml). Es deixa 20 minuts en un
lloc fosc, a continuacio es llegeix la fluorescéncia (R;).

4. La disminuci6 de fluorescencia observada (R;-Ry) en les mostres és deguda al contingut
de piruvat, cal perd corregir les lectures obtingudes considerant els blancs i finalment

contrastant les dades amb les lectures de la solucid estandard.
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2.3.2.7.- Fructosa-2,6- P,

FONAMENT
Aquesta determinacié es basa en el métode descrit per Van Schaftingen i col. (1982) a
partir d’un extracte basic. La disminucié de I’absorbancia a 340nm durant almenys 5

minuts €s producte de la progressiva transformacié del NADH en NAD.

Fru-2,6-P,
PP; + Fru-6-P M» Fru-1,6-P, + Pi Ald. Gliceraldehid-3-P + DHAP
Gliceraldehid-3-P TPl DHAP
GDH

2 DHAP + 2 NADH 2 Glicerol-3-P + 2 NAD

PPi-PFK: 6-fosfofructo-1-quinasa depenent de PP; / ALD: Aldolasa / TPI: Triosafosfat
Isomerasa / GDH: Glicerol Deshidrogenasa.

MATERIAL I REATIUS
Tampo6 Tris-acetat 50 mM pH 7.8, Acetat-Mg 5 mM

PP-PFK de patata (veure purificacid de I’apartat 2.3.2.7.1.)
Fru-6-P acidificada (apartat 2.3.2.7.2.) 300 mM, Glu-6-P 100 mM
NADH 2 mM
Enzimsauxiliars (cal dessalar-los, apartat 2.3.2.7.3.):

- Aldolasa 9 U/ml

- GDH/TPI 8000 U/ml, 50000 U/ml.
PP-Na 10 mM

PROTOCOL

1. Preparar la mescla de reaccid, amb els segiients reactius a les concentracions finals
indicades: Tris-Acetat 50 mM pH 7.8, acetat de magnesi 5 mM, NADH 0.2 mM, Fru-6-
P 1.4 mM, Glu-6-P 0.5 mM, Aldolasa 0.4 U/ml, GDH 8 U/ml, TPI 50 U/ml, PPi-PFK

(Pactivitat depén de la purificacid), mostra i aigua fins arribar a 950 pl.
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2.

Es deixa atemperar a 30 °C mentre s’enregistra I’absorbancia a 340 nm. S’inicia la
reaccid afegint a cada cubeta 50 pul de PP;Na 10 mM i s’enregistra la disminucid de
I’absorbancia durant un minim de 5 minuts en que la velocitat de reaccio sigui lineal.

Per calcular la concentracid existent en les mostres, es construeix una recta patré per

concentracions de Fru-2,6-P, entre 0 i 5 nM.

La utilitzacié d’una mescla de Fru-6-P 1 Glu-6-P com a substrat de la reaccio es deu al fet

que la preparacio de PP;-PFK utilitzada té activitat fosfoglucoisomerasa.

2.3.2.7.1.- Purificacio de|’enzim PP;-PFK de patata

REATIUS
Tamp6 d’homogenitzacié: Tris-acetat 20 mM pH 8.2, Acetat-Mg 1 mM, DTT 2 mM

Polietinelglicol (PEG)eom0, Glicerol, Patata
HCI 1 M, KOH 1 M, PP-Na 10 mM

PROTOCOL

1. Homogeneizar de 400 g a 500 g de patates acabades de pelar, rentades i tallades en una
batedora Waring-Blendor amb 2 volums de tampd d’homogeneitzacid

2. Filtrar ’homogenat a través de gases i mesurar el volum resultant (volum 1).

3. Afegir PP; i MgCl, fins que la concentracié final sigui 2 mM, a continuacid ajustar el
pHa8.2ambKOH 1 M.

4. Introduir la solucié en un bany d’aigua a 70 °C — 80 °C i escalfar-la fins a 59 °C.
Mantenir a aquesta temperatura durant 5 minuts agitant suaument.

5. Refredar rapidament en un bany amb gel i sal, ajustar el pH a 7.1 en fred amb HC1 1M.
A continuaci6é mesurar el volum (volum 2)

6. La solucid es manté entre 0 °C i 4 °C, s’agita manualment mentre s’afegeix lentament
PEGgo00 de manera que la proporcid final sigui 5-6 % (p:v). Un cop dissolt el PEGgggo
s’agita lentament durant 15 minuts a la cambra freda.

7. Repartir el volum en els tubs de centrifuga i deixar reposar durant 10 minuts a la

cambra freda. Centrifugar durant 10 minuts a 6000 rpm (rotor d’angle fix GS-3).
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8. Mesura el volum del sobrenadant resultant(volum 3), i afegir PEGggo fins arribar al
10% agitant lentament. Un cop dissolt tot el PEGggoo s’agita lentament durant 15 minuts
en la cambra freda.

9. Repartir el volum en els tubs de centrifuga i deixar reposar durant 10 minuts a la
cambra freda. Centrifugar durant 10 minuts a 6000rpm (rotor d’angle fixe GS-3).

10. Redissoldre el sediment amb el tampd d’homogeneitzacid (aproximadament 20mL).

11. Centrifugar a 15000 rpm durant 15 minuts, mesurar el volum del sobrenadant (volum
4), enzim util.

12. Afegir glicerol en un 20 % (v/v).

13. Fraccionar la soluci6 final en aliquotes i guardar a — 40 °C.

2.3.2.7.2.- Hidrodlis acida, obtenci6 de Fru-6-P lliure de Fru-2,6-P,

La fructosa utilitzada en I’assaig de la Fru-2,6-P, ha de ser préviament tractada per eliminar
la Fru-2,6-P,, contaminant de les preparacions comercials de Fru-6-P. S’aprofita la gran
labilitat d’aquest compost en medi acid. Es prepara una solucié de Fru-6-P de la
concentracio desitjada, sense ajustar el volum final. Aquesta solucid es portaapH=1.5 -2
mitjangant I’addicié de HCI 1 N i s’escalfa a 30 °C durant 30 minuts. Seguidament es

neutralitza amb NaOH 1 M i s’ajusta el volum final.

2.3.2.7.3.- Dessalat d'enzims

En la valoracid de fructosa 2,6-bisfosfat és necessari un dessalat previ dels enzims utilitzats
per tal d’evitar interferéncies degudes a I’elevat contingut en sulfat amonic que tenen les
suspensions comercials. Per tal de dur a terme el dessalat es realitza una cromatografia de

gel filtracié en Sephadex G-25 fine.

REACTIUS

Preparacié de les columnes: les columnes son xeringues de plastic de 5 ml, a les quals es
tapa ’extrem amb llana de vidre. Al damunt es col-loca el gel préviament hidratat amb
aigua com a minim 24 hores abans. Una vegada els tubs estan plens de gel fins els 5 ml, es

col-loquen en tubs de vidre per poder centrifugar-los sense tacar tot amb ’aigua del gel. Les
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xeringues es van centrifugar aleshores a 3000 rpm durant 2 minuts en la centrifuga JOUAN
CR 1000 proveida de rotor basculant. D’aquesta manera, s’elimina 1’aigua i queda el gel en

estat practicament sec per tal de no diluir posteriorment els enzims.

Preparaci6 dels enzims;
volum de suspensidé comercial es centrifuga a 15000 rpm durant 2 minuts en
centrifuga de Eppendorf, el sediment es resuspén en el mateix volum d’una solucio

amortidora. 1? eliminacio de sals.

Les solucions d’enzims s’apliquen a les columnes (50 pl de mostra/columna), centrifugacio
de les columnes durant 2 minuts a 3000 rpm en la centrifuga JOUAN CR 1000, el

sobrenadant ja és la preparacié enzimatica dessalada.

PROTOCOL

1. Es barreja un volum de solucio G3PDH/TPI amb 4 volums de la solucié d’aldolasa.

2. Es centrifuga a 15000 rpm durant 5 minuts en fred (0 °C - 4 °C).

3. El sediment es resuspen amb tampé Tris-acetat emprat en la valoracié de la Fru-2,6-P,
amb un volum final idéntic a I’inicial.

4. 250 ul de solucié enzimatica en cada columna; es col-loca cada xeringa en un tub de
vidre nou, on es recolliran els eluits de la columna després de la centrifugacié a 3000
rpm durant 5 minuts en fred.

5. S’ajunten els eluits per homogeneitzar les diferéncies.

6. Es fan aliquotes petites de I’enzim concentrat i es congelen a — 20 °C.

7. Per al’assaig de la Fru-2,6-P; diluirem els enzims 1:10.

2.3.2.8.- Glucosa-1,6- P,

FONAMENT
Aquesta determinacié es basa en el métode descrit per Van Schaftingen i1 col. (1982) a

partir d’un extracte basic.
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PGM
Glu-1,6-P, _.l

PGM-P
Glu-1-P > Glu-6-P

G6PDH .
Glu-6-P + NADP » 6-fosfogluconat + NAPDH + H

PGM: FosfoGlucoMutasa / PGM-P: FosfoGlucoMutasa activada per Glu-1,6-P,
G6PDH: Glu-6-P Deshidrogenasa.

La Glu-1,6-P; actua com a cofactor de PGM, catalitzant la transformacié de Glu-1-P a Glu-
6-P. Posteriorment es transformada en 6-fosfogluconat per accié de G6PDH perdent un
hidrogen que és capturat pel NADP passant a ser NADPH. L’espectrefotometre registre un
increment d’absorbancia a 340 nm en el transcurs dels 5 minuts, aquest fet és produit per

I’augment en la concentracio de NADPH.

REATIUS
TrissHCI 80 mM pH 7.4, MgCl, 10 mM, Histidina 64 mM, Glu-1-P (lliure de Glu-1,6-P,) 2 mM

NADP 0.2 mM
G6PDH 350 U/ml, PGM 100 U/ml

PROTOCOL

1. Preparar la mescla de reaccid, amb els segiients reactius a les concentracions finals
indicades: Tris-HCI 40 mM pH 7.4 , MgCl, 10 mM, Histidina 32 mM, Glu-1-P (lliure
de Glu-1,6-P;) 2 mM, NADP 0.1 mM, G6PDH (0,35 U/ml mescla)

2. En una cubeta d’espectrofotometria es col-loquen 350 pl de mescla de reaccié + 7ul de
PGM 1/200 diluida amb BSA 10 mg/ml (0,5 U/ml mescla) i aigua destil-lada (a
determinar en funcié de la quantitat d’estandard o mostra que s’analitzi. Es deixa
temperar a 30 °C durant 3 minuts mentre s’enregistra I’absorbancia a 340 nm. Aixi

s’estableix una linia base.
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3. S’inicia la reaccié afegint una quantitat de Glu-1,6-P, coneguda (estandard) o bé
desconeguda, la mostra. El volum total de 1’assaig és de 0,7 ml. Es determina
I’absorbancia a 340 nm durant 5 minuts.

4. Per calcular la concentracié existent en les mostres, es construeix una recta patrd per

concentracions de Glu-1,6-P; entre 0 nM 1 80 nM.
2.3.2.8.1.- Purificaci6 de Glucosa-1-fosfat

FONAMENT

La purificacié de la Glu-1-P es necessaria perqué en el flascé comercial hi ha Glu-1,6-P;
(contaminant), unida amb Mg, un cofactor de la reaccié de sintesi de Glu-1,6-P;.

La purificacio es realitza a través de 1’aplicacio de cromatografia de bescanvi ionic en una

columna de DOWEX-1x8 en forma clorur.

REACTIUS

NaOH 0.5 M. La resina utilitzada és DOWEX-1x8 en forma clorur. HC1 0.5 M
Columna de vidre de 32x3 ml de VidraFoc.

Bombea peristaltica Isco, col-lector de fraccions Isco.

Espectrefotometre termostatizat (KONTRON)

A) REGENERAR LA RESINA I PREPARAR LA COLUMNA CROMATOGRAFICA
1. Preparar solucié de NaOH 0.5 M necessaria per fer els rentats de la resina.

Per obtenir 20cm de columna cal preparar 200 ml de resina.

Barrejar durant 30°.

Decantar NaOH.

Rentar 2 vegades amb H,O Milli-Q.

Si la resina no s’ha utilitzat mai es repetira el rentat amb NaOH una segona vegada.
Buidar la resina en un Buchner amb paper Whatman 3.

Fer passar H,O Milli-Q fins que el pH de 1’aigua del quitasato sigui < 9.

Y ® N kWD

Preparar HC1 0.5 M per uns 20 volums.
10. Agitar la soluci6 durant 1 hora.

11. Rentar en Buchner amb H,O Milli-Q fins aconseguir pH = 6.
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12. Omplir la columna amb la resina i equilibrar durant 24 hores amb H,O Milli-Q a un

flux de 10 ml/h.

B) PROCES DE PURIFICACIO DE LA GLU-1-P
1. Preparar 30 ml d’una solucio 0.1 M de Glu-1-P i ajustar el pH a 6.0 amb HCI.

2. Aplicar la solucio a la columna de DOWEX una vegada equilibrada a un flux de
10 ml/h.

3. Una vegada ha entrat tota la mostra a la columna aturar el flux i deixar 2 hores en
aquestes condicions (per tal d’augmentar la unio6 dels soluts a la resina)

4. Eluir amb HCl 0.1 M a una velocitat de 10 ml/h i recollir fraccions de 4 ml
(recol‘lector automatic de mostres a un temps de 24 minuts per mostra i amb un temps
suficient per 65 tubs aproximadament 26 hores).

5. Neutralitzar a pH = 7 amb Tris solid.

6. Quantificar la Glu-1-P obtinguda a cadascuna de les fraccions obtingudes.

2.3.3.- Activitats enzimatiques

Conjunt de técniques bioquimiques per tal d’avaluar la concentracié dels enzims. Per dur a
terme aquestes técniques cal mantenir I’enzim en les condicions optimes de funcionament,
en les quals hi intervenen basicament 3 factors: el substrat, cofactors (si s’escau), la

temperatura i el pH del medi on es realitzara la valoracid.

2.3.3.1.- 6-fosfofructo-2-quinasa (PFK-2)

FONAMENT
Meétode utilitzat és de El-Maghrabi i col. (1982) on es descriu 1’extraccioé i semipurificacid
de PFK-2/FBPasa-2 a partir de teixit emprant polietilenglicol (PEG) i la determinacié de

I’activitat especifica de I’isoforma muscular seguint el métode de Bertrand i col (1999).
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L >

PFK-2 .,
Fru-6-P FBPasa- Fru-2,6-P,—— Determinacid

K/

PFK-2: 6-fosfofructo-2-quinasa / FBPasa-2: Fructosa-2,6-bisfosfatasa

REACTIUS

Tampd 10X: TES 200 mM pH a 7.6 amb KOH, DTT 100 mM, EDTA 1 mM.

Tamp6 d'homogeneitzacié: Tampd 10X pH a 7.8 amb KOH, KCI 100 mM, EDTA 5 mM,
EGTA 5 mM. Abans d’aplicar-lo cal afegir PMSF 1,2 mM i Leupeptina 2,5 mg/ml.

Tampd B: Tampd 10X pH a 7.6 amb KOH, KCI 100 mM. Abans d’aplicar-lo cal afegir
PMSF 0,5 mM i Leupeptina 2,5 mg/ml.

PEGgo, 20 % (p:v).

Tampo6 4X: HEPES 200 mM a pH 8.5 amb KOH, KCI1 400 mM, DTT 4 mM, BSA4 mg/ml,
KPi (K2PO4+ KH,PO4 pH7.0) 20 mM, KF 80 mM.

Fru-6-P acidificada: 100 mM, Mg-ATP: 100 mM, DTT: 100 mM.

Tampo per valorar la Fru-2,6-P,produida: apartat 2.3.2.7
2.3.3.1.1.- Semipurificacié amb PEG

PROTOCOL

1. Homogeneitzar aproximadament 1 g de teixit muscular de conill amb 5 volums de
tampd d’homogeneitzacio, seguint el protocol dels extractes neutres amb el Polytron.

2. Centrifugar la soluci6 resultant a 15000 rpm durant 10 minuts, recullint el sobrenadant
(volum 1).

3. S’afegeix PEGgggo al 20 %, fins a representar un 6 % en la soluci¢ final (0,428 ml/ml de
volum 1). Homogeneitzar i deixar reposar durant 30 minuts a 4 °C.

4. Centrifugar la solucidé al 6 % amb PEG durant 30 minuts a 12000 rpm. Recuperar el

sobrenadant (volum 2).

85



CAPITOL 2

S’afegeix PEGgooo al 20 %, fins a representar un 12 % en la solucié final considerant el
PEG afegit anteriorment (1 ml PEG 20%/ml de volum 2). Homogeneitzar i deixar
reposar durant 30 minuts a 4°C.

Centrifugar la solucid al 12 % amb PEG durant 30 minuts a 12000 rpm. Descartar el
sobrenadant i resuspendre el pellet amb tampo B (amb un volum aproximadament la
meitat del pes inicial de la mostra).

La solucid resultant es pot utilitzat pels assaigs d’activitat.

2.3.3.1.2.- Activitat PFK-2

PROTOCOL
1.

Es prepara la mescla de reaccio amb els segiients reactius a les concentracions finals, 50
pl tampd 4X (V4 part del volum final de la reaccid), Mg-ATP 10 mM, Fru-6-P 5 mM i
DTT 1 mM.

En un tub Eppendorf es col-loca aigua destil-lada (108 ul/assaig) i la mostra a analitzar
(10 pl/per assaig). S’ incuba a 30 °C durant 2 minuts.

S’inicia la reaccié en el moment en qué es s’afegeixen 82 ul de mescla/assaig. Incubar
durant 0-2-5-10-15-20 minuts a 30 °C.

Per aturar la reaccio s’afegeixen 200 pl de NaOH 100 mM i es posa la mostra en el bloc
sec a 90 °C durant 10 minuts.

Centrifugar durant 5 minuts a 15000 rpm i descartar el pellet.

Determinar la quantitat de Fru-2,6-P, produida mitjangant la técnica descrita a I’apartat
2.3.2.7

La Fru-2,6-P, produida en funci6 del temps i de la quantitat de proteina total present a
I’assaig proporciona I’activitat de I’enzim PFK-2. La determinacié de la quantitat de

proteina es realitza amb el métode Bradford.
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2.3.3.1.3.- Km per Fru-6-P

La determinaci6 de la Km per Fru 6-P, segueix el mateix protocol que I’activitat PFK-2 pero
en aquest cas la concentraci6 de Fru-6-P varia. Les diferents concentracions emprades son: 0
uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 pM, 25 pM, 50 pM, 75 pM, 100 uM, 500 uM, 1 mM i 5 mM. La

darrera concentracio sera saturant.

2.3.3.1.4.- Km per ATP

La determinacié de la Km per ATP, segueix el mateix protocol que I’activitat PFK-2 pero en
aquest cas la concentracio d’ATP varia. Les diferents concentracions emprades son: 0 mM,

2.5mM, 5 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 500 mM, 1 mM, S mM i 10 mM.

2.3.4.- Quantificaci6 de proteina, Bradford

FONAMENT

La quantificacié de proteines es dur a terme seguint la metodologia proposada per Bradford
(1976) emprant el reactiu Bio-Rad Protein Assay, la base de la qual és el reactiu
“Coomassie Brilliant Blue G-250”. Aquest presenta un maxim d’absorcié a una longitud
d’ona de 465nm, pero en unir-se a una proteina es produeix un canvi en la seva estructura
que provoca una modificacié del patré d’absorcid, passant a ser el maxim d’absorcié a
595nm. Es una técnica espectrofotométrica, concretament s’han utilitzat els

espectrefotometres UVICON 930 i DU640.

REACTIUS
BSA: 2 mg/ml.
Reactiu de Bradford: BioRad Protein Assay®
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PROTOCOL

1. Preparar la dilucié de BSA 30 pg/ml a partir de la 2 mg/ml. Es construeix una recta
patr6 amb BSA de 0 pg/ml — 24 pg/ml en tubs de polipropile. Afegir les mostres a
determinar en altres tubs.

Afegir aigua destil-lada fins a 800 pl i barrejar correctament.

Afegir 200mL del reactiu de Bradford (1/5 part del volum total), barrejar amb el vortex.
Incubar durant 10 minuts a les fosques.

Determinar 1’absorbancia amb I’espectrefotometre a 595 nm.

A

Interpol-lar les absorbancies de les mostres respecte la recta patrd, i considerant la
dilucié aplicada a cada mostra i el volum emprat en [’assaig es pot calcular la

concentracié de proteina.

2.3.5.- Electroforesi

El métode SDS-PAGE fou descrit per Laemmli i col (1970). La separacio de les proteines
per pes molecular es base en sotmetre les proteines (carregades negativament) a un camp
electric 1 fer-les correr a través del gel d’acrilamida. Les proteines es desplacaran a través
del gel cap I’anode (pol positiu), i la seva mobilitat electroforética sera inversament
proporcional al seu pes per molecular. Un cop separades, les proteines seran transferides a

una membrana PVDF, per tal de immunodetectar la proteina que centra el nostre interes.

REACTIUS

Solucié A: acrilamida 30 % (p/v), bis-acrilamida 0,8 % (p/v) en aigua Milli-Q, un cop
preparada la solucid es filtre, es desgasificada i es manté a 4 °C.

Solucié B: Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8) 1 SDS 0.4 % (p/v), es manté a 4 °C.

Solucié C: Tris-HC1 0.5 M (pH 6.8) i SDS 0.4 % (p/v), es manté a 4 °C

Persulfat Amonic (PSA): 10 % (p/v). S’ha de preparar diariament.

TEMED. n-Butanol: saturat amb aigua.

Tampé de Carrega “Loading Buffer” LB 5X: Tris-HCl 62.5 mM, glicerol 40 %, SDS 2 %, B-
mercaptoetanol 5 %, blau de bromofenol 0.025 %. Es col-loca 1 volum de tampo6 5X per

cada 4 volums de mostra.
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Tampd eectrolitic 10X: Tris 250 mM, Glicina 1,92 mM i SDS 1 % diluits en aigua Milli-Q. No
cal ajustar el pH que quedara entre 8.1 i 8.4. Quan s’hagi d’utilitzar el tamp¢ caldra diluir-lo

fins a 1X, llavors les concentracions finals seran; Tris 25 mM, pH 8.1-8.4, Glicina 192 mM,

SDS 0.1 %.

PROTOCOL

1.- Cal preparar els vidres amb 1’ajuda del suport i comprovar que no perd, per tal de fer-ho
s’utilitza aigua, que posteriorment caldra eliminar.

2.- En un vas de precipitats es barregen les solucions A, B i aigua per aconseguir un gel
separador amb 1’acrilamida al 10 %. Un cop ben barrejat es col-loca el TEMED i PSA, es
barreja i rapidament s’evoca entre els vidres. Tot seguit s’evoca n-butanol préviament
saturat d’aigua per tal d’aconseguir un front recte i alhora facilitar la polimeritzacio.

3.- Un cop polimeritzat el gel separador, s’elimina el butanol i es repeteix el procés
anteriorment citat per tal de preparar el gel concentrador, enlloc d’afegir butanol, s’omple
fins a la part superior dels vidres i tot seguit es col-loca la pinta per tal de formar els pous.
Cal anar amb compte per tal d’evitar la formacié de bombolles en els pous, aquest fet podria
alterar el desenvolupament correcte de 1’electroforesi.

4.- Les mostres que s’utilitzen en aquesta técnica, provenen d’extractes neutres de teixit
polveritzats. Un cop determinada la concentracid de proteines que presenta 1’extracte,
emprant el métode Bradford, es prepara la mostre per a 1’electroforesi. Per cada 4 volums de
mostra és necessari un volum de tampd de carrega, es col-loca la mostra en el bloc sec i es
manté durant 5 minuts a 95 °C, en acabar es deixa refredar la solucio i es centrifuga durant 3
minuts a 12000 rpm. Arribats a aquest punt ja tenim la mostra a punt per carregar la
quantitat necessaria.

5.- Un cop els gels estan completament polimeritzats, ja es pot procedir a la carrega de les
mostres. Primer cal treure la pinta i netejar els pous per eliminar les restes d’acrilamida, es
col-loquen els gels en la cubeta d’electroforesi amb el seu suport i s’omple la cubeta amb
tampo electrolitic 1X, fins a cobrir els pous. El volum maxim de carrega en els pous és de 40

ul, si es considera la quantitat de proteina en aquest estudi es carreguen de 20 pg a 100 pg.
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6.- S’inicia I’electroforesi quan es connecta la font d’electroforesi a 100 V fins que el front
hagi arribat al gel separador (aprox. 20 minuts), a partir d’aquest punt s’augmenta el voltatge
fins a 150 V (aprox. 1h).

7.- Quan es considera que ha corregut suficient es para la font i es treuen els gels.

2.3.6.- Western Blot

Aquesta técnica permet en la primera etapa fixar les proteines contingudes en un gel
d’acrilamida al damunt d’un paper de nitrocel-lulosa i en la segona etapa visualitzar una
proteina en particular emprant reaccions d’immunodeteccio, és a dir utilitzant anticossos

especifics.

2.3.6.1.- Transferéncia

La transferéncia és el primer pas del western blot, en aquesta etapa es produeix la
translocacio de les proteines d’un gel (electroforesi) a una membrana de transferéncia.

Aquesta membrana és una superficie porosa sobre la qual es poden fixar proteines,

REATIUS

Tamp6 detransferéncia 10X: Tris 250 mM, Glicina 1,92 M en aigua Milli-Q

Si es prepara el tampd amb les concentracions mencionades la solucid presenta el pH
adequat, entre 8.1-8.4.

Quan s’ha d’utilitzar cal diluir-lo seguint aquestes proporcions:

100 ml tampo de transferéncia 10X + 200 ml Metanol 100% + 700 ml aigua Milli-Q.

Aixi doncs, la solucié final sera de Tris 25 mM, glicina 192 mM i metanol al 20%.

Gel d’acrilamida: un cop acabada 1’electroforesi es separen els vidres i es talla el
concentrador, marcant en la cantonada el marge superior on es troba el carril n°1, fent un
petit tall en diagonal. Cal tractar el gel abans de fer el western-blot, és necessari eliminar el

SDS del gel, només cal submergir el gel en tamp6 de transferéncia durant un minuts.
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Paper “Whatman”: es retallen 8 trossos de paper GB002 (Gel-Blotting-paper) de Schleicher
& Schuell de la mida del gel d’acrilamida, 8.5 cm x 5.5 cm. Submergir-los en tamp6 de
transferéncia.

Membrana Immobilon-P: La Immobilon-P de MILLIPORE és de polyvinylidene fluoride
(PVDF) amb microporus de 0.45 um, adequada quan es treballa amb proteines amb un pes
molecular superior a 10 kDa.

Es retalla la membrana de transferéncia Immobilon-P de la mida del gel d’acrilamida, 8.5
cmx 5.5 cm.

Abans d’utilitzar la membrana de PVDF cal “activar-la”, tractament previ per garantir que
la transferéncia sigui homogenia en tota la membrana:

1.- Submergir la membrana de PVDF en metanol al 100% durant 15 segons.

2.- Transferir la membrana a un recipient amb aigua Milli-Q durant 2 minuts.

3.- Equilibrat la membrana durant almenys 5 minuts amb el tampd de transferéncia.

Equip detransferencia

Consta d’una cubeta, el suport pel “sandwitch” amb pol +/- , dos cassettes on es prepararan
els “sandwitch”, esponges de transferéncia i una font eléctrica (generador del camp

electric).

PROTOCOL
1.- El material i reactius estan preparats i submergits en tampé de transferéncia 1X.

2.- Preparar el “sandwitch” de transferéncia:

Esponja — | ]

<4—— P. Whatman (1 0 2)

Gel —p I

<4—— P. Whatman (1 0 2)

Esponja ——»

PolQ@ Pol @

Tal i com s’observa en I’esquema es prepara el “sandwitch” al damunt del suport que estara
en contacte amb el pol negatiu (catode). A mesura que es van col-locant els diferents
elements cal anar amb molt de compte per evitar que es formin bombolles entre les

diferents capes.
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Precaucio al col-locar el gel i la membrana! La disposici6 dels carrils a la membrana un cop
s’hagi fet la transferéncia hauria de coincidir amb la del gel (per aconseguir-ho disposarem
el gel invertit de manera que quan traiem la membrana del damunt del gel, mantingui la

disposicio dels carrils)

Un cop preparats els “sandwitch”, es col-loquen a la cubeta de transferéncia i s’omple de
tampo6 de transferéncia i s’hi posa un nucli magnétic (per poder agitar el tampo de
transferéncia). Si el protocol de transferéncia es realitza a un elevat voltatge (60 V-100 V)
¢s recomanable afegir algun element refrigerant (recipient amb liquid congelat, aigua o gel
especial).

3.- La transferéncia es realitza a la cambra freda (4 °C) i amb agitacié continua, es pot
seguir qualsevol dels 3 protocols de transferéncia: a 20 V durant tota la nit, a 60 V durant 3
hores 0 a 100 V durant 1 hora, en funcié del moment en el qual es prepara la transferéncia.
4.- Al finalitzar la transferéncia es treu la membrana del “sandwitch” i es poden fer dues
coses amb ella: comencar immediatament el protocol de immunodeteccidé o bé assecar la

membrana i guardar-la per fer en un altre moment la immunodeteccio.

2.3.6.2.- Immunodetecci6

La immunodeteccid és la segona etapa del western-blot, en aquest pas es pretén detectar la
preséncia d’una proteina en concret al damunt de la membrana de transferéncia. Per poder
dur a terme aquesta tasca cal emprar anticossos especifics que reconeguin la proteina a
estudi i utilitzar un sistema de deteccié d’aquests anticossos. En aquesta tesi tots els

sistemes de deteccio es basen en la quimiolumiscencia.

REACTIUS
Tamp6 PBS 10X: tampo fosfat
Tamp6 T-PBS: correspon al tampo PBS diluit fins a 1X amb un 0.1 % de Tween 20.

Llet en pols 0 BSA: els dos elements permeten bloquejar la membrana de PVDF, o sigui
recobrir la membrana amb proteina en aquells 1locs on no s’hi havia transferit res.
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Anticossos Primaris

mPFK2: generat en conill per la detecci6 de PFK-2/FBPasa2 de muscul: obtencié propia
apartat 2.2.4.

IPFK2: generat en cabra per la deteccié de PFK-2/FBPasa2 de fetge: PFK-2 liv (N-13) sc-
10094 de Santa Cruz.

m/l/t PFK2: generat en cabra per la detecci6 de PFK-2/FBPasa2 de muscul, fetge i testicle:
PFK-2 liv (E-16) sc-10096 de Santa Cruz.

hPFK2: generat en conill per a la deteccié de PFK-2/FBPasa2 de cor. Cedit pel Dr. Louis
Hue de la unitat d’estudis hormonals del Christian de Duve Institute of Cellular Pathology,
Université Catholique de Louvain a Brussel-les.

UPFK2: generat en conill per la deteccié de PFK-2/FBPasa2 ubiqua de la qual reconeix
I’epitop MKGSRSSADSSRKH. Cedit pel Dr. Ramon Bartrons, Unitat de Bioquimica del
Departament de Ciéncies Fisiologiques 11, Universitat de Barcelona.

Na'/K*-ATPasa al: generat en cabra per la deteccié de la subunitat ol de la Na'/K'-ATPasa
sc-16041 de Santa Cruz. Amb aquest anticds es pot normalitzar les dades obtingudes amb
la resta d’anticossos perque la preséncia d’aquesta proteina és constitutiva i constant al llarg

de tot el desenvolupament i en les diferents etapes de 1’exercici.

Anticossos Secundaris

Anti-Rabbit+HRP: anticds generat en cabra (170-6515) de Bio-Rad.

Anti-Goat+HRP: anticds generat en burro,sc-2020 de Santa Cruz

Prot A +HRP: la Proteina A té una elevada afinitat pels anticossos aixo fa que pugui utilitzar-

se com a secundari, tot i no ser-ho. 10-1023 de ZYMED Laboratories Inc.

E.C.L.®° western blotting System - Ref. RPN 2109 — Amersham Pharmacia Biotech.
Hyperfilm® E.C.L.® - Ref. RPN 2103K (18 cm x 24 ¢cm) — Amersham Pharmacia Biotech.
Revelador - Ref. G150 ~AGFA.

Fixador - Ref. G350 —~AGFA.
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PROTOCOL
1.- Treure la membrana del sandwitch de transferéncia i submergir-la en T-PBS 1X,
s’elimina el metanol de la membrana de PVDF, podria interferir en la reaccio
d’immunodeteccio
2.- En aquest pas es bloqueja de la membrana per tal d’evitar que els anticossos primari i/0
secundari s’uneixin inespecificament a la membrana, cal recordar que tota la superficie de
la membrana ¢s capa¢ d’enganxar/fixar proteines i en I’electroforesi només algunes zones
han calat proteines. Cal recobrir (bloquejar) les regions que fins ara no presentaven
proteines amb proteines que no siguin reconegudes pels anticossos que s’utilitzaran en
posteriors passos, concretament es pot utilitzar albimina de sérum bovi (BSA) o bé les
proteines que es troben en la llet en pols.
S’incuba durant la membrana amb una solucié de T-PBS 1X + 5% de BSA o llet en pols
durant 1 hora a temperatura ambient amb agitacio o bé durant tota la nit a 4°C sense
agitacio.
3.- Anticos primari

T-PBS1X + 5% llet pots i anticos primari  1/100 (uPFK2, N-13 i mPFK2),

1/200 (E-16)
1/500 (hPFK2)

4.- Eliminar I’excés d’anticos primari. Eliminar els anticossos que no s’hagin unit
especificament a I’antigen emprant rentats amb T-PBS 1X, concretament es fan 2 rentats
rapids amb T-PBS 1X i 3 rentats lents de 10 minuts cadascun amb T-PBS 1X.
5.- Anticos secundari

T-PBS1X + 5% llet pots i qualsevol anticos secundari 1/5000
6.- Eliminar I’excés d’anticos secundari. Eliminar els anticossos que no s’hagin unit
especificament a I’anticos primari emprant rentats amb T-PBS 1X, concretament es fan 2
rentats rapids amb T-PBS 1X i 2 rentats lents de 10 minuts cadascun amb T-PBS 1X i 1
rentat de 10 minuts amb PBS 1X (perque el Tween pot interferir en el procés de revelat).

7.- Reaccio de revelat emprant el meétode de quimioluminiscéncia E.C.L.
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2.3.6.2.1.- Protocol de revelat

1.- Preparar una mescla de les solucions de deteccid 1 1 2 a volums iguals (1:1), per tal de
proporcionar un volum suficient que cobreixi la membrana (el volum requerit 0,125

mL/cm® de membrana).

2.- Treure I’excés de tampo6 PBS de la membrana

3.- Cobrir tota la membrana amb la mescla de deteccid, deixar la solucid durant 1 minut a
temperatura ambient i sense agitacio.

4.- Treure I’excés de mescla de deteccid i col-locar en una bossa de plastic “saran wrap” de
manera que les proteines quedin a la part superior. Un cop la membrana esta en la bossa la
resta del protocol es dura a terme en la cambra fosca.

5.- Col‘locar una pel-licula d’autoradiografia (Hyperfilm ECL) damunt la membrana, tancar
el cassette i exposar durant 30 segons

6.- Es treu la pel-licula del cassette i es col-loca en la primera cubeta de la seqiiéncia de
revelat durant 3-5 minuts amb agitacié continua. En la primera cubeta hi ha el revelador, en
la segona hi ha aigua (bloquejar o aturar el revelat) i en 1’ultima cubeta hi ha el fixador.
Quan s’ha acabat el temps incubacié amb el revelador, es treu ’excés de revelador de la
pellicula i es col-loca a la segona cubeta on es mantindra durant 30 segons amb agitacio
continua. Finalment es col-loca la pellicula en la tercera cubeta durant 5 minuts amb
agitaci6 continua. Es treu la pel-licula del tercer bany, es passa per un bany d’aigua
destil-lada per treure 1’excés de fixador i es deixa assecar.

7.- Un cop s’ha tret el film i aquest segueix la seqiiéncia de banys per tal de fer el revelat, es
col'loca una nova pel-licula al damunt de la membrana, deixant-lo el temps necessari
perque I’exposicid sigui Optima per la quantificacio, és a dir, les bandes que apareguin
puguin ser detectades pel software que s’utilitza (Quantity one) i alhora no quedin
cremades, es considera que una banda esta cremada quan la irradiaci6é rebuda supera el
maxim permes per la pel-licula i per tan no es poden detectar diferéncies.

8.- Es digitalitza la pel-licula emprant un scanner i es treballa amb els Software Quantity
One per avaluar les densitats de les bandes aparegudes. Cada banda correspon a una

proteina en concret, si I’anticos és suficientment especific, només apareixera la banda
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deguda a la proteina que s’estudia, sin6 €s aixi, caldra algun sistema per detectar la banda
que correspongui a la proteina d’estudi, per pes molecular i/o a través d’un estandard

(solucié amb la proteina purificada) col-locat en algun carril de 1’electroforesi.

2.3.7.- Extraccio de IgG dels extractes de conill

Aquesta tecnica surt per tal de solucionar un conflicte. S’ha dissenyat i obtingut un anticos
especific per identificar la isoforma muscular de PFK-2, I’hoste ha estat el conill i per tan
s’hauria d’utilitzar un anticos secundari que reconegués les IgG de conill. Pero el problema
apareix quan s’intenta detectar mPFK-2 en mostres de conill, I’anticos secundari reconeix
les fraccions pesades i lleugeres de les IgG propies de la mostra que s’estudia creant un
soroll de fons molt important que emmascara el possible resultat. Aixi doncs, es va

decantar per eliminar les IgG de les mostres de conill a valorar.

2.3.7.1.- Incubacié amb Proteina A-Agar osa
REATIUS
Tampd diluci6 i conservacio de proteina A-Agarosa: Tris 50 mM pH 7.0, Azida sddica 0.01 %

Proteina A-Agarosa:

PROTOCOL

1. Realitzar un extracte neutre 1:10 amb muscul de conill seguint les indicacions de
I’apartat 2.3.1.1. Quantificar la proteina total present en 1’extracte.

2. Collocar en un tub eppendorf; 250ug de proteina de I’extracte, 200uL de tampo i 25mg
de proteina A-agarosa. Mantenir en un roller a temperatura ambient durant 1 hora.

3. Centrifugar a 5000 rpm durant 5 minuts, descartar el pellet per la posterior regeneracio
de la proteina A-agarosa que en el pas anterior haura quelat les immunoglobulines
presents a I’extracte.

4. Es quantifica la proteina total del sobrenadant i s’utilitza la mostra per la deteccié de
totes aquelles proteines per les quals tenim anticossos primaris generats en conill,

d’aquesta manera el secundari només reconeixera I’anticos primari. Si la concentracid
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de proteina ¢s molt baixa, es pot concentrar la mostra emprant el liofilitzador o altres

sistemes de concentracio.

2.3.7.2.- Regeneracio de la Proteina A-Agarosa

REATIUS

Tampd A: NaCl 3M, Borat sodic(Borax) 50 mM, Glicina 1,5 M a pH 8.9
Tampo A: Glicina 100 mM a pH 3.0

PROTOCOL

El tampd A provoca un salt sali molt fort, permetent desenganxar les proteines unides

inespecificament a [’agarosa. Perd aquest gradent sali tan fort no és suficient per

desenganxar els anticossos, aixi només es neteja la proteina A-agarosa de les proteines

foranies.

1. Barrejar 1ml de tampo6 A per cada 100 pl de proteina A

2. Centrifugar 10 minuts a 13000 rpm, descartar el sobrenadant.

3. Repetir I’operacio 2 o 3 cops. A mesura que es fan rentats s’analitza 1’absorbancia del
sobrenadant descartat a 280 nm, el sobrenadant descartat a cada rentat presentara menys

proteines i per tan una menor absorbancia.

El tampdé B presenta un pH de 3, el qual permet desenganxar les immunoglobulines que

estan unides a la proteina A, quedant aixi totalment neta la solucié proteina A-agarosa:

1. Barrejar 1ml de tamp6 B per cada 100ul de proteina A

2. Centrifugar 10 minuts a 13000 rpm, descarta el sobrenadant.

3. Repetir I'operacio 2 o 3 cops. A mesura que es fan rentats s’analitza 1’absorbancia del
sobrenadant descartat a 280 nm, el sobrenadant descartat a cada rentat presentara menys
proteines i per tan una menor absorbancia.

4. Un cop finalitzat el protocol de purificacié de la proteina A-Agarosa, cal deixar-la en un
medi que eviti la seva degradacio, concretament una solucié amb Tris 50 mM pH 7.0 i

azida sodica al 0.01 %.
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2.4.- PROCEDIMENTS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Per tal d’analitzar els nivells d’expressio de determinats gens en els teixits i organs a estudi,
cal emprar tot un seguit de técniques que permeten extreure RNA missatger, analitzar 1’estat
d’aquest RNA, obtenir cDNA i quantificar la preséncia d’aquest missatger al llarg del
desenvolupament d’un teixit o si es modifica la seva proporcid en un protocol

d’electroestimulacio.

2.4.1.- Extracci6 de RNA

Aquesta teécnica permet obtenir RNA a partir de diferents teixits i organs dels animals

d’experimentacié emprats pels diferents estudis.

REACTIUS

TriPure, Cloroform, Isopropanol 99 %, Etanol 75 % 1 aigua estéril.

PROTOCOL

Per tal d’obtenir RNA de les mostres d’estudi s’ha dut a terme el protocol que inclou el
reactiu TriPure Isolation de Roche, seguint els segiients passos;

1.- Pesar la mostra de la qual es vol extreure el RNA, concretament sera teixit pulveritzat
que es troba en N, liquid. Deixar en gel uns segons i afegir ImL del reactiu TriPure per cada
100 mg de teixit. Barrejar amb vortex.

2.- Homogeneitzar la mostra amb el Polytron durant 30s comengant a minima velocitat i
incrementar-la fins al maxim. Netejar el polytron (veure el protocol)

3.- Eliminar les membranes i teixit connectiu que no s’hagi disgregat amb una centrifugacio
a 12000 rpm durant 10 minuts.

4.- Deixar ’homogenat durant 5 minuts a temperatura ambient.

5.- Afegir 0,2 ml de cloroform per cada mil-lilitre de TriPure. Tapar, barrejar vigorosament i
deixar a temperatura ambient durant 5 minuts.

6.- Centrifugar la mostra a 12000 rpm durant 15 minuts a 4 °C
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7.- Recuperar la fase superior en un tub nou (fase aquosa) sense tocar la interfase (on es
troben les proteines i el DNA) ni agafar liquid de la part inferior (fase organica,
fenol/cloroform). Afegir a la fase aquosa recuperada el mateix volum de cloroform i repetir
des del pas 4. Repetir el punt 6 per augmentar la puresa de la mostra de RNA.

8.- Amb la fase superior neta es precipita el RNA, afegint 0,5 volums inicials d’isopropanol
al 99 %. Barrejar correctament.

9.- Deixar reposar durant 5-10 minuts la mescla a temperatura ambient. Aquest pas és
opcional (permet augmentar el rendiment de RNA, pero disminueix la puresa final).

10.- Centrifugar a 12000 g durant 8 minuts a 4°C.

11.- S’obté un precipitat o pellet al fons del tub. S’elimina el sobrenadant i es barreja el
pellet amb etanol 75 % (1 ml d’etanol per cada 1 ml de TriPure emprat al principi).
Transferir a tubs de microcentrifuga.

12.- Centrifugar la mescla a 7500 g durant 5 minuts a 4 °C. Si el pellet no queda suficient
compacte o sura en el liquid, augmentar la velocitat de centrifugacié a 12000 g.

13.- Eliminar el sobrenadant i assecar el pellet a I’aire. (no assecar al buit perque es podria
assecar massa fet que dificultaria molt la resuspensio.

14.- Redissoldre el pellet de RNA en 50 ul d’aigua esteril.

15.- Valorar la concentracidé de RNA i la qualitat.

16.- Guardar a -80 °C per un posterior analisi.
2.4.1.1.- Netgjadel Polytron
REACTIUS

Etanol 99 %, NaOH 1 M, Tiocianat de Guanidina 4 M

A.- Neteja del Polytron abans de la primera utilitzacid i1 entre cadascuna de les mostres

Cada pas es realitzara seguint les segiients indicacions: el Polytron es connectara a la
velocitat maxima durant 10 segons mentre es manté submergit en 5 ml de cadascuna de les
segtients solucions (preparades diariament).

1.- Aigua (netejar les fulles del Polytron de les restes de teixit)

2.- Etanol al 99 %

3.- Aigua
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4.- NaOH 1 M, que permetra eliminar totes les traces de RNA que poguessin haver.

5.- 3 rentats amb aigua per eliminar NaOH.

6.- Tiocianat de Guanidina 4 M, desnaturalitza les proteines, sobretot per eliminar les
RNases (responsables de la degradacio de RNA)

B.- Neteja del Polytron després de 1’ultima mostra del dia

Cada pas es realitzara seguint les segiients indicacions: el Polytron es connectara a la
velocitat maxima durant 10 segons mentre es manté submergit en 5 ml de cadascuna de les
segiients solucions (preparades diariament).

1.- Aigua (netejar les fulles del Polytron de les restes de teixit)

2.- Etanol al 99 %

3.- Aigua

2.4.1.2.- Quantificacié de RNA

La valoracio del la concentracio de RNA es fa a través de la determinacid de 1’absorbancia
de la soluci6 obtinguda a 260 nm. Concretament es prepara en una cubeta de quars 1 ml
d’aigua esteril 1 una quantitat de mostra de RNA (5 pl). Finalment sabent que cada unitat de

densitat optica (UDO) equival a 40 g RNA/ml es pot calcular la concentracio de RNA.

2.4.1.3.- Avaluacié dela qualitat de RNA

La comprovaci6 de la qualitat de RNA es fa seguint dos técniques diferents.

A) Puresa de I’RNA segons 1’absorbancia

1. En una cubeta de quars es col-loca 1 ml d’aigua estéril amb 5 pl solucié de RNA.
2. S’analitzen dues longituds d’ona, 260 nm (RNA) i 280 nm (proteina), i a continuacid
es fa el quocient entre ambdues, Ajg0/Azso.
Es considera que el RNA és de bona qualitat o pur quan presenta un quocient entre 1,6 i 2,0.
Treballar amb RNA de qualitat o puresa inferior pot presentar problemes en les técniques

posteriors.
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B) Gel d’agarosa per RNA

En DP’apartat 2.3.5 s’ha explicat el funcionament de I’electroforesi, en aquest cas enlloc
d’acrilamida, els suport o matriu per on han de passar les particules que volem diferenciar
(fragments de DNA) és agarosa. Tal i com passava amb 1’acrilamida, el percentatge
d’agarosa determina el tipus de seqiiéncies que es poden identificar i diferenciar. Totes les
seqiiencies de nucleotids presenten carrega negativa i en aplicar un corrent eléctric a través
gel les seqiiencies de DNA es desplagaran cap a 1’anode (pol positiu), quan major sigui la
seqiiéncia més dificultat presentara al pas a través de la matriu d’agarosa i per tan el seu

desplagament sera menor.

REACTIUS

MOPS 10X, 41,8 g MOPS en 800 ml d’aigua s’ajusta el pH a 7 amb NaOH, s’afegeixen 16.3
ml d’acetat sodic 3 M 120 ml EDTA 0,5 M. Completar amb aigua fins a un litre.

Tampo de carrega (Loading buffer) per RNA, 5 ml MOPS 10X, 8.75 ml formaldehid 37 %, 25
ml formamide, 25 pl EDTA, 25 mg blau de bromofenol, 25 mg cian de xile, 5 ml glicerol i 5
ml d’aigua, 100 pl de bromur d’etidi 10 mg/ml.

Gel 1,2% d’agarosa; 40 ml d’aigua i 0,6 g d’agarosa es col-loquen en un erlenmeyer en un

microones fins que I’agarosa es dissolgui completament, refredar lleugerament i afegir SmL

de MOPS 10X i 5 ml de formaldehid 37 %.

PROTOCOL

1. Preparar les mostres amb el tampd de carrega, 1ul mostra : Sul tampd de carrega, es
col-loca al bloc sec durant 5 minuts a 70 °C.

2. Carregar les mostres al gel d’agarosa.

3. Connectar la cubeta d’electroforesi a la font eléctrica durant 45 minuts a 75V.

4. Mirar el gel amb un transil-luminador que emet llum ultravioleta (UV). El bromur d’etidi
del tamp6 de carrega s’haura intercalat a I’RNA i al ser irradiat amb llum UV emet llum.

Donant com a resultat el que s’aprecia a la figura 2.4.1.
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MFR MRA CR MC MC2

Figura 2.4.1: Ge d'agarosa per detectar

RNA. S’aprecia I’extraccié de RNA realitzat

a diferents mostres: Muscul de fetus de rata

(MFR), Muscul de rata adulta (MAR), Cor

de rata adulta (CRA), Muscul de conill

« 288} RNA control (MC), Muscul de conill

electroestimulat (MC2). Apareixen diverses

bandes corresponents a RNA ribosomic, 28S

(4.7 kb), 18S (1.9 kb), aixi com una que

compren 4S-5S (0.10 a 0.15 kb) que conté

+—48-58 una mescla de RNA de transferéncia i RNA
ribosomic 58.

<+« 18S

2.4.2.- Obtenci6 de cDNA, retrotranscripcio

Per poder seguir treballant cal transformar I’'RNA present a les mostres en cDNA, aquest
procés s’anomena retrotranscripciod, dut a terme per una transcriptasa inversa, enzim produit
per alguns virus, els altrament dits “retrovirus”, aquest enzim realitza la mateixa accid que la

DNA polimerasa I pero utilitzant com a motlle RNA.

REACTIUS
RNA
Random primers3 mg/ml, Tampd5X,DTT 0.1 M, dNTP 10 mM

PROTOCOL

El volum final de 1’assaig €s de 20 ul, on hi ha d’haver entre 50 ng i 250 ng de Random
Primers, 2 pg de RNA, tampé 1X, DTT 10 mM, mix de dNTP 0,5 nM.

1.- Preparar una mescla amb; Random Primers (50 ng -250 ng), soluci6 de RNA (2 pg) i
aigua esteril fins arribar a un volum final de 12 pl.

2.- Incubar a 70 °C durant 10 minuts. Col-locar immediatament en gel mentre s’afegeixen
els segilients elements.

3.- Afegir Tampd 5X, DTT (0,1 M) i mix de dNTP (10 nM).

4.- Incubar a 25 °C durant 10 minuts i a continuacié a 42 °C durant 2 minuts.

5.- Afegir 1 pl de transcriptasa inversa (Superscripll RT, Invitrogen).

6.- Incubar a 42 °C durant 50 minuts.
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7.- Incubar a 70 °C durant 15 minuts.

8.- Mantenir a 4 °C. Determinar la puresa i la concentraci6é del cDNA obtingut.

Un cop finalitzat el protocol de retrotranscripcid, cal verificar el bon estat del producte
resultant. Utilitzarem la reaccié en cadena de la polimerasa o PCR, obtenint d’aquesta

técnica un fragment de DNA amplificat que podra ser visualitzat en un gel d’agarosa.

2.4.3.- Reaccio6 en cadena de la polimerasa, PCR

Aquesta técnica permet augmentar el nombre de copies d’una seqiiencia de DNA. Per dur-la
a terme cal la preséncia de DNA motlle (cDNA obtingut en l’etapa anterior), 2
oligonucleotids encebadors (primers) i DNA polimerasa. Com el nom de la técnica indica,
es tracta d’un seguit de reaccions de la polimerasa encadenades, per aconseguir-ho s’ha
dissenyat un aparell que permet que es produeixi la reaccidé de la polimerasa de manera
seqiiencial i continua, el termociclador. Per emprar sempre el mateix enzim s’utilitza una
polimerasa estable a la calor, Tag-polimerasa (polimerasa del bacteri Thermus aquaticus,

arquibacteri que viu en condicions extremes, temperatures molt elevades)

REACTIUS

cDNA motlle, obtingut després de I’extraccié de RNA i la retrotranscripcio.

Tamp6 10X, MgCl, 50 mM, dNTP 10 uM.

EcoTaq, TagPolimerasa de la casa comercial Ecogen.

Oligonucledtids encebadors, tan el Forward com el Reverse Primers a 20 uM, els

oligonucleotids emprats apareixen a la taula 2.4.1.
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Gen Primer Seqiiencia Tm | Amplico
beta-Actina ACTFOR | CCGTGAAAAGATGACCCAGATC | 62,67
NM_031144 701 pb

Rattus Novergicus | ACTREV GTGAGGCCAGGATAGAGCCA 64,5

Glucogen Sintasa|  GSFOR GCCCACGTCTTCACTACCGT 64,5
muscular (mGS) 302 pb

AF017114 GSREV AGGTAGTTGAGCCGAGCCAAG | 64,52

Oryctolagus cuniculus

Taula 2.4.1: Oligonucledtids encebadors per la PCR de comprovacio. Apareix el gen constitutiu que
s’amplificara, en el cas de les mostres de rata b-atina, mentre que en conill s’utilitza un altre gen, Glucogen
sintasa muscular (mGS). El nom dels primers emprats on FOR indica forward primer i REV reverse primer.
Tm, temperatura de melting, I’amplicé és la longitud de la seqiiéncia amplificada en parells de bases (pb).

PROTOCOL
1. Preparar en microtubs Eppendorf la segiient reaccio amb volum final de 100 pl i
concentracions, 750 ng/ml cDNA motlle, tampd 1X, MgCl, 1.5 mM, 0.2 uM dNTP, 0.4
uM oligonucleotid - Forward Primer, 0.4 uM oligonucleotid - Reverse Primer, aigua
esteril fins a 99 pl. Finalment 1 pl de EcoTaq. Si el termociclador no presenta placa
calefactora a la part superior, cal afegir oli mineral per evitar 1’evaporacio de la mescla
de reaccid.
2. Iniciar el protocol de PCR amb el termociclador,
PAS 1 —94 °C durant 1 minut (desnaturalitzacié del cDNA).
PAS 2 — 94 °C durant 1 minut (desnaturalitzacié del cDNA).
PAS 3 — 58 °C durant 1 minut, etapa d’annealing (moment en el qual els
oligonucleotids encebadors reconeixen les regions complementaries) i extensio.
PAS 4 — 72 °C durant 1 minut, reacci6 de la polimerasa o elongacio.
PAS 5 - Repetir 29 vegades a partir del segon pas (PAS 2).
PAS 6 — 72 °C durant 10 minuts, elongaci6 final.
PAS 7- Finalitzar la reaccié de PCR.
La temperatura d’annealing (PAS 3) depéen de la seqiiéncia dels oligonucleotids encebadors.
Ha de ser lleugerament inferior a la temperatura de Melting (Tm) temperatura a partir de la
qual els primers es desenganxen del motlle.

3. Un cop finalitzada la PCR les mostres es guarden a 4 °C.
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2.4.3.1.- Electroforesi en gel d’agarosa per DNA

En Dl’apartat 2.3.5 s’ha explicat el funcionament de I’electroforesi, en aquest cas enlloc
d’acrilamida, els suport o matriu per on han de passar les particules que volem diferenciar
(fragments de DNA) és agarosa. Tal i com passava amb 1’acrilamida, el percentatge
d’agarosa determina el tipus de seqiiéncies que es poden identificar i diferenciar. Totes les
seqiiencies de nucleotids presenten carrega negativa i en aplicar un corrent eléctric a través
d’aquest gel les seqiiencies de DNA es desplagaran cap a 1’anode (pol positiu), quan major
sigui la seqiiéncia més dificultat presentara al pas a través de la matriu d’agarosa i per tan el

seu desplagament sera menor.

REACTIUS
TAE 50X

Aquest reactiu es prepara amb Tris a una concentracio 2 M, acid acetic glacial per ajustar el
pH a 8.51 EDTA a 100 mM. Quan s’ha d’utiltizar el tampo TAE, es dilueix 50 vegades el
que s’ha preparat per treballar amb TAE 1X: Tris-acetat 40 mM i EDTA 2 mM.

Gel d'agarosa

El gel d’agarosa es prepara amb TAE1X i agarosa al 1 %-2 %, el percentatge d’agarosa
determina el tipus de fragments de DNA que es poden diferenciar més clarament, a major
percentatge, es dificulta el pas de les seqiiéncies més grans i les menors es desplacen més a
poc a poc, per tan les podem diferenciar clarament. Mentre que amb percentatges baixos es
visualitzen les seqiiéncies grans i les petites practicament desapareixen del gel amb molt poc
temps.

S’escalfa el tampo TAE 1X amb 1’agarosa en el microones per facilitar la seva dissolucio,
quan esta completament dissolta, es refreda la solucié fins a 50°C aproximadament, moment
en el qual s’afegira el bromur d’etidi. A continuaci6 es col-loca la mescla en el recipient o
cubeta on hi ha una “pinta” estructura que permet la formacié dels pous. Un cop s’ha

refredat i per tan solidificat el gel, es treu la pinta i ja es poden carregar les mostres.

L oading Buffer 6X
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PROTOCOL

1.- Preparaci6 de les mostres: 10 pl de mostra + 2 pl de Loading Buffer 6X
2.- Carregar les mostres als pous del gel d’agarosa.

3.- Connectar I’electroforesi a 75 V durant 30-45 minuts.

4.- Observar amb el transil-luminador. Fotografiar.

A) Muscul Cor

+ -XIVF 54 A F 5d A

Figura 2.4.2: Gel d’ agarosa per DNA. A) Deteccio
+ - VI ¢ C E E4D del fragment de 701pb de B-actina en mostres de cor
i muiscul de rata en diferents estadis de
desenvolupament (F; fetus de 19 dies, 5d; neonat de
5 dies, A; adult).

B: Deteccid del fragment de 302pb de Glucogen
Sintasa muscular en mostres de muascul de conill, on
C; muscul en repés, E; muscul electroestimulat,
E+D; muscul estimulat i descansat.

+: Control de PCR amb una mostra ja contrastada.

-: Control per verificar que no hi ha contaminacions,
la mostra ha estat substituida per aigua. esteril.
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2.4.4.- Sequenciaci6é parcial del mRNA/cDNA del gens Pfkfbl (isoformes
hepatica i muscular), Pfkfb2 i Pfkfb4 de conill

Després de consultar les bases de dades que contenen les seqiieéncies dels mRNA 1 el
genoma dels diferents gens i espécies, es va arribar a la conclusidé que caldria obtenir
almenys alguna porcid dels gens Pfkfbl i Pfkfb2 de conill per tal de poder analitzar el patro
d’expressio d’aquests gens. Concretament cal con¢ixer una regi6 del mRNA que contingui
la unio6 entre 2 exons (s’elimina la possibilitat que 1’assaig detecti DNA genomic el qual no
proporcionaria informacié sobre [’expressio), aquesta regid ha de ser suficientment
especifica per no cometre errors a 1’hora de dur a terme les quantificacions dels assaig

d’expressio.

2.4.4.1.- Disseny dels oligonucledtids per la sequenciacio

Al coneixer les seqiiencies dels gens en altres espécies, rata, ratoli i huma, s’ha determinat
alguna regio que es conservi entre les 3 espécies, per cadascun dels gens. Tot i no tenir la
certesa de que s’obtinguin resultats, s’han dissenyat diversos oligonucleotids encebadors per

tal veure si s’aconseguia amplificar la regio desitjada.

Les isoformes muscular i hepatica es generen per un splicing alternatiu del gen Pfkffbl. La
diferéncia es dona en el primer exd, mentre la isoforma muscular presenta 1M, 1’hepatica
presenta 1L, els exons posteriors del 2 fins al 14 son comuns. En I’esquema (Fig. 2.4.3) es
mostra la disposicié dels oligonucleotids encebadors sobre les seqiiencies de mRNA/cDNA
de les isoformes muscular i hepatica mentre que en la taula 2.4.2 es mostren els

oligonucleotids emprats.
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ME4

>
> «'Eh
Pfkfb1
X 15579 |  iar
- N _
~— ~
Exo1 Exons 2- 14
A _A—
— ~ ~
LF1 LF2 LF3 REV1 REV2 REV3
> > “ €« .
NM 012621 s ' heptica

Figura 2.4.3: Esquema de la disposici6 dels oligonucleotids encebador s sobre les seqiiencies de cDNA de
les isoformes muscular i hepatica del gen Pfkfbl. En color la regié codificant de 1’ex6 1 d’ambdues
isoformes.

X15579 NM 012621
Primer %GC Tm Sequiéncia oligonucledtid
Inici Final Inici Final
MF1 41 58 - - 61,1 62,2 ACCCACCGGACCTGCTTT
MF2 82 103 - - 40,9 58,9 CCATTGGAAAATTAGCGATGGA
MF3 96 118 - - 435 61,0 GCGATGGAAGAAAAAGCCTCTAA
MF4 99 116 - - 38,9 53,1 ATGGAAGAAAAAGCCTCT
LF1 - - 203 223 50,0 60,9 ATGTCTCVAGAGATGGGAGAR
LF2 - - 221 237 529 57,2 GARCTCACYCAAACCAG
LF3 - - 243 263 45,0 58,4 AGAAGATCTGGATTCCACAC

REV1 189 166 362 339 54,2 66,3 CTCGAGCTGGTAAACCCACCATGA
REV2 250 230 423 403 42,9 58,7 TTAGTTGGTGTTCCTATCCAG
REV3 289 268 462 441 54,5 64,5 CTCACTGCCTCTCGTCGATACT

Taula 2.4.2: Relaci6 dels primers emprats en la seqiienciacio de les isoformes muscular i hepatica del gen
Pfkfbl. Per les divergéncies entre espécie i evitar aixi que els primers no servissin, s’ha optat per construir
combinacions de seqiiéncies que presentin les modificacions identificades entre les espécies analitzades (rata,
ratoli i huma) essent V:A/C/G, R:A/G 1 Y:C/T.

Els assaigs amb els parells d’oligonucleotids encebadors sobre les seqiiéncies conegudes de
rata, ratoli i huma proporcionen seqiiéncies amplificades de les longituds en parells de bases
(pb) que apareixen en la taula 2.4.3, per tan quan es realitzi 1’assaig amb ¢cDNA de conill

caldra esperar fragments de la mateixa grandaria.
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Pfkfb1 de muscul Pfkfbl defetge
MF1 MF2 MF3 MF4 LF1 LF2 LF3
REV1 | 149pb | 108 pb 94 pb 91 pb 160pb | 142pb | 120pb
REV2 | 210pb | 169pb | 155pb | 152pb 221pb | 203pb | 181pb
REV3 | 249pb | 208pb | 194pb | 191pb 260pb | 242pb | 220pb

Taula 2.4.3: Combinacio de forward i reverse primers per cadascuna de les isoformes del gen Pfkfb1 que
cal segiienciar.

Després de realitzar les proves pertinents, s’ha arribat a la conclusié que els millors parells
de primers per dur a terme la seqiienciacio son:

- Per la regio del gen Pfkfbl que codifica per I’ex6 1 de la isoforma muscular: MF1-REV2.

- Mentre que per la porcid del gen Pfkfb1l que genera la isoforma hepatica: LF1-REV2.

Per seqiienciar el cDNA que codifica per la isoforma cardiaca de I’enzim PFK-2, s’ha seguit
una estrategia semblant, a I’anteriorment descrita. Utilitzant les seqiiéncies que codifiquen
per aquesta isoforma en rata, ratoli i huma, s’han determinat algunes regions altament
conservades, precisament en aquestes s’han dissenyat els forward i reverse primers, tal i
com es mostra en la figura 2.4.4. En la taula 2.4.4 hi ha les ubicacions i les seqiiéncies de

tots els primers utilitzats.

F491 F600 F685 R1387 R1604 R1635 R1662
> > > “ “« G €

NM 080477 —| |— Pfkfb2

Figura 2.4.4: Esquema de la disposici6 dels oligonucledtids encebador s sobre les segliéncies de cDNA del
gen Pfkfb2. El requadre indica la porcié de cDNA que es tradueix generat la isoforma cardiaca de I’enzim
PFK-2/FBPasa-2
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Primer

F491

F600

F685
F1370
R1387
R1604
R1635
R1662

NM 080477
Inici Final
491 511
600 621
685 706
1370 1387
1387 1370
1604 1583
1635 1616
1662 1645

%GC

47,6
50,0
50,0
58,3
58,3
50,0
47,5
69,4

Tm Seqiiéncia oligonucleotid

CYATGAAGATCCGCAAACAGT
GGAGAGGAGGGACATGATTTTG
GTCATTGCTGCCAATATTCTGG
ACCAGGCTGTCATGCRCT
AGYGCATGACAGCCTGGT
GGCGTAAAGCTGTTCCTTCTCA
TGGACGCCTTATTGTRTTCG
GGGYCGGCTCCCAACACT

Taula 2.4.4: Relaci6 dels primers emprats en la sequienciacio del gen Pfkfb2 de conill. S’ha emprat com a
seqiiéncia base la NM080477 que correspon al cDNA de la isoforma cardiaca de rata. Per les divergéncies
entre especie 1 evitar aixi que els primers no servissin, s’ha optat per construir combinacions de seqiiéncies que
presentin les modificacions identificades entre les especies analitzades (rata, ratoli i huma) essent, R:A/G i

Y:C/T.

Els assaigs amb els parells d’oligonucleotids encebadors sobre les seqiiéncies conegudes de

rata, ratoli 1 huma proporcionen seqiiencies amplificades amb les longituds que apareixen a

la taula 2.4.5.

Pfkfb2_Rata/Ratoli/Home

F491 F600 F685 | F1370
R1387 | 897pb | 788pb | 703 pb

R1604 | 1114pb | 1005pb | 920pb | 235pb
R1635 | 1145pb | 1036pb | 951 pb | 266 pb
R1662 | 1172pb | 1063pb | 978 pb | 293 pb

Taula 2.4.5: Combinacio deforward i reverse primers pel gen Pfkfb2 a seqiienciar.

Després de realitzar les proves pertinents, s’ha arribat a la conclusi6 que els millors parells

de primers per dur a terme la seqiienciacié son: F491 i R1387.
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Per seqiienciar el cDNA que codifica per la isoforma de testicle de I’enzim PFK-2, s’ha
seguit I’estratégia anteriorment descrita. Un cop determinades les regions conservades en
rata, ratoli i huma s’han dissenyat els forward i reverse primers, tal i com es mostra en la
figura 2.4.5. En la taula 2.4.6 hi ha les ubicacions i les seqiiéncies de tots els primers

utilitzats.

F531 F602 R1012 R1344

NM 019333 —| |— Pfkfb4

Figura 2.4.5;: Esquema de la disposici6 dels oligonucledtids encebador s sobr e les segliencies de cDNA del
gen Pfkfb4. El requadre indica la porcié de cDNA que es tradueix generat la isoforma de testicle de I’enzim
PFK-2/FBPasa-2.

NM 019333
Primer %GC Tm Sequiéncia oligonucleotid
Inici Final
F531 531 550 55 60 CTGCCAACATCGTGCAAGTG
F602 602 621 50 58 GACTTCATGAGGCGCATTGA
F992 992 1012 57 58 CAGTGGAAGGTCCTCAACGAG
R1012 1012 992 57 58 CTCGTTGAGGACCTTCCACTG

R1344 1344 1319 42 59 AGGAATATGGACTCCACTTTACAACC

Taula 2.4.6: Relacié dels primers emprats en la seqiienciacio del gen Pfkfb4 de conill. S’ha emprat com a
seqiiéncia base la NM019333 que correspon al cDNA de la isoforma de testicle de rata. Per les divergencies
entre espécie i evitar aixi que els primers no servissin, s’ha optat per construir combinacions de seqiiéncies que
presentin les modificacions identificades entre les especies analitzades (rata, ratoli i huma) essent.

Els assaigs amb els parells d’oligonucleotids encebadors sobre les seqiiéncies conegudes de
rata, ratoli i huma proporcionen seqiiéncies amb les longituds que apareixen a la segiient

taula.

Pfkfb4 Rata/Ratoli/Home
F531 F602 F992
R 1012 482 pb 411 pb
R1344 814 pb 743 pb 353 pb

Taula 2.4.7: Combinaci6 deforward i reverse primers pel gen Pfkfb4 a seqiienciar.
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Després de realitzar les proves pertinents, s’ha arribat a la conclusié que els millors parells

de primersper dur a terme la seqiienciacio son: F602 i R1344.
2.4.4.2.- Producci6 del fragment de DNA a seqiienciar

Quan ja s’han concretat tots els parells de primers adequats per a la seqiienciacio es realitza
un assaig de PCR (apartat 2.4.3) amb una temperatura d’annealing suficientment restringent
com per generar només 1 tnic fragment amplificat. Un cop acabada la PCR es preparen 2
gels d’agarosa al 2%; en el primer es verifica que només hi ha un fragment amplificat de
DNA de la grandaria desitjada, carregant 2 ul de producte de PCR producte s’aplicara
corrent eléctric durant 45 minuts a 90 V per aconseguir aillar correctament el fragment
amplificat (Fig. 2.4.6). Si el resultat del primer gel és satisfactori, farem la segona
electroforesi en gel d’agarosa amb 50 pl del producte de PCR. El segiient pas sera extreure
el fragment de DNA del gel d’agarosa, pas indispensable per realitzar el protocol de

seqiienciacio de DNA.

C v D xiv g

743 pb
<397 pb
221 pb

Figura 2.4.6: Gels d’agarosa per comprovar la PCR preévia a la seqlienciacio. En els gels A, B i D s’ha
carregat el marcador de pes molecular XIV de Roche mentre que en el gel C hi ha el marcador VIII. En el gel A
s’hi observen els fragments amplificats pels primers MF1-REV1 amb ¢cDNA de muscul de rata (1) i de muscul
de conill (2). Pels primers MF1_REV2 amb c¢cDNA de rata (3) i de conill (4). Al gel B els primers LF1-REV2
(3) sobre un motlle de cDNA de fetge de conill. En el gel C s’ulilitza el parell de primers F491-R1387 sobre
diferents motlles de cDNA, cor i muscul de conill als carrils 6 i 7 respectivament. En el gel D s’hi observa el
producte de PCR generat pels primers F602-R1344 amb el cDNA de testicle de conill com a motlle (8).

A Xvi

210 pb

149 pb

2.4.3.3.- Extraccio d’un fragment de DNA d’'un gel d’agar osa

REACTIUS
Sistema d’extraccio de Quiagen, QIAquick Gel Extraction Kit. Isopropanal al 99 %.
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PROTOCOL

1. Retallar amb un bisturi la porcié de gel d’agarosa que conté el fragment de DNA que es
pretén purificar. Col-locar en un tub Eppendorf i pesar el fragment d’agarosa.

2. Afegir 3 volums (p:v) del tamp6 QG. Incubar a 50 °C durant un minim de 10 minuts o
fins que es dissolgui I’agarosa, agitant la soluci6 cada 2-3 minuts.

3. Afegir un volum d’isopropanol a la mostra i barrejar.

4. Passar la soluci6 a través de la columna QIAquick aplicant el sistema de buit QIA, aixi
s’uneix el DNA a la membrana de la columna.

5. Afegir a la columna 0.5 ml de tamp6 QG i aplicar novament el sistema de buit.

6. Afegir 0.75 ml de tampd PE, deixar el tampd en contacte amb la membrana de la
columna durant 5 minuts i a continuacié aplicar el buit.

7. Collocar la columna en un tub Eppendorf net i centrifugar durant 1 minuts a 13000
rpm. Eliminar ’etanol residual que dificultaria la resuspensié del DNA.

8. Col'locar la columna en un nou tub Eppendorf, afegir a la columna el tamp6 d’elucio
EB, incubar durant 1 minut.

9. Eluir el DNA a través d’una centrifugacié d’1 minut a 13000 g.

10. Per verificar la puresa i quantificar el producte, es prepara un gel d’agarosa al 2 %, s’hi
col-loquen les mostres i un marcador de pes molecular (Figura ....).

11. Finalment guardar la solucié de DNA a -20 °C.

1 XIV 2

e

e 897 pb
TP 743 pb

210 pb—p 221 pb

ik

Figura 2.4.7: Gels d’agarosa on es mostra € producte de PCR un cop ha estat purificat del gel
d’agarosa. El marcador de pes molecular dels 3 gels és el MWM XIV de Roche. Al gel A s’hi observen els
fragment amplificat pel parell de primers MF1-REV2 (1) i LF1-REV2 (2). El parell de primers F491 - R1387
generen el fragment del gel B. En el gel C s’hi observa el producte amplificat pels primers F602 i R1344.
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2.4.4.4.- Sequenciacio dels fragments de DNA

REACTIUS

Sistema de seqiienciacio de Applied Biosystems, BigDye® Terminator v3.1 Clycle
Sequencing Kit

Oligonucleotids encebadors: MF1, LF1, REV2, F491, R1387, F602 i R1344 2 uM

PROTOCOL

A) PCR de seqiienciacio:

A cada microtub eppendorf s’hi col-loquen 2 ul de Terminator Ready Reaction Mix, els ng

de DNA que es consideri segons la taula 2.4.8, 3.2 pmol de primer i aigua esteril fins a

volum final de 10 pl. Es col-loca en el termociclador i s’inicia la PCR de seqiienciacid

seguin els segiients pasos:

1.

N kW

96 °C durant 1 minut.

96 °C durant 10 segons.

50 °C durant 5 segons.

60 °C durant 4 minuts.

Repetir el procés durant 24 cicles des de 2-4.

Finalitza la PCR disminuint la temperatura fins a 4 °C.

Purificacié del producte de PCR.

La transici6 entre les diferents etapes de la PCR es produeix 1 °C/segon.

Productede PCR Quantitat demostra
100-200 pb 1-3 ng
200-500 pb 3-10 ng

500-1000 pb 5-20 ng
1000-2000 pb 10-40 ng
>2000 pb 20-50 ng

Taula 2.4.8: Relacio de grandaria dels fragments de DNA produits en la PCR i la quantitat de mostra
necessaria per un assaig de sequenciacio.
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B) Purificacié del producte de PCR de seqiienciacio:

1. Eliminar oli mineral

2. Afegir a tubs Eppendorf 1.5 ml els 10 pL de la reaccié de seqiienciacio.

3. Augmentar el volum de la reaccid fins a 20 pL amb aigua abans d’iniciar el procés

de purificacio.

4. Afegir 16 pL d’aigua i 64 pL d’etanol al 95 %. Barrejar amb vortex i deixar a
temperatura ambient un minim de 15 minuts.
Centrifugar durant 20 minuts a 14000 g a temperatura ambient.
Eliminar el sobrenadant i afegir 200 pl d’etanol al 70 % a temperatura ambient.
Centrifugar durant 2 minuts a 14000 g a temperatura ambient.

Repetir el pas e-f 2 o 3 vegades.

© X N W

Eliminar la solucio d’etanol al maxim si cal es pot centrifugar novament per
eliminar el que quedi.

10. Asecar el pellet, el qual pot guardar-se a -20 °C (com a molt durant un any).

El pellet s’ha dut als Serveis Cientifico-técnics del Parc Cientific de Barcelona, on amb

I’ajuda d’un seqiienciador s’ha llegit les seqiiéncies generades.
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e Seguliencia del gen Pfkfbl que codifica per la isoforma muscular del’enzim PFK -2

A continuacid es presenta 1’alineament de les seqiiencies del gen Pfkfbl de rata (X15579,
cDNA que genera la isoforma muscular) i de conill (obtinguda experimentalment)

corresponent a I’amplificacio produida pel parell de primers MF1 i REV2.

iy ey

ACCCACCGGACCTGCTTTGGGGGGTCTGTAAATGCAAGAGAGCCAAGTGTTGGATTATTAGCGATGGAAGAAAAAGCCTT

lO 20 30 40 50 60 70 80

ACCCACCGGACCTGCTTTGGGGGGTCAATAAATGCAAGACAACCAAGTGTTGGATTATTAGCGATGGAAGAAAAAACCTT CONILL

LN

GGAGAACAGCCTCCGTACCCCAGTTTACTAATTCTCCCACGATGGTGATCATGGTGGGTTTACCAGCTCGAGGGAAGA

[

1 1 1 1 1 1 1 1
ACCCACCGGACCTGCTTqGGGGG—TCTGTAAATGCAAGAGAGCCA————TTGGAAAATTAGC%ATGFAAGAAAAAGCCTC RATA

90 Ex6 2 100 110 120 130 140 150 160
1 1 1 1 1 1

1
76 TAAGAGAACAGCCTCCATACCACAGTTCACTAATTCTCCCACGATGGTGATCATGGTGGGTTTACCAGCTCGAGGCAAGA RATA

81 AAGGAGAACAGCATCCGTACCCCAGTTTACCAATTCTCCCACAATGGTGATCATGGTGGGTTTACCAGCTCGAGGGAAGA CONILL

TACATCTCTACGAAGCTCACACGCTATCTCAACTGGATAGGAACACCAAC

170 180 190 200 210
1 1

156 CCTACATCTCTACGAAGCTCACACGCTATCTCAACTGGATAGGAACACCAACTAA RATA
161 CATACATCTCCACAAAGCTCACACGATATCTCAACTGGATAGGAACACCAACTAA| CONILL

Figura 2.4.8: Alineament de la porci6 del gen Pfkfbl muscular de rata i conill. Els requadres verds
indiquen els primers, mentre que el requadre blau indica el codé d’inici de la traducci6. La fletxa marca I’inici
del segon exd del gen Pfkfbl. A la part superior de la seqiiéncia conscens (que en aquest cas es la seqiiéncia
de rata, obtinguda d’una base de dades contrastada) s’hi representa I’homologia entre les seqliéncies en
vermell s’indica la coincidéncia mentre les bandes blaves indiquen divergéncia entre les seqiiéncies.

116



MATERIAL I METODES

e Seguiéncia del gen Pfkfbl que codifica per la isoforma hepatica del’enzim PFK-2

En la figura 2.4.9 es presenta 1’alineament de les seqiiéncies del gen Pfkfbl de rata
(NMO012621, que codifica per la isoforma hepatica) i conill (obtinguda experimentalment)

corresponent a I’amplificacio produida pel parell de primers LF1 i REV2.

TGTCTCGAGAGATGGGAGAACTCACTCAAACCAGGTTGCAGAAGATCTGGATTCCACACAGCAGCAGTAGCAGCGT

10 20 30 40 50 60 70 80
1 1 1 1 1 1 1
1 ATGTCTCGAGAGATGGGAGAACTCACTCAAACCAGGTTACAGAAGATCTGGATTCCACACAGCAGCAGTAGCAGCGTGCT RATA

1 ATGTCTCGAGAGATGGGAGAACTCACCCAAACCAGGTTGCAGAAGATCTGGATTCCACACAGCAGCAGCAGCAGCGGGCT CONILL

GCAACGGCGAAGGGGCTC CCGTACCCCAGTTTACTAATTCTCCCACGATGGTGATCATGGTGGGTTTACCAGC CG.
90 1ooEx02 110 120 130 140 150 160
1 1 1 1 1

1
81 GCAACGGCGAAGGGGCTCCTCCATACCACAGTTCACTAATTCTCCCACGATGGTGATCATGGTGGGTTTACCAGCTCGAG RATA

81 GCAACGGAGAAGGGGCTCATCCGTACCCCAGTTTACCAATTCTCCCACAATGGTGATCATGGTGGGTTTACCAGCTCGAG CONILL

GAAGACCTACATCTCTACGAAGCTCACACGCTATCTCAACTGGATAGGAACACCAACTAA

170 180 190 200 210 220
I 1 I L 1 1

161 GCAAGACCTACATCTCTACGAAGCTCACACGCTATCTCAACTGGATAGGAACACCAACTAA | RATA
161 GGAAGACATACATCTCCACAAAGCTCACACGATATCTCAACTGGATAGGAACACCAACTAA | CONILL

Figura 2.4.9: Alineament de la seqiiencia NM 012621 i el fragment seqiienciat de conill, corresponent a
I’amplificacié LF1-REV2. Els requadres verds indiquen els primers, mentre que el requadre blau indica el
codo d’inici de la traducci6. La fletxa marca I’inici del segon ex6 del gen Pfkfbl. A la part superior de la
seqiiencia conscens (que en aquest cas es la seqiiencia de rata, obtinguda d’una base de dades contrastada)
s’hi representa 1’homologia entre les seqiiencies en vermell s’indica la coincidéncia mentre les bandes blaves
indiquen divergéncia entre les seqiiéncies.

e Segléncia del gen Pfkfb2 que codifica per la isoforma cardiaca del’enzim PFK -2

Alineament de les seqiiencies del gen Pfkfb2 de rata i conill (obtinguda experimentalment)

corresponent a I’amplificacié produida pel parell de primers F491 i R1387.
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=

CCATGAAGATCCGCAAACAGTGTGCCCTGGTGGCACTGGAAGATGTGAAGGCCTACTTTACTGAAGAGAGTGGGCAGATC
T T T T

T T T
Ex6 410 20 Ex053o 40 50 60 70 80
1 1

491 [CCATGAAGATCCGCARRCAGTETGCCCTGGTGGCACTGOAAGATGTGARGGCCTACTITACTGARGAGAGTGGGCAGATC RATA
S B ettt et B CONILL

YT

GCGGTGTTTGATGCCACCAATACCACTCGGGAGAGGAGGGATTTGATTTTGAACTTTGCCCAGCAGAATTCCTTCAAG

90 Ex6 6 100 110 120 130 140 150 160
1 1 1

571 GCGGTGTTTGATGCCACCAATACCACTCGGGAGAGGAGGGACATGATTTTGAACTTTGCCAAGCAGAATGCCTTCAAGGT RATA
1 R R e CCGGGAAAGGAGGGATTTGATTTTGAACTTCGCACAGCAGAATTCCTTCAAGGT CONILL

GTTCTTTGTGGAATCTGTGTGTGATGATCCTGATGTTATTGCTGCCAATATTCTG TAAAGGTGTCGAGCCCTGACT

Exé7 17|o 1a|so 1?0 290 2}0 2%0 Ex082§0 2?0

651 ATTCTTTGTGGAATCTGTGTGTGATGATCCTGATGTCATTGCTGCCAATATTCTGGAGGTAAAAGTGTCAAGCCCTGACT RATA
55 GTTCTTTGTGGAATCTGTGTGTGATGATCCTGATGTTATCGCTGCCAATATCATGGAGGTAAAGGTGTCGAGCCCCGACT CONILL

AC CCCGAGAGGAATAGGGAGAATGTGATGGAGGACTTCCTGAAGAGAATTGAGTGCTACAAGGTCACTTACCGGCCCCTT

250 260 270 280 290 300 310 320

1 1 1 1 1 1 1 1
731 ACCCCGAAAGGAATAGGGAGAATGTGATGGAGGACTTCCTGAAGAGAATTGAGTGCTACAAGGTCACTTACCAGCCCCTT RATA
135 ACCCCGAGAGGAACAGGGAGAATGTGATGGAGGACTTCCTGAAGAGAATCGAGTGCTACAAAGTCACCTACCGACCCCTG CONILL

ATCCAGACAACTATGA AAG CCTCTCTTTCATCAAGGTGATGAATGTGGGCCAGCGGTTTTTGGTCAACAGAGTTCA

330 340 EX09350 360 370 380 390 400

811 GACCCAGACAACTATGATAAGGACCTCTCGTTCATAAAGGTGATGAATGTAGGCCAGAGGTTTCTGGTCAACAGAGTTCA RATA
215 GATCCAGACAACTATGACAAAGACCTCTCTTTCATCAAGGTGATAAATGTGGGCCAGCGATTTTTGGTCAACAGAGTGCA CONILL

GGACTACATCCAGAGTAAGATTGTCTACTACCTGATGAACATCCATGTCCATCCTCGCACCATCTATCTTTGCCGGCACG

410 420 430 440 450 460 470 480
1 1 1 1 1 1 1 1
891 GGACTACATCCAGAGTAAGATTGTCTACTACCTGATGAACATCCATGTCCATCCTCGCACCATCTATCTGTGCCGGCACG RATA
295 GGACTACATCCAGAGCAAGATAGTCTACTACCTCATGAACATCCACGTCCAGCCCCGCACCATCTACCTTTGCCGGCACG CONILL

T T T

GGGAGAGTGAATTCAATCTTTTGGGCAAGATTGGGGGTGACTCTGGCCTTTCGTTGCGGGGAAAGCAGTTTGCTCAGGCT

490 500 510 520 530 540 550 Exo6 10560
1 1 1 1 1 1

971 GAGAGAGCGAATTCAATCTTTTGGGAAAGATTGGGGGTGACTCTGGCCTTTCGTTGCGAGGAAAGCAGTTTGCTCAGGCT RATA
375 GGGAGAGTGAATTCAATCTCGTGGGCAAGATCGGGGGTGACTCCGGCCTCTCGGCGCGGGGAAAGCAGTTTGCTCAGGCT CONILL

T W 1T

GAGGAATTTTCTGGAGGAACAGGAGATCGCGGATCTGAAAGTGTGGACAAGCCAGTTGAAGAGGACCATTCAGACTGC

570 580 590 600 610 620 630 640

1 1 1 1 1 1 1 1
1051 CTGAAGAAGTTTCTGGAGGAACAGGAGATCCAGGACCTCAAAGTGTGGACAAGCCAGTTGAAGAGGACAATTCAGACTGC RATA
455 CTGAGGAATTTTCTGAAGGAACAGGAGATAGCAGATCTGAAAGTGTGGACAAGCCAGTTGAAGAGGACCATCCAGACCGC CONILL
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1131
535

1211
615

1291
695

1371
742

TGAGTCTCTTGGGGTGACCTATGAGCAGTGGAAGATCCTGAATGAGATTGAT TGTGTGAGGAGATGACTTATT

650 660 670 680 690 T(TOEXO 11 710 720

TGAGTCTCTTGGGGTGACCTATGAGCAATGGAAGATCCTAAATGAGATTGATGCTGGCGTGTGTGAGGAGATGACTTATT RATA
TGAGTCTCTCGGGGTGACCTACGAGCAGTGGAAGATCCTGAATGAGATTGATGCTGGCGTGTGCGAGGAAATGACCTATG CONILL

CGGAGATTGAGCAGCGGTATCCGGAGGAGTTTGCACTTCGAGATCAAGATAAGTATCTGTATCGGTATCCTGGTGGGG G
730 740 750 760 770 780 790 800

L L L L L L L L
CGGAGATCGAACAACGGTATCCAGAGGAATTTGCACTTCGAGATCAAGAGAAGTATCTGTATCGATATCCTGGTGGGGAG RATA
CAGAGATTGAGAAGCGGTACCCGGAAGAGTTTGCACTTCGAGATCAAGATAAGTATCTGTACCGGTACCCAGGAGGCGAG CONILL

HNENNE

CATACCAGGACCTGGTGCAGCGGCTGGAGCCTGTGATCATGGAGCTGXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Ex6 12810 820 830 840 850 860 870 830
TCATACCAGGACCTGGTGCAGCGGCTGGAGCCTGTGATCATGGAGCTGGAGCGGCAAGGCAACGTCCTCGTTATCTCTjirRATA

TCATACCAGGACCTGGTGCAGCGGCTCGAGCCTGTCATCATGGAGCTG CONILL

D:9:9:9:0:9:9.9:9:9.9:9:0:9:9.0.9:¢

890
1

CCAGGCTGTCATGCGCT RATA
CONILL

Figura 2.4.10: Alineament de la porcio del gen Pfkfb2 de rata (NM080477) i conill (obtinguda pel
protocol Big Dye Terminator v3.1) corresponent a I’amplificacio produida pel parell de primers F491 i
R1387. Els requadres verds indiquen els primers. Les fletxes marca ’inici d’un nou exé del gen Pfkfb2. A la
part superior de la seqiiéncia conscens (que en aquest cas es la seqiiencia de rata, obtinguda d’una base de
dades contrastada) s’hi representa I’homologia entre les seqiiencies en vermell s’indica la coincidéncia mentre
les bandes blaves indiquen divergencia entre les seqiiéncies.
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Sequeéencia del gen Pfkfb4 que codifica per laisoforma detesticledel’enzim PFK -2

Alineament de les porcions del gen Pfkfb4 de rata i conill (obtinguda experimentalment)

corresponents a I’amplificacié produida pel parell de primers F602 i R1344.

531

611

691

771
112

851
192

931
272

1011
352

TTGCCAACATCGTGCAAGTGAAGCTGGGCAGCCCTGACTATGTGAACCGGGACAGCGACGAAGCCACTGAGGACTTCATG
T T

10 20 30 4o Ex68 50 60 70 80
1 1 1 1 1

CTGCCAACATCGTGCAAGTGAAGCTGGGCAGCCCTGACTATGTGAACCGGGACAGCGACGAAGCCACTGAGGACTTCATG RATA
CONILL

AGGCGCATTGAATGCTATGAAAACTCCTATGAGTCTCTGGATGAAGAACAGGACAGGGATCTGTCCTACATCAAGATCAT
T T

90 100 110 120 130 140 Ex09150 160
1 1 1 1 1

AGGCGCATTGARTGCTATGARAACTCOTATGAGTCTCTGGATGARGAACAGGACAGGGATCTGTCCTACATCARGATCAT RATA
————————————————————————————————————————————————— TGGACAGGGACCTGTCCTACATCAAGATCAT CONILL

ACGTGGGGCAGAGTTATGTGGTGAACCGTGTTGCTGACCACATCCAGAGTCGCATCGTTTATTACCTCATGAACATCC

170 180 190 200 210 220 230 240

1 1 1 1 1 1 1 1
GGACGTGGGGCAGAGTTATGTGGTGAACCGTGTTGCCGACCACATCCAGAGTCGCATCGTTTATTACCTCATGAACATCC RATA
GGACGTGGGGCAGAGCTACGTGGTGAACCGCGTGGCTGACCACATCCAGAGCCGAATCGTGTATTACCTCATGAACATCC CONILL

TGTGACCCCGCGCTCCATCTACCTCTGCCGGCATGGGGAGAGTGAGCTCAACCTCAAGGGCCGGATTGGTGGGGACCCT

250 260 270 280 290 300 310 320

ATGTGACACCCCGCTCCATCTACCTCTGCCGGCACGGGGAGAGTGAGCTCAACCTCAAGGGCCGGATTGGTGGGGACCCT RATA
ACGTGACCCCGCGCTCCATCTACCTCTGCCGGCATGGGGAAAGCGAGCTCAACCTCAAGGGCCGGATTGGTGGGGACCCG CONILL

GGGCTGTCCCCCCGTGGCCGGGAGTTTTCTAAGCGCCTGGCTCAGTTCATCAGTGATCAGAACATCAAGGACCTGAAGGT

330 340 350 Exé6 10360 370 380 390 400
1 1 1 1 1 1

GGACTCTCCCCCCGGGGCCGGGAGTTTTCCAAGCACCTAGCTCAGTTCATCAGTGACCAGAACATCAAGGACCTGAAGGT RATA
GGGCTGTCCCCCCGTGGCAGGGAGTTTGCTAAGAGCCTGGCCCAGTTCATCAGTGATCAGAACATCAAGGACCTGAAGGT CONILL

GTGGACGAGCCAGATGAAGAGGACGATCCAGACAGCTGAGGCGCTGGGTGTGCCTTATGAGCAGTGGAAGGTCCTCAACG

410 420 430 440 450 460 470 480
1 I I 1 I I I I

CTGGACGAGCCAGATGAAGAGGACGATCCAGACAGCCGAGGCGCTGAGTGTCCCTTATGAGCAGTGGAAGGTCCTCAACG RATA
GTGGACAAGCCAGATGAAGAGAACGATCCAGACAGCTGAGGCGCTGGGTGTGCCCTACGAGCAGTGGAAGGTCCTCAACG CONILL

AGATTGATGC GG TGTCTGTGAGGAGATGACCTACGAGGAAATTCAGGATCATTATCCGCTGGAGTTTGCTCTGCGGGAC

490 500Exo 11510 520 530 540 550 560

1
AGATTGACGCGGGTGTCTGTGAGGAAATGACCTACGAAGAAATCCAGGACCACTACCCGCTGGAGTTTGCTCTGAGGGAC RATA
AGATTGATGCG%STGTCTGTGAGGAGATGACCTACGAGGAAATTCAAGATCATTATCCACTGGAGTTCGCCCTGCGGGAC CONILL
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CAGGACAAGTACCGGTACCGGTACCCGAAGGGG AGT TATGAGGACCTGGTGCAGCGGCTGGAGCCTGTCATCATGGA
570 580 590 600 Ex6 ]_2610 620 630 640
1 1

1 1 1
1091 CAGGACAAGTACCGGTACCGCTACCCGAAGGGCGAGTCCTATGAAGACCTGGTGCAGCGGCTGGAGCCTGTCATCATGGA RATA
432 CAGGACAAGTACCGGTACCGGTACCCCAAGGGGGAGTCCTATGAGGACCTGGTGCAGCGACTGGAGCCTGTCATCATGGA CONILL

CTGGAGCGGCAGGAGAACGTGTTGGTCATTTGCCACCAGGCTGTGATGCGTTGCCTCCTGGCCTACTTCCTTGACAAG

650 660 670 680 690 700 710 720

1171 GCTGGAGAGGCAGGAGAACGTGCTAGTCATTTGCCACCAGGCTGTGATGCGTTGCCTCCTGGCCTACTTCCTTGACAAGG RATA
512 GCTGGAGCGGCAGGAGAACGTGTTGGTCATCTGCCACCAGGCCGTGATGCGCTGCCTCCTGGCCTACTTCCTGGACAAGG CONILL

CGGCAGAAGAGCTGCCCTACCTCAAATGCCCGTTGCACACAGTCCTGAAGCTGACCCCTGTGGCTTACGGTTGTAAAGTG
T T T T T
730Exo 13740 750 760 770 780 700 Ex6 14800
. X

1251 CAGCAGAAGAGCTGCCCTACCTCAAATGCCCCTTGCACACAGTCCTGAAGCTCACACCTGTGGCTTACGGTTGTAAAGTG RATA
592 CGGCAGAACAGCTGCCCTACCTCAAATGCCCGCTGCACACAGTCCTGAAGCTGACCCCCGTGGCTTANGGTTGTAAAGTG CONILL

GAGTCCATATTCCT
810
- 1
1331 GAGTCCATATTCCT RATA
672 GAGTCCATATTCCT CONILL

Figura 2.4.11: Alineament de la porci6 del gen Pfkfb4 de rata (NM019333) i conill (obtinguda pel
protocol Big Dye Terminator v3.1) corresponent a I’amplificacio produida pel parell de primers F602 i
R1344. Els requadres verds indiquen els primers. Les fletxes marca 1’inici d’un nou exd del gen Pfkfb4. A la
part superior de la seqiiéncia conscens (que en aquest cas es la seqiiencia de rata, obtinguda d’una base de
dades contrastada) s’hi representa 1’homologia entre les seqiiéncies, en vermell s’indica la coincidéncia,
mentre les bandes blaves indiquen divergencia entre les seqiiéncies.

Al final de I’exd 13 apareix una N en la seqiiencia de conill, analizant les seqiiencies obtingudes s’aprecia
dimorfisme C/T on C és molt lleugerament més abundant.
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2.4.5- PCR a temps real

La técnica de PCR quantitativa a temps real (Real Time PCR) permet quantificar el
contingut d’un determinat DNA o RNA en una mostra. Teoricament hi ha una relacié
quantitativa entre la quantitat de motlle inicial i la quantitat de producte obtingut al final de
cadascun dels cicles de la reaccié de PCR. Aquest fet combinat amb un metode de deteccio
del producte de PCR fa possible inferir la quantitat de motlle en una mostra, sempre i quan
es valori la reaccio de PCR en la seva fase exponencial, o sigui en la regio lineal quan es es
treballa amb grafiques sobre logaritmes. En la tesi s’utilitza aquesta técnica per valorar la
quantitat de RNA missatger dels diferents gens a estudi en les diferents mostres analitzades,
aixi doncs permet avaluar el nivell d’expressio dels diferents gens en cadascuna de les

etapes o estadis estudiats.

Existeixen diferents assaigs de Real-Time perd per aquest estudi s’ha escollit 1’analisi
Tagman. En aquest cap es basa en una activitat 5’-3” polimerasa i 5°-3” exonucleasa de la
DNA polimerasa (Giulietti A., i col 2001).Es dissenyen dos oligonucleotids (primers)
especifics del gen diana (gen que s’estudia), i una sonda situada enmig de I’amplicé definit
pels dos primers. Aquesta sonda esta marcada amb un fluorofor a I’extrem 5” i un quencher
(o apagador, silenciador) a I’extrem 3’. Mentre la sonda es mantingui intacte, el silenciador
bloqueja I’emissié de fluorescéncia per part del fluorofor, fet que s’anomena FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer). En successius cicles de PCR la sonda i els
primers s’enganxen amb el motlle, llavors la DNA polimerasa (amb activitat 5°-3’
polimerasa i 5°-3” exonucleasa) a mesura que replica el motlle i degrada la sonda, aixi el
fluorofor queda lliure i pot emetre fluorescéncia. Quants més cicles es duguin a terme més

fluoresceéncia es produira. Tota la reaccid es pot veure en la figura 2.4.12.
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A PRIMERS SONDA ‘ DNA polimerasa
s N her
= e etor
I o
Tt & Reporter
cDNA

L e—

NN

Figura 2.4.12: Esquema de la
reaccio de PCR atempsreal.
A) Apareixen els elements

C
implicats en la Real-Time PCR.
Om‘ 2 Primers (forward i reverse), la
sonda (amb el quencher i el
T reporter), el ¢cDNA i la DNA

polimerasa.

D B) Es mostra el segon cicle de
‘ la Real-Time PCR, ja es disposa
NN N T T de 2 cadenes de DNA. Els

primers i la sonda troben les

[T TITTTII regions complementaries i si
\ / enganxen (annealing)
E /?\“ ': s C) La DNA polimerasa
\ - reconeix la doble cadena
Q‘ . (primer+cDNA) i comenga a
IR RIRIRIRI R R [0 replicar el cDNA des dels

extrems 5’ cap al 3°.

’I I N O T A A
D) La DNA polimerasa arriba a
1

la zona on hi ha la sonda unida,
mentre segueix replicant el
DNA, comenga a degradar la
 t o= ‘ sonda amb la seva activitat

- I°: L exonucleasa 5°-3’.

(I I T e I e e e e e IQ E) El reportgr quedé} alliberat
de la zona d’interaccido amb el

quencher i pot comengar a
emetre fluorescéncia.

F) La DNA polimerasa acaba
G de replicar el DNA.

F

G) Al final d’un cicle de Real-
Time PCR s’obté el doble del
LOOTDTTTHOI AT AT AT IO TOT T IO T TTONNNL  material genetic inicial.
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REACTIUS

cDNA, provinent de la retrotranscripcio.

TagMan Universal PCR Master Mix 2X (comprada a Applied Biosystems) conté la Tag-
polimerasa, tamp6 d’assaig, dNTP i MgCl, tots ells necessaris per la reaccio de PCR.
Assay-on-Demand, dissenyats per Applied Biosystems sobre els gens 18S, Pfkfb2, Pfkfb3,
Pfkfb4 en rata i 18S i Ptkfb3 en conill.

Primers i sonda especifics, per determinar els gens muscle-Pfkfbl, liver-Pfkfbl, brain-Pfkfb3
en rata. Per conill s’han dissenyat els necessaris per detectar els gens muscle-Ptkfb1, liver-

Pfkfbl, Ptkfb2 i Ptkfb4.

Els gens descrits en les bases de dades, sovint son emprats per les empreses per establir
assaigs optimitzats, en el cas de la casa Applied Biosystems es coneix com Assay-on-
Demand. Pels assaigs que no es compren directament a la casa comercial, requereixen un

disseny i estandarditzacio previes.

PROTOCOL
1. Preparacié de la mescla de reaccio, TagMan Universal PCR Master Mix 2X, primers
(forward/reverse), sonda i aigua sobre un volum final de 20 pl.
2. Afegir la mostra de cDNA, 5 pl a la dilucié adequada.
3. Col'locar la placa al termociclador especific, que presenta un hardware i un software per
detectar la fluorescéncia despresa pel reporter, que en tots els casos sera FAM.
4. Inciar el procediment de PCR a temps real:
a. Pas inicial, 50 °C durant 2 minuts.
b. Desnaturalitzacio inicial: 10 minuts a 95 °C.
c. Meélting: 15 segons a 95 °C.
d. Annealing/extend: 1 minut a 60 °C.

e. Repetir els passos c-d fins a completar 40 cicles.

5. Recollir els resultats 1 analitzar-los.
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2.4.5.1.- Assaigsde PCR atempsreal

2.4.5.1.1.- Assay-on-Demand

Aquest tipus assaigs han estat dissenyats per la casa comercial Applied Biosystems,
permeten detectar I’expressié de gens, dels quals hi ha la seqiiéncia en bases de dades, a
través de la tecnica de PCR a temps real. Els assaigs escollits son els descrits en la taula ...
Concretament s’ha detectat I’expressié dels gens Pfkfb2, Pfkfb3, Pfkfb4 i 18S en rata,
mentre que amb les mostres de conill només han estat compatibles els assaigs per detectar

I’expressi6 dels gens Pfkfb3 i 18S.

Gen MRNA Exons Sequiencia consens

Pfkfb2 NMO080477 2-3  GCAGGGAAGAAATGCTCATGGGCTT
Pfkfb3  NMO057135 15-16 CAGCTGCCCGGACAACCTTTGCTAG

Pfkfb4 NMO019333 10-11 ACGAGATTGACGCGGGTGTCTGTGA

18S comu rata- TGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAG

ratoli-huma

Taula 2.4.9: Segliéncies proporcionades per la casa comercial i elsexonsimplicats en |’ assaig.

PROTOCOL

e Preparaci6 de la mescla de reaccid, TagMan Universal PCR Master Mix 12.5 pl, Assay-
on-Demand 1.25 pli aigua esteril 6.25 pl.

o Afegir 5 ul de cDNA a la dilucié adequada.

e Iniciar el protocol de PCR a temps real en el termociclador.

2.4.5.1.2.- Deteccio de Pfkfbl muscular en rata
La deteccio de la isoforma muscular en rata a través de la tecnica de PCR a temps real s’ha
realitzat emprant els oligonucleotids enceabadors i la sonda dissanyats sobre la seqiiencia

X15579 que compren la unid dels exons 11 2.
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X15579
Primer Cadena Sequiéncia
Inici Final
M1FOR 70 91 + AATGCAAGAGAGCCATTGGAAA
M2REV 162 140 - CCATCGTGGGAGAATTAGTGAAC
SONDA 110 139 + AGCCTCTAAGAGAACAGCCTCCATACCACA

Taula 2.4.10: Primersi soda emprats en la detecci6 del gen Pfkfb1 que codifica per la isoforma muscular
enrata.

2.4.5.1.3.- Detecci6 de Pfkfbl hepatica en rata
La deteccio de la isoforma hepatica en rata a través de la técnica de PCR a temps real s’ha
realitzat emprant els oligonucleotids enceabadors i la sonda dissanyats sobre la seqiiéncia

NMO012621 que compren la uni6 dels exons 11 2.

NM 012621
Primer Cadena Sequiéncia
Inici Final
L1FOR 50 71 + GGATTCCACACAGCAGCAGTAG
L2REV 136 114 - TCACCATCGTGGGAGAATTAGTG
SONDA 105 89 - TATGGAGGAGCCCCTTC + MGB

Taula 2.4.11: Primersi soda emprats en la deteccié del gen Pfkfbl que codifica per la isofor ma hepatica
en rata.

2.4.5.1.4.- Deteccié de Pfkfb3 total (cervell-ubiqua) en rata

La deteccid de tots els productes generats pel gen Pfkfb3 (isoformes cerebral, ubiqua i les
altres) en rata a través de la técnica de PCR a temps real s’ha realitzat emprant els
oligonucleotids enceabadors i la sonda dissanyats sobre la seqiiencia R2BK1 (NMO057135)
que compren la unid dels exons 101 11.

En primer terme s’han alineat totes les seqiiéncies que es generen com a producte del gen
Pfkfb3, R2BK1-8. La regié comu entre totes les isoformes compren els exons 1-13, a partir
d’aquest exd, es produeixen una série de splicing’s alternatius que generen les 8 isoformes.
L’assaig adquirit a través de la casa comercial Applied Biosystems per la deteccié per PCR
a temps real del gen Ptkfb3, només detecta les isoformes R2BK1 i R2BK4, perqué han

dissenyat els oligonucleotids i la sonda en base al punt d’uni6 dels exons 151 16.
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NM 012621
Primer o Cadena Seqiiencia
Inici  Final
PKFFB3F 1443 1468 + ACTGCGTGAGCAAGACAAATACTACT
PFKFB3R 1518 1501 - CTCCAGGCGCTGGACAAG
SONDA 1470 1494 + CCGCTATCCCACAGGCGAGTCCTAC

Taula 2.4.12: Primersi soda emprats en la detecci6 del gen Pfkfb3 que codifica per les isofor mes ubiqua
i decervell en rata.

2.4.5.1.5.- Detecci0 de Pfkfbl muscular en conill

La deteccid de la isoforma muscular del gen Pfkfb1 en conill a través de la técnica de PCR a
temps real s’ha realitzat emprant els oligonucleotids enceabadors i la sonda (Taula 2.4.13)
dissanyats sobre la seqiiéncia obtinguda en el protocol de seqiienciacié entre els primers

MF1-REV2 que comprén la uni6 dels exons 11 2.

MF1-REV2_Conill

Primer o _ Cadena Seqiiencia
Inici Final
M2FOR_Rab 46 71 + AGTGTTGGATTATTAGCGATGGAAGA
REV2 Rab 144 121 - TAAACCCACCATGATCACCATTGT
Sonda 79 108 + TTAAGGAGAACAGCATCCGTACCCCAGTTT

Taula 2.4.13: Primers i soda emprats en la deteccié del gen Pfkfbl que codifica per la isoforma
muscular en conill.

2.4.5.1.6.- Detecci6 de Pfkfbl hepatica en conill

La deteccid de la isoforma hepatica del gen Pfkfb1 en conill a través de la técnica de PCR a
temps real s’ha realitzat emprant els oligonucleotids enceabadors i la sonda (Taula 2.4.14)
dissanyats sobre la seqiiéncia obtinguda en el protocol de seqiienciacio entre els primers

LF1-REV2 que compren la unié dels exons 11 2.
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LF1-REV2_Conill

Primer o . Cadena Segliéncia
Inici Final
L2FOR_Rab 34 56 + AGGTTGCAGAAGATCTGGATTCC
REV2 Rab 150 127 - TAAACCCACCATGATCACCATTGT
Sonda 96 125 + CTCATCCGTACCCCAGTTTACCAATICTCC

Taula 2.4.14: Primersi soda emprats en la deteccié del gen Pfkfb1 que codifica per la isoforma hepatica
en conill.

2.4.5.1.7.- Deteccio de Pfkfb2 en conill

En la deteccio del gen Pfkfb2 en conill a través de la técnica de PCR a temps real s’han
emprant els oligonucleotids enceabadors i la sonda (Taula 2.4.15) dissanyats sobre la

seqiiencia obtinguda en el protocol de seqiienciacié entre els primers F491-R1387,

concretament permet detectar la unid dels exons 101 11.

Pfkfb2_Conill
Primer Cadena Sequiéncia
Inici  Final
F_Pfkfb2 Rab 551 573 + ACCTACGAGCAGTGGAAGATCCT
R_Pfkfb2_Rab 632 610 - ACCGCTTCTCAATCTCTGCATAG
Sonda Pfkfb2 607 586 - CATTTCCTCGCACACGCCAGCA

Taula 2.4.15: Primersi soda emprats en la deteccié del gen Pfkfb2 que codifica per la isoforma cardiaca
en conill.

2.4.5.1.8.- Deteccio de Pfkfb4 en conill

En la deteccid del gen Pfkfb4 en conill a través de la tecnica de PCR a temps real s’han
emprant els oligonucleotids enceabadors i la sonda (Taula 2.4.16) dissanyats sobre la

seqiiéencia obtinguda en el protocol de seqiienciacié entre els primers F602-R1344,

concretament permet detectar la uni6 dels exons 101 11.
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Pfkfb4_Conill
Primer Cadena Seqliencia
Inici  Final
F_Pfkfb4 Rab 335 356 + GTGGAAGGTCCTCAACGAGATT
R_Pfkfb4_Rab 421 399 - GCGAACTCCAGTGGATAATGATC
Sonda Pfkfb4 385 358 - TAGGTCATCTCCTCACAGACACCCGCAT

Taula 2.4.16: Primersi soda emprats en la deteccio del gen Pfkfb4 que codifica per laisoforma detesticle
en conill.

2.4.5.2.- Optimitzaci6 dels assaigs de PCR atempsreal

Per cada gen que s’ha analitzat, s’han estandarditzat les condicions d’assaig. Aixo implica
trobar la combinacié adequada de la concentracié de primers, forward i reverse, i sonda.
Aixi com la dilucio de la mostra que obtingui un valor Ct entre els 20 i 30 cicles, d’aquesta

manera es poden observar canvis d’expressio.

2.4.5.2.1.- Optimitzaci6 dels” forward i reverse primers’

L’assaig de PCR a temps real dut a terme amb primers i sonda que no han estat avaluats
abans, ha de ser optimitzat. Cal fer un assaig previ per congixer la concentracié de cadascun
dels primers, per aquest assaig s’ha utilitzat la matriu que apareix en la Taula 2.4.17. Com a
resultat de I’assaig es representen les grafiques en 3D; ARn (eix Y) vsprimers (eixos X i Z) i
Ct (eix Y) vs primers (eixos X i Z) (Fig. 2.4.13). Amb aquestes representacions es pot
escollir la combinacido de primers optima per 1’assaig, concretament sera aquella que
redueixi la fluorescéncia (ARn) sense afectar el valor Ct. Aquest protocol s’ha repetit per
cadascun dels gens que s’analitzen amb un assaig no estandarditzat per un casa comercial.
Concretament la optimitzacié dels primers per 1’assaig de PCR a temps real dels gens

analitzats en aquest estudi es recullen en la Taula 2.4.18.

Concentracio del Concentracié del Forward primer (nM)
Reverse primer 300 600 900
300 300/300 600 /300 900 /300
600 300/ 600 600 / 600 900 / 600
900 300 /900 600 /900 900 / 900

Taula 2.4.17: Matriu de concentracions de primers. combinacions entre €l forward i reverse primer des
de 300 nM a 900 nM.

129



CAPITOL 2

- 2,30
- 235
- 2,40
. 245
I 2,50
1255
[ 2,60
I 2,65

. 25,60
. 25,65
. 25,70
. 25,75
[ 2580
[ 25,85
I 25,90

300

300  §O
Figura 2.4.13: Optimitzacio dels primers per |la deteccié del gen Pfkfb3-Total. En la grafica A s’aprecia la
representacié en 3D, de la fluorescéncia (A Rn) respecte als primers (forward i reverse). En la grafica B es
representa el valor Ct respecte als primers.

Gen cDNA motlle Concentracio de primer (nM) Concentracit¢ de
Forward | Reverse Sonda (nM)

18S Muscul de rata Assay-on-Demand

Pfkfbl Muscular Muscul de rata 900 900 200
Pfkfbl Hepatica Fetge de rata 900 900 200
Pfkfb2 Cor de rata Assay-on-Demand

Pfkfb3 Cervell de rata Assay-on-Demand

Pfkfb3 Total Cervell de rata 600 900 150
Pfkfb4 Testicle de rata Assay-on-Demand

18S Muscul de conill Assay-on-Demand
Pfkfbl_Muscular Muscul de conill 600 900 200
Pfkfbl Hepatica Fetge de conill 300 600 150
Pfkfb2 Cor de conill 600 900 250
Pfkfb3 Cervell de conill Assay-on-Demand

Pfkfb4 Testicle de conill
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2.4.5.2.1.- Optimitzacié de la sonda

Per tal d’acabar de posar a punt I’assaig de PCR a temps real, cal concretar la concentraciod
de sonda. Es realitza un banc de proves amb les concentracions (50-100-150-200-250 nM),
amb els resultats es realitza una representaciéo com la que apareix a la figura 2.4.14. La
concentracié de sonda optima per I’assaig, és aquella que presenta un valor de Ct més baix

amb un valor de fluorescéncia més alt.
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; . . 120
26,2 |
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256 | " A
A
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Concentracié Sonda (nM)

Figura 2.4.14: Optimitzacid de la sonda de gen Pfkfb3-Total. S’hi representa la fluorescéncia, ARn, (m) a
I’eix d’ordenades de la dreta i el valor Ct (A)a 1 de I’esquerra. A I’eix d’abcises s’hi representa la concentracid
de sonda (nM). Concretament en aquest cas s’ha escollit 150 nM com a concentracié optima de sonda.

2.4.5.3.- Resultat dela PCR atempsreal

2.4.5.3.1.- Ques obte? i queindica?

Un cop fet ’assaig s’obté una corba per cada mostra tal i com s’aprecia a la figura 2.4.15A,
increment de fluorescéncia a I’eix d’ordenades respecte al nombre de cicles en el d’abcises.
S’observa una primera fase on la fluorescéncia és indetectable, linia basal, pero a partir d’un
determinat cicle del termociclador es comenca a detectar un increment de fluorescéncia,
degut a I’acumulaciéo de producte de PCR, és la fase exponencial on es suposa que
Ieficiéncia és del 100 % (en cada cicle es duplica el cDNA). Es en aquesta fase on la
valoracid de la reaccid és especifica i precisa. Després d’aquesta fase s’observa una fase
lineal on els components de la reaccid comencen a esgotar-se i 1’acumulacio de producte és

més lenta. Finalment s’arriba a un platé on no hi ha acumulacié de producte.
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Si el grafic anterior en representem en escala logaritmica de 1’increment de fluorescéncia en
I’eix d’ordenades figura 2.4.15B, s’obté una linealitzacié de la corba en fase exponencial.
En aquesta fase exponencial es pot establir un llindar o threshold, logaritme d’una
fluoresceéncia que es trobara sempre en la fase exponencial. Aquest valor €s arbitrari i el fixa
I’investigador, aixi doncs, per cada gen a estudiar s’establira un el llindar especific. El cicle
del termociclador en el qual una mostra arriba al llindar és el que es coneix com a Ct value
(cicle on s'assoleix €l threshold). El valor Ct pot relacionar-se amb la quantitat de motlle
present a la mostra. Aixi doncs, a major quantitat de motlle, el Ct sera menor perque
I’amplificacié generara una mateixa fluorescéncia (llindar) per un menor nombre de cicles.

At e 1% - S P

B

A

Uk i

Figura 2.4.15: Comparacio dels resultats de fluorescéncia en front al nombre de cicles en escala lineal
(A) i en escala logaritmica (B).

2.4.5.3.2.-Normalitzacio del resultats

La reaccio de PCR ¢és exponencial, aquest fet provoca que petites variacions de la quantitat
de motlle inicial derivin en grans variacions del resultat final. Per assegurar que es carrega la
mateixa quantitat de mostra a cada pou i per tan la mateixa quantitat de cDNA total els
resultats s’han de normalitzar enfront d’un gen de referéncia o Housekeeping, el qual no
varia la seva expressio en les condicions experimentals. Per aquests estudis s’utilitza com a

Housekeeping el gen que codifica pel RNA ribosomic 18S (18S).
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2.4.5.3.3.-Calcul ddsresultats, quantificacio relativa

A una mostra de cDNA se li assigna un valor arbitrari, es realitza un banc de dilucions on
cada dilucio correspondre a una quantitat de cDNA relativa al valor arbitrari assignat a la
mostra incial (Giulietti i col 2001).

Es realitza la PCR a temps real amb el banc de dilucions i s’obté un valor Ct per cada
dilucié. A continuacié es construeix una corba estandard (Fig. 2.4.16) on a I’eix d’abcises hi
haura el logaritme de la quantitat de cDNA (unitats arbitraries) i a I’eix d’ordenades el valor
Ct. El pendent d’aquesta recta indica I’eficiéncia de la reaccié de PCR, essent 100 % eficient
aquella reaccid que presenti un pendent de -3.322 (Fig. 2.4.17). Amb les corbes estandard
construides es pot inferir en unitats arbitraries la quantitat de motlle existent a cada mostra,
tan pel gen a estudi, com pel gen de referéncia (18S). Per comparaci6 entre la quantitat de la
situacié experimental i la control es calcula la variacié d’expressié d’un determinat motlle, o

sigui gen.

21 -
20 -
19 -
18 4
17 4
16 4
15 4
14 T T )
0,0 0,5 1,0 15

y =-3,2876x + 20,95
R? =0,9997

Ct

Log ng (u.a)

Figura .2.4.16: Corba estandard del gen 18S en rata. El logaritme de la quantitat de cDNA (Log ng) es
representa en unitats arbitraries (u.a.)

AE=10 (-1 / pendent)
%E = (AE - 1) x 100

Figura 2.4.17: Equacions per determinar I'eficiencia d’una reaccié de PCR a tempsreal. On I'eficiencia
ésE, I'amplificacio exponencial és AE.
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En la taula que es presenta a continuacid es mostren les rectes estandards obtingudes pels

diferents gens estudiats en rata i conill.

GEN cDNA motlle Y=ax+b % Eficiéncia
a b

18S* Miuscul de rata -3,2876 20,950 101,457
Pfkfbl Muscular Muscul de rata -3,5761 34,099 90,39
Pfkfbl Hepatica Fetge de rata -3,7436 33,850 84,98
Pfkfb2 * Cor de rata -3,7910 32,766 83,56
Pfkfb3 * Cervell de rata - 3,9440 33,643 79,29
Pfkfb3 Total Cervell de rata -3,6563 34,424 87,72
Pfkfb4 * Testicle de rata -3,8835 30,280 80,93
18S* Muscul de conill -3,4686 17,949 94,22
Pfkfbl_Muscular Muscul de conill -3,4299 33,794 95,68
Pfkfbl Hepatica Fetge de conill - 3,1405 35,918 108,17 *
Pfkfb2 Cor de conill -3,4181 33,99 96,14
Pfkfb3 * Cervell de conill -3,4328 34,362 95,57
Pfkfb4 Testicle de conill

Taula 2.4.19: Rectes estandards dels gens estudiats en mostres de rata. * indica els gens analitzats amb

Assay-on-Demand. * valors superiors al 100 % eficiencia son fruit de les dades experimentals, totalment
inversemblants matematicament parlant.
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CAPITOL 3

RESULTATS

3.1.- Patro d’expressio dels diferents gens que codifiquen per PFK-
2/FBPasa-2 en el transcurs del desenvolupament del teixit muscular

esquelétic i cardiac.

3.2.- Diferéncies entre un muscul de contraccié rapida (TA) i un muscul
de contraccio lenta (Soleus).

3.3.- Paper de la Fru-2,6-P, en la contraccié del muscul esquelétic

3.4.- Estudi de la regulacié de la isoforma muscular de I'enzim PFK-

2/FBPasa-2 en temps llargs d’estimulacié i durant el descans.
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3.1.- Patré d’expressio dels diferents gens que codifiquen per
PFK-2/FBPasa-2 en el transcurs del desenvolupament del teixit

muscular esquelétic i cardiac.

3.1.1.- Introduccio

L’origen prenatal del teixit muscular es remunta als mioblasts que constituien la capa
mesodermica de I’embri6é. La formacié d’aquests mioblast és el resultat de la divisid
mitotica i posterior diferenciacié de les cél-lules mare pluripotencials (stem cells). Les
cel-lules filles resultants de la divisié mitotica poden iniciar el cami de la diferenciacié o bé
tornar a produir un nou cicle de divisio cel-lular (Swatland, 1994). El nombre de divisions
que realitzi la stem cell podria ser molt important en la formacid de la fibra muscular,
quantes més divisions es donin, més mioblasts podran seguir en el cami que dur a la
formacio del muscul (miogénesi) (Campion i col. 1979; Swatland, 1994). Aquests
mioblasts es fusionen per constituir els miotubs, que son cel-lules allargades plurinucleades

que acabaran constituint les miofibril-les.

L’especificacio, la proliferacio i la diferenciacié terminal de les cél-lules del muscul
esquelétic son controlades per una seérie de combinacions d’activitats d’alguns factors de
transcripcid, tots ells presenten un domini caracteristic basic-helix-gir-helix (bHLH);
MyoD, Myf5, miogenina i les proteines Mrf4. Aquestes proteines interaccionen amb unes
altres proteines bHLH-E, el resultant son els heterodimers miogeénics bHLH-E capacos
d’unir-se a determinades regions del DNA (E-box) presents en promotors i potenciadors de
gens musculars.

La preséncia d’uns altres factors de transcripcié membres de les families MEF2 i SRF,

permet la co-regulacid de la transcripcio génica en muscul.

En mamifers, Myf5 i Mrf4 s’expressen en el desenvolupament embrionari de manera
transitoria, activant la transcripcié de MyoD1 i miogenina. La miogenina només apareix en
mioblasts fusionats i s’encarrega d’iniciar la construccié de la maquinaria contractil. La

seva expressio es constitutiva i imprescindible.
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En el desenvolupament del muscul s’ha observat una transicid de isoformes de MHC, la
qual es troba present en tots els tipus de fibres musculars. En el fetus s’expressa una
isoforma embrionaria, que més tard és substituida gradualment per la isoforma neonatal.
Finalment, 1’estimul que rep la fibra muscular acaba definint el tipus adult predominant; I,

HA, HX (o) HD, HB (Serrano 1 col. 2000)

En la diferenciaci6 de les stem cells cap a cardiomiocits (revisat per Boheler i col. 2002a),
s’activa I’expressio de gens caracteristics de la musculatura estriada cardiaca. En les
primeres etapes apareixen els mRNA dels factors de transcripci6 GATA-4 i Nkx2.5, més
endavant apareix 'mRNA del factor de transcripcid6 ANT aixi com d’altres proteines
aMHC, BMHC, MLC-2v, lintercanviador de Na'-Ca®’. L’aparici6 de les proteines
sarcomeriques s’estableix seguint el segiient ordre: la titina de la linia Z, a actinina,
miomesina, titina de la banda M, MHC, a-actina, troponina T cardiaca i proteina M
(Boheler i Wobus, 2002b). Els cardiomiocits presents en 1’estadi fetal i prenatal expressen
la troponina I caracteristica dels musculs lents i una gran proporcio de PMHC respecte

oaMHC (Westfall i col. 1996)

3.1.2.- Concentracio6 de Fru-2,6-P, en diferents teixits de rata

Per tal de dur a terme aquest estudi s’han extret diversos teixits d’individus adults. Un cop
polveritzats els teixits i realitzats els extractes basics corresponents es mesura la

concentraci6 de Fru-2,6-P;.

La concentracid de Fru-2,6-P, depén de I’estat de desenvolupament, del teixit, de les
condicions nutricionals (Annex-1) i de I’exercici (3.4.2). En la figura 3.1.1 s’aprecia com
en funci6 del teixit estudiat les concentracions de Fru-2,6-P, son diferents, aquest fet es déu

basicament a la preséncia predominant d’una o altra isoforma de PFK-2/FBPasa-2.

138



CAPITOL 3
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Figura 3.1.1: Contingut de Fructosa-2,6-P, en teixits de rata adulta. Els resultats obtinguts es presenten
com a mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior a 3 animals. L’analisi estadistic realitzat ha estat t-
student amb dades no aparellades, entre tots els grups. Cada lletra representa una mitjana significativament
diferent a la resta (p<0,05).

Centrant I’estudi en el muscul (muscul esquelétic) i1 el cor (muscul cardiac) s’aprecia com
en D’estadi adult la preséncia d’aquest metabolit difereix en funcié del tipus de teixit
muscular analitzat. A partir d’aquestes divergéncies es planteja 1’estudi del metabolit en el

desenvolupament i creixement dels teixits musculars esquelétic i cardiac.

En el cor la concentracié de Fru-2,6-P, presentada en la figura 3.1.2.A mostra com aquest
metabolit oscil-la durant el periode pre i post part. S’observa un valor elevat de Fru-2,6-P;
durant els estadis fetal (19 dies), neonat 10 dies i adult, mentre que als 2 i 5 dies la

concentracié €s significativament inferior.

La concentracié de Fru-2,6-P, en el muscul (figura 3.1.2.B) presenta uns valors elevats en
I’estadi fetal (19 dies) disminuint fins a establir-se en un 25% als 2 dies de vida mantenint
aquest nivell fins que I’individu és adult, moment en el qual la concentracido d’aquest

metabolit és aproximadament un 10% del valor mesurat en fetus.
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Figura 3.1.2: Contingut de Fru-2,6-P, en cor (A) i muscul esquelétic (B) de rata a diferents estadis de
desenvolupament. Els resultats obtinguts es presenten com a mitjana +/- S.D., els grups presenten una n
superior a 3 animals. L’analisi estadistic realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades, entre tots els
grups. Cada lletra representa una mitjana significativament diferent a la resta (p<0,05).

Els resultats obtinguts, coincidint amb altres resultats descrits, suggereixen que les
variacions de les concentracions de Fru-2,6-P, al llarg del desenvolupament poden
coincidir amb canvis del perfil isoenzimatic PFK-2/FBPasa-2 del muscul esquelétic i del
cor, per aquesta rad es planteja ’analisi de les diferents isoformes de PFK-2/FBPasa-2

durant desenvolupament i creixement del cor i del muscul esquelétic.

3.1.3.- Contingut dels isoenzims de PFK-2/FBPasa-2

S’han avaluat els continguts de les diferents isoformes de PFK-2 en cor i muscul de rata en
diferents estadis de desenvolupament, a partir dels extractes neutres de les diferents mostres
analitzades i emprant la técnica del western-blot, que ens permet detectar la preséncia i

quantitat de les isoformes, muscular, hepatica, cardiaca i ubiqua.
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3.1.3.1.- Cor derata
e Laisoforma muscular (m-PFK2)

En cor de rata adulta s’expressa la isoforma muscular de I’enzim PFK-2. De fet la
presencia d’aquesta isoforma s’observa tal i com es presenta en la figura 3.1.3 durant tot el
desenvolupament, des de I’estadi fetal fins a 1’estadi adult. L’expressi6 d’aquesta forma
isoenzimatica és significativament menor en els estadis post-natals (2, 5 i 10 dies) en

relacio amb I’estadi adult.
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Figura 3.1.3: Laisoformam-PFK2, en cor derata de diferents estadis de desenvolupament. Els resultats
obtinguts es presenten com a mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior a 3 animals. L’analisi
estadistic realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades, entre tots els grups. Cada lletra representa una
mitjana significativament diferent a la resta (p<0,05).
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¢ Laisoforma hepatica de PFK-2 (I-PFK 2)

Analitzant les membranes i les pel-licules d’autoradiografia, ha estat impossible quantificar
la preséncia de la isoforma hepatica de 1’enzim PFK-2 mitjangant la técnica de western

blot. Amb les eines emprades no s’ha detectat la preséncia d’aquesta isoforma.

e Laisoforma cardiaca de PFK-2 (h-PFK?2)

Si comparem la preséncia d’aquesta isoforma entre els diferents estadis i I’estadi adult
s’observa que, en I’estadi fetal, i en les dies 2 i 5 els valors es mantenen entre el 10% i
20%, mentre que al des¢ dia s’observa un increment significatiu de I’expressio per assolir
el 50% de I’expressido que presenta el cor d’un individu adult. Aixi doncs, la isoforma

cardiaca presenta un increment considerable al llarg del desenvolupament.

Fetus 19d 2 dies 5 dies 10 dies Adult
— e — W — e P P
% Var. 11,82 8.85 20,99 51,30 100,00
vsAdlu‘:ct) +6,57 +4,15 +10,16 +21,85 +17,44
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40 A a l
==
0
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Figura 3.1.4: Laisoformah-PFKF2 en cor derata de diferents estadis de desenvolupament. Els resultats
obtinguts es presenten com a mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior a 3 animals. L’analisi
estadistic realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades, entre tots els grups, establint la segiient relacio
de significancies. Cada lletra representa una mitjana significativament diferent a la resta (p<0,05).
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o Laisoformaubiquade PFK-2 (u-PFK2)

La preséncia de la isoforma ubiqua de I’enzim PFK-2 és molt abundant en ’estadi fetal,
reduint-se aproximadament fins al 20 % als 2 dies de vida. La reducci6 d’aquesta isoforma

¢és gradual a partir d’aquest moment, arribant a valors inferiors al 2% en I’estadi adult.

Fetus 19d 2 dies 5 dies 10 dies Adult
D D e e w— w— WS o e
% Var. 100,00 19,77 7,21 2,78 1,70
VS Fetllig +7,94 +0,90 +1,26 +0,32 +0,07
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Figura 3.1.5: La isoforma u-PFK2 en cor de rata de diferents estadis de desenvolupament. Per tal de
mostrar un film sense mostres sobreexposades s’han carregat les segiients quantitats de proteina als pous; 10
pg prot. (fetus), 20 pg prot. (2d) i 50 pg prot. (5d, 10d i adult). Tal i com s’ha fet en els altres estudis s’ha
corregit la intensitat mesurada per la intensitat generada pels pg de proteina carregats. Els resultats obtinguts
es presenten com a mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior a 3 animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades, entre tots els grups. Cada lletra representa una mitjana
significativament diferent a la resta (p<0,05).

Resum:

En el desenvolupament i creixement del cor de rata, les isoformes de 1’enzim PFK-
2/FBPasa-2 segueixen patrons d’expressio diferents; la isoforma ubiqua molt abundant en
I’estadi fetal disminueix la seva preséncia a mesura que 1’individu va creixent, mentre les
isoformes cardiaca i muscular presenten el seu maxim en ’estadi adult. No ha estat possible

detectar la isoforma hepatica.
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3.1.3.2.- MUscul esquelétic derata
e Laisoforma muscular (m-PFK2)

L’expressid de la isoforma muscular de 1’enzim PFK-2 en muscul de fetus i de neonats de 2
i 5 dies és inferior al 4% respecte la seva preséncia en muscul adults. Es podria dir que a al

voltant del dia 10 de vida s’inicia I’expressio d’aquesta isoforma.

Fetus 2 dies 5 dies 10 dies Adult
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Figura 3.1.6: La isoforma m-PFKF2 en muascul de rata de diferents estadis de desenvolupament. Els
resultats obtinguts es presenten com a mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior a 3 animals.
L’analisi estadistic realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades, entre tots els grups. Cada lletra
representa una mitjana significativament diferent a la resta (p<0,05).

o Laisoformahepatica (I-PFK2)

Per a la detecci6 d’aquesta isoforma s’utilitza el mateix anticos que per a 1’isoforma
muscular, la qual cosa ens permet observar que el seu patrd d’expressiod €s similar. Fins
que I’individu no és adult no s’aprecia amb claredat (Figura 3.1.7). A més, es pot fer una
comparacié entre les isoformes muscular i hepatica, s’observa que la preséncia de la
isoforma hepatica en el muscul esquelétic és molt inferior a la isoforma muscular. A

I’estadi adult, la isoforma hepatica representa un 10 % de la deteccié conjunta.
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Fetus 2 dies 5 dies 10 dies Adult
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Figura 3.1.7: La isoforma |-PFKF2 en muscul de rata de diferents estadis de desenvolupament. Els
resultats obtinguts es presenten com a mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior a 3 animals.
L’analisi estadistic realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades, entre tots els grups. Cada lletra
representa una mitjana significativament diferent a la resta (p<0,05).

e Laisoforma cardiacade PFK-2

La presencia de la isoforma cardiaca es pot observar en la figura 3.1.8, s’aprecia una banda
visible des de I’estadi fetal fins a I’individu adult. En les primeres etapes, s’assoleix del
10% a 15%, i no és fins al des¢ dia en que s’incrementa la seva presencia fins

aproximadament al 30 % de la presencia en 1’estadi adult.

Fetus 2 dies 5 dies 10 dies Adult
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Figura 3.1.8: La isoforma h-PFKF2 en muscul de rata de diferents estadis de desenvolupament. Els
resultats obtinguts es presenten coma mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior a 3 animals.
L’analisi estadistic realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades, entre tots els grups. Cada lletra
representa una mitjana significativament diferent a la resta (p<0,05).
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e Laisoforma ubiquade PFK-2

Analitzant la preséncia de la isoforma ubiqua en muscul esquelétic, es detecta una major
quantitat d’isoforma en 1’estadi fetal, per posteriorment anar disminuint fins a I’estadi adult,
on només queda el 30 % de la isoforma present en 1’estadi fetal. Tot i que el resultat dels 10

dies mostra un augment, aquest no ¢s significatiu.

Fetus 19d 2 dies 5 dies 10 dies Adult
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vs Fetlljf) 924 +£2042  £1074 £27,62  £1945
120 A a a
100 - I “'
80 -
b
60 -
be
40 - }: C T
20 - T
I |
0

Fetus 19d Neo 2d Neo 5d 10d Adult

Figura 3.1.9 : La isoforma u-PFKF2 en muscul de rata de diferents estadis de desenvolupament. Els
resultats obtinguts es presenten coma mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior a 3 animals.
L’analisi estadistic realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades, entre tots els grups. Cada lletra
representa una mitjana significativament diferent a la resta (p<0,05).

Resum:

En el desenvolupament i creixement del muscul de rata, les isoformes muscular, hepatica i
cardiaca de I’enzim PFK-2/FBPasa-2 presenten el seva maxima expressié en 1’individu
adult, mentre que I’expressié de la isoforma ubiqua disminueix en ’adult respecte 1’estadi

fetal.
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3.1.4. Expressi6 dels gens que codifiquen pels isoenzims de PFK-2/FBPasa-2

3.1.4.1.- Cor derata
e Expressio del gen Pfkfbl

En la introducci6 s’han presentat els gens i les isoformes que genera cadascun d’ells, tot i
aixi cal tenir present que el gen Pfkfb1 genera 3 mRNA per un procés de splicing alternatiu,
els quals codifiquen per 3 isoformes de PFK-2/FBPasa-2; fetal (F), muscular (M) i hepatica
(L). En aquest cas s’han dissenyat els primers i les sondes necessaries per detectar els
mRNA de les formes muscular (Pfkfb1_M) i hepatica(Pfkfbl_L). Les quals presenten una

expressio diferencial.

En aquest teixit I’expressio de la isforma muscular no presenta variacions significatives a
mesura que I’individu creix (Figura 3.1.10). La isoforma hepatica presenta un patr6 diferent
(Figura 3.1.11), al néixer es produeix una disminucid significativa de 1’expressié que es
manté fins a 1’estadi adult on augmenta presentant valors intermedis que no difereixen

significativament de la resta d’estadis.

10

5 Figura 3.1.10: Expressi6 del
gen Pfkfb1-M en cor de rata a
diferents estadis de desenvolu-
pament. Els resultats obtinguts
T es presenten com a mitjana +/-

S.D., els grups presenten una n
T superior a 3 animals. L’analisi
estadistic realitzat ha estat t-
student amb dades no
aparellades, entre tots els grups.
27 Cada lletra representa una
mitjana significativament diferent
a la resta (p<0,05).
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Figura 3.1.11: Expressi6é de
gen Pfkfbl-L en cor derata a
diferents estadis de desenvolu-
pament. Els resultats obtinguts es
presenten com a mitjana +/- S.D.,
els grups presenten una n superior
a 3 animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb
dades no aparellades entre tots els
grups. Cada lletra representa una
mitjana significativament diferent
a la resta (p<0,05).

El gen Pfkfb2 codifica per la isoforma cardiaca (H) de PFK-2/FBPasa-2. Tal i com

s’aprecia en la figura 3.1.12 es produeix una augment gradual d’expressio tot i que només

presenten diferéncies significatives els cors d’individus de 10 dies de vida i els que es

troben en 1’estadi adult.
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Figura 3.1.12: Expressi6 de
gen Pfkfb2 en cor de rata a
diferents estadis de
desenvolupament. Els resultats
obtinguts es presenten com a
mitjana +/- S.D., els grups
presenten una n superior a 3
animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb
dades no aparellades, entre tots
els grups. Cada lletra representa
una mitjana significativament
diferent a la resta (p<0,05).
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o Expressi6 del gen Pfkfb3

El gen Pfkfb3 codifica per la isoforma ubiqua (U) i la cerebral (B) de PFK-2/FBPasa-2. En

la bibliografia es descriu un procés de splicing alternatiu que genera 8 isoformes d’aquesta

proteina. Amb [’assay-on-demand adquirit amb Applied Biosystems només es poden

detectar 2 dels 8 mRNA que s’originen a partir d’aquest gen (Figura 3.1.13A). Aixi doncs,

es va analitzar el gen emprant el kit de la casa comercial i amb els primers i la sonda que

s’han dissenyat emprant una regié comu a totes les isoformes del gen i diferent de la resta

de gens (Figura 3.1.13B). En cap dels casos s’aprecien diferéncies significatives en

I’expressié d’aquest gen entre els estadis estudiats. Analitzant amb més detall la figura

3.1.13A s’observa una tendéncia, s’aprecia una disminuci6 gradual de 1’expressio tot i que

no ¢és significativa.
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Figura 3.1.13: Expressié del gen
Pfkfb3 en cor de rata a diferents
estadis de desenvolupament. Assay-
on-demand (A) i Total (B). Els resultats
obtinguts es presenten com a mitjana +/-
S.D., els grups presenten una n superior
a 3 animals. L’analisi estadistic realitzat
ha estat t-student amb dades no
aparellades, entre tots els grups. Cada
lletra representa una mitjana
significativament diferent a la resta
(p<0,05).
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o Expressi6 del gen Pfkfb4

El gen Pfkfb4 codifica per la isoforma de testicle (T) PFK-2/FBPasa-2. En la figura 3.1.14

s’aprecia una nivell d’expressié constant al llarg de tot el desenvolupament del cor, la unica

diferéncia significativa es presenta entre el cor de 5 dies de vida i el de I’individu adult.

10

Pfkfb4 / 18S (ua/ua)

o

0 T
Fetus 19d
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10 dies
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Figura 3.1.14: Expressi6é de
gen Pfkfb4 en cor de rata a
diferents estadis de desenvolu-
pament. Els resultats obtinguts es
presenten com a mitjana +/- S.D.,
els grups presenten una n superior
a 3 animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb
dades no aparellades, entre tots
els grups. Cada lletra representa
una mitjana significativament
diferent a la resta (p<0,05).

Resum: En cor de rata el patrd d’expressid dels gens Ptkfb1_M, Pfkfb3_Total i Pfkfb4 no

es modifica en el desenvolupament i creixement del teixit. Analitzant I’assaig amb el gen

Pfkfb3, s’aprecia una tendencia a la baixa des del moment en que neix, tot i que aquesta

disminucié no és significativa. L’expressio del gen Pfkfb2 augmenta progressivament a

mesura que el cor creix.
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3.1.4.2.- MUscul esquelétic derata

Expressi6 del gen Pfkfbl

En el muscul esquelétic s’aprecia el mateix patré d’expressié pels gens Pfkfbl-M i

Pfkfbl_L, concretament el nivell d’expressio €s molt baix fins al desé¢ dia de vida, entre

aquest estadi i I’adult es produeix un augment d’expressié que suposa un increment entre

15-20 vegades respecte la situacid fetal en ambdos casos (Figures 3.1.15/16).
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Figura 3.1.15. Expressi6 de
gen Pfkfbl-M en mdscul de
rata a diferents estadis de
desenvolupament. Els resultats
obtinguts es presenten com a
mitjana +/- S.D., els grups
presenten una n superior a 3
animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb
dades no aparellades, entre tots
els grups. Cada lletra representa
una mitjana significativament
diferent a la resta (p<0,05).

Figura 3.1.16: Expressi6 del
gen Pfkfbl-L en miscul derata
a diferents estadis de desenvo-
lupament. Els resultats obtinguts
es presenten com a mitjana +/-
S.D., els grups presenten una n
superior a 3 animals. L’analisi
estadistic realitzat ha estat t-
student amb dades no aparellades,
entre tots els grups. Cada lletra
representa una mitjana
significativament diferent a la
resta (p<0,05).
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o Expressi6 del gen Pfkfb2

L’expressio del gen Pfkfb2 es manté constant durant tots els estadis analitzats. La tnica

diferéncia s’aprecia entre els musculs de 5 dies i els adults.

Figura 3.1.17: Expressi6 de
gen Pfkfb2 en mascul derata a
diferents estadis de desenvolu-
pament. Els resultats obtinguts es

'|' ; b presenten com a mitjana +/- S.D.,

21 T els grups presenten una n superior

a 3 animals. L’analisi estadistic

realitzat ha estat t-student amb

14 dades no aparellades, entre tots

els grups. Cada lletra representa

una mitjana significativament

0 : : : : : diferent a la resta (p<0,05).
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e Expressio del gen Pfkfb3

La valoraci6 d’algunes isoformes generades pel gen Pfkfb3 (3.1.18A), aixi com 1’assaig per
detectar I’expressio de tots els mRNA que s’originen d’aquest gen (3.1.18B), proporcionen
el mateix patr6 d’expressio. S’observa una expressio molt reduida i constant del gen fins als

10 dies, en I’individu adult I’expressié augmenta fins a 7 vegades.

12

10 A
Figura 3.1.18A: Expressio del
gen Pfkfb3 en mascul derata a
diferents estadis de desenvolu-
pament. Assay-on-demand (A).
Els  resultats obtinguts es
presenten com a mitjana +/- S.D.,
els grups presenten una n superior
47 a 3 animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb
dades no aparellades, entre tots
A a els grups. Cada lletra representa
a a T una mitjana significativament
0 - = 0 - - diferent a la resta (p<0,05).
Fetus 19d 2 dies 5 dies 10 dies Adult

Pfkfb3 / 18S (ua/ua)
[e}]

152



CAPITOL 3

50

40 b
a ‘[
=}
§ 30 -
[9)]
©
-
-
:'Q_’ 20 -
=<
o

10 4 a

T a a
a ’—'I'_‘
0 T T T T T
Fetus 19d 2 dies 5 dies 10 dies Adult

o Expressié del gen Pfkfb4

Figura 3.1.18B: Expressio del
gen Pfkfb3 total en muscul de
rata a diferents estadis de
desenvolupament.. Els resultats
obtinguts es presenten com a
mitjana +/- S.D., els grups
presenten una n superior a 3
animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb
dades no aparellades, entre tots
els grups. Cada lletra representa
una mitjana significativament
diferent a la resta (p<0,05).

L’estudi d’expressiéo del gen Pfkfb4 presenta una tendéncia poc marcada, per les grans

dispersions d’aquest assaig. Analitzant les mitjanes s’observa com I’expressio €s molt baixa

fins al dese dia, duplicant o fins i tot triplicant aquest valor en I’estadi adult.
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Figura 3.1.19: Expressi6 de
gen Pfkfb4 en miscul derata a
diferents estadis de desenvolu-
pament. Els resultats obtinguts es
presenten com a mitjana +/- S.D.,
els grups presenten una n superior
a 3 animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb
dades no aparellades, entre tots
els grups. Cada lletra representa
una mitjana significativament
diferent a la resta (p<0,05).
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Resum cor: En cor de rata el patré d’expressio dels gens Ptkfbl_M, Pfkfb3_Total i Pfkfb4
no es modifica en el desenvolupament i creixement del teixit. Analitzant 1’assaig amb el
gen Pfkfb3, s’aprecia una tendéncia a la baixa des del moment en que neix, tot i que
aquesta disminucidé no ¢és significativa. L’expressi6 del gen Pfkfb2 augmenta

progressivament a mesura que el cor creix.

0O Fetus 0O 2dies 0O 5dies m 10dies m Adult
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Figura 3.1.20: % variacio de I'expressio dels diferents gens respecte I'expressio en I’estadi adult. Es

presenta de manera independent 1’expressio6 dels diferents gens en els diferents estadis de desenvolupament.

Resum muscul: En muscul de rata el patro d’expressio del gen Pfkfb2, tot i oscil-lar, no
varia significativament. L’expressio del gen Pfkfb4 presenta una tendéncia ascendent en
I’estadi adult, tot i que no és significativament diferent de I’estadi fetal. Els gens Ptkfbl (M
i L), Pfkfb3 (parcial i total) presenten un augment drastic en la seva expressio en 1’estadi

adult (Figura 3.1.21).
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Figura 3.1.21: % variacio de I'expressio dels diferents gens respecte I'expressio en I'estadi adult. Es
presenta de manera independent 1’expressio dels diferents gens en els diferents estadis de desenvolupament.

3.1.5 Discusi6

Kasten i col. (1993), amb un estudi que englobava ’estadi neonatal i I’envelliment, van
postular que el contingut de Fru-2,6-P, varia en funci6 del teixit i de I’estat de
desenvolupament o creixement dels diferents teixits Els resultats presentats (figura 3.1.2)
segueixen aquest postulat, en el muscul la Fru-2,6-P, disminueix drasticament en el
moment de né€ixer i es manté en valors entre el 10% i 20% del contingut fetal fins a 1’estadi
adult. En el cor, la Fru-2,6-P, presenta una davallada del 15% en el moment de néixer, que

es manté fins al cinque dia, i posteriorment recupera els valors de 1’estadi fetal.

Aixi doncs en el moment de néixer el contingut de Fru-2,6-P, canvia tan en el cor com en el
muscul, aquesta modificacié podria anar associada a la modificaci6 de la demanda
energetica que experimenten ambdds teixits, per tal d’obtenir I’energia necessaria perque es

desenvolupi la nova activitat contractil. El cor haurd de mantenir en solitari la circulacio

155



RESULTATS

sanguinia, fins al moment de néixer aquesta activitat la compartia amb el cor de la mare. El
muscul, per la seva banda, haura de dur a terme diverses funcions, sostenir el cos de
I’individu i permetre la seva mobilitat. A aquests teixits neonatals encara els caldra cert
temps perque adquireixin les caracteristiques propies del teixit adult, cal que s’adaptin a la

nova carrega de treball.

En aquest procés d’adquisicié de noves caracteristiques, en el muscul hi juga un paper molt
important la formacié de la placa motora, s’ha observat com la inervaci6 del muscul €s clau
en el manteniment de la diferenciacié cel-lular, concretament emprant protocols de
denervaci6 s’ha vist com els musculs retornaven a un estadi desdifereciat similar a 1’estadi

fetal (Cadefau i col. 1999).

Tres dies després de néixer el muscul comenga a diferenciar-se en tipus de fibres rapides o
lentes, com a conseqiiencia de la inervacid expressant-se formes enzimatiques
caracteristiques de cadascuna d’elles, com per exemple la MM de la creatina quinasa (CK) i

la fosfoglicerat mutasa (PGM) (Andrés i col. 1989)

El desenvolupament és doncs un periode amb molts canvis que sobretot s’evidencien si es
comparen estadis fetals i neonatals, I’existéncia d’isoformes especifiques per cada estadi o
la modificacid de la relacié d’expressié d’isoformes del mateix enzim son les principals

maneres de regular les diferents vies metaboliques.

En aquest sentit s’ha observat un augment de I’activitat PFK-1 durant el desenvolupament,
tan del muscul (Dunaway and col. 1986a) com del cor (Dunaway and col. 1986b), aquest
augment s’associa a I’increment de I’expressié de la subunitat M de ’enzim. Aquesta
subunitat presenta una menor inhibicié per ATP i un increment de I’afinitat per la Fru-6-P,
la Fru-2,6-P, i ’AMP (Dunaway i Kasten, 1989). Aixi doncs, petites quantitats de Fru-2,6-
P, en el cor i el muscul son efectives en la regulacié de 1’activitat PFK-1 per 1’elevat

percentatge que representa la subunitat M, en el contingut total de PFK-1 en aquests teixits.
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Durant el desenvolupament es produeix una transicioé de isoformes de la cadena pesada de
la miosina (MHC), la qual es troba present en tots els tipus de fibres musculars. En el fetus
s’expressa una isoforma embriondria, que més tard sera substituida gradualment per la
isoforma neonatal. Aquesta sera reemplagada per la isoforma adulta quan 1’estimul que rebi
la fibra muscular ho determini, és precisament aquest estimul el que acabara definint el

tipus predominant; I, I1, IIx o IIp, IIg (Serrano i col. 2000).

Segons Santalucia i col. (1992), ’abundancia relativa de GLUT1-GLUT4 en el muscul
depén de I’estadi de desenvolupament i de la composicié de fibres. En 1’estadi fetal de
muscul de rata s’expressa GLUT1 com a transportador de glucosa predominant, la qual és
fortament reprimida en el naixement i durant els primers dies de vida com a conseqiiéncia
de les alteracions que es produeixen en un pas previ a la traduccido (Wang i Hu, 1991;
Santalucia i col. 1992). En canvi, GLUT4 en I’estadi fetal presenta molt baixa expressio
pero en el moment de néixer es produeix una continua induccié de ’expressié (Wang i Hu,

1991; Santalucia 1992; Castelld 1994)

Les canvis en el contingut de Fru-2,6-P, podrien anar associats a variacions en les relacions
de les activitats quinasa i bisfosfatasa de I’enzim PFK-2/FBPasa-2, o bé a la modificacio
del patrd d’expressio de les diferents isoformes de I’enzim en el desenvolupament dels
teixits. Es va optar per analitzar la segona opcid perque la isoforma muscular de 1’enzim no
s’expressa fins que el muscul esta totalment diferenciat, fins i tot s’ha proposat aquesta
isoforma com un indicador de maduresa muscular (Vandoolaeghe i col. 1999). Aixi doncs,
qui ¢és el responsable de la sintesi de Fru-2,6-P;, en I’estadi fetal del muscul? Si el control de
Fru-2,6-P, en el desenvolupament es pot donar per variacions en els nivells d’expressié de

les isoformes en muscul, perque no ho hauria de ser també en el cor?

Analitzant I’expressio genica (figures 3.1.10-14) i proteica (3.1.3-5) de les isoformes de
I’enzim PFK-2/FBPasa-2 en cor, no s’aprecien modificacions en els gens Pfkfbl_M i
Pfkfb4 (testicle) fet que es reflexa en 1’expressid proteica de la isoforma de muscul.
Analitzant 1’assaig amb el gen Pfkfb3 i Pfkfb3_Total (cervell/placenta), s’aprecia una

tendéncia a la baixa des del moment en que neix, en el primer dels dos assaigs, encara que
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aquesta disminucié no sigui significativa, el contingut proteic d’isoforma ubiqua
disminueix a mesura que 1’individu va desenvolupant-se. L’expressio del gen Ptkfb2 aixi
com la preséncia de la isoforma cardiaca de PFK-2/FBPasa-2 augmenten progressivament a

mesura que el cor creix.

Aixi doncs, podria dir-se que la Fru-2,6-P, observada en I’estadi fetal és sintetitzada
basicament per la isoforma ubiqua, la disminucié de la seva presencia al durant el
desenvolupament provoca la davallada del contingut del metabolit, pero als 10 dies la
sintesi de la isoforma de cor podria compensar la pérdua de la isoforma ubiqua, augmentant
el contingut de Fru-2,6-P,. Cal recordar que en I’estadi adult el cor presenta una isoforma

propia que s’encarrega de la regulacio dels nivells d’aquest metabolit.

En I’estadi fetal del muscul es presenta una elevada concentracié de Fru-2,6-P; i la tinica
isoforma de I’enzim PFK-2/FBPasa-2 que podria explicar aquests nivells ¢és la isoforma
ubiqua present de manera abundant en I’estadi fetal (figura 3.1.9), la resta d’isoformes no
es detecten o la seva preséncia és minima. La disminuci6 drastica en el contingut de Fru-
2,6-P, després del naixement, podria ser deguda a la disminucié del 50% del contingut de
isoforma ubiqua. A partir dels 10 dies hi ha una lleu aparicié de la isoforma muscular,
hepatica i cardiaca, perd no és fins a ’estadi adult on realment s’observa la isoforma propia
del teixit, precisament en aquest estadi, es presenta el contingut de Fru-2,6-P, més baix,

fruit de la relacio entre les activitats quinasa i bisfosfatasa de la isoforma.

L’expressio genica de les isoformes muscular, hepatica i cardiaca de I’enzim PFK-
2/FBPasa-2 correlaciona amb la ’analisi proteic, pero la deteccid de la isoforma ubiqua no.
De fet els patrons d’expressid no tenen res a veure, el proteic presenta un descens gradual
fins a I’estadi adult, amb una petita oscil-lacié als 10 dies, mentre el mRNA en 1’estadi

adult és 7 vegades més abundant que en la resta.
Una explicacid a aquest fet seria que la forma ubiqua necessités una expressio més elevada

que les altres isoformes degut a una vida mitja més petita que les altres isoformes. Segons

descriuen Riera i col. (2003), els quals van realitzar un experiment de diferenciacio
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miogenica en cel-lules C2C12, i van observar com en aquest procés, la Fru-2,6-P, present
en les cél-lules anava disminuint, aixi com el contingut de la isoforma ubiqua, tan a nivell
de missatger com de proteina. La degradacio de la proteina es dur a terme a través de la via
proteolitica del ubiquitina-proteasoma. A mesura que es produeix la diferenciacio es

redueix la vida mitja de la isoforma ubiqua passa de 10h a 6h

3.1.6 Conclusions

1.- La concentracié de Fru-2,6-P, depén del teixit i de I’estadi de desenvolupament.

2.- L’expressio génica 1 proteica de les diferents isoformes de PFK-2/FBPasa-2 en cor es
correlacionen, observant-se una substitucio d’isoformes en aquest teixit, en 1’estadi fetal
actua la isoforma ubiqua i en I’estadi adult hi trobem la isoforma del propi teixit. Aquest
canvi d’isoforma podria explicar el patré d’oscil-lacié observat en la concentracié de Fru-

2,6-P».

3.- En el muscul I’expressid genica i proteica de les isoformes muscular, hepatica, cardiaca
correlacionen, perd la isoforma ubiqua no, a nivell geénic 1’expressid es produeix
basicament en 1’estadi adult, perd a nivell proteic, observem la seva presencia sobretot en

I’estadi fetal.

4.- El senyal d’inici d’expressi6 per a la isoforma muscular de PFK-2/FBPasa-2 no

correspon a I’inici de la inervacid, la qual es dona al voltant dels 3 dies de vida.
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3.2.- Diferéncies entre un muscul de contraccié rapida (TA) i un
muscul de contracci6 lenta (Soleus).

3.2.1.- Introducci6

Els musculs esquelétic, tal i com s’ha comentat, son teixits heterogenis constituits per fibres
musculars, las quals poden ser de diferents tipus, la proporcid entre aquestes diferents fibres
acaba definint el comportament del muscul. La fibra majoritaria confereix al muscul les
seves caracteristiques, pero aquestes poden adaptar-se a condicions canviants per la

preseéncia dels altres tipus de fibres en el mateix muscul (Pette i Staron, 1988).

En determinades circumstancies s’han detectat canvis morfologics i bioquimics en les
fibres musculars, fet que pot donar-se per un increments en els percentatges d’alguna fibra
o bé a I’adaptaci6 de la propia fibra per tenir una millor resposta a les noves exigencies.
Aquests canvis s’aprecien en el cas de l’adaptacid que experimenten els atletes en
entrenaments de resisténcia (Gollnick i col.1972; Tesch i Karlsson 1985) o de potenciacio
de la velocitat (Cadefau i col. 1990), aquests canvis també ha estat observat en cavalls
(Serrano i col. 2000) o altres models animals, com per exemple electroestimulacié (Pette i
col. 1972,1973). La inactivitat dels musculs també provoca una transicio de fibres (Green i

col. 1983, 1984).

El muscul tibialis anterior (TA), presenta aproximadament un 95% de fibres de contraccid
rapida o de tipus II, en TA de conill s’ha detectat 50% corresponen a Iz (Aigner i col,
1993; Hamaéldinen i Pette, 1993), el 45% de fibres 1l4 i el 5% restant correspondria a fibres
del tipus I (Leberer i Pette, 1984, 1986). En muscul soleus, exponent dels musculs de
contraccid lenta, presenta basicament fibres de tipus I, amb una proporcié infima de fibres

IIA.

En la bibliografia apareixen nombrosos articles per caracteritzar el contingut i composiciod
dels musculs rapids i lents, perd en cap d’ells s’analitzen les isoformes de I’enzim PFK-
2/FBPasa-2, aixi doncs aquest estudi pretén analitzar 1’expressio de les diferents isoformes

d’aquests enzim en els dos tipus de musculs.
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3.2.2.- Concentraci6 de Fru-2,6-P,

La concentracié de Fru-2,6-P, depén del teixit i del seu metabolisme, tal i com ja s’ha
mostrat en la figura 3.1.1 dins I’estudi realitzat en diferents teixits de rata. En aquest cas
s’analitza la concentracié d’aquest metabolit en dos teixits musculars, que es diferencien
per la seva composicid de fibres. Tal i com s’aprecia en la figura 3.2.1 la concentracié de
Fru-2,6-P, del muscul soleus representa un 30% de la concentracié d’aquest metabolit en el

muscul TA.

2,0

151

Figura 3.2.1: Concentraci6 de Fru-
10 1 2,6-P, en musculs TA i Soleus de
conill. Els resultats obtinguts es
presenten com a mitjana +/- S.D., els
grups presenten una n = 3 animals.
051 1 L’analisi estadistic realitzat ha estat t-
student amb dades no aparellades.
*Significativament  diferent de TA
00 : : (p<0,05).

TA Soleus

nmol / g tf

3.2.3.- Activitat PFK -2

La valoraci6 de I’activitat quinasa de I’enzim PFK-2/FBPasa-2 requereix una gran quantitat
de mostra per aquest motiu només s’ha avalua en teixits individus adults. Tal i com es
mostra en la figura 3.2.2, la determinacié de I’activitat PFK-2 en els musculs soleus
presenta un valor inferior al mesurat en musculs TA. Es aproximadament un 30% - 40%

menor, perd aquesta diferéncia no €s estadisticament significativa.
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TA Soleus

Figura 3.2.2: Activitat PFK-2 en
musculs TA i Soleus de conill. Els
resultats obtinguts es presenten com a
mitjana +/- S.D., els grups presenten una
n = 3 animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb dades no
aparellades. *Significativament diferent
al TA (p<0,05).

3.2.4.- Contingut delsisoenzims de PFK -2/FBPasa-2

e Laisoforma muscular (m-PFK2)

L’expressio proteica de la isoforma muscular en soleus és significativament inferior a la

presentada pels musculs TA, tal i com s’aprecia en la figura 3.2.3.

I-PFK 2
m-PFK2——

TA Soleus

% Var. 100,00 57,59
vsTA +£17,41 +£32,32

% var. vs TA

140

120 1

100 A T

80 -

60 -

40

20 1

Figura 3.2.3: Percentatge
de la isoforma m-PFK2,
%variaci6  respecte  al
muscul TA. Els resultats
obtinguts es presenten com
a mitjana +/- S.D., els grups
presenten una n superior a 3
animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student
amb dades no aparellades
entre els grups. Les
diferéncies significatives es
presenten com: * p<0,05;

0 T T
TA Soleus
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o Laisoformahepatica (I-PFK2)

La isoforma hepatica de I’enzim PFK-2 s’expressa significativament menys en els musculs

de contraccid lenta (soleus) que en els musculs de contraccié rapida (TA), tal i com

s’aprecia amb la figura que es presenta a continuacio.

TA Soleus
I-PFK 2
m-PFK2——
% Var. 100,00 33,34
VSTA +£24,67 £17,15
140
120 [
100
<
Z 80
s
> 60 4
O\O *kk
[
20 1

e Laisoforma cardiaca (h-PFK2)

Soleus

Figura 3.2.4: Percentatge de
la isoforma I-PFK 2, %variacié
respecte al muscul TA. Els
resultats obtinguts es presenten
com a mitjana +/- S.D., els
grups presenten una n superior
a 3 animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb
dades no aparellades entre els
grups. Les diferencies
significatives es presenten com:
*p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.

L’expressio de la isoforma cardiaca de I’enzim PFK-2 es dona de la mateixa manera en

musculs TA 1 soleus.
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TA Soleus
J . |«—h-PFK2
% Var. 100,00 186,02
VSTA + 40,65 + 53,30

300

250

200 “V

150 4
100 A “V

50 1

% var. vs TA

TA Soleus

Figura 3.2.5: Percentatge de la isoforma h-PFK 2, %variaci6 respecte al muscul TA. Els resultats obtinguts

es presenten com a mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior a 3 animals. L’analisi estadistic
realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades entre els grups.

Resum: Els musculs de contraccioé lenta expressen menys isoforma muscular i hepatica de
I’enzim PFK-2/FBPasa-2 que els musculs de contraccié rapida. En quan a la isoforma

cardiaca, no s’observen diferéncies significatives tot i apreciar-se una tendéncia a 1’al¢a.
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3.25. Express6o dels gens que codifiquen pels isoenzims de PFK-
2/[FBPasa-2

o Expressié del gen Pfkfbl

L’expressio del gen Pfkfbl en la seva isoforma muscular presenta un patré d’expressio
diferent en funcio del tipus muscular. Els musculs soleusnomés presenten un 15%-25% de

I’expressi6 d’aquesta isoforma en els musculs de contraccio rapida (TA).

(ua/ua)
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201 Figura 3.2.6: Expressio del gen Pfkfb1-M

en musculs TA i Soleus de conill. Els

1154 resultats obtinguts es presenten com a
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* estat t-student amb dades no aparellades.

5 T Les diferéncies significatives es presenten

com: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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TA Soleus

En I’estudi de I’expressio de la isoforma hepatica del gen Pfkfb1 s’observa una distribucio

similar a la que presentava la isoforma muscular, perd en aquest cas, les diferéncies, en

principi aparents, no son significatives, aquest fet €s fruit de la gran dispersio de les dades

obtingudes.
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3 Figura 3.2.7: Expressio del gen Pfkfb1-L
IELE en musculs TA i Soleus de conill. Els
£ resultats obtinguts es presenten com a
& 10 A mitjana +/- S.D., els grups presenten una n
T = 3 animals. L’analisi estadistic realitzat
5 - ha estat t-student amb dades no
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o Expressié del gen Pfkfb2

El gen Pfkfb2 en soleus presenta una augment respecte a 1’expressié que s’observa en els

musculs TA, aquest augment no és estadisticament significatiu fruit de la gran dispersio en

les dades obtingudes.

14

12 A

10 A

Pikfb2/18S (ua/ua)

TA

o Expressio del gen Pfkfb3

Soleus

Figura 3.2.8: Expressié del gen
Pfkfb2 en musculs TA i Soleus de
conill. Els resultats obtinguts es
presenten com a mitjana +/- S.D., els
grups presenten una n = 3 animals.
L’analisi estadistic realitzat ha estat
t-student amb dades no aparellades.

En els musculs soleus I’expressio del gen Pfkfb3, corresponent a algunes de les isoformes

que poden obtenir-se per splicing alternatiu, és significativament menor a la que presenten

els musculs TA.
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Figura 3.2.9: Expressi6 del gen
Pfkfb3 en musculs TA i Soleus de
conill. Els resultats obtinguts es
presenten com a mitjana +/- S.D., els
grups presenten una n = 3 animals.
L’analisi estadistic realitzat ha estat
t-student amb dades no aparellades,
cada lletra representa una mitjana
significativament diferent a la resta.
Les diferéncies significatives es
presenten com: * p<0,05; ** p<0,01;
**% p<0,001.
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Expressio del gen Pfkfb4

L’expressio del gen Pfkfb4 no presenta diferéncies significatives quan comparen musculs

de contracci6 rapida (TA) amb musculs de contraccid lenta (soleus).

Pikfb4/18S (ua/ua)
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TA

Soleus
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Figura 3.2.10: Expressié del gen
Pfkfb4 en musculs TA i Soleus de
conill. Els resultats obtinguts es
presenten com a mitjana +/- S.D., els
grups presenten una n = 3 animals.
L’analisi estadistic realitzat ha estat
t-student amb dades no aparellades,
cada lletra representa una mitjana
significativament diferent a la resta.
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3.2.6. Discussio

En aquest apartat s’han comparat dos musculs esquelétics, un eminentment de contraccid
rapida (TA) i I’altre de contraccio lenta, (soleus). Els musculs de contracci6 lenta presenten
tot un seguit d’adaptacions que els permeten treballar amb un metabolisme més aerobic, i
per tan no depenen de la glucolisi per obtenir 1’energia necessaria per dur a terme la seva

funcid.

El primer que observem en I’estudi és la reduccio del contingut de Fru-2,6-P; en el soleus,
aquesta circumstancia hauria de ser esperable doncs aquest metabolit és I’activador
al-lostéric més potent de la PFK-1, I’enzim encarregat de regular el flux glucolitic, quanta

menys quantitat de Fru-2,6-P, presenti el muscul lent menys activa estara la glucolisi.

L’activitat quinasa de la PFK-2/FBPasa-2 presenta una tendéncia a la baixa en els musculs
de contraccid lenta, en altres estudis realitzats en rata en el nostre grup, Bassols i col. 1986,
s’han observat diferéncies significatives entre els dos tipus de muscul, aixo podria indicar
que en nombre d’animals emprats en ’assaig potser és escas per la dispersid que genera

aquesta técnica.

L’estudi d’expressio de les isoformes de I’enzim PFK-2/FBPasa-2, a nivell proteic i de
mRNA, presenta molt bona correlacid, la produccid de mRNA en la transcripcid i
maduracié no presenta peérdues en el procés de traduccid, doncs observem la mateixa
relacio entre la preséncia de cada isoforma en els dos tipus de muscul. La isoforma
muscular, la hepatica i la ubiqua presenten un nivell d’expressio superior en els musculs de

contracci6 rapida, mentre la isoforma cardiaca es més abundant en el soleus.
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3.2.7. Conclusions

1.- El contingut de Fru-2,6-P2 dels musculs de contracci6 rapida son més elevats com a

conseqiiéncia d’una major activitat de I’enzim PFK-2/FBPasa-2.

2.- El patr6 d’expressio de les isoformes muscular, hepatica i ubiqua de PFK-2/FBPasa-2 és
superior en els musculs de contraccid rapida, en canvi la isoforma cardiaca és més abundant
en els musculs de contraccié lenta. La isoforma de testicle presenta el mateix patrd

d’expressio en els dos tipus musculars.
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3.3.- Paper de la Fru-2,6-P, en la contraccio del muscul esqueletic

3.3.1.- Introducci6

Regulala PFK-1tal i com passaen € fetgei per tan controlala glucolisi?

El cicle d’excitacid-contraccid-relaxacié (ECR) dels musculs és activat pel potencial
d’acci6 que es propaga a través de la membrana, a partir d’aqui el potencial és reconegut i
transmes a través dels tibuls-T cap al reticle sarcoplasmatic (RS). A continuacid es
produeix un alliberament de Ca®" per part del RS, provocant un increment de Ca®" al
mioplasma., el qual activa el sistema regulador de la maquinaria contractil (depenent de
calci) i es genera la contraccio del muscul. Finalment, la recuperacio de les concentracions
de calci en el mioplasma, a través de proteines segrestadores de calci o a través del

transport a cap al RS emprant la Ca*"-ATPasa, permet la relaxacié muscular.

Les fibres musculars disposen de tots els elements que composen el sistema d’ECR, pero
s’han descrit components moleculars especifics pels diferents tipus de fibra, aquest fet es
tradueix en la cinética de 1'ECR segons el tipus de fibra, existint fibres de contraccid

rapida o bé lenta.

El model de I’electroestimulacié cronica a baixa freqiiencia (ECBF) es basa en la imposicid
d’un patr6 d’estimulacio propi de les motoneurones que innerven les fibres lentes a un
muscul de contraccio rapida. Al sotmetre un muscul de contraccio rapida com el tibialis
anterior (TA) a ’ECBF, concretament a 10Hz, s’obté una adaptacié gradual cap al fenotip
dels musculs de contraccié lenta. Aquest model permet relacionar els canvis funcionals

amb els processos moleculars produits durant I’adaptacid (revisat a: Pette i Vrbova, 1992).

Per veure I’efecte de 1’adaptacié muscular a 1’activitat contractil, el model d’ECBF a
diferéncia dels entrenaments, permet treballar amb un sol muscul sense la interferéncia
d’altres canvis, produits per altres parts del cos. D’altra banda amb aquest model
s’aconsegueix que totes les unitats motores motoneurones s’estimulin simultaniament, no

segueixin 1’estimulacio gradual i jerarquica observada en un exercici “normal”.
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Un dels primers canvis detectables en musculs TA sotmesos a ECBF ¢és I’increment en el
temps necessari per assolir la tensié maxima i en el temps de relaxacid (revisat per: Pette i
Vrbova, 1992). L’alentiment del temps de contraccio i de relaxacid és causat per canvis en
el sistema de segrestament de Ca®" i en I’expressié de les diferents isoformes de les

proteines miofibril-lars (Brown i col. 1983).

L’estimul contractil caracteristic de les fibres lentes provoca I’activacié de la proteina
fosfatasa-2B (PP2B) o calcineurina a través del Ca*’-CaM. La calcineurina desfosforila el
factor de transcripcid NFAT (Nuclear Factor of activated T cells), el qual es desplaga fins al
nucli on juntament amb altres factors de transcripcié promoura I’expressio dels gens
caracteristics de les fibres lentes. En canvi en les fibres de contraccio rapida, la calcineurina
no ¢s activada, conseqlientment no pot desfosforilar NFAT i per tan els factors de
transcripcid present promouran 1’expressid dels gens propis de les fibres rapides (Hughes,

1998)

L’electroestimulaciéo de baixa freqliéncia o els entrenaments de resisténcia provoca la
transformacié de les fibres Il a I a través de 1’activacio de la calcineurina. L’administracio
de CsA, inhibidor de la calcineurina, s’evita la transformacio de fibres (Dunn i col. 1999).
En ratonins transgénics on la calcineurina s’expressa constitutivament s’observsa un major
nombres de fibres lentes perd no s’aprecia hipertrofia dels musculs, indicant que calen

altres elements que faciliten o intervenen en la transformacio6 de fibres (Nayas i col 2000).

Les fibres musculars d’una unitat motora, al ser sotmeses al mateix patré d’activitat
neuronal presenten el mateix fenotip. Les unitats motores A (fibres Ilg) pateixen una
disminucié del 90-100% de la potencia de contraccid, després de ser sotmeses a 1800
contraccions a una freqiiéncia de 10Hz., mentre que les unitats motores C (fibres 1) no
mostren cap senyal de fatiga o pérdua de potencia de contraccio i les unitats motores B
(fibres I15) mostren una reaccio intermedia (Edstrom i Kugelber, 1968). La resisténcia a la
fatiga és una caracteristica del tipus de fibres, de manera que els musculs seran més o

menys resistents a la fatiga segons la composicid de fibres que presenten.
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L’increment en la resisténcia a la fatiga observat en musculs sotmesos a I’ECBF, en s’ha
atribuit a I’increment de la capil-laritzacié i perfusié dels musculs (Hudlicka i col. 1984) i a
I’increment detectat en la capacitat de les vies aerobiques-oxidatives (Hudlicka i col. 1977,
Skorjanc i col. 1998). L’increment en la capil-laritzacié i la disminucié del diametre de les
fibres permet un major subministrament d’oxigen a les fibres musculars en contraccid

(Hudlika i col. 1997) promovent el canvi de metabolisme.

Les fibres de contraccid rapida sotmeses a ECBF han de fer front a Iaugment de la
demanda energética exigida per 1’activitat contractil continuada. Aquestes fibres han
d’adaptar-se a la nova situacid per seguir subsistint, les adaptacions presentades
corresponen a canvis en l’activitat i expressié de diferents enzims implicats en el
metabolisme energetic. Concretament es potencia la capacitat oxidativa aerdbica (cicle de
I’acid citric, ’oxidacié d’acids grassos, la utilitzacidé de cossos cetonics i la cadena
respiratoria) i es disminueix 1’activitat d’enzims implicats en la glucolisi (Brown i col.

1976; Pette i col. 1972, 1973)

L’increment en la capacitat oxidativa aerobica correlaciona amb un augment de
mitocondries (Salmons i col. 1978). Reichman i col (1985) descriuen, en musculs sotmesos
a ECBF, una correlacié lineal entre 1’activitat citrat sintasa (marcador del contingut de
mitocondries i capacitat oxidativa aerdbica) i I’increment de la resisténcia a la fatiga. Altres
enzims del cicle de 1’acid citric també presenten augments d’activitat. També s’ha observat
un augment dels enzims implicats en el transport dels acids grassos i la seva oxidacid
(palmitoil-CoA transferasa, 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, 3-ketoacil-CoA tiolasa) i en
els enzims de la cadena respiratoria (NADH citocrom c¢ reductasa, succinat-citocrom c

reductasa, citocrom ¢ oxidasa) (Reichmann i col. 1991).

Els enzims relacionats amb la transferéncia de fosfats d’alta energia disminueixen a
mesura que s’incrementa el temps ECBF, Henriksson i col (1986) detecten una reducci6 del
50% en I’activitat CK i AMP deaminasa, mentre ’adenilat quinasa perd un 75% de
I’activitat inicial. En I’entrenament de resisténcia, una variant de la transformacié de fibres

rapides a lentes, la creatina quinasa (CK) no presenta un augment d’activitat pero si que
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s’aprecia un canvi d’expressio, s’incrementa 1’expressié de la isoforma MB (Apple i col

1985).

L’ECBF, en musculs de contraccié rapida, promou canvis en 1’expressio de diferents
isoformes de la glucogen fosforilasa quinasa (GFQ), a les 10 setmanes s’observa 1’aparicio
de I’isoforma caracteristica de les fibres de contraccio lenta la qual provoca una disminucid
de D’activitat GFQ (Lawrence i col. 1986). En la lactat deshidrogenasa (LDH) també
s’observa un canvi d’expressio, s’aprecia un augment progressiu de 1’expressio de la

subunitat-H i una reduccio6 de I’expressio de la subunitat-M (Simoneau i Pette, 1989).

L’ tnic enzim implicat en la glucdlisi que presenta una augment d’expressio amb I’ECBF és
I’hexoquinasa (HK) (Pette i col. 1972, 1973). Concretament s’incrementa la preséncia de
HKII des de les primeres hores d’estimulacio (Weber i Pette, 1990). Aquest fet, podria
indicar que la fosforilacié de la glucosa €s un pas limitant pel manteniment d’una activitat
contractil sostinguda, en musculs de contraccid rapida. Si s’atura I’estimulacid, les
alteracions en I’expressié de I’HKII reverteixen recuperant els nivells d’expressid basals en

unes 15 hores (Weber i Pette 1990).

L’ECBF s’ha comentat que induia el canvi de fenotip de contraccio6 rapida a lenta. Aquesta
transicio es produeix a través de dos processos; en el primer, les fibres rapides es
transformen en lentes, fet que implica un canvi d’expressié de proteines (Pette, 1991) i una
degradacié de les proteines que s’han deixat d’expressar. El segon procés és el recanvi de

fibres rapides danyades, per fibres lentes generades de nou (Maier i col. 1986).

En muscul esquelctic de rata, s’ha descrit que la transicid de fibres es basa només en el
procés de transformacid de fibres intactes (Delp i Pette, 1994; Putman i col. 1999).
Contrariament, en muscul esquelétic de conill s’ha observat que la transicié de fibres es
dona en part a través d’una transformacio d’aquestes i en part a partir d’una degeneraci6 i
regeneracio de noves fibres. En muscul de contraccié rapida de conill electroestimulats

cronicament a baixa freqiliencia el 15-20% de les fibres de contraccié rapida pateixen una
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degeneracid i son reemplacades per fibres de contraccid lenta, les quals son originades a

partir de la proliferacio de cél-lules satel-lit (Maier i col. 1986, 1988; Lexell i col. 1992).

Tan en la transformacido com en la substitucié de fibres €és necessaria 1’accié d’algun
sistema proteolitic si bé es creu que els sistemes proteolitics implicats en cada cas son
diferents. Els tres sistemes proteolitics principalment implicats son: les catepsines
lisosomals, les calpaines citoplasmatiques (Belcastro i col. 1998) i el sistema de
proteosomes depenents d’ATP i relacionats amb I'ubiqilitina (Lecker i col 1999). S’ha
demostrat que tots ells es troben incrementades en I’ECBF (Ordway i col. 2000; Parrefio i

col. 2001).

Durant D’estimulacido s’aprecia D’activaci6 de la calpaina citosolica, aixi com una
translocacié cap a les estructures miofibril-lars i microsomals (Sultan i col. 2001). Essent
més pronunciada la translocacid de la p-calpaina que la m-calpaina, suggerint que la p-
calpaina podria estar implicada en el procés de transformacio de fibres, mentre la m-
calpaina estaria més aviat implicada en els processos de necrosis. El sistema de
proteosomes es troba incrementant en resposta a 1’estimulacid cronica a baixa freqiiéncia,
en fibres necrotitzades i en fibres IIA aparentment intactes, fet que suggereix que
possiblement aquest sistema proteolitic estaria implicat en la regeneracio de fibres i en la
transformacié de fibres (Sultan i col. 2001). S’ha proposat que el procés de protedlisi
podria ser un pas limitant en la transicié de fibres rapides a lentes, durant 1’estimulacid

cronica a baixa freqiiencia (Termin i Pette, 1992).

El grup de la Dra. Cussé s’ha especialitzat en I’estudi de les adaptacions que es produeixen
en el model d’ECBF, sobretot les que afecten la via glucolitica. Concretament el model
emprat en aquest estudi sotmet el mascul Tibialis anterior a un protocol d’ECBF durant 24
hores i un descans de 48 hores. Amb aquests musculs es realitza un test d’exercici per
analitzar I’estat del teixit i la resposta de la via glucolitica a I’exercici. En primer lloc, cal
saber si el model escollit manté la mateixa resposta contractil en front de la fatiga
ocasionada per 1’electroestimulacio. Cal avaluar 1’estat metabolic en les diferents situacions

experimentals, centrant I’analisi, en la glucolisi, via on intervé la Fru-2,6-P,.
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3.3.2.- Estudi de la forca dels musculs Tibialis Anterior en diferents
situacions contractils.

Per dur a terme aquest estudi va caldre seguir el protocol quirargic (apartat 2.2.2.2) per tal
d’implantar els eléctrodes als conills escollits. Havent complert el post-operatori, es
distribueixen els animals en grups: control, electroestimulats (E24h) o electroestimulats
descansats (E24h+D48h). El protocol de for¢a es realitza seguint el procediment
experimental descrit en I’apartat (2.2.2.5.1), a 10Hz durant 8 minuts. Tal i com s’aprecia en
les grafiques mostrades en la figura (3.3.1), la tensié inicial cau estrepitosament en musculs
sotmesos a un protocol d’electroestimulacié cronic de baixa freqiiencia (10Hz) durant 24
hores. La tensid inicial es recupera parcialment en musculs que han descansat 24 hores
després de finalitzar 1’electroestimulacid, perd no assoleixen valors controls de tensio

inicial fins a les 48 hores de descans.

CONTROL E 24h E 24h + D 24h E 24h + D 48h
400
1200 ~ A
I
1000 - ||
= 800 l'
3 |
B eo0 l
=
ao0 (| \
200 \\
- e S
N B B ——
1Y 2345678 D12345878 012345678 D12345678
Temps (rmin) Temps (min) Tamps {[min) Temps {min)

Figura 3.3.1: Tensi6 del muscul TA sotmés al protocol de forca 10Hz. La tensié mesurada en grams pel
dinamometre acoblat al sistema de registre descrit en I’apartat 2.2.2.5.1.

3.33- Test de fatiga en mdusculs sotmesos a diferents situacions
contractils.

Seguint el mateix protocol quirtrgic que en el test de forca anterior, s’aplica el test de fatiga
(apartat 2.2.2.5.2, 2 minuts a 40Hz durant 330ms/s) en el moment adequat en funcid del
grup i s’obtenen els registres que apareixen a la (figura 3.3.2) Els registres de fatiga dels

musculs electroestimulats presenten una disminucio en la tensid inicial i un perfil diferent
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dels musculs control, la variacio entre la tensié inicial i final és molt menor. El descans de
48 hores permet recuperar parcialment la tensid inicial aixi com el perfil de fatiga
caracteristic dels musculs control TA. En la mateixa figura apareix el registra contractil
d’un muscul Soleus, on s’aprecia com la tensié inicial i la final presenten molt poca

variacio.
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1400 +

1200 7 Figura 3.3.2: Registre de contraccié
1000 - muscular obtingut amb €l test de
800 - fatiga a 40Hz. Apareixen els registres
600 - de musculs TA: control, estimulat
400 - durant 24h [E(24h)], i descansat 48h
200 | [E+D(48h)] i Soleus.

0
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Analitzant quantitativament les dades, es pot mesurar I’index de fatiga de cada muscul,
considerant la tensid inicial i la final, per tal de normalitzar les dades es relaciona amb pes

del muscul (Figura 3.3.3).

El muscul Soleus sotmes al test de fatiga presenta una tensié final molt semblant a la tensio
inicial, obtenint aixi un index de fatiga elevat. Els musculs TA de conill sotmesos al test de
fatiga, presenten un index menor al presentat pel muscul soleus, en aquest el muscul TA si
presenta certa fatiga al finalitzar el test. L’electroestimulacié continua a baixa freqiiéncia
durant 1 dia, altera el comportament del miscul TA, en aquest cas quan es realitza el test de
fatiga a 40Hz, la tensio inicial s’ha reduit a la meitat si la comparem amb els TA control, a
partir d’aqui s’observa una lleu disminucio de la tensid generada, obtenint al final del test
un index de fatiga intermedi, entre els TA control i els soleus. Finalment al deixar que els
musculs es recuperin de I’exercici provocat amb [’electroestimulacid, es recupera

practicament la tensio inicial produida en el test de fatiga aixi com I’index de fatiga.

0,9 -
_ 081 — M tscul index de Fatiga
E 07
S 06 TA - Control 0.41 + 0.08
2 o5 |
"‘B‘ y
L ogg] TA - E(24h) 0.56 +0.03
o O
2 03
5 TA - E(24h)+D(48h) 0.39 + 0.00
£ 02
0,1 4 Soleus 0.77 £0.00
0,0

Control E(24h)  E+D(48h) Soleus

Figura 3.3.3: index defatiga. Correspon al quocient Tensi6 Final / Tensi6 Incial corregit pel pes del miscul.
Cal tenir en compte ’estat inicial del muscul, per comprendre el vertader significat de I’index.

Observant els perfils dels registres contractils obtinguts en el test de fatiga (40Hz), pot
apreciar-se com la peérdua de forgca que experimenta el muscul a mesura que es perllonga
I’exercici no segueix una equacio lineal, de fet la davallada en la for¢a no és evident fins als

20-30 segons, a partir d’aquest moment la pérdua de forca és proporcional al pas del temps.
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S’han calculat 2 pendents: 0s-30s i 30s-120s del test de fatiga (Taula 3.3.1). El primer
parcial no presenta una bona correlacio lineal, perqué en aquest periode apareixen algunes
irregularitats, com per exemple oscil-lacions, estabilitzacions. En el segon parcial mesurat,
es pot veure una correcte correlacio entre la forga/tensio i el temps, de fet és una relacid

inversament proporcional.

0s-30s 30s-120s
M Uscul
Pendent r Pendent r
TA - Control -4.21 0,928 -8,59 0,995
TA—-E (24h) -4,35 0,825 -1,58 0,975
TA-E + D(48h) -4,98 0,979 -4,98 0,979
Soleus -1,10 0,834 -2,76 0,991

Taula 3.3.1: Pendents delsregistres contractils obtingutsamb €l test de fatiga.

3.3.4.- Concentracio dels metabdlits ener getics

En musculs control i electroestimulats-descansats, la concentracié d°‘ATP no presenta
modificacions durant els 10 segons de test d’exercici. En els musculs electroestimulats, els
nivells d’ATP son inferiors als presentats pel musculs control, essent significativament
diferents en la situacid de repos i als 3 segons del test d’exercici.

Analitzant els nivells de creatina fosfat (CrP) i creatina, s’aprecia una davallada en la CrP a
partir dels 3 segons, tan en els musculs controls com en els recuperats, el descens implica
I’augment de creatina no fosforilada. Als musculs fatigats no s’aprecien alteracions en els

nivells d’aquest 2 metabolits en els 10 segons.
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TEMPSESTIMULACIO (s)

0 1 3 10
Control 6,03+ 0,15 6,01 £0,31 6,49 £0,26 5,42 +0,51
ATP E(24h) 5,07 +0,47* 5,54+ 0,24 4,83 +0,42% 5,42 + 0,68
E+D(48h) 5,90 £ 0,30 5,71+0,22 5,91 £0,30 5,38 £0,38
Control 18,33+ 1,17 16,11 + 1,46 15,36 + 0,82 7,75 + 1,60abc
CrP E(24h) 17,12 £ 0,99 19,63 + 0,39 15,86 + 0,60 15,47+1,79
E+D(48h) 16,34 £ 1,19 16,46 + 0,09 14,61 £ 1,14 6,41 £+ 1,53abc
Control 17,50 + 1,17 18,54 + 1,64 19,29 + 1,72 26,59 + 1,33a
Creatina  E(24h) 18,72 £ 0,99 16,21 £0,39 19,98 £ 0,61 20,37 + 1,80
E+D(48h) 17,10+ 1,19 16,97 £ 0,08 18,82 +1,14 27,02 +1,54a

Taula 3.3.2: Concentraci6 dels metabolits energéetics. ATP, Creatina fosfat i Creatina en musculs control,
electroestimulats (24h) i electroestimulats descansats (48h). Els valors son la mitjana + SD (n=3-6). Les

concentracions estan expressades en mmol/g de teixit fresc. *Significativament diferent del repds (p<0,05);

bSignif'lcativament diferent de 1s (p<0,05);CSigniﬁcativament diferent de 3s (p<0,05); *Signiﬁcativament
diferent del control (p<0,05).

3.3.5.- Consum d’ATP i pH

El consum d’ATP es mesura amb 1’equacio Katz i col. (1986):

Consum d' ATP = [2 x (— AATP)]+ [~ ACP]+ [1,5 (ALactat )]+ [1,5 % (APiruvat )]

En el primer segon del test d’exercici s’aprecia un consum d’ATP superior en musculs
control. Als 3 segons el consum d’ATP en musculs electroestimulats €s superior als
musculs control, el descans de 48 hores previ al test ha permés que en aquest punt el
consum d’ATP d’aquests musculs sigui superior a la resta de situacions. Finalment als 10
segons, els consums dels musculs control i els electroestimulats-descansats presenten el
mateix nivell mentre que en musculs fatigats, electroestimulats durant 24 hores, el consum

d’ATP és 10 vegades més baix.
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Consum ATP (ua)

Test ()

Figura 3.34: Consum d'ATP. Els musculs controls ens presenten com 0O, els musculs
electroestimulats durant 24h () i els musculs E(24h)+D(48h) ( ) L’analisi estadistic realitzat ha estat
t- student amb dades no aparellades, entre tots els grups. *Significativament diferent del control a 1
segon (p<0,05); aSigniﬁcativament diferent del muscul pre-estimulat i descansat a 1 segon (p<0,05)

El pH pot mesurar-se empiricament emprant les concentracions d’alguns metabolits a

través de I’equacio proposada per Sahlin i col. (1975).
pH tedric = 7,06 — (0,0226 x ([Lactat |+ [Piruvat]))

Els musculs control i els estimulats-descansats presenten practicament el mateix perfil, a
partir del tercer segon del test d’exercici comenca a provocar la disminuci6é del pH. La
diferéncia entre aquests dos grups es presenta al tercer segon del test d’exercici, en els
musculs control s’intueix una disminucié perd aquesta no estadisticament significativa,
mentre que els musculs estimulats-descansats presenten diferéncies significatives a partir
d’aquest estadi. El pH en els musculs estimulats durant 24 hores no es modifica amb el test

d’exercici.
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Figura 3.3.5: pH intramuscular tedric. Els musculs controls ens presenten com O, els musculs
electroestimulats durant 24h (M) i els musculs E(24h)+D(48h) (E). L’analisi estadistic realitzat ha
estat t- student amb dades no aparellades, entre tots els grups. *Significativament diferent del
control en repos (p<0,05).
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3.3.6.- Concentracio dels metabolitsintermediaris de la via glucolitica

Analisi delasituacidinicial prévia al test d exercici

Els musculs control i electroestimulat-descansat presenten els mateixos valors per a tots i
cadascun dels metabolits intermediaris com es pot observar en les taules 3.3.3 i 3.3.4. En
canvi, els musculs electroestimulats durant 24h, presenten modificacions en les
concentracions d’alguns d’aquest metabolits si es pren com a referéncia els musculs
control. S’observa una disminucié significativa en el glucogen, Glu-6-P i Fru-1,6-P,. La
glucosa es troba augmentada, mentre la resta de metabolits (Glu-1-P, Fru-6-P, GAP,

DHAP, lactat i piruvat) presenten valors control.

Analis del test d’'exercici
Analitzant els resultats del test (taula 3.3.4), s’observen 2 patrons de comportaments en els
musculs estudiats, per un costat els musculs control juntament amb els estimulats-

descansats i en el segon grup els musculs estimulats durant 24h.

En el primer grup, la glucosa es manté constant al llarg de tot el test. El GAP, la DHAP i la
Glu-1-P presenten augments tot i no arribar a ser significatius. La Glu-6-P, la Fru-6-P, la
Fru-1,6-P,, el lactat i el piruvat presenten augments al llarg del test d’exercici essent

significatius entre els 3segons i els 10 segons en funcié del metabolit.

Els musculs electroestimulats no presenten variacions significatives en cap dels metabolits

analitzats, mantenint aixi les concentracions inicials prévies al test d’exercici.

Control E(24h) E+D(48h)

Glucogen 68,01 1,51 35,54 £ 4,17* 68,54+ 3,16

Figura 3.3.3: Concentracié de glucogen. Els valors sén la mitjana + SEM (n=3-6). Les concentracions en
pmol de glucosa/g teixit fresc). Significativament diferent del control (p<0,05).
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TEMPSESTIMULACIO (s)

0 1 3 10
Control 1,08+0,12 1,27+0,28 1,13+0,29 1,41 0,35
Glucosa  E(24h) 1,88 £ 0,28* 2,48 + 0,93 2,19+ 0,62 4,07 +1,25%
E+D(48h) 1,07+0,22 1,02 +0,04 1,17 +0,05 1,08 + 0,35
Control 0,09 +0,01 0,07 +0,03 0,09 +0,02 0,15+0,02
Glu-1-P  E(24h) 0,06 + 0,02 0,05 + 0,01 0,04 + 0,01 0,05 + 001
E+D(48h) 0,12+ 0,04 0,04 £ 0,01 0,05 £ 0,00 0,13 +0,02
Control 1,07 +0,12 0,43 +0,16 1,44+ 0,39 3,45+ 0,63"°
Glu-6-P  E(24h) 0,48 +0,13* 0,36 + 0,03 0,34 + 0,05 0,55+0,13
E+D(48h) 1,18 £ 0,56 0,56 £0,18 0,72 £0,19 224+0,17%
Control 0,19 + 0,02 0,10 + 0,03 0,24 + 0,06 0,50 = 0,08™°
Fru-6-P  E(24h) 0,10 0,02 0,07 + 0,01 0,07 0,01 0,10 + 0,03
E+D(48h) 0,25 £ 0,03 0,10 £0,02 0,15+ 0,05 0,35+ 0,02°
Control 0,67 0,10 0,64 +0,32 1,48 £0,32 1,77 £ 0,36
Fru-1,6-P, E(24h) 0,31+ 0,06* 0,19 +0,07* 0,21 £ 0,02% 0,42 +0,03*
E+D(48h) 0,71 0,18 0,87 £ 0,02 2,35+0,18 2.43+0,01%
Control 9,00 + 1,00 7,00 + 4,00 23,0+ 9,00 19,0 £ 5,00
GAP E(24h) 10,1 +2,62 9,30 +2,71 8,40 +4,01 14,6 + 1,97
E+D(48h) 4,00 + 0,00 8,00 + 4,00 11,0 + 1,00 7,00 + 1,00
Control 0,12+0,02 0,13 £0,06 0,24 £ 0,05 0,27 +0,11
DHAP E(24h) 0,08 + 0,01 0,07 + 0,02 0,07 + 0,01 0,09 + 0,02
E+D(48h) 0,10 + 0,00 0,09 + 0,00 0,18 0,01 0,14 + 0,00
Control 0,14+ 0,01 0,16 + 0,05 0,23 + 0,04 0,40 = 0,03
Piruvat E(24h) 0,22 +0,07 0,20 + 0,04 0,12+ 0,04 0,20 + 0,04
E+D(48h) 0,13 £ 0,00 0,13 £0,02 0,34 £ 0,03 0,44 +0,01%°
Control 4,04 0,30 542+ 1,61 7,04 £ 1,43 17.8 + 0,047
L actat E(24h) 4,08+0,76 436+ 1,24 4,02+ 1,17 4,87 +0,70
E+D(48h) 4,43+£0,31 4,71 £0,34 10,8 + 03226‘1’ 21,6 3,69abC

Taula 3.3.4: Concentracid de metabdlits intermediaris de la glucdlisi. Els valors sén la mitjana + SEM
(n=3-6). Les concentracions en pmol/g teixit fresc. Excepte GAP, expressat en (nmol/g teixit fresc).
*Significativament diferent del repos (p<0,05); bSigniﬁcativament diferent d’1s (p<0,05); “Significativament

diferent de 3s (p<0,05); Significativament diferent del control en repos (p<0,05).
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3.3.7.- Concentraci6 dels sucres bisfosforilats; Fru-2,6-P, 1 Glu-1,6-P-

L’electroestimulacié continua a 10Hz dels musculs TA provoca un augment en la
concentracié de Fru-2,6-P,, el descans d’aquests musculs durant 48 hores no remet aquest
augment significatiu. Analitzant el test d’exercici, s’aprecia com els musculs control
presenten un augment transitori en la concentracié de Fru-2,6-P, durant el primer segon, en
canvi els musculs electroestimulats, tan els no descansat com els descansats 48 hores,
presenten un augment significatiu en la concentracié d’aquest metabolit en tots els temps

del test d’exercici.

TEMPSESTIMULACIO (s)

0 1 3 10
Control 0,86 + 0,10 2,29 +0,03% 1,02 +0,35 0,89 + 0,14
Fru-26-P, E(24h) 2,32 +0,12% 2,00 + 0,40% 2,86 +0,53*" 2,17 +0,57%
E+D(48h) 2,36 +0,10% 1,89 + 0,48* 2,02 +0,23%* 2,14+ 0,67
3.0 4 :
2,5 * g :
2,0 4
2 15
£
1,0 4
[
0,5 4
0,0
0 1 3
e > >
Estimulacio Descans Test d’exercici (s)
(24h) (48h)

Figura 3.3.6: Taula i grafica on es presenta el contingut de Fru-2,6-P,. Els valors son la mitjana + SEM
(n=3-6), en nmols/g teixit fresc. El simbol (o) representa els musculs controls i (e®) els musculs

E(24h)+D(48h). En musculs control, #Signiﬂcativament diferent del control en repos (p<0,05). En musculs

electroestimulats; *Significativament diferent del control en repds (p<0,05); *Significativament diferent del
muscul control en la mateixa condicid (p<0,05).
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En I’avaluacio de la Glu-1,6-P, (Figura 3.3.7), s’observa com 1’electroestimulacié provoca
un augment significatiu en la concentracié d’aquest metabolit. El descans tal i com passava

amb la Fru-2,6-P; no aconsegueix disminuir la seva concentracio.

Analitzant amb més detall el que succeeix en el test d’exercici, apareixen 2 patrons de
comportament, per un costat els musculs control i els electroestimulats-descansats en els
quals la concentracid d’aquest metabolit disminueix en el primer segon del test per
posteriorment recuperar-se fins a la situacio control als 10 segons. En canvi, en els musculs
electroestimulats la concentracié de Glu-1,6-P, no disminueix en tot el test, essent en tots

els casos significativament superior a la concentracié dels musculs control en estat de

repos.
TEMPSESTIMULACIO (s)
0 1 3 10
Control 56,15 + 6,79 24,48 £ 4507 30,09 + 4,547 81,66 + 29,78
Glu-16-P, E(24h) 108,72 + 10,72 216,0 + 70,0* 115,0 = 15,0% 120,0 + 15,0
E+D(48h) 119,87 +28,2% 38,42+ 6,51° 4832 +2.385 98,25 +27,12

320 4
280 -
240

200 +

nmolg/g tf
>
(=}

120 4

0 1 3 10

Figura 3.3.7: Taulai grafica on es presenta € contingut de Glu-1,6-P,. Els valors so6n la mitjana +
SEM (n=3-6), en nmols/g teixit fresc. Els musculs controls es presenten com O, els musculs
electroestimulats durant 24h (m) i els musculs E+D(48h) (& ). En musculs control, *significativament

diferent del control en repos (p<0,05); En musculs E+D(48h), aSignil"lcativament diferent del repos
(p<0,05); *Significativament diferent del muscul control en la mateixa condici6 (p<0,05)
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3.3.8.- Parametres glucaliticsi glucogenolitics.

El model experimental que inclou el test d’exercici permet fer ’analisi de la via glucolitica,

a través dels increments de metabolits concrets generats entre els diferents temps del test.

Per tal de con¢ixer 1’estat de la via glucolitica es poden calcular els segiients parametres;
flux glucolitic, flux glucogenolitic i els quocients Glu-6-P/Glucosa, Fru-1,6-P»/Fru-6-P. Els
fluxos glucolitic 1 glucogenolitic foren descrits sota les equacions que es presenten a

continuaci6 per Katz i col. al 1986.

Flux glucogenalitic = AGIul-P + AGlu-6-P + AFru-6-P + 0.5 x (ALactat + APiruvat)

Flux glucoalitic = 0.5 x (ALactat + APiruvat)

El flux glucolitic calculat en els musculs de 1’estudi (figura 3.3.8A) genera dos patrons de
conducta, en el primer patr6 s’hi col-loquen els musculs control i els estimulats-descansats,
en aquest grup el flux va augmentant a mesura els musculs s’exerciten, indicant el bon
funcionament de la glucolisi. En I’altre grup hi hauria els musculs estimulats no recuperats,
que no presenten flux glucolitic, indicant que els musculs son incapagos de respondre als
nous estimuls produits en el test d’exercici. Analitzant amb més detall els musculs que
responen al test d’exercici s’aprecia que la resposta dels mtisculs estimulats-descansats als

3 segons ¢€s superior a la resposta dels misculs control.

El flux glucogenolitic (Figura 3.3.8B) obtingut després d’aplicar el test d’exercici presenta
la mateixa distribucié que el flux glucolitic, els musculs estimulats no recuperats
practicament no responen al test, mentre els musculs control i els estimulats-descansats van
augmentant a mesura que s’augmenta el temps d’exercici, tot i que entre els dos grups no

s’aprecien diferéncies significatives.
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umol/g t.f.
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Test d’exercici (s)

Figura 3.3.8: Flux glucoalitic (A) i glucogenalitic (B). Els misculs controls ens presenten com 0O, els
musculs electroestimulats durant 24h (W) i els miisculs E(24h)+D(48h) (& ). *Significativament

diferent del control a 3 segons (p<0,05); aSignil"lcativament diferent del muscul pre-estimulat i
descansat a 1 segon (p<0,05)

El quocient Fru-1,6-P,/Fru-6-P, involucra el substrat i el producte de la reacci6 catalitzada
per la PFK-1, aquesta reaccid és el punt clau de regulacio de la via glucolitica. Per aquest
motiu i per complementar 1’estudi a través de les equacions proposades per Katz, s’ha
calculat aquest quocient. En la figura 3.3.9 s’observa com el quocient dels musculs
electroestimulats-descansats augmenten significativament respecte a la situacié control en
repos en tots els punts del test d’exercici. Aquestes diferéncies també s’aprecien analitzant
cada situacio particular dins del test d’exercici respecte el muscul control en les mateixes

situacions. La variacié més gran que s’observa analitzant els quocients es presenta en el
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tercer segon del test d’exercici, moment en el qual el quocient dels musculs
electroestimulats-descansats €s 3 vegades més gran que en presentat pels musculs control,
fet que concorda amb el flux glucolitic on només els 3 segons s’observen diferéncies entre
aquests dos grups. Els musculs electroestimulats durant 24 hores, es manté estable durant
tot el test d’exercici, fet que indica la baixissima activitat glucolitica d’aquests musculs tal i

com s’apreciava amb 1’analisi del flux glucolitic.

25 + Ay
20 ~

15 - ay

10 A
Ay

Quocient Fru-1,6-P,/ Fru-6-P

0 1 3 10

Test d'exercici (s)

Figura 3.3.9: Quocient Fru-1,6-P,/Fru-6-P. Els musculs controls ens presenten com O, els musculs

electroestimulats durant 24h (M) i els musculs E(24h)+D(48h)(8). *Significativament diferent del control en
repods (p<0,05); *Significativament diferent del miscul electroestimulats-descansats en repos (p<0,05)

L’estudi del quocient Glu-6-P/Glucosa, permet con¢ixer I’estat de la reaccio catalitzada per
I’hexoquinasa, aquest pas permet que la glucosa pugui utilitzar-se ja sigui per a la sintesi de
glucogen com per la degradacid a través de la glucolisi, essent doncs el segon punt clau de

regulacié d’aquesta via.

En la figura 3.3.10 s’observa com en la situacio “repos”, prévia al test d’exercici, els
musculs electroestimulats durant 24 hores, que evidentment no estan en repos, presenten un
quocient significativament inferior al dels musculs control. Durant tot el test d’exercici, el
quocient d’aquests musculs es manté constant. En canvi els quocients dels musculs control

i electroestimulats-descansats augmenten als 10 segons.
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Quocient Glu-6-P / Glucosa

0 1

Test d'exercici (s)

Figura 3.3.10: Quocient Glu-6-P/Glucosa. Els musculs controls ens presenten com [, els musculs

electroestimulats durant 24h (W) i els musculs E(24h)+D(48h)(E). *Significativament diferent del control a 3
segons (p<0,05); *Significativament diferent del muscul pre-estimulat i descansat a 1 segon (p<0,05)
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3.3.9.- Discussio

L’ electroestimulacio6 cronica de baixa frequenciai el descans

L’electroestimulaciéd continua de baixa freqiiéncia (ECBF) aplicada a un muscul de
contracci6 rapida, com el TA, s’ha comentat que provoca la transicio de les fibres rapides
cap a fibres lentes. Aquest procés de transformacio afecta a 1’estructura i composicié de les

fibres de manera gradual, el conjunt de modificacions permet assolir el nou fenotip.

En el nostre estudi, 1’electroestimulacié es manté durant 24 hores, en aquest temps ja
podem observar-se canvis en les fibres del muscul TA. El primer que s’aprecia és la
reduccid/perdua de D’activitat contractil del muscul (Figures 3.3.1-2), moment on es
considera que el muscul TA es troba fatigat. Aquesta fatiga podria deure’s a la pérdua
d’activitat contractil de les fibres IID o rapidament fatigables (FF), majoritaries en el
muscul TA (Aigner i col., 1993). Els estudis de Cadefau (1993) i Conjard (1999), amb el
mateix model d’electroestimulacio, mostres com les fibres de tipus I o no fatigables (S) i
les IIA o fatiga resistents (FR) mantenen I’activitat contractil mentre que les fibres IID i
algunes IIA no contribueixen a la forga. La inactivitat de les fibres IID pot ser deguda a la
inactivaci6 parcial i reversible de la Ca’"-ATPasa del RS (Matsushita i col. 1991: Frias i
col. 2005) i a una disminucié de la concentracié de K produida per la disfuncié de la

Na'/K" ATPasa del sarcolema (Green i col. 1992).

En muscul de contraccié rapida I’ECBF provoca una desordre del mecanisme d’excitacio-
contraccio, alterant-se el RS i els tubuls-T, de manera que el sistema d’entrada i
manteniment de Ca®" es modifica, aquest fet manté a les fibres de contracci6 rapida en un

estat refractari, en el qual no pot respondre a estimuls contractils (Frias i col. 2005).

Les diferencies apreciables entre els protocols de for¢a (Fig. 3.3.1) i fatiga (Fig.3.3.2), es
produeixen per la freqiiéncia emprada en I’assaig. Amb els 10Hz no s’aconsegueix activar
les fibres 1l i I després de 1’electroestimulacid, en canvi amb el test de fatiga els 40Hz

produeixen I’estimulacié de les fibres II4 (FR) i I (S). L’index de fatiga (Fig. 3.3.3) que
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s’observa en els musculs electroestimulats és generat basicament per les fibres resistents a
la fatiga. Observant-se un augment en 1’index de fatiga dels musculs electroestimulats fins
a un valor intermedi, entre els musculs TA controls i els Soleus. Si s’observen els valors de
tensio, s’aprecia la pérdua aproximadament del 50% de la tensio inicial dels musculs

E(24h) respecte als controls, degut a la resposta de les fibres no fatigades.

Les 48 hores de descans permeten que les fibres musculars es recuperin de I’esgotament o

fatiga induits en 1’electroestimulacio.

El pH intracel-lular (Fig. 3.3.5) no es veu modificat després de ’ECBF, aixi com tampoc
s’observa una produccio de lactat (taula 3.3.4), aquests dos fets poden explicar-se perque
les fibres de tipus I i IIA, responsables de la contraccié del muscul en aquesta fase,
presenten un metabolisme més aerobic que les fibres de contraccié rapida, inactives en

aquesta situacio.

En I’analisi dels metabolits energetics (Taula 3.3.2) I’ECBF provoca una lleu disminuci6 en
el contingut d’ATP, mentre la CrP i la creatina es mantenen, 1’obtencio d’energia d’aquests

musculs es veu garantida per la via metabolica aerobica de les fibres 11 4.

En ’ECBF durant 24 hores, s’observa la disminuci6 en el contingut de glucogen (Taula
3.3.3), i s’aprecia un augment de GLUT4 (transport a membrana) i GLUT1 (expressid)
(Castello i col. 1993), tot plegat permet explicar 1’augment en els nivells de Glucosa (Taula

3.3.4) en aquesta situacid.

Parra i col. (1995) van observar en aquest tipus de musculs un augment en 1’activitat HK,
pero en el nostre estudi els musculs electroestimulats presenten una menor concentracié de
Glu-6-P (taula 3.3.4) producte de la reaccié de ’'HK. Analitzant els enzims que regulen el
contingut de glucogen, Prats i col. (2002a-b) van observar que la glucogen sintasa estava
activada i1 s’havia augmentat la seva expressio, mentre GF es troba desactivada i la

concentracié d’aquesta proteina és constant. El conjunt provoca que el muscul sotmes a

192



CAPITOL 3

ECBF durant 24 hores intenti resintetizar glucogen, aquesta resintesi podria donar-se en les

fibres fatigades.

L’existéncia d’aquest canvi en el metabolisme del mtscul TA sotmés a ECBF durant 24
hores es reforgat pels resultats de Parra i col. (1995) on observen la disminucio de
I’activitat PFK1 i aldolasa en aquests musculs. En I’analisi de la LDH durant ’ECBF
s’observa una canvi en I’expressié de les isoformes M i H, mentre M va disminuint la seva
expressio, H la incrementa, Simoneau i Pette (1999) s’adonen que aquesta transicid depén
de I’especie 1 observen una major expressio de H-LDH en aquells musculs que tinguin

menor capacitat aerobica-oxidativa basal, és el cas del TA.

Altres autors han analitzat enzims del cicle de Krebs (metabolisme aerdbic) observant un

augment d’activitat en CS i SDH (Pette i col. 1972, 1973)

Després de 48 hores s’aconsegueix que els musculs recuperin; I’estructura dels RS,
préviament desorganitzada per la ECBF (Frias i col. 2005), la capacitat contractil i I’index
de fatiga, en altres paraules totes les fibres tornen a ser funcionals. A nivell metabolic es

restableixen tots els metabolits excepte la Fru-2,6-P, que es manté elevada.

Test d’exercici

L’aplicacid del test d’exercici en els musculs que s’estan electroestimulats, no provoca
canvis en la concentracid dels diferents metabolits (Taula 3.3.2-6), aixo és logic si es té en
consideraci6 que aquests musculs porten 24 hores “funcionant” i per tan realitzar un
exercici durant 1, 3 o 10 segons més, no hauria d’afectar a la concentracié del metabolit.
També s’observa com el flux glucolitic i glucogenolitic no es modifiquen en tot el test,
corroborant la idea que aquests musculs han canviat el seu metabolisme, no utilitzen la
glucolisi per generar energia per la contraccio, segueixen un patré metabolic més propi de

les fibres de tipus I.
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En els musculs control i en els estimulats-descansats s’aprecia un comportament similar, la
Glu-6-P, la Fru-6-P, la Fru-1,6-P,, el lactat i el piruvat presenten augments al llarg del test
d’exercici essent significatius entre els 3segons i els 10 segons en funcié del metabolit
(Taula 3.3.4). L’augment de lactat és el principal responsable de 1’acidificacio del medi

intracel-lular (Fig. 3.3.5), correlacionen perfectament aquests dos elements.

Analitzant els parametres glucolitics: el flux glucolitic (Fig. 3.3.9) i quocient Fru-1,6-
P»/Fru-6-P (Fig. 3.3.10), s’observen canvis entre els dos tipus de musculs que poden
realitzar la glucolisi. Concretament als 3 segons els musculs estimulats-descansats
presenten el flux glucolitic augmentat respecte els musculs control. En els musculs
estimulats-descansats, el quocient Fru-1,6-P,/Fru-6-P, és significativament superior en tots
els temps del test. Aix0 ens indica que 1’activitat PFK-1 és troba augmentada en aquests

musculs.

El principal afector al-lostéric de la PFK-1 ja s’ha comentat que era la Fru-2,6-P,,
precisament aquest metabolit €s ['inic que presenta un contingut diferents entre els musculs
control i1 els estimulats-descansats durant el test d’exercici. La Fru-2,6-P, (Fig.3.3.7)
presenta un augment transitori en el primer segon del test d’exercici dels musculs control,
aquest fet ja havia estat detectat per Cadefau i col. (1993). Els musculs estimulats-
descansats mantenen elevat el contingut de Fru-2,6-P, durant tot el test d’exercici.

En musculs de granota, Wegener i col. (1990 i 2002) relacionen els augments puntuals de
Fru-2,6-P, quan s’inicia un exercici amb 1’increment de la glucolisi en els primers moments

de la contraccio muscular.

La Fru-2,6-P, és I'tinic element divergent, dels components analitzats en aquest estudi,
entre els musculs control i els estimulats-descansats durant el test d’exercici, precisament
aquesta divergencia ¢és la que podria explicar I’increment del flux glucolitic en els musculs
estimulats-descansats durant els primers instants de 1’exercici. Aixi doncs, es podria dir que
I’electroestimulacio i el descans en aquests musculs ha permeés una millora en la resposta al

nou I’exercici (test d’exercici), s’ha establert una mena de pre-condicionament.
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En aquest punt, cal seguir fent recerca perqué ens trobem amb una nova situacid
desconcertant, com es poden mantenir valors elevats de Fru-2,6-P, en el muscul, sabent que
la isoforma muscular de 1I’enzim PFK-2/FBPasa-2 presenta una relacié quinasa/bisfosfatasa
favorable a la bisfosfatasa i que la seva regulacio depén principalment del substrat, Fru-6-P,
el qual en el nostre estudi presenta la mateixa concentracié que el miscul en repos. En el

segiient apartat de resultats s’intenta resoldre la incognita.

3.3.10.- Conclusions

1.- L’electroestimulacié continua de baixa freqiiencia durant 24 hores provoca alteracions
estructurals que disminueixen la resposta fisiologica del muscul de contraccid rapida,
concretament les alteracions que es produeixen afecten les fibres de contraccio rapida, Ilp /
fatigables, les quals entren en un estat refractari. La resposta contractil es recupera si el

muscul descansa durant 48 hores.

2- En els musculs estimulats-descansats, el quocient Fru-1,6-P»/Fru-6-P, és
significativament superior en tots els temps del test. Aixo ens indica que I’activitat PFK-1

¢és troba augmentada en aquests musculs.

3.- De tots els metabolits estudiats la Fru-2,6-P, és I’tinic element que difereix entre els
musculs control i els estimulats-descansats durant el test d’exercici, aquesta divergeéncia
podria explicar I’increment del flux glucolitic en els musculs estimulats-descansats durant

els primers instants de 1’exercici.

4.- Els resultats obtinguts demostren que la Fru-2,6-P, esta implicada en I’increment del
flux glucolitic que es produeix en els primers segons de 1’estimulacié muscular, sempre i
quan els nivells dels metabolits de la glucolisi estiguin restablerts i el muscul no es trobi en

un estat refractari fatigat.
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3.4.- Estudi de la regulaci6 de la isoforma muscular de I’'enzim
PFK-2/FBPasa-2 en temps llargs d’estimulaciéo i durant el

descans.

3.4.1.- Introduccio

La funcié de la Fru-2,6-P, sobre PFK-1 en el muascul esquelétic és controvertida per les
escasses dades que s’han publicat sobre les variacions en funcid de 1’activitat muscular.
Fins ara s’han observat canvis molt puntuals i en temps molt curts durant I’estimulacid
electrica, els quals remeten immediatament i que fa dificil pensar en alguna regulacid

especifica de la glucolisi muscular per part d’aquest metabolit.

L’inici del vol dels insectes ve acompanyat d’un increment en el consum d’oxigen i una
rapida activacié del metabolisme muscular del vol. Diversos insectes voladors obtenen
I’energia per volar emprant 1’oxidacié dels hidrats de carboni, presentant com a pas
limitant del flux glucolitic la PFK-1 (Crabtree, B. and co. 1975).

Storey (1983) presenta la primera demostracié que Fru-2,6-P; és un potent activador de
la fosfofructoquinasa en invertebrats, concretament en 1’enzim del muscul volatori. La
Fru-2,6-P, disminueix a la Sos per la Fru-6-P 1 interacciona sineérgicament amb altres
afectors (sobretot AMP) de la PFK-1 de muscul de I’insecte, aixi com disminueix la
inhibicié deguda a elevats nivells d’ATP. Aquests mateixos efectes han estat observats

en ’enzim PFK-1 de mamifers (Uyeda, K. i col. 1981).

Estudiant el muscul gastrocnemius de granota, concretament els canvis en els metabolits
i afectors quan se sotmet el muiscul a exercici d’alta intensitat, en aquest cas a nadar, i la

seva posterior recuperacio, Krause, U. and Wegener, G. (1996) suggereixen que el flux
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glucolitic en el muascul esta modulat per senyals externs al muscul i que la Fru-2,6-P; és
el senyal clau en aquest procés, basant-se tan en els seus estudis com els precedents de

Minatogawa i col., 1984, Cadefau i col.1993; Wegener-1990 i Krause-1995).

Scholnick i col. (1996) presenten la primera evidéncia de correlacio que suggereix que
la disminucié del contingut de Fru-2,6-P, provoca 1’augment de la gluconeoganesi en

muscul esquelétic de llagardaix (Dipsosaurus dorsalis).

La Fru-2,6-P, ha estat proposada com el punt clau per integrar el metabolisme muscular
dins del metabolisme de tot el cos, a través de 1’accio de diferents hormones,
neuromoduladors que acaben modificant la concentracié de Fru-2,6-P, d’alguns organs i

fins 1 tot a muscul esquelétic d’invertebrats (revisiat per Candy, i col. 1997).

En quan a I’electroestimulacio, Bassols i col. (1986) descriuen com a 25Hz s’observen
augments puntuals (als 10 segons) de Fru-2,6-P, en gastrocnemius mentre les a 5 Hz

observen modificacions en el seu contingut

A les potes de granotes en estat de repos, la Fru-2,6-P2 es molt baixa pero s’incrementa

rapidament durant el primer segon. (Wegener i col. 1990, 2002).

Segons I’estudi presentat per Minatogawa i col. (1984), la Fru-2,6-P, no tindria cap
efecte sobre la glucolisi dels musculs esquelétics sotmesos a estimulacions que
produeixen tetania, mentre que podria estar involucrada en el control de la glucolisi en

musculs estimulats a baixes freqiiéncies durant curts periodes.
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En altres experiments realitzats en mamifers, s’observa un patré de comportament
similar, on I’estimulacio eléctrica provoca increments puntuals i en temps molt curts

(1s) que remeten immediatament (Cadefau i col. 1993).

L’estimulaci6 cronica a baixa freqiiéncia d’un muscul de contraccié rapida provoca
increments significatius de Fru-2,6-P,, des de les 3 hores fins al quart dia
d’electroestimulacid, a partir d’aquest punt i fins als 50 dies d’estimulacié continua, la
concentracio d’aquesta moleécula disminueixen fins a arribar als valors control (Green 1
col. 1991). La denervacio provoca un augment en la Fru-2,6-P,, en aquest cas I’augment
ha estat caracteritzat i atribuit a un canvi en 1’expressié de 1’isoenzim responsable de la
sintesi 1 degradacid d’aquest metabolit, PFK-2/FBPasa-2, en aquesta situacio tan
particular s’incrementa I’expressio de la isoforma L (tipicament de fetge), la qual
presenta una relacid quinasa/bisfosfatasa superior a la presentada per la isoforma
muscular, permetent mantenir elevada la concentraciéo de Fru-2,6-P, (Cadefau 1 col.

1999).

La dieta és també un element que pot provocar canvis en la composicido d’aquest
metabolit a nivell hepatic i muscular ( Mentén i col. 1999). En el cas de les dietes riques
en acids grassos, tan la disposicid en cis-, o trans- dels acids grassos saturats o
insaturats, provoquen un increment en la concentracio d’aquest metabolit tan a nivell

hepatic com muscular (Annex 1).

El deja provoca la reduccid dels nivells de Fru-2,6-P, tan en muscul cardiac com
esqueletic. Una administracio aguda d’insulina i glucosa sobre la dieta provoquen un

augment de la concentracido d’aquest metabolit en muscul esquelétic, aquest fet no
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s’observa quan s’administra insulina i glucosa en rates en deju (French, T.J. & co.
1988). El deju, la hipoglucemia i la diabetes provoquen una disminucié de la Fru-2,6-P;

en fetge, estudis realitzats per Kuwajima and co. 1982.

3.4.2.- Concentracio de Fru-2,6-P, en diferents situacions contr actils

En els musculs TA D’electroestimulacié continua durant 24 hores a baixa freqiiéncia
(10Hz) provoca un augment significatiu en la concentraci6 de Fru-2,6-P, (Figura 3.4.1),
practicament es duplica la preséncia d’aquest metabolit. Els musculs electroestimulats
més 48 hores de descans encara presenten nivells significativament elevats, pero si el
descans es perllonga fins als 7 dies els musculs recuperen els nivells de Fru-2,6-P»,

caracteristics de muscul control.

4 <

[ Figura 3.4.1: Concentracio de
Fru-2,6-P, en musculs TA de
3 conill sotmesos a diferents
b situacions  contractils.  Els
resultats obtinguts es presenten
2 1 com a mitjana +/- S.D., els grups
presenten una n > 5 animals.
L’analisi estadistic realitzat ha
estat t-student amb dades no
aparellades, cada lletra repre-
senta una mitjana significativa-

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ment diferent a la resta (p<0,05).
Control E(24h) E+D(48h) E+D(7d)

nmol / g tf
_{

o

H o

3.4.3.- Activitat PFK-2

L’activitat quinasa de ’enzim PFK-2/FBPasa-2 augmenta significativament en els
musculs electroestimulats, fins i tot en aquells que han descansat 48 hores quan es

compara musculs TA en rep0s.
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Figura 3.4.2: Activitat PFK-2. Els resultats obtinguts es presenten com a mitjana + SD (n=3-6). Les dades
s’expressen en pU/mg proteina. Els musculs controls ens presenten com O, els musculs electroestimulats

durant 24h (M) i els mtisculs E(24h)+D(48h) (&). *Significativament diferent del control (p<0,05).

3.4.4.- Contingut delsisoenzims de PFK -2/FBPasa-2

A partir dels resultats anteriors, no es pot saber si I’increment d’activitat detectat és
degut a la isoforma muscular o bé per un canvi d’expressio de les diferents isoformes.
Per tal de resoldre la incognita, es planteja estudiar I’expressio de les diverses isoformes

en muscul electroestimulat i durant el posterior descans.

e Laisoformamuscular (m-PFK?2)

En la figura que es presenta a continuacio, s’observa la determinacio de la isoforma
muscular de ’enzim PFK-2 a través de la técnica del western-blot. D’aquest estudi es
desprén que el contingut de la isoforma muscular es manté constant durant les 24 hores
d’electroestimulacid, a partir d’aquest moment (comencga la fase de descans) s’aprecia
una disminucié en el contingut d’aquest isoenzim, presentant un contingut
significativament inferior a la situacio control a les 12 hores i 24 hores de descans.

Posteriorment s’augmenta el contingut d’isoenzim fins arribar als nivells de la situacio
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control a les 48 hores de descans. En els musculs electroestimulats-descansats 7 dies el

contingut de la isoforma muscular de 1I’enzim PFK-2 és significativament superior.

Control E(24h) E+D(48h) E+D(7d)

—_I-PFK2
—— m-PFK?2

— I-PFK2
—— m-PFK2

E+D(6h) E+D(12h) E+D(24h)
140
d
120 A L
abcd
a
100 - T 2 2 I
° bc
i
2
5 60 -
>
X
40 A
20 +
0 T T T T T T T
Control  E(24h) 6h 12h 24h 48h 7d

E(24h) + Descans

Figura 34.3: La isoforma m-PFK2 en musculs TA de conill sotmesos a diferents situacions
contractils. Els resultats obtinguts es presenten com a mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior
a 3 animals. L’ analisi estadistic realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades, entre tots els grups.
Cada lletra representa una mitjana significativament diferent a la resta (p<0,05).

e Laisoforma hepatica (I-PFK 2)

L’electroestimulacié continua a 10Hz durant 24 hores provoca una disminucio
d’aquesta isoforma d’aproximadament el 20%, respecte la situacid control. Aquesta

disminucié es manté durant el periode de descans, recuperant els nivells control als 7

dies de descans.
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Control E(24h) E+D(48h) E+D(7d)
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Figura 3.4.4: La isoforma I-PFK2 en musculs TA de conill sotmesos a diferents situacions
contractils. Els resultats obtinguts es presenten com a mitjana +/- S.D., els grups presenten una n superior
a 3 animals. L’analisi estadistic realitzat ha estat t-student amb dades no aparellades, entre tots els grups.
Cada lletra representa una mitjana significativament diferent a la resta (p<0,05).
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3.4.5. Expressio dels gens que codifiquen pels isoenzims de PFK-
2/FBPasa-2

e Expressio del gen Pfkfbl

L’electroestimulacid a baixa freqiiéncia continua durant 24 hores provoca la disminucid
significativa de I’expressio de la isoforma muscular del gen Ptkfbl, fins a representar
un 25% de I’expressio d’un muscul control en situacid de repos. Fins a les 48 hores de
descans posteriors a ’electroestimulacié no es recupera el nivell d’expressio d’aquest
gen, tot i que en aquest punt de ’estudi la desviacio és molt elevada provocant que
aquesta expressio no sigui diferent significativament a la situacio control ni a la situacio
E(24h). Si s’augmenta el temps de descans, fins als 7 dies, el nivell d’expressid és

plenament el de la situacié control.

18

a
abc ac

ol T
" l Figura 3.4.6: Expressio del gen

Pfkfb1-M en musculs TA de

% 124 conill sotmesos a diferents
3 situacions  contractils.  Els
@ 107 be resultats obtinguts es presenten
g . b com a mitjana +/- S.D., els.grups
3' b presenten una n = 3 animals.
T 6 b L’analisi estadistic realitzat ha
. estat t-student amb dades no
1 aparellades. cada lletra repre-
5 | senta una mitjana significativa-
ment diferent a la resta (p<0,05).

0

Control E(24h)  6h 12h 24h 48h 7d

E(24h) + Descans

En I’estudi de I’expressio de la isoforma hepatica del gen Pfkfbl, s’aprecia un patro
similar al mostrat per la isoforma muscular, en aquesta ocasié pero la disminuci6 de
I’expressio produida per 1’electroestimulacié durant 24 hores és entre 15%-20% 1 es
manté reduida tot i el descans. Només quan el temps de descans €s de 7 dies s’observa

una recuperacio del nivell d’expressio del gen en qiiestio.
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Figura 3.4.7: Expressio del gen
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0 : : : : : : : ment diferent a la resta (p<0,05).
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E(24h) + Descans

e Expressio del gen Pfkfb2

L’electroestimulacio de 24 hores promou la transcripcié del gen Pfkfb2, tot i que no
s’observen diferéncies significatives entre aquest punt i el control, fruit de la desviacid
propia del grup. Analitzant el descans, s’observa que a les 12 hores s’aprecien
diferéncies significatives entre aquesta situacid i els musculs control, aquest fet fa
pensar que augmentant el nombre d’animals analitzats podriem veure diferéncies
significatives entre els musculs control i els E(24h), fet que es repetiria possiblement els
descansos de 6 hores. Més enlla de les 12 hores de descans els resultats indiquen un

retorn a la situacid control.

40

ab

30 Figura 3.4.8: Expressio del gen
Pfkfb2 en musculs TA de conill
abe sotmesos a diferents situacions
contractils. Els resultats
obtinguts es presenten com a
mitjana +/- S.D., els grups
presenten una n = 3 animals.
L’analisi estadistic realitzat ha

ab
10 4 b b
ac estat t-student amb dades no
c aparellades. Cada lletra repre-
ﬁ senta una mitjana significativa-
0 ; ‘ ‘ ‘
6h 12h  24h 7d

al
: : ‘ ment diferent a la resta (p<0,05).
Control  E(24h) 48h

20 A

Pfkfb2/18S (ua/ua)

E(24h) + Descans
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e EXxpressio del gen Pfkfb3

L’expressio del gen Pfkfb3 s’avalua amb un assay-on-demand dissenyat per la casa
comercial Applied Biosystems, aquest assaig especific per a la deteccio del gen en rata,
s’ha assajat en conill, obtenint una bona eficiéncia en 1’experiment de PCR a temps real.
Aquest gen caracteristic de cervell també es transcriu en el muscul. Analitzant les dades
obtingudes, s’aprecia una reduccié de 1’expressio del gen amb I’electroestimulacio, tot i
no ser significativa. Amb el descans la tendéncia es confirma, 1’expressié del gen ha
estat reduida fins assolir un10%-15% de I’expressid control. A les 48 hores de descans
s’observa la recuperacio dels nivells d’expressido, per la wvariacid del grup.

Posteriorment, als 7 dies de descans, el nivell d’expressio és igual als musculs control.

35
30 A

25 A

157 resultats obtinguts es presenten

com a mitjana +/- S.D., els grups
presenten una n = 3 animals.

i b b L’analisi estadistic realitzat ha

5 estat t-student amb dades no
ﬁ ﬁ % aparellades. Cada lletra repre-

: ; ; ‘ ; : senta una mitjana significativa-

120 24n 48h ment diferent a la resta (p<0,05).

) Figura. 3.4.9: Expressio de
P gen Pfkfb3 en muasculs TA de
e ab a conill sotmesos a diferents
3 ab situacions  contractils.  Els
8
=
o

10 1

Control  E(24h) 6h 7d

E(24h) + Descans

e Expressio del gen Pfkfb4

L’expressio d’aquest gen Pfkfb4 es redueix amb [I’electroestimulacid, E(24h), fins
assolir valors corresponents al 50%-60% de 1’expressid en la situacié control. El
descans promou la transcripcio, recuperant el nivell d’expressio a les 12 hores, a partir

d’aquest moment 1’expressio no és significativament diferent de la situacid control.
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Figura 3.4.10: Expressio del
gen Pfkfb4 en musculs TA de
conill sotmesos a diferents
situacions  contractils.  Els
resultats obtinguts es presenten
com a mitjana +/- S.D., els grups
presenten una n = 3 animals.
L’analisi estadistic realitzat ha
estat t-student amb dades no
aparellades, cada lletra repre-
senta una mitjana significativa-
ment diferent a la resta (p<0,05).

RESUM - Muscul esquelétic de conill durant I’ electroestimulacio i el descans

L’electroestimulacié continua durant 24 hores provoca una disminucié en 1’expressio

dels gens Ptkfbl M, Ptkfbl L, Ptkfb3, Ptkfb4, en tot els casos en aturar 1’estimulacio

s’inicia el procés de recuperacid de I’expressio, perod la velocitat de recuperacio depén

del gen, Pfkfb4 recupera 1’expressio a les 12 hores de descans, Ptkfbl M a les 48 hores

i els gens Pfkfbl L i Pfkfb3 als 7 dies s’observa el restabliment de 1’expressio dels

musculs control. El gen Ptkfb2 a diferéncia dels altres, experimenta una augment de la

seva expressi0 amb [’electroestimulacio i amb el descans aquesta expressid va

disminuint, recuperant els nivells d’expressido controls a partir de les 24 hores de

descans.
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OControl MWE(24h) O6h @I12h D24h @48h O7d
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% Var. vs Control

Figura resum muscul-contraccid: % variacié de 1’expressio dels diferents gens respecte 1’expressio en la
situacié control. Es presenta de manera independent I’expressié dels diferents gens en les diferents
situacions contractils.

3.4.6.- Discussio

Com ja s’ha vist anteriorment, la concentracio de Fru-2,6-P, (Fig. 3.4.1) augmenta amb
I’electroestimulacié cronica de baixa freqiiencia (10Hz) (ECBF) durant 24h/dia (apartat
3.3.7). En les primeres 48 hores de descans posteriors a ’ECBF encara s’aprecien
nivells elevats de Fru-2,6-P,, que desapareixen en musculs descansat durant 7 dies,

tornant a valors similars de muscul control .

Aquest augment de concentracié de Fru-2,6-P, coincideix amb un augment de 1’activitat
quinasa de I’enzim PFK-2/FBPasa-2, responsable de la sintesi de la Fru-2,6-P,, el qual

es manté fins a les 48 hores de descans.

Aixi doncs, cal pensar que I’efecte de ’augment de 1’activitat quinasa tindria com a
conseqiiencia un augment de la concentracié d’aquest metabolit bisfosforilat, coincidint
aquesta afirmacio amb els nostres resultats. Pero, s’ha de tenir en compte que la relacio

d’activitat quinasa/bisfosfatasa de la isoforma muscular és favorable a [D’activitat
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bisfosfatasa, la qual cosa ens indica que possiblement I’ECBF provoca un canvi dels

perfil isoenzimatic de la PFK-2/FBPasa-2 en el muscul estimulat.

Com s’ha comentat a la introduccio I’ECBF porta a un canvi de tipus de muscul, de
contraccid rapida a contraccid lenta, anteriorment, a través d’una scrie de canvis
estructurals i/o canvis en 1’expressié de determinades proteines o fins i tot, canvis
d’isoformes de la mateixa proteina.. A més, també s’ha observat que si s’elimina
I’activitat contractil d’un muscul, aquest també pateix canvis d’expressio de proteines.
Especificament, en un estudi sobre denervacid es va observat un augment de Fru-2,6-Ps,
degut a un canvi d’isoforma en I’enzim regulador, concretament s’augmentava

I’expressio de la isoforma hepatica (Cadefau i col. 1999).

Aixi doncs, amb aquests antecedents calia analitzar les diverses isoformes, Analitzant
I’expressio geénica de I’enzim PFK-2/FBPasa-2 durant I’electroestimulacid i el posterior
descans (Figures 3.4.6-10) s’observa com el muscul TA electroestimulat durant 24
hores presenta una reduccio de I’expressio dels gens Pfkfbl M/L, 3 i 4 aixi com un
augment del gen Pfkfb2, aquest canvi d’expressido del muscul TA és similars a

I’expressio d’aquestes isoformes en el muscul Soleus (Figures 3.2.6-10).

Els canvis adquirits amb 1’electroestimulacidé no sén permanents, aixi els periodes de
descans provocaran el retorn als nivells d’expressié del muscul control, el qual es
donara més o menys rapidament en funci6 del gen. El gen Ptkfb4 a les 12 hores, Ptkfb2
a les 24 hores, Pfkfbl M ho fa a les 48 hores i els gens Pfkfbl L i 3 no es recuperen

fins als 7 dies de descans.

En el cas de la isoforma muscular s’aprecia la davallada en el contingut proteic quan el
muscul ha descansat de 12 a 24 hores, en canvi a nivell génic I’expressio es redueix un

60% amb 1’electroestimulacio 1 es manté aixi fins a les 24 hores de descans.

L’expressio génica ¢s regulada per factors de transcripcid de manera que la seva
activacio o desactivacido pot realitzar-se en temps molt curts, en canvi 1’expressio
proteica requereix temps més llargs tan per a la sintesi com per a la degradacio, és
precisament aquesta circumstancia la que permet explicar les discrepancies observades

entre I’expressio genica i proteica de la isoforma muscular
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Aixi doncs, considerant els resultats obtinguts, I’augment en la concentracio de Fru-2,6-
P, en musculs electroestimulats es degut al canvi en el perfil d’expressié de les
isoformes de I’enzim PFK-2/FBPasa-2, més concretament 1’augment de la isoforma
cardiaca, en qual I’activitat quinasa és més elevada que 1’activitat bisfosfatasa. Durant el
descans 1’expressio geénica de les isoformes retorna a 1’estat original més rapidament
que I’expressio proteica fet que podria explicar que a les 48 hores els nivells de Fru-2,6-
P, es mantinguin elevats tot i presentar el mateix nivell d’expressié genica que els

musculs control.

3.4.7.- Conclusions

1.- L’electroestimulacid cronica de baixa freqiiencia durant 24 hores genera un augment
de Fru-2,6-P,, el qual es manté durant 48 hores pero als 7 dies de descans ha retornat a

I’estat inicial.

2.- L’augment de Fru-2,6-P, és degut a un augment en I’activitat quinasa de I’enzim

PFK-2/FBPasa-2.

3.- L’electroestimulacid cronica de baixa freqiiéncia durant 24 hores provoca un canvi
en I’expressié de mRNA dels gens que codifiquen per PFK-2/FBPasa-2 en els musculs

TA, passant a ser un perfil d’expressié més proper al presentat pel muascul Soleus.

4.- L’increment en I’expressié de la isoforma cardiaca durant I’electroestimulacid
justifica 1’increment d’activitat quinasa de I’enzim PFK-2/FBPasa-2 i com a

conseqiiéncia un increment en la concentraci6 de Fru-2,6-P;.
5.- La rapidesa en que es modifiquen els patrons d’expressid, amb 1’estimulacio i el

descans, dels diversos isoenzims varia per a cada un d’ells, la qual cosa implica

sistemes diferents de regulacio.
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DISCUSSIO GENERAL

En aquest estudi s’ha pogut observar com la preséncia de la Fru-2,6-P,, depén de
I’estadi de desenvolupament, del teixit. Concretament en el muscul també existeixen
diferéncies en quan al contingut d’aquest metabolit en funci6 del tipus majoritari de

fibres que presenti i I’activitat contractil que realitzi.

Les canvis en el contingut de Fru-2,6-P, poden associar-se a variacions en el contingut
de substrat, producte i/o altres metabolits activadors o inhibidors que modulen les
activitats quinasa i bisfosfatasa de I’enzim PFK-2/FBPasa-2, o bé a la modificacié del

patro d’expressio de les diferents isoformes de 1I’enzim.

El desenvolupament és un periode amb molts canvis que sobretot s’evidencien si es
comparen estadis fetals i neonatals, 1’existéncia d’isoformes especifiques per cada estadi
o la modificacié de la relacid d’expressié d’isoformes del mateix enzim son les
principals maneres de regular les diferents vies metaboliques. Durant el
desenvolupament del cor i del muscul Dunaway i col. (1986a, b) han detectat augments
en ’activitat PFK-1 deguts a un increment de la isoforma M de 1’enzim. Andrés i col.
(1989), analitzant les diferents isoformes de PGM i CK, observen que la innervacid juga

un paper clau en la diferenciacié muscular.
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Vandoolaeghe i col. (1999) analitzant la diferenciacié muscular en cel-lules en cultiu,
van arribar a la conclusio que la isoforma muscular de I’enzim PFK-2/FBPasa-2 només
s’expressa en ’individu adult, aixi doncs durant el desenvolupament del muscul hauria
d’expressar-se alguna altra isoforma per sintetitzar i mantenir els nivells elevats de Fru-

2,6-P;, observats.

Aixi doncs, després d’analitzar els resultats obtinguts en aquest treball, podria dir-se que
la Fru-2,6-P, observada en 1’estadi fetal tan del cor com del muscul és sintetitzada
basicament per la isoforma ubiqua, la disminucié de la seva presencia durant el
desenvolupament provoca la davallada del contingut del metabolit. En el cas del cor, la
regulacié dels nivells d’aquest metabolit en I’adult, la dur a terme la isoforma cardiaca
que augmenta la seva expressio des del moment en que neix 1’individu, de manera que
es compensa la desaparicié de la isoforma ubiqua amb la nova sintesi de la isoforma
cardiaca, observant en 1’adult la mateixa concentracié de Fru-2,6-P, que en I’estadi
fetal. En canvi en el muscul la degradacié de la isoforma ubiqua no és compensada per
cap isoforma, de fet la resta d’isoformes presenten un patré d’expressid bastant
semblant, totes elles apareixen basicament en 1’estadi adult, moment en el qual

s’observa la concentracié més baixa del metabolit.

A mesura que I’individu creix, el muascul acaba de diferenciar-se i s’especialitza en un
tipus de contraccié rapida (TA) o lent (soleus). Els musculs de contraccid lenta
presenten tot un seguit d’adaptacions que els permeten treballar amb un metabolisme
més aerobic, 1 per tan no depenen de la glucolisi per obtenir I’energia necessaria per dur

a terme la seva funcio.

El contingut de Fru-2,6-P, en el soleus, és menor que el del TA, aquesta circumstancia
hauria de ser esperable doncs aquest metabolit €s I’activador al-lostéric més potent de la
PFK-1, I’enzim encarregat de regular el flux glucolitic, quanta menys quantitat de Fru-
2,6-P; presenti el muscul lent menys activa estara la glucolisi. L’activitat quinasa de la
PFK-2/FBPasa-2 presenta una tendencia a la baixa en els musculs de contraccio lenta,
en altres estudis realitzats en rata en el nostre grup, Bassols i col. 1986, s’han observat

diferéncies significatives entre els dos tipus de muscul.
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La menor preséncia del metabolit en soleus s’acaba de justificar en el moment en que
s’analitza I’expressio de les isoformes de PFK-2/FBPasa-2, aquest muscul presenta una
expressio més elevada de la isoforma cardiaca en comparacio amb el TA, pero la resta

d’isoformes s’expressen molt menys.

L’electroestimulacio continua de baixa freqiiencia (ECBF) aplicada a un muscul de
contraccid rapida, com el TA, s’ha comentat que provoca la transicid de les fibres
rapides cap a fibres lentes. Aquest procés de transformacio afecta a l’estructura i
composicio de les fibres de manera gradual, el conjunt de modificacions permet assolir
el nou fenotip.

En el model proposat (ECBF durant 24 hores), s’aconsegueix modificar algunes
caracteristiques del muscul TA de manera transitoria, durant el descans de 48 hores es

recupera la capacitat contractil.

La primera conseqiiencia del procediment ECBF ¢és la reduccid/perdua de ’activitat
contractil del muscul, moment on es considera que el muscul TA es troba fatigat. Els
estudis de Cadefau (1993) i Conjard (1999), amb el mateix model d’electroestimulacio,
mostren com les fibres de tipus I o no fatigables (S) i les IIA o fatiga resistents (FR)
mantenen |’activitat contractil mentre que les fibres IID i algunes IIA no contribueixen a
la for¢a. La inactivitat de les fibres IID pot ser deguda a la inactivacid parcial i
reversible de la Ca®"-ATPasa del RS (Matsushita i col. 1991: Frias i col. 2005) i a una
disminucié de la concentracié de K" produida per la disfuncié de la Na'/K" ATPasa del

sarcolema (Green i col. 1992).

En muscul de contraccié rapida I’ECBF provoca una desordre del mecanisme
d’excitacid-contraccio, alterant-se el RS i els tabuls-T, de manera que el sistema
d’entrada i manteniment de Ca>" es modifica, aquest fet manté a les fibres de contracci6
rapida en un estat refractari, en el qual no pot respondre a estimuls contractils (Frias i

col. 2005).
En Dl’analisi dels metabolits energétics 'ECBF provoca una lleu disminucio en el

contingut d’ATP, mentre la CrP i la creatina es mantenen, I’obtencié d’energia

d’aquests musculs es veu garantida per la via metabolica aerobica de les fibres 11 I14.
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En PECBF durant 24 hores, s’observa la disminuci6 en el contingut de glucogen (Taula
3.3.3), i s’aprecia un augment de GLUT4 (transport a membrana) i GLUT1 (expressio)
(Castelld i col. 1993), tot plegat permet explicar I’augment en els nivells de Glucosa

(Taula 3.3.4) en aquesta situacio.

Parra i col. (1995) van observar en aquest tipus de musculs un augment en I’activitat
HK, perd en el nostre estudi els musculs electroestimulats presenten una menor
concentracio de Glu-6-P (taula 3.3.4) producte de la reaccido de I’HK. Analitzant els
enzims que regulen el contingut de glucogen, Prats i col. (2002a-b) van observar que la
glucogen sintasa estava activada i s’havia augmentat la seva expressio, mentre GF es
troba desactivada i la concentracid d’aquesta proteina és constant. El conjunt provoca
que el muscul sotmeés a ECBF durant 24 hores intenti resintetizar glucogen, aquesta

resintesi podria donar-se en les fibres fatigades.

Després de 48 hores s’aconsegueix que els musculs recuperin; 1’estructura dels RS,
préviament desorganitzada per la ECBF (Frias i col. 2005), la capacitat contractil i
I’index de fatiga, en altres paraules totes les fibres tornen a ser funcionals. A nivell

metabolic es restableixen tots els metabolits excepte la Fru-2,6-P, que es manté elevada.

Test d' exercici

L’aplicacio del test d’exercici en els musculs que s’estan electroestimulats, no provoca
canvis en la concentracid dels diferents metabolits (Taula 3.3.2-6), aixo és logic si es té
en consideracid que aquests musculs porten 24 hores “funcionant” i per tan realitzar un
exercici durant 1, 3 o 10 segons més, no hauria d’afectar a la concentracié del metabolit.
També s’observa com el flux glucolitic i glucogenolitic no es modifiquen en tot el test,
corroborant la idea que aquests musculs han canviat el seu metabolisme, no utilitzen la
glucolisi per generar energia per la contraccid, segueixen un patréo metabolic més propi

de les fibres de tipus 1.

En els musculs control i en els estimulats-descansats s’aprecia un comportament
similar, la Glu-6-P, la Fru-6-P, la Fru-1,6-P,, el lactat i el piruvat presenten augments al
llarg del test d’exercici essent significatius entre els 3segons i els 10 segons en funcid

del metabolit (Taula 3.3.4). L’augment de lactat és el principal responsable de
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I’acidificacié del medi intracel-lular (Fig. 3.3.5), correlacionen perfectament aquests dos

elements.

Analitzant els parametres glucolitics: el flux glucolitic (Fig. 3.3.9) i quocient Fru-1,6-
Po/Fru-6-P (Fig. 3.3.10), s’observen canvis entre els dos tipus de musculs que poden
realitzar la glucolisi. Concretament als 3 segons els musculs estimulats-descansats
presenten el flux glucolitic augmentat respecte els musculs control. En els musculs
estimulats-descansats, el quocient Fru-1,6-P,/Fru-6-P, és significativament superior en
tots els temps del test. Aixo ens indica que 1’activitat PFK-1 és troba augmentada en

aquests musculs.

El principal afector allostéric de la PFK-1 ja s’ha comentat que era la Fru-2,6-P,,
precisament aquest metabolit és 1’inic que presenta un contingut diferents entre els
musculs control 1 els estimulats-descansats durant el test d’exercici. La Fru-2,6-P,
(Fig.3.3.7) presenta un augment transitori en el primer segon del test d’exercici dels
musculs control, aquest fet ja havia estat detectat per Cadefau i col. (1993). Els musculs
estimulats-descansats mantenen elevat el contingut de Fru-2,6-P, durant tot el test

d’exercici.

La Fru-2,6-P; és I’tnic element divergent, dels components analitzats en aquest estudi,
entre els musculs control 1 els estimulats-descansats durant el test d’exercici,
precisament aquesta divergencia és la que podria explicar I’increment del flux glucolitic
en els musculs estimulats-descansats durant els primers instants de I’exercici. Aixi
doncs, es podria dir que 1’electroestimulaci6 i el descans en aquests musculs ha permés
una millora en la resposta al nou I’exercici (test d’exercici), s’ha establert una mena de

pre-condicionament.

En aquest punt, cal seguir fent recerca perque ens trobem amb una nova situacid
desconcertant, com es poden mantenir valors elevats de Fru-2,6-P, en el muscul, sabent
que la isoforma muscular de I’enzim PFK-2/FBPasa-2 presenta una relacio
quinasa/bisfosfatasa favorable a la bisfosfatasa i que la seva regulacié depén
principalment del substrat, Fru-6-P, el qual en el nostre estudi presenta la mateixa
concentracio que el muscul en repos. En el segiient apartat de resultats s’intenta resoldre

la incognita.
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L’augment de concentraci6 de Fru-2,6-P, durant I’ECBF i el posterior descans,
coincideix amb un augment de D’activitat quinasa de 1’enzim PFK-2/FBPasa-2,
responsable de la sintesi de la Fru-2,6-P;, el qual es manté almenys fins a les 48 hores

de descans.

Aixi doncs, cal pensar que I’efecte de ’augment de 1’activitat quinasa tindria com a
conseqiiéncia un augment de la concentracid d’aquest metabolit, coincidint aquesta
afirmacié amb els nostres resultats. Pero, s’ha de tenir en compte que la relacid
d’activitat quinasa/bisfosfatasa de la isoforma muscular és favorable a [D’activitat
bisfosfatasa, la qual cosa ens indica que possiblement I’ECBF provoca un canvi dels

perfil isoenzimatic de la PFK-2/FBPasa-2 en el muscul estimulat.

Existint un antecedent que demostra el canvi d’expressio de les isoformes del I’enzim
PFK-2/FBPasa-2 en el muscul denervat (Cadefau i col. 1999), s’encamina I’estudi cap a
la determinacio de les isoformes de ’enzim. Analitzant I’expressioé geénica de 1’enzim
PFK-2/FBPasa-2 durant 1’electroestimulacid i el posterior descans s’observa com el
muscul TA electroestimulat durant 24 hores presenta una reduccid de 1’expressid dels
gens Ptkfbl_M/L, 3 i 4 aixi com un augment del gen Pfkfb2, aquest canvi d’expressio

del muscul TA és similars a I’expressio d’aquestes isoformes en el muscul soleus.

Els canvis adquirits amb 1’electroestimulacidé no sén permanents, aixi els periodes de
descans provocaran el retorn als nivells d’expressié del muscul control, el qual es
donara més o menys rapidament en funcié del gen. El gen Pfkfb4 a les 12 hores, Ptkfb2
a les 24 hores, Pfkfb1_M ho fa a les 48 hores i els gens Pfkfbl_L i 3 no es recuperen

fins als 7 dies de descans.

L’expressio génica és regulada per factors de transcripcid de manera que la seva
activacio o desactivacido pot realitzar-se en temps molt curts, en canvi 1’expressio
proteica requereix temps més llargs tan per a la sintesi com per a la degradacio, és
precisament aquesta circumstancia la que permet explicar les discrepancies observades

entre 1’expressio genica i proteica de la isoforma muscular
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Aixi doncs, considerant els resultats obtinguts, I’augment en la concentracio de Fru-2,6-
P, en musculs electroestimulats es degut al canvi en el perfil d’expressio de les
isoformes de I’enzim PFK-2/FBPasa-2, més concretament 1’augment de la isoforma
cardiaca, en qual I’activitat quinasa és més elevada que I’activitat bisfosfatasa. Durant el
descans I’expressio geénica de les isoformes retorna a I’estat original més rapidament
que I’expressio proteica fet que podria explicar que a les 48 hores els nivells de Fru-2,6-
P, es mantinguin elevats tot i presentar el mateix nivell d’expressié genica que els

musculs control.
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CONCLUSIONS

Els resultats obtinguts amb els experiments realitzats en muscul i cor en diferents

estadis de desenvolupament permeten concloure:

1. La concentracié de Fru-2,6-P, depén del teixit i de I’estadi de desenvolupament.

2. L’expressid génica i proteica de les diferents isoformes de PFK-2/FBPasa-2 en cor
es correlacionen, observant-se una substitucid d’isoformes en aquest teixit, en
I’estadi fetal actua la isoforma ubiqua i en 1’estadi adult hi trobem la isoforma del
propi teixit. Aquest canvi d’isoforma podria explicar el patrd d’oscil-lacié observat

en la concentracio de Fru-2,6-P,.

3. En el muscul ’expressid genica i proteica de les isoformes muscular, hepatica,
cardiaca correlacionen, perd la isoforma ubiqua no, a nivell génic I’expressié es
produeix basicament en 1’estadi adult, pero a nivell proteic, observem la seva

presencia sobretot en I’estadi fetal.

4. El senyal d’inici d’expressié per a la isoforma muscular de PFK-2/FBPasa-2 no

correspon a I’inici de la inervacio, la qual es dona al voltant dels 3 dies de vida.
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Dels resultats obtinguts en I’analisi comparatiu d’un muscul de contracci6 rapida i lenta,

es pot concloure:

El contingut de Fru-2,6-P2 dels musculs de contraccio rapida son més elevats com a
conseqiiéncia d’una major activitat de I’enzim PFK-2/FBPasa-2.

El patr6 d’expressio de les isoformes muscular, hepatica i ubiqua de PFK-2/FBPasa-
2 ¢s superior en els musculs de contracci6 rapida, en canvi la isoforma cardiaca és
més abundant en els musculs de contraccid lenta. La isoforma de testicle presenta el

mateix patrd d’expressio en els dos tipus musculars.

Dels resultats obtinguts en I’estudi del paper de la Fru-2,6-P, en la contraccié muscular

generada pel model experimental utilitzat en aquest treball, es pot concloure:

7.

10.

L’electroestimulacié continua de baixa freqliencia durant 24 hores provoca
alteracions estructurals que disminueixen la resposta fisiologica del muscul de
contraccio rapida, concretament les alteracions que es produeixen afecten les fibres
de contraccio rapida, IlIp / fatigables, les quals entren en un estat refractari. La

resposta contractil es recupera si el muscul descansa durant 48 hores.

En els musculs estimulats-descansats, el quocient Fru-1,6-P,/Fru-6-P, ¢és
significativament superior en tots els temps del test. Aixo ens indica que 1’activitat

PFK-1 és troba augmentada en aquests musculs.

De tots els metabolits estudiats la Fru-2,6-P, és I’tinic element divergent, entre els
musculs control i els estimulats-descansats durant el test d’exercici, aquesta
divergeéncia podria explicar I’increment del flux glucolitic en els musculs estimulats-

descansats durant els primers instants de I’exercici.

Els resultats obtinguts demostren que la Fru-2,6-P; esta implicada en 1’increment del
flux glucolitic que es produeix en els primers segons de 1’estimulacié muscular,
sempre i quan els nivells dels metabolits de la glucolisi estiguin restablerts 1 el

muscul no es trobi en un estat refractari fatigat.
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Dels resultats obtinguts en 1’estudi de la regulacié de la isoforma muscular de 1’enzim

PFK-2/FBPasa-2 en I’exercici, es pot concloure:

11.

12.

13.

14.

15.

L’electroestimulacio cronica de baixa freqiiéncia durant 24 hores genera un augment
de Fru-2,6-P,, el qual es manté durant 48 hores perd als 7 dies de descans ha

retornat a ’estat inicial.

L’augment de Fru-2,6-P, és degut a un augment en 1’activitat quinasa de ’enzim

PFK-2/FBPasa-2.

L’electroestimulacié cronica de baixa freqiiéncia durant 24 hores provoca un canvi
en I’expressio6 de mRNA dels gens que codifiquen per PFK-2/FBPasa-2 en els
musculs TA, passant a ser un perfil d’expressié més proper al presentat pel muscul
Soleus.

L’increment en I’expressi6 de la isoforma cardiaca durant 1’electroestimulaciéd
justifica I’increment d’activitat quinasa de 1’enzim PFK-2/FBPasa-2 i com a

conseqiiéncia un increment en la concentraci6 de Fru-2,6-P;.

La rapidesa en que es modifiquen els patrons d’expressid, amb I’estimulacid i el
descans, dels diversos isoenzims varia per a cada un d’ells, la qual cosa implica

sistemes diferents de regulacio.

Com a conclusions generals:

La Fru-2,6-P, juga un paper important en la regulacio de la glucolisi en els primers

instants de I’exercici.

En el muscul, la isoforma predominant de I’enzim PFK-2/FBPasa-2 presenta una
regulacié basicament per substrat, aixo provoca que per observar-se increments de
Fru-2,6-P,, els quals permeten potenciar la glucolisi, sigui necessaria una regulacio
genica, ¢és a dir, es modifica el patré d’expressid de les isoformes de 1’enzim,

estratégia ja observada en altres enzims.
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triacylglycerol; ATP: adenosine triphosphate; TCr: total creatine; G-6-P: glucose-6-
phosphate; G-1-P: glucose-1-phosphate; G-1,6-P,: glucose-1,6-bisphosphate; F-6-P:
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phosphate; PFK-1: 6-phosphofructo-1-kinase; CS: citrate synthase; AOAC: Association

of Official Analytical Chemists; FTIR: Fourier Transform Infrared.
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Abstract

Here we examine whether the level of dietary cis FA, or the isomers (trans/cis) and/or
the saturation of the fatty acids (FA) at high dietary fat levels altered the intracellular
glucose metabolites and certain regulatory enzyme activities in skeletal muscle and
liver. Rats were fed for 30 days on either a recommended control diet (7% of cis FA,
w/w) or a high fat diet (20% of FA, w/w). The high fat diet was enriched with either cis
FA (cFA), trans FA (tFA), a moderate proportion of saturated FA (MsFA), or a high
proportion of saturated FA (HsFA). The most striking findings were observed in
gastrocnemius muscle with a HsFA diet. There was a significant increase in: G-6-P
(306%), G-1-P (245%), F-6-P (400%), F-1,6-P, (86%), Gly-3-P (38%), pyruvate
(341%), lactate (325%), citrate (79%) and the bisphosphorylated sugars as compared to
the CFA diet. These changes were paralleled by an increase in muscle TG (49%) and a
decrease in glucose (39%). In addition, the amount of cis FA, and the other types of FA
(i.e. tFA and MsFA) led to no great differences in glucose metabolism as compared to
the respective control group. These data support the hypothesis that glucose changes
induced by a HsFA diet are a multifaceted abnormality. Glucose and lactate transport
and intracellular glucose metabolism could be the key biochemical defects involved in

this detrimental effect on glucose metabolism.
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I ntroduction

Many epidemiological and experimental studies (Lichtenstein et al. 1998;
Grundy et al. 2002, Riccardi.et al. 2004) suggest that the amount and type of fats
consumed influence the development and subsequent progression of several major
diseases, including coronary heart disease, obesity, diabetes and cancer. It is widely
known that a high intake of saturated fatty acids (sFA) (Storlien et al. 1991; Alsaif &
Duwaihy, 2004) and trans fatty acids (tFA) (Clevidence et al. 1997; Ascherio et al.
1999) has an adverse impact on the plasma lipid profile, and increases the risk of
developing cardiovascular diseases and type 2 diabetes.

The effect of diets high in fatty acids (FA) on glucose metabolism in humans
and in experimental animal models is well documented (Uusitupa et al. 1994,
Lichtenstein & Schwab, 2000). Such effects are influenced by the dietary FA
composition. Animals fed on high sFA diets develop glucose intolerance (Wang €t al.
2002) and impairment of insulin action in both skeletal muscle and liver (Storlien et al.
1991; Oakes €t al. 1997). Kim et al. (1996) reported that when rats were fed a high
saturated fat diet, glycolysis was suppressed and glycogen synthesis was altered in
skeletal muscle. They hypothesized that these changes might lead to the development of
insulin resistance. However, whereas n-3 polyunsaturated FA improve insulin action, n-
6 polyunsaturated FA have a slight negative impact on insulin sensitivity (Storlien et al.
1991; Mohan & Das, 2001; Taouis et al. 2002).

Several studies (Judd et al. 1994; Zock & Katan, 1997) have shown that tFA
increase both total and LDL cholesterol levels, resembling some of the dietary HsFA
effects. Although a number of conflicting results have been shown described, some
studies indicated that tFA decreased HDL cholesterol (Judd et al. 1994) and increased

plasma lipoprotein (a) levels (Aro et al. 1997). The specific effect of dietary tFA on the
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glucose metabolic pathway, as compared with sFA and/or cis FA (CFA) at high fat
levels, has not been determined. Dietary tFA might exert different effects on the glucose
oxidation pathway, as they do on lipid metabolism. In this regard, Louheranta et al.
(1999) showed that a tFA diet had no effect on glucose and insulin metabolism as
compared to a monounsaturated fatty acid diet in young healthy women. Alternatively,
Alstrup et al. (1999) demonstrated in mouse [ cells that tFA potentiate glucose-
stimulated insulin secretion more than CFA of the same carbon-chain length. This is
probably due to a differential effect on glucose oxidation. Cromer et al. (1995)
demonstrated that tFA might inhibit glucose oxidation in adipocytes isolated from rats.
Therefore, high levels of dietary FA might alter glucose tolerance. This effect
appears to be dependent on the type of FA. We can also assume that a suppression of
intracellular glucose metabolism by competition for substrate oxidation might precede
and/or cause insulin resistance in skeletal muscle. On the basis of these assumptions, we
aimed to evaluate the glucose metabolites and some key enzyme activities involved in
skeletal muscle and liver glucose metabolism on an experimental animal model. The
variables were: 1) the amount of dietary CFA, and 2) the isomers (trans-cis) and/or the

degree of saturation (high/moderate) of dietary fat.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

M aterials and methods

Materials

Nutrients for diet preparations were chemical grade, with the exception of corn
oil (Mazola, Argentina), sucrose, cellulose, and corn starch, which were commercial
grade obtained from a local source. The same corn oil was used to prepare both
isomerised and saturated fats, as described previously (Colandré et al. 2003).
Biochemical reagents, enzymes and standards were purchased from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA) or Roche Molecular Biochemicals (Barcelona, Spain).
Plasma glucose kits were purchased from Wiener Co. (Rosario, Argentina). Catalytic
palladium in charcoal was from AlphaAesar Co (MA, USA). Solvents and reagents used
for quantifying FA were chromatography grade. All the other chemicals used were of
the highest analytical grade.
Animals, diets and tissue preparation

All the animal studies were conducted in accordance with the principles of our
School of Biochemistry regulations, compiled using the Guide to the Care and Use of
Experimental Animals of the Laboratory (Institute of Laboratory Animal Resources,
Commission on Life Sciences, National Research Council, 1996). Male Wistar rats
weighing 80 — 100 g were supplied by the “Comisiéon Nacional de Energia Atdmica”
(Buenos Aires, Argentina). They were housed in the animal quarters under controlled
conditions (23 + 2° C and 12 hour light-dark cycle) in individual cages. The animals had
free access to water and a standard diet until reaching a weight of 120 — 130 g. After
this, they were randomly divided into five weight-matched groups and fed each diet “ad
libitum” for 30 days.

All diets were nutritionally adequate and differed either in the amount of CFA, or

in the FA composition (Table 1). The control (C) diet was based on the American
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Institute of Nutrition Ad Hoc Committee recommendation (AIN-93G diet formulated
for the growth, pregnancy and lactation phases of rodents) (Reeves et al. 1993). It
contained 70 g per kg of fat. All others diets were enriched by replacing carbohydrate
with fat, to attain 200 g per kg (38.5 % of energy as fat). These enriched fat diets
contained 30 g per kg of corn oil to exceed the essential fatty acids recommendations,
and 170 g per kg of fats with different compositions. The CFA diet was enriched with
170 g per kg of cFA from corn oil; the tFA diet enriched with 170 g per kg of
isomerised corn oil containing 300 g per kg of tFA; MsFA enriched with a moderate
proportion of sFA based on a blend of corn oil (119 g per kg) and hydrogenated corn oil

(59 g per kg); and HsFA enriched with 170 g per kg of sFA from hydrogenated corn oil.

[Please insert Table 1]

The preparation of the experimental dietary fats and the methodology for
evaluating the FA composition of each one was recently described (Colandré et al.
2003). The FA composition of the experimental fats used is shown in Table 2. Each diet

was freshly prepared every 3 days during the experimental period.

16 [Please insert Table 2]
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Body weight and food consumption were measured throughout the experimental
period. After 30 days of dietary treatment, rats were anaesthetised with acepromazine (1
mg/ kg b.w.) and ketamine (100 mg/ kg b.w.) and blood was collected in heparinized
tubes. After blood collection, gastrocnemius muscle and liver samples were taken.
Plasma was separated by centrifugation at 3000 xg for 10 minutes. Sample tissues were
immediately frozen at —80°C and stored until analysis. For glycolytic metabolites and
enzyme analysis, a portion of each sample was lyophilized and stored under dry

conditions at -20°C.
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Analysis of muscle and liver glycogen concentrations

Glycogen was extracted from about 4-5 mg of dry tissue by acid treatment at
100°C ( Adamo & Graham, 1998). The glucose produced was measured using the
enzymatic method with fluorimetric techniques (Lowry & Passonneau, 1972).

Analysis of metabolite concentrations

Plasma glucose levels were determined using commercial kits (Wiener,
Argentina).

ATP, creatine, phosphate creatine, glucose, G-6-P, G-1-P, F-6-P, F-1,6-P,,
DHAP, Gly-3-P, lactate, pyruvate and citrate were extracted by acid treatment from 3-5
mg of dry muscle and liver tissue in ice cold 0.5 M perchloric acid. After centrifugation
and neutralization, aliquots of the extracts were used. Measurements were carried out
using enzymatic methods with fluorimetric techniques (Lowry & Passonneau, 1972).

About 5-10 mg of dry tissue powder was homogenized in 5 volumes of 50 mM
NaOH and kept at 90°C for 10 minutes. The extracts were neutralized with ice cold
acetic acid and the soluble materials were used to measure F-2,6-P, (Van Schaftingen et
al. 1982) and G-1,6-P, (Passonneau et al. 1969). To minimize the effect of blood and
connective tissue in the freeze dried tissue, the total creatine (TCr) content (sum of
phosphate creatine and creatine) for a given individual sample was determined. It was
then used to adjust individual metabolite concentrations (Sabina et al. 1984).
Determination of liver and muscle triacylglycerol content

Fresh liver and muscle tissue samples were homogenized in 10 volumes of
saline solution and used to measure triacylglycerol (TG), by the method of Laurel et al.
(1966).

Analysis of enzyme activities
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Powdered muscle and liver were homogenized in 70 volumes (w/v) of ice cold
extraction buffer (containing 50 mM Tris-HCl, 4 mM EDTA, 30 mM KF, 30 mM
B mercaptoethanol, pH 7.0). The homogenate was centrifuged at 12,000 g for 15 min at
4°C and the supernatant was used to measure the activities of PFK-1 (Cadefau et al.
1990). CS activity in liver and muscle was assessed according to Bass et al. (1969).
Statistics

We used the unpaired Student t test to determine the statistical differences
between dietary levels of cis unsaturated fats (C diet vs CFA diet). Comparisons of FA
composition at high level of dietary fats (200 g per kg) were established by one way
analysis of variance (ANOVA, 1 x 4). When ANOVA showed significant differences
between dietary groups, the Tukey test was performed. All differences were considered

significant at p < 0.05. Values are expressed as mean + SEM of five or six animals per

group.
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Results

There was no difference between the diets in either average daily food energy
intake (kJ/day, mean = SEM; C diet: 273.6 = 13.1, cFA diet: 265.0 £ 6.8, tFA diet:
247.7 £ 4.2, MsFA diet: 254.9 = 11.5 and HsFA diet: 270.7 £ 21.2; p > 0.05) or body
weight gain (g/30 days, mean = SEM; C diet: 133.9 + 6.6, cFA diet: 139.2 = 4.1, tFA
diet: 136.3 + 4.3, MsFA diet: 133.6 &+ 6.5 and HsFA diet: 138.7 = 4.3; p > 0.05). There
were no differences between the groups in the levels of some metabolites related to the
energetic content of the tissues. These metabolites also reflect the storage conditions
and the manipulations of the samples. The values (mean = SEM) of these metabolite
contents in muscle were ATP (umol/g d.t.): C diet: 25.56 £ 1.62, cFA diet: 28.50 +
2.44 tFA diet: 26.56 £ 2.15, MsFA diet: 25.92 + 1.25 and HsFA diet: 26.59 £ 1.07. The
values for total Creatine (umol/g d.t.) in muscle were: C diet: 119.7 = 4.4, cFA diet:
115.5 £ 6.1, tFA diet: 117.5 £ 3.2, MsFA diet: 113.7 £ 5.9 and HsFA diet: 115.9 £ 2.9.
The ATP values (umol/g d.t.; mean + SEM) in liver were: C diet: 7.08 = 0.39, cFA diet:
6.79 £0.31, tFA diet: 7.11 £ 0.31, MsFA diet: 7.44 + 0.25 and HsFA diet: 8.25 £+ 0.26.

When levels of cFA were considered, no differences were found in plasma
glucose concentrations under fasted conditions, or in muscle and liver TG content
(Table 3). However, the type of FA in the high fat diets affected plasma glucose
concentrations and muscle TG content. These were both higher in the HsFA diet (p <
0.05 vs. cFA). Liver TG content was higher in tFA, MsFA and HsFA diets (p < 0.05 vs.

CFA).

22 [Please insert Table 3]
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Compared with the recommended levels of fat, high levels of CFA significantly
decreased pyruvate concentration and increased F-6-P, G-1,6-P, and F-2,6-P, in muscle

(Table 4). No differences were observed in all the other metabolites analyzed in muscle
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or liver. In addition, no changes in muscle PFK-1 and CS or in hepatic PFK-1 and CS
activities were observed after 30 days of the high CFA level diet. The enzyme activity
values (mean + SEM; U/g d.t.) in muscle were PFK-1: C diet: 196.9 = 10.3 vs. cFA diet:
196.2 £ 19.7 and CS: C diet: 62.6 £ 6.8 vs. CFA diet: 64.5 + 6.3. In liver, the PFK-1
values were: C diet: 3.19 £ 0.23 vs. CFA diet: 3.14 £ 0.17 and CS: C diet: 18.1 £ 0.9 vs.

CFA diet: 17.9 £ 1.8.

7 [Please insert Table 4]
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The effects of different compositions of FA at high fat levels on muscle and liver
metabolites are shown in Figures 1, 2, 3 and 4. Thus, Figure 1 shows a significant
reduction in glucose levels and a significant increase of G-6-P, F-6-P and F-1,6-P in the
gastrocnemius muscle of rats fed a HsFA diet as compared to a CFA diet. In addition,
muscle G-6-P and F-6-P were increased in HsFA diet vs. tFA and vs. MsFA diets; and
muscle F-6-P in HsFA diet vs. MsFA diet. No differences were observed in muscle and
liver glucose, G-6-P, F-6-P and F-1,6-P, between CFA, tFA and MsFa diets. In
gastrocnemius muscle, the HsFA diet significantly increased the G-1-P levels as
compared to any other type of high fat level diet. The glycogen level is slightly reduced
by the HsFA diet, reaching statistical significance only between HsFA diet and MsFA
diet (Figure 2) in muscle. No differences were detected in hepatic G-1-P and glycogen
content between the high dietary fat groups. The HsFA diet increased the muscle
pyruvate, lactate and citrate levels either vs. CFA, tFA or MsFA diets. The tFA diet
increased the muscle pyruvate levels vs. CFA diet. Strikingly, the HsFA diet also
significantly increased the citrate levels in liver, with no changes in the other
metabolites analyzed (Figure 3). G-1,6-P, and F-2,6-P, were not changed by any type of
FA at high levels of fat intake either in muscle or liver. However, in muscle both

bisphosphorylated sugars are significantly higher in HsFA diets with respect to the C
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diet. The values (mean =+ SEM) of these metabolite concentrations in muscle were G-
1,6-P, (nmol/g d.t.): C diet: 233.4 £ 41.3, cFA diet: 455.7 + 46.3*, tFA diet: 400.2 +
54.2*, MsFA diet: 390.3 + 59.0* and HsFA diet: 393.2 + 54.5*. The values of F-2,6-P;
(nmol/g d.t.) were: C diet: 4.27 = 0.27, cFA diet: 6.57 £ 0.68*, tFA diet: 3.55 + 0.25,

MsFA diet: 5.73 £ 0.16* and HsFA diet: 6.82 + 0.18%*.

6 [Please insert Figure 1]

7 [Please insert Figure 2]

8 [Please insert Figure 3]
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Figure 4 shows some regulatory enzyme activities in the muscle and liver of rats
fed high fat levels with different compositions of FA. No differences in PFK-1 and
citrate synthase activities in muscle and liver were observed between the dietary groups.
However, the muscle F-1,6-P,/F-6-P ratio, used as an index of flux through PFK-1, was
significantly reduced by the HsFA diet, mainly with respect to the C diet. The values
(mean + SEM) of the F-1,6-P,/F-6-P ratio in gastrocnemius muscle were: C diet: 26.5 +
1.21, cFA diet: 13.37 + 0.64*, tFA diet: 18.31 £+ 2.37, MsFA diet: 12.69 + 0.90* and

HsFA diet: 5.80 = 1.09* (* p < 0.05 vs C diet).

17 [Please insert Figure 4]
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Discussion

Dietary fats have been shown to lead to insulin resistance (Storlien et al. 1997)
and glucose metabolism changes. It is widely recognized that both the amount and type
of dietary fatty acids modify insulin sensitivity in the muscle and liver of experimental
animals (Storlien et al. 1986). In addition, intracellular glucose metabolism suppression
might precede and/or cause insulin resistance in skeletal muscle of rats fed a high fat
diet (Kim et al. 2000). In view of these assumptions, we evaluated the glucose
metabolites and some key enzyme activities in skeletal muscle and liver on an
experimental dietary model. The variables were: 1) the amount of dietary CFA, and 2)
the isomers (trans-cis) and/or the saturation of FA at high dietary fat levels.

Many studies show that changes in glucose utilization/ regulation are induced by
the amount of FA (Lichtenstein et al. 1998; Riccardi et al. 2004). However, to our
knowledge, no comparisons have been made of the effects of low vs. high levels of fat
on glucose metabolites and some key regulatory enzyme activities, using corn oil as the
source of CFA. In addition, in order to approximate the high fat intake observed in many
western countries, we set an upper limit for high dietary fat levels of 38.5 % of energy.
Other research has used higher and non-realistic amounts of fat.

The levels of dietary CFA did not change the muscle and liver TG content under
our experimental conditions. In addition, dietary CFA levels did not lead to pronounced
changes in glucose metabolism. The most remarkable changes at high levels of CFA are
the increases in F6-P, F-2,6-P, and G-1,6-P, in muscle. High levels of the allosteric
effectors F-2,6-P, and G-1,6-P, in muscle could maintain the glycolytic pathway,
increasing muscle glucose utilization. F-2,6-P, and G-1,6-P, are potent allosteric

activators of PFK-1 and can facilitate flux through this glycolytic control point. On the



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

14

other hand, citrate, an allosteric inhibitor of PFK-1, is not influenced by dietary levels of
CFA.

Our most striking finding is that the type of dietary FA, rather than the level of
fat content per se, may be a decisive factor in the detrimental effects of dietary fat on
muscle glucose metabolites. Under our experimental conditions, animals fed HsFA
showed significantly increased muscle TG content. This is associated with significantly
elevated plasma glucose levels, and with changes in muscle glucose metabolites. Thus,
the high levels of muscle G-6-P, G-1-P, F-6-P, F-1,6-P,, Gly-3-P, lactate, piruvate and
citrate in rats fed a HsFA diet are associated with low muscle glucose and normal
glycogen muscle stores, and reveal a glucose metabolic defect. Many mechanisms
might partially explain the impairment of glucose metabolism. If the intracellular
glucose-fatty acids cycle is operating in gastrocnemius muscle, as was initially proposed
in heart and hemidiaphragm (Randle et al. 1963), the TG excess in a HsFA diet can lead
to a reduction in glucose oxidation, via a mechanism of substrate competition for
oxidation in the Krebs Cycle. Thus, the high availability and oxidation of muscle lipids
could lead to increased levels of Acetyl CoA. In turn, this could reduce the PDH
activity, and therefore increase the pyruvate and lactate levels in rats fed HsFA. PDH
activity is regulated by phosphorylation of the El subunit (pyruvate decarboxylase
activity) by PDH kinase. In keeping with our theory, it has been shown that a high fat
diet significantly increased PDH kinase-4 isoform expression, with a corresponding
decrease in PDH activity (Pehleman et al. 2005). The inhibition of PDH activity could
be at least partly responsible for the increases in intermediary glycolytic metabolites,
including Glycerol-3P. Since, Glycerol-3P is a regulatory metabolite in TG synthesis
(Maggs et al. 1995), it is reasonable to suggest that raised levels of Glycerol-3P could

increase TG synthesis, impairing the glucose metabolism. The higher availability and
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probably the oxidation of TG in the muscle of HsFA fed animals could also increase the
muscle citrate levels, thereby reducing the PFK-1 and HK activities. Despite the fact
that, in this study, the “in vitro” PFK-1 activity was normal and the bisphosphorylated
sugars are high, the very low F-1-6P,/ F-6-P ratio in the HsFA diet indicates that flux
through the PFK-1 could be inhibited. The high citrate level might counteract the effect
of bisphosphorylted sugars (Andrés et al. 1990). The high lactate production contributes
to an acidic environment that could inhibit PFK-1 activity.

The elevated levels of plasma glucose, associated with low glucose
concentration in gastrocnemius muscle, might suggest a deficiency in glucose transport
in the muscle of rats fed a HsFA diet. This data is clearly consistent with that previously
reported by Kahn & Pedersen (1993) and Barnard et al. (1995). A reduction of GLUT 4
gene expression in the muscle of animals fed 80 % of fat (% of Energy) for 7 weeks was
described (Kahn & Pedersen, 1993). In addition, a HsFA diet might inhibit the glucose
transporter by increasing muscle diacylglycerol concentrations. At the molecular level,
Montell et al. (2001) suggested that in addition to synthesising TG, HsFA appear to
induce insulin resistance by increasing diacylglycerol concentrations. The CFA and tFA
seem to produce mainly TG. The mechanism by which increased diacylglycerol content
may interfere with insulin sensitivity could be mediated by PKC activity. PKC appears
to be a major signal in insulin-stimulated glucose transport, blocking the activation of
phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K), which is associated with the insulin receptor
(IRS-1). In the presence of increased levels of fatty acids, a high concentration of
diacylglycerol activates a serine kinase (PKC-0), causing the serine phosphorylation of
IRS-1 (Yu et al. 2002). Serine phosphorylated IRS-1 cannot recruit PI3K and thus

inhibits GLUT-4 translocation.
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A significant accumulation of lactate was found in skeletal muscle. This does not
exclude the possibility that there was both an overproduction of lactate and a decrease in
lactate transport in response to the HsFA diet. Skeletal muscle lactate concentrations are
not only regulated by the rate of glycolysis, but also by the efficiency of trans-
sarcolemmal lactate transport. This transport process is in turn regulated by the quantity
of available MCT proteins and their subcellular distribution. The intracellularly
produced lactate leaves the cell via simple diffusion and via two monocarboxylate
transporter proteins (MCT1 and MCT4) (Bonen, 2001). Experimental studies have
demonstrated that Streptozotocin-induced diabetes alters lactate metabolism in skeletal
muscle (Py et al. 2001), causing increased lactate production and decreased lactate
transport. Juel et al. (2004) report that MCT1 content is reduced in the skeletal muscle
of patients with type 2 diabetes, but scarce information is available to date. Moreover,
supporting the plausible theory that there is a decrease in lactate and glucose transport,
studies of the muscle of experimental animals have reported (Storlien el at. 1996)
changes in the FA composition of membrane phospholipids induced by a high HsFA
diet. These alterations could affect membrane fluidity or permeability, leading to
changes in glucose and/or lactate transport.

In agreement with data recently reported by our group (Colandré et al. 2003),
HsFA increased liver TG content. However, this significant shift did not impact on the
hepatic glucose metabolism to the same extent as observed in muscle. The significant
increase in hepatic citrate levels with a HsFA diet, seems to have a negligible impact on
the glycolytic pathway after 30 days of feeding. It is not known whether feeding an
HsFA diet for longer periods would lead to other hepatic metabolic disorders.

To our knowledge, this is the first study reporting the effect of dietary tFA at

high fat levels on glucose metabolites in the muscle and liver of experimental animals.
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A noteworthy aspect of this study is the differential metabolic response of the muscle
glucose metabolites to high fat levels enriched with tFA as compared to HsFA. In this
study, dietary HsFA resulted in an increase in gastrocnemius muscle TG content.
However, there was no TG content difference in rats fed high levels of tFA. This lack of
TG alteration was associated with an absence of changes in the glucose metabolites in
this muscle. This reinforces the potential link between TG levels and the development
of glucose metabolism changes in muscle. In addition, as mentioned above for HsFA,
the significant accumulation of liver TG in the tFA diet does not seem to induce
significant changes in hepatic glucose metabolism. This experimental data may be
consistent with previous results from Louheranta et al. (1999), in which a tFA diet in
young healthy women resulted in changes in the plasma lipids profile, but no changes in
glucose and insulin metabolism. On the other hand, Alstrup et al. (1999) have found
that tFA potentiate glucose-stimulated insulin secretion more than the corresponding CiS
isomers. This is associated with a differential glucose oxidation response in mouse 3-
cells.

Finally, the high fat level MsFA diet, has a lesser effect on muscle and liver
glucose metabolism. This might indicate that a certain level of dietary sFA has to be
reached to induce glucose metabolic changes. Alternatively, dietary CFA might
counteract the negative impact of sFA on glucose metabolism. If the latter is true, these
results might provide some evidence of the advantageous effect of replacing sFA with
CFA.

In summary, under our experimental conditions, dietary fats have greater
detrimental effects on glucose metabolism in muscle than in liver. The type of dietary
FA rather than the level of dietary fat content has an impact on muscle glucose

metabolism. Glycolytic changes induced by the HsFA diet in muscle were a
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1 multifaceted abnormality. Glucose and lactate transport and intracellular glucose
2 metabolism could play a key role in the biochemical defects involved in the detrimental

3 effect of a HsFA diet on glucose metabolism.
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Table 1: Composition of the experimental diets

C diet CFA diet tFA diet MsFA diet HsFA diet

Ingredient g/ kg diet

Corn starch 529.5 399.5 399.5 399.5 399.5
Casein 200 200 200 200 200
Sucrose 100 100 100 100 100
Corn oil 70 200 30 149 30
Isomerizated corn oil - - 170 - -
Hydrogenated corn oil --- - --- 51 170
Fibre 50 50 50 50 50
Mineral mixture 35 35 35 35 35
Vitamin mixture 10 10 10 10 10
L-Cystine/L-Methionine 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Choline 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Energy (kJ/100g) 1656.9 1928.8 1928.8 1928.8 1928.8

C: Control; CFA: cis fatty acids; tFA: trans fatty acids; MsFA: moderate level of
saturated fatty acids; HsFA diet: high level of saturated fatty acids.

Vitamin and mineral mixtures were prepared according to Reeves et al. (1993).



27

Table 2: Fatty acid composition of experimental fats

Experimental corn oil

Fatty acids Non treated Isomerizated Hydrogenated
16:0 10.78%* 10.87 11.23
clé6:1 0.20 0.10 0.15
18:0 2.24 2.61 59.33
t18:1 nd 26.47 10.47
cl8:1 31.36 25.41 17.22
t,t18:2 nd 2.09 nd
t,c18:2 +ct 18:2 0.48 1.35 nd
c,c18:2 52.85 29.57 0.50
t,c,c 18:3 0.06 0.03 nd
c,cCc18:3 0.75 0.41 nd
20:0 0.52 0.52 0.68
t20:1 0.12 0.07 nd
€20:1 0.24 0.13 0.22
22:0 0.20 0.18 0.12
24:0 0.20 0.19 0.08
% trans FA 0.66 30.00 10.47
% saturated FA 13.94 14.38 71.44

AN N A

* Values are means as a weight percentage (w/w) of the total fatty acid methyl esters.

nd: not detected.
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Table 3: Plasma glucose and triacylglyceride content in muscle and liver

C diet CFA diet tFA diet MsFA diet HsFA diet
Plasma Glucose 6.50+0.17 6.11£0.11 6.61 £0.28 - 7.56 £ 0.44%*
TG Gastrocnemius 1.45+0.34 1.86 +0.04 2.40+0.57 - 2.77+0.21%*
TG Liver 8.10 +0.06 8.02+0.71 17.09 £ 1.48* 1427 +1.38*  13.29+0.89*

Plasma glucose concentration (mM) and muscle and liver triacylglyceride (TG) content values (umol/g w.t.) are mean = SEM of 5 or 6 animals.
The comparison of Cis FA levels was not significantly different, by unpaired Student t test, at p < 0.05. Comparison of FA composition at high

dietary fat levels was established by Anova (1 x 4) followed by the Tukey test. * p< 0.05 vs. CFA. See section Materials and Methods for details.



Table 4: Effect of cisunsaturated fat level on glycolytic metabolite concentration in the muscle and liver

C diet CFA diet C diet CFA diet
Glycogen (umol glucose/g d.t.) 1259+33 131.7+£4.5 887.1 £76.0 793.2 £46.8
Glucose (umol/g d.t.) 2.91+0.36 2.88+0.32 263+1.4 254+2.2
G-1-P (umol/g d.t.) 0.14 +£0.02 0.11+0.02 0.17+0.02 0.18+0.02
G-6-P (umol/g d.t.) 0.71+0.16 1.12+0.13 1.39+0.16 1.02+0.08
F-6-P (umol/g d.t.) 0.14+0.01 0.20 £ 0.02* 0.38 +£0.04 0.26+0.02
F-1,6-P, (umol/g d.t.) 3.71 £0.66 2.75+£0.35 0.18+0.01 0.23 £0.02
DHAP (pumol/g d.t.) 0.28 £0.05 0.21 +£0.07 0.08 +£0.01 0.09 +£0.03
Gly-3-P (umol/g d.t.) 0.04 +£0.01 0.03+0.01 0.05+£0.01 0.06 +0.01
Lactate (umol/g d.t.) 6.27 +0.59 4.98 +£0.40 19.4+1.50 18.6 +1.8
Pyruvate (umol/g d.t.) 0.34+0.03 0.22 +£0.03* 0.35+0.07 0.26 +=0.01
Citrate (umol/g d.t.) 0.43 +£0.04 0.53+0.06 0.55+0.09 0.50+0.09
F-2,6-P, (nmol/g d.t.) 4.27+0.27 6.57 £ 0.68* 25.0+2.5 26.0£3.0
G-1,6-P, (nmol/g d.t.) 2334+41.3 455.7 + 46.3* 185.0 +£26.3 203.6 +23.3

C diet: control diet (70 g per kg of dietary fat); CFA diet: cis unsaturated fatty acids diet (200 g per kg of dietary fat). Values are mean = SEM of

5 or 6 animals. * p< (.05 vs. C diet. See section Materials and Methods for details.
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Fig. 1 Legend

Glucose, G-6-P, F-6-P and F-1,6-P; content in the muscle and liver of animals fed high
levels of fat. I:' CFA diet, tFA diet, MsFA diet, . HsFA diet. Each
column represents mean = SEM of 5 to 6 animals. Values with different superscript
letters are significantly different at p < 0.05 by Tukey’s test, after significant differences

were found by one way ANOVA (1x4). See section Materials and Methods for details.
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Fig. 2 Legend

G-1-P and Glycogen content in the muscle and liver of animals fed high levels of fat.
I:' CFA diet, tFA diet, MsFA diet, . HsFA diet. Each column
represents mean + SEM of 5 to 6 animals. Values with different superscript letters are
significantly different at p < 0.05 by Tukey’s test, after significant differences were

found by one way ANOVA (1x4). See section Materials and Methods for details.
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Fig. 3 Legend

Pyruvate, lactate and citrate content in muscle and liver of animals fed high levels of fat.
I:' CcFA diet, tFA diet, & MsFA diet, . HsFA diet. Each column

represents mean + SEM of 5 to 6 animals. Values with different superscript letters are

significantly different at p < 0.05 by Tukey’s test, after significant differences were

found by one way ANOVA (1x4). See section Materials and Methods for details.
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Fig. 4 Legend:

PKK-1 and CS activities in the muscle and liver of animals fed high levels of fat.

I:' CFA diet, tFA diet, MsFA diet, . HsFA diet. Each column
represents mean + SEM of 5 to 6 animals. Values with different superscript letters are
significantly different at p < 0.05 by Tukey’s test, after significant differences were

found by one way ANOVA (1x4). See section Materials and Methods for details.
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Fig. 2
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Fig. 4
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