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2.2. DETERMINACIO DE SUBSTRACTES ESPECIFICS D'ALDP | D’ALDRP A

TRAVES DE LA COMPOSICIO D’ACIDS GRASSOS EN TEIXITS DELS DIFERENTS
RATOLINS MUTANTS.

La proteina ALDP ha estat relacionada amb la p-oxidacié peroxisomal de I'acid
hexacosanoic (C26:0) des de la identificacié del seu gen codificador (abcdl) com a
responsable de la malaltia X-ALD. Per analogia a aquest fet, ALDP podria intervenir en
el procés B-oxidatiu d’altres acids grassos, aixi com també la proteina ALDRP, degut a
I'alt percentatge d’identitat existent a nivell d’aminoacid amb ALDP (66%) . Alguns
dels substractes coneguts de la B-oxidacié peroxisomal, a més dels VLCFASs, son els
®9-MUFAs i els o3- i ®6-PUFAs. Per tal d’'investigar la relaciéo d’ALDP i d’ALDRP amb
aquests processos, hem determinat els nivells de diversos acids grassos pertanyents a
aquestes series en teixits procedents dels ratolins mutants Ald ko, Aldr ko i Ald/aldr ko.
Alhora, hem ampliat I'estudi de la composici6 tissular en acids grassos als ratolins
Wt/tg i Ald/tg amb l'objectiu de valorar possibles efectes de la sobreexpressio
d’ALDRP. Entre els compostos analitzats hi hem inclds els acids grassos saturats i ®9-

MUFASs de 18 a 24 carbonis i els ®3- i ®6-PUFAs de 18 a 22 carbonis.

La composicio d’'acids grassos s’ha determinat a partir d’extractes lipidics totals
de teixits procedents dels diferents ratolins. Els teixits analitzats inclouen cervell,
medul.la espinal, nervi ciatic, glandula adrenal i fetge, aixi com el sérum. En I'apartat
segient es mostra la distribucié d'acids grassos existent en els diferents teixits del
ratoli Wit.

2.2.1. COMPOSICIO TISSULAR D'ACIDS GRASSOS EN EL RATOLI WT:
SATURATS, 09-MUFAS, 06- i ®3-PUFAs.

La composici6 tissular d’acids grassos en el ratoli Wt de 8 mesos de vida es
troba recollida a la taula Al (pag 123). Els nivells detectats per a cada compost s’han
expressat de dues formes diferents. El primer valor correspon al percentatge
(mitjanatdesviacié estandar) relatiu al total d’acids grassos analitzats en el teixit. El
segon valor, marcat en verd, correspon al percentatge (mitjana) referit a la série
d'acids grassos a la qual pertany el compost. El percentatge global que representa

cada una de les séries s’indica en taronja.

La composicié d'acids grassos varia d'un teixit a I'altre, demostrant que el seu
metabolisme esta modulat en funcié de les necessitats propies de cada teixit. Si ens

fixem en el valor global de cada una de les séries, s'’observa que en teixits procedents
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del SNC predominen les d'acids grassos saturats i ©9-MUFAs. La proporcié entre
aquestes dues series és similar a cervell, mentre que la medul.la espinal és dues
vegades més rica en ®9-MUFAs que en saturats. A nervi ciatic hi ha també un
predomini dels ®9-MUFAs, pero el segon grup més abundant és el dels ®6-PUFAs. En
teixits extraneurals (glandula adrenal, fetge) i en sérum destaca la série dels w6-

PUFAs per sobre de les altres.

En la série dels acids grassos saturats, el compost majoritari en tots els teixits i
serum és l'acid estearic (C18:0). El percentatge d’aquest compost dins la serie (en
verd a la taula A.1, pag 123) és superior al 90% en tots els teixits excepte a medul.la
espinal i nervi ciatic. En aquests dos teixits hi ha una major preséncia de productes
procedents de I'elongacié del C18:0, entre els quals destaca I'acid lignocéric (C24:0).
Establint una comparacié entre ambdds teixits, s'observa que el C24:0 és dues
vegades més abundant a nervi ciatic que a medul.la espinal. Els VLCFAs sén uns
components importants dels esfingolipids, que sén els lipids majortaris de la mielina.
L'alt percentatge de C24:0 a medul.la espinal i nervi ciatic coincideix amb el fet que
son els dos teixits analitzats més rics en mielina. El cervell presenta una major densitat
de cossos neuronals i, per tant, una menor proporcié6 de mielina que els teixits
anteriors, la qual cosa concorda amb la deteccié d'un major nivell de C18:0 en
detriment de C24:0.

Pel qué fa a la série dels ®9-MUFAS, el compost majoritari en tots els teixits és
I'acid oleic (C18:1w9). En els teixits procedents del SNC és on hi ha una major
preséncia de productes derivats de la seva elongacid, sobretot d’acid 11-eicosenoic
(C20:1®9) i d'acid nervonic (C24:1»9). Els nivells d’aquests dos compostos, que
guarden una relacié de 1:1 en ambdos teixits (taula Al, pag 123), s6bn més elevats a
medul.la espinal que a cervell. Aixo concorda amb el fet que el C24:1»9 és també un
conegut marcador de mielina. Per contra, el nervi ciatic és més pobre en productes
d’elongacio de la serie ®9-MUFAs. Aixi doncs, els nostres resultats mostren que la
mielina procedent del SNC difereix de la del sistema nerviés periféric (SNP) a ratoli. La
primera és més rica en C24:1®9, mentre que la del SNP ho és en C24:0, tal com es
pot apreciar al comparar els percentatges globals d’aquests dos compostos (en blanc

alataula A.1, pag 123).

Els teixits estudiats mostren una major variabilitat en la composicié d’'acids

grassos de la série w6-PUFAs. Als teixits del SNC hi ha una major proporcié de
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productes derivats de I'elongacio de I'acid linoleic (C18:2w6) que a la resta, destacant
especialment els nivells d'acid araquidonic (C20:4w6) i d'acid adrénic (C22:4®6). Com
hem descrit anteriorment, el C20:406 és el precursor dels eicosanoids i la seva
disregulacié a cervell comporta greus conseqiiéncies. Per contra, el nervi ciatic és el
teixit que presenta els nivells més baixos per a aquest compost i per a la resta de
productes d’elongacié del C18:2w6. Es interessant observar que la proporcié existent
entre productes i precursors de la série w6 varia entre els 3 teixits nerviosos. Aixi
doncs, la proporcié existent entre C18:2w6 i C20:4w6 és de 1:10 a cervell, s'iguala a la
medul.la espinal (1:1) i acaba invertint-se a nervi ciatic (20:1) (veure taula Al, pag
123).

En el cas dels ©3-PUFAs, el compost més abundant en la majoria de teixits és
I'acid docosahexaenoic (C22:6w3), el darrer producte d’elongacié de la série. El nervi
ciatic representa I'nica excepcid, mostrant uns nivells similars de C22:6w3 i d’acid
linolénic (C18:3w3), que és l'acid gras essencial precursor de la série. Pel qué fa als
altres teixits, és important destacar I'alt nivell d’acid 7,10,13,16,19-docosapentaenoic

(C22:5w3) a la glandula adrenal, essent un compost quasi insignificant en la resta.

Amb totes aquestes dades es posa de manifest que el cervell i la medul.la
espinal son els teixits que posseeixen una major proporcié de productes d’elongacio
de les diferents séries d'acids grassos analitzades. En canvi, el nervi ciatic destaca, en
general, pels nivells percentuals més baixos de productes d’elongacié. Tant el nervi
ciatic com els teixits extraneurals presenten un clar predomini dels precursors en la
majoria de les séries. L'Unica excepci6 en el cas del nervi ciatic és per a la série dels
saturats, essent el teixit amb més productes d’elongacié per aquesta série, mentre que

en cas dels teixits extraneurals ho seria la serie dels ©3-PUFAs.

2.2.2. COMPOSICIO TISSULAR D'ACIDS GRASSOS EN ELS RATOLINS
MUTANTS.

La composicio tissular d'acids grassos en els diferents ratolins mutants ens
permetra de veure si existeix una relacié d’ALDP i/o d’ALDRP en el metabolisme
d'aquests compostos. També podrem valorar els efectes de la sobreexpressio
d’ALDRP, possible estratégia terapéutica de la X-ALD. En les properes seccions es
comentaran els principals resultats obtinguts per cada una de les séries d’'acids
grassos analitzades: saturats, ®9-MUFAs, ®6- i ®3-PUFAs. Les dades globals per a

cadascun dels ratolins mutants es troben recollides en les taules A.2 (Ald ko, pag 124),
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A.3 (Aldr ko, pag 125), A.4 (Ald/aldr ko, pag 126), A.5 (Wt/tg, pag 127) i A.6 (Ald/tg,
pag 128).

2.2.2.1. Serie dels acids grassos saturats.
2.2.2.1.1. L’acid hexacosanoic (C26:0).

El primer parametre estudiat en els diferents ratolins mutants ha estat el nivell
d’acid hexacosanoic (C26:0), marcador bioquimic de la X-ALD. Els resultats s’han
obtingut com a percentatge respecte el total d’acids grassos analitzats de la mateixa
série, i s’han representat a la figura 4.3 en relacié als detectats en el ratoli Wt. Tal com
hem vist anteriorment (figura 4.1A, pag 76), el ratoli Ald ko presenta un increment de
C26:0 a cervell, medul.la espinal, nervi ciatic i glandula adrenal. Per contra, exhibeix

uns nivells normals d’aguest compost tant a fetge com a sérum.

En el cas del ratoli Aldr ko, cap dels teixits analitzats ni el serum presenten una
alteracio detectable en aquest compost, tal com es pot observar en ambdds apartats
de la figura 4.3. Pel qué fa al ratoli Ald/aldr ko, el nivell de C26:0 es troba incrementat
de forma significativa en tots els teixits i també a sérum. A la figura 4.3.A hi ha recollits
tots els teixits on haviem mostrat préviament I'existéncia de nivells alterats de C26:0
en el ratoli Ald ko. En aquests mateixos teixits, el ratoli Ald/aldr ko mostra una
acumulaci6 de C26:0 similar a I'observada en I'Ald ko excepte a la glandula adrenal,
on és significativament major. L'increment de C26:0 detectat a glandula adrenal del
ratoli Ald/aldr ko esta situat al voltant de 16 vegades respecte al Wt, mentre que en el
cas de I'Ald ko és de 8 vegades (respecte el Wt). Aquest efecte sinergétic de la
inactivacié de les dues proteines també es pot observar en el fetge i el sérum,
representats a la figura 4.3B. En ambddés casos, només I'abséencia simultania d’ALDP i

d’ALDRP déna lloc a una acumulaci6 significativa de C26:0 respecte el Wt.

La sobreexpressié d’ALDRP en el Wt (ratoli Wt/tg) provoca davallades
significatives de C26:0 a cervell i a nervi ciatic (figura 4.3A), la qual cosa ha estat

també observada en el ratoli Ald/tg (figura 4.1A, pag 76).

2.2.2.1.2. Els acids grassos saturats de 18 a 24 carbonis.

L’analisi dels acids grassos saturats de 18 a 24 carbonis (C18:0, C20:0, C22:0i
C24:0) ens ha revelat un alt grau d’heterogeneitat entre teixits dels diferents ratolins.
La glandula adrenal és I'tinic teixit en el qual la inactivacié d’aldr provoca alteracions
en els nivells d’acids grassos saturats. Les anomalies detectades consisteixen en un

increment de C20:0, C22:0i C24:0 (veure figura 4.4). El grau d’acumulacio d'aquests
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FIGURA 4.3, Mivels de C26:0 en teixits dels ratolins Ald ko, Aldr ko, Aldialdr ko | Wiitg. Els
resultats estan expressats en relacid als nivells obtinguts pel WT. Elz feixits analitzats inclouaen
Ad carvall madul.la sepinal, narvi cidtie | glandula adrenal | B) fetgs | s&rum. Cada columna
[mitjanaxdeswviacio estandar) resulta de la valoracid de diverses mostres. Per a cendell, medul la
espinal i felge, = nombee minim Jde mostres analitzades zer genotip &3 de 4. Cadascuna
cormespon al teixt procedent d'un sol ammal. Pel ner cidtic. |z glandula adrenal 1| el s&rum, &l
minm da mostres analtzades per genctip 85 de dues. Ladascuna d'elles reunaix els organs de 4
arimals i, &n el cas del serum. el procedent de dos. Les diferéncies significatives shan
determinat a fraves dANDNVA sequit del test de Fisher (valors de p quan és significatiu respecte
2l WT p=D08 (M i p=0.07 7 Valors de o guan s significativ respecte 'Ald ko p=0 01 (P o bé
a traveés del kest de Wilcoxon [walors de p gquan es significatiu respecte el WTp=0.05 {+]].
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compostos segueix una linia descendent, és a dir, el major es dona pel C20:0 (2.5
vegades respecte el Wt) i el menor pel C24:0 (1.5 vegades respecte el Wt).
L'increment de C24:0 és similar al que s’ha observat en el ratoli Ald ko, al qual ja hem
fet referéncia en la seccié precedent. Addicionalment, el ratoli Ald ko presenta una
reduccié significativa de C22:0, tal com es mostra a la figura 4.4, fet que es déna de

forma exclusiva en aquest teixit.

La inactivacié conjunta d’ald i d'aldr a la glandula adrenal déna lloc a un
increment de C20:0, C22:0 i C24:0. En el cas del C20:0, I'increment és comparable al
detectat en el ratoli Aldr ko (veure figura 4.4), mentre que pels altres dos compostos és
significativament superior. Pel qué fa a la sobreexpressié d'aldr en el Wt (ratoli
Wt/tg), es produeix una disminucio significativa dels nivells de C22:0 i C24:0 respecte
el Wt. Aquest fet és coincident amb els resultats obtinguts pel ratoli Ald/tg en aquest

mateix teixit (no representats a la figura 4.4).

A cervell i a medul.la espinal, tant la inactivacié d’ald com la d’aldr no
provoquen canvis detectables en cap d’aquests compostos. Per contra, la inactivacio
simultania d’ambdds gens condueix a un augment significatiu de C24:0 en ambdés
teixits (veure figura 4.5). La sobreexpressio d’aldr en el ratoli Wt (Wt/tg) provoca
una disminucid significativa d’aquest compost a cervell (figura 4.5), tal com també s’ha

observat en el cas del ratoli Ald/tg (figura 4.1B, pag 76).

Pel que fa al nervi ciatic, 'abséncia d’ALDP, d’ALDRP o d’ambdues
proteines no afecta els nivells d'aquests acids grassos saturats, que no mostren cap
diferencia significativa respecte el Wt (veure figura 4.6A-B. Per simplificar només s’han
representat els valors corresponents al ratoli Ald/aldr ko). En canvi, la sobreexpressio
d’aldr en el Wt (Wt/tg) déna lloc a un increment del precentatge global de la série dels
saturats (figura 4.6A). Aquest increment, del voltant de dues vegades, correlaciona
amb un augment similar de C18:0, el compost majoritari de la série en aquest teixit
(figura 4.6B). També hem detectat acumulacions significatives de C20:0 i de C22:0
(figura 4.6B), que son acids grassos derivats de I'elongacié del C18:0. En el cas del
ratoli Ald/tg no s'observa cap alteracio significativa en el percentatge global de
saturats ni en els nivells de C18:0, C20:0 i C22:0, tot i que S’aprecia una certa
tendéncia a I'augment (figura 4.6B). El nivell de C24:0 es troba disminuit en el nervi
ciatic del ratoli Ald/tg, tal com hem comentat anteriorment (figura 4.1B, pag 76), pero
no en el del Wt/tg.
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NIVELLS DE C24:0 al SNC
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FIGURA 4.5 Mivells de Cz4:0 al SMNC [cervell | medulla espinal)
dels ratoling Ald ko, Aldr ko, Ald2aldr ko @ Witg. Els resultats estan
expressats en relacio als nivells obtinguts pel WT. Cada calumna
imitjaratdesviacio estandar) sha ablingut a traves de Manalisi d'un
minim de 4 mostres. Cadascuna d'slles cormespon al teixt procedent
d'un scl animal. Les diferéncies significatives respecte el W'T ='han

determingl a través d'aNCVE sequit del lest de Fisher fvalors de p.
p0.05 [(*) 1 p=001 ).
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Per dltim, només cal afegir que no s’han vist alteracions en el nivell de cap d’aquests

compostos ni a fetge ni a serum de cap dels diferents ratolins estudiats.

2.2.2.1.3. Implicacions d’ALDP i d’ALDRP en el metabolisme dels acids grassos
saturats.

El descobriment que el gen responsable de la malaltia X-ALD codifica pel
transportador ALDP ha estat la primera evidéncia que relaciona a aquesta proteina

185 Fins a

amb I'import peroxisomal de C26:0, marcador d'aquesta patologia
l'actualitat, pero, I'actuacié directa d’ALDP en el transport d’aquest compost només
s’ha demostrat en llevats (S. cerevisiae) °. Els resultats exposats en els primers
apartats d'aquest treball coincideixen amb la literatura existent al demostrar I'existéncia
d’'una acumulacié de C26:0 en la majoria de teixits procedents del ratoli Ald ko, i
contribueixen a reforcar el paper d’ALDP en el transport d’agquest compost en

mamifers.

En el nostre estudi no hem detectat alteracions en els nivells de C26:0 en els
teixits del ratoli Aldr ko (figura 4.3A-B), fet que suggereix que ALDRP no és
indispensable pel transport d’aquest compost al peroxisoma. Tot i aixi, hi ha fortes
indicacions de la implicacié d’aquesta proteina en el metabolisme d’aquest compost.
Per una banda, en serum i en alguns teixits procedents del ratoli Ald/aldr ko com la
glandula adrenal i el fetge, s’observen acumulacions més importants de C26:0 que en
el ratoli Ald ko (figura 4.3A-B). Per altra banda, la sobreexpressi6 d’ALDRP (5-10
vegades respecte el Wt) en el ratoli Ald ko és capac de normalitzar els nivells d’aquest
compost en tots els teixits on s’ha trobat acumulat, o inclds de disminuir-los per sota
dels detectats en el Wt (figura 4.1A, pag 76).

L'analisi dels acids grassos saturats de 18 a 24 carbonis en els diferents teixits
dels nostres ratolins ha posat de manifest una relacié d’ALDP i d’ALDRP amb aquests
compostos. Els efectes més clars i diferencials per a ambdues proteines s’han vist a
la glandula adrenal, on tant la inactivaci6 d’ALDP com la d’ALDRP comporta
'acumulacié de diversos compostos (figura 4.4). En canvi, cap d'aquestes dues
modificacions no provoca anomalies detectables en teixits neurals, inclosos
cervell, medul.la espinal i nervi ciatic (figures 4.5 i 4.6). Les explicacions a aquest fet
obeeixen, probablement, a les caracteristiques diferencials que presenta la
glandula adrenal respecte dels teixits neurals.

En primer lloc, la glandula adrenal és un teixit on hi ha un aport exdogen important

d’acids grassos saturats, mentre que en teixits neurals esta molt més restringit a causa
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de I'existéncia de la barrera hemato-encefalica. En teixits neurals, doncs, existeix un
predomini de la sintesi endogena d’aquests compostos, fet que permet una major
regulacié dels seus nivells. Tenint en compte tots aquests factors, és probable que els
transportadors ABCD de la glandula adrenal puguin estar més exposats a aquests
substractes que els dels teixits neurals, fet que propiciaria I'evidéncia d’efectes causats
per la inactivacio dels transportadors ABCD sobre tots els compostos de la série dels
saturats en aquest teixit.

En segon lloc, és important recordar que els transportadors ABCD han de formar
dimers per a ser funcionals i que les diferents combinacions podrien establir
I'especificitat de substracte. La composicid final de dimers d'un teixit esta determinada
per dos factors: la relacié entre els nivells d’expressié dels diferents transportadors
ABCD i la seva distribucio entre els diversos tipus cel.lulars que integren els teixits. Al
mesurar el nivell d’'expressié dels gens codificadors dels transportadors ABCD, hem
observat que la glandula adrenal és I'inic dels teixits analitzats on la relacio entre els
d’ald (abcdl) i d’aldr (abcd2) és similar (taula 4.1, pag 83). | pel que fa a la seva
distribucio, estudis previs han mostrat que ALDP esta restringida a les cél.lules

corticals mentre que ALDRP ho esta a les cél.lules medul.lars '*

, la qual cosa
impossibilitaria la formacié de dimers entre les dues proteines. El fet de poder distingir
efectes causats per I'abséncia d’ALDP o d’ALDRP a la glandula adrenal i no en d’altres
teixits podria estar relacionat amb la composicid i distribucié caracteristiques
d’ambdues proteines en aquest teixit. A més, i en relacié amb aquests factors, cal tenir
en compte que hem realitzat les valoracions dels acids grassos a partir d’homogenats
totals. Depenent de la composicié i regionalitzacié dels dimers en cada teixit, I'is
d’homogenats totals pot emmascarar efectes que es veurien més clars al analitzar

determinades poblacions cel.lulars de forma aillada.

A la glandula adrenal, les inactivacions individuals d’'aldr i d’'ald
condueixen a un perfil diferent d’'acids grassos saturats. En el primer cas hi ha un
increment dels nivells de C20:0, C22:0 i C24:0, mentre que en el segon cas hi ha un
increment dels de C24:0 i C26:0, tal com es pot veure a la figura 4.4. Aixd suggereix
que ALDRP estaria implicada en el transport dels acids grassos saturats de
cadena més curta (de 20 a 24 carbonis). En canvi, ALDP estaria relacionada amb el
transport d’acids grassos saturats de cadena superior o igual a 24 carbonis,
sobretot de C26:0. Aixi doncs, l'afinitat de substractes d’ALDP i d’ALDRP estaria
determinada per la longitud de cadena de I'acid gras. Tot i aixi caldria determinar
compostos de cadena més llarga en el ratoli Ald ko per tal d’establir el limit superior

d’especificitat d'aquesta proteina. Un fet que recolzaria la realitzacio d’aquesta analisi
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és la detecci6 d’acumuls d’acids grassos saturats de fins a 32 carbonis de longitud en

sérum de pacients X-ALD ?*®

L'increment de C24:0 a la glandula adrenal del ratoli Ald/aldr ko és major que
I'existent en els ratolins Ald ko i Aldr ko, els quals mostren unes acumulacions
comparables entre ells (figura 4.4). La doble abséncia d’ALDP i d’ALDRP a cervell i a
medul.la espinal déna lloc a un increment de C24:0, encara que en aquests teixits la
simple inactivacié d’'una o altra proteina no produeix cap efecte en el nivell d’'aquest
compost (figura 4.5). Tots aquests resultats indiqguen que ALDP i ALDRP estan
implicades, en grau semblant, en el transport de C24:0, la qual cosa posa de manifest

I'existéncia d’una redundancia funcional entre ambdues proteines.

La doble inactivacié d’ald i d’aldr a la glandula adrenal també condueix a
una acumulacié de C20:0, C22:0 i C26:0 (figura 4.4). L'increment de C20:0 en el ratoli
Ald/aldr ko és similar al detectat en el ratoli Aldr ko, la qual cosa ens indica que ALDP
no esta implicada en el transport d’aquest compost. Aquest fet estaria en consonancia
amb la manca d’alteracions detectades per aquest compost en el ratoli Ald ko. Per
contra, la glandula adrenal del ratoli Ald/aldr ko mostra uns acumuls de C22:0 i de
C26:0 significativament majors que en els ratolins Aldr ko i Ald ko, respectivament
(figura 4.4). Aquests resultats suggereixen que tant ALDP com ALDRP estan
implicades en el metabolisme d'aquests dos compostos. Tal com hem vist
anteriorment, ALDRP actuaria preferentment en I'import peroxisomal de compostos de
20 a 24 carbonis, mentre que ALDP ho faria en el de compostos de 24, 26 0 més
carbonis. Malgrat aix0, aquests resultats suggereixen la possibilitat que ALDP pugui
participar en el transport de compostos de cadena més curta com el C22:0 i ALDRP en
el de compostos més llargs com és el C26:0, encara que amb una eficiencia molt
menor. Aquest fet ampliaria el grau de redundancia funcional entre ambdues

proteines.

Per altra banda, poden existir mecanismes addicionals que contribueixin als
alts nivells de C22:0, C24:0 i C26:0 exhibits per la glandula adrenal del ratoli Ald/aldr
ko. Aquests mecanismes podrien estar relacionats amb la sintesi endogena d’acids
grassos de longitud de cadena major de 18 carbonis. Com en tot procés sintétic, un
increment de precursor conduiria a un increment del seu producte, sempre i quan no hi
hagi una limitacio d’altres factors implicats en la reaccié. A la glandula adrenal del
ratoli Ald/aldr ko hi ha un acumul de C20:0 que pot contribuir, a través del procés

sintetic, en l'augment del nivell de C22:0 i aixi successivament fins al C26:0.
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L'abséncia d’ALDP i d’ALDRP afavoriria aquest procés al no permetre la p-oxidacié
dels compostos de 20 a 26 carbonis, fet que suposa la pérdua d’'una via de control de
la sintesi. Es per aix0 que aquest efecte no s'apreciaria a la glandula adrenal del
ratoli Aldr ko, on les acumulacions de C20:0, C22:0 i C24:0 mostren una tendencia
decreixent des del primer fins al darrer compost. En aquest cas, la preséncia d’ALDP
possibilitaria la B-oxidacio del C24:0 i del C26:0, fet que ajudaria a controlar el procés

sintétic i a moderar els acumuls finals dels compostos d'aquesta série.

Tot i que el paper d’ALDP en el transport d’acids grassos saturats és evident,
aixod no exclou que aquesta proteina pugui tenir altres implicacions en el metabolisme
lipidic. A la glandula adrenal del ratoli Ald ko s’observa una disminucié significativa
del nivell de C22:0, la qual cosa també s’ha descrit en serum i cél.lules mononuclears
de pacients X-ALD ?*°. Aquest efecte, que no es pot explicar per cap funci6
transportadora associada a ALDP, ens indica que I'abséncia d’aquesta proteina pot
produir alguna modificacio en el metabolisme lipidic que acabi repercutint en els nivells
d’aquest compost. Per una banda, I'abséncia d’ALDP podria donar lloc a un augment
de I'expressio o de l'activitat d’ALDRP, la qual cosa reduiria els nivells de C22:0 com
en la glandula adrenal del ratoli Wt/itg (figura 4.4). Els resultats que hem presentat
anteriorment demostren que I'expressié d’ALDRP a nivell de mARN no esta alterada
en cap dels teixits del ratoli Ald ko. Tot i aixi, caldria mesurar I'expressié d’ALDRP a
nivell de proteina per tal de poder excloure mecanismes post-transcripcionals que
podrien alterar el nivell final d’aguest transportador a la membrana peroxisomal. Per
altra banda, I'abséncia d’ALDP podria conduir a modificacions en el mecanisme de
sintesi dels acids grassos de cadena major de 18 carbonis que portarien a la davallada
de C22:0. En altres patologies peroxisomals com soén els desordres de la biogénesi
d’aquest organul, també s’han detectat increments de C26:0 acompanyats de
disminucions de C22:0 ''°?®°_ |a disminucié de C22:0 podria ser una resposta derivada
de I'increment de C26:0, el qual exerciria una retro-inhibicié de la sintesi per excés de
producte. Contrariament a aix0, hi ha estudis que descriuen un increment de la sintesi
de VLCFAs en fibroblastes de pacients X-ALD*?"'?, |a qual cosa cosa contribuiria a
I'acumulacio final detectada d’aquests compostos. El nivell de C22:0 també podria
veure's disminuit per aquest fet si no es produis alhora un augment de la sintesi

d’acids grassos de cadena més curta (20-22 carbonis).

La sobreexpressio d’ALDRP (5-10 vegades respecte el Wt) comporta una
davallada del nivell de determinats acids grassos saturats en funcié del teixit estudiat.

A la glandula adrenal, els ratolins Wt/itg i Ald/tg presenten uns nivells
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significativament disminuits de C22:0 i de C24:0 (figures 4.4 i 4.1). A cervell existeix
una reduccio significativa del nivell de C24:0 en ambdds casos (figures 4.5 i 4.1). A
nervi ciatic s’ha detectat una disminucié significativa del nivell de C24:0 en el ratoli
Ald/tg (figura 4.1 i 4.6B) pero no en el Wt/tg (figura 4.6B). Tot i aixi, al mirar el perfil de
la série dels saturats en el nervi ciatic del ratoli Wt/tg (figura 4.6B), s'observa una
tendéncia a la reduccié en els nivells de compostos a partir del C24:0. Totes aquestes

dades reforcarien el paper d’ALDRP com a transportador de C22:0 i C24:0.

Els baixos nivells de C26:0 en alguns teixits del ratoli Wt/tg i, sobretot, els
nivells normals o lleugerament disminuits d’aguest compost en tots els teixits analitzats
del ratoli Ald/tg, poden ser interpretats sota una Optica diferent. La sobreexpressio
d’ALDRP donaria lloc a un major transport de C22:0 i de C24.0 al peroxisoma, fet que
reduiria la disponibilitat de substractes per a la sintesi d’acids grassos de cadena
superior com el C26:0. Tot i que no es pot descartar que ALDRP pugui participar en el
transport de C26:0, aquest mecanisme podria explicar la capacitat que té la
sobreexpressié d’ALDRP per normalitzar els nivells de C26:0 en el ratoli Ald ko (figura
4.1A, pag 76), sobretot tenint en compte que ALDRP tindria una baixa eficiéncia en el
transport d’aquest compost. Les nostres dades no ens permeten de discriminar la
participacid ni el grau de contribucio de cada un d’aguests mecanismes en la

normalitzacié dels nivells de C26:0 en teixits diana del ratoli Ald/tg.

Per altra banda, la sobreexpressié d’ALDRP (dins dels limits esmentats)
podria tenir repercussions en els nivells dels compostos saturats de cadena més curta
(C18:0, C20:0 i C22:0). Aquestes es manifesten clarament a nervi ciatic, el teixit on
I'elongacié de la serie dels saturats és més important en comparacié a la resta de
teixits estudiats (veure taula Al, pag 123, on el nervi ciatic presenta el nivell relatiu
més baix de precursor C18:0 respecte la resta de teixits). En el nervi ciatic del ratoli
Wt/tg s’observa un augment de C18:0 (figura 4.6B), fet que comporta una elevacio
significativa del percentatge global de la série dels saturats (figura 4.6A). Aquest
acumul de precursor pot contribuir a un increment de la sintesi que tindria com a
consequéncia un augment dels nivells de C20:0 i de C22:0. El procés sintétic, pero, es
veuria controlat per la B-oxidacio peroxisomal a partir del C24:0, fet que explicaria la
manca d’alteracions en el nivell d’aquest compost. En el cas del nervi ciatic del ratoli
Ald/tg, no hem detectat cap alteracié significativa dels nivells de C18:0, C20:0 i C22:0,
encara que aquests mostren una certa tendéncia a l'alga (figura 4.6B). També hi ha
una certa coincidéncia amb el wt/tg pel qué fa a la forta accié de la B-oxidacio

peroxisomal sobre el nivell de C24:0, que en [I'Ald/tg resulta en una disminucio
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significativa d’aquest respecte el Wt (figura 4.6B). De fet, els perfils d’acids grassos
saturats a nervi ciatic d’ambdoés ratolins sén similars, pero en el ratoli Wt/tg hi ha un
nivell superior de tots els compostos en comparacio a I'Ald/tg. Com veurem meés
endavant, aquests canvis podrien estar relacionats amb d’altres detectats en la serie
dels ®9-MUFAs.

2.2.2.2. Serie dels ®9-MUFAs: substractes potencials d’ALDRP.

La série dels ®9-MUFAs és especialment important en teixits neurals, sobretot
a medul.la espinal i nervi ciatic. Els nivells percentuals d’aquests compostos en tots els
teixits i genotips es poden consultar a les taules A1-A6 (pag 123-128). En els ratolins
mutants, s’han trobat canvis en els nivells de ®9-MUFAs a glandula adrenal (figura
4.7A), nervi ciatic (figura 4.7B) i medul.la espinal (figura 4.7C). En canvi, no s’han
detectat variacions ni a cervell ni a fetge ni a serum de cap dels ratolins analitzats, ra6

per la qual no s’han inclos a la figura 4.7.

Els efectes més evidents en la série dels ®9-MUFAs s’han observat a la
glandula adrenal i al nervi ciatic. Algunes caracteristiques propies d'aquests dos teixits
poden haver influit en la manifestaci6 d’aquests efectes, com és la composicio
especifica en dimers ABCD i la seva distribucio en els diferents subtipus cel.lulars que
integren cada teixit. En el cas de la glandula adrenal, també hi pot haver contribuit
I'aport exdgen de substractes, que és molt superior que en els teixits neurals (on actia

la barrera hemato-encefalica).

La inactivacié d’aldr produeix alteracions detectables a glandula adrenal i a
nervi ciatic, pero no a medul.la espinal. Aquestes alteracions consisteixen en un
augment dels nivells de C20:109 i de C22:1»9 tant a glandula adrenal com a nervi
ciatic (figura 4.7A i B respectivament), aixi com de C24:109 només a glandula
adrenal (figura 4.7A). Aquests resultats suggereixen la implicaci6 d’ALDRP en el
transport d’aquests tres compostos al peroxisoma, fet que guarda un paral.lelisme amb
les observacions realitzades per la serie dels saturats en la seccid precedent. Per
ambdues series de compostos (saturats i ®9-MUFAS), ALDRP estaria relacionada amb
I'import peroxisomal d’acids grassos d’una longitud de cadena situada entre els 20 i els

24 carbonis, ambdés inclosos.

La inactivacio d’ald, al contrari que la d’aldr, no condueix a I'acumulacié de

cap dels compostos analitzats de la série ®9-MUFAs. Malgrat aix0, no es pot descartar
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FIGURA 4.7. Nivells dg wB-MUFAs abfinguts pels ratolins Ald ko, Aldr ko, Aldfaldr ko i Wiitg en els
senuenls teints: A glandula adrenal, B) nervi cidhe 1 C) medul la espenal. Els resultats eskan
expressats en relacid als nivells obtinguts pel WT. Cada columna {mitjanatdeswviacio estandar)
resulta de la valoracid de diverses mestres. El nombre minim de mostres analitzades per cada
genotip en el cas de medul la espinal &5 de 4. Cadascuna correspon al et precedent d'un sol
animal. Pel nervi ciatic i la glandula adremal, el minim de mostres analtzades per genotip és de
dues. Cadascuna d'elles reuneix els drgans de 4 animals. & cervell, fetge | s&rum no s'han trobat
diferérncies significatives per cap d'ageests compostos, mobu pel qual no s'han representat Les
diferéncies significatives s'han determinat a través dANDWA seguit del test de Fisher [valors de P
quan es significatiu respecte el WT, p=0.05 (*] i p=0.01 (™). Valors de P oguan @5 significatiu
respecis Aldr ko pe0.05 (1] po0.01 (RN o bé a traves del test de Wilcoxen (valors de P quan és
significativ respecte el WT:p=0.05 [+1).



Resultats i discussi6

la implicaci6 d’ALDP en el transport de ®9-MUFAs de cadena més llarga (>26
carbonis, ja que s’han descrit acumulacions de C26:1»9 en fibroblastes i plasma de
pacients X-ALD .

Si bé no s’han observat increments en els compostos de la série dels ®9-
MUFAs en el ratoli Ald ko, s’ha detectat en canvi una disminucié significativa dels
nivells de C20:109 tant a glandula adrenal com a nervi ciatic (figura 4.7A i B,
respectivament). Aquest efecte, que no sembla associat a cap funcié transportadora
d’ALDP, recorda la disminuci6é de C22:0 descrita anteriorment a la glandula adrenal del
ratoli Ald ko (figura 4.4, pag 91). La disminucié de C22:0 podria estar associada a una
modificacidé en el procés d’elongacié dels compostos de la seva série, tal com hem
comentat anteriorment. De la mateixa manera, la disminucié de C20:1»9 podria obeir
a canvis en el procés d'elongacié dels ®9-MUFAs. Si tenim en compte que s’han
descrit activitats enzimatiques d’elongacié que tenen com a substracte tant a acids

11,129

grassos saturats com a ®9-MUFAs , els dos efectes podrien ser deguts a la

modificacié d’un mateix enzim implicat en la sintesi d'ambdds compostos.

La inactivacié conjunta d’ald i d’aldr dona lloc a uns increments de C20:1®»9
a glandula adrenal i a nervi ciatic, i de C24:109 a la glandula adrenal, que so6n
comparables als detectats en el ratoli Aldr ko (figura 4.7A-B). Aixo reforca el paper
d’ALDRP en el transport d’aguests compostos i exclou la participacié d’ALDP en
aquests processos. De forma contraria, pero, s’han detectat uns nivells de C22:1»9
tant a glandula adrenal com a nervi ciatic del ratoli Ald/aldr ko que son
significativament majors que els observats en I'Aldr ko (figura 4.7A-B). També s’ha
determinat una lleugera acumulacio de C22:109 a medul.la espinal del ratoli Ald/aldr
ko (figura 4.7C), tot i que les inactivacions individuals d’ald i d’aldr no provoquen cap
alteracio detectable en aquest teixit. Aquest efecte sinergétic de la doble inactivacio
d'ald i d’aldr sobre el nivell de C22:1w9 en els tres teixits suggereix la implicacio
d’ALDP en el metabolisme d'aquest compost. A més, aquest fet és coincident a la
glandula adrenal amb un major increment de C22:0, C24:0 i C26:0 (figura 4.4, pag 91)
i @ medul.la espinal amb un major augment de C24:0 (figura 4.5, pag 92) respecte els
nivells detectats en els ratolins Ald ko i Aldr ko (efectes sinergétics en la série dels
saturats deguts a I'abséncia simultania d’ALDP i d’ALDRP). Establint un paral.lelisme
entre ambdues séries (saturats i ®9-MUFAS), el major acumul de C22:1»9 detectat en

I’Ald/aldr ko respecte I'Aldr ko podria ser degut a dos factors: la participacié d’ALDP en
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el transport de C22:1®9 i/o una major sintesi d'aquest compost degut a I'acumul de

precursors (C20:19).

La sobreexpressié d’aldr disminueix els nivells de C20:109 tant a glandula
adrenal com a nervi ciatic, i els de C24:1®9 a glandula adrenal (figura 4.7A-B). Tots
aquests resultats reforcen el paper d’ALDRP en el transport d’aquests compostos. En
canvi, en el nervi ciatic del ratoli Wt/tg hem detectat un increment de C24:1®9 (figura
4.7B). Aquest fet no semblaria estar relacionat amb cap funcié transportadora
d’ALDRP. Si comparem els perfils de les séries dels saturats i dels ®9-MUFAs en el
nervi ciatic dels ratolins Wt/tg i Ald/tg (figura 4.8A-B, respectivament), s’observa una
progressié decreixent per part de la série dels saturats que contrasta amb la
progressio creixent de la série dels ®9-MUFAs. Tenint en compte que els saturats i els

©9-MUFAs son substractes comuns d’algunes elongases *''?°

, els perfils d’acids
grassos suggereixen la possibilitat que s’hagi produit una modificacio en el procés de
sintesi d’aquests compostos, de manera que la dels ®9-MUFAs es vegi afavorida en
detriment de la dels saturats. Aquest efecte seria similar al que produeix l'oli de
Lorenzo, un dels tractaments existents per a la X-ALD i que es basa en I'administracié
dietaria de ®9-MUFAs (GTO/GTE (4:1)) ?*°. Tenint en compte aix0, hi podria haver una
relacié entre aquest fet i I'alt contingut de C18:1®9 present a la dieta subministrada als

nostres ratolins.

2.2.2.3. Serie dels w6-PUFAs.

Els ®6-PUFAs valorats en aquest estudi inclouen I'acid linoleic (C18:2w6), I'acid
8,11,14-eicosatrienoic (C20:3w6), l'acid araquidonic (C20:4w6), I'acid adrenic
(C22:406) i lacid 4,7,10,13,16-docosapentaenoic (C22:5w6). El C18:2w6 és el
precursor de tota la série i prové exclusivament de la dieta. Els altres compostos son
sintetitzats al RE a través de l'accié de les elongases i de les desaturases, a excepcio
del C22:5w6. Aquest compost és obtingut a través de la B-oxidacié peroxisomal de
I'acid 4,7,10,13,16-tetracosapentaenoic (C24:5»6). La serie dels w6-PUFAs predomina
en els teixits extraneurals, inclosos glandula adrenal i fetge, aixi com en el sérum. El
C18:2mw6 és el més abundant dels 6-PUFAs tant en teixits extraneurals com a nervi
ciatic. En canvi, en teixits del SNC predominen els compostos de cadena més llarga de
la série, especialment el C20:4w6, que representa el 68.5% del total de w6-PUFAs a

cervell i el 40.4% a medul.la espinal (taula Al, pag 123). En canvi, aquest compost
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només representa un 4.2% del total de w6-PUFAs a nervi ciatic, fet que posa de
manifest el baix contingut en maquinaria sintética per a la serie dels ®6-PUFAs en

aquest teixit.

Els nivells percentuals dels w6-PUFAs analitzats per a cada teixit i genotip muri
estan recollits a les taules Al-A6 (pag 123-128). No hem trobat diferéncies
significatives (respecte el Wt) en cap dels teixits dels ratolins Ald ko i Aldr ko. Pel
qué fa al ratoli Ald/aldr ko, hem detectat nivells alterats de 6-PUFAs a la glandula
adrenal (figura 4.9D) pero no en la resta de teixits estudiats. Aixi doncs, com en les
séries de saturats i de ®9-MUFAs, la glandula adrenal és el teixit on més s’aprecien els
efectes causats per I'abséncia d’ALDP i d’ALDRP. Aix0 podria ser degut, tal com hem
comentat anteriorment, a determinades caracteristiques diferencials d’'aquest teixit
respecte a la resta de teixits estudiats, sobretot dels neurals. Entre elles hi hauria el
major grau d’exposicié de la glandula adrenal a acids grassos d'origen exogen, aixi
com la seva composicié de dimers ABCD i la seva distribucié pels subtipus cel.lulars

que lintegren.

La glandula adrenal del ratoli Ald/aldr ko presenta una disminucio
significativa dels nivells de C20:3w6, C22:4w6 i C22:506 (figura 4.9D). Tot i aixi, el
percentatge global de w6-PUFAs en aguest teixit no esta alterat en comparacié al Wt
(figura 4.9A). Aquesta davallada general dels compostos de la série suggereix una
inhibicié de la sintesi dels w6-PUFAs, que es podria produir a causa d'un compost que
no és transportat al peroxisoma degut a I'abséncia conjunta d’ALDP i d’ALDRP. Aquest
compost podria actuar com a inhibidor de I'activitat de certs enzims de la via sintética
dels w6-PUFAs, 0 bé regular a SREBP-1c i conduir a una disminucié del nivell de
transcripcié dels gens codificadors d’aquests enzims. No es pot descartar tampoc que
aquest efecte estigui mediat per algun receptor nuclear pel qual encara no es conegui
la seva implicacié en la regulacio de la sintesi dels acids grassos al RE. Es important
destacar que el percentatge d’'acid araquidonic a la glandula adrenal del ratoli Ald/aldr
ko es manté dins de la normalitat. El fet que aquest compost s’obtingui per desaturacio
del C20:3w6 indicaria que les desaturases escaparien a aquestes modificacions, que

afectarien exclusivament a les elongases (veure esquema adjacent a la figura 4.9).

La sobreexpressié d’ALDRP té efectes detectables a glandula adrenal, nervi
ciatic i medul.la espinal. A la glandula adrenal dels ratolins Wt/tg i Ald/tg hi hem

trobat una disminucio significativa (respecte el Wt) dels nivells de C20:3w3, C22:4w6 i
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C22:506. Aguestes anomalies, sorprenentment, coincideixen amb les que produeix la
doble abséncia d’ALDP i d’ALDRP en aquest teixit (figura 4.9D). Aixd posa de manifest
que la sobreexpressio d’ALDRP també podria donar lloc a una inhibicié de la sintesi
dels w6-PUFAs. En aquest cas, el mecanisme podria implicar a un compost importat
massivament al peroxisoma degut a la sobreexpressié d’ALDRP. Aquest compost
seguiria algun dels processos metabadlics que ocorren al peroxisoma i donaria lloc a un
producte capag¢ d’inhibir I'activitat enzimatica de les elongases, o de regular a SREBP-
1c i produir una disminucié de I'expressié dels gens codificadors d’aquests enzims.
Una altra possibilitat seria que la sobreexpressié d’ALDRP provoqués I'acumulacié
d’'un determinat compost degut a una alteracio de la composicié de dimers ABCD a la
membrana peroxisomal (desplagcament de la formacié de determinats dimers ABCD a
favor de la formacio d’altres). Aquest compost, al igual que en els anteriors casos,
actuaria d’inhibidor de lactivitat o de I'expressio de les elongases, produint una

disminuci6 de la sintesi de w6-PUFAs.

En teixits neurals, la sobreexpressié d’ALDRP té un efecte diferent a I'observat
a la glandula adrenal. Tant a nervi ciatic com a medul.la espinal dels ratolins Wt/tg i
Ald/tg hem detectat un increment significatiu del nivell de C22:5w6 (fig 4.9E i F,
respectivament). Aquest fet es posa clarament de manifest a través de la relacié
C22:50w6/C22:406, que es troba augmentada de forma significativa respecte el Wt en
ambdos teixits del Wt/tg i de I'Ald/tg (veure taula 4.2). Tenint en compte que el
C22:5w6 s'obté a través de la p-oxidacid peroxisomal (veure esquema adjunt a la
figura 4.9), els nostres resultats suggereixen amb forca que la sobreexpressio
d’ALDRP afavoreix aquest procés en ambdos teixits. Es molt probable que la
sobreexpressi6 d’ALDRP estigui relacionada amb un augment del transport
peroxisomal del seu precursor C24:5w6, tot i que les nostres dades son insuficients

per confirmar-ho.

Wit Wit/tg Ald/tg
N. Ciatic 1.3 2.0 2.3
M. Espinal |0.3 0.6 0.5

Taula 4.2. Relaci6 C22:506/C22:406 a nervi ciatic i medul.la espinal. Els valors del Wt/tg i de
I'Ald/tg per a cada teixit s6n significativament majors que el del Wt (diferéncies establertes a
través del test de Wilcoxon, p<0.05).

A nervi ciatic del ratoli Wt/tg també hem detectat un augment de C20:3w6,

C20:406 i C22:406 (a més del de C22:5w6), aixi com una davallada de C18:2w6
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(figura 4.9E). La disminucié de C18:2w6, precursor de la série, comporta una reduccio
significativa del percentatge global de w6-PUFAs (figura 4.9B) degut al fet que aquest
compost és el més abundant de la série a nervi ciatic (92% del total de w6-PUFAs,
taula A.1 pag 123). La davallada de C18:2w6 podria explicar-se com a resultat d'una
reduccié en el seu procés d'internalitzacio, ja que és un acid gras essencial i prové
exclusivament de la dieta, perd l'absencia d'aquesta anomalia en altres teixits
exclouria aquesta hipotesi. Alternativament, el nivell de C18:2®w6 a nervi ciatic del Wt/tg
podria veure’s reduit a causa d’'un augment de la sintesi de w6-PUFAs. Els increments
de C20:3w6, C20:4w6, C22:4w6 i C22:506 detectats a nervi ciatic del Wt/tg (figura
4.9E) podrien donar suport a aquesta hipotesi, tot i que no se’n poden descartar
daltres. Es important destacar que l'augment de C22:5»6 no segueix la mateixa
progressié que la resta de compostos de la série, siné que és significativament major,
tal com hem posat en evidéncia mitjancant la relacié C22:5w6/C22:4w6 (taula 4.2).
Aix0 seria indicatiu de I'existencia de dos efectes diferents sobre la séerie dels ®6-
PUFAs en el nervi ciatic del ratoli Wt/tg: un afectaria de forma exclusiva el C22:5w6 i

I'altre afectaria a la resta de compostos.

Cal tenir present, finalment, que el nervi ciatic del ratoli Ald/tg presenta una
alteracio dels nivells de C22:506 pero no de la resta de compostos de la série (figura
4.9E). Aix0 suggereix que l'efecte de la sobreexpressio d’ALDRP sobre el nivell de
C22:506 és independent de la preséncia d’ALDP, mentre que I'efecte sobre la resta de

compostos en podria ser depenent.

2.2.2.4. Serie dels 3-PUFAs.

La série dels ®3-PUFAs és minoritaria en tots els teixits estudiats, representant
entre el 3 i el 18% del total d’acids grassos analitzats. Entre els compostos que hem
valorat hi figuren l'acid linolénic (C18:3w3), l'acid 5,8,11,14,17-eicosapentaenoic
(C20:5w3), l'acid 7,10,13,16,19-docosapentaenoic (C22:5w3) i I'acid 4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoic (C22:6»3). ElI C18:3w3 és el precursor de la série, i la seva Unica
font d’obtenci6 és la dieta. La sintesi de la majoria de compostos es realitza al RE a
través d'un procés similar al de la serie ©6-PUFAs, on es combinen reaccions
d’elongacio i de desaturacio. El C22:6w3 s'obté a través de la B-oxidacio peroxisomal
de l'acid 4,7,10,13,16,19-tetracosahexaenoic (C24:6w3), de forma analoga al C22:506.
El C22:6m3 és el compost més abundant de la série en teixits del SNC, on representa

més del 90% del total de ®3-PUFAs. A nervi ciatic, en canvi, destaca pel seu baix
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percentatge, el menor de tots els teixits estudiats (37% del total de ®3-PUFAS). En
teixits extraneurals, el C22:6w3 també és el compost més abundant, encara que la
glandula adrenal mostra una gran riguesa en altres ®3-PUFAs com s6n el C18:3w3 i el

C22:503.

Els valors obtinguts en la determinacié dels ®3-PUFAs en cada teixit i genotip
es troben recollits a les taules A1-A6 (pag 123-128). Les inactivacions d’ald, d’aldr o
d’ambdds gens alhora no donen lloc a cap alteracié detectable en els nivells dels
®3-PUFAs en cap dels teixits analitzats (és per aix0 que a la figura 4.10 només s’han
inclos, a mode il.lustratiu, els valors corresponents al ratoli Ald/aldr ko). Aquest fet
exclouria qualsevol implicaci6 d’ALDP o d’ALDRP en el metabolisme d’aquests

compostos.

Les Uniques variacions en els nivells de ®3-PUFAs s’han trobat a glandula
adrenal i nervi ciatic dels ratolins Wt/tg i Ald/tg (figura 4.10). A glandula adrenal hi
ha una disminuci6 del percentatge global de la série ®3-PUFAs en ambdds genotips
(figura 4.10B). Aquest fet correlaciona en els dos casos amb una disminucio
significativa del nivell de C22:5®3 (figura 4.10D). Pel qué fa a nervi ciatic, també hem
detectat una disminucié del percentatge global de ®3-PUFAs en ambdds genotips
(figura 4.10A). La davallada de la serie ®3-PUFAs a nervi ciatic del ratoli Wt/tg
correlaciona amb una disminucio de C18:3w3 i de C20:5w3, mentre que en l'Ald/tg és
deguda a petites disminucions no significatives de tots els compostos de la serie
(figura 4.10C).

Els canvis que acabem de descriure en la série dels ®3-PUFAs tant a glandula
adrenal com a nervi ciatic dels ratolins Wt/tg i Ald/tg tenen certs punts de
coincidencia amb els observats en la série dels ®6-PUFAs. En el cas de la glandula
adrenal, la disminucié del nivell de diferents compostos de la serie dels ®6-PUFAs
(C20:3w6, C22:4w6 i C22:5w6, figura 4.9D) suggeria una reduccié de la sintesi dels
compostos d’'aquesta serie. Aquest efecte, tal com hem comentat anteriorment, estaria
causat per la sobreexpressio d’ALDRP, que conduiria a una modificacié del transport
peroxisomal. Aquesta modificacié resultaria en I'acumulacié d’'un compost efector,
capac d’'inhibir l'activitat de les elongases o de disminuir el nivell d'expressié dels gens
codificadors d’aquests enzims a través de la regulacié d’'un receptor nuclear. Tenint en
compte que els w6-PUFAs i els ®3-PUFAs son substractes comuns d’algunes

elongases "°, la inhibicié d’un d’aquests enzims tindria efectes semblants sobre
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ambdues series de compostos, fet que podria explicar la reduccié detectada en el
nivell de C22:5w3 (figura 4.9D).

Pel que fa al nervi ciatic del ratoli Wt/tg, el més important és la coincidéncia
en les davallades de C18:2w6 i de C18:3w3, ja que ambdds sén acids grassos
essencials i precursors d'una série dacids grassos (w6-PUFAs i ®3-PUFAs,
respectivament). Aix0 seria indicatiu de [I'existéncia d'un efecte comu de la
sobreexpressio d’ALDRP sobre ambdues series d’acids grassos. Tal com hem indicat
en la secci6 precedent, el perfil d’acids grassos de la série dels ®6-PUFAs en aquest
teixit (disminucié de C18:2w6 acompanyada d’un augment de la resta de compostos
de la serie, figura 4.9E) podria explicar-se a través d'un augment del nivell de
produccié d'aquesta via. En aquest cas, i tenint en compte I'existéncia d'enzims
comuns per a la via dels ©6-PUFAs i dels ©3-PUFAs, podria existir un augment
paral.lel de la sintesi dels ®3-PUFAs. Aixd explicaria, per exemple, el manteniment
dels nivells de C22:503 i de C22:60w3 dins de la normalitat, tot i la disminucio de
C18:3w3 en el nervi ciatic del ratoli Wt/tg (figura 4.10C). De tota manera, és important
destacar que I'absencia d’aquestes alteracions d’ambdues series en el nervi ciatic del
ratoli Ald/tg indicarien que, sigui quin sigui el mecanisme pel qual es produeixen,

aquest seria depenent de la preséncia d’ALDP (figura 4.9E i 4.10C).

2.2.2.5. Correlacié dels nivells d’acids grassos amb els altres trets fenotipics
dels ratolins mutants.

En pacients X-ALD no ha estat possible d’establir cap correlacié genotip-
fenotip, tal com hem comentat en la introduccié. De la mateixa manera, tampoc s’ha
trobat una correlacié entre els nivells plasmatics de C26:0 i la forma clinica. En un
estudi recent, pero, s’ha pogut relacionar el fenotip clinic dels pacients amb els nivells
de VLCFAs (de longitud compresa entre els 26 i els 30 carbonis, ambdds inclosos)
detectats en zones sanes de la matéria blanca del cervell ®’. En concret, els pacients
CCALD presenten increments majors de C26:0 en aquestes zones (3 vegades
respecte del grup control) que els pacients AMN (1.9 vegades més d’aquest compost

respecte del grup control).

El ratoli Ald/aldr ko presenta un fenotip neuroldgic molt més sever i d’inici més
tempra que el ratoli Ald ko %**. Aquest agreujament es manifesta tant a nivell histologic,

electrofisiologic i de comportament, i també inclou signes de reacci6 inflamatodria a la
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medul.la espinal **. Malgrat aix0, als 8 mesos de vida tant I'’Ald ko com I'Ald/aldr ko
mostren uns nivells similars de C26:0 a cervell, medul.la espinal i nervi ciatic, tal com
hem il.lustrat a la figura 4.3 (pag. 89), la qual cosa posa de manifest I'abséncia de
correlacio entre els nivells de C26:0 a aquesta edat i la severitat del fenotip. A glandula
adrenal, en canvi, els ratolins Ald/aldr ko presenten una acumulacié sinergetica de
C22:0, C24:0 i C26:0 (figura 4.4, pag 91), fet que correlaciona amb un marcat
increment del nombre d’'agulles de colesterol i una major acumulacié de lipid droplets

en quasi totes les cél.lules adrenocorticals %**.

La sobreexpressié d'aldr en teixits murins redueix els nivells de VLCFAs,
sobretot de C26:0, tal com hem comentat en apartats anteriors d’aquest treball. A més
d’aix0, hem posat de manifest altres efectes sobre les séries dels ®9-MUFAs, ®»3-
PUFAs i ®6-PUFAs. En aquest aspecte, cal destacar les observacions realitzades en
el nervi ciatic del ratoli Wt/tg, on la sobreexpressio d’aldr afecta totes les séries d’'acids
grassos. Tot i que els canvis en els nivells d’acids grassos podrien tenir consequiencies
negatives en l'estructura de les membranes i, per tant, en la seva funcionalitat, no
s’han trobat evidencies que aix0 succeeixi en els ratolins Ald/tg i Wtitg. Ambdds
ratolins han estat sotmesos a testos neurologics, electrofisiologics i histopatologics (els
mateixos que han posat de manifest el fenotip neuroldgic en els ratolins Ald ko i
Ald/aldr ko) i no han mostrat diferéncies significatives respecte el Wt en cap d’ells %*.
En consequeéencia, la sobreexpressi6 d’ALDRP és capac de prevenir el fenotip
neurologic en el ratoli Ald/tg, i els efectes que pugui tenir sobre les diverses séries
d’'acids grassos no van en detriment d’altres aspectes fisioldgics. Aixi doncs, tenint en
compte la gravetat de la malaltia X-ALD, i el fet que actualment no existeix una terapia
efectiva pel seu tractament, creiem important de continuar amb el desenvolupament

d’aquesta estratégia terapéutica per a una possible aplicacié futura en pacients.
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