DEPARTAMENT DE BIOQUIMICA I BIOLOGIA MOLECULAR
FACULTAT DE BIOLOGIA
UNIVERSITAT DE BARCELONA

Estudi de les alteracions en la funci6 hepatica
provocades per la sialoadenectomia en el
ratoli.

OLGA SANCHEZ GARCIA

Barcelona, 2006






DEPARTAMENT DE BIOQUIMICA I BIOLOGIA MOLECULAR
FACULTAT DE BIOLOGIA
UNIVERSITAT DE BARCELONA
Programa de Doctorat en Biomedicina, Bienni 1999-2001

MEMORIA PER OPTAR AL TITOL DE DOCTORA PER LA UB
PRESENTADA PER

OLGA SANCHEZ GARCIA

L’interessada,

Olga Sanchez Garcia

Vist-i-plau dels directors

Dra. Maria Soley 1 Farrés
Professora titular de Bioquimica
1 Biologia Molecular
Departament de Bioquimica

I Biologia Molecular
Universitat de Barcelona

Dr. Ignasi Ramirez i Sunyer
Professor titular de Bioquimica
1 Biologia Molcecular
Departament de Bioquimica

1 Biologia Molecular
Universitat de Barcelona






Finalitzada la feina, és moment de mirar enrere i fer balang. El treball al laboratori ha estat una
experiencia inoblidable, plena de molts bons moments. I tot recordant aquests moments és
inevitable no pensar en les persones que els van fer possibles: gracies a tots.

Comengant pels meus directors: [’Ignasi i la Maria. Gracies per la confianca que vau dipositar en
mi des del principi, pel vostre ajut incondicional i per mostrar-me que només hi ha una manera de
fer ciencia: amb molta il-lusio i molta paciencia. Us desitjio molta sort en futurs projectes que
inicieu.

Gracies també a la Julia Peinado, a la Dolores Lopez i al Miquel Llobera, pel vostre interes i el
vostre ajut al llarg del tots aquests anys. I al Xavier Remesar gracies pels seus comentaris ironics,
tan oportuns en alguns moments.

Gracies a la Merce Durfort per permetre’m la utilitzacio de les instal-lacions del departament de
Biologia Cel-lular Animal i Vegetal, de la Facultat de Biologia, per a la realitzacio dels meus
estudis histologics i als tecnics d’aquell departament per ajudar-me quan va ser necessari.
Igualment voldria agrair als membres dels Serveis Cientifico-Tecnics de la UB la seva
col-laboracio i I’ajut ofert per a la realitzacio de les fotografies que es presenten en aquesta
memoria.

Gracies a tots els companys que hem patit “la febre de l'estrés”. La tesis no només és una
experiencia professional siné també emocional: ha esta un plaer compartir el dia a dia amb tots
vosaltres.

Als ex-membres d’EGF: gracies a la Rosa i al Salva, pels dies tan divertits compartits al
laboratori; al Miguel, “el hombre sin edad y sin hambre”, gracias por tu sentido del humor ... y tus
conocimientos informdticos;, a la Irma moltes gracies pel teu optimisme, tan important en
determinats moments, i al Ramon, gracias por ser tan buena gente, tan comprensivo y tan, tan
divertido.

A la que fue mi guia inicial en el laboratorio y un gran descubrimiento fuera de la universidad, la
MariPau: gracias por demostrarme que ‘si quieres, puedes” y que lo mds importante son las
personas. Ah! Y también gracias por esa gran capacidad de sorprender al personal.

Gracies a I’Elena, I’Albert, la Miriam i el Genis, per aconseguir reviure [’esperit cientific a EGF
durant un temps i ser uns grans companys. Als meus incondicionals: “EGF-FOREVER”: a la
superwoman, Meri, gracies pel teu interés constant i els consells lingiiistics; i al Jordi, “el noi de
I’Escala”, gracies pels comentaris divertits, els anims “perfosos”, i gracies sobretot per la
paciencia i ’ajut que m’has ofert en aquesta ultima fase. I abans de sortir del laboratori, moltes
gracies als meus petits col-laboradors d’ulls vermells, principals protagonistes d’aquesta aventura
i els quals han permeés la realitzacio d’aquests treball.

1 sense deixar de banda “l’estrés”, gracies als companys d’LPL: als que hi van ser només un temps
com la Nuria Parramon, el Ferran, el José Terencio, el José i la Gemma; al que hi era, hi és i hi
sera, el David i als que hi son actualment com [’Albert Casanovas, la Marta, la Eva, la Nuria, el
Guillem i el Rafa. Gracies pels dinars, pels cafeés i totes les xerrades compartides.

Dins del departament m’agradaria donar les gracies a les ja “doctores”: Neus, Yolanda, Sonia,
Miriam, Vanesa i Marta, per les experiencies compartides. Al personal no investigador: la Vane y
la Monica, las dos técnicos mas majas de SantaCo, i a la Raquel, la Pili, el Toni i la Georgina, pel



vostre ajut amb els petits problemes (técnics i burocratics) apareguts dia a dia. I també gracies a
tot el personal de [’estabulari de la Facultat de Biologia: al Jordi, al Pedro, al Toni, a I'lsabel i
sobretot a l’Amanda, per la teva gran amabilitat, simpatia i paciéncia.

Gracias a las dos comparieras de Tai-chi y miembros honorificos de “Café-terapia’s Club”. A
Natalia, gracias por ese espiritu rebelde, y a Ana, gracias por esos grandes consejos y esa
madurez. Este tandem explosivo ha conseguido animar y hacer mucho mas amena la ardua tarea
de la escritura.

Gracias a mis otras nifias. A ’Olga, moltissimes gracies per tants bons moments en comu, per la
teva infinita comprensio i per compartir amb mi un dels moments més importants de la teva vida.
Ets increible. A la Yoli, gracias por esa sordera tan divertida, esos comentarios corrosivos y por
los consejos tan acertados. Eres un solete. Y a Magda, gracias por ser tan franca, por darle ese
toque tan especial a todo y estar siempre dispuesta a escuchar con una sonrisa.

Gracies al Jordi per animar-me a seguir sempre les meves intuicions. Gracias a Pablo y Ana, por
el apoyo y interés durante todo este tiempo. Y al resto de comensales de las reuniones badaloninas
gracias por crear ese universo paralelo donde va bien aterrizar de vez en cuando. Y gracias
también a Juncal y Xavi por las cenas, las pelis, las charlas compartidas y por hacerme sentir
siempre tan comoda.

Un agradecimiento muy, muy especial para mi familia. Empezando por mis padres: gracias por
darme todo vuestro apoyo y confianza en esta aventura, aunque no supieseis del todo lo que hacia,
por ensefiarme a superarme a mi misma dia a dia y darme siempre tanto carifio. Soy como soy
gracias a vosotros. A Samuel gracias por ser una persona tan generosa, tan dispuesta a todo por
los demas y enseriarme que en ocasiones hay que arriesgarse, que la vida es muy corta. Te mereces
todo lo mejor. A Monica, gracias por demostrarme que siempre hay que seguir adelante y por
apoyarme incondicionalmente. También gracias a mi segunda mami por esas marianas de risas y
tertulias sin fin, y ese carifio tan especial que me demuestras. A Miguel gracias por esa
excentricidad tan tuya, ser un fantastico cuenta-cuentos y ser tan real y divino a la vez. Y como no,
a mi Isa, gracias por escucharme en tantas y tantas ocasiones, tener siempre dispuesta “la frase” y
sobretodo gracias por no dejarme caer en ningun momento. Os quiero muchisimo a todos.

Y finalmente a Victor: gracias por ensefiarme que vale la pena abrir la caja de Pandora sin miedo
a las consecuencias. Gracias por lo compartido y conseguir que todo tenga sentido.



“I went to the woods because
I wanted to live deliberately.
I wanted to live deep
and suck out all the marrow of live!
To put to rout all that was not life!
And not,
when I came to die,
discover that I had not lived”

From D.P.S.

“La mas larga caminata comienza con un paso”
Proverbio indu.






Este trabajo esta dedicado a una pequeria gran persona
que, sin saberlo,
me devolvio la paz una soleada tarde de marzo.

Para Izan.






[ndex






Index general i
INDEX GENERAL.
Abreviatures vii
1. INTRODUCCIO 1
1.1. EL FETGE: ESTRUCTURA I FUNCIONALITAT BASICA .....coovvovooeeeeeeeeean. 3
1.2. EL FACTOR DE CREIXEMENT EPIDERMIC (EGF) ot 6
1.2.1. Caracteristiques generals: descobriment, estructura molecular i familia..................... 6
1.2.2. SiNtesi 1 AIStIIDUCIO ..eevvevieiiiiieie ettt ettt et aesee e eseebeesaesseesseseneneas 7
1.2.3. Receptor de EGF (EGFR, ErbB1).....cc.coiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 10
1.2.3.1. Familia del ETbB .......cccoiiiiiieiieieic ettt s 10
1.2.3.2. Estructura d’ErbB1.......cc.ooiiiiiiieiiiieit ettt 12
1.2.3.3. Distribucio tissular dels ErbB ........cccccoeciiiiiiiieiienieieciee e 12
1.2.3.4. Transduccid de 12 SENYal ......c.cceecvirieriiiierieieceeeceee e 15
1.2.4. Efectes biologics de PEGF ..o 18
1.2.4.1. Efectes de PEGF en €l fet@e.....c.ocovvviiiieiiiiieieeieie et 20
1.3. L’EGF TL ESTRES ...coooeeeeeeeeeeeeeeee e ene e 22
1.3.1. CONCEPLE A @SLIES ..cuvieureiieieciieiie et ete et este st este et e ste e e steebeeseesteessesseensessaensesseensenssan 22
1.3.2. EStIMUIS ©StIESSANES ....eeuveeeieiieiieiieiesiieie ettt ete st te st seeentessee e enbesbeensesaeensesneensens 24
1.3.3. Organitzaci6 funcional dels eixos implicats en la resposta a I’estres.........ccceveenennen. 25
1.3.3.1. Activaci6 de ’eix hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA).......ccccevvrcveniennne 26
1.3.3.2. Activaci6 del sistema nervios simpatic (SNS) ...ccccevvvvverieninienenieneeienens 28
1.3.4. Efecte de les catecolamines i de 1’estrés sobre la secrecio d’EGF .........cccceevveevenneneen. 30
1.3.5. Efecte de ’EGF sobre les accions de les catecolamines...........ccocvevveeverieneenienneniens 30
1.3.5.1. Efectes MetabOliCS......couiiviirieiieieiieiecie ettt ettt sve et sae e ens 31
1.3.5.2. Efectes cardiovasCUIArs ..........cceecviriereiierieiese et sie e see e seeevesenens 32
1.3.5.3. Efectes sobre el dany cel-lular provocat per les catecolamines..................... 33
1.4. MODELS EXPERIMENTALS PER A L’ESTUDI DE L’ESTRES I L’ACCIO DE
| D = 3 S PO SPRUUPPUPSPt 34
LA 1. ESLIES SOCIAL ..vvitieiiieiieieeiettete ettt sttt et ettt st e be et e saeenbesaeenbeeraens 34
1.4.1.1. Paradigma intris-resident: la confrontaci6 entre mascles..........cccccceeeuennene 36
1.4.1.2. Conseqiiéncies fisiologiques i patologiques de 1’estrés social agut............... 37
1.4.1.3. Habituacid a I’estreés SOCial.........coccevirerieienieieiiininenenieneeseeieeceeeeeeeeaens 39
1.4.2. Estrés produit per la injeccid d’endotoxina bacteriana ............ccoceeveveeeveeeeeeeennnn 40
1.4.2.1. Reconeixement de I’LPS i transduccid de la senyal: inducci6 de citocines
INFIAMALOTIES ...veeeeiieeieeiie ettt ettt eetee ettt et e et e e s tb e e e e sseesebeensaessseessseensaesnseessnean 42
1.4.2.2. Evolucié de la resposta inflamatoria i mecanismes de retroinhibicid
generades pel siStema Nervios CONLIal .........c.evieeiirieriieriereeieeeeie ettt seesie e seeens 45
1.4.2.3. Lesions tissulars induides per ’administracié d’endotoxina bacteriana ....... 49
2. OBJECTIUS 53
3. MATERIALS I METODES 57
3.1. ANIMALS I CONDICIONS D’ESTABULACIO ... 59
3.2. MODELS EXPERIMENTALS. ..ottt ettt e 60
3.2.1. Un model d’estrés social: confrontacio entre mascles ..........ccecveveerierveneeveneecnennens 60
3.2.1.1. Estudi de les alteracions durant la confrontacid entre mascles............ccceevennenn. 60
3.2.1.2. Estudi de la recuperacio6 després de la confrontacié entre mascles ................... 61
3.2.1.3. Habituacio a I’estres provocat per la confrontaci6 entre mascles...................... 61



Index general

3.2.1.4. Estudi de ’EGF sobre les lesions hepatiques produides per la confrontacid

ENEIE MASCLES ...veiiiiiiiiiiiieiieicee ettt ettt ettt s 62
3.2.2. Un model d’estrés fisic-immune: injeccié d’endotoxina bacteriana (LPS)................ 65
3.2.2.1. Estudi preliminar: dosi letal 50..........cccoevieriieieniieienieie e 66
3.2.2.2. Estudi preliminar d’hepatotoxicitat: doSi-resposta ..........ccevverreevverreeruerreennn. 67
3.2.2.3. Evolucié temporal dels marcadors de lesio hepatica..........ccceeveevevieneenenen. 67
3.2.2.4. Efecte de la sialoadenectomia sobre la supervivéncia dels animals tractats
amb endotoXind DACTETIANA .........eeruiriirierieieieiceceteee ettt 68
3.2.2.5. Alteracions provocades per la sialoadenectomia en la resposta a
I’endotoxing baCteriana...........cccoeeuerieriieieiiieieeeeeiteeee ettt e 68
3.2.2.6. Modifica ’EGF I’efecte hepatotoxic de I’endotoxina bacteriana? ............... 69
3.2.3. Un model de fetge perfos: efecte de la infusié d’endotoxina bacteriana.................... 69
3.3. EXTRACCIO I PROCESSAMENT DE LES MOSTRES ......c.coiviveeeeeeeeeeeeeeee. 73
3.4. QUANTIFICACIO D’EGF A TEIXITS: GLANDULES SUBMAXIL-LARS
(SMG) TFETGE ...ttt sttt sttt e e e saneen 75
3.5. QUANTIFICACIO D’EGF A PLASMA ....cooomioitieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 80
3.6. QUANTIFICACIO DE GLUCOSA PLASMATICA ..o 82
3.7. QUANTIFICACIO DE GLICOGEN HEPATIC......c..evverrirreerremneeesseensseesenesneens 84
3.8. DETERMINACIO D’ACTIVITATS ENZIMATIQUES EN PLASMA I MEDI DE
PERFUSIO ..ottt ettt ettt ettt e st e et e et e e snbeesnsaesnteennseennseennes 86
3.8.1. Determinacié de I’activitat lactat deshidrogenasa (LDH) ........cccceovvverienienieneennnnne. 86
3.8.2. Determinacié de I’activitat a-hidroxibutirat deshidrogenasa (a-HBDH) ................... 89
3.8.3. Determinacié de I’activitat creatina cinasa (CK)........cccoevverircieniinieneeieeieneeieniene 93
3.8.4. Determinacid de I’activitat aspartat transaminasa (AST) ......ccccoevevevienenieneneenienne 95
3.8.5. Determinaci6 de I’activitat alanina transaminasa (ALT).......ccccoevvevvevieneecienenvennenn, 98
3.9. DETERMINACIO DE CITOCINES ........oooiioorieeeeeeeeeseseeeseseeeeeseeesesses oo 102
3.9.1. Factor de necrosis tumoral o (TNF= 1) ......cceeieriiiieniieienieieeeere e eee e 102
3.9.2. Interleucina 1B (TL-1) .eveeiereeieiieiesiee ettt st 105
3.9.3. Interleucing 6 (TL-0) ....c.ccceevuiriesiieieeiieieereete et eteetee e eeaesteeaesteessesteessesseensesseeseeesenns 107
3.9.4. Interleucing 10 (IL-10) ..cccverirrierieieeieieeeerie ettt et eae e eresreebeseeesaeesaesseesaesseense e 110
3.10. DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT MIELOPEROXIDASA (MPO) ................ 113
3.11. QUANTIFICACIO DE CORTICOSTERONA PLASMATICA .....cccooovveeeernen. 115
3.12. PROCESSAMENT DE LES MOSTRES PER A MICROSCOPIA OPTICA ......... 120
3.13. TINCIO AMB HEMATOXILINA-EOSINA DE MOSTRES HISTOLOGIQUES
INCLOSES EN PARAFINA ...ttt ettt e sttt e e iae e e 122
3.14. QUANTIFICACIO DE DANY DE MOSTRES HISTOLOGIQUES INCLOSES
EN PARAFIINA ..ottt ettt ettt ettt et e eaaa e et e e beesnbeesnseesnaeensseennseennes 123
3.15. DETECCIO I QUANTIFICACIO D’IgGs DE CONILL ......ccocciiiiiiiiiieeieeeene, 125
3.15.1. Deteccid per WeStern BlOt .......couieiiieieriieieeiieiecieeie ettt see e ees 125

3.15.2. Quantificacio per ELISA .......cccooiiiiiieieeiecteie ettt 131



Index general iii

3.16. QUANTIFICACIO D’ENDOTOXINA EN MOSTRES DE PLASMA................... 133
3.17. ANALISI ESTADISTICA .....ccovstiiuiiiiriiieeeiiesieneseieesesessssessssesesssssssesesseesenes 135
4. RESULTATS 139
4.1. PRIMERA PART. Un model d’estres social: confrontacid entre mascles ................. 141

4.1.1. EXPERIMENT I.- Estudi de les alteracions durant la confrontaci6 entre mascles .... 144
4.1.2. EXPERIMENT II.- Estudi de la recuperacié després de la confrontacid entre

ITIASCLES ..ttt ettt ettt a et a e a e st et e bt e st e st ebe e st et e eaeebe et naen 150
4.1.3. EXPERIMENT III.- Habituaci6 a I’estrés provocat per la confrontacié entre
TASCLES ...ttt ettt ettt ettt et ettt et ettt ettt eae b suenae 155

4.2. SEGONA PART. Estudi de ’acci6 de I’EGF sobre les lesions hepatiques

produides per la confrontacid entre MasCles .........cccvieeeeeeiiiiciieniiecie et 159
4.2.1. EXPERIMENT IV.- Sialoadenectomia ............ccecuereerierienienienienieeieseenie e see e seees 161
4.2.2. EXPERIMENT V.- Anticossos anti-EGF............cccccccocniiniiiinininininincncneens 165
4.2.3. EXPERIMENT VI.- Tirfostina AG-1478 ........ccceevtrvierieieeienieeieneenie e sieevesve e 169

4.3. TERCERA PART. Un model d’estrés fisic-immune: injeccid d’endotoxina

bacteriana (LPS)......ccoiiiiieciieceeee ettt ettt et e et e e ete e sebeeanree e 173
4.3.1. EXPERIMENT VII.- Estudi preliminar: dosi letal 50 ...........cccoeeveeeiercieenieeieeee e 175
4.3.2. EXPERIMENT VIII.- Estudi preliminar d’hepatotoxicitat: dosi-resposta ................. 176
4.3.3. EXPERIMENT IX.- Evoluci6 temporal dels marcadors de lesi6 hepatica................. 177
4.3.4. EXPERIMENT X.- Efecte de la sialoadenectomia sobre la supervivéncia dels
animals tractats amb endotoxina bacteriana.............cccceoveveereriirerinireneecresese e 181
4.3.5. EXPERIMENT XI.- Alteracions provocades per la sialoadenectomia en la resposta
a la injeccid d’endotoXina DACLETIANA. ........ccueeiereerieeiieie et sttete et ete et et ebeere e saeesaeeenesseens 182
4.3.6. EXPERIMENT XII.- Modifica ’EGF I’efecte hepatotoxic de I’endotoxina
DACKEIIANAT ...ttt ettt et b et b e bttt b e b et e st bt e st st e ettt naen 189

4.4. QUARTA PART. Estudi de I’efecte de la sialoadenectomia sobre la produccié de

CItOCINES Pl fELZE PETTOS..cevie it et e 193

4.4.1. Posta a punt del métode de perfusio de fetge de ratoli: assajos preliminars ............... 195

4.4.2. Perfusi6 de fetges d’animals sialoadenectomitzats ..........cceceeeerierveneesieseecreseeiennnn 197

4.4.2.1. SeCreCiO DASAL.....ccuiieieiieiieiieieeeie ettt ettt aeen 197

4.4.2.2. Resposta a I’endotoXina ........cceecvierieriieiiiieiiesieieeieeieeeeesieeeesseeseesreseeesreeenas 200

5. DISCUSSIO 209
5.1. LA CONFRONTACIO ENTRE MASCLES: UN MODEL D’ESTRES ................... 211

52. LA CONFRONTACIO ENTRE MASCLES PROVOCA LESIONS
HEPATIQUES ...ttt e e s et s e e s e e s seeseseeseseeseeeesseeeans 216

5.3. LES LESIONS HEPATIQUES PRODUIDES PER LA CONFRONTACIO
ENTRE MASCLES SON INDEPENDENTS DE LA SECRECIO D’EGF...................... 219

54. LA SIALOADENECTOMIA PREVIA, PERO NO L’ADMINISTRACIO
AGUDA D’EGF, ALTERA LA RESPOSTA A L’ENDOTOXINA BACTERIANA....... 223

6. CONCLUSIONS 231




v Index general

7. BIBLIOGRAFIA 235




Index de figures i de taules v
INDEX DE FIGURES.
1.1. Esquema representatiu dels diferents tipus cel-lulars presents al fetge..........c.ccevevverveennene 4
1.2. Estructura del lobulet classic i del lobulet portal (A). Representaci6 grafica del sentit de

la circulacio sanguinia dins del sinusoide hepatic (B)..........cceeverierieniieciiiieniecieeeee e 5
1.3. Seqiiéncia d’aminoacids (A) i estructura molecular (B) de ’EGF de ratoli.............cccenee. 6
1.4. Estructura dels receptors de la familia dels ErbBs i els seus lligands.........c.ccccceevvieriieenens 11
1.5. Esquema reduit de les vies de transduccio de senyal a través de ’EGFR ...........cc.ccceeeee. 16
1.6. Anatomia funcional de 1’eix hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA) ........c.cccovevivverivecirennnne. 28
1.7. Anatomia funcional del sistema nervids simpatic (SNS).......cccuveriiirriirenieiiieniee e 29
1.8. Diagrama esquematic de la transducci6 de senyal originada per I’LPS per a la generacio

@ CILOCINES ...ttt ettt ettt b ettt sa et be bt e e e e 44
1.9. Representacio grafica de la relacio existent entre el sistema immune i el sistema nervios

COIETAL 1.ttt b ettt e st ea bt ebt e s bt sb e e bt et eab e ebbesbtesbe b et eaaenaee 49
4.1. Estrés per confrontacio: parametres COTrPOTalS .........cverieriieeiieciesienierieeieeeesveseeesseenseesne e 144
4.2. Estres per confrontacié: parametres indicadors d’eStres ......c.eevvieriierieerieeiieeieesieenveenenenn 145
4.3. Estrés per confrontacio: citocines proinflamatories en plasma...........cceeeveevveenveecieeecneennnen. 146
4.4. Estres per confrontacid: activitats enzimatiques en plasma..........ccecveeeeeverieneeneesieeeenenenn 147
4.5. Estrés per confrontacio: concentracio d’EGF .........cccooieiieiieiiiienicecece e 148
4.6. Especificitat de PELISA .......ooiiiiieeeeeeetee ettt ettt e st e e e saeensseensseenssesnnen 149
4.7. Recuperacio del glicoZen NEPALIC .....c.eeeveieevieiiieiiieiiecie ettt seaeesaae e s 150
4.8. Recuperacid de les activitats enzimatiques en plasma...........cceeeereeieriereeneesieseeseeneeeens 151
4.9. Recuperacid de la concentracid d’EGF .........ccovvoiiiiiiiiiiieiiciecieeeeeeee e 152
4.10. Activitat mieloperoxidasa (MPO) en fetge després de la confrontacid ..........ccecvveeeveeneen. 153
4.11. Evidéncies morfologiques de lesions necrotiques en fetges provinents de ratolins

SOtMESO0S A ESIES PEI CONTIONLACIO ...evvieueieniieiiieiieetiete ettt ettt e see et e eeeneesreeseeeeeeneas 154
4.12. Quantificaci6 del grau d’afectacio del fetge després de la confrontacio.............cceeveeneeee. 155
4.13. Habituaci6 a I’estres per confrontacid: parametres indicadors d’estrés..........cvevveereveennnen. 156
4.14. Activitats enzimatiques en plasma en I’habituaci6 a I’estrés per confrontacio................... 157
4.15. Concentracié d’EGF en I’habituacio a 1’estrés per confrontacio ...........ceeceeeeeervereeneeennnne 158
4.16. Efecte de la sialoadenectomia en la confrontacié: parametres sensibles a I’estrés............. 162
4.17. Efecte de la sialoadenectomia en la confrontaci6: activitats enzimatiques en plasma........ 163
4.18. Efecte de la sialoadenectomia en la confrontacié: concentracié d’EGF .............ccceeeeee 164
4.19. Efecte de la injecci6 d’anticossos anti-EGF sobre les activitats enzimatiques al plasma

després de 1a CONTIONTACIO .......eevvveriieiieiieie ettt se et eense e 166
4.20. Preséncia de les IgGs de conill al plasma dels animals injectats amb anticossos anti-

EGF després de 1a confrontacion...........c.eeeerueeiirieniieiieieeeetesie et 167
4.21. Efecte de la injecci6 d’anticossos anti-EGF sobre la concentracié d’EGF després de la

COMTTONEACIO ..ttt ettt eb et st b e bbbt et et et be b eb et e e nae e 168
4.22. Efecte de I’AG-1478 sobre els parametres sensibles a I’estrés durant la confrontacio....... 170
4.23. Efecte de ’EG-1478 sobre la concentracié d’EGF durant la confrontacio......................... 171
4.24. Efecte de ’AG-1478 sobre les activitats enzimatiques en plasma durant la confrontacio . 172
4.25. Efecte de I’LPS sobre la supervivencia dels ratolins ...........cocceeeeeeeiiieeciieniiieniieenieenieeeeenn 176
4.26. Alteracions provocades per I’LPS: parametres metabolics (A) 1 activitats enzimatiques

AL PIASINGA (B) .viiiiiiieiieeie e et e et e be e ebe e nbeennbeenaeeenns 177
4.27. Parametres metabolics després de la injeccid de LPS..........cocveiiiiinieniiieeee 178
4.28. Activitats enzimatiques en plasma i activitat mieloperoxidasa (MPO) a fetge després de

1aINJecCiO e LPS ...t ettt e et e e e b e e e nbe e naeeenns 179
4.29. Concentraciéo d’EGF després de la injeccid de LPS.........cccoooiieiiieiiiieiiiieceeceecveeen 180



Vi Index de figures i de taules

4.30. Efecte de la sialoadenectomia sobre la supervivéncia a ’endotoXina............ccceevveevreenennen. 182
4.31. Cin¢tica de desaparicio de LPS en animals sialoadenectomitzats...........c..ccceevervenrennenen. 183
4.32. Efecte de la sialoadenectomia sobre la resposta a 1’endotoxina: glicemia i glicogen
1S3 014 oSSR 184
4.33. Efecte de la sialoadenectomia sobre la resposta a 1’endotoxina: marcadors plasmatics de
1@SI0NS CRITULATS ...ttt ettt ettt ettt nbeen 185
4.34. Efecte de la sialoadenectomia sobre la resposta a 1’endotoxina: marcadors hepatics de
1€S10NS CRITULALS ...ttt ettt b et ettt s sbeebeeeesaeas 186
4.35. Efecte de la sialoadenectomia sobre la resposta a I’endotoxina: citocines i corticosterona
PlASTNIALIGUES ... euvieeeiieeiie ettt et e et e et e et e et e e seteeeateeeabeesaeesaeenbaeenbeeensaeenseesnseennneenses 187

4.36. Efecte de la sialoadenectomia sobre la resposta a I’endotoxina: EGF en plasma i teixits.. 188
4.37. Efecte de I'EGF i de I’AG-1478 sobre la resposta a I’endotoxina: parametres

INETADOTICS. 1.veeeiiiiiitiie ettt ettt bt ettt ettt 190
4.38. Efecte de I’'EGF 1 de ’AG-1478 sobre la resposta a 1’endotoxina: marcadors de dany

EPALIC ettt ettt e et a e et e e bt e e taeebeeebaeebeeenbeeesteennteenraeennes 191
4.39. Efecte de I’LPS sobre ’alliberament de LDH i citocines al fetge perfos..........c.ccceveneenee. 196
4.40. Secreci6 de TNF-a i IL-6 pel fetge perfos en condicions basals..........ccccveeveeciervenieenennen. 198
4.41. Secrecio de IL-1P 1 IL-10 pel fetge perfés en condicions basals...........ccccceeveeieriienienninne 199
4.42. Secrecio de LDH pel fetge perfos en condicions basals..........ccceevveeriieniienieenieeciieeienns 200
4.43. Efecte de I’LPS sobre la secrecid de TNF-00 1 IL-6 .....cccoevinininiiiiiiininincnnccececeeen 201
4.44. Efecte de I’LPS sobre la secrecio de IL-1B 1 IL-10 ....cccvveeiieiiniiniieiieieeieceeeieeeieee e 202
4.45. Efecte de I’'LPS sobre la secrecid de LDH .......cccoooiiiiiiiiiinieniiiiciieiiceecee e 203
4.46. Representacio grafica de les correlacions existents entre les citocines secretades pel

fetge perfos: TNF-o- IL-18, TNF-0-IL-6 1 IL-1B- TL-10 ..cccvininiiiiiiiininincneccciceee, 205
4.47. Representacio grafica de 1’ajust del valor de LDH obtingut i el valor estimat de LDH

(eLDH) en funci6 de les diferents citocines secretades pel fetge perfos ........cocvevveeieennnen. 206

5.1. Esquema representatiu de la resposta inflamatoria generada per 1’endotoxina bacteriana o

P S ettt et h ettt h e bt e h e a e et et e e he bt atent et e tetennes 230
INDEX DE TAULES.
1.1. Concentracié d’EGF en teixits i fluids de ratoli..........cccceevieniniiniiniiniecceeee, 10
1.2. Expressio dels ErbB a diferents organs i teixits humans..........cocceceeceeveneniincnceiiencncncnnen. 13
1.3. Resposta a diferents estimuls estressants de 1’eix hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA),

sistema medul-lo-adrenal (SMA) 1 els nervis sSImpatics (NS) ......cocveviieriieniienieeiieeieeeenenn 26

4.1. Activitats enzimatiques en plasma de ratolins injectats amb dimetilsulfoxid (DMSO) a

dIiferents CONCENIIACIONS. ... eevteiiriiriieniienieeteet ettt ettt ettt ettt et et eabe et sbaesbeenbeenbeeaeen 169
4.2. Citocines i LDH alliberades pels fetges perfosos en condicions basals ..........ccccccueeevveeeneens 204
4.3. Citocines i DLH alliberades pels fetges estimulats amb LPS.........c..ccccccoeeivcinienienieinen. 204
4.4. Rectes de regressid obtingudes de 1’analisi de les correlacions entre les diferents

CIEOCIIIES. ..eutieuteeuieetieitee et ettt ettt et s bt e bt et eat e ebt e s bt et e et e enbeeab e eb b e s bt e b eenbeeabeea bt eabesbaesbeenbesbaenbeen 204
4.5. Rectes de regressio i suma de cuadrats residual (SQR) obtingudes d’estimar el valor

(eLDH) en funcié de les diferents citocines secretades pel fetge perfos ..........cceeveveveeennne 205

4.6. Valors de Tsp, K, Max i min de les corbes d’alliberacio de cadascun dels parametres
MESUTALS €N FELEE PETTOS....vieieiiiiiieiie ettt st e e sbe e staeetae e saeebeeenbeeenseeenns 207



Abreviatures






Abreviatures

ix

AbD
AC
ACTH
AD
ALT
AMPc
AR
ARIA
ARL
AST
AVP
Bcl-2
BSA
BTC
CK
CREBP
CRF-R1
CRH
DAG
D-GalN
DMSO
DTT

EGF
EGFR
EPG
EPR
ErbB
ERK
FSH
G-6-P
G-6-PDH
GAP
GGF
GOT
GPT
Grb2
HB-EGF
HDL
HER
HK
HPA
HRG
HSL
HTAB
ICAM-1
ICE
IFN

IkB

Adrenalina

Aigua bidestil-lada

Adenilat ciclasa

Hormona adrenocorticotropa o corticotropina
Aigua destil-lada

Alanina transaminasa

AMP ciclic

Amfiregulina

Receptor inductor d’activitat acetilcolina
Aigua reactiva per LAL

Aspartat transaminasa

Arginina vasopressina

Cél'lules B de limfoma/leucémia-2
Albtmina sérica bovina

Betacel lulina

Creatina cinasa

Proteina d’uni6 a I’element de resposta a I’AMPc
Receptor de CRF o CRH

Hormona alliberadora de corticotropina
Diacilglicerol

D-galactosamina

Dimetilsulfoxid

Dithiotreitol

Epinefrina

Factor de creixement epidérmic

Receptor d’EGF

Epigen

Epiregulina

Receptors dels membres de la familia de I’EGF
Cinasa regulada extracel-lularment

Hormona estimulant dels fol-licles

Glucosa 6-fosfat

glucosa 6-fosfat deshidrogenasa

Proteina activadora de GTPases

Factor de creixement glial

Glutamat oxalacetat transaminasa

Glutamat piruvat transaminasa

Proteina associada als receptors de factors de creixement-2
Factor de creixement epidérmic semblant a EGF i unit a heparina
Lipoproteina d’alta densitat

Receptor d’EGF

Hexocinasa

(Eix) Hipotal-lem-pituitaria-adrenal
Heregulina

Lipasa sensible a hormones

Bromur d’hexadeciltrimetilamoni

Moleécula d’adhesio intercel-lular 1

Enzim conversor de la IL-18

Interferons

Proteina inhibidora de NF-kB



X Abreviatures
IKK Cinasa de 1kB

IL-1/6/10 Interleucines

IL-1R1/2  Receptors de IL-1

IL-1R-AcP Proteina accesoria del receptor de IL-1
IL-6R Receptor de IL-6

iNOS Isoforma induible de la 0xid nitric sintasa
IP/ip Intraperitoneal

1P, Inositol trifosfat

IRAK-1/2 Cinasa % associada al receptor de IL-1
IViiv Intravends/osa

LAL Lisat d’amebocits de Limulus

LBP Proteina d’uni6 a lipopolisacarid

LC Locus ceruleus

LDH Lactat deshidrogenasa

LDL Lipoproteina de baixa densitat

LET-23  Receptor de Caenorhabditis elegans homoleg a ’EGFR
LH Hormona luteilitzant

LIN-3 Lligand de Caenorhabditis elegans homoleg a ’EGF
LPS Lipopolisacarid

MAL Proteina adapatadora semblant a MyD88
MEK Cinasa de MAPK/ERK

MHC-II  Complexe de histocompatibilitat clase II
MPO Mieloperoxidasa

MTP PBS amb llet desnatada i tween-20
MyD88  Factor 88 de diferenciacio mieloide

NA Noradrenalina

NDF Factor diferenciador de Neu

NE Norepinefrina

NFG Factor de creixement nervios

NF-kB Factor nuclear kB

NIK Cinasa inductora de NF-kB

NK (Ce¢l-lules) citocida natural

NO Oxid nitric

NRG Neuregulina

NS Nervis simpatics

(0N Animals amb operacié simulada
p38MAPK Proteina cinasa activada per mitogens p38
PBS Solucio salina tamponada amb fosfats
PGEs Prostaglandines

PI3K Fosfatidil inositol 3-cinasa

PIP, Fosfatidil inositol bisfosfat

PKA Proteina cinasa A

PKC Proteina cinasa C

PLC-B Fosfolipasa C- f8

PLC-y Fosfolipasa C-y

POMC Pro-opiomelanocortina

PRA-MTP MTP amb plasma de rata desproteinitzat
PSA Persulfat amonic

PVN Nucli paraventricular

SAPK Proteines cinases activades per 1’estres

SC/sc

Subcutani/ania



Abreviatures

Xi

SDS

She
SIALO
SMA
SMG
SNC
SNS
SNX-1
STAT
TAK-1
TEA
TEMED
TGF-a
TIR
TIRAP
TLR-4/2
TNFR1/2
TNF-o
TRAF-6
VCAM-1
VLDL
VP

Vs
ZPR-1
o-HBDH

Docecilsulfat sodic

Homoleg a Src i col-lagena

Animals sialoadenectomitzats

(Sistema nervios) Simpatic medul-lo-adrenal
Glandules submaxil-lars

Sistema nervids central

Sistema nerviés simpatic

Nexina de classificacio-1

Transductor de senyal i activador de transcripcio
Cinasa 1 activada pel factor de creixement transformant
Trietanolamina

N, N, N’, N’ tetrametiletilediamina

Factor de creixement transformant o
Receptor d’IL-1 semblant a 7o//

Proteina adaptadora que conté domini TIR
Receptor 4/2 semblant a Toll

Receptors de TNF-a

Factor de necrosi tumoral o

Factor 6 associat al receptor de TNF
Moleécules d’adhesio a cél-lules vascular
Lipoproteina de molt alta densitat
Vasopressina

versus

Proteina d’uni6 a zinc

a-hidroxibutirat deshidrogenasa






Introduccio






Introduccio 3

1.1. EL FETGE: ESTRUCTURA 1 FUNCIONALITAT
BASICA.

El fetge és un Organ de vital importancia per a la supervivéncia de 1’organisme. Es
molt versatil i realitza multiples i molt variades funcions: es troba implicat en el metabolisme de
carbohidrats, proteines i lipids, i també realitza funcions detoxificans (de toxines i farmacs) i

immunologiques, entre d’altres.

El fetge es troba situat a la cavitat abdominal i es desenvolupa com una evaginacié de
I’intesti prim (Wheater i col., 1987). A I’igual que succeeix amb altres organs es format per
diferents tipus de cél-lules que interaccionen entre si i amb la matriu extracel-lular. Es aquesta
interaccid la que permet mantenir 1’estructura hepatica normal i el funcionament harmonic de les
cel-lules. Els tipus cel-lulars residents al fetge son 4 (figura 1.1): hepatocits, cél-lules de Kupffer,

cél-lules estelades 1 cél-lules endotelials.

Les cel'lules majoritaries del fetge son els hepatocits. Aquestes estan disposades en
fileres radials orientades cap a uns espais plens de sang anomenats sinusoides. Segons la seva
localitzaci6 dins del lobulet hepatic manifesten diferents propietats estructurals, histoquimiques i
bioquimiques. La sang esta separada de la superficie dels hepatocits per una capa de cel-lules
endotelials aplanades separades entre elles per uns petits orificis. Aquestes presenten receptors per a
la endocitosi de substancies com LDL i també produeixen mediadors vasoactius (endotelina-1) i
citocines. Entre aquests dos tipus cel-lulars es troba situat I’anomenat espai de Disse. Gracies als
petits orificis de la capa endotelial és possible 1’intercanvi de molécules entre 1’espai de Disse i el

torrent circulatori (4/berts i col., 1992; Ham i Corak, 1988).
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Cél-lules
endotelials

Figura 1.1.- Esquema representatiu dels diferents tipus
cel'lulars presents al fetge. Les c¢llules de Kupffer es troben
situades a I’interior del sinusoide hepatic, mentre que les cél-lules
d’Ito es troben a 1’espai de Disse. Procedent de
w.w.w.saludhoy.com.

A banda de les ja esmentades, al fetge també trobem les cél-lules de Kupffer i les
cel-lules estelades o cél-lules d’Ito. Les ceél-lules de Kupffer, derivades dels mondcits, son els
macrofags residents i es troben situades a la paret sinusoidal. Es creu que son cél-lules migratories
perqué no estableixen unions intercel-lulars amb les cél-lules veines. Finalment les cel-lules
estelades, situades a I’espai de Disse, son les que emmagatzemen vitamina A i segreguen diferents

factors de creixement (Alberts i col., 1992; Ham i Corak, 1988).

Els hepatocits es troben organitzats constituint unes estructures anomenades lobulets
tal i com s’observa a la figura 1.2 pannell A. El lobulet hepatic classic té forma hexagonal, es troba
organitzat en torn a una vena central i a cada cantonada d’aquest hexagon podem veure una branca
de la vena porta, una de [’artéria hepatica i una del conducte hepatic biliar juntament amb el
conducte limfatic. Aquesta estructura s’observa clarament en un tall transversal de fetge de porc en
canvi és molt dificil de veure en el ratoli. Perd també existeix una altra manera de definir el lobulet

si considerem el conducte biliar com el lloc on es buida la secreci6 1 al voltant es situa el
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parénquima hepatic. Aixi es descriu I’anomenat lobulet hepatic portal, I’s del qual resulta més util

en certes situacions patologiques (Wheater i col., 1987, Ham i Corak, 1988).

A
portal tract
o [hepatic artery, portal vein
@ biledudt)
: central hepatic vein
hepatocyte
interlcbular bile duct
B
sinusoid
portal vein
bile canaliculus hepatocyte
hepatic art
pRCarery central hepatic vein

Figura 1.2.- Estructura del lobulet classic i del lobulet portal (A). Representaci6 grafica del sentit
de la circulacio sanguinia dins del sinusoide hepatic (B). Procedent de http//bioweb.uv.es.

Una caracteristica molt singular del fetge és que t¢ una doble vascularitzacid, ja que
rep sang oxigenada de les artéries hepatiques (dreta i esquerra) i sang rica en nutrients a través de la
vena porta. La sang surt del fetge per les venes hepatiques, situades a la part posterior de I’organ,

que buiden el seu contingut a la vena cava inferior (Leslie i col., 1997) (Figura 1.2 pannell B).

El fetge esta involucrat en I’homedstasi de la glucosa. Els hepatocits son les cél-lules
que, per unitat de pes, acumulen més glicogen. A partir d’aquests, o per la sintesi de novo
(gliconeogenesi), el fetge pot alliberar glucosa cap a la sang. Té també funcions molt destacades en
el metabolisme lipidic. Es el responsable de la formacié de cossos cetonics i d’algunes lipoproteines

com VLDL i HDL. Sintetitza albumina i altres proteines, moltes d’elles essencials per a la
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coagulaci6 de la sang (protrombina i fibrinogen); elabora la bilis i emmagatzema vitamines (A, del
complex vitaminic B i D) i a més s’encarrega de la detoxificacié de farmacs i de compostos toxics
de I’organisme (Jungermann i Katz, 1989). També realitza funcions secretores ja que actua com a
glandula exocrina (segregant bilis cap al duode) i com a glandula endocrina (segregant hormones i

proteines) (Ham i Corak, 1988).

1.2. EL FACTOR DE CREIXEMENT EPIDERMIC (EGF).

1.2.1 Caracteristiques generals: descobriment, estructura molecular i
Sfamilia.

L'EGF fou descobert de forma casual per Stanley Cohen l'any 1960 (Cohen, 1960)
durant la purificacié del Factor de Creixement Nervios (NGF) a partir de les glandules
submaxil-lars de ratoli. Va observar que injeccions diaries de certes fraccions d’extractes glandulars
a ratolins nounats produien canvis en el desenvolupament no atribuibles al NGF: es produia una
obertura prematura de les parpelles i una erupci6 avangada dels incisius. Dos anys després d’aquest
descobriment, s’ailla i es purifica ’EGF de les glandules submaxil.lars de ratoli mascle (Cohen,
1962). Va ser anomenat Factor de Creixement Epidérmic (EGF) perque produia un increment del
gruix i queratinitzaci6 de l'epidermis en teixits tractats de ratoli (Cohen i Elliot, 1963).

A.
L'EGF de ratoli és un polipéptid no

Asn Ser Tyr Pro Gly Cys Pro Ser Ser Tyr Asp Gly
Tyr Cys Leu Asn Gly Gly Val Cys Met His lle Glu
Ser Leu Asp Ser Tyr Thr Cys Asn Cys Val lle Gly
Tyr Ser Gly Asp Arg Cys GIn Thr Arg Asp Leu
Arg Trp Trp Glu Leu Arg

glicosilat de cadena simple constituit per 53
aminoacids (Figura 1.3) amb un pes molecular de 6
kDa (Taylor i col., 1970), el qual té una gran
termoestabilitat i una elevada resisténcia a la B.
digestioé per tripsina, quimiotripsina i pepsina. La
seva estructura cont¢ 3  ponts disulfur
intramoleculars que determinen la seva estructura
terciaria i necessaris per a la seva activitat bioldgica

(Taylor i col., 1972).

Figura 1.3.- Seqiiéncia d’animoacids (A) i
estructura molecular (B) de PEGF de
ratoli. Obtinguda de Swiss-Prot
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Encara que I’EGF més ben descrit €s el de ratoli també s’ha descrit que el gen de I'EGF
en humans, anomenat inicialment urogastrona, es troba localitzat al cromosoma 4 i consisteix en un

complex de 24 exons separats per regions no codificants (Bell i col., 1986).

El Factor de Creixement Epidérmic (EGF) pertany a una familia de proteines amb un
elevat grau d'homologia, anomenada familia de I'EGF, las quals actuen com a lligands de la familia
dels receptors de ’EGF (Riese i Stern, 1998). Els membres d’aquesta familia son: el mateix EGF, el
factor de creixement transformant o (TGF-a), el factor de creixement epidérmic semblant a ’EGF i
amb afinitat per ’heparina (HB-EGF), I’amfiregulina (AR), I’epiregulina (EPR), la betacelul.lina
(BTC), les 4 neuregulines (NRG-1, NRG-2, NRG-3 i NRG-4) i el recentment descobert epigen
(EPG) (Kochupurakkal i col., 2005). La NRG-1 ¢és també coneguda com a factor diferenciador de
Neu (NDF), heregulina (HRG), receptor inductor d’activitat acetilcolina (ARIA) i factor de
creixement glial (GGF) (Dreux i col, 2006).

1.2.2. Sintesi i distribucio.

L'EGF de ratoli és sintetitzat en forma d'un precursor constituit per 1217 aminoacis
anomenat prepro-EGF (Gray i col, 1983), aquest precursor és especialment abundant a les
glandules submaxil-lars i al rony6. La seqiiéncia del precursor que correspon a I’EGF madur esta
situat aprop de I’extrem C-terminal (residus 971-1023) i I’EGF s'allibera d’aquest precursor gracies
a l'acciéo d'una endopeptidasa arginino-especifica. A més aquest prepro-EGF conté un domini
hidrofobic, necessari pel seu ancoratge a la membrana (Mroczkowski i col, 1989). Una altra
caracteristica d'aquest precursor és que, a més de 'EGF propiament dit, dins la seva seqiiéncia conté
8 estructures del tipus "EGF-like", la funcié de les quals es va especular que podria ser la

d’interaccionar amb altres receptors o lligands (Appella i col., 1988).

Les glandules submaxil.lars son el principal lloc de sintesi, emmagatzematge i secrecid
d'EGF en els ratolins. La sintesi té lloc més concretament en les cél.lules granuloses dels tubuls
contornejats, on també se sintetitzen altres péptids biologicament actius com I'NGF i la renina
(Fisher i Lakshmanan, 1990). En humans la concentracié d'EGF, o urogastrona, a les glandules
salivars és molt inferior, i sembla ser que les glandules parotides serien les principals encarregades

de la seva secrecio (Thesleff'i col., 1988).
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Els factors que regulen el contingut d’EGF a les glandules submaxil-lars son molts i
molt diversos, entre ells trobem I’edat (les concentracions d’EGF son molt inferiors a nounats) i el
sexe (les hormones sexuals influencien en la concentraci6 d’EGF, ja que la testosterona fa
augmentar la seva sintesi)(Lakshamanan, 1986). S'ha descrit també 1’existéncia d'un ritme circadiari
en el ratoli pel qual els nivells d'EGF a glandules submaxil-lars assoleixen uns nivells maxims a les
20:00 hores (Siminoski i col., 1993). Altres hormones, a banda de les ja esmentades, com son la
insulina i les hormones tiroidals fan augmentar la sintesi i secrecié d'EGF (Kasayama i col., 1989a;
Kasayama i col., 1989b; Kasayama i col., 1996). Un important esment mereixen les catecolamines,
ja que els estimuls del tipus o;-adrenérgics produeixen una rapida secrecié de 'EGF des de les
glandules submaxil.lars, que va a parar majoritariament a la saliva (secreci6 exocrina), tot i que una
fraccié va a parar directament a la sang (secrecié endocrina) (Byyny i col., 1974, Tuomela, 1990).
En condicions basals trobem unes concentracions d'EGF a saliva de 150 nM, en canvi, la
concentracié a plasma és molt menor, al voltant de 0.2 nM (Grau i col., 1994). De la mateixa
manera que existeix un clar dimorfisme sexual pel que fa a la produccio d'EGF a les glandules
submaxil.lars, les concentracions basals d'EGF a plasma també es diferencien clarament, sent molt

més baixos als ratolins femella: 0.04 nM (Grau i col., 1994).

En el fetge la concentracio d’EGF va augmentant al llarg del desenvolupament. Els
experiments realitzats per Mullhaupt i col-laboradors (Mullhaupt i col., 1994) van demostrar que els
hepatocits contenen RNAm de I’EGF, indicant aixi que aquest organ pot constituir un altre lloc de
sintesi. Tant ’EGF administrat de forma exdgena com I’alliberat de les glandules submaxil-lars
després d’un estimul o,-adrenérgic, desapareixen rapidament del plasma, i el fetge és el principal
responsable d’aquest aclariment. En aquest procés en deriva un petit percentatge cap a la bilis
(Hilarie i col., 1983; Burwen i col., 1984), on la concentraci6 aproximada d’EGF ¢és de gairebé 30
nM (Grau i col., 1994). De nou existeix un elevat dimorfisme sexual pel que fa a la quantitat d'/EGF
emmagatzemat en aquest fluid, ja que als ratolins femella les concentracions assoleixen només uns
nivells 5.5 vegades menor. L'origen d'aquest EGF no és unicament la sintesi endogena per part del
fetge (Rall i col., 1985), sind que, en part, procedeix del captat directament de la circulacio

sanguinia (Grau i col., 1994).

En el ratoli el rony6 és considerat un lloc de sintesi, ja que es detecten grans quantitats
d’RNAm del seu precursor, perd no de reserva perque I'EGF és rapidament excretat a I'orina (Rall i
col., 1985). Aquesta secrecid es produeix per l'activacio de receptors f-adrenérgics que es troben

localitzats en el rony6 (Olsen i col., 1985). A 1’orina la concentracié d’EGF ¢és molt elevada (prop
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de 100 nM) (Grau i col., 1994; Marti i col., 1989) i s’ha calculat que 1 mL d’orina conté la mateixa
quantitat d’EGF que 100 parelles de ronyons adults (Perheentupa i col., 1985). Cal dir que aquest
organ també contribueix a l'aclariment plasmatic d'EGF, per tant una petita part de ’EGF excretat a
I’orina prové també d’aquesta funcid (Tuomela, 1990). Contrariament al descrit anteriorment en
glandules submaxil-lars, la concentracié d'EGF al rony6 és una mica més elevada a femelles

(Perheentupa i col., 1985).

En ratolins nounats les concentracions d'EGF a les glandules submaxil.lars son molt
baixes, ja que augmenten amb 1’edat tal i com s’ha indicat anteriorment, i és la llet materna, amb la
seva elevada concentracio d'EGF, la que supliria les necessitats d'aquest nounat, per tal que es
produeixi el correcte desenvolupament del seu tracte gastrointestinal (Fisher i Lakshmanan, 1990).
La concentracié d’EGF a la llet de ratoli és proxima a 50 nM (Marti i col., 1989). Amb experiments
realitzats amb animals sialoadenectomitzats (els quals han patit una operacié quirurgica consistent
en l'extraccio de les glandules submaxil.lars), no van disminuir les concentracions a la llet de les
femelles, indicant que existeix, doncs, una produccidé local per part de les glandules mamaries

(Grueters i col., 1985).

També al tracte gastrointestinal trobem EGF: pancreas, estomac, intesti (amb un
gradient proxim-distal), colon, i també als diferents fluids que en deriven com el suc gastric,
pancreatic o duodenal (Fisher i Lakshmanan, 1990; Marti i col., 1989). Les glandules de Brunner
localitzades en la submucosa del duodé proximal, sén juntament amb les glandules submaxil-lars i

ronyd, un lloc de sintesi for¢a important.

Altres teixits on es pot trobar EGF son la glandula tiroides, els testicles, el cervell, els
pulmons, a les glandules llagrimals, pituitaria i adrenals (Fisher i Lakshmanan, 1990; Marti i col.,
1989), pero sempre en concentracions molt més baixes. Alguns llocs son de sintesi, encara que molt
menys importants que els anteriorment descrits, i altres, en canvi, reben I’EGF procedent de la

circulacio.

A la taula 1.1 es troben representades de forma resumida les concentracions d’EGF

determinades a diferents teixits 1 fluids del ratoli.
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Taula 1.1 .- Concentracio d’EGF en teixits i fluids de ratoli

SMG (nmol/g)

Nounats 0.19+0.04

Femelles adultes 5+1

Mascles adults 1417
Fetge (pmol/g) 53+5
Rony6 (pmol/g) 54+4
Plasma (nM) 0.17+0.04
Bilis (nM) 28+ 17
Orina (nM) 83 +£26

Tret de Grau i col.laboradors (Grau i col., 1994).

1.2.3. Receptor de EGF (EGFR, ErbB1).

1.2.3.1. Familia dels ErbB.

El receptor de I'EGF (EGFR, també anomenat HER i més comunment ErbB1) pertany
a la familia de receptors anomenada familia dels ErbB, de la qual també en sén membres: ErbB2
(també anomenat Neu, HER-2), ErbB3 (HER-3) i ErbB4 (HER-4) (Yarden i Sliwkowski, 2001,
Holbro i Hynes, 2004). Els 4 membres d’aquesta familia tenen un elevat grau d'homologia i es
caracteritzen per compartir una arquitectura molecular comi, representada a la figura 1.4. Els
membres d’aquesta familia quan s’activen dimeritzen i poden formar 4 homodimers i 6

heterodimers, per tant es poden constituir fins a 10 combinacions diferents entre ells.

La familia dels ErbB ha evolucionat des de la combinacio més sencilla de lligand-
receptor fins a un complexe sistema de 4 receptors i un elevat nombre de Iligands. Al nematode
Caenorhabditis elegans, només existeix LET-23 (I’homoleg de EGFR) i un unic lligand LIN-3, i
son necessaris durant el desenvolupament de la vulva (Chang i Sternberg, 1999). En Drosophila
melanogaster, el sistema ErbB ja és una mica més complexe i esta format per 5 lligands i un {inic
receptor, DER, necessaris durant la oogenesi, la embriogeénesi i també en la proliferacio i
diferenciaci6 dels discs imaginals (Reich i Shilo, 2002). En vertebrats superiors existeix una elevada
complexitat en la senyalitzacido que es produeix entre els membres de la familia de I'EGF i els
membres de la familia ErbB, ja que un unic receptor pot activar-se per diferents membres de la

familia de I'EGF i també una mateixa proteina de la familia de 'EGF pot activar a diferents
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receptors (Riese i Stern, 1998, Roskoski, 2004, Rowinski, 2004). L’EGF, el TGF-a, AR i EPG
només s’uneixen i activen ErbB1. Per la seva banda les neuregulines s’uneixen ErbB3 i ErbB4. La
resta de membres de la familia de ’EGF, és a dir, ’'HB-EGF, la BTC i I’EPR poden unir-se tant a
ErbB1 com a ErbB4. ErbB2 (anomenat “receptor orfe””) no uneix directament cap lligand perd
dimeritza amb els altres ErbB (Dreux i col., 2006). A la figura 1.4 es troba representada graficament
la relaci6 que s’estableix entre les diferents membres de la familia de I’EGF i els membres de la

familia dels ErbB.

EGF BTC
FACTORS AR HB-EGE NRGI NRG3
DE TGF-a. EPR NRG2 NRG4

CREIXEMENT  EpG

P

Domini I :
Domini II

Domini I1I .
Domini IV Regio

Ie[n].[ooenXH 0150y

Transmembrana
Tirosina &
cinasa "5";
o
3
=X
jot]
Llocs §
fosforilacio =
o
]
B ErbB1 ErbB2 ErbB3 ErbB4
FAMILIA HER HER2 HER3 HER4
ErbB EGFR Neu

Figura 1.4.- Estructura dels receptors de la familia dels ErbBs i els seus lligands. El receptor
consisteix en tres regions: una regi6 extracel-lular d’uni6 al lligand, una regi6é transmembrana i una
regio citoplasmatica amb un domini amb activitat tirosina-cinasa. El domini de uni6 a lligand inactiu
a ErbB2 i el domini cinasa inactiu de ErbB3 esta indicat com X. (EGF, Factor de Creixement
Epidérmic; AR, amfiregulina; TGF-a, Factor de Creixement Transformant a; BTC, betacel-lulina;
HB-EGF, Factor de Creixement Epidérmic unit a heparina; EPR, epiregulina; NGR, neuregulines;
EPG, epigen). Adaptat de Roskoski (Roskoski, 2004) i Dreux i col-laboradors (Dreux i col., 2006).
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1.2.3.2. Estructura d’ErbB1.

El receptor de 'EGF és una glicoproteina transmembrana amb un pes molecular
aproximat de 170.000 i esta constituit per una tinica cadena polipeptidica de 1186 amimoacids
(Ullrich i col., 1984). Estructuralment el receptor de I'EGF es troba dividit en 4 parts: (a) una
extracel.lular caracteritzada per la preséncia de dues regions riques en cisteina (Carpenter i
Zendegui, 1986) entre els quals s'ha identificat la zona d'uni6 a 'EGF (Lax i col., 1988; Lax i col.,
1989); (b) una hidrofobica formada per 23 aminoacids que s'extén per la membrana cel.lular, la
integritat de la qual seria essencial per a la correcta transduccié de senyal; (¢) una de
juxtamembrana, implicada en la modulacié de les funcions del receptor, ja que en aquesta zona es
troben la Thr654, diana per a la proteina cinasa-C (PKC) i la Thr669, la fosforilacié dels quals
inhibeixen l'activitat cinasa del receptor (Countaway i col., 1992); i finalment, (d) una regiod
citoplasmatica, dividida en dues regions, una de les quals conté el domini catalitic, domini tirosina-
cinasa, i a l'extrem carboxiterminal es troben localitzats diferents llocs d'autofosforilacid: Y-992, Y-
1068, Y-1086, Y-1148 1 Y-1173. L'autofosforilacié6 dona lloc a un canvi conformacional en el
domini tirosina-cinasa que permet una millor accessibilitat dels substrats al receptor ja que es
produeix una obertura de la conformacio6 del receptor (Ullrich i Schlessinger, 1990; Ferguson i col.,

2003).

Per la seva banda la regio extracel-lular es subdivideix en 4 dominis (I-IV) segons el
model proposat per Ullrich i Schlessinger I’any 1990 (Ullrich i Schlessinger, 1990). El domini I és
el domini amino-terminal, els II 1 IV son els dos dominis rics en residus de cisteina, i el domini III,
estaria situat entre els dos anteriors. Estudis recents han confirmat la importancia dels dominis I i I1I
per a la uni6 del lligand (Ogiso i col., 2002). La estructura inactiva del EGFR esta caracterizada per
una interaccié intramolecular entre els dominis II i IV envoltant el “bra¢ de dimeritzacid”
responsable de la interaccié receptor-receptor. Aixi es manté ErbB1 en una comformacié tancada

per la qual els dominis I i III estan apartats (Ferguson i col., 2003).

1.2.3.3. Distribucio tissular dels ErbB.

La importancia dels ErbB durant el desenvolupament queda demostrada amb 1’analisi
de ratolins modificats genéticament, de fet la manca de qualsevol dels ErbB resulta letal (Olayioye i
col., 2000). Més especificament, la manca de ErbB1 provoca la mort durant la fase embrionaria o

perinatal i els animals mostren anormalitats a multiples organs com el cervell, el pulmo, el tracte
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gastrointestinal i la pell (Miettinen i col., 1995). Els Knock Out per ErbB2 moren durant la gestacio
degut a una malformacié de les trabécules al cor (Lee i col., 1995), fenotip compartit pels knockout
de ErbB4 (Gassmann i col., 1995). En el cas de ErbB3 els ratolins moren durant la gestacio per la

deficient formacié de les valvules cardiaques (Erickson i col., 1997).

Taula 1.2.- Expressio dels ErbB a diferents organs i teixits humans.

ErbB1? ErbB2" ErbB3¢ ErbB4*

Estomac - + T+ T
Fegte ++ - ++ ++
Pancrees (acinus) ++ - - +

Ronyé (glomerul) - + - -

Bronquis ++ ++ ++ ++
Cor ND - + ++
Cortex adrenal - - 4+ ++
Medul‘la adrenal - - + +

Cervell - - ot

Testicles - - ++ +

Ovaris - + ++ +

Epidermis ++ ++ ++ ++

Els teixits van ser puntuats amb una escala semiquantitativa basada en la intensitat del marcatge: negatiu
(-); suaument positiu (+); moderadament positiu (++); fortament positiu (++); no determinat (ND).

a, descrit per Damjanov i col-laboradors (Damjanov i col., 1986)

b, descrit per Press i col-laboradors (Press i col., 1990)

¢, descrit per Pringent i col-laboradors (Pringent i col., 1992)

d, descrit per Srinivasan i col-laboradors (Srinivasan i col., 1998)

A T’organisme adult els receptors ErbB s’expressen en una gran varietat de teixits
d’origen epitelial, mesenquimal i neuronal, on desenvolupen un paper fonamental en processos de
desenvolupament, proliferacié i diferenciacid (Simon, 2000; Olayioye i col., 2000). Estudis
immunohistoquimics d’expressi6 de proteines realitzats en teixits humans d’individus adults
mostren com aquests receptors estan ampliament distribuits a 1’organisme: al tracte gastrointestinal,
urinari i respiratori, al sistema circulatori, endocri, nervios i reproductiu, i també a la pell. A la taula
1.2 es troba representada, de forma reduida, I’expressio dels quatre membres de la familia dels ErbB
a diferents Organs i teixits humans. La preséncia principal de uns o altres receptors als diferents
teixits determinara el tipus de senyal que es generara, ja que cada receptor, no només difereix en el

lligand que el reconeix, sin6 també pels senyals intracel-lulars que genera (veure apartat 1.2.3.4.).
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Al ratoli la majoria dels teixits expressen EGFR, entre altres: ronyo, intesti, cervell,
tiroides, etc, on I’expressié d’aquest receptor oscil-la entre 40.000-100.000 per cel-lula (Carpenter i
Cohen, 1979), pero ¢és al fetge on es concentren de forma més important, fins a 400.000 molécules/
cel. (Carpenter i Wahl, 1990), encara que altres autors augmenten aquesta xifra fins 3.000.000
molécules/cel. (Soley i Hollenberg, 1987). El fet que expressi elevats nivells d’aquest receptor
indica la elevada importancia de la senyalitzaci6 a través de ErbB1 en les funcions normals d’aquest
organ. Tot i aixd, la senyalitzaci6 a través de I’EGFR no és necessaria per a la correcta
organogenesi del fetge tal i com quedava demostrat pel desenvolupament normal dels fetges de
ratolins EGF-R/mull (Threadgill i col., 1995; Miettinen i col., 1995). Recentment ha estat descrit a
rata que durant la fase embrionaria i neonatal s’expressa a fetge ErbB2 (Carver i col., 2002), que
desapareix posteriorment, ja que a hepatocits de rata adult només s’expressen ErbB1 i ErbB3
(Carver i col., 1996; Carver i col., 1997), indicant que I’ErbB2 seria molt important per al

creixement i desenvolupament d’aquest organ.

Degut al fet que tots aquests receptors, i particularment ErbB1 i ErbB2, estan implicats
en el procés de proliferacio cel-lular i freqiientment estan sobreexpressats i/o mutats en diversos
tipus de cancer, s’han convertit en una diana per a I’estudi i tractament d’aquesta malaltia
(Danielsen i Maihle, 2002; Herbst, 2004, Boulougouris i Elder, 2002; Jaumaat i Giaccone, 2003).
Actualment es coneix que el primer membre de la familia, ErbB1, es troba sobreexpressat a molts i
diversos tipus de cancer com en alguns cancer de mama, de prostata, de bufeta, de rony6, de pulmo,
a més de trobar-se a tumors cerebrals i de genoll (Blume-Jensen i Hunter, 2001, Salomon i col.,
1995, Yarden i Sliwkowski, 2001). Del segon membre de la familia ErbB2 esta descrit que es troba
sobreexpressat també a alguns cancer de mama i de pulmé, i a d’altres com el de colon, de cervix,
d’endometri, d’esofag i de pancreas (Blume-Jensen i Hunter, 2001, Salomon i col., 1995; Yarden i
Sliwkowski, 2001). Tot i que existeixen pocs estudis que caracteriztin ErbB3 iErbB4 en cancer
huma, s’ha descrit que ErbB3 es troba sobreexpressat a alguns cancer de mama, colon, prostata i
estomac (Blume-Jensen i Hunter, 2001, Salomon i col., 1995; Yarden i Sliwkowski, 2001), mentre
que I’tltim membre d’aquesta familia de receptors, ErbB4, només es troba sobreexpressat a alguns

cancer de mama i als tumors de les cél-lules granulars de 1’ovari (Yarden i Sliwkowski, 2001).

A partir d’aquests coneixements s’han desenvolupat noves estratégies terapéutiques per
al tractament d’aquestes malalties, i son basicament dues: (a) I’s d’anticossos monoclonals dirigits

al domini extracel-lular d’uni6 al lligand, aixi s’inhibeix la uni6 del lligand i en molts casos
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s’indueix I’endocitosi del receptor (disminuint d’aquesta manera el nombre de receptors); o (b) 1’Gs
de petites molécules que competeixen amb I’ATP per la unié al domini cinasa, aixi es bloqueja
I’activacié del receptor i la posterior transduccié de la senyal (Rowinsky, 2004, Holbro i Hynes,
2004). Dins del grup d’anticossos desenvolupats podem destacar dos que han demostrat una elevada
eficacia i soén el Cetuximab (C255 o Erbitux), que s’uneix a ErbBl1, i I’Herceptina (Trastuzumab o
rhumMAD 4D5), que s’uneix a ErtbB2 (Yarden i Sliwkowski, 2001, Rowinsky, 2004). En quan a les
molecules sintetitzades per inhibir els ErbB podem destacar dos quinazolines: el Erlotinip (Tarceva
o OSI 774) 1 el Gefinitip (Iressa o ZD1839), el qual es troba clinicament més avangat, tots dos
desenvolupats contra ErbB1 (Jaumaat i Giaccone, 2003, Roskoski, 2004).

1.2.3.4. Transduccio de la senyal.

En unir EGF, el receptor dimeritza i s’autofosforila en residus tirosina especifics a
I'extrem carboxiterminal que serveixen com a lloc d’anclatge per proteines efectores (Olayioye i col.
2000, Yarden i Sliwkowski, 2001). Aquestes interaccions del receptor d’EGF amb les proteines
efectores, son el punt de partida per diferents cascades de transduccid de senyal (representades a la

figura 1.5), les més importants de les quals son:

i. Activaci6 directa de la fosfolipasa-Cy (PLC-y), la qual genera inositol-1, 4, 5-trisfosfat (IP3), que
permet la mobilitzacid de calci des del reticle endoplasmatic, i diacilglicerol (DAG) que juntament
amb el calci activaran la proteina cinasa-C (PKC) que doéna lloc als efectes mitogenics (Raper i col.,

1987).

ii. Activacio directa de la cascada de les MAP-cinases (la via de transduccid6 més important): la
proteina adaptadora Grb2 unida al receptor activat de 1'EGF, atrau a la proteina Sos cap a la
membrana plasmatica (Li i col., 1993) on activen a la proteina Ras pel bescanvi de GDP per GTP.
Posteriorment Ras s'uneix a la Ser/Thr-cinasa Raf-1 activant finalment la cascada de les MAP-
cinases (proteines activadores de la mitogénesi o proteines cinases associades a microtibuls)
(Davis, 1993). Shc també podria unir-se a Grb2 a l'inici de la cascada de senyalitzacid. Aquesta
proteina conté uns dominis anomenats CH1 i CH2 (dominis homolegs a col.lagen) que indicarien

una via de transduccié diferent de Ras (Bonfini i col., 1996).
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iii. Activaci6 indirecta de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), quan heterodimeritza amb ErbB3 i
ErbB4. La subunitat reguladora, p85, s'associa a aquests receptors, pero no a ErbB1, i activara aixi a

la subunitat catalitica, p110 (Olayioye i col., 2000).

A
EGF T

yw w2l w

>
S
©

sIopeIoIu|

SOS \

Ras |[—»| Raf PKB/Akt

0e|

PKC Ca™

SIe[N['[90BNUI SIOPRBIPIIA

V'd
*J
e b\
$101097H

Figura 1.5.- Esquema reduit de les vies de transduccié de senyal a través de ’EGFR. La uni6 de
I’EGF al seu receptor, ErbB1, provoca la formacié de homodimers o heterodimers amb altres membres
de la familia (ErbB2, ErbB3 i ErbB4), i la transduccié de senyal a través de diferents proteines cap al
nucli. Adaptat de Jorinssen i col-laboradors (Jorinssen i col., 2003) i Holbro i Hynes (Holbro i Hynes,
2004).

A banda d’aquestes cascades, existeixen algunes proteines que es troben associades
directament al EGFR quan aquest esta inactiu, i només son activades o tanslocades a una altra
localitzacio cel-lular quan uneix el seu lligand. Aquest és el cas de la proteina ZPR-1 (zinc-binding
protein) (Galcheva-Gargova i col., 1996) i els factors de transcripcié STAT (Olayioye i col., 1999;
Xiaicol., 2002;).

L'associacio entre les regions tirosina fosforilades i les proteines efectores, proteines
adaptadores o enzims, té lloc a traves de dominis SH2 (homoleg a Src-2), d'uns 100 aminoacids

(Songyang i col., 1993) o a través dels dominis SH3 (60-85 aminoacids), que reconeixen seqiiencies
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curtes i riques en prolina (Kuriyan i Cowburn, 1997). En determinats casos, la uni6 de les proteines
al receptor, via SH2, doéna lloc a la fosforilacié i a un canvi conformacional d’aquestes proteines
(GAP i PLC-y). Pero per altres proteines que no tenen domini catalitic (Grb2, p85, Nck i Shc)
funcionen com a adaptadors que permeten la interaccid entre el receptor activat i els altres
intermediaris, a través de dominis SH2 i SH3 (Schlessinger, 2000; Yarden i Sliwkowski, 2001;
Holbro i Hynes, 2004).

La unié de I’EGF al seu receptor inicia per una banda la transduccié de senyal pel
citoplasma i també el trafic del receptor que el relocalitza a la superficie cel-lular i dins del
compartiments intracel-lulars. Els EGFRs estan localitzats a uns microdominis de membrana
plasmatica que s’anomenen caveoles (Smart i col., 1999). S’ha estimat que la quantitat de EGFR a
les caveoles representa d’un 40 a un 60% del total de la poblacié present a la membrana (Mineo i
col., 1999). Un cop uneix ’EGF, es produeix una migracié dels receptors cap a unes zones riques
en clatrina on es produeix una rapida internalitzacié del receptor a través de vesicules recobertes
(Sorkin i Waters, 1993; Carpenter, 2000). Després de la internalitzacid els complexes van a parar a
endosomes primaris. Durant el trafic pel compartiment endosomal els receptors poden reciclar-se
cap a la superficie o dirigir-se cap als endosomes tardans i lisosomes, on tant I’EGF com el receptor
son proteoliticament degradats (Sorkin i Waters, 1993, Carpenter, 2000). Aquest fet explica la forta
disminuci6 d’ErbB1 en la superficie cel-lular després de la uni6 del lligand, que no s’observa a

altres ErbB (Olayioye i col., 2000).

Per al proces de internalitzacio d’ErbB1 es requereixen proteines amb activitat tirosina-
cinasa a I’interior cel-lular que interaccionen amb determinades seqiiencies del receptor
(Schessinger, 2003), com I’AP-2 (de proteina adaptadora), que és un complexe proteic associat a la
clatrina de la membrana plasmatica. Per a la uni6 a I’AP-2 i posterior internalitzacié és necessari
que ’EGFR estigui autofosforilat, per aquest motiu la tirfostina AG-1478 (inhibidor especific de
I’activitat tirosina-cinasa de I’ErbB1) pot bloquejar totalment aquest proces (Carpenter, 2000).
Posteriorment una altra proteina és 1’encarregada de dirigir EGFR cap als lisosomes: la SNX-1

(sorting nexin-1) (Dikic, 2003).

Tot 1 que la transduccid de la senyal comenca a nivell de la superficie cel-lular, aquest
fenomen no queda restringit a aquest compartiment ja que existeixen evidéncies de que a través dels
receptors situats al compartiment endosomal també té lloc la tranduccid de la senyal (Baass i col,

1995; Sorkin, 2001).
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El receptor d’EGF no forma tinicament homodimers EGFR-EGFR, siné que també es
formen heterodimers entre el receptor de 'EGF i membres de la mateixa familia (Riese i Stern,
1998). Aquest fet és important perque la cascada de senyalitzacid activada pels diferents dimers és
diferent. Per exemple, ErbB1-ErbB2 s’associen a un senyal més fort que al provocat per ErbB1-
ErbB1 (Grans-Porta i col., 1997). 1 encara que els 4 membres de ErbB tenen potencial per
estimular la cascada de cinases Raf-MEK-ERK (Jorinssen i col., 2003, Citri i col., 2003;
Carpenter, 2003), en canvi la fosfolipasa-Cy (PLC-y) s’uneix només a ErbB1, mentre que p85
(subunitat reguladora de la PI3K) s’uneix a fosfotirosines expecifiques de ErbB3 i ErbB4. Degut al
fet que les diferents linees cel.lulars expressen almenys 3 dels 4 tipus de receptors, implicaria una

competicio entre els receptors per a la formacio dels diferents dimers (7zahar i col., 1996).

1.2.4. Efectes biologics de I’EGF.

L'EGF, en tant que és un factor de creixement, el principal efecte que produeix és la
induccié o estimulacié de la proliferacid cel.lular; perd a banda d'aquest, actua també sobre una
gran varietat de processos fisiologics 1 metabolics que poden estar o no relacionats amb la seva
accié mitogeénica. En aquest apartat només farem una breu referéncia als efectes biologics més ben
descrits per ’EGF sobre I’organisme, pero en parlarem de forma més extensa dels efectes de ’EGF

sobre el fetge.

Els diferents efectes provocats per ’EGF son de vital importancia no nomeés a I’animal
adult, sind també durant el periode de gestacid, ja que una deficiéncia d’EGF durant aquest periode
incrementa el percentatge d’avortaments (Tsutsumi i Oka, 1987) i també s’ha descrit que
I’administracié d’EGF a rates gestants provoca una acceleracio en el creixement del fetus (Jansson i
Skarland, 1990). A més els experiments realitzats amb animals Knock Out per EGFR, dirigits a
I’estudi més acurat de la funcidé d’aquest receptor (Hom i col., 1998; Sebastian i col., 1998), han
mostrat la importancia de I’EGF durant I’etapa neonatal, ja que els animals moren poc després del

naixement.

S’han descrit nombrosos efectes de ’EGF a diferents teixits i organs. Els primers
efectes biologics coneguts de l'accié de I'EGF es van descriure a l'epidermis, ja que induia
I’obertura prematura de les parpelles i I'erupcié avancada dels incisius en ratolins nounats. Aquest

fet era conseqiiéncia d'un increment del gruix i de la queratinitzacio de l'epidermis (Cohen, 1962,
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Cohen i Elliot, 1963). Posteriorment a 1’animal adult s'ha descrit que 1'EGF intervé en el
manteniment del gruix de I'epidermis (Tsutsumi i col. 1987) aixi podria tenir un paper terapeutic per
a la cicatritzacid de les ferides. En humans, I'EGF que s'allibera des de les plaquetes després de que
es produeixi una ferida produeix un augment de la divisio cel.lular i sintesi de DNA, migracio
cel.lular, increment de la deposicié de matriu extracel.lular i sintesi de col.lagena, etc, dirigides
totes aquestes respostes al tancament de la ferida (Bennett i Schultz, 1993). Recentment s’ha descrit
que [I’tGs terapéutic de gels amb EGF poden prevenir la formacié anormal de col-lagena a les

ferides, tenint aixi un efecte beneficios per a la seva correcta cicatritzacié (Babul i col., 2004).

En el tracte digestiu, s'ha descrit un efecte citoprotector de I'EGF. Influeix en el
desenvolupament, maduracio, citoproteccio, i regulacio de les secrecions del tracte gastrointestinal
(Fisher i Lakshmanan, 1990). A nivell de jeju s'ha demostrat, mitjangant estudis realitzats en ratoli i
en conill, que I'EGF contribueix a la regulacié del transport intestinal ja que incrementa 'absorcid
de l'aigua, Na', CI i glucosa (Bird i col., 1994). La funci6 citoprotectora és la més ben definida de
I'EGF al tracte digestiu. L'analisi d'animals sialoadenectomitzats permet observar com incrementa la
susceptibilitat de la mucosa a lesions induides per HCI, etanol, aspirines, sals biliars i per 1'estres, i
com es retarden el tancament de les ulceres (Allen i col., 1993). En rates s'ha descrit que I'estrés
provoca un alliberament de I'EGF per la qual causa aquest factor és més abundant en la llum
gastrica (Konturek i col., 1991); aixi inhibiria la secrecid acida gastrica, estimularia la proliferacio

de la mucosa i la protegiria de possibles ulceracions.

En el teixit adip6s blanc s’ha demostrat que ’EGF exerceix un efecte dual, ja que per
una banda estimula la proliferacié i bloqueja la diferenciacio dels preadipocits en cultiu (Serrero,
1987) 1 “in vivo” (Serrero i Mills, 1991), mentre que en adipocits diferenciats, aquest factor de
creixement promou 1’acumulacid de lipids. Aquest ultim efecte és degut a que ’EGF, a I’igual que
la insulina, augmenta I’activitat acetilCoA-carboxilasa, estimula la lipogénesi (Haystead i Hardie,
1986), 1, per altra banda, interfereix la resposta lipolitica de les catecolamines (Tebar i col., 1993;

Tebar i col., 1996).

S'han descrit altres efectes provocats per 'EGF, a banda dels anteriorment detallats.
L’EGF pot actuar directament sobre el sistema nervidés central (SNC) ja que a la glandula
pituitaria produeix un increment de la secreci6 de Il'hormona luteilitzant (LH), de
lI'adrenocorticotropina (ACTH) i de prolactina (Luger i col., 1988), i en glandules adrenals estimula

la sintesi de cortisol (Carpenter i Walh, 1990). A més actua com a factor de supervivencia per les
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neurones del sistema nervids central (Plata-Salaman, 1991; Mazzoni i Kenigsberg, 1992). Per altra
banda, també han estat descrits importants efectes de I’EGF a nivell de I’aparell reproductor.
Sobre el sistema reproductor masculi s'ha observat que a les cel.lules de Leydig "in vitro" I'EGF

estimula la produccié de testosterona (Syed i col., 1991).

L’EGF pot afectar al comportament natural desenvolupat per animals nocturns com
els hamsters i els ratolins. Kramer 1 col-laboradors (Kramer i col., 2001) van observar que I’EGF
bloquejava 1’activitat locomotora (running-wheel activity). Aquest bloqueig també era produit pel
TGF-a, mostrant aixi la rellevancia dels lligands de ErbB1 sobre aquest tipus de comportament.
Perd recentment s’ha descrit que aquest mateix efecte pot ser produit per un altre membre de la
familia de I’EGF, la neuregulina-1 (NRG-1) (Snodgrass-Belt i col., 2005), indicant que les
respostes comportamentals no soén controlades exclusivament pels lligands de ErbB1, sind que la

regulacié és molt més complexa.

1.2.4.1. Efectes de ’EGF en el fetge.

Molt importants son els efectes que I'EGF produeix en el fetge on té un considerable

efecte mitogenic i on també participa de la regulacié de diferents vies metaboliques.

L'EGF estimula la sintesi de DNA i la proliferacié d'hepatocits adults i de nounats "in
vitro", i provoca hipertrofia i hiperplasia en fetges de rata "in vivo" (Marti i col., 1989). En estudis
realitzats amb nounats de conill, 'administracié d'EGF fa incrementar el pes del fetge, el contingut
de DNA i la concentracié de proteines; augmenta el flux biliar i I'excrecid de sals biliars (Opleta i
col., 1987). El potent efecte mitogénic de seguida va portar a investigar la participacié de ’EGF en

la regeneracid hepatica.

La regeneracio hepatica és un procés molt ben coordinat en el qual participen citocines
(Selzner i col, 2003), comitogens i factors de creixement (Fausto i col., 1995). L’estudi dels
esdeveniments que tenen lloc després de la pérdua de massa hepatica provocada per I’hepatectomia
parcial ha permes identificar dues fases (Fausto, 2000): (1) la transicié dels hepatocits quiescents
cap a l’activaci6 del cicle cel-lular (priming), i (2) la progressio cap al punt de restriccid de la fase
G1 del cicle. La fase de priming estaria sota el control de les citocines i la segona estaria governada
pels factors de creixement, entre ells I’EGF. Pero anteriorment ja havia estat descrita la importancia

de PEGF com a senyal actiu durant I’entrada de la cél-lula en G1 (Michalopoulos, 1990). Després
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d’una hepatectomia parcial els EGFR s’activen i disminueix el nombre de receptors a la membrana
molt rapidament (Rubin i col., 1982), I’EGF actuaria en aquestes etapes inicials, i posteriorment

actuaria un altre lligand com el TGF-a (Michalopoulos i DeFrances, 1997).

Noguchi i collaboradors van descriure que després d'una hepatectomia parcial
augmenten els nivells d'EGF en plasma i disminueixen en les glandules submaxil.lars (Noguchi i
col., 1991). Els responsables d'aquest increment al torrent circulatori poden ser: la secrecid per part
de la glandula (provocada per 1’adrenalina alliberada per la intervencio), i la propia pérdua de massa
hepatica (impedint, en part, la seva eliminacié de plasma). Aquests mateixos autors van observar
com la sialoadenectomia retardava el pic de sintesi de DNA després de 1’hepatectomia parcial fins a
les 24 hores. Pero I’EGF que actua a fetge no només prové de la secrecié endocrina de les glandules
submaxil-lars, també ha estat descrita una certa activitat paracrina de ’EGF al fetge (Mullhaupt i
col., 1994), ja que es detecta la sintesi de RNAm d’EGF i del seu péptid en aquest teixit després
d’una hepatectomia parcial. El fetge regenerant ret¢ 3 vegades més EGF que un fetge control,
disminueix el transport i la degradacié lisosomal; i també incrementa el percentatge de complexos

EGF-receptor que deriven cap al nucli (Raper i col., 1987).

Estudis recents han mostrat com altres lligands de ErbB1 com I’'HB-EGF (Kiso i col.,
2003) 1 I’amfiregulina (Berasain i col, 2005) intervenen també en les fases inicials de la
regeneracié hepatica. Aquesta redundancia en 1’actuacio dels diferents factors de creixement resulta
una garantia per a una correcta regeneracio hepatica davant la possible manca de qualsevol d’ells.
Aixi queda demostrat als ratolins TGF-o/null en els quals es detecta un augment compensatori de

I’EGF després d’una hepatectomia parcial (Russell i col., 1996).

Entre els efectes metabolics provocats per ’EGF podem destacar que aquest factor de
creixement activa la gliconeogenesi d'una forma rapida i transitoria tant en fetges perfosos (Rashed i
Patel, 1991) com en hepatocits aillats de ratolins dejunats (Soley i Hollenberg, 1987) i de rates
dejunades (Soler i Soley, 1993), requerint la preséncia de calci. La transitorietat d'aquest efecte és
degut a que 'EGF, de forma contraria a les catecolamines, no activa la lipolisi endogena en els
hepatocits d'animals dejunats necessaria per tal que existeixi una assequibilitat d'acids grassos
endogens que permetin l'efecte continuat de la gliconeogénesi (Soler i Soley, 1993). Els estudis
amplis 1 complexes de Soler (Soler, 1991) porten a la conclusié que els efectes de I’EGF sobre la
gliconeogénesi no tenen tant sentit metabolic (aport de glucosa a la sang) com estan relacionats amb

el conjunt d’efectes de I’EGF en els hepatocits, especialment els mitogénics.
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Per altra banda també afecta al metabolisme del glicogen ja que estudis realitzats en
hepatocits aillats de rata (Quintana i col., 1995) i ratoli (Grau i col., 1996) indiquen que 'EGF té un
efecte glicogenolitic. Grau i col-laboradors van demostrar que aquest efecte era produit per un
augment de l'activitat de la glicogen fosforilasa a, com a conseqiiéncia d'un increment de la
concentraci6 de calci a l'interior de la cel.lula (Grau i col., 1996); en contrast amb I'acci6é produida
per les classiques hormones glicogenolitiques (adrenalina i glucagd), I'EGF no inhibeix la glucolisi,
sind que, contrariament, incrementa el flux glicolitic per una major assequibilitat de la glucosa-6-
fosfat (G-6-P) (Quintana i col., 1995). Aquest efecte glicogenolitic s'observa també “in vivo” (Grau
icol., 1996).

S'ha observat que I'EGF estimula la via de les pentoses fosfat en hepatocits aillats de
rata, mitjancant l'activacié de lI'enzim glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (G-6-PDH) (Conricode i
Ochs, 1990), creant-se aixi les riboses fosfat necessaries per a la sintesi de DNA i també poder
reductor per a la sintesi d'acids grassos (necessaris per formar els fosfolipids de les membranes). En
hepatocits aillats I'EGF estimula la sintesi dels acids grassos, a través d’un increment de la
fosforilaci6 de l'acetilCoA-carboxilasa (Holland i Hardie, 1985). També incrementa la fosforilacio

d'un altre enzim d'aquesta mateixa via, com és I'ATP citrat-liasa.

Igual que els efectes de I’EGF sobre la gliconeogeénesi, els estudis de Quintana
(Quintana i col., 1995) i Grau (Grau, 1996) en el nostre laboratori, aixi com els d’altres laboratoris,
en relacio a I’efecte de I’EGF sobre el metabolisme del glicogen i la lipolisi, porten a la conclusio
que tots aquests efectes de I’'EGF s’entenen millor en el context de 1’accié d’aquest peptid en el

fetge, que en I’estrictament metabolic.

1.3. L’EGF I L’ESTRES.

1.3.1. Concepte d’estres.

L’estrés és un terme amb el cual estem molt familiaritzats actualment, 1 per tant pot

semblar un concepte relativament modern, perod ja va ser introduit a principis del segle passat per
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Walter B. Cannon, primer, i desenvolupat per Hans Selye, després. Malgrat aixo definir-lo, en

termes rigurosament cientifics, ha resultat una tasca altament problematica.

L’estrés és un concepte molt ampli que inclou, no només tot un conjunt de canvis
provocats per I’acci6 d’una amplia varietat d’estimuls que poden afectar a la integritat de
I’organisme, és a dir, entendre I’estrés com a resposta (efecte), sind que també dins d’aquest
concepte queden englobats els agents que modifiquen aquesta integritat, és a dir, els estimuls
estressants (causes). Per aquest motiu a continuacié parlem per separat de I’estrés com a resposta i
de la classificacio dels diferents agents causants d’estrés o estimuls estressants. L’estrés s’entén, en

termes generals, com un estat que amenaca [’homeostasi de 1’organisme (Stratakis i col., 1995).

Cannon va ser el primer en introduir el concepte d’homeostasi durant els seus estudis
realitzats la primera meitat del segle XX. Va postular que I’exposicio a diferents estimuls podien
afectar a I’homeostasi de I’organisme, provocant diferents canvis fisiologics i psicologics, i que era
el sistema simpatic la primera linia de defensa davant aquests agents (Cannon i Paz, 1911; Cannon,
1914; Cannon, 1929). Amb posterioritat va ser Hans Selye qui va enunciar més acuradament el
terme d’estrés o “sindrome d’estrés” com: “resposta no especifica de 1’organisme davant qualsevol
esdeveniment nociu que 1’afecta” (Selye, 1936). Va ser ell qui va extendre les nocions d’homeostasi
de Cannon perqué va incloure les respostes mediades per I’eix hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA)

i altres respostes hormonals (Kopin, 1995).

Des d’aleshores s’han realitzat nombrosos estudis en aquest ambit per tal d’elaborar
una definicio exacte del concepte d’estres, i son moltes les definicions que podem trobar a la
bibliografia, perd encara avui dia cap d’elles no ha rebut un consens generalitzat entre els
investigadors. Tot i aix0, degut al fet que la resposta a estrés ha estat una resposta evolutiva
positiva, una definicié de I’estrés que és altament acceptada va ser la postulada per Vigas 1’any
1980 (Vigas, 1980). Segons Vigas ’estrés seria la resposta de I’organisme, desenvolupada al llarg

de la filogenia, als agents que de forma simbolica o real posen en perill la seva integritat.

En biomedicina, el terme d’estrés es refereix a les situacions en les quals una
determinada experiéncia produeix un augment de glucocorticoides i de catecolamines (McEwen,
2000), i aquesta és, potser, la definicié més indicada en el nostre cas, degut al tipus d’estudi que

hem desenvolupat en aquest treball.
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Actualment es coneixen els centres, vies i neurotransmisors implicats en aquesta
resposta a ’estrés. Amb independéncia de I’agent inductor I’estrés suposa tant 1’activacio sistema
nervids simpatic medul-lo-adrenal (SMA) com 1’eix hipotal-lem-hipofisi-corticoadrenal (HPA)
(Stratakis i col., 1995). La intensitat amb la que ambdds sistemes s’activen depeén, a més de la
intensitat de ’estimul, dels mecanismes necessaris que la poden modular (Kopin, 1995). Pero
malgrat que existeixen tota una série de reaccions perfectament coordinades dirigides a recuperar
I’homeostasi de 1’organisme, en ocasions aquesta resposta no esta totalment controlada. Els
mediadors de la resposta estressant (catecolamines i glucocorticoides) son els responsables de
promoure els canvis fisiologics i metabolics per tal de protegir I’organisme, perod també cal que
aquests canvis desapareguin quan ja no siguin necessaris (McEwen, 2000). Per aquest motiu quan
aquesta operacié d’activacid/inactivacié de la resposta a 1’estrés és ineficient es poden produir tot
un conjunt de disfuncions fisiologiques i psicologiques que nosaltres podem analitzar: ansietat i
depressid (Halbreich, 1987), disfuncions neuroendocrines (Sapolsky, 1992) i cardiovasculars
(Bohus i Koolhaas, 1993; Steptoe, 1993) i també s’augmenta la susceptibilitat a malalties mediades

pel sistema immune (Munck i col., 1984).

Una ultima consideracio a tenir en compte quan estudien la resposta a I’estres, és el fet
que existeixen moltes diferéncies individuals a 1’hora d’interpretar i respondre a un determinat
estimul estressant, i que son conseqiiéncia d’una determinada predisposicido genética i ambiental
(McEwen, 2000). Per aquest motiu és molt important considerar aquest fet a ’hora de dissenyar els

experiments i interpretar els resultats.

1.3.2. Estimuls estressants.

Resulta molt dificil I’elaboracié d’una unica classificacio dels estimuls estressant ja
que sovint €s complicat identificar el component principal que caracteritza a 1’estimul estudiat. I
depenent de les caracteristiques de cada estimul o agent estressant, les rutes implicades en

I’activaci6 de la resposta i el patré final d’aquesta sera diferent (Kopin, 1995).

Malgrat aquest fet una classificacié molt extesa en va ser la postulada per Herman i
Cullinan (Herman i Cullinan, 1997). Segons ells els estimuls estressants es poden classificar en dos
grans grups: aquells estimuls que actuen a través de centres que connecten directament amb el nucli
paraventricular de I’hipotal-lem (NPV), i altres que necessiten d’una elaboracié de la informacié a

estructures superiors del sistema nerviés central (SNC) i semblen ser canalitzades a través de les
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estructures limbiques. Els primers es coneixen amb el nom d’estimuls sistemics o fisics, els segons
es coneixen com a estimuls emocionals. Un exemple d’estimuls emocionals son els provocats per
I’estrés social (derrota social, aillament social, etc.), mentre que entre els estimuls fisics podem

trobar 1’exposicio a endotoxines o I’administracio6 de citotoxics.

Aquesta classificacié pero, no es sempre adequada ja que ens podem trobar davant
d’algunes situacions que tenen components d’ambdos tipus d’estimuls, per exemple existeixen
estimuls emocionals com sén la immobilitzacid, la restriccié de moviment (restraint) o I’exposiciod
a determinats sorolls, que tenen un elevat component fisic. Aixi encara podriem parlar de la
existéncia d’un possible tercer grup d’estimuls estressants mixtes (Vallés-Sanchez, 2002; Dal Zotto,

2002).

Tal i com s’ha indicat a I’apartat anterior (apartat 1.3.1) un altre factor a tenir en
compte a I’hora d’estudiar la resposta a 1’estreés €s la intensitat de 1’estimul que el provoca (Kopin,
1995), ja que la magnitud de la resposta dependra de la forma com I’organisme hi és exposat.
Aquest fet permet elaborar un altre tipus de classificacio en la qual els estimuls no es diferencien
qualitativament sino quantitativament. Aixi parlarem d’estimuls aguts provocats per una exposicio
que pot durar de segons a hores i estimuls cronics, els quals poden ser cronics intermitents (si
I’estimul es repeteix discretament i diariament durant un determinat nombre de dies) i cronics

continus (si 1’exposicid es continua i prolongada) (Marti i Armario, 1998).

1.3.3. Organitzacio funcional dels eixos implicats en la resposta a I’estres.

En resposta als diferents estimuls estressants es produeix I’activacio de 1’eix
hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA) 1 també el sistema nerviés simpatic (SNS), separable
funcionalment en els nervis simpatics (NS) i el sistema simpatic medul-lo-adrenal (SMA). Com a
conseqiiéncia de 1’activacid d’aquests eixos es produeix I’alliberacido de glucocorticoides ( del
cortex adrenal via HPA), adrenalina (de la medul‘la adrenal via simpatica) i de noradrenalina
(procedent de la medul‘la adrenal i de les terminacions simpatiques). L activacié d’un d’ells implica
I’activacié de I’altre, perqueé funcionalment estan interrelacionats: existeixen projeccions de les
neurones secretores de CRH del nucli paraventricular (NPV) de I’hipotal-lem cap al locus ceruleus
(LC) (Willenberg i col., 2000), i per altra banda projeccions de les neurones catecolaminérgiques

que viatgen des del LC cap al NPV (Elenkov i col., 2000).
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Si bé és cert que independentment de les caracteristiques particulars dels estimuls
estressants, aquests provoquen 1’activacio del sistema nervids central (SNC), la resposta final que
podem detectar és molt especifica de I’estimul que la provoca. Aixo és degut al fet que cada agent
activa preferentment una de les vies anteriorment citades produint diferents increments
d’adrenalina, de noradrenalina o de ACTH. Per exemple, I’augment d’adrenalina en plasma després
de I’administracié de insulina (3.0 UI), que s’injecta per induir hipoglucémia, predomina sobre la
noradrenalina o ACTH, coherent amb 1’efecte homeostatic de la adrenalina per tal d’antagonitzar
I’efecte de la insulina i provocar ’alliberacié de glucosa des del fetge (Kopin, 1995). A la taula 1.3
podem observar altres exemples de com ’accié de diferents estimuls estressants activen cadascuna

d’aquestes vies.

Taula 1.3 .- Resposta a diferents estimuls estressants de I’eix hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA),
sistema medul-lo-adrenal (SMA) i els nervis simpatics (NS).

Condicio HPA SMA NS
Exposici6 fred amb hipotérmia + ++ 4+
Exposici6 fred sense hipotérmia 0 + +++
Exercici + ++ +++
Privaci6 de glucosa -+ +++ +
Immobilitzaci6 (rates) -+ -+ 4+
Cirurgia + + ++

Les diferents intensitats s’indiquen de 0 a ++++. Existeixen generalment més associacié entre HPA i
SMA, que entre SMA i NS. Adaptat de Goldstein (Goldstein, 2003).

1.3.3.1. Activacio de I’eix hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA).

L’eix hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA) és un dels principals sistemes involucrats en
la resposta de ’organisme davant els estimuls estressants, i son molt els estudis que s’han realitzat
per tal d’aclarir perque els glucocorticoides, efectors finals induits per 1’activacié d’aquest eix, son

tan importants en la resposta a 1’estres.

En resposta als estimuls estressants les neurones del nucli paraventricular (NPV) de
I’hipotal-lem  sintetitzen i alliberen 1’hormona alliberadora de corticotropina (corticotropin-
releasing hormone, CRH), juntament amb vasopresina (arginina vasopresina, AVP), entre altres
neuropeptids (Cullinan i col., 1995;Dallman., 1993; Johnson i col., 1992). Perd el CRH, péptid de
41 aminoacids (Vale i col., 1981), és la principal molécula de 1’eix HPA produida en resposta a

Destrés (Antoni, 1986). Un cop sintetitzat, el CRH viatja a través de les projeccions axoniques des
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del NPV fins a la lamina externa de I’eminéncia mitjana (EM) on s’allibera a uns capil-lars
especialitzats que van a parar a la pituitaria anterior o adenohipofisi. Alla el CRH interacciona amb
receptors especifics acoblats a proteines-G (CRF-R1) situats a la superficie de les cel-lules
corticotropes (Miller i O’Callaghan, 2002). Aquesta unid provoca la estimulacié de la sintesi i
posterior proteolisi de la pro-opiomelanocortina (POMC), precursor de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) i altres peptids neuroactius (Vale i col., 1981, Turnbull i Rivier, 1997).
Finalment 1’alliberaci6 d’aquesta hormona indueix fortament la secreci6é de glucocorticoides des de
la zona fasciculata del cortex adrenal conjuntament amb mineralocorticoides i androgens adrenals
des d’altres zones de ’escorca adrenal (Miller i O’Callaghan, 2002; Charmandari i col., 2005). A
la figura 1.6 queda representada com es produeix 1’activaci6 de 1’eix HPA i I’alliberacio dels

glucocorticoides des de I’escorga adrenal.

Els glucocorticoides, efectors finals de 1’eix HPA, sén hormones pleiotropiques que
exerceixen els seus efectes a través dels seus receptors intracel-lulars distribuits ubiquament (Munck
i col, 1984, Bamberger i col., 1996, Kino i Chrousos, 2001). La seva alliberacio esta regulada per
mecanismes de retroinhibicid, que actuen a nivell de 1’hipofisi, I’hipotal-lem i I’hipocam, inhibint la
seva propia secrecid (Johnson i col., 1992; De Kloet i col., 1993, Tresguerras i col., 2000) perque
aixi limiten la exposici6 de ’organisme a ells mateixos i minimitzen els seus efectes catabolics,
lipogénics, antireproductius i immunosupressors d’aquestes hormones (Charmandari i col., 2005).
Els glucocorticoides exerceixen les seves accions un cop son alliberats a la circulacié general via
venes medul-lars des del cortex adrenal. Perd també es poden alliberar a I’area medul-lar de la
propia adrenal, via sang sinusoidal. Aquesta alliberacio local de corticosteroides permet un control
hormonal de I’adrenalina, ja que queda regulat 1’enzim responsable de la conversié de noradrenalina

a adrenalina (Rosol i col., 2001).
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Figura 1.6.- Anatomia funcional de Dl’eix hipotal-lem-pituitaria-
adrenal (HPA). AVP, arginina vasopresina; CRF/CRH, factor
alliberador de corticotropina; L.H., hipofisial inferior; S.H., hipofisial
superior. Adaptat de Turnbull i Rivier (Turnbull i Rivier, 1999).

1.3.3.2. Activacio del sistema nervios simpatic (SNS).

El sistema nervios simpatic (SNS) i I’eix hipotalem-pituitaria-adrenal (HPA) sén
elements essencials per a mantenir I’homedstasi perd no només quan es veu amenagada per 1’accid
dels agents estressants sino també en condicions basals. En condicions de repos les catecolamines
regulen el metabolisme energétic, el ritme cardiac, la pressioé sanguinia i la termogenesi (Elenkov i

col., 2000).

Actualment es coneix que 1’activacié aguda del sistema nervids simpatic provocada
pels diferents estimuls estressants s’inicia a les neurones catecolaminérgiques del locus ceruleus
(LC) situat a I’escorca cerebral (Vanltallie, 2002; Miller i O’Callaghan, 2002). Des d’aquest nucli
les fibres eferents surten del sistema nervids central (SNC) pels nervis toracics i lumbars (conegut

com sistema toraco-lumbar). La majoria d’aquestes fibres finalitzen en ganglis localitzats al llarg de
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la medul-la espinal. D’aqui surten unes altres fibres anomenades post-ganglionars que van a parar
als diferents organs inervats. Aquestes terminals simpatiques s’anomenen noradrenérgiques perque
alliberen noradrenalina (NA). Per altra banda la inervacidé que arriba directament a la medul-la
adrenal, via fibres pre-ganglionars i que tenen com a neurotransmissor I’acetil-colina, provoca
I’alliberacio de adrenalina (A) i, en menor proporcid, de noradrenalina (NA) (relaci6 4:1) cap a la

circulacié sanguinia (Elenkov i col., 2000). L activacio del SNS es troba reprentada a la figura 1.7.
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Figura 1.7.- Anatomia funcional del sistema nerviés simpatic (SNS). El sistema nervios simpatic és
funcionalment separable en els nervis simpatics (NS) i el sistema nervids simpatic medul-lo-adrenal
(SMA). NPV, nucli paraventricular; LC, locus ceruleus; A, adrenalina; NA, noradrenalina. Adaptat de
Elenkov i col-laboradors (Elenkov i col., 2000).

Durant décades, degut als experiments realitzats amb rates, es creia erroniament que
I’adrenalina circulant actuava directament sobre la glandula pituitaria controlant aixi I’alliberament
de I’hormona adrenocorticotropa (ACTH). Segons aquesta hipotesi en la resposta a I’estrés
I’adrenalina alliberada des de 1’adrenal era el primer pas que controlava la secrecié6 de I’ACTH
(Wurtman, 2002). Pero posteriorment experiments realitzats en humans no van poder demostrar cap
efecte consistent entre 1’adrenalina i la secrecié de ’ACTH. Per aquest motiu, avui en dia ja no es

creu que I’adrenalina controli la secrecid final de glucocorticoides mentre que si que ha estat
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demostrat que aquestes hormones controlen tant la sintesi com la secrecid d’adrenalina (Wurtman i

Axelrod, 1965; Pohorecky i Wurtman, 1971).

1.3.4. Efecte de les catecolamines i de I’estreés sobre la secrecio d’EGF.

Son varies les hormones que influeixen en I’acumulaci6 d’EGF a les glandules
submaxil.lars (veure apartat 1.2.2.). Només unes perd estimulen la rapida secrecié d’EGF tant cap a
la saliva com cap a la sang, sén les catecolamines. Fou ja al 1974 quan Byyny i col-laboradors
(Byyny i col., 1974) van observar que I’administracié d’un agonista a,-adrenérgic, provocava
I’augment de la concentraci6 d’EGF al plasma. Molts anys després Tuomela (Tuomela, 1990)
primer, i Grau i col-laboradors (Grau i col., 1994) al nostre laboratori després, van demostrar que

aquest EGF del plasma provenia de les glandules submaxil.lars.

Aquests resultats suggereixen que 1’estrés hauria de provocar 1’alliberament de I’EGF
cap a la sang. En efecte, Maria Pau Mena va demostrar al nostre laboratori que aix0 era aixi (Mena,
1999). Ella va sotmetre ratolins mascles a estrés per immobilitzacié durant periodes de temps de
fins a tres hores, i va observar que es produia un rapid, pero transitori, increment de la concentracid
d’EGF al plasma. En el mateix treball va poder demostrar que aquest EGF provenia de les glandules
submaxil.lars. Posteriorment jo mateixa, durant els experiments realitzats per a obtenir el grau de
Master Experimental en Bioquimica, vaig poder detectar com I’estrés provocat al ratoli per la
restriccid de moviment (restraint) també provocava un increment de I’EGF al plasma que anava
acompanyat d’una disminucio de les concentracions d’EGF a les glandules submaxil-lars (Sdnchez,

1999).

1.3.5. Efecte de ’EGF sobre les accions de les catecolamines.

Degut al fet que les concentracions de catecolamines al plasma es mantenen elevades
durant I’estrés i encara un temps després de la desaparicio de 1’estimul estressant (Sgoifo i col.,

1997), els teixits estan exposats a una estimulacié combinada de ambdos: catecolamines i EGF.
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1.3.5.1. Efectes metabolics.

Tal i com s'ha descrit anteriorment (veure apartat 1.3.4.) les catecolamines estimulen la
secrecio6 d’EGF des de les glandules submaxil.lars a través de l'activacié de receptors -
adrenergics. Per altra banda, el nostre grup d'investigacié va observar que el propi EGF interferia

als efectes metabolics més caracteristics de les catecolamines.

Les catecolamines provoquen els seus efectes a través dels receptors adrénergics. S'han
descrit 3 grans grups d'adrenoreceptors: ay, o, 1 . La interaccié d'aquests receptors amb els
diversos tipus de proteines G descrites (Gs, Gq, Gi entre altres) provoca finalment I'activacio dels
diferents sistemes efectors (Strasser i col., 1992). Els receptors a,-adrenérgics a través de proteines
Gq activen la fosfolipasa C- (PLC-p), que catalitza la hidrolisi del fosfatidil inositolbifosfat (PIP2)
generant els segons missatgers: inositol-1, 4, 5-trisfosfat (IP3), induint l'alliberacié de calci del
reticle endoplasmatic; i diacilglicerol (DAG), que juntament amb el calci, provoca l'activacio de la
proteina cinasa-C (PKC) (Garcia, 1993). Per altra banda, els receptors a,-adrenérgics a través de
proteines G, del tipus inhibitori Gi, interacciona amb Il'adenilat ciclasa (AC) provocant una
disminuci6 dels nivells d'AMP ciclic (AMPc) intracel.lular (Summers i McMartin, 1993). El tercer
grup d’adrenoreceptors, el tipus B, interaccionen amb proteines G, del tipus estimulador Gs,
provocant 1’accié contraria dels receptors o,-adrenérgics, és adir, que incrementa la concentracid
d’AMP a l’interior cel.lular, induint 1’activacié de la proteina cinasa-A (PKA), que per la seva
banda fosforila diferents substrats, entre ells CREBP (cAMP responsive element binding protein)
(Schenk i Snaar-Jagalska, 1999).

A nivell hepatic, les catecolamines alliberades durant 1’estrés estimulen la degradaci6
del glicogen mitjancant ’activacié de receptors de tipus a,, els quals provoquen un increment de
calci intracel.lular (Ca *"), i també receptors del tipus B, provocant un increment de la concentracid
d'AMP ciclic (AMPc). Al nostre grup d’investigacié haviem observat com I’EGF també estimulava
la glicogenolisi en hepatocits aillats de rata (Quintana i col., 1995) i ratoli (Grau i col., 1996), i per
aquest motiu Grau i col-laboradors van voler analitzar si existia un efecte sineérgic que podria tenir
lloc com a resultat de la interaccid de les catecolamines i ’EGF. Van observar que la degradaci6 de
glicogen provocada per aquesta combinacié era menor que la produida unicament per 1’adrenalina
(Grau i col., 1997). Aquesta capacitat de I’EGF d’interferir I’efecte de I’adrenalina es produia tant
“in vitro” com “in vivo”. En el mateix treball estudien els mecanismes que produeixen aquesta

interferéncia en hepatocits aillats. Mitjangant 1"as d’un inhibidor poc selectiu de les
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fosfodiesterases, I'IBMX, van observar que aquest producte eliminava ’efecte inhibidor de ’EGF
sobre I’increment en els nivells d’AMPc provocat per ’adrenalina i també pel glucagd. D’aquesta
manera s’indicava que la interferéncia era deguda a la reducci6 en la intensitat del senyal d’AMPc,
sense que ’EGF afectés el de Ca **. Per aix0 els estimuls glicogenolitics induits per un increment
del Ca *" com els generats per la hormona vasopressina (VP) (Johnson i col., 1986; Johnson i
Garrison, 1987) o la fenilefrina (agonista a,-adrenérgic) no es veuen afectats per I’'EGF (Grau i

col., 1997).

Per altra banda, al teixit adipés, les catecolamines estimulen la lipdlisi mitjangant
l'activacié de receptors P-adrenérgics. Aquesta accid lipolitica es produeix per la fosforilacié de la
lipasa sensible a hormones (HSL) i de la perilina A per la proteina cinasa-A (PKA) (Holm i col.,
2000). En aquest teixit, s'ha observat un efecte antilipolitic de 'EGF, ja que modula la quantitat
d'AMP ciclic produit per l'isoproterenol (agonista B-adrenergic) en adipocits aillats de rata (Tebar i
col., 1993) 1 encara que els efectes de ’EGF mimetitzen les accions de la insulina, a I’hora de
modular les concentracions d'AMP ciclic, els mecanismes involucrats son diferents (Tebar i col.,
1996). Aquest mateix efecte va ser detectat posteriorment “in vivo” al ratoli (Tebar i col., 2000).
Tebar i col-laboradors al nostre laboratori van demostrar que tant I’EGF alliberat de forma
endogena com ’EGF administrat exogenament interfereix en la accid lipolitica provocada per les
catecolamines: quan més baixa es la concentracid6 d’EGF al plasma, més intens era ’efecte de

I’adrenalina sobre el teixit adipds (Tebar i col., 2000).

1.3.5.2. Efectes cardiovasculars.

Donat que s’havia observat que I’EGF reduia 1’efecte glicogenolitic en el fetge i el
lipolitic en el teixit adipds, en tots dos casos a través de la interferéncia sobre el senyal d’AMP
ciclic mediat pels receptors f-adrenérgics, es va voler estudiar si també succeia el mateix en el cor.
Aquest teixit €s una diana molt important de les catecolamines on provoquen un augment de la
ionotropia (forca de contraccid) i de la cronotropia (ritme de contraccio), efectes mediats per la
estimulaci6 f-adrenérgica. Aixi, Susanna Faraudo en el nostre laboratori va estudiar 1’efecte de
I’EGF sobre el senyal d’AMP ciclic generat per les catecolamines. Va observar que, en efecte,
’EGF també en cardiomiocits, era capa¢ de d’interferir el senyal d’AMP ciclic generat per

I’isoproterenol (Lorita i col., 2002).
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Posteriorment, estudis realitzats al nostre laboratori per Jordi Lorita i Noelia Escalona
han demostrat que existeix una interaccio entre ’EGF i I’adrenalina sobre la funcié cardiovascular.
L’EGF redueix la resposta ionotropica i cronotropica positiva induida per la infusié d’adrenalina al
cor perfos. I en I’animal sencer redueix també 1’efecte cronotropic provocat per 1’administracid

d’adrenalina (Lorita i col., 2002).

1.3.5.3. Efectes sobre el dany cel.lular provocat per les catecolamines.

Molts estudis realitzats tant "in vitro" com "in vivo" han demostrat que com a
conseqiiéncia de 'accid de les catecolamines alliberades per causa de 'estres, té lloc una alliberacio,
per part de les cél.lules, de diferents enzims intracel.lulars, que es tradueix en un increment de
l'activitat d'aquests enzims a plasma. S'utilitzen aixi com a marcadors de dany cel.lular i no només
indiquen la progressio del dany causat per I'estres sind també els teixits lesionats. Els enzims que es
detecten son principalment: la lactat deshidrogenasa (LDH), la creatina cinasa (CK), i les

transaminases, aspartat transaminasa (AST) i alanina transaminasa (ALT).

En estudis realitzats amb hamsters cardiomiopatics (Matsuoka i col., 1998), l'estrés
ocasionat per la combinacid del fred amb la immobilitzacié6 provoca la mort brusca d'aquests
animals perqué empitjora la seva disfuncié cardiovascular. Davant aquest fet es van proposar
dilucidar la implicaci6 del sistema nervios autonom en aquesta resposta. Mitjangant 1'administracio
de propanolol (antagonista B-adrenérgic) es prevenia la mort dels animals, en canvi, no s'aconseguia
revertir I'efecte de 1'estrés quan s'administrava fentolamina (antagonista o,-adrenérgic). Aixi doncs,
son els estimuls simpatics a través dels receptors B-adrenérgics els responsables del dany cardiac.
S'ha descrit també que amb un pretractament amb antagonistes f-adrenérgics s'evita l'increment de

l'activitat enzimatica a plasma produida per I’estrés (Downing i Chen, 1985).

Als estudis realitzats en ratolins per Anna Arnau al nostre laboratori (Arnau, 1999),
van detectar que després de 20 minuts d'immobilitzacié les activitats dels enzims LDH, AST i AST
augmentaven. Quan el temps d'immobilitzacié era superior, 180 minuts, a banda de les ja
esmentades, es detectava un augment de l'activitat CK. També s'ha descrit que, a rates, la
immobilitzacid provoca un increment dels enzims (Sen i col., 1992) i encara és més important
aquest efecte si la immobilitzacié es combina amb fred (Meltzer, 1971), essent la CK l'enzim que

més espectacularment incrementa la seva activitat a plasma. L’analisi dels isoenzims de la LDH
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(Arnau, 1999) i I’histologic de necropsies de cor (Pareja i col., 2003) demostren que, en efecte,

I’estrés intens per immobilitzacio provoca lesions cardiaques.

A T’igual que ’EGF redueix les disfuncions provocades per la infusié sostinguda
d’adrenalina en el cor perfoés (Lorita i col, 2002), en 1’animal sencer, 1’administraci6 d’EGF
redueix molt significativament la intensitat de les lesions provocades per la immobilitzacid

(combinada amb I’exposicio al fred) (Pareja i col., 2003).

1.4. MODELS EXPERIMENTALS PER A L’ESTUDI DE
L’ESTRES I L’ACCIO DE L’EGF.

1.4.1. Estres social.

Al laboratori s’han utilitzat durant anys diferents models d’estrés per tal d’examinar
com l’organisme és afectat per I’exposicio als diferents tipus d’estimuls o agents. Perd moltes
vegades els models convencionals d’estrés emprats al laboratori, com per exemple la
immobilitzacié (IMMO), la nataci6 for¢ada o el fred, no reflexen fidelment les condicions amb les
quals I’animal es troba a la seva vida diaria (Palanza, 2001) i aixi es desenvolupen respostes
fisiologiques i comportamentals diferents a les que poden aparéixer en una situacidé quotidiana
d’estrés (Sawchenko i col., 1996, Herman i Cullinan, 1997; Koolhaas i col., 1997; Martinez i col.,
1998a; Blanchard i col., 2001). Per aquest motiu els models animals que es desenvolupen en un
context social semblen més apropiats perque representen situacions que els animals poden trobar-se

en la seva vida diaria (Martinez i col., 1998b, Palanza, 2001, Tamashiro i col., 2005).

Aquest tipus d’estrés es coneix amb el nom d“estrés social”, “estrés psicosocial” i
“conflicte social”, i s’utilitzen per a mimetitzar determinades malalties humanes relacionades amb
I’estrés (per exemple: ansietat i depressio) (Martinez i col., 1998b; Palanza, 2001), ja que en
humans la principal font d’estimuls estressants son de tipus social, derivats de les interaccions entre
els diferents individus (George i col., 1989, Garnefski i col., 1990; Brown, 1993). Mitjancant 1’0is

dels models animals d’aquest tipus d’estrés es pot determinar quins sén els mecanismes que
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provoquen I’aparici6 d’aquestes malalties i també trobar els tractaments farmacologics adients

(Bohus i col., 1990; Kudryavtseva i col., 1991; Koolhaas i col., 1995).

Els animals més utilitzats en aquest tipus d’estrés son els rosegadors, la rata, el ratoli, i
en ocasions els hamsters, i els primats no-humans, degut a les inherents interaccions socials que
s’estableixen entre els individus i al comportament propi d’aquestes espécies (Blanchard i col.,

2001, Tamashiro i col., 2005).

Existeixen molts models d’estrés social utilitzats al laboratori i la majoria es poden
classificar en un dels dos grups ampliament definits: el paradigma intras-resident ( el qual sera
descrit a DI’apartat segiient) i el model de jerarquia social o colonia (Martinez i col., 1998b;

Tamashiro i col., 2005).

L’estrés social és el resultat de la competicid per I’espai, ’accés a una parella
reproductiva, el menjar o el beure. Quan els ratolins estan agrupats, s’estableixen interaccions
agressives entre els companys de gabia i es desenvolupa una estructura social, o jerarquia, en poc
temps, en la qual un mascle €s identificat com a dominant i els altres son els subordinats. Aquest €s
el model de colonia (Blanchard i col., 1991). S’han desenvolupat molts models animals per
analitzar aquesta tendéncia natural en rates (Taylor i col., 1987, Stefanski i col., 2001), ratoli (Ely i
Henry, 1978) i també en primats no humans (Brown i col., 1982, Shively i col., 1997). El fet que
I’habitat sigui el més natural possible (Blanchard i Blanchard., 1990) i I’existéncia de femelles dins
la colonia (Flannelly i col., 1982) son dos factors que indueixen més agressivitat en aquest model.
Pero, tot i aixo, en els estudis realitzats amb el model de colonia es poden seguir dues estratégies
per potenciar el comportament agressiu: (a) crear grups socials i després barrejar-los (models
d’inestabilitat social) o (b) introduir mascles altament agressius en grups estables (model de

disrupcio social) (Blanchard i col., 2001).

Aquests models d’estrés psicosocial son aplicats, sobretot, en mascles, ja que les
femelles no resulten apropiades per la dificultat de induir agressivitat o obtenir relacions de
dominancia entre elles (Palanza, 2001; Blanchard i col., 2001). Fins i tot quan les femelles son
reagrupades abans d’arribar a la maduresa sexual, fet que incrementa molt I’agressivitat en ratolins
mascles quan arriben a I’edat adulta (Bartolomucci i col., 2004), no augmenta el comportament
agressiu d’aquestes. Aixo és degut al fet que les femelles no mostren defensa pel territori quan es

troben amb intrusos de la mateixa espeécie (Palanza i col., 1994) i només desenvolupen agressivitat
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quan es troben reproductivament actives (Brain i col., 1992; Palanza, 2001). Per aquest motiu a la
bibliografia es dificil trobar treballs realitzats amb femelles (Martinez i col., 1998b). Pero el fet que
els estudis epidemiologics en humans ens mostren que els desordres de comportament associats a
Iestrés son més freqlients a dones que a homes (Breslau i col., 1997, Piccinelli i Simon, 1997;
Szadoczky i col, 1997) ha estat el motiu pel qual es fa necessari el desenvolupament de nous
models en femelles. En aquesta linia, Haller i col-laboradors (Haller i col., 1999) han pogut
observar com amb el model d’inestabilitat social en femelles es reproduien els efectes més
caracteristics que apareixen en la derrota social dels mascles (hipertrofia adrenal i augment de
corticosterona al plasma). Indicant aixi que resultaria un bon model aplicable a les femelles ja que
la inestabilitat dels components socials de l’estabulacié serien el principal factor d’estrés en

femelles i no pas 1’agressivitat, que si es detecta en mascles.

1.4.1.1. Paradigma intrus-resident: la confrontacio entre mascles.

El paradigma intras-resident és un model molt popular tipicament utilitzat en rata i
ratoli, 1 esta basat en 1’establiment del territori per un mascle i la defensa que fa aquest contra altres
mascles intrusos (Martinez i col., 1998b, Tamashiro i col., 2005). Consisteix en la introducci6é d’un
mascle, anomenat intris, dins la gabia d’un altre mascle, anomenat resident, de manera que el
primer resulta atacat per aquest ultim. La durada de I’exposicio pot variar de minuts a setmanes, i
per aix0 ha estat ampliament classificat dins de les exposicions agudes i/o croniques (Martinez i

col., 1998b).

Respecte al tipus d’experiéncia social estressant que provoca aquest tipus d’estrés es
pot fer una distinci6 entre aquells models en els quals I’intrus es exposat només a “atacs fisics”, 1
aquells en els quals I’intrus esta exposat a “atacs fisics” i també a “I’amenaca d’atac” (Tornatzky i
Miczek, 1994). Per alguns investigadors simplement “I’amenaga d’atac” ja és utilitzada per induir

estrés social (Koolhaas i col., 1986, Sgoifo i col., 1998).

En el model de confrontacié entre mascles desenvolupat en aquest treball els animals
eren exposats durant un periode de temps a “atacs fisics” i no induiem en cap moment “l’amenaca

d’atac”.

A T’hora de dissenyar els experiments d’estrés social el manipulador pot modificar

determinats parametres per tal d’assolir I’éxit en el seu estudi. Es pot seleccionar 1’animal resident:
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(a) que sigui d’'una soca més agressiva; (b) que tingui major pes corporal; (¢) que estigui aparellat
amb una femella (en el cas de les rates) o que estigui aillat (en el cas del ratoli) (Martinez i col.,
1998b; Tamashiro i col., 2005). Aixi es pot induir una major agressivitat de I’animal resident i tenir

la garantia de que es produira confrontacio entre els animals.

1.4.1.2. Conseqiiéncies fisiologiques i patologiques de I’estrés social agut.

Com a conseqiiéncia de 1’aplicacio de 1’estrés social es produeixen tota una série de
canvis de comportament, neuroendocrins, fisioldgics i immunologics, entre d’altres, dirigits tots ells
a afrontar I’amenaca que aquest tipus d’estrés provoca sobre I’estat homeostatic de 1’animal. Els
canvis que seran descrits a continuacio estan referits, majoritariament, a I’animal que resulta vengut

(subordinat) després de la confrontacié entre mascles, és a dir, I’animal intrgs.

Els canvis més destacables en el comportament €s que I’animal subordinat mostra una
menor activitat locomotora i exploratoria (Kudryavtseva i col., 1991; Meerlo i col., 1996) 1 un
augment de 1’ansietat (Avgustinovich i col., 1996). A més mostren un comportament defensiu molt
evident, el qual inclou fugides (fleeing) i adopcid de postures de total submissié (Blanchard i col.,
1993). Malgrat aquesta actitud clarament submisa, 1’animal resulta atacat i les lesions cutanies

produides es troben situades preferentment a I’esquena i a la cua (Tamashiro i col., 2004).

El sistema immune també es veu afectat per 1’estrés social, perd les funcions
immunologiques es poden veure augmentades o suprimides en funcié del procediment d’estrés
social aplicat. S’ha descrit que I’estrés social indueix immunodepressié i també influencia en la
progressio de determinades malalties. Diversos models d’estrés social emprats en rosegadors han
demostrat que es produeix una alteracié en la poblacié leucocitaria (Bohus i col., 1993, Stefanski,
2000), que disminueix la citotoxicitat de les cel-lules NK (natural killer) (Bohus i col., 1993) 1 la
produccié d’anticossos (Bohus i col., 1993; Fleshner i col., 1989). Aquests canvis funcionals
expliquen perqué després de les interaccions agressives entre ratolins es produeixen més infeccions
parasitaries (Barnard i col., 1993) i augmenta la probabilitat de que es reactivi el virus Herpes
simplex (Padgett i col., 1998). Malgrat aix0 alguns estudis demostren que els conflictes socials en
ratolins no tenen un efecte inhibidor global sobre la funcidé immune (Stark i col., 2001) i d’altres
indiquen com I’estrés social augmenta la resposta limfocitaria (Lyte i col., 1990). Aquest resultats
contradictoris també s’observen en I’habilitat de les cél-lules per produir citocines. Podem trobar

estudis on es detecta una supressi6 de la produccid de citocines (de Groot i col., 1999;
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Bartolomucci i col., 2001), 1 d’altres on es descriu una estimulacié de la seva sintesi (Quan i col.,
2001; Johnson i col., 2002). Tots aquests efectes a primera vista contradictoris poden explicar-se
per la diversitat de situacions socials que es poden utilitzar, i que potencien en major 0 menor grau
un dels dos components de ’estrés social: el component psicologic (pérdua de control) o el

component fisic (ferides produides) (Merlot i col., 2003).

Per altra banda, tal i com s’ha indicat anteriorment (apartat 1.3.3.) I’estrés provoca una
activacié de I’eix HPA 1 del sistema nervidés simpatic (SNS). Per aquest motiu es detecta un
increment a la sang de I’hormona adrenocorticotropa (ACTH) (Picth i col., 1993; Skutella i col.,
1994), de corticosterona (Sachser i Lick, 1991; Picth i col, 1993; Blanchard i col., 1995) i
d’adrenalina i noradrenalina (Sgoifo i col., 1996). També s’observa un augment de 1’activitat dels
enzims implicats en la sintesi de les catecolamines a la medul-la adrenal, com sén I’enzim
feniletanolamina N-metiltransferasa (Haemish i Gdrtner, 1996) i I’enzim tirosinahidroxilasa (Raab i
col., 1986). Altres hormones, en canvi, veuen disminuits els seus nivells per I’estrés social. Aquest
és el cas de la hormona luteilitzant (LH) i la hormona estimulant dels fol-licles (FSH) (Bronson,
1973), i la testosterona (Blanchard i col., 1993, Blanchard i col., 1995), encara que alguns autors
indiquen que aquesta ultima no es veu afectada (Dijkstra i col., 1992). La disminucio de la
produccié androgena afecta a la produccié de feromones pel que les femelles es veuen menys

atretes pels mascles subordinats (Dijkstra i col., 1992).

Els canvis hormonals comporten a la vegada tota una série de canvis fisiologics. Com a
conseqiiencia de 1’alliberaci6é de les catecolamines es produeix un increment de la pressié arterial 1
de la freqiiéncia cardiaca, i un augment de la temperatura (Tornatzky i Miczek, 1994, Meehan i col.,
1995). En aquesta linia els estudis realitzats per Stilli i col-laboradors van mostrar com 1’aplicacio
del paradigma intris-resident en rates mascles induia una forta activacidé del sistema nervids
simpatic (SNS) i provocava ’aparicié d’un elevat nombre d’arritmies ventriculars (Stilli i col.,
2001). La quantitat d’arritmies amb aquest tipus estrés era molt superior a la detectada a d’altres
models d’estrés, no socials, més convencionals, com la restriccid6 de moviment (restraint) i la

natacio (Sgoifo i col., 1999).

S’ha parlat ampliament de la relacié entre 1’estrés social i els atacs de feridura
(apoplexies). Pocs treballs cientifics perd documenten clarament aquesta relacio (Carasso i col.,
1981; House i col., 1990, Harmsen i col., 1990). Treballs recents en animals experimentals intenten

aclarir aquesta relaci6. Estudis d’isquémia cerebral mostren com els glucocorticoides fan les
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neurones més susceptibles a agressions posteriors (Sapolsky, 1985). DeVries i1 col-laboradors han
descrit recentment el mecanisme pel qual es produeix aquesta afectacio de la integritat neuronal
(DeVries i col., 2001): les elevades concentracions de corticosterona assolides durant I’estrés social
fan disminuir I’expressié de Bel-2, protooncogen neuroprotector, augmentant aixi la susceptibilitat
a d’altres agressions. Aquest mateix mecanisme podria explicar com els nivells circulants de
corticosterona afecten a la evoluci6 d’altres malalties isquémiques, com I’infart de miocardi,
susceptible a ’estrés (Scheuer i Mifflin, 1998) 1 també influenciat per 1’expressido de Bcl-2
(Brocheriou i col., 2000). Per altra banda, en models d’estrés social on la confrontacié és molt
intensa s’ha detectat que es produeix una resisténcia de les cél-lules dels sistema immune a ’accid
inhibitoria dels glucocorticoides (Stark i col., 2001, Avitsur i col., 2001). Aquest efecte s’entén com
un fenomen adaptatiu per tal de no interferir amb els mecanismes de reparacido de les ferides

produides durant la lluita.

A nivell metabolic ’alliberaci6 de catecolamines i glucocorticoides es tradueix
principalment en una mobilitzacid de les reserves per tal d’augmentar 1’energia disponible per
I’individu durant el periode d’estres. Els glucocorticoides produeixen un augment de la glucosa a la
sang inhibint el seu emmagatzematge a teixits periférics gracies a la inhibicido de la secrecid
d’insulina, i estimulant la secrecio de glucagd. També estimulen la degradacié de proteines i activen
la lipolisi, (Dal Zotto, 2002). Per la seva banda I’adrenalina actua sobre el fetge activant la
glicogenolisi (mitjangant I’activacioé dels receptors o, i B-adrenérgics) i sobre el pancreas provocant
I’augment de secreci6 de glucagd i inhibint la secrecié d’insulina (mitjancant 1’activacié dels
receptors op-adreneérgics). A més les catecolamines actuen sobre el teixit adipds i1 gracies a

’activaci6 dels receptors B-adrenergics estimulen la lipolisi (Nonogaki i Iguchi, 1997).

1.4.1.3. Habituacio a I’estrés social.

La resposta de I’organisme als estimuls estressants depén, a més de les caracteristiques
particulars de I’agent que la indueix, del temps durant el qual hi es exposat (Kopin, 1995), ja que
I’exposicié a un determinat estimul pot ser puntual (estrés agut), i durar desde pocs segons fins a
dies o setmanes, i també pot ser repetida (estrés cronic) tal i com ha quedat descrit a 1’apartat 1.3.2.
Normalment I’exposicié repetida d’un organisme a un mateix agent o situacid estressant es tradueix
en una disminuci6 de I’amplitud de la resposta ( McCarty i col., 1992; Miller i O Callaghan, 2002),

fenomen que es coneix amb el nom d’adaptacio o habituacio.
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Aquesta menor resposta ¢és conseqiiencia d’una desensibilitzacié dels elements
implicats en la estimulacié dels eixos que en sén responsables. Per una banda es produeix una
atenuacié del sistema nervios simpatic el que es tradueix en una disminucié dels nivells de
catecolamines circulants, que ha estat descrit en diversos models: nataci6 for¢ada (Lutgemeier i col.,
1987), restriccio de moviment utilitzant immobilitzadors (DeTurck i Vogel, 1980) i exercici
(Ostman-Smith, 1979). 1 per altra banda I’habituacié també afecta a I’eix HPA, i com a
conseqiiencia els nivells plasmatics de corticosterona son menors. A la bibliografia s’ha descrit que
es produeix una disminucié de corticosterona en exposicions repetides al soroll (Armario i col.,
1986), 1 en la immobilitzacid (Mikulaj i Mitro, 1972). Perd quan I’agent estressant aplicat canvia, la
resposta es normalitza (Marti i Armario, 1998), 1 fins i tot de vegades es pot arribar a potenciar
(Aguilera, 1998). Per aquest motiu, aquest fenomen d’habituacié també pot ser degut a un procés
d’aprenentatge a la situacio estressant, ja que si realment la disminucio en la intensitat de la resposta
hagués estat un mecanisme bioquimic, després del canvi a un nou estimul estressant aquesta

resposta continuaria reduida.

L’aparicio de I’habituacio als estimuls estressants s’entén com un efecte avantatjos per
a la supervivéncia de 1’organisme, ja que una activacidé persistent o cronica de les respostes
desenvolupades davant I’estrés agut aplicat a curt termini o de forma aguda (funcions catabdliques,
immunosupresores, antireproductives, etc.), poden tenir conseqiiéncies adverses per 1’organisme

(McCarty i col., 1992; Tamashiro i col., 2005, Charmandari i col., 2005).

1.4.2. Estres produit per la injeccio d’endotoxina bacteriana.

L’administracié d’endotoxina bacteriana o lipopolisacarid (LPS) ha estat ampliament
utilitzat per mimetitzar la resposta de I’organisme davant d’una infeccid bacteriana sense necessitat
d’infectar I’hoste. Aixi s’ha reproduit i analitzat la resposta inflamatoria que es desenvolupa
(produccié de mediadors proinflamatoris: citocines, oxid nitric (NO), prostaglandines (PGEs), etc.)
que depén de diferents factors com la dosi d’LPS administrada, la via d’administracié i la soca
bacteriana utilitzada (7Tilders i col., 1994). Perd en ocasions aquesta sépsia pot complicar-se fins a
produir un xoc septic caracteritzat per ’aparicid6 de disfuncions cardiovasculars (coagulacié
intravascular disseminada i col-lapse vascular sistémic) i dany multiorganic, que finalment pot
derivar en la mort de 1’individu (Bannerman i Goldblum, 2003). A més el fet de tenir un bon model

amb el qual desenvolupar la resposta inflamatoria innata ha permés assajar la capacitat
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antiinflamatoria de determinats compostos i molécules (Novogrodsky i col., 1994, Senaldi i col.,

1998, Yamaguchi i col., 2001; Kwon i col., 2004).

El lipopolisacarid és el component més abundant de la membrana externa de les
bactéries gram negatives (G-) (Uesugi i col., 2001; Bannerman i Goldblum, 2003) i en les ultimes
decades moltes preparacions de LPS han estat purificades i caracteritzades biologica i quimicament
(Mamat i col., 1999). Les molécules de LPS consisteixen en un lipid bisfosforilat (lipid A) i en un
polisacarid hidrofilic (Caroff'i col., 2002). Aquest lipid A és el responsable de les accions toxiques
produides per la endotoxina bacteriana (Freudenberg i col., 2001; Reisser i col., 2002). La flora
bacteriana constitueix un reservori endogen de LPS i per aquest motiu quan es veu afectada la
permeabilitat intestinal (estrés, alcoholisme i infeccions viriques) es produeix un increment dels
nivells de lipopolisacarid al plasma, que poden superar la capacitat hepatica per eliminar-lo i derivar
en una hepatitis cronica i cirrosis (Meddings i Swain, 2000; Kono i col., 2000; Uesugi i col., 2001,
Han, 2002).

A la bibliografia trobem descrit com 1’administracié de LPS es pot realitzar sol o bé
combinat amb D-Galactosamina (D-GalN). Aquest sucre €s un inhibidor de la transcripcié génica
(Kosai i col., 1999; Endo i col, 1999) i amb la seva utilitzacidé s’aconsegueix augmentar la
sensibilitat dels animals a I’endotoxina. En aquest treball hem utilitzat la combinacié LPS/D-GalN
per als diferents experiments amb endotoxina, ja que €s molt utilitzada en estudis amb rosegadors
(menys sensibles a ’acci6 citotoxica del lipopolisacarid que els humans) (Bradham i col., 1998,

Turnbull i Rivier, 1999).

La endotoxina bacteriana pot activar el sistema nervids central (SNC), actuant
directament sobre els centres que connecten amb el nucli paraventricular de I’hipotal-lem (NPV) i
sense necessitat d’una elaboracio de la informacio a estructures superiors del SNC, per aquest motiu
es considerat un tipus d’estrés fisic-immune (Herman i Cullinan, 1997). Aquesta activacio la pot
dur a terme directament I’LPS o bé indirectament a través dels diferents mediadors generats durant
la resposta inflamatoria (citocines, NO, PGEs,...) (Turnbull i Rivier, 1999, Rivest i col., 2000;
Rivest, 2001). Com a conseqiiéncia de ’administracié d’endotoxina bacteriana s’observa un
augment de D’expressié de I’'RNA missatger de CRF al NPV i un increment en les concentracions
plasmatiques de ACTH i de corticosterona (Vallés i col., 2002) indicant aixi 1’activacié de 1’eix
hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA). També es detecta un increment de I’expressido c-fos en

diverses arees cerebrals (Vallés i col., 2005). A més en aquest tipus d’estrés fisic (immunologic)
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s’ha observat que es produeix una disminucid en la ingesta els dies posteriors a I’administracio del
toxic, efecte degut a I’alliberacié de CRF, tal i com queda descrit per altres models com la restriccio
de moviment (Shibasaki i col., 1988; Smagin i col., 1999) i I’administracio de IL-1 (Uehara i col.,
1989).

1.4.2.1. Reconeixement de I’LPS i transducciéo de la senyal: induccié de citocines

inflamatories.

El lipopolisacarid (LPS) és un glicolipid que es troba de forma molt abundant a la paret
externa de les bactéries gram negatives (G-). Degut al fet que les bactéries que colonitzen 1’intesti
de forma natural, bactéries intestinals, son d’aquests tipus, 1’organisme ha desenvolupat forts
mecanismes de defensa, utilitzant I’LPS com a marcador de la preséncia d’invasors (Su, 2002). El
fetge juga un paper central en aquest procés degut a la seva habilitat, no només per eliminar I’LPS
de la circulacio, sin6 també per respondre enérgicament davant d’ell. En estudis realitzats amb
animals sans, I’'LPS és eliminat de la circulacié en pocs minuts després d’una administracio
intravenosa, i la majoria es troba localitzat al fetge (Mathison i Ulevitch, 1979). Mentre que en
pacients amb cirrosi €s molt freqiient I’aparicid d’endotoxémia (Lin i col., 1995). A més d’aquesta
habilitat per eliminar I’LPS, el fetge respon a I’LPS produint citocines (Luster i col., 1994) i d’altres
mediadors inflamatoris (Arthur i col., 1988; Bautista i Spitzer, 1995).

Per tal que s’iniciin aquests mecanismes de defensa cal que es produeixi un
reconeixement de I’endotoxina bacteriana per part de diferents tipus cel-lulars, principalment
macrofags. A posteriori es produeix la transduccio de la senyal que indueix la producci6 i secreciod
de citocines, iniciant aixi la resposta inflamatoria. En aquest apartat descriurem els mecanismes pels

quals ’LPS és reconegut i com es produeix la transduccio6 de la senyal.

Després de I’administracio de I’LPS, aquest arriba al torrent circulatori, on s’uneix a
una proteina sérica anomenada proteina d’unié a I’LPS (LPS binding protein o LBP) (Schumann i
col., 1990). LBP és una proteina de fase aguda produida majoritariament pels hepatocits, encara que
també s’ha detectat la seva produccio, en menor quantitat, a llocs extrahepatics (Su i col., 2005). El
complex LPS/LBP s’uneix al receptor de membrana CD14 (mCD14), que és una glicoproteina que
es troba a les cel-lules d’origen monocitic i de la qual també existeix una forma soluble (sCD14)

(Ulevitch i Tobias, 1995). L’LPS per si sol pot unir-se directament a mCD14, perd6 amb I’LBP
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disminueixen les concentracions d’LPS necessaries per activar les cél-lules (Schumann, 1992) ja

que s’incrementa de forma molt important 1’afinitat per aquest receptor (Su i col., 2000).

La proteina mCD14 es troba ancorada a la membrana cel-lular perd no t¢ domini
intracel-lular, per tant per a la transduccié de la senyal és necessari 1’acci6 d’un altre receptor de
membrana. Aquest receptor va se identificat com receptor semblant a Toll (7oll-like receptor 4 o
TLR-4) (Chow i col., 1999) i el seu nom és degut a la elevada similaritat amb les proteines 70//
descrites a Drosophila. Durant molt de temps es va pensar que un altre membre de la mateixa
familia, TLR-2, també induia la senyalitzacié per I’'LPS. Dos grups diferents van descriure que
I’activacid per LPS era generada gracies a TLR-2 (Kirschning i col., 1998: Yang i col., 1998). Pero
estudis posteriors van demostrar que algunes preparacions comercials d’LPS estan contaminades
amb lipoproteines bacterianes i que son aquestes lipoproteines, i no I’LPS, les responsables de

I’activacié de TLR-2 (Hirschfeld i col., 2000).

Finalment és una petita molécula situada a I’exterior cel-lular coneguda amb el nom de
MD-2 I’ultim membre que es necessita per tal que es produeixi I’activacié cel-lular per ’LPS
(Nagai i col., 2002). Aquesta proteina €s necessaria per a la transduccid de la senyal a través de
TLR-4 i les seves mutacions es tradueixen en una disminucio de la resposta a I’'LPS (Schromm i

col., 2001).

Després de I’activacio del complex TLR-4 una proteina anomenada factor 88 de
diferenciacié mieloide (myeloid differentiation factor 88 o MyDS88), que actua com proteina
adaptadora, es reclutada cap al domini citoplasmatic de TLR-4 i interacciona gracies al seus
dominis TIR (70!l receptor-IL-1 receptor) (Bannerman i Goldblum, 2003; Beutler i col., 2003).
Seguidament MyD88 mitjancant un altre domini d’unié anomenat domini de mort (death domain o
DD) s’associa a una altra molécula que conté aquest mateix domini DD, la cinasa-1 associada al
receptor de IL-1 (/L-1 receptor-associated kinase-1 o IRAK-1) (Daun i Fenton., 2000). Després de
la seva autofosforilacio, IRAK-1 es dissocia de MyD88 i interacciona amb el factor 6 associat al
receptor de TNF (TNF receptor-associated factor-6 o TRAF-6) (Swantek i col, 2000). A
continuacié aquesta s’uneix a la cinasa-1 activada pel factor de creixement transformant-3
(transforming growth factor- B activated kinase-1 o TAK-1) (Lee i col, 2000), resultant en
I’activacié d’una cascada de proteines cinases, entre les quals s’inclouen la cinasa inductora del
factor de transcripcié NF-kB (NF-kB-inducing kinase o NIK) i la cinasa de IkB, proteina inhibidora
de NF-kB, (IkB quinase o IKK) (Bannerman i Goldblum, 2003). Gracies a la fosforilacio de IkB per
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part de IKK queda alliberat el factor de transcripcié NF-kB i ja es pot tranlocar al nucli, mentre IkB
és degradada a través del proteosoma (Daun i Fenton, 2000). Un cop alla NF-kB activa la
transcripcié genica de nombroses citocines com el factor de necrosi tumoral (TNF-o) i la

interleucina-1 (IL-1) entre altres (Caroff'i col., 2002, Beutler i col., 2003) (veure figura 1.8).

e
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9 IL-10 l% IL-1, TNF-o, etc.

Figura 1.8.- Diagrama esquematic de la transduccié de senyal originada per I’LPS per a la
generacié de citocines. Després de la uni6 de I’LPS a TLR4 s’inicia la transduccio de senyal que
finalitzara amb ’expressio de citocines inflamatories. Aquesta transduccié de senyal inclou diverses
proteines com MyD88, MAL, TIRAP, IRAK 1 i 2, i TRAF6, que produeixen 1’activacié del factor de
transcripcid NF-kB i posterior expressio de TNF-o i IL-1p entre d’altres. A més, a través de TIRAP
s’inicia una cascada de fosforilacions que finalitzara amb I’activacié de p38 MAPK i posterior expressio
de la IL-10, mitjancant el factor de transcripcié Spl. LBP, proteina d’unié a LPS; mCD14, CD14 de
membrana; TLR4, receptor semblant a Toll 4; MyD88, factor 88 de diferenciacié mieloide, IRAK-1i 2,
cinasa 1 i 2 associada al receptor de IL-1; MAL, proteina adaptadora semblant a MyD88; TIRAP,
proteina adaptadora que conté el domini TIR; TRAF6, factor 6 associat al receptor de TNF; IKK,
proteina cinasa de IkB; p38MAPK, proteina cinasa activada per mitogens p38; TNF-a, factor de necrosi
tumoral a; IL-1B, interleucina 1 B; IL-10, interleucina 10. Adaptat de Ma i col-laboradors (Ma i col,
2001), Caroff i col-laboradors (Caroff i col., 2002) i Bannerman i Goldblum (Bannerman i Goldblum,
2003).
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Estudis realitzats amb animals Knock Out per MyD88 o IRAK-1 van demostrar que la
uni6 del NF-kB a I’ADN induida per ’LPS es veia reduida perd no inhibida, indicant que
I’activacio cellular provocada per I’LPS podia tenir lloc sense aquestes molecules (Bannerman i
Goldblum, 2003). Recentment, s’han identificat dues proteines semblants a MyD88, la proteina
adaptadora semblant a MyD88 (MyD88 adaptator-like protein o MAL) o la proteina adaptadora que
conté el domini TIR (7TIR domain-containing adaptator-like protein o TIRAP) que participen en la
induccié de NF-kB a través d’un procés depenent d’IRAK-2 (Fitzgerald i col., 2001; Horng i col.,
2001). A través de TIRAP s’inicia una altra cascada de fosforilacions que implica a diferents
cinases i que finalitza amb [’activaci6 de la proteina cinasa activada per mitogens p38 ( p38
mitogen-activated protein kinase o p38 MAPK) i el factor de transcripcié Spl, induint I’expressio

de la interleucina-10 (IL-10) (Ma i col., 2001, Caroff'i col., 2002) (veure figura 1.8).

1.4.2.2. Evolucio de la resposta inflamatoria i mecanismes de retroinhibicio generades

pel sistema nervios central.

La injecci6 d’endotoxina bacteriana produeix una rapida produccid de citocines,
caracteristica essencial de la resposta immunitaria innata. Aquestes proteines, juntament amb
quemocines 1 prostaglandines, pertanyen a una superfamilia de molécules proinflamatories que son
responsables de la majoria de canvis neuroendocrins que tenen lloc durant la resposta de fase aguda
d’aquest tipus d’agressio. El factor de necrosi tumoral-o (TNF-a), la interlecina-1 (IL-1), IL-6, IL-
10, IL-12, IL-15, IL-18 i els interferons (IFN-y i IFN-B) son les citocines que pertanyen al sistema
immune innat, encara que no totes son proinflamatories (IL-10 és antiinflamatoria). Entre elles el
TNF-a, la IL-1PB i IL-6 son rapidament induides en resposta a I’'LPS i poden circular pel torrent
circulatori i actuar en Organs distants. Un cop alla aquestes citocines s’uneixen a receptors
especifics iniciant diferents vies de senyalitzacid que provocaran I’evolucié de la resposta

inflamatoria.

El factor de necrosi tumoral (TNF-a) és una citocina que va ser descoberta per la
seva activitat antitumoral (Carswell i col., 1975), perod actualment és molt coneguda com a factor
proinflamatori que juga un paper central iniciant la cascada de citocines involucrades en el control
de la resposta immune. Existeixen dues isoformes d’aquesta citocina, o i B, amb un 50%
d’homologia. EI TNF-f (o limfotoxina-a) es produida majoritariament per limfocits activats
(Turnbull i Rivier, 1999), mentre que el TNF-a (també anomenat catequina) es produida per una

amplia varietat de cel-lules com neutrofils, macrofags activats (Miller i col., 1993), limfocits T i B
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(Goldfield i col., 1991), cél-lules NK (natural killer), astrocits (Chung i Benveniste, 1990), cel-lules
endotelials (Wilkinson i Edwards, 1991) i microglia (Nadeau i Rivest, 2000) entre altres. Els

macrofags i les cel-lules NK son la font principal de secrecié d’aquesta citocina.

El TNF-a és expressat com una proteina associada a la membrana de 26 KD i es
processada cap a la forma soluble de 17 KD (Turnbull i Rivier, 1999). Aquesta citocina participa en
una amplia varietat d’esdeveniments, com shock séptic, proliferacio cel-lular i apoptosi, que son
mediades per la uni6 del TNF-a a un dels seus dos receptors: un de 55 KD (TNF-R1) i I’altre de 75
KD (TNF-R2) (Bazzoni i Beutler, 1996).

Els mecanismes pels quals el TNF-a indueix apoptosi han estat molt ben descrits en
hepatocits i ens permeten entendre com la injeccié de LPS provoca I’aparicié de dany hepatic. Els
efectes apoptotics del TNF-a son mediats inicament pel TNF-R1, mentre que el TNF-R2 serveix
per potenciar els efectes del TNF-R1 a I’hora d’induir mort cel-lular o inflamaci6é (Wang i col.,
2003). El TNF-R1 conté tres dominis funcionals per a la transduccié del senyal (Ding i Yin, 2004):
domini DD (death domain), domini ASD (4-Smase, acidic sphingomyelinase, activating domain) 1
domini NSD (N-Smase, neutral sphingomyelinase, activating domain). A través dels dominis DD
s’inicien les vies pro i antiapoptotiques, mentre que els altres dos dominis modulen la resposta
apoptotica i inflamatoria. Les mitocondries semblen ser les executores centrals en 1’apoptosi dels

hepatocits induida pel TNF-a (Ding i Yin, 2004).

La interleucina-1 (IL-1) (especialment la isoforma ) és, probablement, la molécula
més important que pot modular les funcions cerebrals durant la inflamacio6 sistémica o localitzada.
Existeixen també dues isoformes de la IL-1, a i B, que comparteixen menys d’un 30% d’homologia
1 que s’uneixen als mateixos receptors (Dinarello, 1991), anomenats receptor de IL-1 tipus I (IL-
1R1) i II (IL-1R2) i proteina accessoria del receptor de IL-1 (IL-1R-AcP) (Rivest, 2001). Ambdues
isoformes son sintetitzades com una molécula precursora de 31 KD. La molécula pro-IL-1p és
biologicament inactiva i necessita ser processada proteoliticament per I’enzim conversor de la IL-1
(ICE, també conegut com caspasa-1) (Keane i col., 1995). Un tercer membre d’aquesta familia,
anomenat antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra), s’uneix als mateixos receptors que IL-1f 1 IL-
la pero no indueix cap senyal intracel-lular i per tant actua com un inhibidor endogen de I’activitat

IL-1 (Eisenberg i col., 1990).
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La IL-1a i IL-1P tenen diferents mecanismes d’expressio, sintesi i secrecio. El gen de
la IL-10 no conté la classica seqiiéncia d’inici de transcripcid coneguda com caixa “TATA”, mentre
que si hi és present al gen de la IL-1B (Shirakawa i col., 1993). La transcripcio6 del gen de la IL-1
sembla que esta controlat d’una manera més complexa i la seva regié promotora conté elements de
resposta a I’AMPc (CRE), un element que respon a I’LPS anomenat NF-IL-6, llocs analegs als del
factor de transcripcié NF-kB i altres (Roux i-Lombard, 1998). La IL-1p té I’habilitat de circular pel
torrent circulatori i actuar sobre oOrgans distants i produir diferents respostes fisiologiques per la

unio al seu receptor tipus I (IL-1R1).

Una altra citocina molt important generada durant la resposta inflamatoria és la IL-6, la
qual no és directament induida per la endotoxina bacteriana sind pel TNF-a. El mecanisme
molecular pel qual el TNF-a indueix 1’expressio de I1L-6 és a través de NF-kB (Vanden Berghe i
col., 2000).

La interleucina-6 (IL-6) ¢s una glicoproteina d’una tamany entre 21-28 KD, que es
troba involucrada en una amplia varietat de funcions immunes com diferenciacié de limfocits T i B,
induccié de la produccié de IL-2 i el seu receptor en limfocits T, estimulacié de la sintesi de
proteines de fase aguda i hematopoiesi (Taga i Kishimoto, 1997; Hirano, 1998). El primer pas en la
induccio de la transduccio de la senyal per la IL-6 és la uni6 al seu receptor (IL-6R). A continuacio
les dos molécules s’associen a la subunitat de membrana gp130 i seguidament dimeritzen dos

complexes per induir la transduccio6 de la senyal (Rivest, 2001).

Dels receptors de IL-1B, IL-6 i TNF-a existeixen també les seves formes solubles
corresponents que poden unir el seu lligand (Ferndndez-Botran, 1991; Heaney i Golde, 1996). Per
la IL-1pB i el TNF-a la uni6 a aquests receptors truncats els hi confereix una accié antagonica, pero
en canvi el complex IL-6/IL-6R pot interaccionar amb la subunitat gp130 de membrana i produir la

resposta cel-lular.

L’administraci6 d’endotoxina no només indueix I’expressid6 de citocines
proinflamatories (anteriorment esmentades) sind també d’una citocina antiinflamatoria: la
interleucina 10 (IL-10). Aquesta és una citocina pleiotropica que es produida per molts tipus
cel-lulars inclosos els monocits/macrofags. Es tracta d’un polipéptid de 17-18 KD, que en el cas del
ratoli es troba glicosilat prop del seu extrem N-terminal (Moore i col., 1990; Mosmann i col., 1990).

La principal funcié d’aquesta citocina sembla ser la de controlar i finalitzar la resposta inflamatoria:
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suprimint 1’expressi6 de citocines proinflamatories (com IL-1B, TNF-a i IL-6), de molecules
d’adhesio (com ICAM-1) i de molécules presentadores d’antigen com MHC-II (complexe de

histocompatibilitat clase II) en macrofags, neutrofils i cel-lules T ( Moore i col., 2001).

A banda de les anteriors accions induides per les citocines proinflamatories, més
relacionades amb les reaccions immunes, també produeixen 1’activacio del sistema nervids. Aquest
fet és essencial per a una correcta recuperacié de la infeccid, ja que s’inicien tota una scrie de
mecanismes antiinflamatoris dirigits a aturar la resposta inflamatoria generada, que en cas contrari
podria evolucionar cap a xoc septic. En aquesta linia s’ha detectat com es produeix un augment de
la susceptibilitat a les citocines (i també a I’LPS) a animals que tenen 1’eix hipotal-lem-pituitaria-

adrenal (HPA) deficient (adrenolectomitzats o hipofisectomitzats) (Kapcala i col.,1995).

Molts estudis han analitzat la relacid existent entre el sistema immune i el sistema
nervids central (SNC). Les primeres evidéncies de que el sistema immune i els seus productes
podien actuar sobre el SNC ja van ser identificades per Besedovsky i col-laboradors a mitjans de la
segona meitat del segle XX (Besedovsky i col., 1979). A posteriori s’ha pogut descriure com durant
la resposta immune certes citocines (TNF-a, IL-1p 1 [L-6) poden actuar sobre el cervell a través de
la via depenent de CRH i produir aixi tant I’activacio de I’eix HPA com el SNS (Sapolsky i col.,
1987; Kovacs i Elenkov, 1995), tal i com es pot observar a la figura 1.9. El SNS també pot ser
activat a través de senyals aferents del nervi vagus provinents de inflamacions més localitzades

(Maier i col., 1998).

Els productes de secrecio d’aquestes dos vies, els glucocorticoides (provinents de
I’activacié de I’eix HPA) i les catecolamines (provinents de I’activacié del SNS) juguen un paper
molt important en [’evoluci6 de la resposta inflamatoria ja que actuen com a factors
antiinflamatoris. Els glucocorticoides mitjangant la unié als receptors de glucocorticoides tipus 11,
localitzats a les cél-lules dels teixits limfatics com la melsa i el timus (Lowy, 1989, Spencer i col.,
1991), produeixen els seus efectes inhibitoris, en particular és important la reduccioé que produeixen
en ’expressio de citocines i de molécules d’adhesio cellular (4/mawi i col., 1996, Cato i Wade,
1996). Per la seva banda s’ha observat que una elevada activitat simpatica, i I’increment de
catecolamines corresponent, estimula la secrecidé de la IL-10 depenent de receptors B-adrenérgics,

des dels monocits (Van der Poll i col., 1996, Woiciedrowsky, 1998).
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Figura 1.9.- Representacié grafica de la relacié existent entre el sistema immune i el sistema
nervios central. L’activacio de 1’eix hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA) i del sistema nervids
simpatic (SNS) per determinades citocines, com el TNF-a, la IL-1p i la IL-6, produeix
I’alliberaci6 de glucocorticoides (cortisol/corticosterona) i catecolamines (Epinephrine,
adrenalina; NE, noradrenalina) que per la seva banda actuen com a factors antiinflamatoris. CNS,
sistema nervids central; PVN, nucli paraventricular; LC/NE, locus ceruleus. Linies solides,
projeccions neuronals; Linies puntejades, influéncies hormonals. Adaptat de Elenkov i
col-laboradors (Elenkov i col., 2000).

Més recentment també ha estat descrita la importancia del nervi vagus durant
I’inflamaci6. L’anomenat “reflex inflamatori” a través de vies eferents del nervi vagus produeixen
una resposta antiinflamatoria més rapida i més localitzada als teixits on s’ha originat el dany

(Tracey, 2002).
1.4.2.3. Lesions tissulars induides per I’administracié d’endotoxina bacteriana.

Tal i com s’ha indicat anteriorment ’administracié d’endotoxina bacteriana s’ha
utilitzat per mimetitzar la resposta inflamatoria de I’organisme davant d’una infeccid bacteriana. El
fetge és un oOrgan clau durant aquesta resposta inflamatoria ja que suposa la primera barrera per
frenar I’agressié generada per I’LPS gracies a ’activacié de les cél-lules de Kupffer (macrofags

residents). Perd si aquesta resposta és exagerada, i es sobrepassada la capacitat detoxificant del
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fetge, molts altres organs es poden veure afectats, entre ells el cor, els pulmons, els ronyons i el

cervell, produint el que es coneix amb el nom de sindrome de disfuncié multiorganica.

En clinica el model d’administracié d’endotoxina bacteriana resulta molt util ja que
encara avui en dia existeix una elevada mortalitat associada a aquesta errada multiorganica que es

produeix durant el xoc séptic.

Per a la generaci6 d’una correcta resposta inflamatoria el fetge juga un paper fisiologic
molt important ja que inicia la resposta inflamatoria i s’encarrega de la detoxificacié de I’LPS. Tant
les cel-lules de Kupffer com els hepatocits poden reconeixer I’LPS a través del receptor TLR4, i
I’estimulacio d’aquestes cél-lules provoca 1’alliberament de citocines i radicals lliures (Fox i col.,

1989; Liu i col., 1998, Fearns i col., 1995).

Estudis realitzats tan “in vitro” (Iwai i col., 2001) com “in vivo” (4Adachi i col., 1994)
han demostrat la importancia de les cél-lules de Kupffer en la generacié de la resposta inflamatoria.
Mitjancant la utilitzacié de clorur de gadolini (GdCls), substancia que destrueix especificament
aquestes cel-lules (Hardonk i col., 1992), s’ha pogut observar que no es produeix resposta a
I’endotoxina bacteriana: no hi ha secrecid de citocines al plasma i s’evita ’aparicié de lesions
hepatiques. Per tant 1’activacido d’aquestes cél-lules és un punt molt important en 1’inici dels

esdeveniments que tenen lloc durant la resposta inflamatoria.

Un cop activades, les c¢l-lules de Kupffer produeixen i segreguen un conjunt de
mediadors proinflamatoris (Su, 2002). Entre aquests mediadors, destaca la secrecié de la citocina
TNF-a, que jugara un paper clau en la generacié de lesions hepatiques en el model de patogénesi
induida pel tractament amb LPS i galactosamina (Bradham i col, 1998). L’administracio
d’anticossos anti-TNF (Hishinuma i col., 1990) fa que la resposta inflamatoria no progressi i permet
protegir I’animal de la toxicitat letal induida per I’LPS. Els efectes citotoxics del TNF-a sén
mediats pel seu receptor TNFR1. Aixi queda demostrat en estudis realitzats amb Knock Out per
aquest receptor, ja que els animals es tornen resistents a dosis letals d’endotoxina (Rothe i col.,

1993; Pfeffer i col., 1993).

La importancia d’altres citocines durant la resposta inflamatoria, com la IL-1p i la IL-
6, també ha estat investigada gracies a la generaci6 d’animals Knock Out. En aquesta linia s’ha

descrit la importancia de la IL-1P alhora de produir febre en resposta a I’endotoxina, mentre que la
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IL-6 no afecta aquest procés (Kozack i col., 1998). El paper de la IL-6 en la resposta inflamatoria
depén molt del model emprat. Aixi, mentre que en animals Knock Out per la IL-6 es redueix
considerablement la induccié de proteines de fase aguda, la perdua de pes corporal i I’hipogluceémia
induida per ’administracié de turpentina (4/onzi i col., 1998), indicant un paper proinflamatori per
la IL-6, altres estudis suggereixen una acci6 de citocina antiinflamatoria. En animals Krnock Out per
la IL-6 I’administracié de LPS produeix tres vegades més TNF-a que als animals controls, perd en
canvi aquests animals desenvolupen anorexia, pérdua de pes corporal i hipoglucémia, indicant que

en aquest model la IL-6 no és necessaria per a la resposta inflamatoria (7ilg i col., 1997).

Un cop alliberat el TNF-a s’uneix al seu receptor present a 1’hepatdcit, majoritariament
a TNFR1 que és el que predomina a fetge, i s’indueix la trimeritzacio i activaciéo d’aquest. Com a
conseqiiéncia s’activen diverses vies de senyalitzacié que indueixen tant mecanismes proapoptotics
com antiapoptotics (Hoek i Pastorino, 2002; Ding i Yin, 2004). Entre le vies proapoptotiques
induides pel TNF-a es troben: (a) la via RIP-TRAFF (Bernardi i col., 2001), (b) la via de les
proteines cinases activades per 1’estrés (stress-activated protein kinase o SAPK) (Wajant i col,
2001) i (c¢) la més ben caracteritzada via TRADD-FADD (Yin, 2000), que provoca I’activacid de la
caspasa 8. La diana final de totes aquestes cascades ¢és la mitocondria, ja que queda afectada la seva
permeabilitat de membrana i com a conseqiiéncia s’inicia el programa de condensacio i degradacio

de la cromatina caracteristic de 1’apoptosi (Kroemer i Reed, 2000).

Al mateix temps, 1’activacio de TNFR1 inicia respostes citoprotectores als hepatocits a
través d’altres vies de senyalitzacio, com I’activacié de la via PI3-cinasa (Pastorino i col., 1999).
En aquesta via antiapoptotica és molt important ’activacié de NF-kB, ja que s’indueix 1’expressio
de molécules especifiques que inhibeixen la citotoxicitat provocada pel TNF-a (Beg i Baltimore,
1996). Pero en el model d’administracié de LPS i galactosamina, el bloqueig de la transcripcid
induit per la galactosamina interfereix amb ’expressié de gens per part de I’'NF-kB, i per aquest

motiu es transdueixen preferentment les senyals apoptotiques (Kosai i col., 1999).

El TNF-o també indueix I’alliberacio d’altres citocines (IL-6), quimocines, la oxid
nitric sintasa i determinades molécules d’adhesié com ICAM-1, VCAM-1 i p-selectina (Bradham i
col., 1998). Totes aquestes proteines son essencials per tal que es produeixi la infiltracid de
neutrofils dins del parénquima hepatic i la posterior activacié d’aquests (Klebanoff i col., 1986;
Philip i Epstein, 1986). La seqiiéncia d’esdeveniments seria: inicialment es produeix el reclutament

de neutrofils als sinusoides hepatics, a continuacid té lloc la transmigracié endotelial d’aquests
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neutrofils gracies a I’expressid6 de VCAM-1 en les cel-lules sinusoidals, endotelials i cél-lules de
Kupffer, primer, i I’expressid6 de ICAM-1 en hepatocits, després. Seguidament es produeix
I’adheréncia dels neutrofils als hepatocits, el que provoca apoptosi i a continuaci6 necrosi. Pero com
en el model d’administraci6 de LPS i galactosamina (LPS/D-GalN) el TNF-a ja ha provocat
apoptosi abans de la transmigracié (Jaeschke i col., 1998) encara s’amplifica molt més el dany

necrotic al fetge.

Per altra banda també s’ha detectat que durant I’endotoxémia es produeixen alteracions
del flux sanguini portal i sinusoidal al fetge (Secchi i col., 2000) i es creu que aquestes alteracions
del flux sanguini causarien les disfuncions a hepatocits i cél-lules de Kupffer que portarien a aquests
tipus cel-lular a 1’alliberament de radicals lliures de forma exagerada, empitjorant encara més les

lesions produides (Jirillo i col., 2002).

Com a conseqiiencia de la destruccid del teixit hepatic, es veu disminuit el rentat
(clearance) de I’'LPS, i per aquest motiu molts altres organs es poden veure afectats directament per
I’endotoxina, entre ells el cor (Parker i Adams, 1985; Romanosky i col., 1986; Chagnon i col.,
2005), els pulmons (Spéhr i col., 2005, Jacobson i col., 2005), els ronyons (Lortie i col., 2004) i el
cervell (Ambrosini i col., 2005).

Pero indirectament I’LPS també afecta a aquests mateixos oOrgans, a través dels
mediadors generats pel fetge. Les citocines generades per la endotoxina bacteriana indueixen iNOS
(isoforma induible de la oxid nitric sintasa) (Moncada i col., 1991; Wang i col., 2004). L’augment
de iNOS a diferents organs i teixits resulta en un increment de oxid nitric (NO). Aquest NO provoca
vasodil-latacid sistémica i com a conseqiiéncia una hipotensié que acaba afectant a moltes funcions
organiques (Johnson i Billiar, 1998). Per una banda aquesta disminuci6 de la pressi6 sanguinia
provoca un increment del treball cardiac i una activacié del SNS i del sistema renina-angiotensina,
que es combina per mantenir la pressioé i compensar aixi la resisténcia vascular sistémica generada
durant D’endotoxémia (Wang i col., 2004). Perd els efectes vasoconstrictors induits per
I’angiotensina II i les catecolamines resulten nocius al ronyd, on es produeix una vasoconstriccid
que fa disminuir el grau de filtracié glomerular i pot arribar a induir una trombosi glomerular
(Schwartz i Blantz, 1999). També, i com a conseqiiéncia de la vasodilataci6 generada per NO,
s’altera el tonus vascular al pulmé (Spéhr i col., 2005) i al tracte gastrointestinal (Suliburk i col.,

2005), on es produeix I’acumulacié de fluids a la llum gastrica.
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L’estrés s’entén com un estat que amenaga [’homeostasi de 1’organisme (Stratakis i
col., 1995). Els agents inductors d’aquest fenomen, els agents estressants, ja siguin emocionals o
fisics, provoquen ’activacio del sistema simpatic medul-lo-adrenal i de I’eix hipotal-lem-pituitaria-
corticoadrenal (Stratakis i col., 1995). Estudis previs realitzats al nostre laboratori (Grau i col.,
1994) havien demostrat que les catecolamines estimulen la secrecié d’EGF des de les glandules
submaxil-lars (SMG) cap a la sang i que una bona part d’aquest EGF és aclarit pel fetge.
Posteriorment Maria Pau Mena i jo mateixa varem poder comprovar que la immobilitzacio, tant
provocada per la fixacio de les extremitats del ratoli amb cinta adhesiva a una superficie rigida
(Mena, 1999), com la restriccié de moviment per la introduccié de 1’animal en un cilindre ajustable

(Sdnchez, 1999), comportava un increment de la concentracié plasmatica d’EGF.

Quin ¢és el significat biologic de la relacid entre estrés, EGF i el fetge? Sabiem que
I’EGF interfereix alguns mecanismes implicats en els efectes metabolics de les catecolamines en el
fetge (Grau i col., 1997). Pero els efectes que s’havien observat no semblaven donar resposta prou
satisfactoria a la pregunta. Alguns estudis publicats a principis dels 2000 ens van orientar cap a la
hipotesi central d’aquesta Tesi Doctoral. Aixi, es va descriure que 1I’administracié exdgena d’EGF
millorava les lesions hepatiques provocades per les endotoxines (Cho i col., 2000) o per la ingesta
cronica d’alcohol (Deaciuc i col., 2002). Com en el nostre laboratori Anna Arnau havia demostrat
que l’estrés per immobilitzacid provocava lesions a diferents teixits (4drnau, 1999), ens hem
plantejat com a hipotesi fonamental que la secrecié aguda d’EGF que té lloc en 1’estrés podria tenir
una funcio hepatoprotectora. Es a dir, podria estar evitant, o reduint la gravetat de les lesions

cel-lulars provocades per les catecolamines o altres components de la resposta a 1’estres.

Donat que Eva Nexo havia descrit ja alliberament d’EGF d’una magnitud molt superior
en altres models d’estrés (comportament agressiu) (Nexo i col., 1981), hem comengat estudiant un
model d’estrés emocional. Concretament hem utilitzat el paradigma “intras-resident” i hem analitzat
I’efecte de 1’agressié provocada per la confrontacié d’animals préviament aillats. Després hem
utilitzat un model d’estrés fisic com és I’administracié d’endotoxina bacteriana. Hem volgut
caracteritzar ambdos models mesurant parametres que il-lustren la situacio d’estrés i estudiant la
cinética de secreci6 de ’EGF. També hem analitzat 1’existéncia de dany cel-lular a partir de la
determinacié d’enzims i de I’observacié de preparacions histologiques. Per testar la nostra hipotesi
principal hem analitzat els canvis provocats per I’extirpacio prévia de les glandules submaxil-lars
(sialoadenectomia). En alguns casos hem estudiat també 1’efecte de I’administracié exogena d’EGF,

o de sérum anti-EGF, o d’un inhibidor de I’activitat tirosina-cinasa del receptor d’EGF.
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3.1. ANIMALS I CONDICIONS D’ESTABULACIO

Per a la realitzacié dels experiments es van utilitzar ratolins mascles SWISS-CDI1
procedents de HARLAN INTERFAUNA IBERICA, S.A. (Barcelona), amb un pes corporal de
35-40 grams. Aquests animals arribaven a I'estabulari de la Facultat de Biologia de la Universitat de
Barcelona i eren traslladats immediatament a una cabina-estabulari situada al Departament de
Bioquimica i Biologia Molecular de la mateixa facultat. Després del periode d’adaptacio (4-5 dies)
eren utilitzats pels diferents experiments. La cabina-estabulari es troba dividida en dos espais: una
cambra d’estabulacié i una avantcambra per a la manipulacid, separades per una porta. Ambdos
espais estan insonoritzats per tal d’evitar 1’estrés dels animals. A I’avantcambra de la cabina-
estabulari es realitzava el control dels animals, el canvi de gabies i els preparatius dels diferents
experiments realitzats (periodes de confrontacid, administraci6 de LPS, etc.). A la cambra
d’estabulaci6 els ratolins es mantenien sota un cicle constant de 12 hores de llum (8:00 a 20:00
hores) i 12 hores de foscor. La temperatura es va mantenir als 23 + 2 °C i amb una humitat que

oscil-lava entre 45 - 55%.

Abans d'ésser utilitzats en algun dels experiments indicats a 'apartat 3.2 els animals es
mantenien en gabies de (51 x 27.5 x 14.5 cm, 14,02 dm’ de superficie) en nombre de cinc
ratolins/gabia, amb lliure accés a l'aigua i al pinso, CRIA-A03 (Panlab, S.L.). La composicio del
pinso CRIA-AO03 era el segiient: humitat (12%), proteines (21%), greixos (4.5%), glucids (52.4%),
fibra (4.1%) i minerals (6%).

Els procediments amb animals que es van seguir en aquest treball van ser autoritzats
pel Comité Etic i de Benestar Animal de la Universitat de Barcelona. En el model d’estrés social, el
procediment fou autoritzat també pel Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de Ia

Generalitat de Catalunya.
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3.2. MODELS EXPERIMENTALS.

3.2.1. Un model d’estres social: confrontacio entre mascles).

L'estrés agut que vam estudiar va ser el que patien els ratolins durant els episodis de
lluita que tenien lloc quan s'enfrontaven dins d'una gabia de dimensions reduides. Per potenciar
I’enfrontament vam fer servir el paradigma "intrus-resident”, consistent en introduir un ratoli

anomenat intrus dins de la gabia d'un altre animal, anomenat resident (Martinez i col., 1998b).

3.2.1.1. Estudi de les alteracions durant la confrontacio entre mascles.

Cadascun dels residents va ser aillat en sengles gabies petites (27.5 x 27.5 x 14.5 cm,
7,56 dm® de superficie) durant un periode de temps de 15 dies, abans que tingués lloc
I'enfrontament. Amb posterioritat, i nou dies abans de l'enfrontament es van separar en gabies
individuals (gabies de 14,02 dm’® de superficie) dos grups d'animals, els que serien els futurs

intrusos 1 els controls (aquests ultims no lluitarien).

Es van establir uns periodes de lluita de 30, 60 o 180 minuts, corresponent al temps
que deixavem ’intrus dins la gabia del resident. Un cop passat el temps indicat en cada condicio, el
ratoli que havia estat I’intris es treia de la gabia i es procedia al seu sacrifici. Simultaniament es
sacrificaven animals del grup control. Tots els animals foren sacrificats entre les 11:00 i les 12:00

hores.

L'animal anomenat resident es deixava dins de la seva gabia i eren retornats a la
cambra d’estabulacio. Aquests animals van ser reutilitzats durant tots els dies que va durar
l'experiment, prenent la precaucié de que cada dia fossin sotmesos a un temps diferent d'exposicio a
l'intrus. El resident que un dia havia lluitat 30 minuts, 'endema ho feia 60 minuts i a l'altra 180

minuts. Aixi tots els residents van participar de tots els grups experimentals de confrontacid.

Sacrificats els animals es procedia a I'extraccio i processament de les mostres segons el

descrit a I'apartat 3.3.
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3.2.1.2. Estudi de la recuperacio després de la confrontacio entre mascles.

Per I’estudi de la recuperacio després de 1’aplicacié d’estrés per confrontacié de forma
aguda vam establir un unic periode de lluita de 180 minuts. Finalitzat aquest temps I’animal intrus
era retornat de nou a la seva gabia (14,02 dm®) on realitzava un periode de recuperacid post-estrés
de 0, 5 0 21 hores. Durant aquest temps, tenien Iliure acces a I’aigua i al pinso. Passat aquest temps
de recuperacio els animals eren sacrificats. Paral-lelament també eren sacrificats els animals

controls (animals aillats perd que no havien lluitat).

Tots els animals van ser sacrificats entre les 13:00 i les 14:00 hores, 1 I’extraccio i
processament de les mostres es va fer segons el descrit a I’apartat 3.3. A més el tros de fetge

seleccionat per histologia era processat tal i com es descriu a I’apartat 3.12.

3.2.1.3. Habituacio6 a ’estrés provocat per la confrontacié entre mascles.

Per tal d’induir I’habituacié en el model d’estrés per confrontacio, els animals intrusos
van ser sotmesos a un periode de lluita de 180 minuts diaris durant quatre dies consecutius.
Finalitzat cada periode de confrontacié I’animal resident es deixava dins de la seva gabia (7,56 dm”
) i ’animal intriis tornava a la seva gabia original (14,02 dm?). Per evitar que disminuis la intensitat
i els episodis de confrontacié vam prendre la precaucié de canviar diariament la parella intris-
resident, d’aquesta manera un intrus no estava en contacte més d’una vegada amb un mateix

resident.

El cinqué dia, els animals intrusos habituats a 1’estreés per confrontaci6 van ser dividits
en tres grups segons el periode de lluita al que eren sotmesos. El primer grup van ser sacrificats
sense lluitar. El segon grup va lluitar durant un periode de temps de 60 minuts i 1’Gltim grup
d’animals va lluitar durant 180 minuts, i a continuacié eren sacrificats. Simultaniament eren
sacrificats un grup d’animals no sotmesos a episodis de confrontacid prévia perd que si havien estat

aillats, grup control.

Tots els animals foren sacrificats entre les 13:00 i les 14:00 hores, 1 I’extraccio i el

processament de les mostres es va fer segons el descrit a I’apartat 3.3.
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3.2.1.4. Estudi de I’accié6 de ’EGF sobre les lesions hepatiques produides per la

confrontacio entre mascles.

Experiments amb animals sialoadenectomitzats.

La sialoadenalectomia és una operacié quirirgica consistent en 1’extirpacido de les
glandules salivals submaxil.lars (SMG). Aixi eliminem la principal font de sintesi 1 secrecio del

Factor de Creixement Epidérmic en el ratoli (Fisher i Lakshmanan, 1990).

Els animals eren anestesiats mitjangant la injeccio intraperitoneal (1.5mL/kg) d'una
solucié ketamina (Imalgéne 1000°, Merial)/xilacina (Rompiin®, Bayer) amb una combinaci6 3 a 1.
L'as d'aquest anestesic (ketamina) combinat amb un relaxant muscular (xilacina), permet la rapida

recuperaci6 dels animals després de l'operacio.

A continuacid, un cop l'animal era ben adormit, es col.locava sobre una superficie
plana en posicié supina, lligavem les dues extremitats anteriors i realitzavem una petita incisi6 al
coll per tal d'exposar les glandules submaxil.lars. Seguidament s'estirava d'elles cap a I'exterior amb
molta cura per poder lligar-les amb un fil; el nus es lligava al nivell de les venes que irriguen les
glandules que immediatament s’extirpaven fent un tall per sobre d'aquest nus. Netejavem molt bé la
ferida amb PBS i aplicavem sulfanilamida en pols (Laboratorios Andreu) per evitar infeccions. Un
cop fet aixo tancavem la incisié amb dos o tres punts de sutura, netejavem amb PBS les restes de
sang, aplicavem de nou sulfanilamida i deixavem els animals recuperar-se de la operacié sota una
font de calor per tal d'evitar I'hipotérmia. Aquests animals sense glandules submaxil.lars

s'anomenaren sialoadenectomitzats (SIALO).

Un altre grup d'animals patien una operaci6é simulada en la qual se seguia el mateix
protocol que la sialoadenalectomia amb la diferéncia de que les glandules submaxil.lars eren
exposades, pero ni lligades ni extirpades. Aquests animals s'utilitzaren com a grup control i els

anomenarem operacio simulada (OS).

Un cop realitzades totes les operacions els animals es posaven en gabies grans (14,02

2 . . . . . ;.
dm” de superficie) que tenien una reixeta, per evitar que la ferida pogués infectar-se en contacte
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amb els encenalls. Es posaren tres animals per gabia i durant les primeres 24 hores es van mantenir
en dejuni per tal d'uniformitzar les diferéncies d'ingesta que es donen just després de 1’operacio.
Abans d’iniciar I’experiment de confrontacié es deixaven durant tres setmanes en les condicions
d’estabulacié esmentades, amb lliure accés al beure i al menjar, per tal de recuperar-se de

I’operacio.

Per fer I’estudi de la resposta a 1’agressid en ratolins sialoadenectomitzats era

necessari tenir 5 grups d’animals:

- Un grup d’animals residents o agressors, els quals no havien estat sotmesos a cap operacio. Per
tenir ratolins agressors vam aillar ratolins d’un pes aproximat de 40 grams, cadascun en sengles

gabies petites (7,56 dm® de superficie), durant un periode de 21 dies, abans d’iniciar I’experiment.

- Dos grups d’animals intrusos o agredits, un de ratolins STALO i altre d’OS. Abans d’utilitzar-los
com a intrusos eren aillats durant 15 dies en gabies de 14,02 dm?” de superficie. El pes d’aquests

animals era d’uns 35 grams.

- Dos grups d’animals controls, un de ratolins SIALO i un altre d’OS, amb un pes de 35 grams, es
mantenien en les mateixes condicions esmentades que els futurs els intrusos, és a dir, també van ser

aillats durant 15 dies.

Transcorreguts els periodes d’aillament de tots els grups experimentals, s’iniciava
I’experiment de confrontacio, en el qual ’intrus (OS o SIALO) estava en contacte amb el resident,
dins de la gabia d’aquest ultim durant un periode de 180 minuts. Passat aquest temps, 1’intrus es
treia de la gabia i es procedia al seu sacrifici. Paral.lelament també se sacrificaven animals controls
(SIALO i OS), que també havien estat aillats perd no van ser enfrontats als residents. Tots els

animals foren sacrificats entre les 13:00 i les 14:00 hores.

Acabada la confrontacié l'animal anomenat resident retornava a la cambra
d’estabulaci6. Aquest grup d'animals va ser reutilitzat durant tots els dies que va durar I'experiment,
prenent la precauci6 que cada dia lluitessin amb un animal que hagués patit una operacio diferent.

De forma que si un dia l'intrits era un animal SIALO, a I'endema ho era un animal OS.

L'extraccio i processament de les mostres es va fer segons el descrit a 1'apartat 3.3.
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Experiments amb anticossos anti-EGF.

En aquest estudi eren necessaris tres grups d’animals: residents, intrusos i controls.
Les condicions d’estabulaci6 i aillament d’aquests animals es van fer seguint les indicacions

descrites a 1’apartat 3.2.1.1.

En aquest experiment els animals intrusos van ser sotmesos a un periode de lluita de
180 minuts. Préviament aquests van ser dividits en quatre grups segons el tractament que havien

rebut:

- grup PBS, animals injectats amb 100 uL de PBS per via intraperitoneal 10 minuts abans del
periode de confrontacio;

- grup subcutani o SC, animals injectats amb 150 pL de sérum de conill anti-EGF de ratoli (obtingut
al nostre laboratori) per via subcutania 48 hores abans del periode de confrontacio;

- grup intraperitoneal o IP, animals injectats amb 100 pL de sérum de conill anti-EGF de ratoli per
via intraperitoneal 2 hores abans del periode de confrontacio;

- grup intravendés o IV, animals injectats amb 10 pg d’anticds neutralitzant contra I’EGF
(UPSTATE, EGF neutralizing rabbit polyclonal antibody) dissolt amb PBS per via intravenosa 1

hora abans del periode de confrontacio.

Finalitzat el periode de confrontaci6 tots els animals intrusos 1 controls (animals aillats
perd que no van lluitar) foren sacrificats. Tots els sacrificis es van realitzar entre les 13:00 i les

14:00 hores, i I’extracci6 i processament de les mostres es va fer segons el descrit a I’apartat 3.3.

Experiments amb la tirfostina AG-1478.

Per analitzar 1’acci6 de la tirfostina AG-1478 (Calbiochem) (inhibidor especific de
I’activitat tirosina-cinasa de ErbB1) en D’estrés social van ser necessaris tres grups d’animals:
residents, intrusos i controls. Les condicions d’estabulaci6 i d’aillament d’aquests animals es van

fer seguint les indicacions descrites a 1’apartat 3.2.1.1.
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El periode de confrontacié establert per al grup d’animals intrusos va ser de 180
minuts. Aquests van ser injectats amb tirfostina AG-1478 (0.25 mg/kg per via intraperitoneal
dissolta en dimetilsulfoxid (4nalytiCal, CARLO ERBA S.A.) al 10% en aigua destil-lada) o bé amb
100 uL de PBS, 20 minuts abans de I’aplicacio de I’estimul estressant. Finalitzat el periode de lluita
els animals intrusos foren sacrificats. Simultaniament eren sacrificats el grup d’animals controls, els

quals havien estat aillats perd no havien lluitat.

El sacrifici es realitzava entre les 13:00 i les 14:00 hores, i I’extraccid i processament

de les mostres es va fer segons el descrit a I’apartat 3.3.

3.2.2. Un model d’estres fisic-immnune: injeccio d’endotoxina bacteriana

(LPS).

Per aquest estudi, els ratolins eren injectats amb una dosi coneguda d’endotoxina
bacteriana o lipopolisacarid (LPS). Aquest model queda englobat dins del que es coneix com estres
fisic-immnune perqué el lipopolisacarid és un potent activador de I’eix hipotal-lem-pituitaria-
adrenal (HPA) (Takemura i col., 1997) que provoca una resposta immediata de I’organisme, ja que
actua a través de centres que connecten directament amb el nucli paraventricular de 1’hipotal-lem
(PVN) (Herman i Cullinan, 1997). Els mecanismes pels quals el LPS activa 1’eix HPA sén molt
complexes, ja que es necessaria la transduccié de senyals per diferents tipus cel-lulars localitzats
dins i fora de la barrera hematoencefalica, les quals son activades pel mateix LPS o per les citocines

que aquest genera periféricament (Turnbull i Rivier, 1999; Rivest i col., 2000, Rivest, 2001).

El ratoli és forga resistent a I’efecte citotoxic de 1’endotoxina bacteriana. Es freqiient
administrar-la conjuntament amb D-Galactosamina (inhibidor de la transcripcid) per tal de
potenciar els seus efectes (Morikawa i col., 1996; Endo i col., 1999; Freudenberg i col., 2001; Sass
icol, 2002).

* Reactius.

- D-Galactosamina (D-GalN) (Calbiochem)
- Lipopolisacarid (LPS) de Salmonella Abortus Equii (Sigma)
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* Preparacio de les solucions de treball.

- Soluci6 de D-GalN.- a partir del producte comercial liofilitzat es preparava una

solucid de 150 mg/mL amb PBS. Aquesta soluci6 era preparada en fresc el dia de la seva utilitzacio.

- Solucié de LPS.- a partir del producte comercial liofilitzat es preparava una solucid
mare de 10 mg/mL amb aigua destil-lada. Aquesta solucid era aliquotada i conservada a — 20°C fins
al dia de la seva utilitzacio.

- Solucié LPS/D-GalN.- el dia de I’experiment descongelavem la solucié mare de LPS

(10 mg/mL) 1 preparavem la solucié de D-GalN. Les diferents dosis a injectar es preparaven diluint

I’LPS amb la solucio de D-GalN.

* Ajust de les dosis de LPS.

L’endotoxina I’administravem per via intraperitoneal. El volum a injectar a cada animal
per obtenir finalment la dosi desitjada el vam obtenir mitjancant la formula: volum (uL) = pes

corporal (g) x 5 uL/g. Aixi, per un ratoli de 40 grams, haviem d’injectar 200 pL.

Per aquest motiu tant les diferents dosis de LPS com la solucié de galactosamina
apareixen expressades sempre per Kg de pes corporal. En el cas dels animals control vam aplicar la
mateixa formula emprada pels injectats amb LPS a I’hora de calcular el volum de PBS a injectar.
D’aquesta manera el volum final injectat era sempre el mateix, independentment del tractament que

rebien.

3.2.2.1. Estudi preliminar: dosi letal 50.

Per a la realitzacié d’aquest experiment els animals van rebre la injeccié d’una solucio6
d’endotoxina bacteriana per via intraperitoneal. Es preparaven diferents dosis de lipopolisacarid de
1, 3, 10, 30, 100 i 300 pg/kg, totes elles combinades amb D-Galactosamina (750 mg/kg). El grup
d’animals control (dosi 0 pg LPS/kg) rebia la injecciéo d’un volum equivalent de PBS també per via

intraperitoneal.

Tots els animals eren injectats a les 9:00 hores i seguidament eren retornats a les seves
gabies amb lliure accés al beure i al menjar. Vam anar controlant la supervivéncia de tots els

animals a les 4, 8, 24 i 48 hores després de la injeccid. Finalitzada I’observaci6 de les 48 hores els
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animals que havien sobreviscut a la injecci6 del lipopolisacarid eren sacrificats. D’aquests animals

no vam extreure cap mostra ja que unicament voliem realitzar el seguiment de la supervivéncia.

3.2.2.2. Estudi preliminar d’hepatotoxicitat: dosi-resposta.

Els animals van rebre la injeccidé d’una solucid d’endotoxina bacteriana per via
intraperitoneal. Es preparaven les diferents dosis de lipopolisacarid de 3, 30 i 300 pg/kg totes elles
combinades amb D-Galactosamina (750 mg/kg). Paral-lelament un grup d’animals control rebia la

injeccié d’un volum equivalent de PBS també per via intraperitoneal.

Tots els animals eren injectats a les 9:00 hores i seguidament eren retornats a les seves
gabies amb lliure accés al beure i al menjar. A les 8 hores d’haver rebut la injeccio tots els animals
eren sacrificats i es procedia a I’extraccio i processament de les mostres segons el descrit a I’apartat

3.3.

3.2.2.3. Evolucié temporal dels marcadors de lesio hepatica.

Un cop observades quines alteracions eren provocades per la injeccié de lipopolisacarid
vam voler analitzar com evolucionava al llarg del temps el dany hepatic que s’havia provocat. Per a
la realitzaci6 d’aquest experiment els animals van rebre la injeccié d’una dosi de 10 pg LPS/kg
combinada amb D-Galactosamina (750mg/kg) per via intraperitoneal. Paral-lelament el grup

d’animals control van rebre la injeccié d’un volum equivalent de PBS.

Tots els animals eren injectats a les 9:00 hores i eren retornats a les seves gabies amb
lliure accés al beure i al menjar. Els animals injectats amb endotoxina bacteriana i amb PBS van ser
sacrificats a les 8, 24 i 48 hores després d’haver rebut la injeccié. L extraccio i processament de les

mostres es va fer segons el descrit a I’apartat 3.3.
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3.2.2.4. Efecte de la sialoadenectomia sobre la supervivéncia dels animals tractats amb

endotoxina bacteriana.

Passades tres setmanes des de la intervencié quirurgica els animals OS i SIALO van
rebre la injeccidé d’una dosi de 100 pg LPS/kg combinada amb D-Galactosamina (750mg/kg) per

via intraperitoneal.

Tots els animals eren injectats a les 9:00 hores i eren retornats a les seves gabies amb
lliure accés al beure i al menjar. Vam anar controlant la superviveéncia d’aquests animals durant les
48 hores posteriors a la injeccio (a les 8, 24 1 48 hores). Els animals supervivents d’aquesta primera
injeccio es van deixar a les seves gabies, i es va procedir a extreure sang de la cua 7 1 12 dies

després.

Passades dues setmanes des de la primera injeccid els animals ja estaven totalment
recuperats i van rebre una segona injeccié d’una dosi de 100 pg LPS/kg combinada amb D-
Galactosamina (750mg/kg). Seguint el mateix protocol establert per la primera injeccid vam
controlar la supervivéncia durant les 48 hores posteriors a la injeccio. Finalitzat el periode

d’observacio de 48 hores els animals supervivents van ser sacrificats.

3.2.2.5. Alteracions provocades per la sialoadenectomia en la resposta a I’endotoxina

bacteriana.

Per realitzar aquest estudi van ser necessaris 4 grups d’animals: dos grups d’animals
injectats amb lipopolisacarid, un de ratolins SIALO i altre d’OS, i dos grups d’animals controls, un

de ratolins STALO 1 altre d’OS.

Passades 3 setmanes des de la intervencié quirdrgica un grup d’animals OS i altre de
SIALO van rebre la injecci6 d’una dosi de 10 pg LPS/kg combinada amb D-Galactosamina
(750mg/kg) per via intraperitoneal. De forma paral-lela un altre grup d’animals OS i altre de SIALO

van rebre la injeccié d’un volum equivalent de PBS (grup control OS i grup control SIALO).

Tots els animals eren injectats a les 9:00 hores i eren retornats a les seves gabies amb
Iliure accés al beure i al menjar. Es van establir diferents periodes de sacrifici per als animals

injectats amb endotoxina: 0, 45 minuts, 1.5, 3, 8 1 24 hores. L’extraccid i processament de les
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mostres es va fer segons el descrit a I’apartat 3.3. A més el tros de fetge seleccionat per histologia

era processat tal i com es descriu a ’apartat 3.12.

3.2.2.6. Modifica PEGF D’efecte hepatotoxic de I’endotoxina bacteriana?

Per a la realitzacié d’aquest experiment els animals van rebre la injeccié d’una dosi de
10 pg LPS/kg combinada amb D-Galactosamina (750mg/kg) per via intraperitoneal.

Immediatament aquests animals eren dividits en 4 grups segons el tractament que rebien:

- grup PBS.- animals injectats amb 100 puL de PBS, per via intraperitoneal;

- grup EGF.- animals injectats amb 5 ug d’EGF recombinant de ratoli (Roche) dissolt amb PBS, per
via intraperitoneal.

- grup DMSO 10%.- animals injectats amb 100 pL de dimetilsulfoxid (AnalytiCal, CARLO ERBA
S.A4.) preparat al 10% amb aigua destil-lada, per via intraperitoneal.

- grup AG-1478.- animals injectats amb tirfostina AG-1478 (0.25 mg/kg dissolta en dimetilsulfoxid

al 10% en aigua destil-lada), per via intraperitoneal.

De forma paral-lela un grup d’animals control (que no havien rebut la injeccié d’LPS)

va rebre una injeccié d’un volum equivalent de PBS per via intraperitoneal.

Tots els animals eren injectats a les 9:00 hores i eren retornats a les seves gabies amb
lliure accés al beure i al menjar. A les 8 hores d’haver rebut la injeccid intraperitoneal de
I’hepatotoxic tots els animals eren sacrificats i es procedia a 1’extraccié i processament de les

mostres.

3.2.3. Un model de fetge perfos: efecte de la infusio d’endotoxina

bacteriana.

* Fonament.

Per tal d’estudiar I’efecte directe de I’'LPS en el fetge varem fer perfusions del fetge
aillat d’animals STIALO i OS, adaptant al ratoli el métode desenvolupat per Galan (Galan, 1996) per
al fetge de rata.
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* Material.

- Cabina termostatitzada : 38 £ 2 °C

- Bomba peristaltica (Miniplus 2.Gilson)

- Canules de diferents mides: la més prima (Critchley Electrical. Australia. Diametre
intern/extern: 0.50/0.80 mm) s’introduia en la vena cava inferior, la més gruixuda
(groc/blau, AFORA) donava el tomb al sistema de bombeig de 1’aparell, i la d’un
diametre intermedi (blanc/blanc, 4FORA) acabava a I’interior del recipient que
contenia el medi de perfusio

- Embut amb reixeta (receptacle del fetge aillat)

- Xeringa de tuberculina de 1mL (Rubilabor)

- Material de cirurgia

- Placa de petri (Rubilabor)

* Reactius.

- Carbogen (0,/CO,, 95:5)
- Solucio6 d’heparina (Sigma), 2.5 mg/mL en PBS
- Solucio6 de pentobarbital sodic (60mg/kg)
- Solucié salina tamponada amb fosfats (PBS): NaCl (Panreac) 137 mM, KCI (
Panreac) 2.7 mM, KH,PO, (Panreac) 1.5 mM i Na,HPO, (Panreac) 8 mM, a pH=7.4.
- Soluci6 de pentobarbital sodic 60 mg/Kg preparat amb PBS
- Soluci6 de Leivobitz: NaCl (Panreac) 136.8 mM, KCI (Panreac) 5.4 mM, KH,PO,
(Panreac) 0.44 mM, , Na,HPO,2H,0 (Panreac) 1.33 mM, MgCl,-6H20 (Merck) 0.98
mM, MgSO47H20 (Merck) 0.81 mM en AD
- Soluci6 d’aminoacids i vitamines (x16.6):
* aminoacids essencials (x50) (Gibco)
* aminoacids no essencials (x100) (Gibco)
* L-Glutamina (x100) (Gibco)
* vitamines (x100) (Gibco)
Barrejavem 2 volums d’aminoacids essencials + 1 volum d’aminoacids no
essencials + 1 volum de vitamines + 1 volum de L-Glutamina + 1 volum d’aigua

miliQ, i guardavem la solucid fraccionada a — 20 °C
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- D-Glucosa (Panreac) 1.5M en AD (x100)

- HEPES (Roche) 200 mM en AD (x10)

- CaCl, (Panreac) 130 mM en AD (x100)

- Solucié d’albumina sérica bovina (BSA) (Sigma): a 1% p/v preparada amb aigua
miliQ

- Solucié NaOH 5M

- D-Galactosamina (Calbiochem)

- Lipopolisacarid (LPS) de Salmonella Abortus Equii (Sigma)

* Preparacions del medi i les condicions de perfusio.

El medi de perfusi6 era preparat cada dia en fresc a partir dels seus diferents
components. Per tal de preparar 100 mL de medi de perfusioé barrejavem 10 mL de la solucié de
Leivobitz concentrada (10x), 1 mL de glucosa 1.5 M, 1 mL de CaCl, 130 mM, 10 mL d’HEPES
200 mM i 6 mL de la solucié de vitamines i aminoacids (16.6x). Afegiem uns 20 mL d’aigua
destil-lada (AD) a la barreja i la posavem a gasejar amb carbogen durant 20 minuts. Un cop passat
aquest temps ajustavem el pH amb la solucid6 de NaOH 5M. A continuacié afegiem 10 mL
d’alblimina sérica bovina (BSA) concentrada (10x) i finalment enrrasavem amb AD fins als 100 mL

finals.

Un cop enllestit el medi de perfusid, el deixdvem atemperant-se dins la cabina
termostatitzada connectat al carbogen, i ajustavem el flux de la bomba peristaltica amb AD.
D’aquesta manera ens asseguravem que cada dia el flux era de 2 mL/min. Seguidament la bomba
peristaltica era també introduida dins la cabina termostatitzada i ompliem tot el sistema de canules

amb el medi de perfusio.

* Procediment.

A. Rentat i extraccio del fetge.

Els animals eren anestesiats amb 100 pL d’una solucié de pentobarbital sodic dissolt en
PBS per via intraperitoneal. Perd préviament, uns 10 o 15 minuts abans, els animals havien estat
injectats amb 100 uL. d’una soluci6 d’heparina per tal de facilitar el rentat correcte del fetge. Un cop

I’animal estava totalment adormit es col-locava en posicié supina sobre una superficie plana i
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enganxavem les 4 extremitats amb cinta adhesiva. A continuacid, li féiem una laparotomia mitjana i
apartavem tot el paquet intestinal a la dreta per tal de deixar al descobert la vena cava inferior i
I’aorta abdominal. Seguidament lligavem les dues ramificacions de la vena cava inferior cap als
ronyons, després, i amb 1’ajut d’unes pinces, aillavem la vena cava inferior i I’artéria abdominal i
passavem dos fils per sota d’elles sense fer cap nus. El segiient pas consistia en extreure sang de la
vena cava inferior amb una xeringa heparinitzada i a continuacidé procediem a la canul-lacid
d’aquesta mateixa vena amb una canula de perfusié amb la punta biselada (connectada a la vegada a
la bomba peristaltica), fent entrar la canula fins a I’interior del fetge. Rapidament lligavem els dos
fils a la vena canulada (per tal d’assegurar que quedes fixada) i procediem a tallar el diafragma i
obrir la caixa toracica. Lligavem la cava inferior al tram toracic per sobre del fetge, tallavem la vena
porta i engegavem la bomba peristaltica ajustada a un flux de 2 mL/min. Mentre I’0rgan s’anava
rentant procediem a eliminar tot el paquet intestinal de I’animal. Després extreiem el fetge de
I’animal amb molta cura i el col-locavem a una placa de petri. Un cop aqui tallavem els dos ronyons
i deixavem 1’0rgan rentant-se fins assegurar-nos que estigués totalment net. El temps aproximat

d’aquesta operacid era d’uns 15 o 20 minuts.

B. Perfusio i recol-leccio de mostres.

Acabat el rentat, I’0rgan era dipositat sobre una reixeta que estava situada dins d’un
embut que havia estat habilitat com a receptacle pel fetge aillat. Aixi podiem recollir el medi de

perfusié eluit amb més facilitat.

Els fetges controls eren sotmesos a perfusié durant 180 minuts i recolliem I’eluit durant
1 minut cada 10 minuts. En el cas dels fetges tractats amb hepatotoxic, es feia una perfusié d’una
soluci6 de 0.1 pg d’LPS, 7.5 mg GalN/mL preparada amb el mateix medi de perfusid. La durada de
la perfusiéo amb LPS era de 10 minuts des del minut zero. A continuaci6, els 170 minuts restants el
fetge era perfos amb el medi sense LPS. Les mostres d’eluit eren recollides, també, durant 1 minut
cada 10 minut fins al final de la perfusié. Previ a la congelacié de les mostres, aquestes eren
diluides amb albumina sérica bovina (BSA) al 10% de manera que la concentracié final de
albiimina a la mostra fou del 3%. Aquesta dilucio es realitzaba per tal de mantenir ’activitat dels

enzims en aquestes mostres que es congelaven a — 20 °C fins el dia de la valoracio.
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3.3. EXTRACCIO I PROCESSAMENT DE LES MOSTRES.

* Material.

- Xeringa de tuberculina de 1mL (Rubilabor)

- Placa de petri (Rubilabor)

- Cinta adhesiva

- Fil de coto

- Material de cirurgia

- Bomba peristaltica (Miniplus 2, Gilson)

- Canula 0.5/0.8 mm (Critchley Electrical, Australia)
- Canules de diferents mides (AFORA)

- Microcentrifuga (Biofuge A-Heracus Spatech)

- Bastonets de cotd

- Tub Falcon de 50 mL (BECKTON DICKINSON)
* Reactius.

- Soluci6 salina tamponada amb fosfats (PBS)

- Soluci6 pentobarbital sodic (60mg/Kg)

- Soluci6 d’heparina (Sigma) (200 U/mL) preparada amb PBS

- Paraformaldehid 4%: paraformaldehid (Panreac) al 16% en tampo6 fosfat sali

0.1M (veure apartat 3.12)

* Procediment.

Per sacrificar els animals es procedia a la injeccio de 100 pL de pentobarbital sodic,
dissolt en PBS, per via intraperitoneal. Un cop I'animal estava totalment adormit, es col-locava en
posicid supina sobre una superficie plana i se li immobilitzaven les extremitats anteriors i posteriors
amb cinta adhesiva. A continuacio, li realitzavem una laparotomia mitjana i apartavem el paquet
intestinal cap a la dreta per tal de poder accedir a la vena cava inferior i l'aorta abdominal.

Seguidament amb Il'ajut d'unes pinces aillavem ambdues i passavem un fil per sota perod sense fer
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cap nus. A més situdvem una espatula per sota d’ambdos vasos sanguinis en el punt on seria
introduida 1’agulla de la xeringa. En aquest punt, procediem a I’extraccié de sang de la vena cava
inferior amb una xeringa heparinitzada, tot punxant per sota d’on teniem el fil. Un cop extreta la

sang era recollida en un tub eppendorf i es deixava en gel fins a la seva posterior centrifugacio.

Als primers experiments un cop haviem extret la sang, procediem a [’extraccio de
teixits. Pero degut al fet que vam comencar a valorar I’activitat mieloperoxidasa al fetge va ser
necessari la perfusio d’aquest teixit amb una solucié PBS-heparina. Per a dur a terme la perfusio,
vam utilitzar una bomba peristaltica que un cop graduada ens permetia tenir un flux constant de 5
mL/min. Acoblat a la bomba teniem un sistema de canules de tres diametres diferents. La més
prima (Critchley Electrical. Australia. Diametre intern/diametre extern: 0.50/0.80 mm) s’introduia
en la vena cava inferior de 1’animal, la més gruixuda (Groc/blau. Diametre intern: 1.52 mm)
envoltava el sistema de bombeig de 1’aparell, i la d’un diametre intermedi (Blanc/blanc. Diametre
intern: 1.02 mm) acabava a ’interior d’un tub on hi havia el PBS-heparina. Per iniciar la perfusio
introduiem la canula de menor diametre pel forat fet per I’agulla de la xeringa fins I’encreuament
de la vena cava inferior amb les renals sense entrar al fetge. Llavors ens asseguravem que la canula
quedés fixada a I’interior, fent un doble nus amb el fil que préviament haviem passat per sota la
vena cava inferior i I’aorta abdominal. A continuaci6 tallavem el diafragma de I’animal i obriem la
cavitat toracica per tal de poder arribar al tram toracic de la vena cava inferior que també lligavem
amb un fil. Després tallavem la vena porta i rapidament connectavem la bomba peristaltica durant
aproximadament un minut. Aquest temps era suficient per netejar I’interior del fetge que clarament
canviava de color. Seguidament extréiem el fetge i el dipositavem en una placa de petri amb solucid
salina per tal de seleccionar un tros d'aproximadament uns 100 mm’ que era tallat amb una fulla de
bisturi i el reservavem per histologia. Amb posterioritat aquest tros era processat per fer blocs de
parafina (vegeu apartat 3.12). La resta de teixit es recollia i era congelat amb N, liquid.
Posteriorment extréiem les glandules submaxil.lars i també eren submergides immediatament en N,

liquid.

Un cop recollides totes les mostres, centrifugavem la sang durant 20 minuts a 12000 x
g en una microcentrifuga a 4°C, per tal de separar el plasma de les cél-lules sanguinies. Finalment
les mostres de glandules submaxil.lars (SMG), fetges i els plasmes es guardaven a -20°C fins al

moment de la seva utilitzacio.
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3.4. QUANTIFICACIO D'EGF A TEIXITS: GLANDULES
SUBMAXIL.LARS (SMG) I FETGE.

* Fonament de la técnica.

L'ELISA ("Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay") utilitzada per a la quantificacio
d'EGF en glandules submaxil.lars és del tipus indirecte d'inhibicid per antigen. S'ha emprat el
meétode descrit per Grau i col-laboradors (Grau i col., 1994), basat en la competéncia que s'estableix
entre 'EGF adsorbit a la placa de valoracié i I'EGF existent a la mostra/patré per la unid als
anticossos de l'antisérum de conill anti-EGF de ratoli. Per tal que tingui lloc aquesta competencia la

concentraci6 d'aquest anticos primari ha de ser limitant.

Amb l'objectiu de determinar la quantitat d'anticos que quedava finalment unit a la
placa, es va fer servir una immunoglobulina G de cabra anti-conill conjugada amb peroxidasa
(anticos secundari). La peroxidasa catalitzava la transformacioé d'un substrat, la O-fenilendiamina,
en preséncia de peroxid d'hidrogen, en un producte colorejat. Aquest permetia la lectura de la placa
a una longitud d'ona de 492 nm. D'aquesta manera es quantificava 'EGF present a la mostra ja que
quan més color s'obtenia, era indicatiu d’una uni6 més important dels anticossos de l'antisérum de
conill a I'antigen adherit a la placa, i per tant que la concentracié d'EGF en aquella mostra era més

baixa.
* Material.

- Placa d'elevada adsorcid6 de poliestire de 96 pous per ELISA (Costar-Cultek,
referéncia-3590)
- Lector de plaques d’ELISA (Multiskan Plus MKII)

* Reactius.

- Solucio6 salina tamponada amb fosfats (PBS)
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- EGF de ratoli 9.1 pM en PBS purificat per Carme Rodriguez al nostre laboratori a
partir de glandules submaxil.lars, segons descriu Savage i Cohen (Savage i Cohen,
1972)

- Soluci6 fixadora: isopropanol (Fluka) 25% en acid acétic (Panreac) 10% v/v

- Solucio de blocatge: llet en pols desnatada (Cental Lechera Asturiana) al 5% en PBS
- MTP: llet en pols desnatada (Cental Lechera Asturiana ) al 0.5% i Tween-20 (Sigma)
al 0.1 % en PBS

- Anticos primari: sérum de conill anti-EGF, obtingut també al nostre laboratori per
procediments estandards

- Anticos secundari: immunoglobulines G de cabra anti-conill conjugades amb
peroxidasa (Nordic Immunological)

- Solucid de revelat: O-fenilendiamina (Sigma) 0.4 mg/mL, H,O, (Panreac) 60 ppm en
tampo citrat (Panreac) 0.15 M a pH=5

- HCI (Panreac) 2.5 M

* Processament de les mostres.

Material.

- Balanga de precisio6 (Sartorius BP61S)

- Morter de porcellana (AFORA)

- Disruptor cel-lular (Ultra-turrax T25, IKA® LABORTECHNIK)
- Ultracentrifuga (Sorvall ® RC M120EX)

Procediment.

Es pesaven les glandules submaxil-lars a la balanga de precisio i després es col.locaven
dins d'un morter on eren fragmentades. A continuacié agafavem la meitat de les glandules i les

submergiem en 3 mL de PBS.

Per homogeneitzar el teixit es va fer servir un disruptor cel-lular ( a una velocitat mitja
de 22000 rpm) mantenint sempre el tub amb la mostra submergit en aigua amb gel. El temps

necessari per a una total homogeinitzaci6 era aproximadament de 1 minut.
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Amb posterioritat afegiem PBS fins a un volum final de 6 mL i se centrifugava durant
1 hora en una ultracentrifuga, a una velocitat de 100000 x g i a 4°C. El sobrenedant recollit es
guardava a -20°C. El dia de la valoracié la mostra era diluida 1/5000 amb tamp6é MTP i a partir

d'aquesta dilucié es quantificava la concentracié d'EGF de cadascuna de les glandules.

En el cas del teixit hepatic, submergiem un tros de 100 mg en 5 mL de PBS. I
I’homogeneitzavem de la mateixa manera que les glandules submaxil-lars. Un cop homogenat el
teixit afegiem PBS fins a un volum final de 10 mL i se centrifugava durant 1 hora en una
ultracentrifuga, a una velocitat de 100000 x g i a 4°C. El sobrenedant recollit es guardava a -20°C.

El dia de la valoracié la mostra era diluida 1/10 amb tamp6 MTP .

* Preparacio de la corba patro.

Per la corba patré es preparaven les segiients dilucions d’EGF amb tampd MTP.

EGF 66.6 1M .- 5.9 uL d'EGF 9.1 uM + 794 uL MTP
EGF 20 nM .- 135.2 pL d'EGF 66.6 nM + 314.8 L MTP
EGF 6.6 nM .- 45 uL d'EGF 66.6 nM + 405 uL MTP
EGF 2 1M .- 45 uL d'EGF 20 nM + 405 uL MTP

EGF 0.66 nM .- 45 uL d'EGF 6.6 nM + 405 L MTP
EGF 0.2 nM .- 45 uL d'EGF 2 nM + 405 uL MTP

EGF 0.066 nM .- 45 uL d'EGF 0.66 nM + 405 pL. MTP
EGF 0.02 1M .- 45 uL 'EGF 0.2 nM + 405 uL MTP
EGF 0.0066 nM .- 45 uL d'EGF 0.066 nM + 405 uL MTP

Aquestes solucions es preparaven cada dia, doncs I'EGF no es pot congelar un cop

diluit a concentracions inferiors a 10 nM.

* Procediment de la quantificacio.

Es preparava una solucié d'EGF 2 nM diluint 2 pL de la solucié mare d'EGF (9.1 uM)
en 11 mL de PBS. Seguidament es posaven 100 uL d'aquesta soluci6 per pou (equivalent a Ing) i es
deixava adsorbir a la placa durant tota la nit a 4°C en una cambra humida. L'endema es fixava

aquest EGF afegint 100 pL de solucié fixadora a tots els pous. La fixaci6 es realitzava a
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temperatura ambient durant 15 minuts a la cambra humida. La placa es rentava a continuacid 3
vegades amb PBS (1 minut per rentat). Per tal de buidar totalment els pouets, després d'abocar el
liquid a la pica, es donaven uns quants cops a la placa invertida sobre un coixinet fet de paper de

filtre.

Per eliminar la unié inespecifica de I'anticos a la placa, es feia un blocatge consistent
en afegir 350 uL de la solucié de blocatge per pou i es mantenia aixi durant 30 minuts dins la
cambra humida i en un bany a 37°C amb agitaci6 suau. Es rentava la placa 3 vegades amb MTP (1
minut per rentat). A continuacio posavem 50 pL de mostra o valor de l'estandard (per triplicat) amb
50 pL de l'anticos primari (diluit 1/2500 en MTP) per pou, i es deixava incubant durant 4 hores dins

la cambra humida i en un bany a 37°C amb agitacio suau.

Finalitzat el primer periode d'incubacio es rentava de nou la placa 3 cops amb MTP (1
minut per rentat) i comengava el segon periode d'incubacié afegint 100 pL per pou de l'anticos
secundari (diluit 1/10000 en MTP). Aixi es deixava 90 minuts dins la cambra humida i en un bany
a 37°C amb agitaci6 suau. Passat aquest temps es feien els 3 ultims rentats amb MTP (1 minut per

rentat) i afegiem 100 pL de soluci6 de revelat per pou.

El revelat de la placa tenia lloc a les fosques i s'aturava aproximadament als 20 minuts
(depenent de la intensitat del color) afegint 50 uLL d” HCI 2.5 M, virant el color de groc a taronja. A

continuacio6 llegiem I'absorbancia de la placa a 492 nm.

* Especificitat de ’ELISA.

El métode de quantificaci6 d’EGF per ELISA ja s’havia posat a punt al nostre
laboratori 1’any 1994 i llavors haviem comprovat la especificitat del sérum de conill anti- EGF
(Grau i col., 1994) ja que no reconeixia el TGF-a. Ara hem volgut extendre 1’analisi a d’altres
membres de la familia de I’EGF, especialment 1’Heparin Binding EGF-like Growth Factor (HB-
EGF).

Varem preparar 4 solucions diferents: una d’EGF de ratoli (EGFr), una HB-EGF huma
(HB-EGFh) (Sigma), una de Nerve Growth Factor de ratoli (NGFr) (Sigma) 1 I’Gltima d’albamina
sérica bovina (BSA) al 0.1% en PBS (Sigma). La solucié de BSA era preparada i utilitzada en
aquesta ELISA per dos motius: (a) perque les solucions mare de I’HB-EGFh i el NGFr eren
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preparades amb aquesta solucio i, (b) perqué voliem detectar si 1’albumina d’aquesta solucid

interferia a la nostra valoracio.

Proves preliminars realitzades amb la soluci6 de BSA van possar de manifest que

I’albtimina no interfereix en la nostra valoracio.

Per preparar la corba patré de NGFr resuspeniem el producte liofilitzat amb la solucio
de BSA fins a obtenir una concentracid final de 666 nM. A partir d’aquest punt realitzavem una
dilucié 1/10 amb MTP obtenint aixi el punt més alt de la patré 66.6 nM i seguidament féiem el
mateix banc de dilucions que per 'EGF (veure apartat 3.4.5.). Aquesta mateixa operacid era

realitzada per a la preparacio de la corba patré d’HB-EGFh.

Les diferents solucions eren preparades en fresc el dia de la valoracio, igual que la

patré d’EGF, i el procediment de la quantificacio6 era el mateix que I’indicat amb anterioritat.

* Calculs.

La corba patr6 de I'ELISA del tipus indirecte d'inhibicio per antigen queda ajustada a
I’equacio:

Ab = Abg - (C*Dypex/ (CDg s + C))

on:
Ab = absorbancia
Ab, = absorbancia a la concentracié d'EGF igual a 0
C = concentracié d'EGF
Dinax = (Abg-Ab,,)
CDy 5= concentracié d'EGF a la que s'obté 1/2 de Dyax

Els parametres Aby, Dy 1 CDg s s'estimaven mitjangant métode de minims quadrats.
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3.5. QUANTIFICACIO D'EGF A PLASMA.

* Fonament de la quantifacio.

Per la quantificacié d'EGF a plasma es va utilitzar el mateix procediment descrit
anteriorment. En aquest cas, perd va ser necessari un processament previ del plasma per tal

d'eliminar d'aquest, els constituents que interfereixen a I’ELISA.
* Processament de les mostres.
Fonament.

Es va fer servir el métode d'extraccid per acid-etanol (Grau i col., 1994, Mena, 1999),
el qual es basa en la resisténcia de 'EGF a precipitar a una solucid acid-etanol. D'aquesta manera
aconseguim separar 'EGF que volem quantificar d'altres proteines plasmatiques que s'ha vist que

interfereixen en I'ELISA (Grau i col., 1994).
Material.

- Microcentrifuga (Biofuge A-Heraeus Spatech)
- Sonicador (High Intensity Ultrasonic Processor - Vibra Cell, model VC 50 T)
- Liofilitzador (SPEED-VAC ® PLUS SC1104)

Reactius.

- Acid formic (Panreac) 2N

- Etanol absolut (Panreac)

- Soluci6 salina tamponada amb fosfats (PBS)

- MTP x 10: llet en pols desnatada (Central Lechera Asturiana) 5% Tween-20 (Sigma)
1% en PBS

- Trietanolamina (Sigma) 0.5 M en KOH (Panreac) 2N (TEA/KOH)

- Indicador de pH Universal (Merck)
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- Tires indicadores de pH (Merk)
- Plasma de rata (obtingut de rates heparinitzades, amb una solucié de 2.5 mg
d’heparina/mL en PBS, 20 minuts abans del seu sacrifici amb una solucié de 60

mg/Kg de pentobarbital sodic)

Procediment.

Partiem d'un volum de 150 pL de plasma als quals s'afegien 75 pL d'acid formic 2N, es
barrejava amb el vortex i es mantenia a 4°C durant 10 minuts. A continuaci6 s'afegien 525 pL
d'etanol absolut fred (concentracions finals: acid formic 0.5 N i etanol 70%), i es deixava a
temperatura ambient durant 30 minuts. Passat aquest temps se centrifugava a 12000 x g a una
microcentrifuga durant 10 minuts a temperatura ambient. El sobrenedant recollit s'evaporava en el
liofilitzador. Un cop la mostra estava totalment seca, es resuspenia en PBS amb el seu volum inicial
1 se sotmetia a una sonicacié fins que fos transparent. A continuacié s'afegien 5 pL d'indicador
universal i volums controlats de TEA/KOH fins obtenir un pH neutre. Degut al fet que la mostra no
era incolora i alterava el color de 1'indicador, la neutralitzacidé de les mostres va ser verificada amb
la utilitzaci6 de tires reactives. Finalment se centrifugava a 12000 x g a la microcentrifuga durant 10
minuts, el sobrenedant es recollia i es guardava a -20 °C. El dia de la valoracié de les mostres

afegiem a 90 pL del sobrenedant 10 uL de MTPx10.

Paral.lelament es processava plasma de rata exactament de la mateixa forma, per
preparar amb ell la corba patr6 que fariem servir a la valoracié i per diluir les mostres de plasma de
ratoli quan calgui. El vam anomenar PRA-MTP. L'EGF de rata no és reconegut per l'antisérum anti-

EGF de ratoli (Grau i col., 1994), aixi sabiem que no es produirien reaccions creuades.

* Preparacio de la corba patro.

Les solucions de la corba patrd es preparaven com segueix:

EGF 66.6 nM.- 1.84 uL d'EGF 9.1 uM + 248.2 uLPRA-MTP
EGF 20 nM.- 60.1 uL d'EGF 66.6 nM + 139.9 pL. PRA-MTP
EGF 6.66 nM.- 45 uL d'EGF 66.6 nM + 405 pL PRA-MTP
EGF 2 nM.- 45 pL d'EGF 20 nM + 405 pL PRA-MTP

EGF 0.66 nM.- 45 pL d'EGF 6.66 nM + 405 pL PRA-MTP
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EGF 0.2 nM.- 45 pL d'EGF 2 nM + 405 pL PRA-MTP

EGF 0.066 nM.- 45 pL d'EGF 0.66 nM + 405 uLL PRA-MTP
EGF 0.02 nM.- 45 pL d'EGF 0.2 nM + 405 pL PRA-MTP
EGF 0.006 nM.- 45 pL d'EGF 0.066 nM + 405 uL PRA-MTP

Aquestes solucions es preparaven cada dia, doncs 'EGF no es pot congelar un cop

diluit a concentracions inferiors a 10 nM.

* Procediment de la quantificacio.

Material i Reactius.

Els mateixos emprats a la valoracié d'EGF a SMG per ELISA (veure apartat 3.4)
Procediment.

En aquest cas se seguia el mateix protocol descrit per a la quantificacio d'EGF a
glandules submaxil.lars, amb unes petites modificacions, ja que només posavem 40 plL. de mostra

(per duplicat) i 10 pL. de PRA-MTP, abans de posar els 50 pL d'anticos primari.

3.6. QUANTIFICACIO DE GLUCOSA PLASMATICA.

* Fonament de la quantificacio.

Per a la quantificacié de glucosa en plasma es va utilitzar el métode enzimatic descrit
per Trinder (Trinder, 1969), basat en 1’oxidacié de la glucosa a gluconat en preséncia de glucosa
oxidasa. El peroxid d'hidrogen (H,0,) que es produeix s'acobla a una segona reaccid catalitzada per
la peroxidasa, on el cromogen reduit i incolor (4-animofenazona) és oxidat a 4-(p-benzoquinona-

monoimino)-fenazona, producte que es caracteritza per la seva coloraci6 rosada.
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La seqiiéncia de reaccions és:

glucosa + O, + H,O — gluconat + H,0,

glucosa oxidasa

2 H,0; + 4-aminofenazona + fenol = 4 H,O + 4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona

peroxidasa

En preséncia de quantitats no limitants d’oxigen, 4-aminofenazona, fenol, glucosa
oxidasa i peroxidasa, la intensitat de color és directament proporcional a la concentracié de glucosa

de la mostra.

* Material.

- Plaques Corning de 96 pous (Cultek)
- Lector de plaques d’ELISA (Multiskan Plus MKII)

* Reactius.

- Solucio de glucosa (Panreac) 30 mM preparada en aigua destil.lada (AD)

- Solucié reactiva (Kit comercial de Boehringer Mannnheim ® MPR3 16639): fenol
(11 mM), 4-aminofenazona (0.77 mM), glucosa oxidasa (18 U/mL, E.C. 1.11.1.7.) i
peroxidasa (1.1 U/mL, E.C. 1.11.7.7.) dissolt en tamp¢ fosfats 0.1 M, a pH=7

* Preparacio de les solucions de treball.

- Solucié reactiva: es dissol el contingut de 1’ampolla 1 (la qual conté la 4-

aminofenazona i els enzims) amb 200 mL d’aigua destil-lada. Un cop dissolta afegim el contingut
de I’ampolla 1a (fenol). Aquest reactiu cal mantenir-lo protegit de la llum en una ampolla de vidre i

¢és estable un mes a 4 °C.
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- Preparacié de la patr6 de glucosa: a partir de la solucié de glucosa 30 mM es feia una

diluci6é 1/10 amb aigua destil-lada (AD), aconseguint una concentraci6 3 mM. A partir d'aquesta

nova concentracio es preparava un banc de dilucions com segueix:

Glc 2mM : 500 pL de Glc 3mM + 250 uL. AD

Glc ImM : 500 pL de Glc 2mM + 500 uL. AD

Glc 0.5 mM : 500 pL de Gle 1mM + 500 pL. AD
Glc 0.25 mM : 500 pl de Gle 0.5mM + 500 uL. AD

Pel blanc s'utilitzava aigua destil-lada.
* Procediment.

Es realitzava una dilucié 1/10 amb aigua destil-lada de cadascuna de les mostres. A
continuacié es pipetejaven 20 uL. de cadascun dels punts de I'estandard i el mateix volum de plasma
diluit de les diferents mostres, per duplicat, a la placa; després s'afegien 200 pL de la solucid

reactiva a cada pou.
La placa es deixava incubant 1 hora a temperatura ambient protegida de la [lum amb

paper d'alumini. Passat aquest temps es mesurava la densitat optica en un lector de plaques

utilitzant un filtre amb una longitud d'ona de 492 nm.

3.7. QUANTIFICACIO DE GLICOGEN HEPATIC.

* Fonament de la técnica.

El glicogen hepatic es va quantificar segons el métode descrit per Keppler i Decker
(Keppler i Decker, 1984) basat en la degradacio enzimatica de glicogen en medi acid, catalitzada

per I'amiloglucosidasa:
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Glicogen , + H,O — Glicogen (,.1) + glucosa

Amiloglucosidasa

Previament a la hidrolisi del glicogen, calia eliminar la glucosa lliure de la mostra, aixo
s'aconseguia bullint-les en medi alcali; sota aquestes condicions tota la glucosa lliure del medi es
transformava en furfurals. D'aquesta manera s'assegurava que la glucosa quantificada finalment

provenia, exclusivament, del glicogen degradat.

* Material.

- Homogeinitzador manual de vidre (AFORA)

- Morter de porcellana (AFORA)

- Centrifuga (Eppendorf, 5415R)

- Agitador d’eppendorfs termostatitzat (Eppendorf, Thermomixer 5437)

* Reactius.

- HCI1O,4 (Panreac) al 3%

- NaOH (Panreac) 1.2 N

- Reactiu de digestio: 4mg/mL d'Amiloglucosidasa d'dsperguillus niger (Boehringer
Mannheim, E.C. 3.2.1.3.) dissolta en acetat (Panreac) 2 M: acid acetic (Panreac) 0.3
M, en proporci6 1:1

- Indicador de pH Universal (Merck)

- Trietanolamina (Sigma) 0.5 M en KOH (Panreac) 2 N (TEA/KOH)

- Solucio de glucosa (Panreac) 30 mM preparada en aigua destil-lada (AD)

- Solucié reactiva (Kit comercial de Boehringer Mannheim ® MPR3 166391)

* Procediment.

Per a la quantificacidé de glicogen en fetge era necessaria I'homogeinitzacid prévia

d'aquest teixit. Aixi doncs, s'agafava el fetge congelat i es pesava, a continuacio es fraccionava dins
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d'un morter que contenia nitrogen liquid. Es pesava un tros de fetge d'aproximadament 200 mg i era
col'locat en un homogeinitzador manual de vidre; s'afegia un volum de percloric al 3%
corresponents a 25 vegades el pes del fragment de fetge expressat en grams (aproximadament uns 5
mL). Quan ja no s'observava cap resta de teixit sencer a I'homogeinitzador, es transferia
I'homogenat acid a tubs eppendorfs que eren centrifugats a 12000 x g durant 10 minuts a 4°C.

Finalment es recollia el sobrenedant i es descartava el precipitat.

A 0.3 mL de I'extracte acid s'afegien 0.15 mL de NaOH 1.2 N. Es posava al bany
Maria (100°C) durant 10 minuts i després es deixava refredar en gel. A continuacid es pipetejaven
0.25 mL de reactiu de digesti6 per epperdorf i s'incubava a 45°C amb agitaci6 (Thermomixer 5437-
Eppendorffs) durant 2 hores. Per tal de valorar la glucosa resultant d'aquesta hidrolisi, es van
recollir 0.4 mL del digerit; es van afegir 5 pL d'indicador universal i volums controlats de
TEA/KOH fins a obtenir el color indicatiu de pH neutre. Finalment se centrifugava durant 10
minuts a 12000 x g a temperatura ambient. El sobrenedant recollit era diluit 1/4 amb aigua

destil-lada i es procedia a la quantificacié de la glucosa com s'indica a l'apartat 3.6.

3.8. DETERMINACIO D'ACTIVITATS ENZIMATIQUES EN
PLASMA I MEDI DE PERFUSIO.

3.8.1. Determinacio de ’activitat lactat deshidrogenasa (LDH)

La lactat deshigrogenasa (LDH) E.C. 1.1.1.27, és l'enzim que catalitza I'oxidacio del
L-lactat a piruvat, utilitzant com a acceptor d'electrons el NAD. La reaccio és reversible i assolit

l'equilibri s'afavoreix la reaccio reversa, és a dir, la produccio de piruvat i NADH.
* Fonament.

L'activitat de la LDH va ser determinada segons el métode espectrofotométric descrit
per Vassault (Vassault, 1984), el qual esta fonamentat en la reduccié enzimatica del piruvat a lactat

en preséncia de lactat deshidrogenasa al medi.
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La reaccio és:

Piruvat + NADH + H"— L-lactat + NAD"

Lactat deshidrogenasa

L'aparicié de NAD' com a producte d'aquesta reaccié es tradueix en una disminucié de

I'absorbancia del NADH a 340 nm.

* Material.

- Cubetes semimicro (Rubilabor)

- Espectrofotometre (Shimadzu UV-160A4)

Les valoracions es van realitzar inicialment seguint el meétode estandaritzat per
Boehringer Mannheim, perd degut al fet que el producte va ser retirat del mercat vam possar a punt
la valoraci6 al nostre laboratori.

A. Métode Boehringer Mannheim®.

Reactius.

-Soluci6 salina tamponada amb fosfats (PBS)
-Soluci6 reactiva (Kit comercial de Boehringer Mannheim® LDH MPRI 1087592):
piruvat (0.62 mM) i NADH (0.19 mM) dissolt en tamp¢ fosfat 51.7 mM, a pH=7.5

Procediment.
Es preparava la solucio reactiva diluint un flasc6 de 3 mL de tampod/substrat amb 1 mL

de PBS i s'afegia una pastilla de reactiu (NADH). S'agitava amb el vortex i es deixava a temperatura

ambient fins al moment de ser utilitzada.
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Es descongelaven els plasmes i es pipetejaven en una cubeta semimicro 5 plL de

mostra, 395 uL de PBS i 600 pL de reactiu. S'agitava per inversio i es mesurava l'absorbancia a 340

nm (DO;). Passats 4 minuts repetiem la mesura (DOy), perqué sabiem que en aquest temps es

mantenia la linealitat, demostrada pels experiments de A. Arnau (Arnau, 1999). Aixi la variacio de

I'absorbancia per minuts (ADO 349 nn /min) es podia relacionar directament amb els micromols de

NADH oxidats i alhora 'activitat de I'enzim a la mostra.

Calculs.

L'activitat LDH de la mostra es calculava segons la formula:

ADO340nm 1 1 Vit

10° pmol

pKat/I(umol/s/l) = X X X
6.317*10 I*mol *mm"! 10 mm 240 Vm

on:
ADOj3400m = (DO+DOy)

10 mm = amplada de la cubeta

240 = temps entre lectura inical 1 final (segons)
Vt = volum final a la cubeta

Vm = volum de mostra

6.317%10 *mol"*mm™' = coeficient d'absorcié molar del NADH a 340 nm i 30°C.

B. Métode descrit per Bergmeyer i Grassl (Vassault, 1984).

Reactius.

1 mol

- Tampo6 Tris-NaCl: Trizma Base (Roche) 81.3 mM i NaCl (Panreac) 203.3 mM a pH

7.2
- Solucio NADH (Roche) 244 uM en tampd Tris-NaCl
- Acid pirtGvic (Sigma) 9.76 mM en tampd Tris-NaCl
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Procediment.

Les solucions de NADH i piruvat eren descongelades i s'atemperaven a 30°C a un bany
termostatitzat fins al moment de la seva utilitzacid. Es descongelaven les mostres de plasma o medi
de perfusi6 i es pipetejaven a una cubeta semimicro 4 pL. de mostra, 835 pL de la solucié6 NADH i
166 pL de piruvat. S'agitava per inversid i1 es mesurava l'absorbancia a 340 nm (DO;). Passats 5
minuts repetiem la mesura (DOy), perqué sabiem que en aquest temps es mantenia la linealitat, tal i

com haviem comprovat al nostre laboratori (J. Lorita, comunicacio personal).

Calculs.

L'activitat LDH de la mostra es calculava segons la formula:

ADO3400m 1 1 Vit 10° pmol

pKat/I(umol/s/l) = X X X X
6.317*10 I*mol *mm" 10 mm 300 Vm 1 mol

on:

ADO3400m = (DO-DO;)

10 mm = amplada de la cubeta

300 = temps entre lectura inical i final (segons)
Vt = volum final a la cubeta

Vm = volum de mostra

6.317*107 *mol ' *mm™ = coeficient d'absorcié molar del NADH a 340 nm i 30°C.

3.8.2. Determinacio de [Dactivitat a-hidroxibutirat deshidrogenasa (a-

HBDH).

L'enzim lactat deshidrogenasa anteriorment descrit (vegeu apartat 3.8.1.) té una
especificitat pels substrats que implica a varis a-hidroxiacids i oxoacids, a més del L-lactat. Un
d'aquests substractes, a-oxobutirat, quan pateix una reduccid catalitica cap a a-hidroxibutirat per
part de la lactat deshidrogenasa es referit com activitat a-hidroxibutirat deshidrogenasa. Dues de les
cinc isoformes de la LDH, la LDH-1 i la LDH-2, especialment abundants a cor, son relativament

més actives amb o-oxobutirat com a substrat que no pas amb el piruvat. Quan aquest dos isoenzims
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hi son presents, la reduccié del a-oxobutirat de la mostra té lloc a una taxa considerable, en canvi la
resta d'isoenzims de la LDH son molt menys actius. Per aixo, s’ha proposat la mesura de la a-
HBDH com a alternativa a la determinacié dels isoenzims de la LDH. La mesura a-HBDH pot ser

considerada fonamentalment com una mesura dels isoenzims cardiacs.
* Fonament.

El métode utilitzat per a determinar I'activitat a-hidroxibutirat deshidrogenasa va ser el
meétode espectrofotomeétric descrit per Henderson (Henderson, 1984), el qual esta basat en la

reduccid del a-cetobutirat en preséncia de a-hidroxibutirat deshidrogenasa.

La reaccio és:

a- oxotobutirat + NADH + H* — a -hidroxibutirat + NAD"

a-hidroxibutirat deshidrogenasa

. ey + ., . . . .,
L'aparicié de NAD" com a producte d'aquesta reaccio es tradueix en una disminucié de

'absorbancia del NADH a 340 nm.

* Material. Vegeu material de ’apartat 3.8.1.

Les valoracions es van realitzar inicialment seguint el métode estandaritzat per
Boehringer Mannheim, pero degut al fet que el producte va ser retirat del mercat vam possar a punt
la valoraci6 al nostre laboratori.
A. Métode Boehringer Mannheim®.

Reactius.

- Solucio salina tamponada amb fosfats (PBS)

- Solucié reactiva (Kit comercial de la Boerhinger Mannheim™ o-HBDH 1087606):
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a-oxoglutarat (3.1 mM) i NADH (0.19 mM) dissolt en tampo6 fosfat 51.7 mM, a

ph=7.5.

Procediment.

Es preparava la soluci6 reactiva diluint 1 flascé de 3 mL de tampo/substrat amb 1 mL

de PBS i s'afegia una pastilla de reactiu (NADH). S'agitava en el vortex i es deixava a temperatura

ambient fins al moment de ser utilitzada.

Es descongelaven els plasmes i es pipetejaven en una cubeta semimicro 5 pl de

mostra, 395 pLL de PBS 1 600 pL de reactiu. S'agitava per inversié i es mesurava l'absorbancia a 340

nm (DO;). Passats 4 minuts repetiem la mesura (DOy) perque, tot i que sabiem que la linealitat es

mantenia durant 10 minuts pels experiments realitzats al nostre laboratori per A. Arnau (Arnau,

1999), es van voler mantenir les mateixes condicions que les utilitzades per a la valoracié de la

LDH.
Calculs.
L'activitat a-HBDH de la mostra es calculava segons la formula:
ADO3400m 1 1 Vt 10° pmol
pKat/I(umol/s/l) = X X X
6.317%107 I*mol " *mm™* 10 mm 240 Vm 1 mol
on:

ADO3400m = (DO+-DO;)

10 mm = amplada de la cubeta

240 = temps entre lectura inical i final (segons)
Vt = volum final a la cubeta

Vm = volum de mostra

6.317%107 *mol ' *mm™ = coeficient d'absorcié molar del NADH a 340 nm i 30°C.
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B. Métode descrit per Bergmeyer i Grassl (Henderson, 1984).

Reactius.

- Tamp¢ fosfat : Na,HPO,4 (Panreac)16 mM i KH,POy4 (Panreac) 13 mM en AD

- Soluci6 2-oxobutirat (Sigma) 71 mM en tamp6 fosfat

- NADH, dissodium salt (Roche)

Procediment.

Es preparava la solucio reactiva afegint a 25 mL de tamp¢ fosfat, 3.8 mg de NADH i

s'atemperava a 30 °C a un bany termostatitzat fins al moment de la seva utilitzaci6. Es

descongelaven els plasmes i es pipetejaven en una cubeta semimicro 20 uL de mostra, 1 mL de la

solucid NADH i 50 uL del 2-oxobutirat. S'agitava per inversio i es mesurava l'absorbancia a 340 nm

(DO;y). Passats 4 minuts repetiem la mesura (DOy) perque sabiem que en aquest temps es mantenia

la linealitat, tal i com haviem comprovat al nostre laboratori (J. Lorita, comunicacio personal).

Calculs.

L'activitat a-HBDH de la mostra es calculava segons la formula:

ADOj340mm 1 1 Vit

10° pmol

pKat/I(umol/s/l) = X X X
6.317*10 I*mol *mm" 10 mm 240 Vm

on:
ADOj3400m = (DO+DOy)

10 mm = amplada de la cubeta

240 = temps entre lectura inical i final (segons)
Vt = volum final a la cubeta

Vm = volum de mostra

6.317%107 I*mol"*mm™ = coeficient d'absorcié molar del NADH a 340 nm i 30°C.

1 mol
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3.8.3. Determinacio de activitat creatina cinasa (CK).

* Fonament.

L'activitat de la creatina cinasa (CK) E.C. 2.7.3.2. va ser determinada segons el métode
descrit per Szasz i col-laboradors (Szasz i col., 1976) i estandarditzat per Boerhinger Mannheim®. El
metode es basa en la reacci6 reversa de la creatina cinasa, per la qual es forma ATP i aquest pot ser
mesurat per l'acoblament de dues reaccions consecutives. La primera d'elles es catalitzada per
I'hexocinasa (HK) i fosforila la glucosa gracies a I'ATP, regenerant ADP per a la reaccié de la CK.
A continuacié té lloc I’oxidacié de la glucosa-6-P per la glucosa fosfat deshidrogenasa (G6PDH)

formant NADPH i acid-6-fosfogluconic.

La seqiiencia de reaccions és:

creatinafosfat + ADP — creatina + ATP
creatina cinasa
glucosa + ATP — glucosa-6-P + ADP
hexocinasa
glucosa-6-P + NADP™ — gluconat-6-P + NADPH + H"

glucosa fosfat deshidrogenasa

La taxa de formaci6 de NADPH és una mesura de I'activitat CK quan la reacci6 sigui
limitada inicament per la preséncia de I'enzim, aixo s'aconsegueix sempre que la concentracié dels

components de tot el sistema enzimatic esmentat esta en excés.

* Material. Vegeu material de I’apartat 3.8.1.

* Reactius.

- Soluci6 salina tamponada amb fosfats (PBS)
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- Soluci6 reactiva (Kit comercial de la Boerhinger Mannheim® CK NAC activado
MPRI 1087533): creatinafosfat (30 mM), glucosa (20 mM), Mg > (10 mM), ADP (2
mM), NADP (2 mM), EDTA (2 mM), AMP (5§ mM), n-acetilcisteina (20 mM), HK (=

2.5 U/mL), G6PDH (= 1.5 U/mL) i diadenosinpentafosfat (10 pM) dissolt en tampo

imidazol 0.1 M, a pH=6.7

* Procediment.

Es preparava la soluci6 reactiva diluint un flascé de 2.5 mL de tampd/substrat amb 1

mL de PBS 1 s'afegia una pastilla de reactiu. S'agitava en el vortex i es deixava a temperatura

ambient fins al moment de ser utilitzada.

Es descongelaven els plasmes i es pipetejaven en una cubeta semimicro 5 pL de

mostra, 395 uL. de PBS 1 600 pL de reactiu. S'agitava per inversio i es mesurava l'absorbancia a 340

nm (DO;). La mesura es repetia als 5 minuts (DOyg), perque és el temps durant el qual es manté la

linealitat, com van demostrar els experiments anteriors realitzats per A. Arnau (Arnau, 1999). Dins

d'aquest periode la variacid de l'absorbancia per minuts (ADO 349 ,n /min) es podia relacionar

directament amb els micromols de NADPH produits i per tant amb I’activitat CK.

* Calculs.

L'activitat CK de la mostra es calculava segons la formula:

ADO34Onm 1 1 Vit

10° pmol

pKat/I(umol/s/l) = X X X
6.317*10 I*mol *mm" 10 mm 300 Vm

on:
ADO340nm = (DO; -DOy)

10 mm = amplada de la cubeta

300 = temps entre lectura inical i final (segons)
Vt = volum final a la cubeta

Vm = volum de mostra

6.317%107 *mol ' *mm™ = coeficient d'absorcié molar del NADH a 340 nm i 30°C.

1 mol
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3.8.4. Determinacio de ’activitat aspartat transaminasa (AST).

L-aspartat: 2-oxoglutarat aminotransferasa (AST) E.C. 2.6.1.1., s’anomena també

Glutamat Oxalacetat Transaminasa (GOT).

* Fonament.

L'activitat de I'AST plasma va ser determinada seguint el fonament del métode
espectrofotometric descrit per Rej i Horder (Rej i Horder, 1984). Segons aquest métode 'oxalacetat
format en la reaccid de transaminaci6 produida per AST, es reduit al seu hidroxiacid corresponent,

que ¢és el malat, gracies a I’actuacié de la malat deshidrogenasa.

La seqiiéncia de reaccions és:

a-cetoglutarat + L-aspartat — L-glutamat + oxalacetat

L-Aspartat: 2-oxoglutarat aminotransferasa

oxalacetat + NADH + H" — L-malat + NAD"

malat deshidrogenasa

A I’igual que amb la determinaci6 de l'activitat ALT, dins de l'interval de linealitat el
descens de la densitat oOptica mesurada a 340 nm deguda a 1'oxidacié del NADH és proporcional a
l'activitat de I'enzim, en aquest cas I'AST. Per tal que la reaccid sigui limitada unicament per la

preséncia d'AST, tant el NADH, com I'enzim malat deshidrogenasa han d'estar presents en excés.

* Material. Vegeu material de 1’apartat 3.8.1.

Les valorarions es van realitzar inicialment seguint el metode estandaritzat per
Boehringer Mannheim, perd degut al fet que el producte va ser retirat del mercat vam possar a punt

la valoracio al nostre laboratori.
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A. Métode Boehringer Mannheim®.
Reactius.

- Solucio salina tamponada amb fosfats (PBS)

- Soluci6 reactiva (Kit comercial de la Boehringer Mannheim ® AST MPR1 1087541):
L-aspartat (233 mM), malat deshidrogenasa (=0.7 U/mL), NADH (0.21 mM) i o-
cetoglutarat (14 mM)) dissolt en tamp¢ fosfats 93 mM, a pH=7.4

Procediment.

Es preparava la solucié reactiva diluint un flasc6 de 3 mL de tampé/substrat amb 1 mL
de PBS i s'afegia una pastilla de reactiu (enzim/coenzim/ a-cetoglutarat) (4drnau, 1999), s'agitava en

el vortex i es deixava a temperatura ambient fins al moment de ser utilitzada.

Es descongelaven els plasmes i es pipetejaven en una cubeta semimicro 25 ulL de
mostra, 375 pL de PBS 1 600 pL de reactiu. S'agitava per inversio i es feia una primera lectura de
l'absorbancia a 340 nm (DO;). La mesura es repetia als 5 minuts (DOy). Aquesta segona mesura es
realitzava als 5 minuts perqué durant aquest temps es mantenia la linealitat, com va demostrar A.
Arnau al nostre laboratori (Arnau, 1999), amb el que la variacié d'absorbancia per minuts (ADO
340nm /Min) es podia relacionar directament amb els micromols de NADH oxidats i alhora amb els

micromols de substrat transformat per minuts (U.I.).
Calculs.

L'activitat AST de la mostra es calculava segons la formula:

ADO340mm 1 1 Vt 10° umol

pKat/I(umol/s/l) = X X X X
6.317*10 I*mol *mm" 10 mm 300 Vm 1 mol

on:

ADOs40pm = (DOf‘Doi)



Materials i métodes 97

10 mm = amplada de la cubeta

300 = temps entre lectura inical i final (segons)
Vt = volum final a la cubeta

Vm = volum de mostra

6.317*107 *mol ' *mm™ = coeficient d'absorcié molar del NADH a 340 nm i 30°C.

B. Métode descrit per Bergmeyer i Grassl (Rej i Horder, 1984).

Reactius.

- Tamp¢ Tris: Trizma Base (Roche) 100 mM a pH 7.8

- Solucio6 d’Aspartat (Panreac) 297 mM en tamp06 Tris

- Solucié 2-oxoglutarat (Sigma) 144 mM en tampo Tris

- Soluci6 Piridoxal-fosfat (Sigma) 5.8 mM en tamp6 Tris

- Barreja enzimatica: malat deshidrogenasa (Sigma) de cor de porc (230 KU/1)/ lactat
deshidrogenasa (Roche) de muscul de porc (105 KU/I), preparat en una solucid
glicerol/aigua destil-lada (1:1)

- NADH, dissodium salt (Roche)

Procediment.

Es preparava la solucio reactiva barrenjant 10 mL d’Aspartat, 250 pL de piridoxal
fosfat, 50 pL de la barreja enzimatica malat deshidrogenasa/lactat deshidrogenasa i 1.5 mg de
NADH. Un cop preparada la barreja de reaccié l'atemperavem a 30°C a un bany termostatitzat,

juntament amb la soluci6 de 2-oxoglutarat.

Es descongelaven els plasmes i es pipetejaven a una cubeta semimicro 10 pL. de cada
mostra i 1 mL de la soluci6é reactiva. S'agitava per inversi6 i deixavem durant 10 minuts a
temperatura ambient. Passat aquest temps afegiem 100 pL de la solucié d'oxoglutarat a totes les
cubetes i de nou agitavem per inversio. Als 90 segons es feia una primera lectura de 'absorbancia a
340 nm (DO;). La mesura es repetia 10 minuts després (DOy). La segona mesura es realitzava als 10

minuts perque durant aquest temps es mantenia la linealitat.
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Calculs.

L'activitat AST de la mostra es calculava segons la formula:

ADOj340mm 1 1 Vit

10° pmol

pKat/I(umol/s/l) = X X X
6.317*10 I*mol *mm" 10 mm 600 Vm

on:
ADOj3400m = (DO+DOy)

10 mm = amplada de la cubeta

600 = temps entre lectura inical i final (segons)
Vt = volum final a la cubeta (microlitres)

Vm = volum de mostra (microlitres)

6.317%10™ *mol " *mm™' = coeficient d'absorcié molar del NADH a 340 nm i 30°C.

3.8.5. Determinacio de ’activitat alanina transaminasa (ALT).

1 mol

L-Alanina: 2-oxoglutarat aminotransferasa (ALT) E. C. 2.6.1.2., s’anomena també

Glutamat Piruvat Transaminasa (GPT).

* Fonament.

L'activitat de I'ALT a plasma va ser determinada segons el metode descrit per Horder i

Rej (Horder i Rej, 1984). Es tracta d'un métode espectrofotométric pel qual el piruvat format en la

reaccid6 de I'ALT és reduit al seu hidroxiacid corresponent, el lactat, en preseéncia de lactat

deshidrogenasa.
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La seqiiéncia de reaccions és:

2-oxoglutarat + L-alanina — L-glutamat + piruvat

L-Alanina: 2-oxoglutarat aminotransferasa

piruvat + NADH + H" — L-lactat + NAD"

lactat deshidrogenasa

A mesura que la reaccié té lloc, el NADH és oxidat a NAD". La disminucié de la
concentracio de NADH és seguida per la disminuci6 de I'absorbancia a 340 nm durant un periode de
temps determinat on es manté la linealitat. Per tal que la reaccié sigui limitada tinicament per la

preséncia d'ALT, tant el NADH, com 'enzim lactat deshidrogenasa han d'estar presents en excés.

* Material. Vegeu material de I’apartat 3.8.1.

Les valorarions es van realitzar inicialment seguint el métode estandaritzat per
Boehringer Mannheim, pero degut al fet que el producte va ser retirat del mercat vam possar a punt

la valoracié al nostre laboratori.
A. Métode Boehringer Mannheim®.
Reactius.

- Soluci6 salina tamponada amb fosfats (PBS)

- Solucié reactiva (Kit comercial de la Boehringer Mannheim © ALT MPR1 1087568):
L-alanina (933 mM), lactat deshidrogenasa (> 1.4 U/mL), NADH (0.21 mM) i o-
cetoglutarat (21 mM) dissolt en tamp¢ fosfats 93 mM, a pH=7.4
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Procediment.

Es preparava la solucio reactiva diluint un flascé de 3mL de tampd/substrat amb 1 mL

de PBS i s'afegia una pastilla de reactiu (enzim/coenzim/a-cetoglutarat) (Arnau, 1999), s'agitava en

el vortex i es deixava a temperatura ambient fins al moment de ser utilitzada.

Es descongelaven els plasmes i es pipetejaven en una cubeta semimicro 50 pL de

mostra, 350 pL de PBS 1 600 pL de reactiu. S'agitava per inversio i es feia una primera lectura de

I'absorbancia a 340 nm (DO;). La mesura es repetia 10 minuts després (DOy). Aquesta segona

mesura es realitzava als 10 minuts perqué durant aquest temps es mantenia la linealitat, com va

demostrar al nostre laboratori A. Arnau (Arnau, 1999).

Calculs.

L'activitat ALT de la mostra es calculava segons la formula:

ADO3400m 1 1 Vit

10° umol

pKat/I(umol/s/l) = X X X
6.317*102 *mol ' *mm"! 10 mm 600 Vm

on:
ADOs400m = (DODOy)

10 mm = amplada de la cubeta

600 = temps entre lectura inical i final (segons)
Vt=volum final a la cubeta

Vm = volum de mostra

6.317%107 *mol ' *mm™ = coeficient d'absorcié molar del NADH a 340 nm i 30°C.

B. Métode descrit per Bergmeyer i Grassl (Horder i Rej, 1984).

Reactius.

- Tamp¢ Tris: Trizma Base (Roche) 110 mM a pH 7.3

- Soluci6 L-Alanina (Panreac) 615mM en tampo Tris

1 mol
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- Soluci6 2-oxoglutarat (Sigma) 180mM en tamp6 Tris

- Solucio Piridoxal-fosfat (Sigma) 5.44 mM en tampd Tris

- Lactat deshidrogenasa (Roche) de muscul de porc (550 KU/L) preparat en una
solucio glicerol/aigua destil-lada (1:1)

- NADH, dissodium salt (Roche)

Procediment.

Es preparava la soluci6 reactiva barrejant 10 mL d’alanina, 250 pL de piridoxal-fosfat,
50 uL de LDH i 1.65mg de NADH. Un cop preparada la barreja de reaccid l'atemperavem a 30 °C a

un bany termostatitzat, juntament amb la soluci6 de 2-oxoglutarat.

Es descongelaven les mostres de plasma o perfoés i es pipetejaven a una cubeta
semimicro 10 pL. de cada mostra i 1 mL de la soluci6 reactiva. S'agitava per inversio i deixavem
durant 10 minuts a temperatura ambient. Passat aquest temps afegiem 100 pL de la solucio
d'oxoglutarat a totes les cubetes. De nou agitavem per inversid. Als 90 segons es feia una primera
lectura de 1'absorbancia a 340 nm (DO;). La mesura es repetia 10 minuts després (DOy). Per cada
valoracio calia fer un blanc amb 10 uLL PBS, perqué vam observar que 'absorbancia baixava al llarg
del temps sense que hi hagués mostra i aix6 ens hauria fet supravalorar la activitat ALT. La segona
mesura es realitzava als 10 minuts perque durant aquest temps es mantenia la linealitat, com vam

demostrar al nostre laboratori.

Calculs.

L'activitat ALT de la mostra es calculava segons la formula:

ADOj340mm 1 1 Vit 10° pmol

pKat/I(umol/s/l) = X X X X
6.317*107 *mol ' *mm"! 10 mm 600 Vm 1 mol

on:
ADO3400m = (DO+DO;)-(DOpps-DOpgs;)

10 mm = amplada de la cubeta

600 = temps entre lectura inical i final (segons)

Vt = volum final a la cubeta
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Vm = volum de mostra

6.317%107 *mol"*mm™ = coeficient d'absorcié molar del NADH a 340 nm i 30°C.

3.9. DETERMINACIO DE CITOCINES.

3.9.1. Factor Necrotic Tumoral -a ( TNF-a).

La quantificacié de TNF-a en mostres de plasma i mostres provinents de perfusio de
fetge es va dur a terme mitjangant la utilitzacié del metode comercial KMC3012, estandaritzat per

Biosource International.
* Fonament del métode.

El meétode comercial de quantificaci6 de TNF-a és una ELISA (“Enzyme Linked-
Immuno-Sorbent Assay”) del tipus “sandvitx” de fase solida, en la qual els pous de la placa tenen

adsorbit un anticos policlonal especific pel TNF-a de ratoli.

Les diferents mostres i punts de la patrdé son pipetejats dins dels pous i1 seguidament
s’afegeix un anticos monoclonal biotinilat. Finalitzada aquesta primera incubaci6o s’afegeix una
solucié d’estreptavidina unida a peroxidasa. Aquesta proteina, ’estreptavidina, s’unird a 1’anticos
biotinilat i aixi completa el quart membre del “sandvitx”.Acabada la segona incubaci6 s’afegeix una
solucio-substrat. Aquesta solucidé reacciona amb 1’estreptavidina present produint 1’aparicié de
color. La intensitat del producte colorejat €s directament proporcional a la concentracié de TNF-a

de ratoli present a la mostra.
* Material.

- Lector de plaques d’ELISA (Multiskan Plus MKII)
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* Reactius subministrats amb el métode comercial KMC3012 (Biosource

International):

- TNF-a recombinant de ratoli per fer 1I’estandard

- Tamp¢ de dilucié de I’estandard (TDE), el qual conté azida sodica 15 mM

- TNF-a recombinant de ratoli per fer el control alt i baix

- Placa de 96 pous adsorbida amb anticos contra TNF-a de ratoli

- Anticos anti-TNF-a de ratoli conjugat amb biotina, el qual conté azida sddica 15 mM
- Soluci6 estreptavidina-peroxidasa concentrada (100x), la qual conté timol 3.3 mM

- Diluent per I’estreptavidina-peroxidasa, el qual conté timol 3.3 mM

- Tamp6 de rentat concentrat (25x)

- Solucio del cromogen estabilitzada (tetrametilbenzidina)

- Soluci6 per aturar la reaccio, solucio STOP

* Procediment.

Preparacio de la patro.

Es reconstituia el vial que contenia el TNF-o recombinant de ratoli amb el tampo de
dilucié de I’estandard (TDE) obtenint una concentracié de 10000 pg/mL. Es barrejava enérgicament
i es mantenia durant 10 minuts al gel abans de la seva utilitzacidé. Aquest temps era necessari per a
una completa reconstitucio. A continuacid preparavem la concentracié de 1250 pg/mL de la patrd
afegint 100 pL de la concentracié 10000 pg/mL a 700 pL de TDE. A partir d’aquest punt

realitzavem un banc de dilucions com segueix:

TNF-a 625 pg/mL .- 300 mL de TNF-a 1250 pg/mL + 300 mL de TDE
TNF-a 312 pg/mL .- 300 mL de TNF-a 625 pg/mL + 300 mL de TDE
TNF-a 156 pg/mL .- 300 mL de TNF-a 312 pg/mL + 300 mL de TDE
TNF-a 78.1 pg/mL .- 300 mL de TNF-a 156 pg/mL + 300 mL de TDE
TNF-a 39.1 pg/mL .- 300 mL de TNF-a 78.1 pg/mL + 300 mL de TDE
TNF-a 19.5 pg/mL .- 300 mL de TNF-a 39.1 pg/mL + 300 mL de TDE
TNF-a 0 pg/mL .- 300 mL de TDE
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Preparacio dels controls alt i baix de TNF-q.

Reconstituiem el contingut del vial del control alt i baix amb aigua destil-lada, tal i com
indicava el fabricant ja que el volum d’aigua destil-lada necessari era diferent segons el lot
comercial emprat. A continuacié feéiem aliquotes de 125 plL. de cadascun dels controls i es

mantenien a — 20°C fins al moment de la seva utilitzacio.

Procediment de la quantificacio.

Un cop descongelades les mostres de plasma o medi de perfusid, els controls alt i baix i
preparada I’estandard de TNF-a, comengavem la quantificacié posant 100 pL de cada punt de
I’estandard i dels controls a la placa. De les mostres de plasma posavem 50 uL i 50 uL de TDE i per
mostres de medi de perfusio 100 pL. Deixavem un pou buit que era reservat per fer el blanc.
Seguidament pipetejavem 50 pL d’anticos anti-TNF-a conjugat amb biotina a tots els pous, excepte

al pou reservat pel blanc i es deixava incubant la placa durant 90 minuts a temperatura ambient.

Finalitzada aquesta primera incubacié buidavem tots els pous per decantacio i féiem 4
rentats de 30 segons cadascun amb tamp6 de rentat (préviament diluit amb aigua destil-lada). A
continuaci6 afegiem 100 uL de la solucio d’estreptavidina-peroxidasa a tots els pous, excepte al pou

reservat pel blanc. Aquesta segona incubacio es feia durant 30 minuts a temperatura ambient.

Després de 4 rentats de 30 segons cadascun amb tampo de rentat, afegiem 100 puL de la
solucid del cromogen a tots els pous (inclos el blanc). El procés de revelat durava uns 20 minuts i es
realitzava a temperatura ambient 1 protegint la placa de la llum. La reaccid era aturada afegint 100
pL de la soluci6 STOP. En aquest moment es produia un canvi de color de blau a groc i
seguidament llegiem I’absorbancia a 450 nm. Abans de realitzar els calculs per obtenir les
concentracions de TNF-a calia restar 1’absorbancia obtinguda pel blanc del cromogen a tots els

altres pous.
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3.9.2. Interleucina 1 (IL-1p).

La quantificacio de la IL-13 en mostres de plasma i mostres provinents de perfusié de
fetge es va dur a terme mitjancant la utilitzacié del métode comercial KMC0012, estandaritzat per

Biosource International.

* Fonament del métode.

El métode comercial de quantificacié de la IL-1B és una ELISA (“Enzyme Linked-
Immuno-Sorbent Assay”) del tipus “sandvitx” de fase solida, en la qual els pous de la placa tenen

adsorbit un anticos monoclonal especific per la IL-1p de ratoli.

Les diferents mostres i punts de la patrdé son pipetejats dins dels pous i1 seguidament
s’afegeix un anticos monoclonal biotinilat. Finalitzada aquesta primera incubacid, s’afegeix una
solucié d’estreptavidina unida a peroxidasa. Aquesta proteina, 1’estreptavidina, s’unira a anticos
biotinilat i aixi completa el quart membre del “sandvitx”. Acabada la segona incubacio s’afegeix
una solucio-substrat. Aquesta soluci6 reacciona amb 1’estreptavidina present produint I’aparicié de
color. La intensitat del producte colorejat és directament proporcional a la concentracié de IL-13 de

ratoli present a la mostra.

* Material.

- Lector de plaques d'ELISA (Multiskan Plus MKII)

* Reactius subministrats amb el meétode comercial KMC0012 (Biosource

International).

- IL-1pB recombinant de ratoli per fer I’estandard

- Tamp6 de dilucioé de I’estandard (TDE), el qual conté azida sodica 15 mM
- IL-1B recombinant de ratoli per fer el control alt i baix

- Placa de 96 pous adsorbida amb anticos contra IL-1 de ratoli

- Anticos anti-IL-1 de ratoli conjugat amb biotina, el qual conté azida sodica 15 mM
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- Solucio6 estreptavidina-peroxidasa concentrada (100x), la qual conté timol 3.3 mM
- Diluent per I’estreptavidina-peroxidasa, el qual conté timol 3.3 mM

- Tamp6 de rentat concentrat (25x)

- Soluci6 del cromogen estabilitzada, (tetrametilbenzidina)

- Soluci6 per aturar la reaccio, solucio STOP

* Procediment.

Preparacio de la patro.

Es reconstituia el vial que contenia la IL-1p recombinant de ratoli amb tampd de dilucid
de I’estandard (TDE) obtenint una concentraciéo de 10000 pg/mL. Es barrejava enérgicament i es
deixava durant 10 minuts amb gel abans de la seva utilitzacid. Aquest temps era necessari per a una
completa reconstitucié. A continuaci6 preparavem la concentracié 1000 pg/mL de la patré afegint
50 pL de la concentracido 10000 pg/mL a 450 uLL de TDE. A partir d’aquest punt realitzavem un

banc de dilucions com segueix:

IL-1PB 500 pg/mL .- 150 mL de IL-1pB 1000 pg/mL + 150 mL de TDE
IL-1P 250 pg/mL .- 150 mL de IL-1p 500 pg/mL + 150 mL de TDE
IL-1PB 125 pg/mL .- 150 mL de IL-1p 250 pg/mL + 150 mL de TDE
IL-1P 62.5 pg/mL .- 150 mL de IL-1B 125 pg/mL + 150 mL de TDE
IL-1B 31.2 pg/mL .- 150 mL de IL-1B 62.5 pg/mL + 150 mL de TDE
IL-1B 15.6 pg/mL .- 150 mL de IL-1B 31.2 pg/mL + 150 mL de TDE
IL-1B 0 pg/mL .- 150 mL de TDE

Preparacio dels controls alt i baix de IL-1p.

Reconstituiem el contingut del vial del control alt i baix amb aigua destil-lada, tal i com
indicava el fabricant ja que el volum d’aigua destil-lada necessari era diferent segons el lot
comercial emprat. A continuacié féiem aliquotes de 125 uL de cadascun dels controls i es

mantenien a — 20°C fins al moment de la seva utilitzacio.
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Procediment de la quantificacio.

Un cop descongelades les mostres de medi de perfusio, els controls alt i baix i
preparada I’estandard de IL-1B, comengavem la quantificacié posant 50 uL. de cada punt de la patrd
i dels controls a la placa. De les mostres posavem també 50 pL. Deixavem un pou buit que era
reservat per fer el blanc. Seguidament pipetejavem 50 uL d’anticos anti-IL-1B conjugat amb biotina

a tots els pous, excepte al pou reservat pel blanc i es deixava incubant la placa 90 minuts a 37 °C.

Finalitzada aquesta primera incubacié buidavem tots els pous per decantacio i féiem 4
rentats de 30 segons cadascun amb tampé de rentat (préviament diluit amb aigua destil-lada). A
continuaci6 afegiem 100 pL de la solucio d’estreptavidina-peroxidasa a tots els pous, excepte al pou

reservat pel blanc. Aquesta segona incubacio es feia durant 30 minuts a temperatura ambient.

Després de 4 rentats de 30 segons cadascun amb tampo de rentat, afegiem 100 pL del
cromogen estabilitzat a tots els pous (inclos el blanc). El procés de revelat durava uns 20 minuts i es
realitzava a temperatura ambient, protegint la placa de la llum. La reaccid era aturada afegint 100
pL de la solucio STOP. En aquest moment es produia un canvi de color de blau a groc i
seguidament llegiem I’absorbancia a 450 nm. Abans de realitzar els calculs per obtenir les
concentracions de IL-1f calia restar 1’absorbancia obtinguda pel blanc del cromogen a tots els altres

pous.

3.9.3. Interleucina 6 ( IL-6).

La quantificacié de IL-6 en mostres de plasma i mostres provinents de la perfusié de
fetge es va dur a terme mitjancant la utilitzacié del métode comercial KMCO0062, estantdaritzat per

Biosource International.

* Fonament del métode.

El métode comercial de quantificacioé de IL-6 és una ELISA (“Enzyme Linked-Immuno-
Sorbent Assay”™) del tipus “sandvitx” de fase solida, en la qual els pous de la placa tenen adsorbit un

anticos monoclonal especific per la IL-6 de ratoli.
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Les diferents mostres i punts de la patrd sén pipetejats dins dels pous. Després
d’aquesta primera incubacié s’afegeix un anticos monoclonal biotinilat especific per la IL-6.
Finalitzada aquesta segona incubacié s’afegeix una solucié d’estreptavidina unida a peroxidasa.
Aquesta proteina, I’estreptavidina, s’uneix a 1’anticos biotinilat i aixi completa el quart membre del
“sandvitx”. Acabada aquesta tercera incubacié s’afegeix una solucio-substrat. Aquesta solucid
reacciona amb I’estreptavidina present als pous produint 1’aparicié de color. La intensitat del

producte colorejat és directament proporcional a la concentracio de IL-6 present a la mostra.

* Material.

- Lector de plaques d’ELISA (Multiskan Plus MKII)

* Reactius subministrats amb el metode comercial KMC0062 (Biosource

International).

- IL-6 recombinant de ratoli per fer I’estandard

- Tamp6 de diluci6 de I’estandard (TDE), el qual conté azida sodica 15 mM

- IL-6 recombinant de ratoli per fer el control alt i baix

- Placa de 96 pous adsorbida amb anticos contra IL-6 de ratoli

- Anticos anti-IL-6 de ratoli conjugat amb biotina, el qual conté azida sodica 15 mM
- Solucio6 estreptavidina-peroxidasa concentrada (100x), la qual conté timol 3.3 mM
- Diluent per I’estreptavidina-peroxidasa, el qual conté timol 3.3 mM

- Tamp¢ de rentat concentrat (25x)

- Soluci6 del cromogen estabilitzada (tetrametilbenzidina)

- Solucid6 per aturar la reaccid, solucié STOP

* Procediment.

Preparacio de la patro.

Es reconstituia el vial que contenia la IL-6 recombinant de ratoli amb tampé de dilucid
de I’estandard (TDE) obtenint una concentracié de 10000 pg/mL. Es barrejava enérgicament i es

mantenia durant 10 minuts amb gel abans de la seva utilitzaci6. Aquest temps era necessari per a
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una completa reconstitucié. A continuacié preparavem la concentracié de 500 pg/mL de la patro
afegint 50 uL de la concentraciéo 10000 pg/mL a 950 pL de TDE. A partir d’aquest punt realitzavem

un banc de dilucions com segueix:

IL-6 250 pg/mL .- 300 mL de IL-6 500 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-6 125 pg/mL .- 300 mL de IL-6 250 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-6 62.5 pg/mL .- 300 mL de IL-6 125 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-6 31.2 pg/mL .- 300 mL de IL-6 62.5 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-6 15.6 pg/mL .- 300 mL de IL-6 31.2 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-6 7.8 pg/mL .- 300 mL de IL-6 15.6 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-6 0 pg/mL .- 300 mL de TDE

Preparacio dels controls alt i baix de IL-6.

Reconstituiem el contingut del vial del control alt i baix amb aigua destil-lada, tal i com
indicava el fabricant ja que el volum d’aigua destil-lada necessari era diferent segons el lot
comercial emprat. A continuacié féiem aliquotes de 125 pL de cadascun dels controls i es

mantenien a — 20°C fins al moment de la seva utilitzacio.

Procediment de la quantificacio.

Un cop descongelades les mostres de plasma o medi de perfusio, els controls alt i baix i
preparada I’estandard de IL-6, comengavem la quantificacié posant 100 uL de cada punt de la patrd
i dels controls a la placa. De les mostres de plasma posavem 50 pL i 50 uL de TDE, i per mostres
de medi de perfusié posavem 100 pL. Deixavem un pou buit que era reservat per fer el blanc. Es

deixava incubant la placa durant dos hores a temperatura ambient.

Finalitzada aquesta primera incubacié buidavem tots els pous per decantacio i féiem 4
rentats de 30 segons cadascun amb tampd de rentat (préviament diluit amb aigua destil-lada).
Seguidament pipetejavem 100 pL d’anticos anti-IL-6 conjugat amb biotina a tots el pous, excepte al

pou reservat pel blanc i es deixava incubant la placa durant 30 minuts a temperatura ambient.
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Després de 4 rentats de 30 segons cadascun amb tamp¢ de rentat, afegiem 100 pL de la
solucié d’estreptavidina-peroxidasa a tots els pous, excepte al pou reservat pel blanc. Aquesta

tercera incubacio es feia durant 30 minuts a temperatura ambient.

De nou feiem 4 rentats de 30 segons cadascun amb tamp6 de rentat. Un cop finalitzats
els rentats afegiem 100 puL del cromogen a tots els pous (inclos el blanc). El procés de revelat
durava uns 20 minuts i es realitzava a temperatura ambient, protegint la placa de la llum. La reaccio
era aturada afegint 100 pL de la soluci6 STOP. En aquest moment es produia un canvi de color de
blau a groc i seguidament llegiem 1’absorbancia a 450 nm. Abans de realitzar els calculs per obtenir
les concentracions de IL-6 calia restar 1’absorbancia obtinguda pel blanc del cromogen a tots els

altres pous.

3.9.4. Interleucina 10 (IL-10).

La quantificacié de IL-10 en mostres de plasma i mostres provinents de la perfusié de
fetge es va dur a terme mitjancant la utilitzacié del métode comercial KMCO0102, estantdaritzat per

Biosource International.

* Fonament del métode.

El métode comercial de quantificacio de IL-10 és una ELISA (“Enzyme Linked-
Immuno-Sorbent Assay”) del tipus “sandvitx” de fase solida, en la qual els pous de la placa tenen

adsorbit un anticds monoclonal especific per la IL-10 de ratoli.

Les diferents mostres i punts de la patr6 son pipetejats dins del pous. Després d’aquesta
primera incubaci6 s’afegeix un anticos monoclonal biotinilat especific per la IL-10. Finalitzada la
segona incubacid s’afegeix una solucido d’estreptavidina unida a peroxidasa. Aquesta proteina,
I’estreptavidina, s’uneix a anticos biotinilat i aixi completa el quart membre del “sandvitx”.
Acabada aquesta tercera incubacié s’afegeix una solucio-substrat. Aquesta solucié reacciona amb
I’estreptavidina present als pous produint I’aparicio de color. La intensitat del producte colorejat és

directament proporcional a la concentraci6é de IL-10 present a la mostra.
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* Material.

- Lector de plaques d’ELISA (Multiskan Plus MKII)

* Reactius subministrats amb el métode comercial KMCO0102 (Biosource

International).

- IL-10 recombinant de ratoli per fer I’estandard

- Tamp¢ de dilucié de I’estandard (TDE), el qual conté azida sodica 15 mM

- IL-10 recombinant de ratoli per fer el control alt i baix

- Placa de 96 pous adsorbida amb anticos contra IL-10 de ratoli

- Anticos anti-IL-10 de ratoli conjugat amb biotina, el qual conté azida sodica 15 mM
- Soluci6 estreptavidina-peroxidasa concentrada (100x), la qual conté timol 3.3 mM

- Diluent per I’estreptavidina-peroxidasa, el qual conté timol 3.3 mM

- Tamp¢ de rentat concentrat (25x)

- Soluci6 del cromogen estabilitzada (tetrametilbenzidina)

- Solucid6 per aturar la reaccid, solucié STOP

* Procediment.

Preparacio de la patro.

Es reconstituia el vial que contenia la IL-10 recombinant de ratoli amb tamp6 de dilucio
de I’estandard (TDE) obtenint una concentracié de 10000 pg/mL. Es barrejava enérgicament i es
mantenia durant 10 minuts al gel abans de la seva utilitzaci6. Aquest temps era necessari per a una
completa reconstitucié. A continuacié preparavem la concentracié de 2000 pg/mL de la patrod
afegint 200 puL de la concentracio 10000 pg/ml a 800 pl. de TDE. A partir d’aquest punt

realitzavem un banc de dilucions com segueix:

IL-10 1000 pg/mL .- 300 mL de IL-6 2000 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-10 500 pg/mL .- 300 mL de IL-6 1000 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-10 250 pg/mL .- 300 mL de IL-6 500 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-10 125 pg/mL .- 300 mL de IL-6 250 pg/mL + 300 mL de TDE
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IL-10 62.5 pg/mL .- 300 mL de IL-6 125 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-10 31.2 pg/mL .- 300 mL de IL-6 62.5 pg/mL + 300 mL de TDE
IL-10 0 pg/mL .- 300 mL de TDE

Preparacio dels controls alt i baix de IL-10.

Reconstituiem el contingut del vial del control alt i baix amb aigua destil-lada, tal i com
indicava el fabricant ja que el volum d’aigua destil-lada necessari era diferent segons el lot
comercial emprat. A continuacié féiem aliquotes de 125 pL de cadascun dels controls i es

mantenien a — 20°C fins al moment de la seva utilitzacio.

Procediment de la quantificacio.

Un cop descongelades les mostres de plasma o medi de perfusid, els controls alt i baix i
preparada I’estandard de IL-10, comengavem la quantificacié posant 100 puL. de cada punt de la
patré i dels controls a la placa. De les mostres de plasma o medi de perfusié posavem també 100
pL. Deixavem un pou buit que era reservat per fer el blanc. Es deixava incubant durant 60 minuts a

37 °C.

Finalitzada aquesta primera incubacié buidavem tots els pous per decantacio i féiem 4
rentats de 30 segons cadascun amb tampd de rentat (préviament diluit amb aigua destil-lada).
Seguidament pipetejavem 100 uL d’anticos anti-IL10 conjugat amb biotina a tots els pous, excepte

al pou reservat pel blanc i es deixava incubant la placa durant 60 minuts a temperatura ambient.

Després de 4 rentats de 30 segons cadascun amb tamp¢ de rentat, afegiem 100 pL de la
solucié d’estreptavidina-peroxidasa a tots els pous, excepte al pou reservat pel blanc. Aquesta

tercera incubacio es feia durant 30 minuts a temperatura ambient.

De nou feiem 4 rentats de 30 segons cadascun amb tamp6 de rentat. Un cop finalitzats
els rentats afegiem 100 puL del cromogen estabilitzat a tots els pous (inclos el blanc). El procés de
revelat durava uns 20 minuts i es realitzava a temperatura ambient, protegint la placa de la llum. La
reacci6 era aturada afegint 100 uL de la soluci6 STOP. En aquest moment es produia un canvi de

color de blau a groc i seguidament llegiem 1’absorbancia a 450 nm. Abans de realitzar els calculs
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per obtenir les concentracions de IL-10 calia restar I’absorbancia obtinguda pel blanc del cromogen

a tots els altres pous.

3.10. DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT
MIELOPEROXIDASA (MPO).

La mieloperoxidasa (MPO) és un enzim present a l’interior dels granuls primaris de
neutrofils, i en menys quantitat en monocits i macrofags. La mesura de I’activitat MPO es va fer a
partir d’una modificacio de la técnica descrita per Krawisz i col-laboradors (Krawisz i col.,1984). La
quantitat d’activitat MPO ¢és directament proporcional al nombre de neutrofils presents en la mostra.
Aquesta s’expressa en unitats d’activitat MPO per gram de teixit (UMPO/g), considerant-se 1

UMPO igual a la quantitat d’enzim capag¢ de degradar 1 pmol de peroxid per minut a 25°C.
* Fonament.

L’HTAB és un detergent que allibera la MPO dels granuls primaris dels neutrofils, alhora que
inhibeix (a partir de la destrucci6 del seu hemonucli) I’activitat d’altres peroxidases que tenen altres
proteines del fetge com la glutatié peroxidasa, la catalasa o I’hemoglobina que competirien amb la
MPO per I’'H,0,. La MPO catalitza 1’oxidacié de la O-dianisidina en preséncia de peroxid
d’hidrogen, transformant-la en un producte colorejat que feia possible la seva lectura a una longitud

d’ona de 540 nm.
* Material.

- Morter de porcellana (AFORA)

- Disruptor cel-lular (Kinematica-Polytron)

- Sonicador (High Intensity Ultrasonic Processor - Vibra Cell, model VC 50 T
- Centrifuga (SORVALL® RC M120 EX)

- Plaques de poliestiré de 96 pous (Cultek)

- Lector de plaques d’ELISA (Multiskan Plus MKII)
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* Reactius.

- Mieloperoxidasa (MPO) de leucocits humas (E.C. 1.11.1.7) (Sigma)

- Tamp6 fosfat: KH,PO, (Panreac) 50mM en H,O destil-lada a pH 6

- HTAB: bromur d’hexadeciltrimetilamoni (HTAB) (Merck) al 0.5% en tamp06 fosfat.

- Solucié de revelat: diclorur de o-dianisidina (O-DNS) (Sigma) 40 mM, H,0, 40 mM

en tamp¢ fosfat

* Processament de les mostres.

El fetge que havia estat congelat a -20°C era fragmentat en un morter. S’agafaven de
200 a 250 mg de teixit que s’homogeneitzaven amb 2 mL d” HTAB en un disruptor cel-lular. La
homogeneitzacio, d’aproximadament un minut, es realitzava en un tub que es mantenia en aigua
amb gel per tal d’evitar I’escalfament. Posteriorment, les mostres eren sonicades durant 30 segons.
Es recollia un volum d’aproximadament 1.5 mL, i es centrifugava a 12000 rpm durant 10 minuts i a

4°C. Seguidament, recolliem el sobrenedant i el congelavem a -20°C fins la seva utilitzacio.

* Procediment de la quantificacio.

En una placa de poliestir¢ s’afegien per triplicat 10 uL del sobrenadant recollit. A un
dels triplicats, s’afegia 290 uL de la solucid de revelat a la qual encara no haviem afegit ’H,0,, ja
que era el blanc de cada mostra. Als altres dos pous, s’afegia 290 pL de la solucié de revelat amb
H,0, 1 es deixava incubar durant 15 minuts a temperatura ambient. Passat aquest temps, les mostres

es llegien a una longitud d’ona de 540 nm .

* Calculs.

El calcul de I’activitat MPO es realitzaven a partir de la segiient equacio:

UMPO/g = [(((Ab;+Ab,)/2)-Aby/ 15 x 0.01) x (( 2+ P) / P)] / 5

on:
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Abo = absorbancia del blanc de la mostra

Ab; = absorbancia del pou 1 de la mostra

Ab, = absorbancia del pou 2 de la mostra

15 =temps d’incubacid (minuts)

0.01 = volum de la mostra al pou (mL)

2 =volum de tampé HTAB (mL)

P = pes de la mostra de fetge (g)

5 = A DO provocada per 1 unitat de MPO en 15 minuts (determinat amb una preparacid

comercial d’MPO).

3.11. QUANTIFICACIO DE CORTICOSTERONA
PLASMATICA.

* Fonament de la quantificacio.

La quantificaciéo de corticosterona (CS) plasmatica es va realitzar mitjangant un
"Radioimmunoassaig" (RIA). Aquest meétode, descrit per Armario i Castellanos (Armario i
Castellanos, 1984) per mostres de rata ha estat modificat i també posat a punt per a ratoli per M.
Sitges del nostre departament, es basa en la competéncia que s'estableix entre I’hormona present a la
mostra (hormona freda) i una quantitat coneguda d’hormona marcada amb ['isotop radioactiu
(hormona calenta). De forma que quan menys corticosterona hi hagi present a la mostra, més
corticosterona marcada trobarem unida a I'anticos. Un cop establerta la competéncia, la fraccid no
unida a anticos precipita amb el carbo actiu. La deteccid de la radioactivitat al sobrenedant es fa
mitjangant un comptador i gracies a la utilitzacié d'una patré de concentracions conegudes, podem

calcular la concentracio de ’hormona a les mostres.

Degut al fet que a plasma existeixen proteines amb una elevada afinitat per la
corticosterona i poden interferir en la uni6 als anticossos, es fa necessari un tractament previ de les

mostres per tal d'eliminar aquestes interferéncies.
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* Material.

- Material de vidre (AFORA)

- Microcentrigufa (Biofuge A-Heraeus Spatech)

- Liofilitzador (Speed-Vac® Plus SC110A)

- Tubs de polipropile de 5 mL (FUNGILAB)

- Vials de cintil-laci6 (Ponyvial, Packard Biosciences)

- Centrifuga (Jouan, CR 3.12)

- Comptador B (LIQUID SCINTILLATION ANALYZER 1500, TRI-CARB®,
PACKARD)

* Reactius.

- Solucid de gelatina tamponada amb fosfats (tamp6 G): NaH,HPO,4 (Panreac) 0.5 M,
Na,HPO, (Panreac) 0.5 M, gelatina (Merk) 1% i1 NaCl (Panreac) 0.9% preparat amb
aigua bidestil-lada (AbD), a pH 8.2

- Acetona purissima (Panreac)

- Etanol absolut (Panreac)

- Nitrogen liquid

- Anticos de conill anti-corticosterona-3-(O-carboximetil)oxime conjugat amb
albumina serica bobina (4B-1090 BIOCLIN)

- Corticosterona: C2505 (Sigma)

- Corticosterona radioactiva: corticosterona tritiada (1,2,3,6,7 H (N)) (NET-399 NEW
ENGLAND PRODUCTYS)

- Carbd Actiu: C5260 (Sigma) preparat a 1'1% en tampo6 G

- Liquid de cintil.laci6 (ECOLITE)

* Preparacio del material i les solucions de treball.

a. Rentat del material de vidre.

Abans de comencar cada valoracié tot el material de vidre era rentat amb acid nitric al
10% (p/v) durant un minim de 4 hores. A continuacié s’esbandia amb aigua corrent abundant.

Després es feien 5-6 rentats amb aigua destil-lada (AD) 1 5-6 rentats amb aigua bidestil-lada (AbD).
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b. Tampé G.
Per tal de preparar un volum final de 1 litre es dissolien 1.41 g de Na,HPO, en 20 mL

d’AbD, i s’ajustava el pH a 8.6 amb NaH,PO4 0.5 M, ja que el pH inicial d’aquesta soluci6 estava al
voltant de 10. Per altra banda es dissolia 1 gram de gelatina en 300 mL d’AbD. Aquesta dissolucio
cal fer-la en calent perque es dissolgui bé la gelatina, i en agitacié suau per tal que no faci escuma.
Un cop dissolta la gelatina, afegiem 9 grams de NaCl i els 20 mL de la barreja Na,HPO,/ NaH,PO,.
Ajustavem el pH a 8.2 amb NaOH i a continuacié enrrasavem fins a un volum final de 1 litre.
Aquest tamp6 es podia conservar durant un mes a 4°C, pero calia ajustar el pH cada cop que era

utilitzat.

c. Solucid de corticosterona radioactiva.

A partir de la soluci6 comercial de corticosterona (I mCi/mL) es preparava
I’anomenada 1F diluint 25 pLL d’hormona marcada amb 500 pL d’etanol absolut. Cada vegada que
era preparada aquesta 1F realitzavem una prova per tal de comprovar la radioactivitat de la solucid.
Aquesta prova consistia en assecar 1 pL de la solucié 1F sota corrent de nitrogen i afegir, a
continuacid, 500 pL de tampo G. Agitavem aquesta nova solucid, anomenada 2F, amb el vortex
durant 1 minut. Seguidament preparavem 4 vials amb 4 mL de liquid de cintil-lacié cadascun, als
quals afegiem 100 pL de la solucio 2F. Tapavem els vials i agitavem fins a observar un doble canvi
de coloracid: de transparent a blanc, i de nou a transparent. Els vials eren portats al comptador . El

comptatge havia de sortir entre 6000 i 7000 cpm/min.
Si el comptatge sortia més elevat calia afegir més tampd G a la soluci6 1F, en canvi si

el comptatge era inferior al rang indicat calia afegir més hormona radioactiva a la soluci6é 1F.

Aquesta soluci6 1F era mantinguda a -20°C fins al moment de la seva utilitzacio.

d. Patro de corticosterona no radioactiva.

Inicialment es preparava la solucié mare de corticosterona a partir del producte
comercial en pols a una concentracié 1 ng/mL amb etanol absolut a un vial de vidre. Seguidament
diluiem 0.1 mL de la solucié mare de corticosterona comercial no radioactiva amb 0.9 mL d'etanol
absolut. A continuacid passavem 192 pL a un tub eppendorf i 'assecavem sota corrent de N, liquid.
Per finalitzar es resuspenia amb 1 mL de tamp6 G, aixi constituiem el punt de la patr6é corresponent
a la concentraci6 1920 ng de corticosterona/mL. A partir d'aquesta concentracié d'hormona es

preparava un banc de dilucions com s'indica:
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CS 960 ng/mL: 500 pL de CS 1920 ng/mL + 500 pL de tampo6 G
CS 480 ng/mL: 500 pL de CS 960 ng/mL + 500 pL de tampd G
CS 240 ng/mL: 500 pL de CS 480 ng/mL+ 500 pL de tampdé G
CS 120 ng/mL: 500 pL de CS 240 ng/mL + 500 pL de tamp6 G
CS 60 ng/mL: 500 uL. de CS 120 ng/mL + 500 pL de tampdé G
CS 30 ng/mL: 500 uL de CS 60 ng/mL + 500 pL de tamp6 G
CS 15 ng/mL: 500 uL de CS 30 ng/mL + 500 puL de tamp6 G
CS 7.5 ng/mL: 500 pL de CS 15 ng/mL + 500 puL de tamp6 G
CS 3.75 ng/mL: 500 uL. de CS 7.5 ng/mL + 500 pL de tampo G

e. Solucidé mare de 1’anticos.

El producte liofilitzat comercial es dissolia amb 2 mL de tampd G. Es feien aliquotes

de 100 pL i es mantenien a -20 °C fins al moment de la seva utilitzacio.

f. Carbo actiu.

El carbo actiu comercial calia rentar-lo préviament a la seva utilitzacid. Es dissolien 30
grams de carbd actiu en 1 litre d’aigua bidestil-lada (AbD) i es deixava agitant durant una nit a 4 °C.
Al dia segilient es parava l’agitacid i es deixava precipitar durant 24 hores. A continuacid
decantavem el sobrenedant i afegiem de nou 1 litre d’AbD. Aquest tractament es repetia dos
vegades més. Un cop acabats els 3 rentats, centrifugavem la solucié de carbo actiu decantada durant
15 minuts a 3500 rpm, per extreure el maxim d’aigua. Seguidament es posava en una safata a
I’estufa a 50 °C fins que quedava totalment sec. La duraci6 aproximada de tot aquest tractament era

de 5 dies.

* Processament de la mostra.

Fonament.

La valoracié d'esteroides circulants mitjangant R/A té dificultats per dues causes: (a)
reacci6 creuada dels esteroides amb similitud estructural; (b) preséncia de proteines circulants amb
una elevada afinitat pels esteroides, que interfereixen en la unié de I’hormona a l'anticos (Armario i
Castellanos, 1984). En el cas de la corticosterona, degut a 1’elevada afinitat de l'anticds per

I’hormona, no es consideren possibles reaccions creuades amb altres esteroides perd si cal
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considerar l'alta afinitat de la corticosterona per proteines circulants. Segons el métode descrit per
Armario i Castellanos (Adrmario i Castellanos, 1984), préviament a la valoracid calia una
desproteinitzacidé de les mostres amb tripsina, perd amb treballs posteriors realitzats per M. Sitges es
va resoldre realitzar una extraccioé de la corticosterona amb acetona perqué sind les interferéncies no

eren totalment eliminades.

Procediment.

A 50 pL de mostra continguts a un tub eppendorf, afegiem 150 pL d'acetona purissima
i ho barrejavem molt bé amb el vortex. Seguidament centrifugdvem durant 15 minuts en una
microcentrifuga a una velocitat de 12000 x g. Un cop finalitzada la centrifugacio, els plasmes es
guardaven a -20 °C durant 24 hores. Passat aquest temps se centrifugava de nou durant 15 minuts en
la microcentrifuga, a una velocitat de 12000 x g. Les operacions que implicaven la utilitzacio
d'acetona es van realitzar a la cambra freda (4°C), degut a que aquesta s'evaporava rapidament. El
sobrenedant recollit s'assecava amb I’ajut d’un liofilitzador prévia congelacié6 amb N, liquid. El
temps necessari per tal que la mostra quedés totalment seca era de 2 a 3 hores. Abans de la

valoracio es resuspenia la mostra en tamp6 G amb el seu volum inicial, és a dir, amb 50 pL.

* Procediment de quantificacio.

Descongelavem les mostres i les patrons, i posavem 5 pL. de cadascuna en tubs RIA de
5 mL mantinguts en gel. A continuaci6 afegiem 200 pL de tampo6 G. Seguidament afegiem 100 pL
d'anticos (diluit 1/100 amb tampd G) a cada tub i posteriorment 100 uL. de I’hormona tritiada
(hormona calenta). Es van tapar tots els tubs amb parafilm abans d’agitar amb el vortex. Després de
30 minuts al bany amb agitacié a 37 °C, tots els tubs de RIA es van mantenir en aigua-gel (4°C)
durant 60 minuts. Passat aquest temps d'incubacié s'afegien 500 pL de carbd actiu, per tal que
precipités la corticosterona no unida a I'anticos. De nou, tots els tubs s’agitaven amb vortex i es
mantenien durant 11 minuts en gel. Seguidament eren centrifugades durant 15 minuts a una

velocitat de 24000 rpm a 4°C.

A 4 mL de liquid de cintil.laci6 continguts en vials de plastic afegiem 700 pL de
sobrenedant, els tapavem i agitavem aquest fins que observavem un doble canvi de color: primer a
blanc que desapareixia deixant la mostra de nou transparent. Fet aix0, es mesurava la radioactivitat

al comptador p.
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* Calculs.

Per tal d'ajustar els valors de radioactivitat de la corba patr6 a una recta, vam

transformar els eixos:

X =logyo [CS]
Y =In(Bi/(Bs-B)))

quedant finalment la recta ajustada segons la formula:
In ( B; / (BO—Bi ) ) =a 10g10 [CS] +b

on:
B; = radioactivitat emesa per la mostra

B, = radioactivitat emesa per una concentracié 0 de corticosterona, ¢s a dir, la maxima

radioactivitat emesa.

3.12. PROCESSAMENT DE LES MOSTRES PER A
MICROSCOPIA OPTICA.

* Material.

- Pots de plastic de 50 mL (Rubilabor)
- Motlles de plastic per fer blocs (3 x 2,5 x 2 mm)

* Reactius.

- Tampo fosfat 0.4M: NaH,PO,H,0 (Merck) 0.08M, K,HPO, (Panreac) 0.32M, a pH
7.4
- Tamp¢ fosfat sali 0.1M (PBS 0.1M): NaCl (Panreac) 0.15M en tamp6 fosfat 0.1M



Materials i méetodes 121

- Paraformaldehid 4%: paraformaldehid (Panreac) al 16% en tamp06 fosfat sali 0.1M.
- Etanol absolut (AA), etanol 90% (A90) i etanol 70% (A70) (Panreac)

- Butanol pur (Panreac)

- Parafina pura (Panreac)

- Solucio de gelatina: gelatina or (Panreac) al 0.1% en aigua corrent

* Procediment.

El tros de fetge que haviem separat per histologia, es submergia rapidament en
paraformaldehid al 4% on es mantenia durant tota la nit a 4°C i en agitacié constant. Els animals
eren sacrificats al mati o bé a la tarda (depenent de I’experiment) aixi el periode que aquestes
mostres es tenien en el fixador, oscil-lava entre 17 i 21 hores. Passat aquest temps, tréiem les
mostres del fixador i realitzavem 3 rentats de 5 minuts en PBS 0.1M. Seguidament, passavem a
deshidratar les mostres fent varies incubacions, totes a temperatura ambient, en alcohols de

graduacio creixent (A70, A90 i AA) de la segiient manera:

-A70: una primera incubacié d’una hora, seguida d’una altra incubaci6 de mitja hora
més.
- A90: dues incubacions d’una hora cadascuna.

- AA: dues incubacions de mitja hora cadascuna.

Després de la seérie d’alcohols, vam utilitzar el butanol com agent intermediari. Aquest
aplicat de manera gradual, desplaca totalment 1’etanol de les mostres i les prepara per la seva
posterior inclusié en parafina. Vam incubar les mostres 30 minuts en butanol, per després realitzar
una segona incubaci6 en una barreja de butanol-parafina (1:1). Aquesta barreja calia preparar-la
dues hores abans de la seva utilitzaci6 per tal que la parafina estigués totalment dissolta, i es
mantenia a 60 °C fins el moment de la seva utilitzacio. La incubacié en butanol-parafina era d’una
hora i calia realitzar-la també a 60°C. Finalment, extréiem el fetge, 1’assecavem una mica en paper
per tal d’eliminar 1’excés de butanol, i I’incubavem amb parafina pura duant tota la nit. Al dia
seglient realitzavem dos incubacions més amb parafina pura, una d’elles de dues hores i la segiient
d’una hora. Després es construien els blocs i es deixaven solidificar a temperatura ambient, durant

un minim de dos dies.
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Un cop solidificats els blocs, les mostres eren tallades a 7 um (microtom de rotaciod
AS325. Anglia Scientific. Cambridge del Departament de Biologia Cel-lular Animal i Vegetal de la
Facultat de Biologia de la UB) i disposades en un bany maria a 37°C on hi havia la solucio de
gelatina. Aixo afavoria tant la descompressio dels talls com la seva adhesio als portaobjectes.
Després els portaobjectes es deixaven assecar en una estufa a 40°C i es guardaven fins a la seva

posterior utilitzaci6.

3.13. TINCIO AMB HEMATOXILINA-EOSINA DE
MOSTRES HISTOLOGIQUES INCLOSES EN PARAFINA.

* Fonament.

La tinci6 amb hematoxilina-cosina és una tincié doble basada en I’afinitat de les
estructures per un o altre colorant. L’hematoxilina, colorant basic extret de Celsapina campechiana,
tenyeix de color blavés estructures predominantment acides com ara el nucli cel-lular. En canvi,
I’eosina és una tetrabromofluoresceina de caracter acid i basofil-la que tenyeix el citoplasma de la

cél-lula d’un color rosat.
* Reactius.

- Hematoxilina (Sigma)

- Eosina (Sigma)

- Etanol absolut (AA), etanol 90% (A90) i etanol 70% (A70) (Panreac)
- Xil¢ (Panreac)

- Medi de muntatge (DPX) (Panreac)

* Procediment.

Per tal d’afavorir que els colorants penetressin millor a la mostra, aquestes eren

préviament desparafinades en xilé (dos incubacions de 8 minuts cadascuna) i seguidament
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hidratades amb una série de gradients decreixents d’alcohol (AA, A90, A70) de 5 minuts
cadascuna. Després realitzavem una ultima incubacié de 5 minuts en H,O destil-lada, abans de
submergir les mostres en hematoxilina on restaven durant 4 minuts. Passat aquest temps, es
procedia a extreure 1’excés de colorant de les mostres rentant-les durant 10 minuts amb aigua
corrent. D’altra banda, les sals de I’aigua permeten el viratge de la solucié d’hematoxilina que passa
de tenir un color inicialment vermellds a blavos. A continuacio, incubavem les mostres durant 8
minuts en eosina i procediem a la seva deshidratacié mitjan¢ant dues incubacions de 5 minuts en
AA més altres dues incubacions del mateix temps en xil¢. Finalment, realitzavem el muntatge de les

mostres amb DPX i les deixavem assecar un minim de 24 hores.

Els temps d’incubacidé amb els colorants calia ajustar-los cada cop que féiem tincions

degut al fet que a mida que eren més antics 1’afinitat pels teixits variava.

Les preparacions es van analitzar preliminarment al laboratori amb un microscopi Optic
(Olympus CH-2). Posteriorment, es va procedir a fotografiar les mostres amb una cambra
fotografica acoblada al microscopi optic (Olympus) en els Serveis Cientifico-técnics de la UB i a

continuaci6 eren transferides a 1’ordinador per tal de ser analitzades.

3.14. QUANTIFICACIO DE DANY DE MOSTRES
HISTOLOGIQUES INCLOSES EN PARAFINA.

La quantificaci6 del dany cel-lular en mostres tenyides amb hematoxilina-eonsina es va
fer per observacions directes de les mostres amb el microscopi optic. Per cada mostra
seleccionavem 20 camps de forma aleatoria: 10 de la periféria del tall i 10 de la part central. La
seleccid del camp es feia amb 1’ocular de 10 (100 augments totals) i 1’analisi del camp seleccionat

es feia amb I’ocular de 40 (400 augments totals).

Per a la determinacié del dany vam establir unes categories indicadores del grau de

lesid existent al parénquima hepatic:



124

Materials i metodes

grau 1 (G.1.): aparenca normal: parénquima sense evidéncies de dany i amb distribucid
dispersa de cél-lules de Kupffer;

grau 2 (G.2.): parénquima sense evidéncies de dany perd amb aparicid focal de nuclis
picnotics;

grau 3 (G.3.): parénquima amb dany moderat i amb aparicié de petits acumuls de
c¢l-lules infiltrades a ’entorn d’una cél-lula parénquimal o un petit grup de cel-lules;
grau 4 (G.4.): parénquima amb necrosi massiva, hemorragies i acumuls de c¢l-lules

infiltrades.
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3.15. DETECCIO I QUANTIFICACIO D’IgGs DE CONILL.

3.15.1. Deteccio per Western Blot.
Electroforesi.

* Fonament de la técnica.

La separacio de proteines mitjancant gels de poliacrilamida en condicions
desnaturalitzants, gracies a la preséncia de dodecilsulfat sodic (SDS) i d’un agent reductor
(Dithiotreitol-DTT) permet separar les proteines contingudes a una mostra pel seu pes molecular.
En aquest tipus d’electroforesi s’utilitzen dos gels de diferent concentraci6 d’acrilamida: un gel
concentrador i un gel separador. El primer presenta un entramat molecular més lax (en el nostre cas
3.3% de barreja acrilamida-bisacrilamida), 1 el gel separador forma en canvi un entramat molecular
més dens (12%). Quan apliquem la corrent eléctrica, les proteines migren al gel concentrador i
queden solapades a la interfase dels dos gels; aixd fa que les proteines entrin al gel separador al
mateix temps. Dins aquest gel és on les proteines se separen pel seu tamany: avangant més aquelles
que tenen un pes molecular més petit i quedant retingudes les d’un pes molecular més elevat. Degut
a que la electroforesi es realitza en preséncia d’SDS i DTT no importa ni la carrega ni la
conformacié nativa de les proteines ja que totes elles estan desnaturaliztades i tenen una carrega

negativa proporcional al seu pes molecular.

* Material.

- Sistema d’electroforesi Mini-PROTEAN 111 Cell (BioRad)
- Font d’electroforesi Power Pack 200 (BioRad)

- Paper Whatman 3mm (BioRad)

- Pipeta Hamilton (Sigma-Aldrich)
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* Reactius.

- Barreja acrilamida-bisacrilamida: acrilamida (BioRad) 29.2% (p/v), bisacrilamida
(BioRad) 0.8% (p/v), preparat amb aigua bidestil-lada. Un cop la barreja estava
preparada era filtrada amb paper Whatman i era guardada a 4° C protegida de la llum.

- Tamp6 Tris 1.5 M: Trizma Base (Roche) preparat amb aigua destil-lada i ajustat el pH
a 8.8.

- Tampo Tris 0.5 M: Trizma Base (Roche) preparat amb aigua destil-lada i ajustat el pH
a 6.8.

- Solucio SDS: SDS (Merck) preparat al 10% (p/v) amb aigua destil-lada.

- Solucié de persulfat amonic (PSA) (BioRad) preparat al 10% (p/v) amb aigua
destil-lada. Un cop preparada cal conservar-la a -20° C.

- TEMED (N, N, N’, N’-tetrametilediamina) (BioRad)

- Tampoé d’electroforesi: Trizma Base (Roche) 25 mM, Glicina (Sigma) 191.8 mM i
SDS (Merck) al 0.1% (p/v) preparat amb aigua destil-lada.

- Tampd de carrega (concentrat x3): tampo6 Tris (0.5M, pH=6.8) 300 mM, Glicerol
(Panreac) al 30% (p/v), SDS (Merck) al 10% (p/v) i blau de bromofenol al 0.01%
preparat amb aigua destil-lada. El dia de la electroforesi afegiem DTT a una

concentracid de 100 mM.

* Procediment.

Preparacio de les mostres.

Inicialment les mostres de plasma eren diluides amb aigua destil-lada com segueix: 1/15
les mostres provinents d’animals injectats via subcutania (sc), 1/30 les mostres provinents d’animals
injectats via intraperitoneal (ip) i 1/2 les mostres provinents d’animals injectats via intravenosa (iv).
A continuaci6 preparavem el tamp6 de carrega tal i com s’indica a I’apartat anterior i 1’afegiem a
les mostres segons corresponia (és a dir, mantenint la proporcié mostra:tampd 2:1). Un cop fetes
totes les dilucions les mostres es posaven a bullir durant 5 minuts. Finalitzat aquest temps es feia un

cop de centrifuga per tal de recuperar tot el volum de mostra.
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Preparacio dels gels i condicions de [ ’electroforesi.

Muntavem els vidres (perfectament nets) on polimeritzarien els gels seguint les
instruccions del fabricant, amb separadors de 1.5 mm d’amplada. A continuacié comprovavem la
estanqueitat del sistema afegint aigua destil-lada entre els dos vidres i abans de posar el gel
assecavem bé amb paper de filtre. Seguidament preparavem la solucié que en polimeritzar

originaria el gel separador (12%) com segueix:

Aigua destil-lada (mL) 3.35
Acrilamida-Bisacrilamida 30% (mL) 4.2
Tamp6 Tris 1.5 mM (pH=8.8) (mL) 2.63
SDS 10% (uL) 100
PSA 10% (uL) 150
TEMED (uL) 10.5

Barrejavem tots els reactius seguint I’ordre indicat ja que quan afegim el PSA i el
TEMED comenga el procés de polimeritzacio. Agitavem per inversio i ’introduiem entre els dos
vidres (aproximadament fins a uns 5 cm des de la part inferior). Rapidament afegiem aigua
destil-lada per sobre del gel (450-600 pL) per tal d’assegurar una superficie llisa al gel i també per
evitar el contacte amb 1’aire i excloure I’oxigen que inhibiria la polimeritzaci6. Mentre el gel
separador polimeritzava, es preparava la solucid que originaria el gel concentrador (3.3%), sense

TEMED, com segueix:

Aigua destil-lada (mL) 3.20
Acrilamida-Bisacrilamida 30% (mL) 0.60
Tamp6 Tris 0.5 mM (pH=6.8) (mL) 1.38
SDS 10% (uL) 55
PSA 10% (uL) 75
TEMED (uL) 5.5

Un cop el gel separador havia polimeritzat, eliminavem 1’aigua afegida mitjancant la
introducciéo de Whatman entre els dos vidres. En aquest moment afegiem el TEMED a la solucio

que originaria el gel concentrador, agitavem per inversio i I’abocavem entre els dos vidres. A
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continuacié col-locavem amb molta cura la pinta que originava els pouets destinats a contenir

inicialment les nostres mostres.

Seguidament, i un cop polimeritzat el gel concentrador, ja podiem muntar els vidres
amb el gel sobre el suport que constitueix la cubeta interna dels sistema Mini Protean III Cell.
L’ompliem amb 150 mL de tampé d’electroforesi, assegurant-nos de que el gel quedava totalment
submergit per la seva part superior. Retiravem la pinta i rentavem els pouets amb el mateix tampo

d’electroforesi. Un cop nets, carregavem les mostres (15 pL) als pouets amb una pipeta Hamilton.

A continuaci6 tancavem el circuit omplint la cubeta externa amb 350 mL de tampd
d’electroforesi i aplicavem un voltatge constant de 100 V durant 120-150 minuts, fins que el front

(indicat pel blau de bromofenol del tamp6 de les mostres) sortia per la part inferior del gel.

Western Blot.

* Fonament.

L’analisi del tipus Western Blot és una técnica d’immunodeteccido emprada per a la
detecci6 d’antigens especifics d’interés en barreges complexes de proteines. La técnica parteix
d’una mostra en la que les proteines han estat separades préviament en funcié del seu pes molecular
mitjangant técniques d’electroforesi (SDS-PAGE). Aquestes proteines son transferides a una

membrana sobre la qual es realitzara la immunodeteccid de la proteina desitjada.

* Material.

- Mini Trans-Blot (BioRad)

- Font d’electroforesi Power Pack 200 (BioRad)

- Paper Whatman 3 mm (BioRad)

- Membrana de difluorur de polivinil, inmobilon-P (Millipore)

- Films ECL (4dmersham)
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* Reactius.

- Tampo de transferéncia: Trizma base (Roche) 25 mM, Glicina (Roche) 192 mM, SDS
(Merck) al - 0.1 % i metanol (Panreac) al 10 %, preparat amb aigua destil-lada

- Soluci6 salina tamponada amb fosfats (PBS)

- Solucié de bloqueig: llet en pols desnatada (Central Lechera Asturiana) al 5 % en
PBS

- Anticos: immunoglobulines G de cabra anti-IgG de conill conjugades amb peroxidasa
(Nordic Immunological)

- MTP: llet en pols desnatada (Central Lechera Asturiana) al 0.5 % i Tween-20 (Sigma)
al 0.05 % en PBS

- Kit ECL (Admersham International, UK)

* Procediment.

Transferéncia.

Inicialment submergiem la membrana d’immobilon amb metanol durant 30 segons i
després amb aigua destil-lada. Seguidament la equilibravem uns minuts amb el tamp6 de
transferéncia juntament amb les esponges i el gel. A continuacidé muntavem el sistema de
transferéncia segons les especificacions del fabricant. Quan es munta tot el sistema cal vigilar que
no es formin bombolles entre el gel i la membrana, ja que dificultaria una correcta transferéncia. El

gel quedava en contacte directe amb la membrana, en el costat més proper al catode.

Refrigeravem el tamp6 de transferéncia submergint parcialment la cubeta del Trans-
Blot en gel alhora que introduiem dins la mateixa un petit recipient amb aigua congelada
préviament, proporcionada per BioRad a tal efecte. Ens ajudarem d’una barra magnética petita dins

la cubeta de la transferéncia per tal que el tampd estigues continua i homogeniament fred.

La transferencia es realitzava a 400 mA d’amperatge constant durant 90 minuts.
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Immunodeteccio.

Amb aquesta técnica es poden identificar les proteines fixades sobre la membrana en el
procés anterior (transferéncia) mitjangant el seu reconeixement especific amb anticossos. Consta de
diferents fases: 1, bloqueig de la membrana; 2, incubacié de la membrana amb un anticos especific

conjugat amb peroxidasa; 3, visualitzacio del complex proteina-anticos.

1. Bloqueig de la membrana.

Finalitzada la transferéncia incubavem la membrana amb 100 mL de la solucid de
bloqueig durant 60 minuts a temperatura ambient i en agitacid vigorosa. Aquesta operacidé es
realitza per tal d’ocupar els possibles llocs d’unid inespecifica de I’anticos a la membrana

mitjancant una solucié de proteina.

2. Incubacio amb [’anticos.

Després del bloqueig incubavem la membrana amb [’anticos, 100 mL a una
concentracié 1/10000 dins d’un cristal-litzador, durant 60 minuts a temperatura ambient i en
agitacio suau. Finalitzada aquesta incubacio, féiem 5 rentats de 5 minuts amb MTP (amb 150 mL a

cristal-litzadors) i 3 rentats més de 5 minuts amb PBS.

3. Visualitzacio.

Per a la deteccid de les bandes de proteina vam emprar el reactiu ECL seguint les
especificacions del fabricant. Aquest métode es basa en la emissio de llum després de la oxidacio
del luminol en preséncia de H,O,, en una reaccid catalitzada per la peroxidasa. La llum produida es
proporcional a la quantitat de proteina present a la mostra i es captada sobre una pel-licula
fotografica. Les imatges foren digitalitzades amb I’ajut d’un escaner (Scanner EPSON Expresion

1680 Pro).
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3.15.2. Quantificacio per ELISA.

* Fonament de la técnica.

L’ELISA (“Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay”) utilitzada per a la quantificacié de
IgG de conill en mostres de plasma de ratolins injectats amb sérum de conill anti-EGF de ratoli, o
amb anticos neutralitzant d’EGF de ratoli, és del tipus “sandvitx” de fase solida. Els pous de la
placa eren adsorbits amb un volum conegut de cadascuna de les mostres, per tal que les IgG de
conill presents quedessin adsorbides al fons del pou. Per tal de determinar la quantitat
d’immunoglobulines, es va fer servir una immunoglobulina G de cabra anti-conill conjugada amb
peroxidasa. La peroxidasa catalitzava la transformacié d’un substrat, la O-fenilendiamina, en
preséncia de peroxid d’hidrogen, en un producte colorejat. Aquest permetia la lectura de la placa a
una longitud d’ona de 492 nm. Aixi quantificavem la quantitat de IgG de conill present a la mostra,
ja que la intensitat de color obtingut era directament proporcional a la quantitat d’IgG present a la

mostra.

* Material.

- Placa d'elevada adsorcid6 de poliestire de 96 pous per ELISA (Costar-Cultek,
referéncia-3590)
- Lector de plaques d’ELISA (Multiskan Plus MKII)

* Reactius.

- Soluci6 salina tamponada amb fosfats (PBS)

- Soluci6 fixadora: isopropanol (Fluka) 25% en acid acetic (Panreac) 10% v/v

- Solucié de blocatge: llet en pols desnatada (Central Lechera Asturiana) al 5% en
PBS

- Anticos: immunoglobulines G de cabra anti-IgG de conill conjugades amb
peroxidasa (Nordic Immunological)

- MTP: llet en pols desnatada (Central Lechera Asturiana ) al 0.5% i Tween-20
(Sigma) al 0.1 % en PBS
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- Soluci6 de revelat: O-fenilendiamina (Sigma) 0.4 mg/mL, H,O, (Panreac) 60 ppm en
tampo citrat (Panreac) 0.15 M a pH=5
- HCI (Panreac) 2.5 M

* Procediment de la quantificacio.

Es descongelaven les mostres de plasma i féiem una dilucié 1/5000 de cadascuna
d’elles amb aigua destil-lada. Seguidament posavem 100 pL de cadascuna de les mostres diluides a

la placa i es deixava adsorbir durant tota la nit a 4 °C en una cambra humida.

Al dia segiient es fixaven les mostres afegint 100 pL de la solucié fixadora a tots els
pous. La fixacio es realitzava a temperatura ambient durant 15 minuts a la cambra humida. La placa
es rentava a continuacioé 3 vegades amb PBS (1 minut per rentat). Per tal de buidar totalment els
pouets, després d’abocar el liquid a la placa, es donaven uns quants cops a la placa invertida sobre

un coixinet fet de paper de filtre.

Per eliminar la uni6 inespecifica de I’anticos a la placa, es feia un blocatge consistent
en afegir 350 pL de la solucié de blocatge per pou i es mantenia aixi durant 30 minuts dins la
cambra humida i en un bany a 37 °C amb agitaci6 suau. Es rentava la placa 3 vegades amb MTP (1
minut per rentat). A continuacié afegiem 100 pL per pou de ’anticos (diluit 1/10000 en MTP). Aixi
es deixava 90 minuts dins la cambra humida i en un bany a 37 °C amb agitaci6 suau.

Passat aquest temps es feien els 3 ultims rentats amb MTP (1 minut per rentat) i afegiem 100 pL de

solucid de revelat per pou.

El revelat de la placa tenia lloc a les fosques i s’aturava aproximadament als 20 minuts
(depenent de la intensitat del color) afegint 50 pL d’HCI 2.5 M, virant el color de groc a taronja. A

continuacio6 llegiem 1’absorbancia de la placa a 492 nm.
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3.16. QUANTIFICACIO D’ENDOTOXINA EN MOSTRES DE
PLASMA.

* Fonament de la técnica.

El métode cromogenic del lisat d’amebocits de Limulus (LAL) és un métode rapid per a

la quantificacié d’endotoxina de bactéries gram-negatives.

LAL és un extracte de cél-lules sanguinies (amebocits) del cranc ferradura, el Limulus
polyphemus. En preséncia d’endotoxines, certs proenzims presents al lisat d’amebocits s’activen.
Aquesta activacié provoca una cascada proteolitica en la qual es produeix la hidrolisi d’un péptid
artificial i1 sense color (Ac-lIle-Glu-Ala-Arg-pNA) existent al substrat cromogenic LAL (Young i
col., 1972). La hidrolisi proteolitica d’aquest substrat allibera p-nitronilina (pNA), una substancia de

color groc que absorbeix a una longitud d’ona de 405 nm.

Proenzim — enzim
Endotoxines
Substrat + H,O —  peptid + pNA

Enzim

* Material.

- Plaques de valoracio 96 pous esteril (Costar-Cultek)
- Combitips de 1.5 mL (Rubilabor)
- Incubador i lector de plaques: Photometer type SUNRISE (TEKAN Austria GmbH)
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* Reactius subministrats amb el métode comercial QCL- 1000 Chromogenic LAL

(CAMBREX, INNOGENETICS.)
- Aigua reactiva per LAL (ARL)
- Endotoxina d’E. Coli per fer la corba patrd
- Substrat cromogenic

- Lisat d’amebocits de Limulus (LAL)

* Reactius no subministrats amb el metode comercial QCL- 1000 Chromogenic LAL

(CAMBREX, INNOGENETICS).

- Solucié STOP: acid acetic (Panreac) preparat al 25% amb aigua destil-lada

- Aigua esterilitzada

* Procediment.

Obtencio de les mostres.

Degut al fet que volem determinar la concentracié d’endotoxina a les mostres de

plasma, cal recollir-les i tractar-les amb material préviament esterilitzat.

Preparacio de la corba patro.

El vial de I’endotoxina bacteriana, que contenia aproximadament entre 15-30 UE/mL,
era reconstituit afegint 1 mL d’aigua reactiva per LAL (ARL). La concentracié d’endotoxina al vial
era determinada pel valor indicat al certificat de qualitat. Un cop reconstituit el vial era agitat
vigorosament durant 15 minuts amb I’ajut d’un vortex, aquest punt és important perqueé

I’endotoxina té la tendéncia d’enganxar-se al vidre.
A partir de la solucié mare d’endotoxina realitdvem una primera dilucié6 amb ARL fins
a obtenir una concentracié final d’endotoxina de 1 UE/mL. Seguidament es realitzava un banc de

dilucions com s’indica:

0.5 UE/mL.- 500 uL de 1 UE/mL + 500 uL ARL
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0.25 UE/mL.- 500 pL de 1 UE/mL + 1500 pL ARL
0.1 UE/mL.- 100 pL de 1 UE/mL + 900 uL. ARL
0 UE/mL.- ImL ARL

El rang de concentracions escollit va ser aquest perque entre aquests punts la relacio és

lineal.

Procediment de la quantificacio.

Degut a la existéncia de determinats productes inhibitoris inespecifics a les mostres
(Friberger i col., 1982), es realitzava un tractament previ a la quantificacio, consistent en diluir la
mostra amb ARL i escalfar-les a 70 °C durant 10 minuts. En el nostre cas les mostres control es van
diluir 1/5 i les mostres provinents d’animals injectats amb endotoxines es van diluir 1/500.
Finalitzat el tractament de les mostres es deixaven a temperatura ambient. Seguidament preparavem

la corba patr6 tal i com s’ha indicat amb anterioritat i es deixava a temperatura ambient.

Comengavem la quantificacio afegint 50 L de cadascuna de les mostres i punts de la
patrd als pous de la placa (préviament pre-escalfada a 37 °C). En aquest punt reconstituiem el lisat
d’amebocits de Limulus amb ARL, i afegiem 50 pL a tots els pous. Deixavem incubant 10 minuts a

37 °C. Durant aquesta incubacio6 reconstituiem el substrat cromogeénic i I’escalfavem a 37 °C.

Finalitzada la primera incubacié afegiem 100 pL del substrat cromogénic a tots els pous
i deixavem incubant durant 6 minuts a 37 °C. Quan afegiem aquest reactiu es produia 1’aparicid
d’un color groguenc a les mostres que contenien endotoxina. Aturavem la reaccié afegint 100 uL

d’acid acetic a tots els pous i llegiem I’absorbancia a 405 nm.

3.17. ANALISI ESTADISTICA.

Per cadacun dels experiments presentats es va realitzar una analisi estadistica dels
resultats. De cada grup experimental es va calcular la mitjana i el seu error estandard, de la seglient

manera:
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on:
Sz _ . .
= variancia
N = nombre de dades

X = valors de cada dada

Alhora de determinar si les diferéncies existents entre els grups experimentals eren

significatives o simplement eren degudes a la variabilitat biologica o experimental, vam utilitzar el

test de la ¢ de Student o el test de ’ANOVA d’un o de dos factors. Quan utilitzavem el test de

’ANOVA d’un factor aplicavem el post-test de Tukey. Mentre que quan utilitzavem el test de

I’ANOVA de dos factors aplicavem el post-test de Tukey o el post-test de Bonferroni.

Calculat el valor de #, i en funci6 dels graus de llibertat, es va calcular, mitjangant les

taules adients, la probabilitat (p) de que la diferéncia observada entre les mitjanes dels grups que

comparavem fos unicament deguda a 1’atzar:

- sip > 0.05, la diferéncia observada entre els dos grups no era signifivativa,

- 51 0.01 £ p < 0.05, amb una probabilitat major o igual al 95% els grups eren significativament

diferents. Representat com (*)



Materials i méetodes 137

- 51 0.001 < p <0.01, amb una probabilitat major o igual al 99% els grups eren significativament

diferents. Representat com (**)

- si p < 0.001, amb una probabilitat major a 99.9% els grups eren significativament diferents.

Representat com (**%*).

Tot I’analisi estadistic presentat en aquest treball va ser realitzat amb el programa

GraphPad Prism de GraphPad Software, Inc.

En alguns casos ha estat necessari un tractament de dades obtingudes als diferents

experiments préviament a la seva analisi estadistica.

Per una banda calia determinar si la variancia era homogénia perque és una condicid
necessaria per ’aplicacié dels diferents tests seleccionats. L’aplicacio dels test de Barlett (Ramirez,
1981) responia aquesta qiiestio i en els casos en que les diferéncies entre variancies fossin
significatives es procedia a la transformacio logaritmica de la variable. Si ara la variancia era
homogenia es procedia a I’aplicacié del test escollit, amb les mitjanes i variancies de la variable

transformada.

Per altra banda, en els experiments de perfusio de fetge les dades van ser ajustades a

I’equacio d’una corba o d’una recta, per a la seva posterior comparacio.
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4.1. PRIMERA PART.
Un model d’estreés social: confrontacio

entre mascles.
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L’EGF ¢és sintetitzat i emmagatzemat a les glandules submaxil-lars (SMG) en els
ratolins mascles adults. Estudis realitzats al nostre laboratori per Grau i col.laboradors (Grau i col.,
1994) van mostrar que 1’estimulaci6 dels receptors o;-adrenérgics produeix una rapida secrecié de
I’EGF des de les glandules submaxil-lars, majoritariament cap a la saliva (secrecié exocrina) i
també cap al plasma (secrecidé endocrina). Aquest fenomen havia estat ja descrit per Byyny i
col-laboradors (Byyny i col., 1974) i per Tuomela (Tuomela, 1990). En el nostre laboratori pero,
també van poder observar com aquest EGF secretat sota 1’accié d’aquests estimuls interferia en els
efectes metabolics més caracteristics de les catecolamines, tant al fetge (Grau i col., 1997), com al

teixit adipos (Tebar i col., 1993; Tebar i col., 1996, Tebar i col., 2000).

Experiments realitzats amb posterioritat per M.P. Mena al nostre laboratori van mostrar
que ’estrés per immobilitzacio també produeix una important secrecié d’EGF des de les glandules
submaxil-lars cap al plasma (Tebar i col., 2000; Ferndndez-Varo i col., 2000). En tots aquests
sistemes, la concentracié6 d’EGF augmenta des de valors basals subnanomolars, fins a 1-3 nM. En
canvi, un estudi antic de Nexo i col-laboradors (Nexo i col., 1981) mostrava que el comportament
agressiu incrementava la concentracié d’EGF unes 300 vegades. Nosaltres varem reproduir aquests

resultats (Sdanchez, 1999).

En els treballs fets al laboratori per obtenir el grau de Master Experimental en
Bioquimica tant Anna Arnau com jo mateixa (Arnau, 1999, Sanchez, 1999) varem observar que
diferents tipus d’estrés provocaven lesions tissulars de diferent intensitat i distribucio. Aixi, per
exemple, varem observar que en la immobilitzacié dels animals a 4 °C (Sdnchez, 1999), no hi havia
secrecio d’EGF des de les glandules submaxil-lars i en canvi es produien lesions tissulars molt
importants. Per aquest motiu vam voler estudiar amb més profunditat la situacio d’estrés en que
s’allibera una gran quantitat ’EGF de les glandules submaxil-lars, i la seva relacio amb les lesions

tissulars.
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4.1.1. EXPERIMENT 1I.- Estudi de les alteracions durant la confrontacio

entre mascles.

Durant les 3 hores que duraven els nostres experiments, el pes dels animals es

mantingué constant, mentre que el pes del fetge davallava de forma gairebé constant (figura 4.1).

45+

o 40+
N
=
8
5 sl i/i\,\i
—-
o
o
v
&£ 3041
25-
T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180
2.59
C
2
S
= 2.0
& *
v
o
=9

r T T T

T T 1
0 30 60 90 120 150 180

Temps (min)

Figura 4.1.- Estrés per confrontacié: parametres
corporals. L’animal intris era introduit a la gabia
d’un animal resident. Transcorregut el temps indicat
es retirava I’intrus i era immediatament sacrificat per
a la obtencio de mostres. Els resultats corresponen a
la mitjana + error estandard de 6-7 animals per grup.
La significativitat de les diferéncies determinada
mitjancant ANOVA d’un factor ve donada per: *, p
<0.05.
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La concentracioé de corticosterona havia augmentat 18 vegades als 30 minuts i, tot i una
lleugera tendéncia a disminuir, es va mantenir elevada fins als 180 minuts (figura 4.2). Per altra
banda, la concentracié de glucosa en plasma es mantingué relativament constant, mentre que pel

contrari el contingut de glicogen hepatic davalla de forma gradual durant tot ’estudi (figura 4.2).
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Figura 4.2.- Estrés per confrontacié: parametres
indicadors d’estrés. L’animal intriis era introduit a la gabia
d’un animal resident. Transcorregut el temps indicat es
retirava l’intrds i era immediatament sacrificat per a la
obtencio de mostres. Els resultats corresponen a la mitjana +
error estandard de 6-7 animals per grup. La significativitat de
les diferencies determinada mitjancant ANOVA d’un factor
ve donada per: **, p <0.01; *** p<0.001.
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La figura 4.3 mostra la concentracié de citocines proimflamatories al plasma. Als 30
minuts s’havia produit un lleu augment de la concentracié de TNF-a pero als 60 minuts ja havien
retornat als nivells basals. En canvi véiem que es produia un increment gradual de la concentracid
de la IL-6 al llarg del temps, arribant al seu nivell maxim després de 180 minuts de confrontacio,

quan la concentraci6 d’aquesta citocina era 130 vegades superior al nivell basal.
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Figura 4.3.- Estrés per confrontaci6: citocines
proinflamatories en plasma. L’animal intris era
introduit a la gabia dun animal resident.
Transcorregut el temps indicat es retirava ’intras i
era immediatament sacrificat per a la obtencié de
mostres. Els resultats corresponen a la mitjana +
error estandard de 6-7 animals per grup. La
significativitat de les diferéncies determinada
mitjangant ANOVA d’un factor ve donada per: *, p
<0.05; **, p <0.01.
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A la figura 4.4 mostrem 1’evolucié de les activitats enzimatiques a plasma. La LDH
seguia un patré d’increment progressiu. Aquesta mateixa tendéncia s’observa a les dues
transaminases estudiades: AST i ALT. Al 180 minuts, I’increment de LDH fou de 3.4 vegades, el
d’AST de 3.7 1 el &’ALT de 3 vegades. No varem observar cap variacio en 1’activitat CK. Per ultim,
es va determinar I’activitat de I’enzim a-HBDH, perd només als ratolins que havien lluitat 180
minuts i als seus controls corresponents. Els valors obtinguts en els dos grups van ser: 0.70 = 0.36
nKat/mL pels animals controls i 1.40 + 1.17 nKat/mL pels exposats a confrontacio. La diferéncia no

era estadisticament significativa.
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Figura 4.4.- Estreés per confrontacié: activitats enzimatiques en plasma. L’animal
intrus era introduit a la gabia d’un animal resident. Transcorregut el temps indicat es
retirava I’intris i era immediatament sacrificat per a la obtenci6 de mostres. Els
resultats corresponen a la mitjana + error estandard de 6-7 animals per grup. La
significativitat de les diferencies determinada mitjancant ANOVA d’un factor ve
donada per: **, p <0.01.
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Els resultats obtinguts de mesurar I’EGF a teixits i a plasma es mostren a la figura 4.5.
Als 30 minuts ja s’havia produit una disminucié del 42% en la quantitat d’EGF en les glandules
submaxil-lars. Aquests valors es van mantenir gairebé constants fins als 180 minuts. En aquest
mateix temps els nivells d’EGF a plasma s’havien multiplicat per 100. Als 60 minuts s’assolien els
nivells maxims de fins a 500 vegades els valors basals. Tot i haver disminuit, als 180 Ia
concentracié era encara superior al valor basal. Al fetge la concentraci6 d’EGF augmentava de

forma gradual fins als 60 minuts, i a continuaci6 disminuia fins a retornar als nivells basals.
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Figura 4.5.- Estrés per confrontacié: concentracio
d’EGF. L’animal intras era introduit a la gabia d’un
animal resident. Transcorregut el temps indicat es
retirava I’intriis i era immediatament sacrificat per a la
obtenci6 de mostres. Els resultats corresponen a la
mitjana + error estandard de 6-7 animals per grup. La
significativitat de les diferéncies determinada
mitjangant ANOVA d’un factor ve donada per: *, p <
0.05; ** p <0.01; *** p<0.001.
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Finalment a la figura 4.6 mostrem 1’especificitat de la nostra valoracio d’EGF. Aquesta
prova ja havia estat realitzada I’any 94 (Gau i col., 1994) i s’havia comprovat que el sérum de conill
anti-EGF no reconeixia el TGF-a, perd en aquesta ocasio haviem volgut extendre I’analisi a un altre
membre de la familia de ’EGF: Heparin Binding EGF-like Growth Factor (HB-EGF). Tal i com es

pot veure el sérum de conill anti-EGF només reconeixia I’EGF de ratoli.
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Figura 4.6.- Especificitat de PELISA. Concentracions creixents d’EGF de
ratoli (EGF), d’Heparin Binding EGF-like growth factor recombinant huma
(HB-EGFh), de Nerve Growth Factor de ratoli (NGF) i BSA al 0.1% en PBS
van ser preparades amb MTP i es van utilitzar per compertir amb I’EGF de
ratoli adsorvit a la placa (1 ng) per la uni6 de 1’anticos de conill anti-EGF de
ratoli. Només I’EGF de ratoli produeix en forma dosi-depenent el
desplagament dels anticossos units a I’EGF de ratoli adsorvit.



150 Resultats

4.1.2. EXPERIMENT 1Il.- Estudi de la recuperacio després de la

confrontacio entre mascles.

Un cop caracteritzat el model de confrontacié entre mascles vam voler analitzar com es
recuperaven els diferents parametres que havien estat alterats durant 1’estrés social ocasionat quan

desapareixia 1’estimul.

La concentracio de glucosa era lleugerament inferior al grup que havia lluitat durant 3
hores (figura 4.7), perd es recuperava rapidament, i es mantenia gairebé inalterada 5 1 21 hores
després de la confrontacié. En canvi les concentracions de glicogen hepatic havien disminuit un
60% a les 3 hores al grup d’animals que havien lluitat. Aquesta diferéncia desapareixia 5 hores
després de la desaparicio de 1’estimul estresant ja que les concentracions de glicogen dels dos grups

s’igualaven, i posteriorment s’anaven recuperant de forma molt semblant.
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Figura 4.7.- Recuperaci6 del glicogen hepatic. Els animals eren sotmesos a un
periode de lluita de 3 hores, mentre que els animals controls eren mantinguts a les
seves gabies. Transcorregut aquest temps retornaven a les seves gabies amb lliure
acces a I’aigua i al menjar. Als temps indicats els animals eren sacrificats. Els resultats
corresponen a la mitjana + error estandard de 5-11 animals per grup. Les diferéncies
significatives entre els grups experimentals per cada temps, determinada mitjangant
ANOVA dos factors, i post-test de Bonferroni, venen donades per: ***, p <0.001.
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Les activitats LDH, AST i ALT en plasma seguien un patré semblant (figura 4.8).
Després d’assolir un pic maxim d’activitat finalitzat el periode de confrontacio, a les 5 hores les
activitats eren encara elevades (només de forma estadisticament significativa per I’AST). Passades

21 hores s’assolien els nivells basals.
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Figura 4.8.- Recuperacié de les activitats enzimatiques en plasma.
Els animals eren sotmesos a un periode de lluita de 3 hores, mentre
que els animals controls eren mantinguts a les seves gabies.
Transcorregut aquest temps retornaven a les seves gabies amb lliure
accés a l’aigua i al menjar. Als temps indicats els animals eren
sacrificats. Els resultats corresponen a la mitjana + error estandard de
5-11 animals per grup. Les diferéncies significatives entre els grups
experimentals per cada temps, determinada mitjangant ANOVA dos
factors, i post-test de Bonferroni, venen donades per: **, p < 0.01;
¥k p <0.001.
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Després de 3 hores les concentracions d’EGF a glandules submaxil-lars havien
disminuit un 48% (figura 4.9), i 21 hores després de la lluita els valors inicials encara no s’havien
restablert. Per altra banda les concentracions d’EGF a plasma després de 3 hores de confrontaci6 es
trobaven augmentades, encara que no de forma estadisticament significativa, i disminuien al llarg

del periode de recuperacio.
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Figura 4.9.- Recuperaci6 de la concentraci6 d’EGF. Els
animals eren sotmesos a un periode de lluita de 3 hores, mentre
que els animals controls eren mantinguts a les seves gabies.
Transcorregut aquest temps retornaven a les seves gabies amb
lliure accés a I’aigua i al menjar. Als temps indicats els animals
eren sacrificats. Els resultats corresponen a la mitjana + error
estandard de 5-11 animals per grup. Les diferéncies
significatives entre els grups experimentals per cada temps,
determinada mitjangant ANOVA dos factors, i post-test de
Bonferroni, venen donades per: *, p <0.05; **, p <0.01.
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A la figura 4.10 es pot observar I’activitat MPO valorada a fetge. Només detectavem un
suau increment d’aquesta activitat després de 8 hores des de I’inici de I’aplicacio de ’estimul
estressant que encara es mantenia després de 24 hores. Les diferéncies perd no arribaven a ser

significatives.
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Figura 4.10.- Activitat mieloperoxidasa (MPO) en fetge
després de la confrontacio. Els animals eren sotmesos a un
periode de lluita de 3 hores, mentre que els animals controls
eren mantinguts a les seves gabies. Transcorregut aquest
temps retornaven a les seves gabies amb lliure accés a 1’aigua
i al menjar. Als temps indicats els animals eren sacrificats. Els
resultats corresponen a la mitjana £ error estandard de 5-11
animals per grup. L’analisi ANOVA un factor aplicat no va
detectar diferéncies significatives.

De tots aquests animals haviem seleccionat un tros de fetge per fer una analisi
histologica 1 a la figura 4.11 es poden observar alguns exemples de les lesions aparegudes al
parénquima hepatic dels animals a les 5 0 21 hores de recuperacio post-estrés. En aquestes seccions
histologiques vam realitzar una analisi semiquantitativa del grau d’afectacid segons el criteri de
Camargo i col-laboradors (Camargo i col., 1997) que estableix 4 graus d’afectacié (1: normal; 2:
lesi6 lleu; 3: lesio clara; 4: lesio intensa). Els resultats de la quantificacié en mostren a la figura
4.12. Podem observar que el grau d’afectacio dels fetges provinents d’animals que havien lluitat era
1.3 vegades superior respecte als animals que no havien lluitat. Aquest grau d’afectacié encara era

elevat a les 21 hores després de la finalitzacio del periode de confrontacio.
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Figura 4.11.- Evidéncies morfologiques de lesions necrotiques en fetges provinents de
ratolins sotmesos a estrés per confrontacié. Les imatges corresponen a seccions (7pm)
provinents de fetges inclosos amb parafina i tenyides amb hematoxilina-eosina. A: es mostra
P’estructura d’un parénquima hepatic control (x60). B: detall de zona necrdtica d’un animal
sotmés a 3 hores de lluita i 5 hores de recuperacié (x600). C: es mostra zona necrotica d’un
animal sotmes a 3 hores de lluita 1 5 hores de recuperacié (x300). D: detall una zona necrotica
d’un animal sotmes a 3 hores de lluita i 21 hores de recuperacio (x600).



Resultats 155

U arbitraries
*

control 3+5 3+21

LLuita + recuperacio
(hores)

Figura 4.12.- Quantificacié del grau d’afectacié del
fetge després de la confrontaci6. Es va determinar el
grau d’afectaci6 en les preparacions dels fetges
d’animals sotmesos a estrés per confrontacié durant 3
hores i sacrificats 5 o 21 hores després. Els resultats
corresponen a la mitjana + error estandard de 3-7 animals
per grup. La significativitat de les diferéncies respecte
del temps 0 determinada mitjangant ANOVA d’un factor
ve donada per: *, p <0.05; **, p <0.01.

4.1.3. EXPERIMENT IIl.- Habituacio a [’estrés provocat per la

confrontacio entre mascles.

Es conegut que ’exposicid a un estimul estressant de forma repetitiva provoca una
disminuci6é en la intensitat de la resposta a aquest estimul, ja que es produeix el fenomen de
I’habituacié (McCarty i col., 1992). Per con¢ixer si en I’estrés per agressio també es produeix

habituacio, vam dissenyar I’experiment III.

L’habituacié va provocar que l’increment en la concentracié de corticosterona al
plasma fos menor (figura 4.13). La glucosa plasmatica no va variar en cap dels grups estudiats. En
canvi, 1 tal com haviem vist als experiments anteriors, es podia veure una forta davallada de la
concentracio del glicogen al fetge (p < 0.001), pero sense diferéncies entre els animals habituats i

els no habituats.
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Figura 4.13.- Habituaci6 a D’estrés per confrontacié: parametres
indicadors d’estrés. Ratolins no habituats (barres blanques) i
habituats (barres negres) eren dividits en 3 grups segons el periode de
lluita al qual eren sotmesos: 0, 60 i 180 minuts. Immediatament
després eren sacrificats. Els resultats corresponen a la mitjana +
Perror estandard de 6-11 animals per grup. Les diferéncies
significatives entre els animals no habituats (NH) i els habituats (H)
van ser determinades mitjangant una ANOVA de dos factors.
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Els animals sotmesos a estrés de forma cronica tenien unes activitats enzimatiques al
plasma inferiors al grup estressat de forma aguda (figura 4.14). Per als tres enzims estudiats, LDH,
AST i ALT, s’observava el mateix comportament: mentre que en animals no habituats, als 60

minuts ja s’aprecien increments, en els habituats, només s’observava als 180 minuts.
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Figura 4.14.- Activitats enzimatiques en plasma en I’habituacié a
Pestrés per confrontacié. Ratolins no habituats (barres blanques) i
habituats (barres negres) eren dividits en 3 grups segons el periode de lluita
al qual eren sotmesos: 0, 60 i 180 minuts. Immediatament després eren
sacrificats. Els resultats corresponen a la mitjana + I’error estandard de 6-11
animals per grup. Les diferéncies significatives entre els animals no
habituats (NH) i els habituats (H) van ser determinades mitjangant una
ANOVA de dos factors.
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Finalment a la figura 4.15 es troben representades les variacions en la concentracio
d’EGF. Podem detectar que es produia una disminucié de la quantitat ’EGF (p < 0.01) a les
glandules submaxil-lars de forma gradual al llarg del temps en tots dos grups d’animals. Es molt
destacable que la concentraci6 d’EGF al plasma en els animals habituats gairebé no augmenta ni

després de 60 ni als 180 minuts de lluita.
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Figura 4.15.- Concentraci6 d’EGF en I’habituacié a D’estrés per
confrontacié. Ratolins no habituats (barres blanques) i habituats (barres
negres) eren dividits en 3 grups segons el periode de lluita al qual eren
sotmesos: 0, 60 i 180 minuts. Immediatament després eren sacrificats. Els
resultats corresponen a la mitjana + 1’error estandard de 6-11 animals per
grup. Les diferéncies significatives entre els animals no habituats (NH) i els
habituats (H) van ser determinades mitjangant una ANOVA de dos factors.
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4.2. SEGONA PART.
Estudi de ’accio de PEGF sobre les
lesions hepatiques produides per la

confrontacio entre mascles.
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Durant els estudis realitzats per M. Pareja al nostre laboratori per obtenir el grau de
Master Experimental en Bioquimica, va mostrar que I’EGF exerceix una acci6 citoprotectora al cor
(Pareja i col., 2003). Per aquest motiu vam voler observar si aquesta mateixa accio citoprotectora es
produia al teixit hepatic. En el nostre model d’estrés observavem I’aparicié d’un dany hepatic lleu i
vam voler analitzar com evolucionarien aquestes lesions si érem capacos de bloquejar ’accié de

I’EGF.

4.2.1. EXPERIMENT 1V.- Sialoadenectomia.

La sialoadenectomia és una operacié quirurgica consistent en 1’extraccié de les
glandules submaxil-lars (SMG), principal lloc de sintesi i emmagatzematge d’EGF en el ratoli
mascle (Fisher i Lakshmanan, 1990). Per tant amb la seva eliminacid estavem eliminant la major
font de secrecid d’EGF cap al corrent circulatori. Aquesta estratégia ha estat utilitzada per mostrar,
per exemple, la importancia de ’EGF en la produccio de llet i el desenvolupament de les glandules
mamaries al final de la gestacid (Okamoto i Oha, 1984) o la seva funcio en la maduracio de les
espermatides i, per tant, en la funcié reproductora masculina (Tsutsumi i col., 1986). Per posar de
relleu la contribuci6 a la reparacié de ferides (Noguchi i col., 1991), o la funcid citoprotectora en

I’intesti (Rao i col., 1997).

Tal 1 com es pot observar I’evolucié de tots els parametres analitzats era molt similar
als resultats que haviem obtingut en anteriors experiments: disminuciéo de glicogen hepatic i
augment de la corticosterona plasmatica (figura 4.16); també augmentaven les activitats LDH, AST
i ALT al plasma al llarg del temps d’estudi (figura 4.17). En cap cas pero, la resposta es vei¢

alterada per la sialoadenectomia.
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Figura 4.16.- Efecte de la sialoadenectomia en la confrontacio:
parametres sensibles a D’estrés. Ratolins sialoadenectomitzats (barres
negres) o sotmesos a una operacié simulada (barres blanques) eren dividits
en 4 grups segons al periode de lluita al qual eren sotmesos: 0, 60, 120 1 180
minuts. Immediatament eren sacrificats. Els resultats corresponen a la
mitjana + D’error estandard de 3-18 animals per grup. L’ANOVA de dos
factors no va detectar diferéncies significatives entre els animals
sialoadenectomitzats (SIALO) i els sotmesos a una operacié simulada (OS).
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Figura 4.17.- Efecte de la sialoadenectomia en la confrontacid: activitats
enzimatiques en plasma. Ratolins sialoadenectomitzats (barres negres) o
sotmesos a una operaci6 simulada (barres blanques) eren dividits en 4 grups
segons al periode de lluita al qual eren sotmesos: 0, 60, 120 i 180 minuts.
Immediatament eren sacrificats. Els resultats corresponen a la mitjana +
I’error estandard de 3-18 animals per grup. L’ANOVA de dos factors no va
detectar diferéncies significatives entre els animals sialoadenectomitzats
(SIALO) i els sotmesos a una operacié simulada (OS).
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Als animals OS es produia una suau disminucié del contingut d’EGF a les glandules
submaxil-lars (figura 4.18). Pero sorprenentment la concentracié d’EGF plasmatic augmentava tant
als animals OS (38 vegades) com als animals SIALO (132 vegades) als 60 minuts de confrontacio.
Aquest efecte també es produia a fetge, on érem capacos de detectar un augment d’EGF a tots dos

grups experimentals.
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Figura 4.18.- Efecte de la sialoadenectomia en la confrontacio:
concentracio6 d’EGF. Ratolins sialoadenectomitzats (barres negres) o
sotmesos a una operaci6 simulada (barres blanques) eren dividits en 4 grups
segons al periode de lluita al qual eren sotmesos: 0, 60, 120 i 180 minuts.
Immediatament eren sacrificats. Els resultats corresponen a la mitjana +
Ierror estandard de 3-18 animals per grup. L’ANOVA de dos factors no va
detectar diferéncies significatives entre els animals sialoadenectomitzats
(SIALO) i els sotmesos a una operacio simulada (OS).
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4.2.2. EXPERIMENT V.- Anticossos anti-EGF.

La utilitzacié d’anticossos anti-EGF ha estat una altra estratégia ampliament descrita a
la bibliografia com un métode efectiu per tal d’inhibir els efectes d’aquest factor de creixement, tan
“in vivo” com en cultius cel-lulars, 1 aixi con¢ixer més acuradament els processos en els quals es

troba implicat.

Per una banda I’administraci6 d’anticossos en ratolins femella embarassades ha
demostrat I’importancia de ’EGF per al correcte desenvolupament del fetus (Oohira, 1991) i, a
posteriori, com €s necessari per a un desenvolupament adequat dels nounats (Zschiesche i Eckert,
1988, Zschiesche, 1989). Aquesta estratégia ha permes també detectar 1’efecte de I’EGF sobre
I’acumulacié de teixit adipos en ratolins femella ovariectomitzades (Kurachi i col., 1993) i ratolins
femella velles (Adachi i col., 1995). Aixi mateix, amb aquest métode s’ha pogut revelar la
importancia de I’EGF durant la regeneracié hepatica de rates hepatectomitzades (Vesey i col.,
1992). Per altra banda, també¢ existeixen estudis realitzats “in vitro” mitjangant els quals s’ha pogut
observar, per exemple, com I’EGF es troba implicat en els mecanismes pels quals el TGF-B
potencia la sintesis de DNA induida per la hormona estimulant dels fol-licles (FSH) en follicles
aillats de hamster (Roy, 1993). I, en estudis relacionats amb el cancer, aquesta estratégia s’ha

utilitzat per estudiar el creixement de diferents cél-lules tumorals humanes (Chen, 1992).

Per aquest motiu vam voler emprar aquesta nova estratégia consistent en la utilitzacié
d’anticossos anti-EGF per tal de segrestar ’EGF circulant i aixi bloquejar la seva accio, ja que la

seva eliminaci6 mitjancant sialoadenectomia havia estat descartada.

Les diferents activitats enzimatiques valorades, LDH, AST i ALT, es troben
representades a la figura 4.19. Podem veure que els nivells assolits per cadascuna d’elles son molt
similars entre elles, independentment del tractament rebut, i sempre molt superiors als valors basals

(2.4 +0.68 per LDH, 0.71 = 0.09 per AST i 0.36 + 0.04 per ALT).
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Figura 4.19.- Efecte de la injeccié d’anticossos anti-EGF sobre les activitats
enzimatiques al plasma després de la confrontaci6. Ratolins injectats amb
PBS (10 minuts abans) o amb anticossos anti-EGF per via subcutania (sc, 48
hores abans), intraperitoneal (ip, 2 hores abans) o intravenosa (iv, 1 hora abans)
van ser sotmesos a 180 minuts de confrontaci6é. Seguidament eren sacrificats.
Els resultats corresponen a la mitjana + I’error estandard de 4-10 animals per
grup. L’analisi ANOVA d’un factor aplicat no va detectar diferéncies
significatives respecte del grup PBS.

Com a control experimental, varem mesurar les IgGs de conill anti-EGF al plasma dels
animals injectats (amb sérum o amb IgGs purificades). En primer lloc vam realitzar una analisi del
tipus western-blot. A la figura 4.20 (pannell A) s’observen les bandes corresponents a les cadenes
lleugeres (24 KD) de les immunoglobulines anti-EGF al plasma dels animals injectats amb sérum
anti-EGF - tan per via subcutania, com intraperitoneal - i també al plasma dels animals que havien

rebut una injeccid intravenosa d’IgGs anti-EGF. A més a més, vam quantificar aquestes IgGs de
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conill mitjancant una ELISA directa del tipus sandvitx de fase solida, i el resultat d’aquesta
quantificacid el podem veure a la figura 4.20 (pannell B). A I’eix ordenades es van representar els
diferents grups d’animals i a 1’eix abscisses la lectura de 1’absorbancia a 492 nm (indicadora de la
concentracio relativa d’immunoglobulines) assolida per cadascun dels grups estudiats. Al plasma
dels animals que havien rebut una injeccid de seérum anti-EGF de ratoli, via subcutania o
intraperitoneal, es detectava un important increment de 1’absorbancia respecte dels animals injectats
amb PBS. Aixi mateix veiem que augmentava 1’absorbancia al plasma dels animals que havien
rebut una injeccio intravenosa d’IgGs anti-EGF, pero aquest augment era molt més moderat que els

anteriors.

A.
PBS sc ip v
24 kD —» Lol | S S F—
B.
2.0
sk
g ek
S 15
N
<
<
<
g 1.0+
-8
- *
2 05-
<<
0.0-
PBS sc ip iv

Figura 4.20.- Preséncia de les IgGs de conill al plasma dels animals
injectats amb anticossos anti-EGF després de la confrontacié. Ratolins
injectats amb PBS (10 minuts abans) o amb anticossos anti-EGF per via
subcutania (sc, 48 hores abans), intraperitoneal (ip, 2 hores abans) o
intravenosa (iv, 1 hora abans) van ser sotmesos a 180 minuts de confrontacio.
Seguidament eren sacrificats. A: deteccié de IgGs de conill mitjangant analisi
western blot. B: quantificacio de IgGs de conill mitjangant ELISA. Els resultats
corresponen a la mitjana + ’error estandard de 4-10 animals per grup. Les
diferéncies significatives respecte al grup PBS determinades mitjangant
ANOVA d’un factor venen donades per: *, p < 0.05; *** p <0.001.
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A la figura 4.21 mostrem les concentracions d’EGF al plasma després de 180 minuts de
confrontacié. La concentracié d’EGF en els animals injectats amb PBS es corresponien als nivells
que haviem trobat en els no tractats i sotmesos a 180 minuts de confrontacid (experiments previs).
Sorprenentment, en els animals injectats amb sérum anti-EGF aquest parametre es trobava molt
elevat: tan als injectats per via subcutania, com als injectats per via intraperitoneal. En canvi, la
concentracio d’EGF al plasma dels animals tractats per via intravenosa amb IgGs anti-EGF era
idéntica a la detectada al grup tractat amb PBS. En un experiment complementari i en qué
injectavem 10 vegades més anticos (50 pg en comptes de 5 pg), els nivells d’EGF detectats al
plasma augmentaven gairebé fins a 100 nM (dades no mostrades). En aquest experiment, les
activitats enzimatiques (LDH, AST i ALT) mesurades en plasma tampoc diferien de les observades

anteriorment (dades no mostrades).
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Figura 4.21.- Efecte de la injeccié d’anticossos anti-EGF sobre la
concentraci6 d’EGF després de la confrontacié. Ratolins injectats
amb PBS (10 minuts abans) o amb anticossos anti-EGF per via
subcutania (sc, 48 hores abans), intraperitoneal (ip, 2 hores abans) o
intravenosa (iv, 1 hora abans) van ser sotmesos a 180 minuts de
confrontaci6. Seguidament eren sacrificats. Els resultats corresponen a la
mitjana + ’error estandard de 4-10 animals per grup. Les diferéncies
significatives respecte al grup PBS determinades mitjangant ANOVA
d’un factor venen donades per: **, p <0.01; *** p <0.001.
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4.2.3. EXPERIMENT VI.- Tirfostina AG-1478.

Els experiments en qué preteniem evitar ’accio de ’EGF tot impedint I’increment de
concentraci6 (sialoadenectomia) o neutralitzar-lo (anticossos) no havien tingut resultats positius.
Per aixo, vam decidir abordar una nova estratégia consistent en la utilitzacié de un inhibidor

especific del seu receptor.

El receptor d’EGF, EGFR o ErbB1, pertany a la familia dels ErbB, caracteritzada per
tenir un domini citoplasmatic amb activitat tirosina-cinasa (Carpenter i Cohen, 1990). La tirfostina
AG-1478 és un inhibidor del receptor d’EGF que actua inhibint I’activitat tirosina-cinasa,
bloquejant 1’autofosforilacié d’aquest receptor (Livitzki i Gazit, 1995). Més recentment s ha descrit
que aquesta mateixa tirfostina també pot inhibir ErbB4 (Bowers i col., 2001; Fukazowa i col.,
2003). Al nostre laboratori Miguel Pareja havia treballat amb aquesta tirfostina durant els seus
experiments per obtenir el grau de Master Experimental en Bioquimica i per aquest motiu sabiem

que era un sistema efectiu per bloquejar 1’accio de I’EGF a través d’ErbB1 (Pareja, 2001).

Degut al fet que la tirfostina AG-1478 s’havia de dissoldre en dimetilsulfoxid, i esta
descrit com un dissolvent toxic (Montaguti i col., 1994, Bartsch i col., 1976), vam realitzar un
assaig preliminar per tal de detectar quina concentraci6 d’aquest dissolvent era totalment innocua. A
la taula 4.1 es pot observar com la solucié de dimetilsulfoxid al 10% no provocava increment al
plasma de cap dels enzims que vam seleccionar com a indicadors de dany tissular. Per aquest motiu

vam seleccionar aquesta concentracio per dissoldre la tirfostina AG-1478.

Taula 4.1.- Activitats enzimatiques en plasma de ratolins injectats amb dimetilsulfoxid (DMSO) a
diferents concentracions.

Percentatge DMSO

0% 10% 100%
LDH (nkat/mL) 1.81+£0.62 1.81+0.23 32.58 £ 2.66
AST (nkat/mL) 0.54 £0.07 0.61 £0.09 3.06 = 0.64
ALT (nkat/mL) 031+ 0.02 0.31+0.05 2.52+£0.22

Els ratolins eren injectats amb 100 uL de dimetilsulfoxid al 0%, 10%, o 100% preparat amb aigua
destil-lada. Transcorreguts 180 minuts eren sacrificats per obtenir el plasma.
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Observem que la tirfostina AG-1478 no provoca cap canvi en la resposta dels
parametres sensibles a estres representats a la figura 4.22. Tampoc afecta als parametres mostrats a
la figura 4.23, ja que la preséncia de la tirfostina no afecta a les concentracions d’EGF a glandules
submaxil-lars i plasma. En canvi, podem veure que I’activitat LDH i AST es trobaven més elevades
al grup d’animals que havia estat tractat amb la tirfostina (figura 4.24). Pel contrari, I’activitat ALT
no era significativament diferent en els animals que havien rebut la tirfostina, respecte dels seus

controls (animals que havien lluitat després de rebre la injecci6 del dissolvent).
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Figura 4.22.- Efecte de I’AG-1478 sobre els parametres sensibles a ’estrés
durant la confrontacié. Els ratolins eren injectats amb AG-1478 (25 mg/kg,
via ip) o amb PBS just abans de ser introduits dins la gabia del resident. El
periode de lluita establert va ser de 180 minuts. Immediatament després eren
sacrificats. Els resultats corresponen a la mitjana + I’error estandard de 3-8
animals per grup. La significativitat de les diferéncies respecte del control de
lluita determinada mitjangant ANOVA d’un factor ve donada per: *, p < 0.05;
** p<0.01.
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Figura 4.23.- Efecte de ’AG-1478 sobre la concentracié d’EGF durant la
confrontacié. Els ratolins eren injectats amb AG-1478 (25 mg/kg, via ip) o
amb PBS just abans de ser introduits dins la gabia del resident. El periode de
lluita establert va ser de 180 minuts. Immediatament després eren sacrificats.
Els resultats corresponen a la mitjana + 1’error estandard de 3-8 animals per
grup.L’analisi ANOVA d’un factor aplicat no va detectar diferéncies
significatives respecte del control de 1luita.
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Figura 4.24.- Efecte de I’AG-1478 sobre les activitats enzimatiques en
plasma durant la confrontacié. Els ratolins eren injectats amb AG-1478
(25 mg/kg, via ip) o amb PBS just abans de ser introduits dins la gabia del
resident. El periode de lluita establert va ser de 180 minuts. Immediatament
després eren sacrificats. Els resultats corresponen a la mitjana + [’error
estandard de 3-8 animals per grup. La significativitat de les diferencies
respecte del control de lluita determinada mitjangant ANOVA d’un factor i
post-test t-Student ve donada per: **, p <0.01; ***, p <0.001.
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4.3. TERCERA PART.
Un model d’estres fisic-immune:

injeccio d’endotoxina bacteriana (LPS)
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Els estudis descrits en ’apartat anterior ens indicaven clarament que I’EGF alliberat al
plasma com a conseqiiéncia de la confrontacié agressiva entre mascles, no tenia cap influéncia
sobre ’aparicié de lleus lesions hepatiques. En una linia diferent perd, Senaldi i col-laboradors
(Senaldi i col., 1998) havien observat que I’EGF, i també I’HGF i el KGF, protegien el fetge de la
accio citotoxica de I’endotoxina bacteriana. Un model en el que les lesions son molt més intenses.
Anys després, mentre desenvolupavem ja els nostres estudis de confrontacié entre mascles, Deaciuc
i col-laboradors (Deaciuc i col., 2002) va mostrar que la injeccid repetida d’EGF prevenia tant les
lesions provocades per I’alcohol, com la sensibilitzacié que aquest provoca sobre I’efecte
hepatotoxic de I’endotoxina. Per tot aix0 varem decidir continuar els nostres estudis sobre la funcio

hepatoprotectora de I’EGF, en el model d’estrés fisic-immune provocat per I’endotoxina bacteriana.

La injecci6 d’endotoxina bacteriana o lipopolisacarid de les bactéries gram-negatives
(LPS) constitueix un molt bon model per a I’estudi de I’aparicid i evolucié de les lesions hepatiques
ja que causa un sindrome de resposta sistémica inflamatdria i un xoc séptic, el qual finalment pot
acabar desenvolupant una errada multiorganica, acompanyat d’una mort cel-lular extensiva

(Bannerman i Goldblum, 2002, Jirillo i col., 2002).

En tots els estudis realitzats, la injeccidé d’endotoxina bacteriana era combinada amb D-
Galactosamina (D-GalN), inhibidor de la transcripcid, perque els ratolins, a diferéncia dels humans i
dels cavalls (Freudenberg i col., 2001), no son tan sensibles a I’accié del LPS i aixi aconseguiem

potenciar 1’acci6 de la endotoxina (Morikawa i col., 1996, Endo i col., 1999, Sass i col., 2002).

4.3.1. EXPERIMENT VII.- Estudi preliminar: dosi letal 50.

En primer lloc, varem estudiar 1’efecte de I’LPS sobre la supervivencia dels animals
(figura 4.25). Tots els animals sobrevivien 4 hores després de la injeccié d’LPS (entre 1 i 300
ng/Kg). Entre les 4 i les 8 hores, observavem una mortalitat creixent a mesura que havien rebut una
dosi d’LPS més elevada. Fins a les 24 hores encara van morir alguns animals, pero a partir d’aquest
moment ja no vam enregistrar més morts. Per cada temps fixat, varem construir corbes de
superviveéncia en funcié de la dosi. Aix0 ens permetia calcular la dosi letal 50 (DLsg) que va ser de

80 ug LPS/Kg a les 8 hores i 20 pg LPS/Kg a les 24 1 48 hores.



176 Resultats

125+
C—J0pg LPS/Kg EE03 pg LPS/Kg EE 30 ug LPS/Kg  mmm 300 ug LPS/Kg
1 pg LPS/Kg B 10 pug LPS/Kg HEEE 100 ug LPS/Kg

1004 FAmE A il il -

754 | I I
50

I

% de supervivencia

0 4 8 24 48
Temps (hores)
125+
< 100 Mo—e ————— 9
'S 4 hores
5
> 754
5
5]
% 30 8 hores
© i A
e 25 -
24 hores
0_

T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

LPS (ug/Kg)

Figura 4.25.- Efecte de ’LPS sobre la supervivéncia dels ratolins. Els animals (3-5 per grup)
varem rebre una Unica injeccid d’LPS combinada amb D-GalN (750 mg/kg) 1 es va fer el
seguiment de la supervivéncia durant les 48 hores posteriors a la injeccié (pannell superior). El
pannell inferior mostra la supervivéncia en funci6 de la dosis d’LPS rebuda.

4.3.2. EXPERIMENT VIII.- Estudi preliminar d’hepatotoxicitat: dosi-

resposta.

Per completar la informacié aportada per I’experiment anterior, en varem fer un altre de
preliminar en el qual sacrificavem els animals a les 8 hores de la injeccid (els que no morien abans)
per mesurar la disfuncié hepatica (incapacitat per mantenir la glicémia) i la magnitud de les lesions

cel-lulars (per I’alliberament d’enzims citosolics al plasma).

Parametres metabolics com la glucosa i el glicogen (figura 4.26, pannell A) es veien
afectats per 1’accio de la endotoxina bacteriana. La glicémia disminuia de forma molt important.
Aquest decrement també 1’observavem a les concentracions de glicogen hepatic, i era més acusat a

mida que augmentava la dosi de lipopolisacarid injectada.
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Figura 4.26.- Alteracions provocades per I’LPS: parametres metabolics (A) i
activitats enzimatiques al plasma (B). Es va injectar intraperitonealment una dosis de
LPS de 3, 30 1 300 pg/kg amb D-GaIN (750 mg/kg) a 3 grups de ratolins. Els ratolins
control van rebre un volum equivalent de PBS (PBS). Tots els animals es van sacrificar
8 hores després de la injeccié. Els resultats corresponen a la mitjana de 2 animals per

grup.

Els enzims intracitoplasmatics seleccionats com a indicadors de dany tissular, LDH i
ALT, havien augmentat de forma espectacular després de 8 hores (figura 4.26, pannell B). Tal i com
es pot veure, aquest increment era proporcional a la quantitat de lipopolisacarid injectat. L’augment
de ’ALT era molt més important que el de ’LDH, mentre la primera augmentava, a la dosi més

alta, unes 130 vegades, la segona augmentava unes 32 vegades.

4.3.3. EXPERIMENT IX.- Evolucio temporal dels marcadors de lesio

hepatica.

El fet que passades les 8 primeres hores, pocs animals morien suggeria que els animals
que sobrevivien es recuperaven a partir d’aquest temps. Varem voler comprovar-ho tot estudiant
I’evolucié dels parametres relacionats amb la funcié i les lesions hepatiques. Per aquest motiu

varem administrar una dosi de 10 pg d’LPS/Kg, clarament subletal.
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A les 8 hores d’haver rebut la injeccié s’observa una important hipoglucémia al grup
tractat amb LPS (figura 4.27) pero després de 24 hores els valors de glucosa estaven totalment
recuperats. En quant a la concentraci6 de glicogen hepatic, es produia una important disminuci6 a
les 8 hores d’haver iniciat I’experiment a tots dos grups experimentals. Paulativament els nivells es
recuperaven, perd aquesta recuperacio era molt més lenta al grup tractat amb endotoxina bacteriana,
ja que 24 hores després de la injeccid encara eren significativament inferiors al grup control. A les

48 hores d’haver comengat I’experiment s’assolien les concentracions inicials.
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Figura 4.27.- Parametres metabolics després de la injecciéo de LPS. Els ratolins van
rebre una injecci6 intraperitoneal de LPS (10 pg/kg) i D-GalN (750 mg/kg). El grup control
va rebre un volum equivalent de PBS. Els animals es van sacrificar als temps indicats
després. Els resultats corresponen a la mitjana + error estandard de 5 animals per grup. Les
diferéncies significatives entre els grups experimentals per cada temps, determinades
mitjancant ANOVA dos factors i post-test de Tukey, venen donades per: *, p < 0.05.
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Les activitats LDH i ALT al plasma dels animals tractats amb endotoxina eren elevades
a les 8 hores de la injeccid (figura 4.28). A partir d’aquest moment les activitats anaven disminuint,
ija s’assolien els nivells basals 24 hores després de I’inici de I’experiment. L’activitat MPO al fetge
arribava al seu nivell maxim al grup tractat amb LPS també a les 8 hores de 1’administracio de

I’hepatotoxic i seguidament els valors es recuperaven.
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Figura 4.28.- Activitats enzimatiques en plasma i activitat mieloperoxidasa (MPO)
a fetge després de la injecci6 de LPS. Els ratolins van rebre una injeccid
intraperitoneal de LPS (10 pg/kg) i D-GalN (750 mg/kg). El grup control va rebre un
volum equivalent de PBS. Els animals es van sacrificar als temps indicats. Els resultats
corresponen a la mitjana + error estandard de 5 animals per grup. Les diferéncies
significatives entre els grups experimentals per cada temps, determinades mitjangant
ANOVA dos factors i post-test de Tukey, venen donades per: *, p < 0.05; **, p <0.01.
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En aquest experiment varem analitzar també I’efecte de 1’endotoxina sobre la
concentracié d’EGF a les glandules submaxil-lars (SMG) i al plasma. Els resultats es mostren a la
figura 4.29. Tot i que ’analisi de la variancia va mostrar la existéncia de diferéncies significatives
(p < 0.001) en la concentraci6 d’EGF a les SMG entre els dos grups experimentals, quan feiem
analisis post-test entre parelles de valors d’un mateix temps, no vam ser capagos de detectar cap
diferéncia per cada temps estudiat. Les concentracions d’EGF al plasma oscil-laven als dos grups

experimentals pero les diferéncies no varen arribar a ser significatives.
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Figura 4.29.- Concentracié d’EGF després de la injeccié de LPS. Els ratolins van
rebre una injeccid intraperitoneal de LPS (10 pg/kg) i D-GalN (750 mg/kg). El grup
control va rebre un volum equivalent de PBS. Els animals es van sacrificar als temps
indicats. Els resultats corresponen a la mitjana + error estandard de 5 animals per grup.
Encara que I’ANOVA de dos factors va detectar diferéncies significatives per I’EGF en
SMG, el post-test de Tukey realitzat no va detectar diferéncies significatives per cada
temps.
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4.3.4. EXPERIMENT X.- Efecte de la sialoadenectomia sobre la

supervivéncia dels animals tractats amb endotoxina bacteriana.

Estudis realitzats al nostre laboratori, inicialment per Enric Poch (Poch, 1999) i
posteriorment per Irma Buira (Buira, 2001) i Meritxell Viladrich (Viladrich, 2004), han demostrat
I’existéncia d’una diferéncia estructural al fetge entre els animals sialoadenectomitzats (SIALO) i
els sotmesos a una operacié simulada (OS). Per altra banda, Senaldi i col-laboradors (Senaldi i col.,
1998) 1 després Cho i col-laboradors (Cho i col., 2000), han mostrat una accié hepatoprotectora de
I’EGF davant les agressions provocades per I’LPS. Per aix0 vam voler analitzar si la
sialoadenectomia no només comportava un canvi en la estructura hepatica sind també un canvi en la

seva funcionalitat.

Per realitzar aquest experiment els animals es van dividir en dos grups: un d’ells va ser
p

sotmes a sialoadenectomia (SIALO) i I’altre a una operacio simulada (OS).

Passades tres setmanes des de la intervencid quirtirgica tots els animals van rebre la
injecci6 de 100 pg d’LPS/Kg per via intraperitoneal (LPS-1). Aquesta dosi era 10 vegades superior
a la dels experiment IX. Vam anar controlant la supervivéncia d’aquests animals durant les 48 hores
posteriors a I’administracié de I’LPS. A la figura 4.30 (pannell A, LPS-1) veiem com a les 8 hores
havien mort un 40% dels animals SIALO tractats amb endotoxina, mentre que no es produia la mort
de cap animal OS fins a les 48 hores. Els animals supervivents a aquesta primera injeccié de
lipopolisacarid no van ser sacrificats sind que es van deixar recuperar durant dues setmanes. Als 7 i
12 dies se’ls va extreure sang per mesurar 1’activitat ALT (figura 4.30, pannell B). Després de 7
dies I’activitat ALT al grup SIALO era més elevada que al grup d’OS. Als 12, les activitats estaven

totalment recuperades a tots dos grups d’animals.

Finalitzat aquest periode de recuperacio tots els animals, van rebre una segona injecciod
amb la mateixa dosi d’endotoxina bacteriana utilitzada amb anterioritat (LPS-2). Seguint el mateix
protocol establert per la primera injeccidé vam controlar la supervivéncia durant les 48 hores
posteriors a I’administracié de I’hepatotoxic. A la figura 4.30 (pannell A, LPS-2) veiem que alguns
SIALO havien mort a les 8 hores i que després de 24 hores la mortalitat arribava al 40%. En canvi, i

tal i com haviem vist amb la primera injeccid, cap animal OS havia mort abans de les 24 hores.



182 Resultats

A.
125
LPS -1 LPS -2

<
‘5 1004
5
>
=
5 754
o
2
2
s 50

25 T T T T T T T T T T T T

0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48
Temps (hores) Temps (hores)
B.
1.00

— 0.75 *

.

£

2 0501

E

i

< 0.254

Control 7 dies 12 dies

Figura 4.30.- Efecte de la sialoadenectomia sobre la supervivéncia a I’endotoxina. Els
ratolins van ser sotmesos a sialoadenectomia — SIALO (punts i barres negres) o a una
operacié simulada — OS (punts i barres blanques). Tres setmanes després van rebre una
injeccié intraperitoneal de LPS (100 pg/kg) i D-GalN (750 mg/kg). Els animals
supervivents van rebre una segona injeccié de la mateixa dosi de LPS dues setmanes
després. A: mortalitat provocada per la primera (LPS-1) i la segona (LPS-2) administraci6
de I’hepatotoxic. B: ALT a plasma durant els dies de 1’experiment. Els resultats
corresponen a la mitjana + error estandard de 10 animals per grup. Les diferéncies
significatives entre els grups experimentals per cada temps, determinades mitjangant
ANOVA de dos factors i post-test de Tukey, venen donades per: *, p < 0.05.

4.3.5. EXPERIMENT XI.- Alteracions provocades per la sialoadenectomia

en la resposta a la injeccio d’endotoxina bacteriana.

Un cop haviem observat que els animals sialoadenectomitzats eren més sensibles a

I’endotoxina, el segiient objectiu va ser estudiar les causes d’aquesta major sensibilitat.
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En primer lloc ens varem plantejar estudiar si la major sensibilitat era deguda a una
alteracié en la cinctica de I’'LPS en la sang dels animals SIALO. Aix0 ens porta a mesurar la
concentraci6 d’endotoxina en el plasma a diferents temps després de la injeccid intraperitoneal. Als
90 minuts s’observava un augment molt important (entre 500-600 vegades) de la concentracio
d’endotoxina al plasma (Figura 4.31) a tots dos grups experimentals. Aquestes concentracions es
mantenien gairebé inalterades 3 hores després de 1’administracié de I’hepatotoxic. A les 8 hores els
nivells d’endotoxina havien disminuit, perd encara es trobaven molt per sobre dels nivells basals.
L’analisi de la variancia realitzat va posar de manifest que existia una variaci6 de les concentracions
de LPS al llarg del temps (p < 0.001), perdo que aquesta variacido era idéntica pels dos grups

experimentals.
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Figura 4.31.- Cinética de desaparici6 de LPS en animals
sialoadenectomitzats. Els ratolins van ser sotmesos a sialoadenectomia
(SIALO) o a una operaci6 simulada (OS). Tres setmanes després van
rebre una injeccid intraperitoneal de LPS (10 ug/kg) i D-GaIN (750
mg/kg). Els animals es van sacrificar als temps indicats. Els resultats
corresponen a la mitjana + error estandard de 3 animals per grup.
L’ANOVA de dos factors no va detectar diferéncies significatives entre
els grups experimentals.
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En segon lloc varem estudiar com afectava la sialoadenectomia a la resposta dels
animals a 1’administracié d’endotoxina en un estudi longitudinal que ens permetia analitzar les

respostes primerenques i les més tardanes.

Pel que fa a la glicémia i el glicogen hepatic varem observar un efecte de I’endotoxina
coincident als que ja haviem vist anteriorment (figura 4.32), perd sense cap diferéncia entre els

animals sialoadenectomitzats (SIALO) i els seus control (OS).
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Figura 4.32.- Efecte de la sialoadenectomia sobre la resposta a
I’endotoxina: glicemia i glicogen hepatic. Els ratolins van ser
sotmesos a sialoadenectomia (SIALO) o a una operacié simulada
(OS). Tres setmanes després van rebre una injeccié intraperitoneal
de LPS (10 pg/kg) i D-GalN (750 mg/kg). Lots d’animals (5-13
ratolins per grup) foren sacrificats als temps indicats. Els resultats
corresponen a la mitjana £ error estandard. L’ANOVA de dos
factors no va detectar diferéncies significatives entre els grups
experimentals.
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Per tots 3 enzims valorats, LDH, AST i ALT (figura 4.33), s’observava un mateix patré
de secrecio: un pic maxim d’activitat 8 hores després de 1’administracio de 1’hepatotoxic i a
continuacid una recuperacié dels valors. L’ANOVA indicava que existien diferéncies significatives

entre els dos grups experimentals per a les activitats AST i ALT a les 8 hores. En canvi, les

diferéncies en 1’activitat LDH no arribaven a ser significatives.
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Figura 4.33.- Efecte de la sialoadenectomia sobre la resposta a
I’endotoxina: marcadors plasmatics de lesions cel-lulars. Els ratolins van
ser sotmesos a sialoadenectomia (SIALO) o a una operacié simulada (OS).
Tres setmanes després van rebre una injeccid intraperitoneal de LPS (10
mg/kg). Lots d’animals (5-13 ratolins per grup) foren
sacrificats als temps indicats. Els resultats corresponen a la mitjana + error
estandard. La significativitat de les diferéncies entre els grups experimentals
per cada temps, determinada mitjangant ANOVA de dos factors i post-test de
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A la figura 4.34 veiem com I’activitat mieloperoxidasa anava augmentant de forma
progressiva al llarg del temps en els animals OS. En els SIALO, I’increment d’activitat a les 8 hores
era superior als dels seus controls. Aixi mateix, la mesura del grau d’afectacié histopatologica
indicava que el parénquima hepatic als animals SIALO estava més danyat que als animals OS, tant

al grup control com al tractat amb LPS (sacrificat a les 8 hores).
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Figura 4.34.- Efecte de la sialoadenectomia sobre la resposta a I’endotoxina: marcadors
hepatics de lesions cel-lulars. Els ratolins van ser sotmesos a sialoadenectomia (SIALO) o a
una operacié simulada (OS). Tres setmanes després van rebre una injecci6 intraperitoneal de
LPS (10 pg/kg) i D-GalN (750 mg/kg). Lots d’animals (5-13 ratolins per grup) foren sacrificats
als temps indicats. Els resultats corresponen a la mitjana + error estandard. A: Activitat
mieloperoxidasa (MPO) a fetge. B: Grau d’afectacio hepatica. La significativitat de les
diferéncies entre els grups experimentals per cada temps, determinada mitjangant ANOVA dos
factors i post-test de Tukey, venen donades per: **, p <0.01.

Per tal d’entendre millor I’efecte de la sialoadenectomia, en aquest experiment varem
mesurar també les concentracions plasmatiques de citocines (TNF-o, IL-6 1 IL-10) i de
corticosterona (figura 4.35). El TNF-a es trobava augmentat 45 minuts després de la injeccio, pero
aquest increment era molt més important al grup OS que al SIALO. Als 90 minuts, les
concentracions s’igualaven, assolint el pic de concentraci® maxima, i a partir d’aquest punt es
recuperaven rapidament els valors als dos grups d’animals. En els animals OS, la concentracié d’IL-
6 segueix amb un cert retard la de TNF-a. Aixi, als 45 minuts la concentraci6 havia arribat al 15%
del valor maxim, el dels 90 minuts. En aquest temps (45 minuts) el TNF-a era ja el 54% del valor
maxim. El decrement posterior també era més lent en el cas de la IL-6: a les 3 hores la concentracio

només s’havia reduit al 50%. En el cas del TNF-0, a les 3 hores la concentracié era gairebé
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indetectable. En els animals SIALO, I’increment de la concentracidé de la concentracié d’IL-6 fou
més lent. No s’arribaven als valors maxims fins a les 3 hores de la injeccié d’LPS. Es destacable
que als 90 minuts, la concentracié d’IL-6 era aproximadament un 50% de la que tenien en aquest
mateix temps, els animals OS. Un fet molt semblant al que teniem, als 45 minuts, en la concentracid
de TNF-a. La concentracié de IL-10, evolucionava de forma molt semblant en els dos grups
d’animals: assolien els nivells maxims als 90 minuts de 1’administracié de I’hepatotoxic i a
continuacié disminuien molt rapidament. Les concentracions sempre eren superiors al grup OS,
encara que no de forma estadisticament significativa. Pel que fa a la corticosterona podem veure
que augmentava a tots dos grups experimentals als 45 minuts i es mantenien elevats després de 90
minuts. De nou, els nivells assolits pel grup OS eren molt superiors al grup SIALO, i en aquest cas
de forma estadisticament significativa. Als 180 minuts, encara que continuaven elevats, s’igualaven
les concentracions als dos grups experimentals. D’aquest dos tltims parametres, no disposem valors

dels animals sacrificats a les 8 1 24 hores.
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Figura 4.35.- Efecte de la sialoadenectomia sobre la reposta a I’endotoxina: citocines i
corticosterona plasmatiques. Els ratolins van ser sotmesos a sialoadenectomia (SIALO) o a una
operaci6é simulada (OS). Tres setmanes després van rebre una injeccid intraperitoneal de LPS (10
pg/kg) i D-GaIN (750 mg/kg). Lots d’animals (5-13 ratolins per grup) foren sacrificats als temps
indicats. Els resultats corresponen a la mitjana =+ error estandard. La significativitat de les diferéncies
entre els grups experimentals per cada temps, determinada mitjangant ANOVA dos factors i post-test
de Tukey, venen donades per: *, p <0.05; **, p <0.01.
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Les concentracions d’EGF a glandules submaxil-lars (en animals OS) experimentaven
una suau disminucié durant les primeres hores després de la injeccido d’endotoxina (figura 4.36),
encara que aquesta disminucioé no arribava a ser estadisticament significativa. L’EGF plasmatic no
variava al llarg del temps en cap dels dos grups experimentals encara que al grup OS s’observava
un suau increment de les concentracions circulants d’EGF perd no prou important per arribar a ser

estadisticament significatiu. Al fetge observavem un petit augment de les concentracions d’EGF als

45 minuts a tots dos grups experimentals.

EGF a plasma (nM) EGF a SMG (nmol/g)

EGF a fetge (pmol/g)

Figura 4.36.- Efecte de la sialoadenectomia sobre la resposta a I’endotoxina: EGF en
plasma i teixits. Els ratolins van ser sotmesos a sialoadenectomia (SIALO) o a una
operaci6 simulada (OS). Tres setmanes després van rebre una injeccid intraperitoneal de
LPS (10 pg/kg) i D-GaIN (750 mg/kg). Lots d’animals (5-13 ratolins per grup) foren
sacrificats als temps indicats. Els resultats corresponen a la mitjana + error estandard.
L’ANOVA de dos factors no va detectar diferéncies significatives entre els grups

experimentals.
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4.3.6. EXPERIMENT XII.- Modifica I’EGF [Defecte hepatotoxic de

l’endotoxina bacteriana?

Observada I’existéncia d’una major sensibilitat a I’accio de la endotoxina bacteriana als
animals sialoadenectomitzats, ja que es produia una major mortalitat (a dosis elevades de LPS) i
I’aparicio de lesions hepatiques més importants en resposta a ’'LPS (a dosis baixes de LPS),
juntament amb el fet que a la bibliografia hem pogut observar que ’EGF pot bloquejar les reaccions
inflamatories provocades per I’LPS en hepatocits en cultiu (Terenzi i col., 1995), 1 més recentment,
que amb la injeccié d’EGF s’aconseguien millorar les lesions hepatiques a rates i ratolins tractats
amb una combinaci6 de LPS i D-Galactosamina (Cho i col., 2000). La qliestié que se’ns plantejava
era: el petit increment d’EGF plasmatic observat durant la resposta inflamatoria inicial només al
grup OS pot explicar que les lesions aparegudes siguin menors? Si és aixi, ’administracié d’una
dosi farmacologica d’EGF hauria de tenir un efecte protector molt intens i a I’inrevés, el bloqueig

del seu receptor haura d’augmentar I’efecte hepatotoxic.

A la figura 4.37 es troben representats els parametres metabolics analitzats. Veiem que
la hipoglucémia provocada per I’LPS no es veia afectada pel fet que els animals haguessin rebut
EGF o I’AG-1478. En canvi, observant les concentracions de glicogen hepatic veiem que ’EGF si
modificava la resposta a I’LPS ja que la disminucié de concentracié era més important en aquest

grup, mentre que I’AG-1478, de nou, no afectava a la resposta normal a I’LPS.
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Figura 4.37.- Efecte de PEGF i de ’AG-1478 sobre la resposta a I’endotoxina:
parametres metabolics. Els ratolins van rebre una injeccio intraperitoneal de LPS (10
png/kg) i D-GalN (750 mg/kg). Immediatament després eren dividits en 4 grups segons
el tractament que rebien: una injeccié intraperitoneal de 5 pg d’EGF recombinant de
ratoli (EGF) o un volum equivalent de PBS (C) i una injeccié intraperitoneal de I’AG-
1478 (0.25 mg/kg) (AG) o un volum equivalent de dimetilsulfoxid al 10% (D). El grup
control va rebre un volum equivalent PBS (PBS). Lots d’animals (10-21 ratolins per
grup) foren sacrificats 8 hores després de la injeccid per obtenir mostres. Els resultats
corresponen a la mitjana + error estandard. La significativitat de les diferéncies
detectades entre els grups experimentals van ser determinades mitjangant una T-
Student.

Pels tres marcadors de dany hepatic estudiats, i representats a la figura 4.38, s’observa
en tots el mateix efecte: si bé el grup tractat amb EGF no es produia una modificacié de la resposta
a ’LPS, si que detectavem, i de forma estadisticament significativa, que el grup tractat amb I’AG-
1478 es produia una clara millora de les lesions hepatiques produides, ja que les activitats AST i

ALT plasmatiques i MPO hepatica eren molt inferiors als tractats unicament amb LPS.
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Figura 4.38- Efecte de PEGF i de I’AG-1478 sobre la resposta a I’endotoxina:
marcadors de dany hepatic. Els ratolins van rebre una injeccid intraperitoneal de 10
ugLPS/kg amb D-GalN (750 mg/kg). Immediatament després eren dividits en 4 grups
segons el tractament que rebien: una injeccid intraperitoneal de 5 pg d’EGF
recombinant de ratoli (EGF) o un volum equivalent de PBS (C) i una injeccid
intraperitoneal de la AG-1478 (0.25 mg/kg) (AG) o un volum equivalent de
dimetilsulfoxid al 10% (D). El grup control va rebre un volum equivalent PBS (PBS).
Lots d’animals (10-21 ratolins per grup) foren sacrificats 8 hores després de la injeccid
per obtenir mostres. Els resultats corresponen a la mitjana + error estandard. La
significativitat de les diferéncies detectades entre els grups experimentals van ser
determinades mitjan¢ant una T-Student
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4.4. QUARTA PART.
Estudi de Pefecte de la
sialoadenectomia sobre la produccio de

citocines pel fetge perfos.
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Els ultims resultats obtinguts en els experiments d’administracié d’LPS suggerien que
el fetge dels animals sialoadenectomitzats (SIALO) era més sensible a 1’accié d’aquest hepatotoxic
que els animals sotmesos a una operacio simulada (OS). També varem observar diferéncies en la
cinética plasmatica de citocines proinflamatories (TNF-a i IL-6) i en la corticosterona. Totes
aquestes diferéncies no eren degudes a una secrecid puntual d’EGF, ja que amb 1’administracio

exogena d’EGF no milloraven les lesions hepatiques que I’LPS provocava.

En tant que havia estat descrit per membres del nostre grup d’investigacid (Poch, 1999;
Viladrich, 2004) que existeix una diferéncia en 1’estructura hepatica entre els animals OS i SIALO,
vam voler estudiar si la diferent sensibilitat a I’endotoxina bacteriana detectada podria haver estat

provocada per aquesta diferencia estructural inicial.

A la bibliografia podem trobar com estudis realitzats amb fetge perfos, tant de rata
(Liao i col., 1995; Tran-Thi i col., 1993) com de ratoli (Leist i col., 1996), han servit per demostrar
que aquest organ és el major productor de citocines de tot 1’organisme i quina €s la cinética de
secreci6é de cadascuna d’elles. A més a més, estudis realitzats amb fetge perfés de porc (Frank i
col., 1996) han mostrat la rellevancia clinica d’aquesta técnica, ja que és un molt bon model per tal

d’estudiar i avaluar la resposta d’aquest organ davant I’accié d’agents infecciosos.

Per aquest motiu vam voler realitzar perfusio de fetges provinents d’animals OS i
SIALO per tal d’observar el funcionament normal d’aquest organ (grup CONTROL) i també com

responien a I’agressio provocada per 1’endotoxina bacteriana (grup LPS).

4.4.1. Posta a punt del métode de perfusio de fetge de ratoli: assajos

preliminars.

Inicialment vam posar a punt un métode de perfusio de fetge adaptat a ratoli a partir del
metode desenvolupat per Galan (Galan, 1996) per a fetge de rata. Tots aquest primers assajos es
van realitzar amb fetges provinents d’animals no operats per tal de validar el métode de perfusid
(control) i per observar la resposta del fetge a ’endotoxina bacteriana (LPS). Després de varies
proves en les que comparavem els resultats obtinguts en perfusions en sistema obert i recirculant,

varem optar per fer els experiments en sistema obert.
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Un cop el fetge estava completament net i aillat es procedia a la perfusio no-recirculant
durant 150 minuts, recollint mostra cada 30 minuts des del minut 0. Per al grup LPS, féiem una

infusi6 del minut 0 al 10 amb LPS (0.1pg/mL) i D-GalN (7.5mg/mL).

Després de 60 minuts veiem un fort augment de [’alliberacié de la Lactat
Deshidrogenasa o LDH al grup LPS que no es produeix al grup control (figura 4.39). També véiem
que augmentaven les citocines alliberades pels fetges del grup LPS. El TNF-a augmentava
espectacularment a partir del minut 30 i una mica més tard augmentava la IL-6. En quant a la IL-10
podem veure que no es detectava una variacié important fins al minut 90. Les variacions de les

concentracions d’aquestes citocines al grup control eren gairebé inapreciables.
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Figura 4.39.- Efecte de I’LPS sobre I’alliberament de LDH i citocines al fetge perfos.
La infusi6 dels fetges amb LPS (0.1 pg/mL) i D-GalN (7.5 mg/mL) es va fer durant els
10 primers minuts de perfusié i els 140 minuts restants eren perfosos amb medi de
perfusio. El grup control era perfés durant els 150 minuts amb el medi adient. Els
resultats corresponen a la mitjana + I’error estandard de 2-3 animals per grup.
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4.4.2. Perfusio de fetges d’animals sialoadenectomitzats.

4.4.2.1. Secrecio basal.

Presentarem en primer lloc els resultats dels fetges perfosos sense LPS. Es a dir en

condicions control.

Per la comparacio estadistica, les dades van ser ajustades a I’equacid de la corba
seguent:

(Max- min)

Y = mn + 3
(1+€ )

on:
Max i min corresponen al valor maxim i minim, respectivament, de cada parametre mesurat, Ts,

correspon al temps necessari per tal d’arribar a la meitat del valor maxim (Max) i k és una constant.

A la figura 4.40 es troba representada 1’alliberament del TNF-a i la IL-6. Al grup OS es
produia un lleuger increment de la secrecid del TNF-a, perd en canvi véiem com al grup SIALO es
produia un important augment d’aquesta citocina a partir del minut 90 (pannell A). Aquest mateix
efecte s’observa en 1’alliberaci6 de IL-6 (pannell B), encara que I’increment al grup SIALO no es

tant important com el detectat pel TNF-o.
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Figura 4.40.- Secrecio de TNF-a i IL-6 pel fetge perfés en condicions basals. Els
ratolins van ser sotmesos a sialoadenectomia (SIALO) o a una operacié simulada (OS) i
tres setmanes després es va procedir a la perfusio del seu fetge. Els resultats
corresponen a la mitjana + I’error estandard de 3-6 animals per grup. La significativitat
de les diferéncies entre les corbes es va determinar mitjangant un test de comparaci6 de

corbes.
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El mateix patré de secrecio es repeteix amb la IL-1f i la IL-10 (figura 4.41). Al grup
SIALO es produia un important augment de la IL-1p (pannell A) a partir del minut 90 mentre que al
grup OS les variacions resultaven molt menors. En quan a la IL-10 (pannell B) véiem també que al

grup SIALO es produia un increment molt important a partir dels 90 minuts, que arribava al seu

nivell més alt als 150 minuts de perfusio.
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Figura 4.41.- Secrecié de IL-1p i IL-10 pel fetge perfos en condicions basals.
Els ratolins van ser sotmesos a sialoadenectomia (SIALO) o a una operacid
simulada (OS) i tres setmanes després es va procedir a la perfusio del seu fetge.
Els resultats corresponen a la mitjana + ’error estandard de 3-6 animals per
grup. La significativitat de les diferéncies entre les corbes es va determinar

mitjangant un test de comparacio6 de corbes.
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També vam estudiar ’alliberament de LDH al llarg de tot el periode de perfusid
estudiat (figura 4.42). Observem també que al grup SIALO es produia un fort augment de 1’activitat
d’aquest enzim al medi de perfusié a partir del minut 90, mentre que al grup OS comengava a

augmentar 1’activitat a partir del minut 150 per6 de forma menys important.
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Figura 4.42.- Secrecio de LDH pel fetge perfos en condicions basals. Els ratolins
van ser sotmesos a sialoadenectomia (SIALO) o a una operaci6 simulada (OS) i tres
setmanes després es va procedir a la perfusié del seu fetge. Els resultats corresponen
a la mitjana + I’error estandard de 3-6 animals per grup. La significativitat de les
diferéncies entre les corbes es va determinar mitjangant un test de comparaci6 de

corbes

4.4.2.2. Resposta a I’endotoxina.

En segon lloc mostrem la resposta a I’endotoxina bacteriana dels fetges d’animals OS i

sialoadenectomitzats (SIALO). Com en els experiments preliminars, infoniem durant els 10 primers

minuts amb LPS (0.1pg/mL) i D-GaIN (7.5mg/mL).

En aquest cas, a més de mostrar les corbes, afegim els dos parametres estimats de cada
corba amb més significativitat biologica: el valor Tsy i Max. Més endavant (Taula 4.6) es recullen

tots els valors de tots els parametres estimats en tots els temps estudiats.
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L’alliberament de TNF-a comengava a augmentar a partir del minut 30 de perfusi6 tant

en OS com en SIALO (figura 4.43, pannell A). Els valors assolits eren sempre superiors pels fetges

OS. Aquest mateix efecte 1’observem amb la IL-6 (figura 4.43, pannell B). Per altra banda, el valor

de secrecio maxima (Max) en les dues citocines va ser estadisticament inferior al grup SIALO. Es

de destacar que el valor de Ts, per la secrecié de TNF-a era significativament més alt en SIALO

que en OS.
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Figura 4.43.- Efecte de I’LPS sobre la secreci6 de TNF-o i IL-6. Els ratolins van ser sotmesos a
sialoadenectomia (SIALO) o a una operacié simulada (OS) i tres setmanes després es va procedir a la
infusi6 del seu fetge amb LPS (0.1 pg/mL) i D-GalN (7.5 mg/mL) durant 10 minuts i els 170 minuts
restants eren perfosos amb el medi de perfusio. De cada parametre es representa la corba d’alliberacio, el
valor de concentracié maxima assolit (Max) i el temps necessari per arribar a la meitat de la concentracid
maxima (Tsp). Els resultats corresponen a la mitjana = I’error estandard de 8-9 animals per grup. La
significativitat de les diferéncies entre les corbes es va determinar mitjangant un test de comparacié de
corbes, i les diferéncies significatives entre els parametres determinades mitjancant T-Student venen
representades per: *, p < 0.05; **, p <0.01.
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La figura 4.44 mostra els resultats de IL-1p (pannell A) i IL-10 (pannell B). De nou es
repeteix el patrd de secrecidé observat anteriorment, ja que es produeix un augment de les dues
citocines, perd els valors assolits eren sempre superiors pel grup OS. Es remarcable que la resposta
en la secrecio tant d’IL-1B com d’IL-10 era més lenta que en el cas del TNF-a o d’IL-6. Per aixo, al
final de la perfusié (180 minuts), encara no s’havia arribat al maxim. Tot i aixo, les estimacions del
valor maxim van ser menors en els fetges d’animals SIALO que en els dels OS, tal i com ja passava

amb el TNF-a i I’IL-6. El valor de Tsy estimat per la secrecido d’IL-1B i d’IL-10 fou semblant en
animals OS 1 SIALO.
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Figura 4.44.- Efecte de I’LPS sobre la secreci6o de IL-1f i IL-10. Els ratolins van ser sotmesos a
sialoadenectomia (SIALO) o a una operacié simulada (OS) i tres setmanes després es va procedir a la
infusié del seu fetge amb LPS (0.1 pg/mL) i D-GaIN (7.5 mg/mL) durant 10 minuts i els 170 minuts
restants eren perfosos amb el medi de perfusi6. De cada parametre es representa la corba d’alliberacid, el
valor de concentracié maxima assolit (Max) i el temps necessari per arribar a la meitat de la concentracid
maxima (Tsp). Els resultats corresponen a la mitjana + 1’error estandard de 8-9 animals per grup. La
significativitat de les diferéncies entre les corbes es va determinar mitjangant un test de comparacié de
corbes, i les diferéncies significatives entre els parametres determinades mitjancant T-Student venen

representades per: *, p < 0.05; **, p <0.01.
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A la figura 4.45 representem les variacions d’activitat LDH. Els valors comengaven a
augmentar al grup OS a partir del minut 60, mentre que al grup SIALO no observavem I’increment
d’activitat d’aquest enzim fins després del minut 90 de perfusid. Aquest desplagament queda
reflexat a la Ts, estadisticament superior al grup SIALO. A més el valor maxim d’activitat (Max)

assolit per aquest grup era significativament inferior a I’assolit pels OS.
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Figura 4.45.- Efecte de I’LPS sobre la secreci6 de LDH. Els ratolins van ser sotmesos a
sialoadenectomia (SIALO) o a una operacié simulada (OS) i tres setmanes després es va procedir a la
infusi6 del seu fetge amb LPS (0.1 pg/mL) i D-GalN (7.5 mg/mL) durant 10 minuts i els 170 minuts
restants eren perfosos amb el medi de perfusié. De cada parametre es representa la corba d’alliberacio, el
valor de activitat maxima assolida (Max) i el temps necessari per arribar a la meitat de la concentraciod
maxima (Tsp). Els resultats corresponen a la mitjana + I’error estandard de 8-9 animals per grup. La
significativitat de les diferéncies entre les corbes es va determinar mitjangant un test de comparacié de
corbes, i les diferéncies significatives entre els parametres determinades mitjancant T-Student venen
representades per: **, p < 0.01; *** p <0.001.

Per analitzar la relacié en la secrecid de les diferents citocines i d’aquestes amb
I’alliberament d’LDH, hem integrat 1’area de cada corba per obtenir el valor de citocina (o LDH)
alliberada en cada cas. Les taules 4.2 i 4.3 recullen els resultats obtinguts en els fetges perfosos en

condicions basals o estimulats amb LPS, respectivament.
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Taula 4.2.- Citocines i LDH alliberades pels fetges perfosos en condicions basals.

(6N SIALO
TNF-a (ng) 3+1 9+2
IL-6 (ng) 13+6 23+5
IL-1B (ng) 30+ 10 57+6
IL-10 (ng) 116 £55 302 +61
LDH (nkat) 1442 + 549 4226+ 1113

Es va procedir a la integracio de 1’area sota la corba de ’activitat LDH i de les citocines inflamatories
(TNF-a, IL-6, IL-1B i IL-10) alliberades pel fetge d’animals sialoadenectomitzats durant els 180 minuts
perfusio.

Taula 4.3.-Citocines i LDH alliberades pels fetges estimulats amb LPS.

oS SIALO
TNF-a (ng) 22+5 176
IL-6 (ng) 65+ 11 4711
IL-1B (ng) 74 £ 13 56+ 18
IL-10 (ng) 262 + 34 173 + 56
LDH (nkat) 4694 + 884 2923 + 761

Es va procedir a la integraci6 de 1’area sota la corba de I’activitat LDH i de les citocines inflamatories
(TNF-a, IL-6, IL-1pB i IL-10) alliberades pel fetge d’animals sialoadenectomitzats sotmesos a la infusié
amb LPS (0.1 pg/mL) i D-GalN (7.5 mg/mL) durant 10 minuts i posterior perfusié amb el medi adient
durant 170 minuts.

Hem analitzat les correlacions entre les diferents citocines. En primer lloc hem de dir
que quan hem calculat les rectes de regressido dels animals OS 1 SIALO separadament, no hem
trobat diferéncies significatives entre les rectes (veure taula 4.4). Per aixo, a la figura 4.46,
representem conjuntament tots els resultats . Tot i ser significativa, la correlacié entre TNF-a i IL-

1B és relativament baixa. Molt més altes son les correlacions TNF-a - IL-6 1 IL-1p - IL-10.

Taula 4.4.- Rectes de regressié obtingudes de I’analisi de les correlacions entre les diferents citocines.

Correlacio oS SIALO SIALO vs OS
IL-1B vsTNF-a Y =1.630x + 34 Y =1251x+39 ns
IL-6 vs TNF-a, Y=1912x+19 Y=1702x + 14 ns
IL-10 vs TNF-a, Y =3.715x+ 161 Y =4.026x + 174 ns
IL-6 vs IL-1 Y =0.352x + 30 Y =0.308x + 20 ns
IL-10 vs IL-1 B Y =2.497x + 67 Y =3.335x +42 ns

Es va calcular la correlacid existent entre les diferents citocines secretades pel fetges perfos d’animals OS i SIALO
separadament. Analitzades les rectes mitjangant un test de comparacié de rectes, no es van detectar diferéncies
significatives entre els grups experimentals.
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Figura 4.46.- Representacié grafica de les correlacions existents entre les citocines secretades pel fetge perfos:
TNF-a — IL-1p, TNF-a — IL-6 i IL-1p — IL-10. Es va procedir a I’analisi de la correlacié existent entre les diferents
citocines secretades pel fetge perfés d’animals OS i SIALO conjuntament. Queden representades les correlacions que
van obtenir el millor coeficient correlacio (r).

Per entendre la relacid entre 1’alliberament d’LDH 1 la produccié de citocines, hem

estudiat la correlacié amb la producci6 de cada citocina, individualment o per grups.

La taula 4.5 recull les rectes de regressid obtingudes d’aquesta analisi i la suma de
quadrats residual (SQR) per cadascuna. Quan millor és I’ajust entre el valor mesurat d’LDH i

I’estimat (¢eLDH), menor és I’SQR.

Taula 4.5.- Rectes de regressié i suma de cuadrats residual (SQR) obtingudes d’estimar el valor de LDH
(eLDH) en funcié de les diferents citocines secretades pel fetge perfés.

eLDH = 0.117[TNF-a] + 1.8 SQR= 88.7
eLDH = 0.042[IL-1B] + 1.3 SQR= 86.4
eLDH = 0.036[IL-6] + 2.1 SQR= 125.6
eLDH = 0.014[IL-10] + 0.6 SQR= 63.0
eLDH = 0.073[TNF-a] + 0.028[IL-1B] + 1.0 SQR= 67.3
eLDH = 0.164[TNF-o] — 0.025[IL-6] + 2.2 SQR= 83.7
eLDH = 0.074[TNF-a] + 0.011[IL-10] + 0.2 SQR=39.6
eLDH = 0.037[IL-1B] + 0.015[IL-6] + 0.9 SQR=81.7
eLDH = 0.013[IL-1B] + 0.011[IL-10] + 0.5 SQR= 60.1
eLDH = 0.025[IL-6] + 0.012[IL-10] — 0.2 SQR=47.1
eLDH = 0.001[TNF-a] — 6.077[IL-1p] — 0.001[IL-6] + 0.0 SQR= 63.1
eLDH = 0.078[TNF-a] — 0.002[IL-6] + 0.011[IL-10] + 0.2 SQR=39.5
eLDH = 0.077[TNF-a] — 0.003[IL-1p] + 0.011[IL-10] +0.2 SQR=39.4
eLDH = — 0.002[IL-1p] + 0.026[IL-6] + 0.013[IL-10] — 0.2 SQR=47.0
eLDH = 0.079[TNF-o] — 0.003[IL-1B] — 0.001[IL-6] + 0.01 1[IL-10] + 0.2 SQR=39.4

Per tots els fetges perfosos (OS i STALO) varem estimar el valor d’LDH (eLDH) a partir de les diferents citocines
secretades, individualment o per grups. Els valors de SQR més baixos indiquen un millor ajust i, per tant, una millor
correlacio.
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Preses de forma individual, és la secreci6 d’IL-10 la que millor estima la LDH
alliberada. La figura 4.47 mostra la correlacid entre el valor d’eLDH i el mesurat. L estimacié de la
secreci6 d’LDH a partir de la secrecié de TNF-a i IL-10 millora clarament I’ajust (redueix en
gairebé un 40% I’SQR). La introduccio de la IL-1B i de la IL-6 o d’ambdues ja no millora
I’estimaci6 (taula 4.5). El pannell dret de la figura 4.47 mostra per aixo la correlaci6 entre el valor
d’eLDH (estimat a partir del TNF-a i la IL-10) i el mesurat. Aquesta representacié posa clarament
de manifest que els valors obtinguts amb els animals OS i SIALO es distribueixen sobre una

mateixa recta.
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Figura 4.47.- Representacio grafica de I’ajust del valor de LDH obtingut i el valor estimat de LDH
(eLDH) en funci6 de les diferents citocines secretades pel fetge perfos. Es va procedir al calcul del
valor estimat d’LDH (eLDH) a partir dels valors de les diferents citocines secretades pel fetge perfos
d’animals OS i SIALO conjuntament. Es troben representades les rectes que millor estimen el valor
d’LDH (eLDH): la IL-10 de forma individual, i el TNF-a i la IL-10, conjuntament.
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Taula 4.6.- Valors de Tsy, K, Max i min de les corbes d’alliberacié de cadascun dels parametres

mesurats en fetge perfos.

Control LPS
oS SIALO oS SIALO
Ts,  TNF-a 127 + 1 127+3 85+5 100+ 5
IL-6 9945 112+4 106 + 6 104+ 6
IL-1p 172 + 120 141+ 1 12543 120+ 4
IL-10 183 + 40 125+8 143 £ 11 145+7
LDH 157+ 1 127+ 1 106 + 3 118+2
K TNF-o 0,06 + 0,01 0,13 +0,05 0,04 + 0,01 0,04 + 0,01
IL-6 0,04 + 0,01 0,03 + 0,01 0,03 + 0,01 0,03 + 0,01
IL-1B 0,03 + 0,04 0,06 + 0,01 0,06 + 0,04 0,12+0,12
IL-10 0,04 + 0,02 0,02 + 0,03 0,04 £ 0,01 0,06 + 0,02
LDH 0,11 +0,01 0,17 +0,01 0,06 + 0,01 0,12 + 0,02
Max TNF-a 35+1 127+5 202+ 10 165+ 10
IL-6 145+ 10 292+ 16 796 + 74 556 + 47
IL-1B 201 + 185 632+ 10 648 + 23 333+ 19
IL-10 2039 + 1736 3546 + 160 3853+ 109 2430 + 305
LDH 38+ 1 77+1 57+2 38+ 1
min  TNF-a 241 4+3 2+12 10+7
IL-6 0+7 0+8 0 +44 0 +30
IL-1B 108 +7 130+ 3 146 + 10 130+ 12
IL-10 208 +22 299 + 81 232 +109 318 £ 67
LDH 2+1 2+1 1+£2 3+1

Vam ajustar les dades dels diferents parametres mesurats en fetge perfos a I’equacio de la corba segiient:

= min

(Max- min)

(1+e M%)

on Max i min corresponen al valor maxim i minim, respectivament de cadascun dels parametres mesurats,
Tsy correspon al temps necessari per tal d’arribar a la meitat del valor maxim (Max) del parametre mesurat i
K és una constant de proporcionalitat.
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5.1. LA CONFRONTACIO ENTRE MASCLES: UN MODEL
D’ESTRES.

La confrontacié entre mascles queda englobat dins del que es coneix com “estrés
social”, el qual implica una font d’estrés que de forma natural, es pot trobar a 1’habitat dels animals
(Sgoifo i col., 1998, Koolhaas i col., 1997, Tamashiro i col., 2005). Molts son els estudis realitzats
basant-se en aquest model ja que mimetitza malalties humanes relacionades amb 1’estrés, com
I’ansietat 1 la depressidé (Martinez i col., 1998b). El paradigma intras-resident i el model colonial

son els dos grans models animals d’estrés social (Martinez i col., 1998b; Tamashiro i col., 2005).

En el nostre estudi varem induir I’estrés per confrontacié en ratolins mitjancant la
utilitzacié del paradigma intras-resident, el qual es basa en ’establiment del territori per part d’un
mascle, el resident, que el defensa de mascles intrusos. Per tal d’induir 1’agressivitat, aquests
animals eren aillats en gabies individuals durant un periode que oscil-lava entre 15 1 21 dies
(Lakshmanan, 1986, Sigg i col., 1966, Welch i Welch, 1969), ja que I’aillament ¢és un dels mitjans
establerts per tal d’incrementar 1’agressivitat (Hilakivi-Clarke i col., 1992); sembla ser que
I’aillament provoca una disminucié de ’activitat adrenocortical, per la qual cosa aquests animals
resulten hiperexcitables amb ’estrés (Lakshmanan, 1986; Welch i Welch, 1969). Tot i aixo altres
autors descriuen que una elevada densitat de poblacié produiria el mateix efecte perque també
estimula de forma important I’eix pituitari-adrenal (Sigg i col, 1966), aquest fet I’hem pogut
observar al nostre laboratori quan el nombre d’animals per gabia era igual o superior a 5. Pero
aquests animals resultaven ferits i no eren valids pel nostre estudi. També ha estat descrit que, per
tal d’assolir un elevat grau d’agressivitat, el resident sigui d’una soca més agressiva (Martinez i col.,
1998b; Tamashiro i col., 2005) que el futur intras. Al nostre estudi, I’intrus i el resident eren
ambdos de la mateixa soca, i induiem més agressivitat al resident augmentant el temps d’aillament o
utilitzant-lo repetidament en diversos experiments. D’aquesta tltima forma com [’animal obtenia
experiéncies de victoria sobre I’intrus també augmentava la seva agressivitat (Tamashiro i col.,

2005).

L’estrés, en biomedicina, es caracteritza per una activacid de 1’eix hipotal-lem-
pituitaria-adrenal (HPA) i el sistema nervidos simpatic (SNS) amb el conseqiient augment de

glucocorticoides i1 catecolamines (McEwen, 2000). Els resultats obtinguts en el nostre estudi de
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confrontacié entre mascles ens confirmen que es tracta d’un bon model d’estrés. Per una banda es
produeix un augment molt significatiu dels nivells de corticosterona, marcador de 1’activacio de
I’eix HPA (Charmandari i col., 2005). Els nivells maxims s’assoleixen als 30 minuts de I’inici de la
confrontacié i van disminuint al llarg del temps, encara que després de 180 minuts son encara
superiors als nivells basals. Aquest decrement en la concentraci6 de corticosterona al llarg del
temps ja havia estat descrita per Pich i col-laboradors (Pich i col., 1993). La immobilitzacié és un
altre model d’estrés on també es pot observar un augment important dels nivells de corticosterona
de forma molt rapida (20 minuts) seguit d’'una davallada d’aquestes concentracions (Dal Zotto i
col., 2002). Pero malgrat que la immobilitzacidé és considerat un estimul estressant intens, altres
autors han trobat que son necessaris 120 minuts per detectar un pic de concentracié maxima de
corticosterona (Kvetiiansky i McCarty, 2000). Per tant el model d’estrés escollit en aquest treball
provoca una forta estimulacio, i de forma molt rapida, de I’eix HPA, perque aixi ens ho indica la
corticosterona plasmatica. Tot i aixd també existeixen models on s’ha mesurat un increment
d’aquest glucocorticoide superior al nostre, com ¢€s la natacié forcada (Meddings i Swain, 2000), ja
que en només 20 minuts provoca un augment de corticosterona al plasma 3 vegades superior al que

nosaltres detectem després de 30 minuts lluita.

Dos han estat els motius que ens han fet decidir no valorar les catecolamines secretades
al plasma en aquest model d’estrés per confrontacio. El primer és que els nivells circulants de
catecolamines varien en qiliestié de pocs minuts (Lundberg, 2000) i el segon es que poden quedar
molt afectades per I’estat de ’animal en el moment del sacrifici. Si haguéssim volgut obtenir
mostres per valorar les catecolamines hauriem hagut de implantar un catéter als animals (Lundberg,

2000), el que hauria interferit posteriorment durant la realitzacié de I’experiment.

Pero tot i que no hem mesurat els nivells de catecolamines circulants (marcadors de
I’activacio del SNS) (Charmandari i col., 2005), si que hem pogut observar els efectes que aquestes
produeixen, sobretot a nivell hepatic. Les catecolamines mitjancant la unié a receptors o; i B
adrenérgics estimulen la glicogenolisi (Nonogaki i Iguchi, 1997), per aquest motiu es produeix una
forta disminucié dels nivells de glicogen, assolint-se uns nivells minims després de 180 minuts de
lluita. Perd aquesta mobilitzacid de les reserves de glicogen no queda reflexat en un augment de la
glucosa a plasma, sindé que observem una hipoglucémia molt moderada que es manté al llarg dels
180 minuts de lluita. Aquesta situacid és atribuible a I’activitat fisica de ’animal que implica un
elevat consum de glucosa per part del muscul. Per tant, encara que la concentraci6 de glucosa

plasmatica és una variable metabolica molt sensible a ’estrés, considerada un clar indicador de la
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intensitat de 1’estimul estressant (Armario i col., 1985), en aquest estudi no ens ha resultat un bon
marcador. I és que a I’hora d’avaluar la concentracidé de glucosa plasmatica com a indicador de

I’estres cal tenir en compte el tipus d’estrés que estem aplicant (Armario i col., 1990).

Els nivells de glicogen assolits després de 180 minuts de lluita séon extremadament
baixos si ho comparem amb altres tipus d’estrés, com per exemple la immobilitzacié (Mena, 1999),
on fins i tot, s’observava una lleugera recuperacié6. Es comprensible que en una situacio
d’hiperglucémia (produida per la immobilitzacid) la degradacié de glicogen hepatic sigui minima ja
que el mateix increment en la concentracid plasmatica de glucosa inhibeix la glicogen fosforilasa
hepatica i1 activa la glicogen sintasa (Bollen i col., 1998). Pel contrari, la lleugera hipoglucémia
produida en el model de confrontacié entre mascles permet que els estimuls glicogenolitics
associats a l’estreés (I’alliberament d’adrenalina) continuin actuant al llarg de tot el temps de

confrontacio.

Préviament a la realitzacié d’aquest treball ja havia estat determinada la relacié existent
entre la secrecido d’EGF de les glandules submaxil-lars i el seu posterior increment en el plasma sota
els estimuls estressants. Els estudis realitzats al nostre laboratori per Grau i col-laboradors (Grau i
col., 1994) mostraven com disminuia la concentracié d’EGF a les glandules submaxil-lars després
de 10 minuts de I’administracid, per via intravenosa, de 1.7 mg/Kg de fenilefrina (agonista a,-
adrenergic). El contingut glandular d’EGF es reduia un 36% i la seva concentraci6 a plasma
augmentava de forma paral-lela, arribant a assolir una concentraci6é de 0.96 nM. Posteriorment M.P.
Mena (Mena, 1999), provocant estrés fisiologic per immobilitzacidé observava que després de 20
minuts la concentracié d’EGF a les glandules submaxil-lars s’havia reduit a la meitat del seu valor

inicial i1 la concentraci6 a plasma incrementava fins a 1 nM.

En el model d’estrés per confrontacié desenvolupat en aquest treball la secrecié d’EGF
va ser molt més espectacular que el que s’havia descrit anteriorment. A plasma els nivells d’EGF
incrementen de forma molt important als 30 minuts i assoleixen el seu nivell maxim als 60 minuts
de confrontacid, quan la concentracié d’EGF arriba a ser unes 500 vegades major que els animals
control (nivells basals). Lakshmanan (Lakshmanan, 1986) mitjangant 1’estrés per confrontacio ja
havia trobat que la concentraci6 al plasma incrementava fins a 9000 vegades els nivells basals; perd
cal remarcar que per tal d’induir I’agressivitat injectava testosterona, que a la vegada provoca un
increment de la sintesi i emmagatzematge d’EGF a les glandules submaxil-lars (Siminoski i col.,

1993; Sigg i col., 1966). Per tant una major concentracid a les glandules submaxil-lars permetra
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també una més gran alliberacid. Després de 180 minuts les concentracions d’EGF a plasma es
redueixen molt. Aquest fet €s degut a la seva eliminaci6 (clearance) del torrent circulatori per part
d’organs com el fetge o el rony6 (Hilarie i col., 1983; Kim i col., 1991). Estudis realitzats per Grau i
col-laboradors (Grau i col., 1994) van mostrar que en el ratoli és el fetge I’0rgan més important
implicat en I’eliminacié de ’EGF del plasma. Per aquest motiu vam valorar les concentracions
d’EGF en aquest teixit. Observem un suau augment en les concentracions d’EGF al fetge després de

60 minuts de lluita i aquest podria ser el resultat de la funcié d’eliminacié abans esmentada.

L’increment en les concentracions d’EGF plasmatiques després d’episodis agressius
entre ratolins havia estat descrit anteriorment per Nexo i col-laboradors (Nexo i col., 1981). Ells
observaven com amb 20 minuts de lluita les concentracions d’EGF a plasma augmentaven fins
arribar a ser 300 vegades superior als nivells basals, i van concloure que 1’origen d’aquest EGF era
glandular gracies a la utilitzacié d’animals sialoadenectomitzats. En el nostre model d’estrés per
confrontacié observem que als 30 minuts la concentracié6 d’EGF a les glandules submaxil-lars s’ha
reduit a la meitat, i es mantenen els nivells després de 180 minuts de lluita. Pero a diferéncia dels
estudis realitzats per Nexo, quan vam utilitzar animals sialoadenectomitzats en la confrontacio
(resultats que seran discutits més endavant) vam observar com les concentracions d’EGF al plasma
d’aquests animals eren també molt elevades. Per aquest motiu vam voler assegurar-nos que
realment era EGF el que estavem mesurant al plasma i no cap altre membre de la familia de ’EGF.
En el seu moment també el grup de Nexo es va plantejar si era realment EGF el que trobava a
plasma i no el seu precursor, i mitjangant proves de competitivitat i cromatografia va poder
concloure que era EGF madur el que es trobava al plasma dels animals sotmesos a lluita (Nexo i
col., 1981). En el nostre cas, I’assaig d’ELISA competitiu, en el qual estudiavem I’afinitat del nostre
anticos anti-EGF de ratoli per diferents membres de la familia de ’EGF, ens va confirmar que el
que estavem valorant a les mostres de plasma d’animals sialoadenectomitzats sotmesos a estrés per
confrontacié era EGF. Aquest fet va mostrar que 1’origen de I’EGF plasmatic en aquest model no és

només glandular, sin6é que també existeix una font extra-submaxil-lar.

La diferéncia de temps transcorregut després de la sialoadenectomia podria explicar
aquesta contradiccid en els resultats del grup de Nexo i el nostre. Ells utilitzaven els animals 10 dies
després de la intervencio quirdargica i en canvi nosaltres els utilitzavem tres setmanes després, ja que
amb menys temps haviem observat diferéncies en les concentracions plasmatiques basals d’EGF
entre els animals sialoadenectomitzats (SIALO) i els sotmesos a una operacio simulada (OS) (Poch,

1999).
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Un altre fet destacable d’aquest model d’estrés és que es produeix el fenomen de
I’habituacio quan els ratolins son exposats a sessions de confrontacié de forma repetida. Degut a
aquest fenomen detectem una menor resposta a la que haviem detectat quan ’estrés social era
aplicat de forma aguda. L’aparici6 de 1’habituacio en resposta a l’exposicid repetida d’un
determinat estimul estressant s’ha observat molt freqlientment en estudis realitzats en animals
(Schrader i col., 1999; De Boer i col., 1990) i en humans (Gunnar i col., 1989, Wiist i col., 2005).
Com a conseqiiencia d’aquest fenomen es detecta una alteracié en la funcionalitat dels eixos
implicats en la resposta aguda a I’estrés com son I’eix HPA i el sistema nervids simpatic (SNS). Els
nostres resultats concorden amb el que es descriu a la bibliografia i dos son els marcadors que
clarament ens ho indiquen: les concentracions de corticosterona i d’EGF al plasma. Per una banda
els nivells de corticosterona després de 60 i 180 minuts de Iluita no soén tan elevats com els assolits
pels animals sotmesos a confrontacié de forma aguda, indicant aixi una menor activacio de 1’eix
hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA). Per altra banda, s’atenua I’activacio del sistema nervios
simpatic 1 ho detectem en una menor alliberaci6 d’EGF al plasma (mesura indirecta de
I’alliberament d’adrenalina). La concentraci6 d’EGF al plasma es manté sempre inferior en el grup

d’animals habituat a la confrontaci6 en els diferents periodes de lluita estudiats.

En canvi, no veiem aquest efecte en el glicogen hepatic, ja que les concentracions es
redueixen de forma molt important tant al grup d’animals habituat a la Iluita com al grup no
habituat. Aquest fet pot ser degut a I’estreta vinculacid que existeix entre aquest parametre i les
necessitats metaboliques durant la lluita. El metabolisme del glicogen en el fetge es regula de forma
molt primaria per la glicemia i de forma secundaria per les hormones. Tal i com s’observa als
resultats no es produeix hiperglucémia, ja que 1’exercici realitzat durant els episodis de lluita
consumeixen la glucosa alliberada, i1 aixi no es pot inhibir la glicogen fosforilasa hepatica (Bollen i

col., 1998).

Tot i que en la gran majoria d’estudis on s’apliquen els estimuls estressants de forma
repetida, la resposta més generalitzada és ’anteriorment esmentada, existeixen casos on no ¢€s aixi.
Dhabhar i col-laboradors (Dhabhar i col., 1997) van observar que ’habituacié en els nivells de
corticosterona en resposta a ’estrés diari causat per immobilitzacié en rates Sprague-Dawley i
Lewis, no es produia en rates Fisher, soca caracteritzada per una major activacio del seu eix HPA

davant I’estrés agut. I és que no només la intensitat (Pitman i col., 1990) i la freqliéncia (Ma i
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Ligthman, 1998) de I’estimul estressant determinen el desenvolupament de I’habituacio siné que les

diferéncies entre individus també tenen un impacte significatiu en aquest fenomen.

A T’hora d’explicar els mecanismes que indueixen aquesta menor resposta €s necessari
fer una distincié entre I’habituacio i I’adaptacio. L habituacié es produeix perque 1’animal apren
que I’estimul estressant no representa una amenaga real, per aixo la reaccio es redueix i la resposta
que es detecta és menor. Mentre que parlem d’adaptacid quan es tracta d’un mecanisme més
fisiologic: els eixos implicats disminueixen la seva activacié degut a la elevada estimulacidé que
s’esta produint (Ruys i col., 2004, Bugajski, 2000), hi ha una desensibilitzacié dels eixos. En
qualsevol cas, aquesta menor resposta s’entén com un mecanisme de defensa de I’organisme per tal
de conservar les reserves per a un us més immediat si fos necessari (Dallman i col., 2000). Si
aquesta disminucié de la resposta fos realment deguda a I’adaptacié fisiologica de 1’organisme,
I’aplicacié d’un estimul estressant diferent (heterotipic) no hauria de modificar la resposta, perd en
canvi s’ha observat que aquesta es recupera, i fins i tot s’accentua (Dallman i col., 2000, Aguilera,
1998), indicant que aquesta menor resposta és deguda a I’aprenentatge dels animals i la denominem
habituacio. Perd malgrat aquest fet, s’ha proposat que la desreguralitzacié/desensibilitzacio de 1’eix
HPA sigui deguda a que les concentracions de ACTH i de glucocorticoides estan cronicament
elevats, és a dir, que els nivells basals ja son més elevats que als animals no sotmesos a estrés
(Bartolomucci i col., 2005). En el nostre estudi les concentracions de corticosterona al grup control
dels animals habituats a la confrontacié son superiors (encara que no de forma estadisticament
significativa) que al grup control no habituat, per tant caldria tenir en compte aquest efecte com un

altre component que afecta a la resposta de 1’estrés que nosaltres finalment detectem.

5.2. LA CONFRONTACIO ENTRE MASCLES PROVOCA
LESIONS HEPATIQUES.

Durant els estudis realitzats per a obtenir el grau de Master Experimental en
Bioquimica vaig poder observar que quan els ratolins eren sotmesos a restriccid de moviment
(restraint) a 4°C es produia una forta alliberacié dels enzims intracel-lulars CK i AST al plasma,
perd no s’alteraven de forma significativa 1’alliberaci6 de LDH 1 ALT. Aquest patré d’enzims

indicava I’aparicié de lesions cardiaques. Diferents autors han analitzat les causes d’aquest dany i
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han arribat a la conclusié que €és conseqiiencia directa de 1’accid de les catecolamines sobre el cor
(Downing i Chen, 1985; Cruickshank, 1990; Hori i col., 1994). En canvi ’estrés induit per
confrontacié no provoca lesions cardiaques ja que I’activitat CK es troba gairebé inalterada durant
els diferents periodes de lluita que nosaltres hem estudiat. Tampoc no es produeix un augment de
I’activitat o-HBDH, mesura dels isoenzims cardiacs de la LDH (LDH-1 i LDH-2), després de 180
minuts de lluita, demostrant que 1’estrés induit no afecta al cor. Perd no només els enzims indiquen
que no es produeixen aquest tipus de lesions, en 1’analisi histopatologica de cors d’animals
sotmesos a confrontacio no detectem cap tipus de lesio necrotica (Pareja i col., 2003). Malgrat aixo,
Matte I’any 1975 (Matte, 1975) mostraven que la confrontacié que es produeix entre els ratolins que
eren reagrupats durant 60 minuts, després d’un periode d’aillament, provocava que 1’activitat CK

augmentés 13 vegades el seus nivells basals.

En el nostre model d’estrés per confrontacio els resultats ens suggereixen que s’estan
produint lesions hepatiques i diverses son les evidéncies que aixi ens ho indiquen. Observem que es
produeix un augment de 1’activitat ALT al plasma un cop finalitzat el periode de 180 minuts de
confrontaci6, 1 la relaci6 AST/ALT es mantenen més o menys constants durant els diferents
periodes de lluita establerts (entre 2.5 i 3.0). A banda d’aquest fet, en mostres histologiques
d’animals sotmesos a 180 minuts de lluita (i deixats recuperar de l’estrés a les seves gabies)
s’observen I’aparicid de petits focus necrotics. Avui €s ben conegut que el reclutament de neutrofils
polimorfonuclears que observem en les preparacions histologiques requereix la produccio de
citocines com la IL-6. L’augment de la IL-6 s’ha detectat en models d’estres psicologics i
fisiologics com el shock eléctric o la immobilitzacid (Zhou i col., 1993). Nosaltres hem observat un
lleuger i transitori increment de TNF-o i més clar i sostingut d’IL-6. El fet que podria explicar
perque les concentracions de IL-6 sén superiors a les que esperariem detectar com a conseqiiéncia
del TNF-a és que la font de secreci6 de IL-6 varia segons el model d’estres estudiat. Després d’un
estimul inflamatori (com I’LPS) la font principal d’aquesta citocina son les cél-lules de Kupffer
activades (Ulich i col., 1991), mentre que ’alliberacié de IL-6 durant la immobilitzacié prové de les
cel-lules parenquimals, i per un mecanisme diferent a la induccié de IL-6 per ’LPS (Kitamura i
col., 1997). Les lesions que observem son molt moderades si les comparem amb models
hepatotoxics més agressius com l’administracié d’endotoxina (Sass i col, 2002; Liaudet i col.,
2002) (el qual desenvoluparem més endavant) o el tractament amb tetraclorur de carboni (Czaja i
col., 1995; Swain i col., 1999) on les lesions hepatiques produides son molt més greus, i fins i tot es

pot produir la mort de I’animal.
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El dany hepatic produit és a més reversible. Aixi ens ho indiquen els resultats obtinguts
d’animals sotmesos a estrés social i als quals, posteriorment, deixdvem recuperant durant unes
hores. Després de la finalitzacié dels 180 minuts de lluita els enzims marcadors de I’existéncia de
lesions hepatiques van disminuint al llarg del temps, assolint els nivells basals 24 hores després de
I’inici de I’experiment. Aquesta disminuci6 ¢és deguda a que son eliminats gradualment del torrent
circulatori sense que hi hagi secrecid6 “de novo” per part de cap teixit. També es recuperen
normalment els parametres metabolics analitzats, glucosa i glicogen hepatic, indicant aixi que les
lesions produides en el fetge pel model d’estrés per confrontacid no han afectat a la seva

funcionalitat.

Tradicionalment es creia que el principal efecte de 1’estrés en el teixit hepatic era degut
exclusivament a canvis en la circulacid sanguinia dins el fetge. Aquesta hipotesi suggeria que
I’estrés emocional produia vasoespasmes i hipoxia que conduien a I’aparicié de lesions hepatiques
(Kaplan i Wheeler, 1983). Pero avui en dia, que son ben coneguts els efectes fisiologics dels
mediadors de la resposta a ’estrés, aquesta explicacio resulta clarament simplista. Es ben conegut
que la inflamaci6 hepatica correlaciona amb un augment del nivell d’endotoxines a la circulacio
portal. Per tant els models d’estrés en els quals es produeix un augment de la permeabilitat al
sistema gastrointestinal, com la immobilitzaci6 o la natacid forcada (Meddings i Swain, 2000) o la
ingesta cronica d’etanol (Kono i col., 2001), I’augment posterior d’entotoxines a la circulacié portal
pot produir I’aparicié de lesions hepatiques. Per altra banda també cal tenir en compte ’accid
directa de les propies catecolamines sobre el fetge, ja que els nivells de catecolamines augmenten
durant la inflamacié aguda (Brody i col., 1961), i contribueixen a augmentar la resposta inflamatoria
1 a accentuar la necrosi hepatocel-lular (Brody i col., 1961, Schwetz i Plaa, 1969). Perd tot i aixo
I’acci6é de les catecolamines sobre la resposta inflamatoria no és tan coneguda com la que es

produeix en el sistema cardiovascular (Swain, 2000).

L’habituacio que hem observat en aquest model d’estrés també afecta a les lesions
tissulars tal i com ens ho mostren els enzims intracel-lulars que utilitzem com a marcadors de dany.
Als animals habituats a ’estrés per confrontacié no observem cap augment significatiu dels 3
enzims analitzats als 60 minuts de lluita. A més les activitats sempre son inferiors als obtinguts als
animals no habituats. Aquest fet ens indica que als animals habituats s’ha produit aquesta adaptacio
a I’estrés que ja hem descrit per altres parametres, i que es pot explicar per dos motius: (a) que la
confrontacié no els hi suposi una descarrega important d’adrenalina, i per tant no estan sotmesos a

I’agent agressor principal, o (b) que 1’animal hagi desenvolupat mecanismes de resisténcia que facin
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que, malgrat la descarrega d’adrenalina, no pateixin cap dany mesurable. Tal i com hem vist que
responia la secrecio d’EGF, la opcié a sembla ser la que millor ens explicaria el fet de no observar
dany en aquests animals habituats. Aquesta disminucid en la secrecié de catecolamines després de
la exposicid repetida a un determinat estimul estressant concorda amb el que es descriu a la
bibliografia. Kvetnansky i col-laboradors (Kvetnansky i col., 1984) van observar que en rates
sotmeses a estrés cronic per restriccid6 de moviment (restraint) es produia una disminucié de les
concentracions d’adrenalina i noradrenalina, encara que detectaven un increment de la seva
capacitat de sintesi i emmagatzematge a les terminals simpatiques i a les cél-lules cromofines de la
medul-la adrenal. L’aplicacio de descarregues eléctriques a les potes (footshock) i la natacié forcada
son també models d’estrés en els quals s’ha observat que quan s’apliquen de forma repetida es
produeix una reduccié important de la secrecié d’adrenalina i noradrenalina al plasma (McCarty i

col., 1992).

5.3. LES LESIONS HEPATIQUES PRODUIDES PER LA
CONFRONTACIO ENTRE MASCLES SON INDEPENDENTS
DE LA SECRECIO D’EGF.

Al nostre laboratori hem pogut demostrar que I’EGF exerceix una accid citoprotectora
aguda al cor. Els estudis realitzats per M. Pareja per obtenir el grau de Master Experimental en
Bioquimica (Pareja, 2001) van mostrar com les lesions cardiaques que es produien com a
conseqiiencia de la restriccid de moviment (restraint) a 4°C, milloraven de forma molt significativa
si als ratolins se’ls hi administrava EGF per via intraperitoneal. Paral-lelament en un assaig que jo
mateixa vaig realitzar, quan animals sotmesos a estrés per confrontacid eren tractats amb la
tirfostina AG-1478 (inhibidor del receptor d’EGF- ErbB1) (Livitzki i Gazit, 1995) observava que es
produia un augment de I’activitat CK i de la LDH-1, isoforma cardiaca de I’'LDH, al plasma (Pareja
i col., 2003). Indicant aixi I’aparicio de lesions cardiaques que no s’observen normalment en aquest

model d’estrés.

Aquests resultats ens mostraven com un model on no es detecta una secreci6é important
d’EGF, com és la restriccié de moviment a 4°C, les lesions cardiaques provocades es poden millorar
b 2

amb [’administracié exogena d’EGF. Mentre que en un model on es produeix una secreciod
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endogena molt significativa d’EGF (resultats experiment I), si bloquegem les seves accions amb la
tirfostina EG-1478 aconseguim que es produeixin lesions cardiaques. Aixi s’ens indica com
I’existéncia d’EGF circulant durant I’aplicacié de 1’estimul estressant protegeix el cor de les lesions

agudes induides per les catecolamines.

Amb aquests antecedents ens varem plantejar si ’EGF també exercia la seva activitat
protectora al fetge. Tal i com s’ha descrit anteriorment la confrontacidé entre mascles és un model
d’estrés en el qual les concentracions d’EGF assolides al plasma sén molt importants i per aquest
motiu les diferents estratégies aplicades per resoldre aquest dubte van consistir en bloquejar I’accio

de ’EGF.

Una primera aproximacié va consistir en sotmetre als animals a sialoadenectomia.
Mitjangant aquesta operacié quirtirgica consistent en l’extraccié de les glandules submaxil-lars
(SMG), principal lloc de sintesis i emmagatzematge d’EGF en el ratoli mascle (Fisher i
Lakshmanan, 1990). Voliem veure si els animals que tinguessin les glandules submaxil-lars intactes
(OS) estaven més protegits que aquells als quals els hi haguéssim extret les glandules (SIALO).
Sabem que en animals sialoadenectomitzats 1’adrenalina no provoca un rapid increment en la
concentracid plasmatica d’EGF (Grau i col., 1994, Grau i col., 1997; Tebar i col., 2000). A més,
Nexo i col-laboradors (Nexo i col., 1981) van descriure que la sialoadenectomia evitava 1’increment
d’EGF en el plasma que provoca el comportament agressiu. Tot i que no varem observar cap
diferéncia en els parametres sensibles a I’estres, ni en les activitats enzimatiques al plasma, entre els
animals SIALO i OS, no vam poder concloure que I’EGF no tingués cap efecte ja que la
concentracid plasmatica d’EGF era molt elevada, tant als animals OS com els SIALO. Aquest
resultat contrasta amb [’obtingut per M.P. Mena (Mena, 1999) immobilitzant animals

sialoadenectomitzats. Ella no va observar cap increment en la concentracié plasmatica d’EGF.

A la bibliografia perdo hem pogut observar antecedents d’una situacié semblant, ja que
Tuomela (Tuomela, 1990) trobava elevades concentracions d’EGF al plasma d’animals
sialoadenectomitzats 90 minuts després de 1’administracié de fenilefrina (agonista o;-adrenérgic),

forga més tard que en els animals controls.

En tot cas, donats els resultats que hem obtingut hem de concloure que Ia

sialoadenectomia no ens ha resultat util pel nostre proposit de determinar la funcié de I’EGF.
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La bibliografia recull estudis en que la injeccié d’anticossos anti-EGF ha resultat una
estratégia exitosa per tal de detectar diferents accions realitzades per ’EGF, tant “in vitro” (Roy,
1993, Chen, 1992) com “in vivo” (Oohira, 1991; Adachi i col., 1995, Vesey i col., 1992). Nosaltres
perdo no hem vist cap efecte de 1’administraci6 d’anticossos anti-EGF per cap de les vies
d’administraci6. Com hem observat que la concentracié d’EGF és més elevada com més alta és la
concentracié d’anticossos al plasma (ja sigui analitzat per western blot o per ELISA), aquests estudis
tampoc ens permeten concloure res sobre la implicacidé de ’EGF en les lesions hepatiques
provocades per la confrontacio. No podem excloure que els anticossos no hagin aconseguit
bloquejar completament I’EGF circulant. Haurien estat necessaris experiments complementaris que

no hem fet ja que la tercera aproximacidé que varem fer va resultar més concloent.

La tirfostina AG-1478 és un inhibidor d’ErbB1, que actua inhibint 1’activitat tirosina-
cinasa d’aquest receptor (Livitzki i Gazit, 1995), i la qual, recentment, també s’ha descrit que pot
inhibir ErbB4 (Bowers i col., 2001; Fukazowa i col., 2003). L’efectivitat d’aquesta tirfostina ha
quedat demostrada a la bibliografia, ja que retrasa el creixement de tumors A431 a ratolins nude
(Busse i col., 2000) 1 disminueix I’acumulacié d’hidroxiprolina en un model de fibrosi pulmonar de
rata (Rice i col., 1999). En aquests estudis s’utilitzava una dosi de 50 mg/Kg. En els estudis
realitzats per M. Pareja al nostre laboratori (Pareja i col., 2003) va observar que amb una dosi de 25
mg/Kg ja quedava bloquejada completament la fosforilacidé de ERK1/2 en el fetge del ratoli. Una
alternativa a 1’is de ’AG-1478 hauria estat I’administracié d’anticossos neutralitzants dirigits a
ErbB1. Pero els anticossos comercials disponibles al mercat son pels receptors humans i aquests

sabem que no creuen amb els receptors murins (Herbst i Shin, 2002; Mendelsohn i Baselga, 2000).

Sabem doncs que la tirfostina és un metode altament efectiu per tal d’inhibir el receptor
ErbB1, i vam escollir la mateixa dosi emprada per M. Pareja: 25 mg/Kg. El fet que també pugui
inhibir ErbB4 no resulta problematic perque el fetge adult no expressa aquest receptor (Carver i

col., 2002).

Els parametres sensibles a 1’estrés no es veuen afectats per la injeccio de la tirfostina.
Els nivells d’aquests parametres son similars en els dos grups d’animals sotmesos a estrés per
confrontaci6. Tampoc detectem cap diferéncia en les concentracions d’EGF a glandules
submaxil-lars ni a plasma, indicant aixi que la resposta a I’estrés social aplicat s’esta desenvolupant

amb normalitat.
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Si observem amb deteniment les activitats enzimatiques podem veure com les lesions
hepatiques no empitjoren, ja que els nivells d’ALT no sén superiors al grup tractat amb la tirfostina.
Pero en canvi si que empitjoren de forma significativa les lesions produides a d’altres teixits i que
queda reflexat en un augment molt més important de I’activitat LDH i AST, al grup tractat amb la
tirfostina. Aquests resultats concorden amb 1’obtingut per Pareja i col-laboradors (Pareja i col.,

2003) en els qué demostren que la tirfostina AG1478 empitjora les lesions cardiaques.

D’aquests ultims resultats podem concloure que les elevadissimes concentracions
d’EGF al plasma no tenen cap efecte citoprotector al fetge, al contrari que passa al cor. Es licit
plantejar-nos el perque d’aquesta diferéncia. Potser 1’explicaci6 estigui en la diferent vulnerabilitat
dels teixits i organs davant les agressions induides pels estimuls estresants. El fetge €s un organ amb
una elevada capacitat de regeneraci6 i per aquest motiu es pot recuperar amb exit de les petites
lesions que ’estrés li pugui provocar, pero el cor no té aquesta capacitat i per tant es pot entendre

que tingui major necessitat d’estar protegit.

Malgrat que en el model d’estrés per confrontacié no hem vist que I’EGF exerceixi una
accio protectora al fetge, si que és cert que en altres situacions on es veu afectada la integritat

hepatica, aquest factor de creixement desenvolupa aquesta funcio.

En estudis de regeneracio hepatica s’ha demostrat que I’EGF juntament amb altres
factors de creixement son imprescindibles per a la correcta recuperacio del teixit (Fausto, 2000).
Després d’una hepatectomia parcial es detecta un augment molt important dels nivells d’EGF que
ajuden a que les cel-lules puguin progressar cap a la fase G1 del cicle cel-lular (Fausto, 2000;
Koniaris i col., 2003). Altres exemples on tamb¢ s’han detectat les accions beneficioses de I’EGF
son dos models d’estrés fisic on es provoca dany hepatic: 1’administracié cronica d’etanol i
I’administracié d’endotoxina bacteriana. En ambdods casos es desenvolupa una resposta
inflamatoria, que en el model d’administracié d’etanol és deguda a que augmenten de forma molt
important les concentracions de LPS a la vena porta (Kono i col., 2001), que I’EGF aconsegueix

reduir de forma molt significativa.

En ratolins mascles de la soca C57BL/6 tractats cronicament amb etanol s’observa un
augment de les activitats transaminases (ALT i AST) al plasma i dels nuclis apoptotics al
parénquima hepatic, i mitjangant 1’administraci6 d’EGF huma es restaura 1’apariéncia histologica

del fetge i disminueixen les activitats aminotransferasa al plasma (Deaciuc i col., 2002). Aquesta
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mateixa millora en el dany hepatic es detecta en rates 1 ratolins tractats amb una combinacié d’LPS i

galactosamina (LPS/D-GalN) i als quals s’injecta EGF recombinant huma (Cho i col., 2000).

5.4. LA SIALOADENECTOMIA PREVIA, PERO NO
L’ADMINISTRACIO AGUDA D’EGF, ALTERA LA RESPOSTA A
L’ENDOTOXINA BACTERIANA.

L’administraci6é d’endotoxina bacteriana o LPS és un model ampliament utilitzat per tal
de provocar lesions hepatiques (Endo i col., 1999; Morikawa i col., 1999, Nagaki i col., 1999). Pero
tot i que aquest model esta molt dirigit a provocar aquests tipus de lesions, en ocasions es veu
sobrepassada la capacitat detoxificant del fetge i com a conseqiiéncia es poden veure afectats altres
organs (Bigatello i col., 1987, Lin i col., 1995). Si finalment te lloc una errada multiorganica es pot

produir fins i tot la mort de 1’individu.

Els nostres estudis amb LPS ens han premés detectar I’aparicié de lesions hepatiques
greus, encara que treballem amb dosis subletals, ja que aixi ens ho indiquen els valors de les
activitats LDH i ALT determinades a plasma dels animals tractats amb endotoxina bacteriana.
Després de 8 hores aquestes activitats enzimatiques es troben molt elevades en totes les dosis
injectades, resultat que concorda amb la bibliografia, on es descriu I’existéncia d’un pic maxim al
plasma 8 hores després de 1’administracié d’endotoxina bacteriana (Endo i col., 1999; Sass i col.,
2002). A més també hem observat com es produia una disfuncid hepatica temporal. Diversos
estudis indiquen com I’endotoxina produeix una alteracié del metabolisme glucidic que es tradueix
en una rapida i transitoria hiperglucémia, detectada de 60 a 90 minuts després de 1’administracié de
I’LPS (Santak i col., 1998, Sugita i col., 2002), seguit d’una caiguda de les concentracions de
glucosa a més llarg termini (Goto i col., 1994, Lang i col., 1993). Aquest efecte és degut a una
elevada estimulacio de la glicolisi, induit inicialment per les catecolamines (Hardgrove i col., 1988;
Spitzer i col., 1989), 1 a una elevada captacid de glucosa per part diferents teixits (Lang i col., 1993).
Nosaltres no detectem hiperglucémia als animals tractats amb LPS, sind que detectem unes
concentracions de glucosa molt baixes a les 8 hores de la injeccid. Tampoc quan hem mesurat la

concentracid de glucosa als 45 minuts (figura 4.32) hem detectat hiperglucémia.
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L’estudi de I’evolucié del dany hepatic produit ens ha permés detectar que tant la
funcionalitat hepatica com les lesions son recuperables. El nivell de glicémia es troba totalment
recuperat 24 hores després de la injeccio d’LPS, perd en canvi els nivells de glicogen no es
recuperen fins a les 48 hores. Aquesta lenta recuperacid podria explicar-se pel fet que I’LPS
provoca ’aparicié d’una anoréxia temporal (Vallés i col., 2000), que també ha estat observada en
altres models d’estrés com la immobilitzacid, i que sembla ser que esta intimament relacionat amb
I’alliberacié de I’hormona CRH (Shibasaki i col., 1988; Smagin i col., 1999). D’aquesta manera
I’animal menja menys i les reserves de glicogen triguen una mica més en assolir els nivells basals.
Pel que fa a les diferents activitats enzimatiques determinades, LDH i ALT a plasma i MPO a fetge,
veiem que totes elles es troben totalment recuperades 24 hores després de la injeccid. Aquest
resultat coincideix plenament amb el que descriuen Sass i col-laboradors (Sass i col., 2002), en un
model d’hepatotoxicitat gairebé idéntic al nostre, ja que, a diferéncia de la gran majoria d’estudis,
ells utilitzen LPS de Salmonella abortus equii. Cal indicar perd, que a la bibliografia podem trobar
que després de 24 hores els enzims es mantenen encara elevats (Cho i col., 2000), i és que la

intensitat de la resposta inflamatoria depén de I’origen de 1’endotoxina utilitzada.

Les lesions que detectem son el resultat de la resposta inflamatoria generada per I’'LPS.
Tal i com ha quedat ben establert a la bibliografia, 1’endotoxina bacteriana provoca una rapida
produccié de citocines, tan proinflamatories (TNF-a 1 IL-6) (Beutler i col., 1985; Beutler i Cerami,
1986) com antiinflamatories (IL-10) (Moore i col., 1993). Nosaltres observem un augment de les
tres citocines mesurades durant les 3 primeres hores després de la injeccié d’LPS. A banda d’iniciar
la resposta inflamatoria, les citocines també actuen a nivell del sistema nervios central (SNC),
induint I’activacio de I’eix hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA) i del sistema nervids simpatic
(SNS) (Turnbull i Rivier, 1999; Elenkov i col, 2000). Nosaltres hem pogut detectar aquesta
activacié perque a plasma es produeix un augment molt important dels nivells de corticosterona,

indicadora de 1’activacio de I’eix HPA.

Préviament al nostre treball estudis realitzats per Cho i col-laboradors (Cho i col., 2000)
havien observat com I’administracié exogena d’EGF en rates i ratolins tractats amb endotoxina
bacteriana ocasionava una millora molt significativa de les lesions hepatiques. En aquest mateix
sentit, Deaciuc i col-laboradors (Deaciuc i col., 2002) van demostrar que el pretractament durant 7
dies amb EGF reduia les lesions provocades per 1’alcohol. Per aquest motiu vam decidir estudiar
I’efecte de ’EGF en el nostre model d’hepatotoxicitat. Tot i que en el model de confrontacid

discutit anteriorment la sialoadenectomia no ens havia resultat til per eliminar I’EGF, ja que ens
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mostrava I’existéncia d’una font extra-glandular d’EGF, en altres models com la immobilitzacid
(Mena, 1999) i en la injecci6 de fenilefrina (Grau i col., 1994) havia resultat una estratégia existosa

per tal de no detectar un augment de les concentracions d’EGF al plasma.

Els primers resultats obtinguts semblaven confirmar la importancia de ’EGF endogen,
ja que ’LPS provoca en animals SIALO tant un major increment de transaminases al plasma, com
una major mortalitat. Perd com I’administracié aguda d’EGF exogen no va reduir les lesions
produides per DI’LPS, hem de concloure que els resultats observats en els animals

sialoadenectomitzats no s’expliquen per la manca de I’increment transitori de I’EGF al plasma.

Voliem completar aquest estudi amb 1’administracié de 1’inhibidor del receptor d’EGF
(AG-1478). Aquest inhibidor havia estat fonamental per demostrar la importancia de ’EGF com a
protector cardiac (Pareja, 2001). Sorprenentment, vam observar que I’AG-1478 exercia un efecte
protector. Un analisi més exhaustiu de la bibliografia ens va mostrar que les tirfostines tenen un
efecte antioxidant inespecific (Novogrodsky i col., 1994; Sagara i col., 2002) que ens pot explicar la

proteccid que hem detectat.

Els nostres resultats semblen contradir els ja publicats, on es suggereix un efecte
hepatoprotector de I’EGF. No tenim una explicacio definitiva per aquesta discrepancia. Per una
banda Deaciuc i col-laboradors (Deaciuc i col., 2002) fan un pretractament de 7 dies i, potser,
I’EGF ha activat un programa de gens protectors. Fet que no hauria estat possible en el nostre
treball. Perd Cho i col-laboradors (Cho i col., 2000) fan uns experiments molts semblants als
nostres. L inica diferéncia que hem pogut constatar és la procedéncia de ’EGF exogen administrat:
de ratoli en el nostre cas (homoleg al de I’hoste) i huma en els experiments de Cho i col-laboradors

(Cho i col., 2000) (heteroleg al de I’hoste).

Buscant les causes de la major toxicitat de I’LPS en els animals SIALO, en primer lloc
hem d’excloure que sigui deguda a una alteracid en la cinética de desaparicié de I’LPS. Tant el pic
de concentracié maxima, com el pendent de la corba de desaparicié de I’LPS al plasma son idéntics
en els animals OS i en els animals SIALO. Tot i aix0 hem de dir que observem una cinética més
lenta que la descrita per Mathison i Ulevitch (Mathison i Ulevitch, 1979) o Nakao i Shinohara
(Nakao i Shinohara, 1985). Perd cal indicar que nosaltres hem fet injeccions intraperitoneals, i en

aquests estudis, I’LPS s’administrava per via intravenosa.
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Per estudis realitzats al nostre laboratori per Enric Poch (Poch, 1999), Irma Buira
(Buira, 2001) i, més recentment, Meritxell Viladrich (Viladrich, 2004), sabem que la
sialoadenectomia suposa la desaparicié transitoria d’EGF de la circulacié i que, durant aquest
temps, es produeix un augment de [’apoptosi en els hepatocits. Aquesta peérdua €s compensada amb
un creixement hipertrofic de les cel-lules supervivents. A conseqiiéncia d’aixo, a les poques
setmanes de I’operacid, el fetge conté menys hepatocits perd aquests son més grans. Tots els nostres
experiments els hem fet 3 setmanes després de la sialoadenectomia, temps en que aquestes
alteracions s’han anat produint. De fet, nosaltres mateixos tenim evideéncies de 1’existéncia
d’aquestes alteracions estructurals. Per comencar, quan hem quantificat 1’index d’afectacio
histopatologica ja hem vist que, en els animals injectats amb sali, aquest era més elevat en STALO
que en OS. A més, en els darrers experiments de perfusié “ex vivo” del fetge, també hem vist que
en condicions basals, els fetges provinents d’animals SIALO activen espontaniament la produccid

de citocines molt abans que els animals OS.

Per tot aixd, nosaltres pensem que la major resposta a I’LPS detectada als animals
SIALO és conseqiiéncia de les alteracions previes que aquesta operacid quirtrgica ha provocat en el

fetge.

Existeix un ampli consens en que les lesions hepatiques provocades per 1’endotoxina
son conseqiiencia de la resposta inflamatoria (Su, 2002) i en que, si la resposta inflamatoria és
inhibida o disminuida es produeix una millora considerable de les lesions. Aixi si s’inactiven les
cel-lules de Kupffer, mitjangant 1’administracié de clorur de gadolini (GdCl;), la resposta
inflamatoria no progressa i es poden prevenir 1’aparicio de lesions tissulars (Adachi i col., 1994,
Gloor i col., 1998). Una altra estratégia utilitzada amb éxit ha estat actuar directament sobre el
TNF-a. La inhibicio de la seva activitat amb 1’administracié de receptors solubles (Czaja i col.,
1995) o amb anticossos (Tracey i col., 1987; limuro i col, 1997) han demostrat ser una eina
altament efectiva per prevenir ’aparicid de les lesions provocades per la inflamaci6. Tot i aixo,
nosaltres hem observat que la resposta inflamatoria desenvolupada “in vivo” pels animals SIALO és
lenta. De la mateixa manera, també “ex vivo” la resposta inflamatoria del fetge d’animals SIALO és
més lenta (valor de Tso per la secrecid6 de TNF-a més elevat) i menys intensa (valors Max més

baixos per a totes les citocines).

Hem de destacar que en el fetge perfés d’animals SIALO, ’alliberacié d’LDH és més

tardana (major Tsp) i de menor magnitud (menor Max). L analisi de correlacions entre produccio6 de
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citocines i I’alliberament d’LDH ens indica que aquest depén majoritariament de la produccié de
TNF-a (citocina proinflamatoria) i IL-10 (citocina antiinflamatoria). I, sobretot, que no existeixen
diferencies en el fetge perfos d’animals OS i SIALO pel que fa a la relaci6 entre producci6 de
citocines i alliberament d’LDH. Es a dir, que el menor alliberament d’LDH per part dels fetges
perfosos d’animals SIALO és només conseqiiencia de una menor produccié de TNF-a i IL-10 (i de

les altres citocines).

Aquesta conclusiéo sembla contradir el que observem en els estudis “in vivo” (major
hepatotoxicitat en els animals SIALO). Perd s’ha de tenir en compte que els experiments de
perfusiéo només duraven 3 hores i, “in vivo”, les diferencies en LDH apareixen a les 8 hores. A més,
“in vivo”, a més de I’accid directa de les citocines, també és important el reclutament de neutrofils
(provocat per les quimiocines) i I’estrés oxidatiu que aquests provoquen (Li i col., 2004a). De fet,
nosaltres hem pogut observar que la infiltracié de neutrofils és major als animals SIALO, ja que aixi

ens ho indica I’activitat MPO (més elevada al grup SIALO que al grup OS injectat amb LPS).

Un altre factor que ens ajudara a entendre el que observem “in vivo”, és I’efecte de la

sialoadenectomia sobre la secrecid de corticosterona.

Es conegut que algunes citocines estimulen 1’eix hipotal-lem-pituitaria-adrenal (HPA),
induint la produccié de CRH (Chrousos, 1995). Son especialment actives el TNF-a, la IL-1p i la IL-
6. Com nosaltres no hem observat que la sialoadenectomia afecti a la secreci6é de corticosterona, ni
en el model de confrontacié ni en el d’immobilitzacié, pensem que la menor produccid de
corticosterona als animals SIALO tractats amb LPS és deguda a la menor produccié d’aquelles

citocines pel fetge, que es tradueix en un augment de la concentracio al plasma més lent.

La corticosterona té una funcié antiinflamatoria molt coneguda (Boumpas i col., 1993).
En el fetge, els glucocorticoides afecten a la produccié de diferents citocines, tant pro- com
antiinflamatories. Estudiant D’efecte dels glucocorticoides en el model d’intoxicacido aguda
provocada pel CCly, Swain i col-laboradors (Swain i col., 1999) van arribar a la conclusi6 que el seu
principal efecte és I’estimulacioé de la produccié d’IL-10. Aquesta citocina disminueix la produccié
de quimiocines, i com a resultat es produeix una menor atracci6é dels neutrofils cap al teixit (Li i

col., 2004b).
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El conjunt dels nostres resultats ens porta a hipotetitzar que la major citotoxicitat de
I’LPS als animals SIALO és resultat d’un desequilibri entre el conjunt dels agents pro- i
antiinflamatoris. La conseqiiéncia d’aquest desequilibri seria el reclutament d’un major nombre de

neutrofils i una major extensio de la lessio tissular.

En definitiva, els nostres resultats ens porten a concloure que les alteracions provocades
per la sialoadenectomia en el fetge, préviament a 1’administracié de I’LPS, son la causa de la menor

tolerancia dels animals sialoadenectomitzats a les endotoxines.

Podem plantejar diverses hipotesis per explicar aquest fenomen. Tot i que en els estudis
d’Enric Poch (Poch, 1999), Irma Buira (Buira, 2001) o Meritxell Viladrich (Viladrich, 2004) no
s’ha quantificat el nombre de macrofags residents en el fetge d’animals sialoadenectomitzats, podria
ser que aquest nombre fos menor en aquest grup i aixd explicaria la menor producci6 de citocines

que detectem.

De fet, és conegut que durant el procés de regeneracid hepatica posterior a
I’hepatectomia, la recuperacié de les cel-lules de Kupffer és més lenta que la dels hepatocits
(Michalopoulos i DeFrances, 1997). Obviament la sialoadenectomia no suposa una agressio tan
intensa sobre la cel-lularitat com I’extirpacio d’un 70% de la massa hepatica, perd no descartem que
es produeixi un fenomen similar. Tampoc podem descartar que, tot i no afectar el nombre de
macrofags residents, la sialoadenectomia afecti 1’expressid6 de TLR-4, principal receptor del

lipopolisacarid (Bannerman i Goldblum, 2003, Beutler i col., 2003).

En aquest sentit, és coneguda la importancia de I’EGF pel manteniment de la integritat
de la mucosa intestinal. Rao i col-laboradors (Rao i col., 1997) ja van demostrar que la
sialoadenectomia augmentava la permeabilitat intestinal. Es possible que en els animals
sialoadenectomitzats augmenti la permeabilitat a les endotoxines de la flora intestinal, de forma que
el fetge es vegi sotmes a una major estimulacié basal. Com el principal component del receptor de
I’endotoxina (TLR-4) pateix down-regulation per la propia estimulacié amb LPS (Mohammad i
col., 2006), la menor resposta del fetge perfos es podria explicar per una menor expressio del TLR-

4 fruit d’aquesta down-regulation.
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La figura 5.1 mostra de forma esquematica la conclusié a qué arribem en relacio als
estudis amb endotoxines. L’LPS activa les cel-lules de Kupffer induint la produccié de citocines
proinflamatories i també antiinflamatories. Les proinflamatdries activen 1’eix HPA el que comporta
I’increment de secrecié de corticosterona. La corticosterona actua tant sobre les cél-lules de Kupffer
com sobre els hepatocits amb una accid global antiinflamatoria. La sialoadenectomia altera la
resposta de les cél-lules de Kupffer a I’endotoxina. Aixo es tradueix en una menor produccid de
citocines en el fetge perfos que pot explicar el retard en I’increment de concentracié plasmatica de
les citocines proinflamatories. Creiem que aquesta és la causa de la menor produccio de
corticosterona i per tant, de la menor concentraci6 plasmatica d’aquesta hormona. Suggerim que la
descompensacid entre factors proinflamatoris (TNF-o , IL-6) i antiinflamatoris (IL-10,
corticosterona) portard a un major reclutament de neutrofils (increment d’MPO) i, en definitiva, a

una major lesié hepatica i mortalitat dels animals sialoadenectomitzats.
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- La confrontacié de mascles de ratoli desencadena una intensa agressivitat que comporta una
elevadissima secrecid d’EGF cap al plasma. El fet que en els animals sialoadenectomitzats també
augmenti la concentraci6 d’EGF indica que fonts alternatives poden suplir les glandules

submaxil-lars.

-El patré d’enzims alliberats al plasma i I’analisi histopatologica del fetge dels animals sotmesos a

confrontacié indiquen que I’estrés social provoca lesions hepatiques de caracter lleu i transitori.

- Les elevadissimes concentracions d’EGF assolides al plasma no tenen cap efecte protector agut

sobre les lesions hepatiques provocades per la confrontacio.

- Tampoc en el model d’estrés fisic-immune ’EGF té cap efecte protector agut de les lesions

provocades per I’endotoxina bacteriana.

- Malgrat aix0, en els animals sialoadenectomitzats, la resposta inflamatoria provocada per
I’administracié de 1’endotoxina bacteriana es troba alterada, de forma que pateixen lesions

hepatiques greus i una major mortalitat.

- Els estudis en fetges perfosos ens indiquen que la major accid toxica de les endotoxines
bacterianes que s’observa en els animals sialoadenectomitzats no és deguda a una major sensibilitat

del teixit hepatic a I’accio dels mediadors de I’endotoxina.

- El conjunt dels nostres resultats suggereix que [’alteracié del balang entre agents pro- i
antiinflamatoris és el responsable de la major infiltracié de neutrofils, major gravetat de les lesions
hepatiques i, en ultim terme, major mortalitat observada en els animals sialoadenectomitzats després

de I’administraci6 d’endotoxines bacterianes.
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