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1. LA CAQUEXIA CANCEROSA

La caquexia cancerosa és una sindrome complexa que apareix en dos ter¢os dels
pacients amb cancer avangat i, segons Warren (1932), és el responsable de més del 22%
de les morts entre els pacients cancerosos. De fet, el grau de caquéxia esta inversament
correlacionat amb el temps de supervivencia del pacient, 1 sempre implica un pronostic
desfavorable.

Aquesta sindrome es caracteritza per una important i progresiva perdua de pes
corporal de I’hoste com a conseqiiéncia de la desaparici6 dels diposits de greix i de la
disminucié de la massa muscular, i va acompanyat tamb¢ d’anore¢xia, nausees, anemia,
astenia, debilitat, alteracions de I’homeostasis hormonal 1 immunodepressid (Strain,
1979). Donat que una perdua de pes superior al 30% es considera irreversible (Studley,
1936), i que aquesta sindrome causa en els pacients que la presenten una pitjor resposta
a la quimoterapia (Van Eys, 1982) 1 a la cirurgia (De Wys et al. 1980), s’han dedicat
molts esfor¢os a I’estudi de ’etiopatogeénesi de la caquéxia cancerosa (Brennan, 1981).
La caquexia €s un dels principals motius causants de la mort dels pacients amb cancer:
del 16 al 73% d’aquests manifesten els simptomes de la caquéxia (Warren, 1932; Nixon
et al., 1980).

La caquexia no només esta associada a estats neoplasics, sind que és una
resposta comuna de 1’organisme davant d’estimuls exogens, com infeccid, trauma i
immunodeficiéncia (Pomposelli et al. 1988). En tots aquests casos 1’eliminaci6é de
I’agent causant pot ser suficient per permetre la recuperacio del pacient. Possiblement
els mecanismes implicats en el desenvolupament de la caquexia siguin comuns, com a
minim en part, entre aquestes situacions patologiques.

Existeixen diferents explicacions per a la caquexia cancerosa. La presencia i
creixement del tumor estan associats invariablement a un estat de malnutricié com a
conseqliencia de la inducci6 de I’anorexia o disminucido de la ingesta. A més, la
competencia pels nutrients entre el tumor i 1’hoste desencadena un estat d’inanicio
accelerat (Argilés et al. 1992) que causa grans perturbacions metaboliques en 1’hoste.
En tot cas, per0, aquestes alteracions només expliquen una part de la sindrome de la
caquexia (Costelli et al., 1991). De fet, les alteracions del metabolisme intermediari de

I’hoste associades a la caquexia s’assemblen més a la resposta que té lloc durant una
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situacid d’inflamacié o de lesions traumatiques (on es produeix una perdua important
del nitrogen corporal) que a la fisiologia d’adaptacio al dejuni.

La caquexia es relaciona amb la presencia de varis factors tumorals i humorals (
principalment citocines), als que se’ls considera causants de la depleci6d tant de les
reserves de greix com del teixit muscular.

Tot i la complexitat de la caquexia, es poden diferenciar dos components basics
entre les causes que porten a l’estat caquectic: la disminuci6 de la ingesta que
experimenta el pacient amb céancer i les alteracions bioquimiques i fisiologiques patides

per aquest coma conseqiiencia de la preséncia del tumor.

1.1 MALNUTRICIO

La incidéncia de la malnutrici6 en els pacients neoplastics varia en funcié de
I’estat de la malaltia, del tipus de tumor i de la localitzacié d’aquest. La malnutrici6 és
responsable, almenys en part, de la deterioracid general de I’hoste. Tanmateix, no n’és
el factor principal, ja que una correcta nutricidé per via parenteral o enteral no
aconsegueix revertir aquesta situacid, sind6 que només la millora parcialment
(Bennegard et al., 1984).

El procés de caquexia es caracteritza principalment per la perdua de teixit adipos
1 de massa muscular, de manera que semblaria que la mort esdevé com a causa del
dejuni. Tanmateix, nombrosos estudis sobre les anormalitats de 1’hoste indiquen que la
caquexia no és un simple estat de malnutrici6. Durant el dejuni es poden diferenciar
clarament dues fases referents al metabolisme proteic: una fase inicial aguda, en la qual
es consumeixen proteines musculars 1 hepatiques, 1 una segona fase on hi ha restriccio
del consum proteic i s’incrementa la utilitzacié de les reserves lipidiques. Aquest no és,
perd, el comportament de 1’organisme en situacié de caquéxia. A més, els individus sans
s’adapten a una ingestid6 menor reduint el cost energétic per compensar el déficit
alimentari, mentre que els individus portadors de tumor sén incapagos de desenvolupar
unes adaptacions metaboliques comparables (Norton et al., 1987). Els individus
portadors de tumor presenten un cost energetic que tendeix a estar inalterat, o fins 1 tot
elevat (Moldawer i Copeland, 1988), una mobilitzacié de proteines constant, i la seva
supervivéncia és, generalment, independent de les reserves lipidiques (Morrison, 1984).

A més, en la caquexia cancerosa el desgast que presenta el muscul esquelétic contrasta
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amb la relativa preservacié del fetge 1 altres organs, mentre que durant la malnutricid
aquests també estan afectats (Fearon et al., 1988). En general, en la caquexia té lloc una
disminuci6 de la ingestié de nutrients, causada en part per la mateixa terapia, els efectes
locals del tumor, i la incapacitat d’una alimentacié adequada (Norton et al., 1987). Si la
malnutricié fos la principal causa de la caquexia cancerosa, ’aportacidé de nutrients
exogens a través d’una alimentacio forgada (enteral o parenteral) disminuiria els
simptomes de la caquexia, 1 milloraria la superviveéncia i la resposta a la terapia.
Malauradament, aixd no passa en la caquéxia cancerosa (Brennan et al., 1981). De fet,
el tumor, fins 1 tot, pot utilitzar la nutricidé parenteral en benefici propi com una font
suplementaria de nutrients. Aixi, s’ha observat que les cel-lules tumorals poden actuar
com a trampes de nitrogen, i d’aquesta manera continuar creixent (Mider, 1951). De fet,
un estudi dut a terme amb rates portadores de tumor, que han estat sotmeses a una dieta
pobra en proteines, demostra que presenten una supervivencia superior si €s comparen
amb les rates portadores de tumor alimentades amb una dieta equilibrada. S’ha
comprovat que la substituci6 dels carbohidrats per lipids com a font energetica provoca
menys estimulacié del creixement tumoral i una recuperaci6 adequada de 1’hoste,
gracies a la baixa capacitat del tumor per utilitzar greixos (Kurzer 1 Meguid, 1986).
S’han descrit diversos mecanismes que poden estar implicats en la malnutricio,

entre els quals destaquen les alteracions de 1’aparell digestiu i malabsorci6 i1 I’anorexia.

1.1.1 ALTERACIONS DE L’APARELL DIGESTIU I MALABSORCIO

Les alteracions de I’aparell digestiu es poden deure directament al tumor si
aquest esta localitzat en algun lloc del tracte gastrointestinal, i interfereix mecanicament
en la digestio, o si és en organs importants per a la digestio com en el cas del tumor
pancreatic o quan es localitza en la via biliopancreatica. La malabsorcid que aixo suposa
contribueix notablement a I’empitjorament de l’individu. L’alteracid pot ser també
d’origen iatrogeénic després d’un tractament quirdrgic, per radiacions o amb farmacs
antineoplastics. A més, el tracte digestiu pot ser la diana de compostos alliberats pel
tumor, com ara els esteroides, les prostaglandines i les citocines, les quals provoquen
alteracions en 1’absorci6 de nutrients. De fet, després de I’administraci6 de citocines (el
factor de necrosi tumoral a o la interleucina 1) s’observa una disminuci6 de 1’absorcio

de lipids 1 aminoacids (Argilés et al., 1989a i 1989b).



Introduccid

1.1.2 ANOREXIA

L’anorexia es defineix com la pérdua de gana amb la sensaci6 de sacietat precog,
la qual cosa fa que tingui lloc una hipofagia a causa de la disminuci6 del nombre d’apats
o de la quantitat de menjar ingerit (Morrison, 1984). A més, és un component quasi bé
universal de la caquexia. Encara que és improbable que 1’anoréxia sigui per si mateixa
responsable del desgast que s’observa en pacients cancerosos, pot ser un factor que hi
contribueix; a més, la gana i la capacitat per menjar han estat descrits com els factors
més importants tant en ’aspecte fisic com en el psicologic de la qualitat de vida del
pacient (Padilla, 1986). L anoréxia sembla ser més una conseqiiéncia que una causa de
la caquexia, doncs es pot desenvolupar quan la pérdua de pes ja ha aparegut, pero el que
si sembla establir-se és un cicle de retroalimentacié positiva entre el debilitament i la

manca de gana, que s’agreugen mutuament.

1.1.2.1 MECANISMES D’INDUCCIO DE L’ANOREXIA

La gana 1 els patrons alimentaris estan regulats per una serie de factors
psicologics, gastrointestinals, metabolics 1 nutritius, com també per efectes neuronals i
endocrins (Plata-Salamén, 1991a).

Les causes de 1’anoréxia es poden deure, en alguns casos, al mateix tractament
anticancerdés (quimioterapia, radioterapia o immunoterapia). Aquests tractaments
produeixen nausees 1 vomits, o bé una reduccio de la ingesti6 a causa d’alteracions en la
percepcio del gust i ’olor del menjar. Com a conseqiiéncia, s’acaba induint I’anorexia.
També algunes causes psicologiques pel fet d’haver desenvolupat un tumor, com ara la
depressio, influeixen a I’hora de manifestar 1’anoreéxia (Balducci 1 Hardy, 1985).
L’anorexia també es pot deure a un efecte directe del tumor, quan aquest esta localitzat
a I’hipotalem o a I’aparell digestiu (Van Eys, 1985). S’ha suggerit que alguns tumors
poden produir bombesina, la qual actuaria a I’hipotalem i determinaria una sensacié de
sacietat precog (Cuttitta et al., 1985). De fet, s’han observat nivells plasmatics elevats
de bombesina en pacients amb cancer (Erisman et al., 1982).

En la majoria dels casos, pero, I’origen de 1’anoréxia cancerosa sembla provenir

de les alteracions metaboliques que pateix el pacient a causa de la preséncia del tumor.
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1.1.2.2 MEDIADORS DE L’ANOREXIA

La ingestio és una activitat complexa que resulta de la interrelacié entre diferents
sistemes: el sistema nervios central, el fetge i el tracte gastrointestinal (Meguid et al.,
1996). Dins de cada sistema, diferents factors interaccionen per modular la ingestid
segons les necessitats corporals. Aixi, la sacietat, de la mateixa manera que la gana, és
més el resultat de la interaccid reciproca de diferents estimuls quimics (inhibidors o
estimuladors) en diferents localitzacions anatomiques, que no I’efecte d’un unic factor
localitzat. Un dels principals punts implicats en la regulacié de 'homeostasi energetica
¢s I’hipotalem. De fet, la destruccié del nucli periventricular hipotalamic provoca
hiperfagia i1 obesitat, mentre que la destrucci6 de 1’area lateral provoca una afagia total
(Morrison, 1989).

S’han proposat diversos mediadors que regulen la ingestié a diferents nivells, la
produccio o actuacio dels quals esta alterada en la sindrome de la caquexia. En veurem
alguns en més detall com ara les citocines, la leptina, els neuropeptids (la serotonina, el
neuropetid Y i el factor alliberador de corticotropina) i, les hormones peptidiques (la
insulina i el glucago)

Altres neuropeptids i hormones peptidiques que s’han implicat en 1’aparicié de
processos anorectics son 1’hormona concentradora de la melatonina (MCH), I’orexina,
la melanocortina, el péptid agouti-related (AGRP), la galanina, i altres péptids opioides.
També hi ha altres factors que podrien tenir un paper en la resposta anorectica en la
caquexia, com ara els nivells elevats de lactat, oligonucleotids (Carmichael et al., 1980)
1 acids grassos circulants, 1 els canvis en els nivells d’aminoacids circulants, tots

caracteristics en preséncia de tumor.

1.1.2.2.1 CITOCINES

Diferents processos, tant aguts (infecciosos o inflamatoris) com cronics
(infecciosos o neoplastics), estimulen la sintesi i I’alliberacid de citocines inflamatories,
com son la interleucina 1 (IL-1), la IL-6, la IL-8, el factor de necrosi tumoral o ( TNF-
a) i I’interfer6 gamma (IFN-y). Algunes d’aquestes molecules, principalment el TNF-a.,
la IL-1B 1 el factor neurotropic ciliar (CNTF) s’han descrit com a inductores de

I’anorexia. Diverses evidéncies suggereixen que 1’anoréxia produida per citocines esta
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mediada per mecanismes neuronals centrals, on la principal diana d’acci6o és a
I’hipotalem (Woods ef al., 1998).

El TNF-a, la IL-1fB 1 la IL-8 indueixen anorexia en rates a dosis capaces de
produir concentracions patofisiologiques en el fluid cerebrospinal en models animals o
en pacients que manifesten desgast tissular (Moldawer et al., 1987a). Aquestes citocines
son alliberades a la circulacid 1 transportades al sistema nervids central a través de la
barrera hematoencefalica i els organs circunventriculars (Plata-Salamén, 1991b). Les
citocines periferiques poden exercir les seves funcions sobre el cervell mitjangant
I’estimulacid de segons missatgers, com ara I’0xid nitric i els prostanoides, en el sistema
vascular cerebral o mitjangant el nervi vague. Les citocines també poden produir-se al

cervell en resposta a citocines alliberades periféricament.

1.1.2.2.2 HORMONES

LEPTINA

La clonacié del gen de la leptina (lep), també conegut com el gen de 1’obesitat,
va demostrar clarament el concepte que els senyals circulants produides en proporcid a
les reserves de greix influenciaven la gana i la despesa energética (Friedman, 1998). La
leptina és una hormona produida i secretada pels adipocits. Els seus nivells son
directament proporcionals a les reserves de greix de 1’organisme, i la seva accio és la de
reduir la gana 1 activar els sistemes aferents de regulacié energetica (Inui, 1999). Tant la
mutacio del gen de la leptina que presenten els ratolins ob/ob com la resisténcia a la
leptina que presenten els ratolins db/db, produeix obesitat severa. L’administracid
directa de leptina en el sistema nervids central redueix fortament la ingestid. De fet,
s’han trobat receptors per a la leptina a I’hipotalem, i per aixo es creu que el cervell és
una diana principal de 1’efecte anorexigen de la leptina.

S’ha observat que el TNF-a, la IL-1 i el factor mobilitzador de lipids (LMF)
incrementen I’expressio de ’'mRNA de la leptina al teixit adipos i els nivells plasmatics
de la leptina (Grunfeld et al., 1996). Alguns estudis recents fets en el nostre grup
d’investigacié indiquen que les rates portadores de tumor presenten menys expressié del
gen de la leptina al teixit adipds blanc, i nivells circulants de leptina superiors als que

presenten les rates controls (Lopez-Soriano et al., 1999).
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GRELINA

La grelina és un peptid acetilat sintetitzat principalment per I’estomac. Aquesta
peptid estimula D’alliberament de la hormona del creixement de la pituitaria,
independentment del factor alliberador de 1’hormona del creixement (Kojima et al.
1999). A més, la grelina estimula la ingesta ja que estimula I’activitat de regions
hipotalamiques de vital importancia per la regulacié de la gana (Inui A., 2001). De tot
aixo es pot suggerir que la grelina podria estar implicada en 1’anoréxia associada al
cancer. Hanada et al. (2003) van demostrar que tant el peptid com el mRNA de la
grelina es trobaven sobreexpressats a I’estomac de ratolins portadors de tumor, encara
que la ingesta es trobava disminuida. En pacients amb cancer de pulmo, les
concentracions plasmatiques de la grelina no son significativament diferents a les de
individus controls (Shimizu et al. 2003). Tanmateix, les concentracions plasmatiques de
grelina en pacients amb caqueéxia son superiors als pacients sense caquexia. Dades
obtingudes tant amb animals com amb humans semblen suggerir que les elevades
concentracions de grelina que s’observen en pacients amb cancer podrien ser un
mecanisme compensatori pel balang catabolic-anabolic , el qual no €s capag de revertir,

malgrat tot, la supressio de la gana ni el desgast muscular.

1.1.2.2.3 SEROTONINA

El sistema serotoninergic central sembla tenir un paper important en la regulacio
de la ingestio durant el creixement tumoral. En condicions normals, aquest sistema
controla la sensaci6 de sacietat a través de les seves accions a I’hipotalem (Leibowitz,
1990). A finals dels anys setanta, es va descriure per primera vegada la possible relacio
entre els nivells cerebrals de la serotonina i la caquexia cancerosa (Krause ef al., 1979).
Diversos experiments fets amb rates han mostrat que la presencia de tumors
experimentals esta associada freqiientment a un increment dels nivells circulants de
serotonina, tot 1 que D’eliminaci6 de la serotonina no ¢és capa¢ d’impedir el
desenvolupament de 1’anoréxia neoplastica (Chance et al., 1983).

La concentracio de serotonina al cervell depen de la disponibilitat de
I’aminoacid precursor: el triptofan (Fernstrom i Wurtman, 1971). Aixi, en rates
portadores de tumor es van trobar nivells elevats de triptofan, abans fins i tot que el

tumor es visualitzés. Els nivells de 1’aminoacid van incrementar fins que els nivells de
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la serotonina al cervell van comencar a augmentar, induint llavors [’anoréxia
(Muscaritolli ef al., 1996). Liviano et al. (1996) suggereixen que 1’anoréxia cancerosa
esta influenciada per 1’accid de la IL-1, la qual actua centralment sobre I’hipotalem
incrementant I’alliberacié de la serotonina 1 de manera periferica sobre els nivells del

triptofan.

1.1.2.2.4 NEUROPEPTIDS

NEUROPEPTID Y

L’NPY és una molécula clau en la resposta hipotalamica a la inanici6. Es un
peptid de 36 aminoacids que esta distribuit ampliament en el sistema nervids central
(Inui, 1999). Se sintetitza a les neurones del nucli arquatic de I’hipotalem, i €s projectat
principalment al nucli periventricular de I’hipotalem (Heinrichs et al., 1998). L’NPY
indueix la ingestidé en diverses especies de vertebrats. L’administracio d’NPY en el
sistema nervios central incrementa la ingestid, disminueix la despesa energetica i
incrementa la lipolisi; d’aquesta manera crea un estat de balang energetic positiu 1
estimula I’emmagatzematge de reserves. L’NPY ¢és part d’una cascada de senyals
estimulants de la ingesti6 que actuen a I’hipotalem i1 que s’activen com a conseqiiencia
de la caiguda dels nivells de la leptina (Fliers i Maratos-Flier, 1998).

En rates portadores de tumor, la injeccid intrahipotalamica d’NPY té menys
capacitat estimuladora de la ingestié que en les rates controls (Chance, 1996). A més,
els nivells d’alliberacié de ’'NPY a I’hipotalem estan reduits en les rates portadores de
tumor, mentre que estan augmentats en rates dejunades o sotmeses a una ingestid
restringida (pair-fed) (Chance, 1994). La implantacié d’un tumor a rates sanes pot
produir anorexia, tot i 1’existéncia de nivells elevats de 'mRNA de ’NPY al nucli
arquejat de I’hipotalem (Jensen et al., 1998). A més, hi ha una disminuci6 de I’afinitat
del receptor de I’'NPY a I’hipotalem en rates portadores de tumor (Jensen et al., 1998).
S’ha proposat que les citocines proinflamatories TNF-a, IL-1, LMF i CNTF en els
casos d’anoréxia cancerosa, interfereixen en 1’accido de I’NPY incrementant els nivells
de I’expressio de la leptina, la qual interaccionaria amb I’NPY (Grunfeld et al., 1996).
La CNTF interfereix directament en I’expressid de I’'NPY (Xu et al., 1998a).

Aquests resultats ens indiquen que la disfunci6 del sistema d’NPY podria ser un

factor important, en el sistema nervids central, de I'etiologia de 1’anoréxia cancerosa.
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FACTOR ALLIBERADOR DE CORTICOTROPINA (CRF)

El CRF ¢és un neuropeptid hipotalamic catabolic que contribueix a 1’homeostasi
energética 1 que esta regulat, en part, per la leptina 1 la insulina (Inui, 1999).
Contrariament I’NPY, el CRF produeix anoréxia continuada i incrementa 1’activitat del
sistema nervidos simpatic, aixi incrementa la termogenesi, la despesa energética i la
lipolisi.

L’anoréxia induida per 1’administracié intracerebrovascular d’IL-1 pot ser
revertida parcialment amb 1’anticos anti-CRF, fet que indica el paper del CRF
intrahipotalamic en aquesta resposta (Uehara, 1989). Es possible que 1’accié de les
citocines proinflamatories a 1’hipotalem estigui mediada per una estimulacid persistent
del CRF al nucli periventricular. De fet, s’han trobat nivells elevats de CRF en rates

portadores de tumor amb anorexia (McCarthy 1 Daun, 1993).

1.1.2.2.5 HORMONES PEPTIiDIQUES

INSULINA

La insulina, igual que la leptina, és secretada en proporcid al nivell d’adipositat
corporal, i té dianes al sistema nervids central, on actua mitjangant I’activacié de la
sensacid de sacietat 1 inhibint la ingestidé. La insulina promou un estat de balang
energetic negatiu al cervell, 1 contraresta la seva potent acci6 anabolica als teixits
periferics (Plata-Salaman, 1996). La insulina actua estimulant I’expressio del gen de la
leptina (Friedman, 1998). La seva produccid, a més, esta regulada per citocines

procaquectiques com ara la IL-1 (Plata-Salaman, 1991b).

GLUCAGO

El glucago, produit al pancrees, i el peptid glucagon-like 1 (GLP-I) de I’intesti i
el cervell sén peptids anorexigéns potents (Gibbs 1 Smith, 1992). En la rata,
I’administracié d’un anticos altament especific pel glucagé augmenta la ingestio, fet que
suggereix un paper fisiologic del glucago en el control de la ingestio.

La preséncia d’un tumor estd associada a la disminucié de la relacio

insulina/glucagd, i aquest estat hiperglucagonic és el que podria ser I’alteracié hormonal
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més important a 1’hora de provocar les anormalitats metaboliques de la caquexia
cancerosa (Noguchi ef al., 1989). La inhibicio de la secrecio de glucagd fa que el pes de
la carcassa s’incrementi, preserva la proteina muscular, i fins i tot inhibeix el creixement
tumoral (Bartlett et al., 1995). Un altre indici de la implicacié del glucago en els estats
anorectics-caquectics €s que algunes citocines com ara la IL-6 estimulen la secrecio de
glucagd en humans (Tsigos et al., 1997).

Altres neuropeptids 1 hormones peptidiques que han estat implicats en 1’aparicio
de processos anorexics son la hormona concentradora de la melatonina (MHC), orexina,
melanocortina, el peptid agouti-related (AGRP), galanina, 1 altres peptids opioides.

Per ultim, altres factors que podrien prendre part en la resposta anoréxica en la
caquexia son els elevats nivells de lactat 1 acids grassos circulants, i dels canvis en els

nivells d’aminoacids circulants que acompanyen a la preséncia del tumor.

1.2 ALTERACIONS METABOLIQUES

A més de la preséncia de I’anorexia, una de les principals caracteristiques de la
caquexia cancerosa ¢€s el desgast tissular que pateix 1’hoste, particularment al muscul
esquelétic 1 al teixit adipos. Altres organs, com ara el fetge, la melsa, els ronyons i les
capsules adrenals sofreixen, a vegades, un increment de pes transitori. Les alteracions
metaboliques representen 1’aspecte més important de la caquéxia cancerosa, ja que fins i
tot en abséncia de malnutricié poden, per se, determinar un balang energetic 1 nitrogenat
negatiu, juntament amb un greu deteriorament de 1’organisme. A més, tot i que
I’anoréxia és un component gairebé universal de la caquéxia, no explica totalment el
desgast que presenten els pacients, ja que els patrons de peérdua de pes i canvi de
composicié corporal difereixen dels de la inanicid, i els seus efectes catabolics no es
poden contrarestar mitjangant I’administracié extra de calories.

La hipotesi actual per explicar la caquexia és que aquesta es deu principalment a
les alteracions metaboliques produides per la preséncia del tumor. Aixi, en el pacient
afectat per la caquéxia s’observen alteracions del metabolisme energetic, glucidic,
lipidic 1 proteic, que condueixen a la simptomatologia d’aquesta sindrome.

Durant molt temps es va pensar que aquestes alteracions estaven produides per
algun factor secretat pel tumor, o per la competéncia del tumor amb I’hoste pels
nutrients. Actualment se sap que aquests factors procedeixen de 1’hoste en resposta al

creixement tumoral (Argilés et al., 1992).

10



Introduccid

1.2.1 METABOLISME ENERGETIC

Molts autors han descrit una despesa energética incrementada, tant en repos com
en activitat, en els pacients de cancer que presentaven perdua de pes (Hytlander ef al.,
1993). En un estudi en pacients amb tumors solids, es va constatar que un increment de
la despesa energetica precedeix la perdua de pes, fet que suggereix que aquest increment
pot ser més una causa de la caquexia que no una conseqiiencia (Hytlander et al., 1993).
A diferéncia de les persones sanes, on la pérdua de pes condueix a una adaptacid
metabolica que comporta una disminucié de la despesa energetica, els pacients amb
cancer presenten una despesa energetica molt elevada. Els organismes portadors de
tumor mantenen cronicament un balang¢ energetic negatiu, ja que ’energia produida
excedeix I’energia ingerida. Per compensar aquest desequilibri energetic, I’organisme
esta obligat a mobilitzar les reserves energetiques. D’aquesta manera, inicialment
mobilitza el glucogen hepatic i muscular; seguidament incrementa la lipolisi al teixit
adipos blanc (amb la consegiient alliberacid6 d’acids grassos que s’oxiden per
proporcionar energia i glicerol, el qual es transforma en glucosa mitjancant
gluconeogenesi), 1 finalment comenca la proteolisi muscular, la qual proporciona
aminoacids que entren en la via gluconeogena o bé son oxidats directament per produir
energia.

S’ha suggerit que 1’augment de l’activitat d’un cicle analeg al de Cori que
s’estableix entre el muscul 1 el fetge, implica una despesa energética molt alta en els
pacients amb cancer. El tumor, a través de la glucolisi anaerobia, produeix grans
quantitats d’acid lactic, que es converteixen en glucosa al fetge 1 als ronyons de 1’hoste,
amb el conseqiient consum d’ATP (Lawson et al., 1982; Argilés i Lopez-Soriano,
1991). El resultat és el reciclatge de la glucosa gastada pel tumor, associat a una despesa
d’energia important per part de I’hoste, que n’incrementa aixi la taxa metabolica basal.
Un altre cicle futil activat durant la caquexia, el qual pot contribuir a I’increment de la
despesa energética, és el que resulta del mal funcionament de la Na'-K -ATPasa. S’han
observat alteracions en |’estequiometria d’aquesta bomba a les cél-lules del tumor
ascitic d’Ehrlich (Racker, 1976). D’altra banda, hi ha una série de compostos secretats
pel tumor que provoquen el desacoblament de la fosforilacié oxidativa mitocondrial als
teixits de I’hoste, que afavoreix en la dissipacid d’una quantitat d’energia important en

forma de calor, ja que no es pot aprofitar per a la sintesi d’ATP (Tisdale, 1993).

11
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Un altre factor que pot contribuir a la despesa energética és la febre, que es
presenta freqlientment durant la malaltia neoplastica o com a conseqiiéncia de les
complicacions infeccioses. L’increment d’un grau de temperatura determina un augment
del 13% del consum basal d’energia.

D’altra banda, s’ha suggerit que una hiperestimulacid adrenérgica pot ser
important a 1’hora de determinar la situaci6 hipermetabolica que s’observa en els
pacients neoplastics (Lowry, 1991). De fet, s’observa una elevada concentracid
plasmatica de catecolamines i un augment de 1’excrecié urinaria de substancies
adrenergiques en pacients amb cancer (Tisdale, 1993), mentre que els pacients amb
malnutrici6 (perd sense tumor) mostren una disminucid del recanvi de les
catecolamines.

Recentment s’han descobert diversos membres de la familia de les proteines
desacobladores de la cadena respiratoria mitocondrial, 1 €s interessant considerar-ne la
possible contribucio a la despesa energética incrementada que presenten els pacients
amb cancer. Concretament, la UCP2 i la UCP3, les quals s’han suggerit que podrien ser
determinants en la despesa energetica basal en humans (Schrawen et al., 1999b; Barbe
et al., 1998). De fet, l’activitat termogenica del teixit adipdés marré (TAM) esta
incrementada en diferents situacions de creixement tumoral (Brooks et al., 1981;
Rothwell, 1990). A més, s’ha observat que diferents citocines (especialment la IL-1, la
IL-6 1 el TNF-a) poden tenir un paper important en la reposta termogenica en diferents

patologies (Faggioni ef al., 1998).

1.2.2 METABOLISME GLUCIDIC

Els nivells plasmatics de la glucosa, tant en pacients neoplastics com en animals
experimentals portadors de tumor, poden presentar una amplia variabilitat en relacio
amb el tipus de tumor i el grau de desenvolupament. Els tumors de creixement rapid es
caracteritzen per 1’alta capacitat glucolitica, que porta a un augment de la
gluconeogenesi hepatica de I’hoste 1 de I’activitat dels enzims gluconeogénics (Shaw i
Wolfe, 1986). Hi ha una correlacio positiva entre la produccié endogena de glucosa i
I’estat tumoral, de manera que la velocitat de la gluconeogenesi augmenta a mida que el
tumor avanca. Atés que la gluconeogenesi és inhibida per la insulina 1 activada pel
glucago, les catecolamines 1 els glucocorticoides, alguns canvis en la concentracid

d’aquestes hormones poden regular-ne ’activitat. De fet, s’ha vist que en situacions de
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creixement tumoral, els nivells d’insulina poden ser baixos (Jasani et al., 1978); mentre
que els de glucocorticoides estan augmentats. L’alliberacié periférica de lactat (glucolisi
del tumor), aminoacids (protedlisi muscular) 1 glicerol (lipolisi) augmenta la
disponibilitat dels precursors gluconeogenics, els quals poden tenir també un paper en la
regulaci6 d’aquesta via.

El consum de les reserves energetiques de 1’hoste es deu a un recanvi alterat de
glucosa, que desemboca en cicles metabolics futils. Freqiientment el pacient neoplastic
presenta una intolerancia a la glucosa (Norton et al., 1985), que s’observa préviament a
I’aparicio de la caquexia, 1 la magnitud d’aquesta intolerancia es correlaciona amb el
desenvolupament tumoral. Aquesta incapacitat de digerir la glucosa exogena pot
relacionar-se amb la disminuida sensibilitat a la insulina dels teixits (Jasani et al., 1978).
Els pacients amb cancer presenten una resisténcia a la insulina que afecta teixits com ara
el muscul esquelctic, fetge 1 teixit adipos. Al muscul esquelétic, la utilitzacid de la
glucosa esta disminuida, tant en animals experimentals com en pacients amb cancer, fet
que revela una resisténcia clara a la insulina. El pacient amb tumor presenta un
comportament similar al d'un diabétic de tipus II, ja que no és capa¢ de maximitzar la
captacio de la glucosa en presencia de concentracions elevades d'insulina (Tayek, 1992).
Aquesta estimulacid6 minvada de la captaci6é de la glucosa no sembla un defecte de la
unié de la insulina al seu receptor, sind més aviat un defecte intracel-lular. D’altra
banda, Lundholm et al. (1978) suggeriren que la sensibilitat dels receptors de les
cel-lules beta pancreatiques dels pacients neoplastics esta disminuida, fet que produeix
menys alliberacié d’insulina en resposta a una carrega de glucosa. La produccio
hepatica incrementada de glucosa és, en part, el resultat de cert grau de resisténcia a la
insulina per part del fetge. La resisteéncia a la insulina de 1’individu portador del tumor
es pot solucionar administrant insulina exogena, fet que millora el grau de caquexia en
animals portadors de tumor (Tessitore et al., 1993), com també la resposta a la terapia
anticancerosa, inclosa la cirurgia i la quimioterapia.

L’alteracié del metabolisme de la glucosa es pot deure també a la produccié de
TNF-a 1 IL-1 per part de I’hoste o del propi tumor. L’administracié de dosis elevades de
TNF-a a rates sanes determina I’aparici6 d'hiperglucemia i acidosi lactica (Tracey et al.,
1986a); en canvi, la IL-1 produeix un efecte hipoglucemiant que sembla que és
independent de la insulina (Del Rey i Besedowsky, 1987), ja que la concentracié de
I’hormona no varia. Aquesta hipoglucémia es pot deure a un augment de la utilitzacié

de glucosa de manera periferica o a una menor alliberaci6 hepatica.
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Les cél-lules tumorals son consumidors potents de glucosa, la qual, juntament
amb la glutamina i I’alanina, constitueixen les seves principals fonts d’energia. Les
baixes concentracions intracel-lulars de glucosa a les cél-lules tumorals generen un
important gradient de concentraci6 entre la sang 1 la massa tumoral, que afavoreix el
tumor en la competéncia que s’estableix entre aquest i els teixits de I’hoste. Sembla que
aquest alt transport de glucosa no és dependent d’insulina, ja que sovint s’observen
estats d’hipoglucémia en aquests pacients, paral-lelament a nivells d’insulina normals o
fins 1 tot baixos (Jasani et al., 1978).

Des del punt de vista metabolic, la caracteristica més representativa de les
cel-lules tumorals, en especial les de més alt grau de malignitat, és 1’elevada capacitat
d’oxidar la glucosa en condicions aerobiques (Pedersen, 1978). Un altre factor
important que pot explicar I’alta capacitat glucolitica de les cel-lules tumorals és
’elevada activitat de I’ATPasa dependent de Na'/K' de la membrana plasmatica
(Argilés 1 Lopez-Soriano, 1990b). Aquesta activitat és conseqiiéncia d’un funcionament
defectuds d’aquest tipus de bomba, que opera amb gran ineficiéncia en la utilitzacio
d’ATP. Una altra caracteristica és la seva baixa activitat respiratoria i, en conseqiiéncia,
un efecte Pasteur (inhibici6 de la glucolisi en condicions aerobiques per excés d’ATP,
amb produccié de grans quantitats de lactat) poc marcat (Warburg, 1930). De fet, el
grau de malignitat del tumor es correlaciona amb la produccié aerdbica de lactat
(Pedersen, 1978). L’alta concentracio circulant de lactat augmenta la disponibilitat
hepatica d’aquest compost per la gluconeogeénesi, de manera que s’estableix un cicle
analeg al de Cori entre el fetge i el tumor. El fet que la glucosa sigui metabolitzada
només fins a lactat genera una energia molt petita en comparacié de la que s’allibera
quan I’oxidacio és total. La principal conseqiiencia d’aquesta utilitzaci6 tant ineficient
¢s que el fetge de I’hoste es veu obligat a sintetitzar activament glucosa, amb la
corresponent despesa energetica que dona lloc a una clara ineficiéncia metabolica.

Aixi, el pacient amb tumor presenta un metabolisme molt diferent del d’un
individu sa, basicament perqué els tumors tendeixen a utilitzar grans quantitats de
glucosa, i generen d’aquesta manera 1’activacié d’un mecanisme compensatori per part
del fetge (tant per la hipoglucémia com per 1’acidosi) que déna com a resultat una
produccid elevada de glucosa. Aquesta elevacid de les concentracions de glucosa en
plasma es deu principalment al desenvolupament de la resisténcia a la insulina i1 a
I’increment de les hormones contrareguladores com ara els glucocorticoides (Werk et

al., 1964) o el glucagd (Inculet et al., 1987).
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1.2.3 METABOLISME LIPiDIC

El metabolisme lipidic també esta alterat: s’observa una clara hiperlipidémia 1
una reduccid de les reserves del teixit adipos (taula 1) (Kralovic et al., 1977). L’atrofia
del teixit adipds, juntament amb la mobilitzacio de lipids que té lloc a I’hoste durant el
procés invasiu, contribueix notablement a la peérdua de pes corporal dels individus
caquectics. Tanmateix, 1 a diferéncia del que passa en el dejuni, la supervivéncia dels
individus portadors de tumor estd generalment poc correlacionada amb les reserves
lipidiques (Morrison, 1979). La mobilitzaci6 de les reserves lipidiques sembla que esta
relacionada amb la massa tumoral, 1 té lloc en les primeres etapes de la malaltia, quan la
mida del tumor encara és petita. La dissolucio progressiva de les reserves lipidiques
contribueix tant al manteniment de I’hoste com al desenvolupament tumoral. En un
principi es pensava que aquest proc€s estava activat per algun factor lipolitic alliberat
pel mateix tumor i de natura desconeguda. Posteriorment, 1’estudi s’ha centrat en un
mediador del sistema immune, el TNF-a.. En aquest sentit, s’ha descrit que el TNF-a. és
capag¢ d’inhibir ’activitat de la lipoproteina-lipasa (LPL) (Kern, 1988a), i possiblement
esta implicat en la hiperlipidémia observada en els animals portadors de tumors.
Recentment, pero, Todorov ef al. (1996) han aillat un factor amb efectes lipolitics en el
model tumoral MAC16, anomenat PIF (proteolysis-inducing factor) (vegeu apartat 2.6)
(Lorite et al., 1998).

En situacions com ara el dejuni o la diabetis, els nivells elevats d’acids grassos
circulants 1 la seva utilitzaci6 al fetge donen lloc a una produccié augmentada de cossos
cetonics (acetoacetat i B-hidroxibutirat), i també n’augmenten els nivells circulants
(Miles et al., 1980). Els cossos cetonics proporcionen un combustible alternatiu a la
glucosa 1, a la vegada, n’inhibeixen I’oxidaci6 i la utilitzacié de reserves lipidiques 1
proteiques (Robinson i Williamson, 1980). Els hepatomes de creixement rapid utilitzen
activament ’acetoacetat, i s’ha trobat activitat de B-hidroxibutirat deshidrogenasa en
hepatomes de Morris (Fenselau et al., 1975); contrariament, també s’ha observat una
baixa capacitat del metabolisme dels cossos cetonics en un carcinoma mamari de rata
(Mueller i Watkin, 1961). Possiblement la hipercetonémia sigui un avantatge per a
I’hoste, ja que evita la proteolisi muscular 1 una excessiva utilitzacid6 d’aminoacids de

cadena ramificada (Thompson i Wu, 1991).
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Com ja s’ha dit anteriorment, la mobilitzacio lipidica massiva déna lloc a una
hiperlipidémia profunda (Kralovic ef al., 1977), amb elevats nivells de VLDL 1 d’acids
grassos circulants (Mueller i Watkin, 1961). L’ambient hipoglucémic de 1’hoste és el
responsable de D’activacié de la mobilitzacié lipidica, 1 també 1’ambient hormonal
afavoreix aquest procés. Aixi, la produccidé disminuida d’insulina i la resisténcia a
aquesta, activen encara més el procés lipolitic 1 redueixen I’activitat de ’LPL del teixit
adipos (Evans 1 Williamson, 1988). A més, la sobreproduccié de glucocorticoides també
afavoreix aquesta situacio, a causa del marcat caracter antiinsulinic que tenen. L’LPL és
I’enzim responsable de la captacio dels triacilglicerols de la sang pels adipocits. La seva
activitat esta disminuida al muscul i al teixit adipds, tant en animals portadors de tumor
com en pacients humans (Vlassara et al., 1986), cosa que concorda amb I’alta
concentracid plasmatica de triacilglicerols que es detecta en aquesta situacid. El grau
d’inhibici6 de ’LPL depen del tipus de tumor, de manera que els que provoquen més
perdua de pes es correlacionen amb una inhibicié més forta de I’LPL.

A més de ’augment de la lipolisi, en diferents models de tumors experimentals 1
en neoplasies humanes s’observa una disminucié de la lipogénesi i alteracions del
metabolisme del colesterol, amb un augment de la colesterolemia total de 1’hoste. La
colesterolémia es deu principalment a una disminuci6 de 1’activitat de la lecitin-
colesterol aciltransferasa (LCAT), i1 la consegiient reduccié del colesterol lligat a la
fraccio lipoproteica HDL, (Dessi ef al., 1992a i 1992b). Aquestes alteracions porten a
un augment del contingut de colesterol del tumor, associat a una taxa augmentada de
sintesi de novo de colesterol. La capacitat de sintetitzar lipids (components importants
de la membrana cel-lular i mediadors intracel-lulars) per part de les cél-lules tumorals és
quasi sempre insuficient per satisfer les necessitats de la cel-lula, la qual cosa fa que els
hagi d’obtenir a partir dels sintetitzats al fetge de 1’hoste, on la seva sintesi esta
augmentada generalment. En canvi, el colesterol, un altre dels components de les
membranes cel-lulars, és sintetitzat activament a les c¢l-lules tumorals (Pedersen, 1978).

Les ce¢l-lules tumorals presenten una baixa capacitat de sintetitzar lipids, els
quals sén essencials per a la produccié d’energia i per a la proliferacio cel-lular. Gairebé
sempre la capacitat biosintética €s insuficient per satisfer les necessitats de la cel-lula
tumoral 1, per tant, ha d’obtenir els lipids a partir del fetge de 1’hoste, on generalment la
sintesi d’aquests ¢és elevada. Per tant, I’increment de la concentracid de lipids circulants

sembla que és una caracteristica dels estats tumorals, fins al punt que alguns autors han
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suggerit que els nivells al plasma podrien utilitzar-se per detectar la preséncia de tumors
en els pacients (Eisenberg, 1984).

La preséncia de la hiperlipidémia provoca un efecte immunodepressiu (Spiegel
et al., 1982), com també un efecte especific immunoregulador sobre monocits 1
macrofags (Chapman 1 Hibbs, 1977), que pot conduir finalment a la hipofuncionalitat

del sistema immunitari i a una disminuci6 de la superviveéncia.

1.2.4 METABOLISME PROTEIC

En individus sans i adults el recanvi proteic és continu i necessari per al
manteniment de la proteina corporal. Aquests individus tenen un balang nitrogenat en
equilibri, on la sintesi proteica és igual a la degradacid. Tanmateix, en els individus
portadors de tumor aquest equilibri esta alterat 1 hi ha un flux de nitrogen des dels teixits
normals als neoplastics, que dona lloc a un clar balang nitrogenat negatiu (Kurzer i
Meguid, 1986; Kern i Norton, 1988b), a causa d’una activacié de la degradacié enfront
d’una sintesi inalterada o reduida (recanvi proteic incrementat) (Lundholm et al., 1980;
Smith 1 Tisdale, 1993; Buzby et al., 1980). Una de les caracteristiques de la caquéxia,
I’asténia (fatiga mental 1 fisica), esta directament relacionada amb el desgast muscular.
La disminuci6 del pes corporal de I’hoste reflecteix, en gran manera, la perdua real de
proteina tissular, que porta a I’hoste a una situaci6 de malnutricié proteica que, sens
dubte, contribueix al procés caquectic. La disminucid de la proteina muscular comenga
en estadis primerencs de la malaltia neoplastica, i ja es manifesta en el moment de la
diagnosi en la majoria de pacients (Kern i Norton, 1988b). El mtscul esquelétic conté el
50% de la massa proteica corporal total i, un cop s’ha reduit per sota de la massa
considerada critica, pot produir-se la mort (Norton et al., 1987). Per aixo, la preservacid
de la proteina de 1’hoste és una fita important en les terapies dirigides contra la caquéxia
cancerosa.

En el nostre grup d’investigacidé es va demostrar, mitjangant diversos models
experimentals, que la sintesi proteica practicament no esta alterada al muascul esqueletic
durant el creixement tumoral, mentre que hi ha un gran increment de la degradacié
proteica tant en models tumorals in vivo (Costelli ef al., 1993; Carb¢ et al., 1994) com
in vitro (Llovera et al., 1995). A més, el nostre grup ha identificat també el mecanisme
proteolitic implicat en la degradacié del muscul esquelétic durant la caquexia: el sistema

proteolitic no lisosomal dependent d’ATP 1 ubiquitina (Llovera et al., 1995).
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A diferéncia del que passa al muscul esquelétic, molts autors descriuen una
sintesi proteica hepatica augmentada en els animals portadors de tumor (Tessitore et al.,
1987), de manera similar al que passa en situacions de sépsia o trauma (Fischer i
Hasselgren, 1991). A més, en pacients amb cancer s’ha observat un augment de la
producci6 de proteines de la fase aguda, com la a-glucoproteina acida, la a-antitripsina,
les proteines C-reactives 1 les haptoglobulines (Levin 1 Gevers, 1981), que s’han utilitzat
com a marcadors de la progressid tumoral en una gran varietat de tumors humans.
Tanmateix, pero, la sintesi d’albumina disminueix, i dona lloc a una hipoalbumineémia.
De fet, en ratolins portadors d’un tumor que produeix grans quantitats de TNF-a, s’ha
observat la inhibici6 de I’expressio del gen que té codificada la informacié de
I’albumina (Brenner et al., 1990), cosa que suggereix que aquesta citocina pot tenir un
paper important en la determinacié de la hipoalbuminémia. També s’ha observat que les
alteracions de la sintesi proteica hepatica poden ser mimetitzades per citocines com ara
el TNF-a 1 la IL-1. De tota manera, la IL-6 sembla que és el principal regulador de la
sintesi de les proteines de la fase aguda en hepatocits humans. Aquest fet és
especialment interessant, ja que Jablons ef al. (1989) demostraren que I’administracio
de TNF-o a pacients amb cancer produia I’aparicié immediata d’IL-6 al sérum.
L’augment de la sintesi proteica al fetge esta lligat a un increment de la captaciod
d’aminoacids, en particular dels gluconeogenics com ara 1’alanina i altres transportats
pel sistema A (Argilés ef al., 1989b).

La principal font de nitrogen del tumor son els aminoacids procedents de la
massa muscular. Mider va introduir el terme trampa de nitrogen per explicar la facilitat
d’alguns tumors per captar aminoacids, tant per la seva oxidacié com per la sintesi de
proteines i1 acids nucleics (Mider, 1951). La captacio excessiva de certs aminoacids per
les cel-lules tumorals pot causar una disminucio6 de la disponibilitat d’aquests compostos
per part dels teixits de 1’hoste, en particular del muscul esquelétic, cosa que contribuiria
al balang nitrogenat negatiu observat en pacients neoplastics (Argilés et al., 1992).
Aquest balan¢ nitrogenat negatiu comporta una alliberacié massiva d’aminoacids,
especialment en forma d’alanina 1 glutamina (Argilés i Azcon-Bieto, 1988), que en part
seran captats pel fetge per ser utilitzats per la via gluconedgena (Waterhouse et al.,
1979) i la sintesi de proteines (Pain et al., 1984), de manera que s’estableix un flux
important d’aminoacids del muscul al fetge (Fischer i Hasselgren, 1991). En aquest

sentit, s’ha demostrat que la velocitat de conversi6 d’alanina a glucosa és molt més alta
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en els individus portadors de tumor que en els controls, probablement en relacié amb el
fort requeriment de glucosa per part del tumor (Burt ef al., 1981).

La concentracié dels aminoacids plasmatics en condicions de neoplasia no
segueix un patrd definit, 1 depen de diversos factors: variacions en la ingesta de
proteines, canvis en [’absorcio intestinal, alteracions en la biosintesi hepatica
d’aminoacids, canvis en ’oxidaci6 d’aquests, diferéncies entre la sintesi proteica i
I’activitat proteolitica dels teixits, entre altres factors (Medina et al., 1992). La
glutamina, a més de ser el principal vehicle transportador de nitrogen entre I’hoste i el
tumor (Medina ef al., 1992), i un dels aminoacids circulants més abundants a la sang
d’animals portadors de tumor, és un dels principals aminoacids utilitzat pel tumor per a
la sintesi de proteines i bases nitrogenades. La concentracio intracel-lular al tumor és,
tanmateix, molt baixa a causa de la seva transformacio rapida i de la baixa activitat de la
glutamina-sintetasa (Rivera, 1985). Els hepatomes de creixement rapid, com ara els
tumors ascitics d’Erhlich, sén capagos d’oxidar glutamina a través de la glutaminasa
dependent de fosfat present a les mitocondries (Sauer et al., 1982). Per tant, el tumor
indueix una resposta especifica en el metabolisme de I’hoste que porta a un augment
dels nivells circulants de glutamina.

El metabolisme dels aminoacids de cadena ramificada (AACR), en particular el
de la leucina, també experimenta canvis importants durant el creixement tumoral. La
presencia del tumor pot augmentar considerablement les necessitats diaries de leucina
en humans (Lazo, 1981), a causa d’un increment en 1’oxidaci6 muscular de leucina
(Paxton et al., 1988; Goodlad ef al., 1981) i a la demanda per part del tumor (Argilés 1
Loépez-Soriano, 1990a).

El metabolisme de la serina també esta alterat als teixits neoplastics. Atés el seu
paper en la sintesi de fosfolipids, proteines, pirimidines i en la gluconeogenesi, aquest

aminoacid també és captat en grans quantitats pel tumor (Sauer et al., 1982).
2. MEDIADORS DE LA CAQUEXIA

Malgrat que la malnutrici6 i la competeéncia metabolica que s’estableix entre el
tumor i ’hoste estan implicats en el desenvolupament de la caquéxia, s’ha de tenir en
compte la participacié de determinats factors circulants alliberats pel tumor o generats

per la reaccid de I’hoste. Alguns dels efectes sistemics que tenen lloc en els individus
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amb cancer s’han atribuit a factors lipolitics 1 proteolitics produits pel tumor (Beck i
Tisdale, 1987). A més, I’estat hormonal de I’hoste pot tenir un paper important, ja que
s’han descrit nivells elevats d’hormones cataboliques, nivells baixos d’insulina i

resisteéncia a la insulina en teixits periferics.

2.1 INSULINA

La insulina actua sobre la proteina muscular per mitja de la disminuci6 de la
proteolisi 1 ’augment de la sintesi proteica (Fulks et al., 1975). El paper important de la
insulina es va observar en estudis fets amb animals dejunats i diabétics, en els quals els
nivells baixos d’insulina contribuien a la protedlisi muscular (Li i Goldberg, 1976).
També s’ha descrit que en alguns tipus de tumor, malgrat haver-hi hiperinsulinémia,
I’hoste perd massa muscular, a causa segurament del desenvolupament de la resisténcia
a la insulina (Lawson et al., 1982); encara que no es coneix el mecanisme involucrat
(alteracié en la conversid de la proinsulina a insulina, nivells elevats d’hormones
antagonistes, preseéncia d’anticossos contra I’hormona o contra el receptor, anomalies al
receptor, etc.). D’altra banda, s’ha observat més aclariment en pacients neoplastics 1
anorectics (Byerley et al., 1991), que pot inhibir la supressié de la produccio hepatica de
glucosa, 1 evitar aixi ’aparicio de la hipoglucémia. Aquestes alteracions del
metabolisme poden reflectir una capacitat adaptativa de l’individu per evitar la
hipoglucémia per restricci6 calorica, 1 €s reversible amb 1’administracié d’aliment

(Zuniga-Guijardo et al., 1986).

2.2 HORMONES TIROIDALS

Des de fa molt temps, hi ha descrites alteracions dels nivells d’hormones
tiroidals associades a malalties neoplastiques. Aixi, s’han detectat nivells baixos de T3
associats a nivells normals, elevats o reduits de T4. Els nivells baixos de T3 es poden
deure a la inhibici6 de 1’enzim responsable de la conversid periférica de T4 (Chopra et
al., 1978). Els nivells baixos de T4 s’associen a malalties greus i es correlacionen
positivament amb la taxa de mortalitat. En animals portadors del carcinoma de Walker

256, s’han observat nivells baixos d’ambdues hormones. Tant en aquest cas com en la
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patologia humana, els nivells de TSH so6n normals, cosa que suggereix que la glandula

tiroide no esta en situacié d’hipofuncionalitat (Kumara-Siri ef al., 1981).

2.3 GLUCOCORTICOIDES

En diferents malalties, com ara infeccid, anoréxia i cancer, s’han descrit nivells
elevats de cortisol. Aquest augment de la sintesi de glucocorticoides per la glandula
adrenal facilitaria la mobilitzacid de les proteines musculars i la captacié hepatica
d’aminoacids. En casos de cancer de mama, s’ha observat una correlacié directa entre
I’estadi clinic de la malaltia i la produccié de cortisol (Sdez, 1971). D’altra banda, en
animals portadors de tumor s’ha descrit una marcada hipertrofia de la glandula
suprarenal, que no s’evita amb una nutricié forcada (Begg, 1958). En les fases inicial i
terminal del desenvolupament del tumor, la glandula suprarenal és poc sensible a
I’hormona adrenocorticotropa (ACTH) (Kavetsky et al., 1962), amb un periode
intermedi de sensibilitat elevada, perd no es coneix en profunditat el paper dels

glucocorticoides en el creixement tumoral.

2.4 CATECOLAMINES

L’adrenalina i la noradrenalina sén mediadors que actuen sobre el sistema
simpatic 1 son sintetitzats en la porcido medul-lar de la glandula suprarenal. Normalment,
en els animals portadors de tumor, els nivells de catecolamines estan augmentats i, per
tant, proporcionen a I’organisme gran quantitat de substrats susceptibles de ser oxidats,
com ara glicerol, acids grassos i cossos cetonics, i1 alhora deprimeixen 1’oxidacié de la
glucosa. Aquesta disponibilitat de substrats transformables en energia permet a

I’organisme superar situacions d’estrés de diversos origens.

2.5 FACTORS MOBILITZADORS DE LiPIDS (LMF)

S’ha suggerit que part dels efectes observats en animals experimentals portadors
de tumors podrien ser el resultat de I’accid directa dels compostos secretats pel mateix
tumor o per I’hoste, com a resposta al creixement tumoral. Aquests compostos van rebre
inicialment el nom de factors mobilitzadors de lipids o LMF, i la seva concentracié al

serum de pacients amb cancer estaria relacionada amb la magnitud de la perdua de pes.
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Nakahara 1 Fukuoka (1948), a partir de teixits tumorals, aillaren un factor anomenat
toxohormona, que és una proteina de 75 kD responsable de la pérdua de lipids i de la
immunosupressio. Un factor de caracteristiques similars s’ha trobat en el serum de
pacients amb caquéxia cancerosa, absent en individus sans, tant alimentats com
dejunats. M¢s tard, a partir de ratolins portadors de sarcomes i de pacients amb
hepatomes, es va aillar I’anomenada toxohormona-L, la qual, administrada a animals
experimentals, indueix una clara mobilitzacio lipidica (Masuno et al., 1984). També
s’ha aillat un factor lipolitic de 5 kD a partir del timus de ratolins portadors del limfoma
AKR 1 de linies derivades d’aquest tumor (Kitada et al., 1981).

D’altra banda, el grup de Tisdale desenvolupa un model tumoral: MAC16, un
adenocarcinoma muri de colon induit amb metilcolantre, capa¢ d’induir caquéxia amb
una massa tumoral molt petita i en abséncia d'hipofagia (Tisdale, 1990). En aquest
model s’ha trobat un factor mobilitzador de lipids responsable de la dissolucié del teixit
adipds 1 també implicat en la degradacio proteica muscular (Beck i1 Tisdale, 1987). En
canvi, en un adenoma analeg perdo no caquectic (MACI13), I’activitat lipolitica del
plasma és significativament inferior. Quan el factor lipolitic procedent dels animals amb
MACI16 s’injecta a animals sans, es produeix una reduccié de la massa corporal
acompanyada d’una peérdua de teixit adipos, sense variacions en la ingestié (Beck et al.,

1990).

2.6 FACTOR INDUCTOR DE PROTEOLISI (PIF)

Recentment, s’ha identificat un compost amb un pes molecular relatiu de 24 kD 1
amb caracteristiques de proteoglica que s’ha anomenat factor inductor de proteolisi o
PIF. Aquest pot induir caquexia in vivo activant el catabolisme proteic muscular sense
provocar anoreéxia. També s’ha detectat a 1’orina de pacients amb caquéxia cancerosa,
pero no en individus sans 0 amb cancer amb poca perdua de pes corporal (Todorov et
al., 1996). De fet, els factors inductors de protedlisis (PIF) aillats pel grup de Tisdale
son dos: un es va obtenir a partir del tumor muri inductor de caquéxia MAC16 (Lorite et
al., 1998) 1 I’altre, idéntic inmunologicament, a partir del melanoma huma G361, tumor
també inductor de caquéxia quan s’inocula a ratolins nude (Todorov et al., 1999).
Ambdos factors induien pérdua de pes corporal quan s’injectaven a ratolins sans, sense
produir canvis ni en la ingestié ni en la beguda. La pérdua de pes es devia a la

disminucié de la massa no grassa de la carcassa (Lorite et al., 1998; Todorov et al.,
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1999). A més, s’han detectat nivells elevats de PIF en pacients amb tumor afectats per la

caquexia (Wigmore et al., 2000; Belizario et al., 1991).

2.7 CITOCINES

S’ha suggerit que, d’entre els mecanismes que desencadenen la caqueéxia
cancerosa, les citocines tenen un paper primordial en un ampli ventall d’accions
fisiologiques. La produccié d’aquests mediadors de la resposta immunitaria esta
regulada d’una manera extraordinariament complexa, i els desequilibris en la produccio
poden conduir a una amplia gamma d’alteracions metaboliques.

En situacions d’infeccid, trauma o creixement tumoral, I’hoste experimenta una
série d’alteracions bioquimiques i fisiologiques, com sén anorexia, febre, mobilitzacio
proteica muscular, canvis en els patrons leucocitics, en el metabolisme de carbohidrats 1
greixos, 1 alteracions en el patro de sintesi proteica hepatica. Inicialment es va pensar
que aquests canvis eren atribuibles a factors produits per 1’agent invasor, pero
actualment se sap amb certesa que son provocats pel mateix hoste, com a mecanisme de
defensa enfront de 1’estimul invasor. En molts casos, aquests canvis son responsables de
la recuperacid de 1’hoste, fomentant les necessitats anaboliques dels teixits immunes 1
reduint el grau de destruccio cel-lular (Evans et al. 1989).

Molts dels canvis del metabolisme de 1’hoste es poden explicar per la produccid
endogena de citocines, peptids sintetitzats majoritariament per les cel-lules del sistema
immunitari que s’indueixen com a resposta davant del procés invasiu. En situacions de
malaltia s’ha observat un augment de la sintesi de citocines (Moldawer i Copeland,
1988) que, com s’ha demostrat en gran nombre d’estudis, indueixen una serie de canvis
metabolics importants. Aquests factors es van descriure inicialment com a activitats que
es trobaven en sobrenedants de cultius cel-lulars i que podien modular una gran varietat
de respostes biologiques, com ara la produccié d’anticossos, I’increment de la resposta
dels limfocits T contra antigens o mitogens, i el creixement 1 la diferenciaci6 de cel-lules
precursores hematopoétiques.

Les citocines produeixen una gran varietat d’activitats biologiques, com sén
immunitat, inflamacid, hematopoesi, curacié de ferides, i participacié en la resposta
sistémica contra agents invasius i altres malalties. Aixi, s’ha observat que en certes
situacions patologiques, la biosintesi de les citocines s’incrementa (Moldawer i

Copeland, 1988). El terme citocina s’ha associat a vegades amb el concepte proteina
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similar a hormona (hormone-like protein), ja que els dos tipus de molecules (citocines i
hormones) actuen com missatgers intracel-lulars. La diferéncia radica en el fet de que
les hormones son produides generalment per oOrgans especialitzats (glandules
endocrines) 1 provoquen els seus efectes sobre cel-lules distants del punt on s’han
sintetitzat, mentre que les citocines son produides per cel-lules aillades de diferents
organs del cos i les seves accions es produeixen en el microambient que envolta la
cel-lula productora, 1 fan que el seu paper biologic consisteixi a establir una xarxa de
comunicacions entre les cel-lules de cada teixit o organ (Billiau i Vandekerkhove,
1991).

Les citocines regulen les interaccions entre cel-lula i ceél-lula en situacions
normals 1 patofisiologiques, i poden exercir la seva accidé de manera autocrina, paracrina
o endocrina mitjangant la interaccio amb receptors especifics que hi ha a la membrana
de la cel-lula diana. Aquesta interaccio pot induir proliferacio, activacio, diferenciacio o
mort de la cel-lula diana. Inicialment es van considerar les citocines com reguladores de
la resposta immune, perd posteriorment s’ha constatat que tenen una funcidé molt més
amplia en la comunicaci6 cel-lular. Actualment se sap que les citocines formen una
xarxa interactiva, de manera que les seves accions poden encavalcar-se, ser
antagoniques o sinérgiques, i induir la produccio6 d’altres citocines i dels seus receptors.
A causa d’aquesta complexitat, han d’haver-hi mecanismes que en controlin la
biosintesi, 1’alliberaci6 i 1’accid. Pel que fa a la biosintesi i I’alliberacio de les citocines,
aquestes estan estretament regulades per altres citocines 1 factors en diferents aspectes:
en la degradacid, en la modulacié dels receptors cel-lulars, o en la transducci6 de senyal.
La produccio 1 I’alliberacio de les citocines esta influenciada per cicles de
retroalimentacio positiva i negativa de la mateixa citocina o d’altres citocines.

Les citocines també formen xarxes interactives amb les hormones. S’han
descobert dos mecanismes nous que poden controlar 1’acci6 de les citocines. El primer
implica els antagonistes dels receptors (inhibidors de citocines de tipus I), els quals sén
molécules amb una homologia elevada amb les citocines i que s’uneixen al receptor
corresponent sense induir la transduccié de senyal; d’aquesta manera s’estableix una
competencia amb la citocina. El segon mecanisme consisteix en la unié que s’estableix
entre les molécules solubles del receptor (inhibidors de citocines de tipus II) i les
citocines. Aquestes molécules segresten les citocines i n’impedeixen la unié amb el

receptor de la membrana cel-lular (Gehr et al., 1992).
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Les citocines normalment no sén produides constitutivament, son efectives a
concentracions molt baixes (de picogram a nanogram) i, quan son alliberades, la seva
vida mitjana és molt curta. Els efectes de les citocines es produeixen mitjangant la unid
a receptors d’alta afinitat de la superficie cel-lular, que es troben en poca quantitat (de
100 a 1.000 per cel-lula) perd quan les cél-lules s’activen experimenten una gran up-

regulation.

2.7.1 PRINCIPALS TIPUS DE CITOCINES

Durant la resposta immunologica de I’hoste davant d’una situaci6 anomala
s’alliberen nombrosos mediadors, i un d’aquests son les citocines. Les citocines
constitueixen una superfamilia de compostos polipeptidics solubles que tenen
caracteristiques bioquimiques similars entre si, cosa que en dificulta la purificacio. Tot 1
que l'existéncia de diverses citocines es va descriure fa uns trenta anys, el seu aillament
en forma pura a partir de teixits ha estat molt dificil. La dificultat radica en el fet que les
citocines es produeixen en quantitats infimes i son molt labils. Fins als anys vuitanta no
es va disposar de les eines adients per afrontar aquelles dificultats. Aixi, es van poder
purificar 1 se’n van poder seqlienciar els gens gracies a les técniques
d'immunocitoquimica i DNA recombinant (Trotta, 1991). Durant les ultimes decades
s’ha avangat molt en el coneixement d’aquests compostos 1 de les funcions especifiques
de cada un d’ells, el que ha comportat certa confusido de la nomenclatura. D’aquesta
forma, en un principi se les va anomenar utilitzant diferents termes com interleucines
(“molecula que es mou entre els limfocits™), monocines (“molécules sintetitzades pels
monocits™) i citocines (“molécules que es mouen entre les cel-lules”). Tots aquests noms
no son del tot correctes; per exemple, les interleucines no només porten missatges entre
els leucocits sind també entre altres tipus cel-lulars, i les limfocines 1 monocines poden
ser sintetitzades 1 actuar sobre cel-lules no limfoides.

Actualment les podem agrupar en diferents families:
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Interleucines
Es coneixen actualment de la IL-1 a la IL-31

Factors de creixement hematopoiétics
Eritropoietina
CSFs (factors estimuladors de colonies)
Multi-CSF (IL-3)
GM-CSF (granulocyte/macrophage-CSF)
G-CSF (granulocyte —CSF)
M-CSF (macrophage-CSF)

Interferons
IFN-o
IFN-
IFN-y

Factors necrotics tumorals
TNF-a o caquectina
TNF-B o limfotoxina

Factors de creixement
EGF (epidermal growth factor)
TGF-a,, TGF-B (transforming growth factors)
FGF (fibroblast growth factor)
PDGF (platelet-derived growth factor)
NGF (nerve growth factor)
IGF (insulin-like growth factor)

Quimiocines
RANTES
MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1)

Taula 1. Principals tipus de citocines.

També es poden diferenciar dos grups de citocines si en tenim en compte el
paper en la caquexia: les procaqueéctiques i les anticaquectiques.

Les citocines implicades en I’activacid6 de la resposta inflamatoria
desencadenada pel sistema immunitari en resposta a estimuls invasius reben el nom de
proinflamatories. Les principals citocines d’aquest grup son el TNF-a, el TNF- o
limfotoxina, la IL-1, la IL-6, 'IFN-a, 'IFN-B i I'IFN-y. Les citocines que s’han
relacionat amb la resposta caquéctica (anomenades citocines procaquectiques)

pertanyen a aquest grup de citocines proinflamatories, d’entre les quals destaquen el
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TNF-a, la IL-1, la IL-6 1 ’IFN-y. Aquestes citocines, secretades pel sistema immunitari,
actuen sobre diversos teixits diana (medul-la oOssia, miocits, hepatocits, cel-lules
endotelials, etc.) en els quals activen una seérie de respostes biologiques que condueixen
al desgast tissular associat a la caquéxia (Argilés i Lopez-Soriano, 1999). Aquestes
citocines comparteixen molts efectes metabolics 1 la seva activitat esta intimament
interrelacionada; fins 1 tot es produeixen efectes sinergics.

Hi ha un altre grup de citocines, les antiinflamatories o anticaquéctiques, les
quals actuen en sentit contrari, modulant 1’accio de les citocines proinflamatories. En
aquest grup s’inclouen la IL-10, la IL-4, la IL-13, I’antagonista del receptor IL-1 (IL-
Ira), 1 altres molecules com ara el receptor soluble de la IL-6 (sIL-6R) i el receptor
soluble del TNF-o (sSTNFR) (Argilés 1 Lopez-Soriano, 1998).

La IL-15 és una citocina que no té un paper antiinflamatori com les anteriors,
pero ¢és una candidata important al grup de citocines anticaquéctiques gracies a les seves
accions anaboliques sobre el muscul esquelétic (Quinn et al., 1995).

A continuaci6é es descriura I’estructura i els efectes fisiologics d’una de les
citocines proinflamatories que més impacte ocasiona en la simptomatologia de la

caquexia: el TNF-a.

3. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (TNF-a)

Malgrat que la caracteritzacié del factor necrotic tumoral o (TNF-a) es va fer fa
menys de dues decades, les primeres evideéncies de ’existencia d’un factor capag de
produir regressié en tumors es remunten al segle passat, quan un cirurgia de Nova York,
William B. Coley, observa que malalts de cancer milloraven, en alguns casos, en
produir-los una infeccidé amb Streptococcus o Serratia (Coley, 1893; revisat per
Wiemann i Starnes, 1994). Cap als anys cinquanta, s’observa que els factors activadors
de leucocits produien febre quan s’injectaven a animals sans (Bennet i Beeson, 1953).
Més tard, es van definir aquests mitjancers en la resposta bioldogica com un pirogen
endogen, producte del sistema immunitari (Atkins, 1984). D’altra banda, diversos
estudis de I’agent bacteria implicat en el procés de regressié tumoral observat per Coley
portaren a la conclusié que era un lipopolisacarid que, malgrat la gran toxicitat, era util
com a agent antineoplastic i inductor del procés de necrosi hemorragica (Shear i Turner,

1943). En el mateix sentit, s’obtingué sérum de ratolins infectats amb bacteris
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productors de lipopolisacarid, i es va veure que era util per tractar tumors d’altres
animals (O’Malley et al., 1962). Altres estudis posteriors sobre productes secretats per
leucocits portaren a la definicié de diverses activitats de les molécules produides per
aquestes cel-lules 1 implicades en la resposta de 1’hoste a estimuls invasors: mediador
endogen leucocitic, pirogen endogen, factor d’activacié leucocitic, etc. Una d’aquestes
molécules fou anomenada caquectina quan va ser considerada el mitjancer de la
sindrome caquéctica associada a infeccions croniques i neoplasies. La caquectina fou
aillada de la linia cel-lular RAW 264.7 de macrofags activats de murids, on un 1,1-2%
de les seves secrecions son caquectina (Beutler ef al., 1985a).

L’any 1984 es van caracteritzar 1 clonar el factor necrotic tumoral a 1 la
limfotoxina, s’observa una gran homologia entre ambdues (Pennica et al., 1984; Gray et
al., 1984; Aggarwal et al., 1985a). A més, es va poder constatar una gran homologia
entre la caquectina de ratoli 1 el TNF-a huma; de fet, la posterior seqiienciacio
d’ambdues proteines posa de manifest que es tractava de la mateixa molécula (Beutler
et al., 1985a) 1 que el TNF-a era el principal mediador de la sepsia induit per
I’endotoxina bacteriana (Beutler et al., 1985b). Un any més tard es va redescobrir una
altra funcié del TNF-a: la de factor inductor de diferenciacio (Takeda et al., 1986).
Darrerament s’estan aclarint molts encavalcaments de funcions i molécules conegudes
amb més d’un nom, que es creien diferents; per exemple, funcions antigament atribuides
al pirogen endogen se sap ara que es deuen a la [L-1 o al TNF-a.

Aixi doncs, dues linies molt diferents d’investigaci6, una encaminada a
I’aillament del missatger endogen de la necrosi 1 I’altra a la del missatger endogen de la
caqueéxia i la sépsia, conduiren a la conclusié que ambdds processos, necrosi tumoral i
xoc endotoxic, sorgeixen per I’accidé del mateix producte macrofagic: el TNF-a o
caquectina (Beutler i Cerami, 1987). Des de llavors s’han desenvolupat nombrosos
estudis sobre estructura, mecanismes d’accid i activitats biologiques del TNF-a, com
també de la complexa xarxa de citocines produides pel sistema immunitari de la qual en
formaria part. Aixo no obstant, sembla clar que el TNF-a és el responsable de totes les
alteracions nutricionals que es donen en infeccions, tumors i traumes, de les quals la
més important és la induccido de caquéxia. Ara per ara, és evident que la resposta
biologica de I’hoste no és cosa d’una sola proteina, siné d’un grup de moleécules que

actuen sincronicament (Moldawer i Copeland, 1988). Molts estudis cientifics han
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orientat els seus objectius a la manera d’eliminar els efectes toxics del TNF-a sobre

I’hoste, conservant els relacionats amb el procés de necrosi tumoral.

3.1 BIOSINTESIS I ESTRUCTURA PROTEICA

Fins I’any 1984 es creia que els macrofags eren les uniques cel-lules productores
de TNF-a, encara que actualment se sap que els tipus cel-lulars productors son
nombrosos: macrofags, limfocits B 1 T, polimorfonuclears, fibroblasts, cél-lules
musculars llises, osteoblasts, cel-lules epitelials de la retina i nombroses linies tumorals
(revisat per Aggarwal i Natarajan, 1996). Es possible, fins i tot, que tots els tipus
cel-lulars puguin expressar el gen del TNF-a sota condicions adequades, encara que no
se n’hauria descobert la sintesi a causa dels baixos nivells o per una estimulacio
inadequada (Aggarwal 1 Natarajan, 1996).

El precursor del TNF-oo en humans ¢és un propeptid de 233 aminoacids,
intracel-lular, ancorat a la membrana. Alla és trencat proteoliticament, s’allibera la
forma extracel-lular de la proteina madura activa de 157 aminoacids (17 kD), i deixa a
la membrana un peptid de 76 aminoacids (peptid senyal de 14 kD) (Jue et al., 1990). La
secrecid del TNF-a és un procés altament regulat i encara que no s’ha identificat la
proteasa, les metal-loproteinases semblen estar-hi implicades (Gearing et al., 1994 i
1995). Hi ha un alt grau d’homologia entre el TNF-a de diferents espécies, tant en la
seqiiencia dels aminoacids com en la dels nucleotids, pero, a diferéncia de la versio
humana, el TNF-o muri és glicosilat i la glicosilacié diferencial dona lloc a la secrecid
de diverses isoformes d’elevat pes molecular que semblen tenir la mateixa bioactivitat
(Sherry et al., 1990; Jue et al., 1990). La prohormona no processada de 26 kD ¢és
inactiva (Kriegler et al., 1988), pero recentment s’ha suggerit que es pot ancorar a la
membrana plasmatica per la regid pro, exposar extracel-lularment la seqiiéncia madura i
exercir bioactivitat local (Decker et al., 1987; Kriegler et al., 1988; Cseh i Beutler,
1989). En la forma madura es coneix 1’existéncia d’un pont disulfur entre dues cisteines
situades en les posicions 69 1 101, i una histidina a la posicié 73 que li donen una
conformacié determinada (Pennica ef al., 1984 i 1985), perod que no son essencials per a
la seva activitat biologica (Fiers et al., 1991a i 1991b). La seqiiencia del peptid senyal,
molt llarga respecte a altres proteines, €s rica en aminoacids hidrofobics 1 €s sensible a

la tripsina.
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L’estructura nadiua del TNF-a €s un trimer amb una massa molecular total de 52
kD, de gran similitud topologica amb el TNF-f3. Cada subunitat conté una estructura
antiparal-lela de tipus sandwich (Jones et al., 1989; Eck et al., 1988). Es tracta d’una
proteina estable en un ventall ampli de pH (de 5,5 a 10), perd una desnaturalitzacio
deguda al pH és irreversible. També perd la seva activitat per sobre dels 100°C, i es
destrueix per 1’accio de la tripsina, ’elastasa i la O-quimotripsina. Nombrosos estudis
han tractat d’establir la relacié entre estructura i funcid, cosa que permetria redissenyar
la citocina eliminant-ne la toxicitat, perd0 mantenint-ne 1’activitat anticancerigena.
Estudis de mutagenesi dirigida i delecio parcial han establert regions de la molécula
essencials per a la uni6 al receptor o per a I’activitat biologica (Kircheis et al., 1992;

Gase et al., 1990; Zhang et al., 1992).

3.2 ESTRUCTURA GENICA I REGULACIO

El gen que té codificada la informacié del TNF-a es troba en el brag curt del
cromosoma 6 huma (Nedospasov et al., 1986; Aggarwal et al., 1987), molt a prop del
gen que que té codificada la informacié del TNF-B, a la regié del complex major
d’histocompatibilitat (Spies et al., 1986; Muller et al., 1987). Hi ha una homologia del
80% en la seqiiencia de nucleotids entre rates, conillets d’indies 1 humans. El gen huma
t¢ 3 kb de llargada i tres introns de gran homologia als de conill i rata. També es
conserven les regions no traduides a 3'1 5', i sembla que tenen un paper important en la
regulacié de I’expressié de la proteina. El seu mRNA conté a 3' una seqiiencia de 33
nucleotids d’uridina i adenosina, repeticions de I’octamer UUAUUUAU. Aquesta
seqliencia també es troba en altres citocines com ara interleucines, limfotoxines i1
interferons, 1 en oncogens (Caput et al., 1986). Alguns estudis recents suggereixen que
d’aquesta seqiiéncia no traduida dependra la vida mitjana de ’'mRNA, que generalment
no supera els 10 minuts (Moldawer i Copeland, 1988). Un cop sintetitzada la proteina,
té una vida mitjana molt curta, semblant a la d’altres citocines; en conills s’ha estimat
sobre els 6 minuts. La seva biodegradaci6 es duu a terme al fetge, al rony6 i a la pell
(Beutler et al., 1988).

La producci6 de TNF-a esta regulada per nombrosos estimuls. La endotoxina
fou considerada fa anys com el principal activador de la seva sintesi, encara que

actualment es sap que les bactéries gram-positives, fongs, llevats, micoplasmes,
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cel-lules tumorals, RNA i DNA viric, nombroses citocines , mitogens, activadors de la
seva sintesi (revisat per Aggarwal i1 Natarajan, 1996). Igualment, les radiacions
ionitzants (Hallahan et al., 1989) i els estimuls fisiologics diversos com ara febre, xoc
termic o estrés, poden induir-ne la sintesi en macrofags. El mecanisme d’accid de
I’estimulacio no és ben conegut, tot i que les serina/treonina-cinases, les tirosina-cinases
1 les serina/treonina-fosfatases, les proteases, 1’inositol fosfat, la fosfolipasa D i les
prostaglandines semblen implicades (Chung et al., 1992; Lee et al., 1994). També soén
diversos els factors que produeixen una disminucio de I’expressio del gen del TNF-a.,
com esteroides, inhibidors de la sintesi de prostaglandines, inhibidors de proteases i
fosfodiesterases 1 algunes citocines (Espevik ef al., 1987; Nguyen et al., 1990; Roby 1
Hunt, 1994; Chao et al., 1995; Kunkel et al., 1988).

3.3 RECEPTORS DEL TNF-a (TNFR1 i TNFR2)

Els receptors del TNF-a son presents en gairebé tots els tipus cel-lulars amb
poques excepcions, com son els eritrocits 1 els limfocits T no activats (Fiers et al.,
1986). Hi ha dos tipus de receptors del TNF, que son comuns per al TNF-a i el TNF-f3:
receptor de tipus I (TNFR1) també anomenat p55, CD120a o 55 kD; i receptor de tipus
IT (TNFR2) també anomenat p75, CD120b o 75 kD (Loetscher ef al., 1991). Aquests
dos receptors pertanyen a la mateixa familia del receptor de I’'NGF i d’altres proteines,
com ara CD27, CD30, CD40 i TNF-RP (TNF related protein), caracteritzades per
presentar certs dominis (de tres a sis) rics en cisteina a la part extracel-lular de la
molecula.

El receptor de tipus II s’expressa principalment en cél-lules endotelials 1 del
sistema immunitari, mentre que el de tipus I es troba practicament en tots els tipus
cel-lulars. Ambdos uneixen el TNF-a i el TNF-3 amb alta afinitat (Schoenfeld et al.,
1991). En estudis d’uni6 dels dos tipus de receptors murins al TNF-o huma, s’ha vist
que el receptor muri de tipus II és especific d’especie, mentre que el de tipus I mediara
les respostes que el TNF-a indueixi en ratolins (Lewis et al., 1991). L’expressio
d’aquests tipus de receptors esta regulada independentment (Hohmann et al., 1990), i tot
1 que que la seva presencia és indispensable per traduir-se en un efecte biologic, no hi ha
correlacio entre el nombre de receptors 1 la magnitud de la resposta, o fins i tot la

direccio de la resposta (Fiers ef al., 1991a 1 1991b). S’ha determinat que és suficient un
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5% de receptors ocupats per generar una resposta biologica, encara que a
concentracions fisiologiques se’n pot arribar a ocupar el 50% (Aggarwal ef al., 1985b).

El domini extracel-lular del receptor de tipus I consta de 182 aminoacids, i el de
tipus II, de 235; ambdds son N-glicosilats, pero sols el darrer és O-glicosilat. Ambdues
seqliencies estan relacionades entre elles, cadascuna amb quatre seqiiéncies repetitives,
d’uns 40 residus de llargada amb sis (alguns amb quatre) residus de cisteina. El domini
citoplasmatic del receptor de tipus I és de 220 aminoacids, i el del tipus II de 174; en
aquesta regié no hi ha homologia, i cap d’aquests dominis dona informacié de la seva
funci6. Els dominis intracel-lulars no tenen cap activitat enzimatica intrinseca i medien
els seus senyals mitjangant el reclutament de proteines citosoliques a través de dominis
d’interaccid proteina-proteina. La familia del receptor del TNF-a se subdivideix en dos
grans grups: el primer inclou receptors com el TNFR1 i el receptor de Fas i contenen un
domini anomenat death domain (DD), el segon inclou receptors com ara el TNFR2 i
CDA40, 1 presenten un motiu que s’uneix a proteines de la familia del factor associat al
receptor de TNF-a (TRAF) (Liu et al., 1999).

En ratolins s’ha descrit que els dos tipus de receptors inicien vies de senyals que
donen lloc a la inducci6 de diferents respostes cel-lulars. El de tipus II inicia els senyals
per a la proliferacio dels timocits 1 les cel-lules T citotoxiques, per a la inducci6 genica i
per a I’apoptosi; mentre que el de tipus I inicia els senyals per a la citotoxicitat, resposta
proinflamatoria 1 la induccié de [Dactivitat protectora, activant la Mn-superoxid
dismutasa (MnSOD) (Tartaglia et al., 1991). Aquestes diferencies en la resposta poden
estar relacionades amb les diferéncies marcades de les regions intracel-lulars d’aquestes
molécules (Dembic et al., 1990).

Els gens que tenen codificada la informacié d’aquests dos receptors estan
localitzats en cromosomes diferents del genoma huma. El gen del TNFRI és al
cromosoma 12 (p13) i el del TNFR2, al cromosoma 1 (p36) (Baker et al., 1991).
Aquestes dues regions del genoma huma s’ha vist que estan implicades en els canvis
cromosomics dels desordres neoplastics (Trent et al., 1989). Els gens que tenen
codificada la informaci6 dels dos receptors murins també mapen en cromosomes
diferents: el TNFR1 ¢és al cromosoma 4 i el TNFR2, al cromosoma 6 (Goodwin et al.,
1991). El gen que que té codificada la informaci6 del TNFR1 s’expressa
constitutivament, i els agents que modulen el nombre de receptors a la superficie
cel'lular no alteren I’expressié d’aquest gen; per tant el mecanisme de regulacio és

posttranscripcional (Lindvall ef al., 1990). El gen del TNFR2 ¢és induible.
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Els receptors de TNF-a, igual que la mateixa citocina, estan fortament regulats
per multitud de molécules, especialment per ’IFN-y, tot i que el sentit de la regulacid
varia entre tipus cel-lulars (Drapier 1 Wietzerbin, 1991; Aggarwal i Pandita, 1994).
Altres citocines que poden regular I’expressio dels receptors de TNF-a son les
interleucines 1, 2, 4, 6 1 8, 1 el GM-CSF, com també 1’hormona estimuladora de la
tiroide (TSH). També el mateix TNF-o regula els seus receptors, indueix la
internalitzacido del TNFRI1 i la secrecio en el medi extracel-lular del TNFR2 (Higuchi 1
Aggarwal, 1994). També s’ha descrit modulacid per agents despolimeritzadors de
microtubuls, i1 també activadors o inhibidors de la proteina-cinasa C, els
glucocorticoides, el retinal, I’LPS, les lectines, el PAF, etc. (revisat per Aggarwal i
Natarajan, 1996).

S’ha descrit la secrecid d’ambdos receptors al medi extracel-lular, per proteolisi
parcial dels dominis extracel-lulars (Engelmann et al., 1990; Schall et al., 1990;
Himmler et al., 1990), tant in vivo com in vitro. Es un procés altament regulat (Zhang,
1994) 1 aquest fet €s més comu en el receptor TNFR2 que en el TNFR1. S’han trobat, in
vivo, receptors solubles en sérum 1 orina de pacients amb cancer, i s’ha suggerit que
podrien competir pel TNF-a amb els receptors de membrana, inhibint-ne 1’accid, i
alhora, com que la uni6 és reversible, afectarien les cinétiques farmacologiques i
I’estabilitat del TNF-a (Engelmann et al., 1990).

Pel que fa a la transmissid de senyal, s’ha proposat que el TNFR2 més que
transduir el senyal d’ell mateix, actuaria passant el TNF-o que capta el TNFRI1
(Tartaglia et al., 1993). Altres estudis suggereixen que la senyalitzacid a través de
TNFR2 és additiva a la de TNFRI, 1 que aix0 requereix el domini intracel-lular de

TNFR2 (Declercq et al., 1998; Riches et al., 1998).

3.4 TRANSDUCCIO DEL SENYAL

El TNF-a, en forma trimera, interactua amb el receptor i, formant un complex,
s’internalitza en vesicules revestides de clatrina (almenys en el cas del TNRF1), que
després es transformen en endosomes, cossos multivesiculars i finalment acaben en els
lisosomes secundaris, on son degradats (Mosselmans et al., 1988). No hi ha evidéncies
que es recicli el receptor, perqué en abséncia de sintesi proteica el receptor no reapareix

a la superficie cel-lular (Scheurich et al., 1988). La vida mitjana dels receptors s’ha
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establert entre 30 minuts (Baglioni et al., 1987) 1 2 hores (Scheurich et al., 1988). La
resposta cel-lular esta correlacionada amb el nombre de complexos TNF-receptor
internalitzats, pero el nombre de receptors de la superficie cel-lular normalment no és
limitant (Scheurich et al., 1988). La internalitzacié dels receptors té lloc continuament,
pero el procés és accelerat per la unio al lligand (Smith et al., 1990). Al fetge, s’ha vist
que el TNF-a promou una regulacio negativa dels seus receptors, que estan latents a la
membrana plasmatica (Han et al., 1990).

La multiplicitat d’efectes biologics que desencadena el TNF-a, fins i tot en un
sol tipus cel-lular, fa pensar en la necessitat de diferents senyals per als diferents efectes
induits per la citocina. Tanmateix, com es desencadenen efectes tan diversos, i fins i tot
oposats entre ells, continua sent una incognita. Diversos estudis hi han implicat les
fosfodiesterases, les ceramides, els radicals superoxid, les cinases 1 fosfatases diverses,
les proteines G 1 nombrosos factors transcripcionals (revisat per Fiers et al., 1991b;

Beyaert i Fiers, 1994).

3.4.1 PROTEINES G

Sembla evident que la uni6 del TNF-a al seu receptor comporta 1’activacio de
proteines G. El receptor TNFR1 del TNF-a pot experimentar una down-modulation per
accio de la proteina-cinasa C 1, en alguns tipus cel-lulars, la proteina-cinasa A produeix
una up-regulation (Scheurich et al., 1989). A més, les proteines G estan involucrades en
la transducci6 del senyal, ja que I’accio citotoxica és inhibida per la toxina pertussis
(Suffys et al., 1987; Hepburn et al., 1987), i altres treballs n’han corroborat la
implicacid en la transducci6 de senyal del TNF-a (Imamura et al., 1988; Hotta et al.,
1999). Aquesta toxina desacobla proteines Gy, Gj 1 G, dels seus receptors. Imamura et al.
(1988) van descriure que el TNF-a promou la uni6 de nucleotids de guanidina a la
membrana de les cel-lules L929 1 HL-60, alhora que es produeix en paralel un increment
en l’activitat GTPasa. Encara que els receptors acoblats a proteines G contenen
normalment una estructura de set dominis transmembrana, aixd0 no €és una norma
universal. Esta descrit que la induccio dels receptors muscarinics en cél-lules musculars
respiratories per part del TNF-o esta mediada per una incrementada expressio i funcid

de les subunitats Ggio 1 Ggo 1 un augment en les vies de transenyalitzaci6é associades
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per una inhibicié de les subunitats Gjiq , Gize 1 Gizg (Gasic et al. 1999).

Altres evidéncies mostren 1’activacié d’una fosfolipasa C (PLC) especifica de
fosfatidilcolina (PC) i la hidrolisi d’inositol, amb la conseqiient elevacio dels nivells de
Ca*™ i de diacilglicerol (DAG) per part del TNF-a (Beyaert et al. 1993). Per altra
banda, s’han descrit que 1’elevada produccié de TNF-a en sepsis en el fetge produeix un
increment dels nivells intracel-lulars de calci 1 una activacié de la via mediada per la
proteina quinasa C (PKC) que desencadena la resposta de fase aguda (Sayeed, 1996).
També 1’activacio de les proteines G pel TNF-o comporta 1’activacié de la proteina
cinasa A (PKA), que activa el factor de transcripci6 CREB 1 de la fosfolipasa A,
(PLA,), via activacio de I’adenilatciclasa (Kronke et al. 1990). Sembla ser que la PLA;
té un paper en la citotoxicitat induida per aquesta citocina en determinats tipus cel-lulars
(Suffys et al. 1987). Les cel-lules sensibles tractades amb TNF-o alliberen acid
araquidonic al medi (Fiers et al., 1986; Suffys et al., 1987; Matthews et al., 1987,
Suffys ef al., 1991). Quan les cel-lules contenen els enzims adequats, 1’acid araquidonic
pot ser convertit a prostaglandines (Dayer et al., 1985) 1 altres eicosanoides; aixo
suggereix l’activacidé de la fosfolipasa A, i, com que només té lloc a les cel-lules

sensibles al TNF-a, sembla que és un pas necessari per a 1’accio citotoxica.

3.4.2 ACTIVACIO DE LES CASPASES

En Destimulacié de I’apoptosi pel TNF-a son determinants una série de
proteines portadores, al igual que el TNFRI1, de la regi6 DD (death domain), i que
sembla ser clau en la inducci6 de la mort cel-lular. Aquestes proteines, que formen
complexos amb el receptor, son la proteina DD associada a Fas (FADD/MORT1), la
proteina DD associada al TNFR (TRADD) i la proteina associada al receptor (RIP).
L’apoptosi induida per TNF-o implica a una familia de proteases relacionada amb ICE,
les caspases. Les caspases son proteases de cisteina, que existeixen en la cel-lula com
precursors inactius i sOn processats i activats en resposta a 1’estimul de mort cel-lular.
Quan el TNF-a s’uneix al seu receptor, aquest, s’uneix a TRADD, el qual alhora recluta
a FADD. A aquest complex s’uneixen la procaspasa 8 (FLICE) i la procaspasa 10
(FLICE2). La formacié d’aquest complex duu al autoprocessament i activacid

d’aquestes ultimes (Vincenz i1 Dixit, 1997). Per altra banda, TRADD activa la
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procaspasa 2 mitjangant la formacié d’un complex amb RIP (Ahmad et al. 1997). Les
caspases semblen mediar la senyal apoptotica mitjangant I’accio directa d’elles mateixes
o per l’acci6 mediada per la desestabilitzacié de Bcl-2, un enzim de la membrana

mitocondrial que actia prevenint 1I’apoptosi (Ksontini et al., 1998).

3.4.3 ACTIVACIO DE NF-«xB

El TNF-a indueix una rapida pero transitoria activacioé de c-fos 1 c-jun, i una
activacio més tardana de ’'NFxB (Lin 1 Vilcek, 1987; Osborn et al., 1989; Haliday et
al., 1991), tots tres factors de transcripcid nuclear. El TNF-a altera 1’expressio geénica
mitjangant 1’activaci6 de factors de transcripcid nuclears (Schutze et al. 1992). En
diversos tipus cel-lulars, un factor de transcripcid principal és el factor nuclear kB (NF-
kB). NF-kB es troba en el citoplasma en forma de complex inactiu unit a la proteina
inhibidora IkBa. El TNF-a estimula la degradaci6 del IkBo mitjangant el sistema
proteolitic dependent d’ubiquitina. Aleshores, el NF-kB s’activa i es transloca al nucli
(Palombella et al. 1994; Chen et al. 1996). Els mecanismes senyalitzadors postreceptor
varien segons el tipus cel-lular, explicant la naturalesa pleiotropica del TNF-a (Schutze
et el. 1992). NF-kB regula molts gens en la resposta immune i inflamatoria: indueix la
sintesi de la cadena lleugera de les immunoglobulines, del complexe major
d’histocompatibilitat, de citocines com IL-6 o IL-2 i de molecules d’adhesi6 com la E-
selectina, [CAM-1 o VCAM-1. Per altra part, 1’activacié del NF-kB ha estat implicada
en la prevencid de I’apoptosi induida pel mateix TNF-o (Beg 1 Baltimore, 1996).

L’activacio de NF-kB comenca per la formacié d’un complex entre el receptor
TNFR1 i dues molécules que s’associen a la seva regio citoplasmatica: TRADD i el
factor associat al TNFR2 (TRAF2). El TNFR2, al qual li manca la regi6 DD per
associar-se al FADD, ho fa directament a través de TRAF2 (Hsu et al., 1996). Encara
que es desconeix la seva accid concreta, la molecula de conexidé entre el complex
TNFR1-TRADD-TRAF2 1 Dactivaci6 de NF-«B sembla ser I’anomenada cinasa
inductora de NF-kB (Malinin et al., 1997). El mecanisme molecular d’activacidé de
I’NFxB pel TNF-a és un procés seqiiencial en el qual s’activa la fosfolipasa C
especifica de fosfatidilcolina (PC-PLC); aquesta provoca I’alliberament de 1' 2'-
diacilglicerol (DAG), el qual a la vegada activa una esfingomielinasa. Aquesta, al seu

torn, talla D’esfingomielina i produeix ceramida, molécula senyal donat que és
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necessaria 1 suficient per induir 1’activitat nuclear de I’'NF«xB (Schiitze et al., 1992;
Pushkareva et al., 1995). La producci6 de ceramides activa les CAPK (ceramide-
activated protein kinase) que permeten fosforilar la RAF-1, la qual inicia la cascada de
MAP-cinasa (Wiergnann ef al., 1994). A més, el PAI-2 (plasminogen activator inhibitor
type 2) inhibeix I’apoptosi induida pel TNF-a, cosa que també suggereix la participacio
d’una serina proteasa en ’accié del TNF-o (Aggarwal i Natarajan, 1996). A més de les
ceramides, també s’han implicat en 1’activacio de NF-«xB, les espécies reactives de
I’oxigen, la PKA 1 les cascades de cinases d’ERK1/2 i de p38 (Vabden Berghe et al.,
1998). En particular s’ha implicat a PKCE, la qual es troba downstream en la cascada

ctivada per ERK1/2 (Berra et al., 1998).

3.4.4 MAPKS

Nombrosos estudis suggereixen que el TNF-a indueix 1’activacioé de proteines-
cinases, les quals serien essencials en la transducci6d del senyal. S’observa que pocs
minuts després de la interaccidé amb el seu receptor, el TNF-a indueix la fosforilacio de
nombroses proteines, depenent del tipus cel-lular estudiat. La fosforilacié es produeix
tant en residus de serina com de tirosina, fet que indica 1’activaci6 de serina i tirosina-
cinases. Entre d’altres, s’activen la INK (c-jun kinase), I’hsp-27 1 la B-caseina-cinasa, la
c-RAF-I-cinasa, proteina-cinasa C (PKC), I’EGFR-cinasa (epidermal growth factor
receptor) 1 les MAP-cinases (mitogen activated protein). Malgrat aquesta fosforilacio de
proteines, el domini intracel-lular del receptor del TNF-a no presenta activitat de cinasa.
Es creu que algunes cinases intracel-lulars estarien lligades al receptor, i s’activarien
després de la uni6 del TNF-a a aquest (Aggarwal i Natarajan, 1996).

Tant la cascada de cinases activades per mitogens (MAPKs) d’ERK1/2, com la
de JNK/SAPK i la de p38 medien algunes de les senyals cel-lulars del TNF-a.

La via d’ERK1/2 (p44/p42) consisteix en una cascada de proteines-cinases que conecta
les senyals de creixement i diferenciacidé amb la transcripcid en el nucli. Els receptors de
factors de creixement i les tirosines cinases activen Ras, que alhora activa c-Raf, MEK i
les MAPKs. Les MAPKSs activades es transloquen al nucli, on activen la transcripcio al
fosforilar diferents factors de transcripcid. P44/p42 sén principalment activades per
factors de creixement via Ras-Raf-1, pero varis estudis han demostrat clarament 1’acci6

del TNF-a sobre aquestes cinases en miocits, macrofags, fibroblasts primaris i cel-lules
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de fibrosarcoma L.929sA (Boone et al., 1998; Begum et al., 1996). El TNF-a no sembla
actuar a través d’aquestes proteines 1 s’ha proposat que podria fer-ho a través de MADD
o ceramides (Schievella et al., 1997; Boone et al., 1998). Son activats per aquesta via els
factors de transcripcio de la familia STAT i TCF/Elk 1.

La via JNK/SAPK ¢s homologa a la de p44/p42 perd sembla ser activada per
estimuls diferents. Entre els estimuls extracel-lulars que activen aquesta via estan les
citocines proinflamatories, la llum UV, certs factors de transcripcio, inhibidors de la
sintesi de proteines i I’estrés osmotic (Davis, 1994; Sanchez et al., 1994; Derijard, 1995;
Raingeaud et al., 1995). Les citocines inflamatories com el TNF-a i IL-1 sembla ser que
activarien aquesta via mitjancant les proteines de la familia Rac/Rho, de les proteines
small GTP binding proteins, mentre que els inhibidors de la sintesi i la llum UV
semblen actuar independentment de Rac 1 Rho (Sluss et al., 1994; Coso et al., 1995).
Esta descrit que la unié de MADD al TNFR1 és necessaria per a I’activacié d’aquest via
per part del TNF-a (Schievella et al., 1997) aixi com la uni6 de TRAF2. La MEKK1
activada fosforila a SEK (també coneguda com MKK4), la qual alhora activa JNK
(SAPK). JNK s’uneix fortament a la regié terminal de c-jun i els fosforila a les serines
63 1 73. Mitjancant aquesta via també¢ s’activen els factors de transcripcidé ATF2 1
TCF/EIKI.

La via de la MAPK p38 també és activada per una varietat de situacions d’estrés
cel-lular: shock osmotic, citocines inflamatories, LPS, llum UV, i factors de creixement
(Han et al., 1994; Lee et al., 1994; Rouse et al., 1994; Freshney et al., 1994). Les
citocines proinflamatories sembla que senyalitzen per p38 a través de MEKK i1 SEK.
Esta descrit que el TNF-a, via p38, fosforila i activa la cinasa MAPKAP-2 i que
fosforila 1 activa els factors de transcripci6 CREB i ATF-2 (Brinkman et al., 1999).
Malgrat tot, p38 si sembla estar implicada en I’activacio de regulacié de la transcripcio
per TNF-o (Yamakawa et al., 1999). L’activacié d’aquesta via sembla ser mediada per
la proteina Racl i ser dependent de la uni6 de TRAF2 al receptor (Carpentier et al.,
1998).
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3.4.5 CERAMIDES

El TNF-a, actuant a través del TNFRI1, activa dues esfingomielinases; una
esfingomielinasa neutra localitzada a la membrana (nSM) 1 una esfingomielinasa acida
endosomal-lisosomal (aSM). L’activacid de les esfingomielinases comporta una
hidrolisi de ’esfingomielina per generar la ceramida, la qual activa alhora una cinasa
capa¢ de transmetre el senyal. L’activacid de les esfingomielinases acides sembla que
succeeix a través del complexe TRADD/FADD o através de DAG, i ’activacio de la
fosfolipasa acida a través de TRAF2/RIP. La ceramida €s un potencial segon misstage,
que ha estat relacionat amb la induccio d’apoptosi (Gamard et al., 1997) 1 com a senyal
mitogenica (Kolesnick i Kronke, 1998). En aquest sentit, s’ha descrit a la cinasa
activada per ceramida com activadora de la via de MAPKs p42/p44 (Boone et al.,
1998). Ni la aSM ni la nSM sembla ser que estiguin implicades en I’activacio de NF-xB
induida per TNF-a (Adam et al., 1998; Gamard et al., 1997). S ha proposat que la nSM
¢s mediadora de I’activacid de la fosfolipasa A2 (PLA2) per TNF-a, donant-li un paper
proinflamatori. A més, la ceramida ha estat implicada en la interferéncia del TNF-a
amb el senyal de la insulina. En general, poden mimetitzar molts dels efectes de les
citocines proinflamatories, pel que podrien ser mediadors de moltes de les seves

accions.

3.4.6 VIA DE JACKS/STATS

Una gran varietat de citocines medien la transmissi6 del seu senyal a través d’un
tipus de factors de transcripcid: el grup dels STAT (signal transducer and activator of
transcription). Citocines polipeptidiques, limfocines i factors de creixement, tots envien
el seu senyal a través d’una familia relacionada de receptors de citocines que activen les
cinases Janus (JAKSs). La interacci6 de la citocina amb el receptor promou I’associacid
de JAK seguida de la fosforilaci6 del seu receptori de les molécules senyalitzadores
downstream de la via, com les proteines STAT (Darnell et al., 1994; Thle et al., 1995).
La fosforilacio de les proteines STAT permet la seva translocacio al nucli on s’uneixen

als llocs IRE 1 GAS del DNA 1 activen I’expressio genica.
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S’ha vist que el TNF-a, a partir del TNFRI1, 1 actuant en adipocits 3T3-L1,
produeix la fosforilacid 1 I’activacio de JAK1, JAK2 1 TYK2 (també¢ de la familia JAK)
1 que aixo esta associat amb la fosforilacié de STATI1, STAT3, STATS i STATS.

3.4.7 RADICALS LLIURES DE L’OXIGEN (ROS)

El TNF-a s’ha involucrat en 1’activaci6 de dues vies que condueixen a
I’apoptosi cel-lular: una dependent de les especies reactives de 1’oxigen (ROS) i ’altra
independent de ROS (Sidoti-de Fraisse et al., 1998), on actuen les caspases, proteases
que actuen en situacio de mort cel-lular.

Els esdeveniments induits pel TNF-a fan que part del flux d’electrons al
mitocondri es reorienti cap a la formacid de radicals d’oxigen (ROS) (Lancaster et al.,
1989; Fiers et al., 1991b). Com a resultat, té lloc 1’oxidacio de lipids 1 proteines, seguida
de llur degradacio; també la fragmentacidé del DNA en pot ser conseqiiéncia. El TNF-a.,
per ell mateix, indueix la produccidé de proteines protectores (Wallach, 1984), entre les
quals hi ha la Mn-superoxid-dismutasa (MnSOD). Aquest enzim mitocondrial desactiva
els radicals superoxid, i la seva sobreexpressid confereix resisténcia al TNF-a. En
aquest sentit, cal remarcar que les cel-lules canceroses solen ser deficients en MnSOD
(Oberley 1 Buettner, 1979), cosa que n’explicaria la sensibilitat al TNF-a.. A més,
recentment s’ha descrit un receptor del TNF-a a la membrana mitocondrial
(Ledgerwood et al., 1998a 1 1998b), fet que proporcionaria un mecanisme unic per als
efectes de la citocina en aquest organul.

En I’apartat 4.6.6 s’explicara amb més detall la transduccié de senyal del TNF-a
en situacions que impliquen apoptosi o bé supervivéncia cel-lular, especialment al

muscul esquelétic.
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3.5 EFECTES METABOLICS I FISIOLOGICS DEL TNF-a

3.5.1 EFECTES SOBRE LA TEMPERATURA CORPORAL

La febre és la primera resposta de I’hoste com a defensa a una situaci6 anomala.
Des de fa molts anys, se sap que I’endotoxina bacteriana produeix febre, ja que indueix
els monocits a sintetitzar 1 alliberar un mitjancer proteic, primer anomenat pirogen
endogen 1 actualment conegut com IL-1. L’acci6 de la IL-1 sobre la temperatura
corporal té lloc en I’area preoptica de I’hipotalem anterior, on estimula la sintesi de
prostaglandina E; (PGE,). Dinarello ef al. (1986) van descriure que tant el TNF-a com
la IL-1 i I'IFN-o poden provocar febre i estimular directament la sintesi hipotalamica de
PGE,. El paper del TNF-a en la febre, perd, és incert, ja que aquest pot activar
I’alliberament d’IL-1, la qual pot mediar realment la resposta febril.

L’administracié intracerebroventricular de TNF-o en rates no sols produeix
febre, sin6 també un augment del consum d’oxigen i un increment de I’activitat del
teixit adip6s marr6d (Rothwell, 1988). Aquest teixit podria ser el responsable de part de
I’increment de la temperatura, com a resultat de la seva activacioé simpatica. Se sap, a
més, que el TNF-a incrementa ’activitat d’aquest teixit (Coombes et al., 1987). En un

altre estudi, la infusi6 de TNF-a a pacients amb cancer reproduia els efectes causats per
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I’endotoxina, entre els quals hi havia la febre (Michie et al., 1988). Tot 1 aix0, Mathison
et al. (1988) trobaren que el pretractament de conills amb anticossos policlonals contra
el TNF-a els protegia contra la hipotensio i la letalitat induida pel LPS, pero la febre no
sols no s’atenuava sin6 que augmentava considerablement. Long et a/l. (1990) van dur a
terme un estudi similar utilitzant rates injectades amb antiseérum per neutralitzar el TNF-
a; la posterior injeccidé d’LPS causava una febre significativament augmentada als
animals pretractats amb anti-TNF-a en lloc de disminuir-la.

Per tot aix0, s’ha suggerit que el TNF-a té realment una activitat antipirética 1
limitant de la magnitud de la febre; la neutralitzacio de 1’activitat biologica del TNF-a

causaria, per tant, una resposta febril exagerada.

3.5.2 EFECTES SOBRE LA INGESTIO I EL BUIDAT GASTRIC

El TNF-a s’ha proposat com el responsable, en part, de 1’alteracio dels patrons
d’ingesti6 1 del desgast tissular. En aquest sentit, I’administracio de 50 pg/kg de pes
corporal de TNF-a recombinant huma a ratolins C3H/HelJ (resistents a 1’endotoxina)
produeix una reduccid transitoria de la ingesti6 del 10-15% (Moldawer i Copeland,
1988). Ara bé, certs estudis han trobat que la caquectina no produeix anoréxia ni pérdua
de pes quan s’administra a animals sans (Old, 1985), mentre que la IL-1 s’ha revelat
com un potent inductor d’anorexia (McCarthy ef al., 1985). En molts casos el fracas en
la reproducci6 de la resposta anorectica es podria deure a les dosis baixes administrades
als animals experimentals. A més, en altres treballs amb rates tractades dues vegades al
dia amb dosis altes de la citocina (250 pg/kg de pes corporal) s’observaren reduccions
en la ingestio del 40% (Tracey ef al., 1988). En rates tractades cronicament amb TNF-a.,
la citocina indueix una forta reduccié de la ingesti6 durant el temps d’infusid, 1 en
desapareix ’efecte quan es desenvolupa una tolerancia als efectes anoréctics del TNF-
a. Per tant, el TNF-a no pot ser el principal mitjancer de I’anorexia tumoral (Bernstein
et al., 1991). De fet, en un estudi sobre 1’anoréxia nerviosa s’ha vist que els malalts
tenen incrementada la producci6é de TNF-a, tot i que no sembla tenir el paper principal,
sind que ¢€s induit per la ingestio escassa i inconsistent (Vaisman i Hahn, 1991).

Durant estats d’estrés es produeix anoréxia, que pot mimetitzar-se amb
I’administracié aguda o cronica de TNF-a o IL-1. Una possible explicacié d’aquest

fenomen pot ser que les citocines inhibeixin el buidat gastric; de fet, aixi s’ha demostrat
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en rates (Patton et al., 1987). També s’ha observat que el TNF-o 1 la IL-1, en
tractaments aguts a la rata, redueixen la taxa d’absorcio de lipids ingerits (Evans i
Williamson, 1988). Els estudis amb aminoacids no son tant concloents, pero si que s’ha
observat una reduccié de 1’absorcid6 d’un analeg no metabolitzable de I’alanina, 1’a-
aminoisobutirat (AIB), per acci6 de la IL-1 (Argilés et al., 1989b). S’ha descrit que
aproximadament el 10% del TNF-a administrat es localitza al tracte gastrointestinal
(Beutler et al., 1985b), i s’ha observat necrosi a I’intesti com a conseqiiéncia de la
injeccid de caquectina (Tracey er al., 1986a), que podrien estar mediades pel PAF
(platelet activating factor) (Sun i Hsueh, 1988). A més, I’administraci6é aguda de TNF-a
doéna lloc a una rapida disminucid de 1’absorcid intestinal de glucosa, deguda no a
canvis en el metabolisme intestinal, sind a una reducci6 de la taxa de buidat gastric

(Arbos et al., 1992).

3.5.3 EFECTES SOBRE EL METABOLISME GLUCIDIC

Diferents autors han descrit que, a curt termini, 1’administracié de TNF-
o produeix alteracions similars a les que s’observen en pacients amb malalties
croniques (Lang et al., 1992). Tant en la infecci6 sistemica com en la caquexia
cancerosa es produeix un augment de la producci6 hepatica de glucosaper augment de la
glucogenolisi 1 de la gluconeogenesi. Substrats com el lactat 1 aminoacids com 1’alanina
1 la glutamina, alliberats pels teixits periférics, son reutilitzats en el fetge per a la
producci6 de glucosa. El TNF-a sembla ser que esta implicat en aquest complex procés,
encara que no hi ha evideéncies de que actui en I’ambit cel-lular.

L’administracié de dosis baixes o moderades de TNF-a incrementa la utilitzacid
de glucosa en teixits rics en macrofags com ara la melsa, el fetge, el pulmo, I’intesti i la
pell (Spitzer et al., 1989). El tractament amb TNF-a no té cap efecte sobre la taxa
d’utilitzacié de glucosa en diferents musculs in vivo (Spitzer et al., 1989). En canvi,
segons Evans et al. (1989), la infusié de dosis subletals de TNF-a produeix una lleugera
hipoglucémia associada a un augment dels nivells circulants de cortisol, glucagé i
epinefrina, i un augment de la produccié de glucosa. Aixo s’associa a un augment de la
utilitzacid6 muscular de glucosa, procés que sembla ser independent de la concentracio

d’insulina, 1 degut en part a un efecte insulinoide del TNF-a sobre el muscul esquelétic.
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L’administraci6 de dosis elevades (600 pg/kg de pes corporal) de TNF-a
recombinant huma en rates provoca una hiperglucémia 1 hiperlactémia (Tracey et al.,
1986a), ambdos simptomes caracteristics de trauma i de s€psia. Aquests canvis es poden
deure, en part, a la hipotensi6. Amb infusi6 a dosis baixes de TNF-a 1 IL-1 (1,5
ng/h.kg) en conills, només es va veure 1’efecte si s’administraven conjuntament les dues
citocines (Tredget et al., 1988), fet que demostra que hi ha un sinergisme entre ambdues
molécules. A més, la taxa d’aparici6 de glucosa a la circulacié augmenta un 33% i la de
reciclatge un 600% (Tredget et al., 1988), cosa que indica un augment de la glucolisi
tissular periférica. L’efecte de la infusié de TNF-o en la utilitzacié de glucosa pels
diferents teixits €s similar al que s’observa amb 1’endotoxina 1 la sepsia (Mészaros ef al.,
1988).

L’administracié aguda de TNF-a indueix un augment de 1’oxidacio de la glucosa
in vivo sense provocar canvis en les activitats de diferents enzims de la via glucolitica a
excepcio de la fosfofructocinasa (PFK) de muscul esquelétic, la qual mostra un augment
significatiu (Lopez-Soriano ef al., 1993). A més, Hill i McCallum (1992) van observar
una disminucio tant de la transcripcid de la PEPCK hepatica (enzim limitant de la
gluconeogenesi) com de la seva activitat com a resultat del tractament amb TNF-o de
ratolins alimentats. Per tant, dosis elevades de TNF-a poden induir hipoglucemia
mitjangant la disminuci6 de 1’absorcid intestinal de glucosa 1 de la gluconeogenesi, 1
I’augment de la utilitzacio6 periférica de glucosa per diferents teixits.

Els efectes observats in vitro del TNF-a sobre el metabolisme de la glucosa han
estat variables. S’ha vist que el TNF-a estimula la captacié de glucosa, la formacio de
lactat 1 la degradaci6 de glicogen en miotubuls de la linia cel-lular L6. Aquests efectes
son dependents de la sintesi de nous transportadors de glucosa (GLUTI) i de llur
insercid en la membrana plasmatica (Lee et al., 1987; Zentella et al., 1993). Altres
estudis amb cultius de miodcits primaris (Ciaraldi et al., 1998) revelen que el TNF-a
provoca una estimulacio de la captacid basal de la glucosa i una inhibicié de la sintesi
del glicogen. En altres estudis fets amb la linia L6, el tractament amb la citocina o bé no
produeix canvis (Ranganathan i Davidson, 1996), o bé inhibeix el transport de la
glucosa, tant basal com I’estimulat per la insulina (Begum et al., 1996a i 1996b). En
cel-lules sinovials reumatoides en cultiu s’ha vist que el TNF-a augmenta la glucolisi i
el seu efector positiu, la fructosa 2,6-bisfosfat, encara que es requereixen concentracions

molt elevades de la citocina (Taylor et al., 1988). Malgrat aixo, el TNF-a no va
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estimular la utilitzaci6 in vitro de glucosa al muscul epitroclear, en c¢l-lules aillades de
melsa o en macrofags alveolars (Mészaros et al., 1987), ni la seva conversio a lactat en
hemidiafragmes (Rofe et al., 1987). Atés que els estudis in vitro no mimetitzen
plenament els efectes trobats in vivo, podria ser que 1’augment de la utilitzacio de la
glucosa in vivo no estigui mediat directament pel TNF-a, sin6 que d’altres citocines o
hormones (epinefrina, glucagd, cortisol, o prostaglandines) induides per ell hi podrien
estar implicades (Grunfeld et al., 1991a; Memon et al., 1994). A partir d’estudis in vitro
en miocits en cultiu, s’ha suggerit que el TNF-a activaria un cicle futil de substrats
entre la fosfofructocinasa (PFK) i la fructosa bisfosfatasa (FBP), que produiria una
hidrolisi neta d’ATP. Consegilientment, s’activaria la glucolisi per compensar la pérdua
d’energia, en que es gastaris glicogen i glucosa i es produiria lactat. El resultat net seria
la dissipacié d’energia en forma de calor i la utilitzacio d’ATP i glucosa. Es possible,
doncs, que ’activacid en general de cicles futils, i en particular del cicle PFK/FBP,
pugui contribuir a augmentar la despesa energetica induida pel TNF-a (Zentella et al.,
1993).

Els estudis in vivo 1 amb cultius cel-lulars semblen indicar que el TNF-a ¢és
capag d’estimular el transport basal de glucosa, inhibir la sintesi de glicogen 1 facilitar la
formacio de lactat a partir de glucosa (revisat per Argilés i Lopez-Soriano, 1999).

Segons Bagby et al. (1992), la resposta metabolica de la glucosa al TNF-o esta
associada a wuna concentracid0 plasmatica elevada de glucagd, epinefrina,
glucocorticoides 1 ACTH. Aquests autors suggereixen que el sistema adrenérgic t€ un
paper important en 1’augment de la produccié hepatica de la glucosa i de la captaci6 de
glucosa induida pel TNF-a . D’altra banda, malgrat la concentracié plasmatica elevada
de glucosa, els nivells d’insulina no estan alterats, 1 s’ha vist que la infusié prolongada
de TNF-a produeix un estat de resisténcia a la insulina (Lang et al., 1992). En individus
sans, el TNF-a produeix resisténcia a ’hormona quan s’indueix hiperglicémia sense fer
baixar els nivells d'insulina. S’han trobat també nivells d’expressio elevats en pacients
amb diabetis de tipus II (Hotamisligil et al., 1995; Saghizadeh et al., 1996), i en quatre
models animals d’obesitat que presenten resisténcia a la insulina (rata Zucker fa/fa,
ratolins ob/ob, tub/tub 1 db/db) s’ha observat la induccié de 'mRNA de la citocina al
TAB i nivells elevats de TNF-a tant de manera local com sistémica (Hotamisligil et al.,
1993). També en cel-lules en cultiu (adipocits) s’ha demostrat aquesta resisténcia a la

insulina deguda al TNF-a (Stephens i1 Pekala, 1991; Spiegelman i1 Hotamisligil, 1993).
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3.5.4 EFECTES SOBRE EL METABOLISME LIPiDIC

La infeccio, el trauma i els processos inflamatoris, aixi com la caquexia
cancerosa, es caracteritzen per induir importants canvis en el metabolisme lipidic de
I’hoste. Aquestes alteracions han estat atribuides a I’accid de les citocines, essent el
TNF-a la citocina que desenvolupa el paper primordial en aquesta resposta. Durant la
caquexia hi ha una important pérdua de teixit adipés blanc, basicament a causa d’una
davallada en I’activitat de I’enzim LPL (lipoproteina lipasa) i a un augment de 1’activitat
de la lipasa sensible a hormona (I’enzim limitant de la via lipolitica). L’enzim LPL és el
responsable de la hidrolisi dels triacilglicerols circulants (quilomicrons, VLDL) 1 de
dirigir la captacido dels acids grassos de cadena llarga resultants dins dels teixits
(principalment adipds o muscul) per a I’emmagatzematge o [’oxidacio. També
s’observa en la caquéxia una disminucio del transport de glucosa i de la lipogenesi de
novo en el teixit adipods blanc, 1 a uns elevats nivells de lipids circulants, tant de
triacilglicerols com colesterol.

Hi ha controversia sobre la inhibicio de 1’activitat de I’'LPL pel TNF-a in vitro.
Mentre uns autors no en troben efectes en cultius primaris d’adipocits humans (Kern,
1988a), d’altres troben una disminuci6é de ’activitat de I’LPL en cultius de preadipocits
3T3-L1 (Price et al., 1986; Kawakami et al., 1987), associada a una disminuci6 del seu
mRNA (Cornelius ef al., 1988). Tanmateix, estudis in vivo han demostrat que una inica
dosi de TNF-a és suficient per disminuir 1’activitat de I’LPL al teixit adipds de rata
(Semb et al., 1987; Evans 1 Williamson, 1988), ratoli i conillets d’indies (Semb et al.,
1987). No es van veure canvis significatius en I’LPL de cor d’animals tractats amb
TNF-a, mentre que en rates lactants aquest disminuia ’activitat de I’LPL de la glandula
mamaria i I’acumulacio de lipids exogens per aquest teixit.

Hi ha resultats contradictoris d’un mateix grup sobre si el TNF-a pot
incrementar els triacilglicerols plasmatics en ’home (Warren et al., 1987b; Starnes et
al., 1988); els nivells poden dependre de I’hora de la presa de sang, de 1’estat nutritiu, i
de la dosi de TNF-a.. L’increment de triacilglicerols en plasma de rates injectades amb
TNF-a (Feingold i Grunfeld, 1987; Evans 1 Williamson, 1988) es pot deure, en part, a
I’estimulacié de la lipolisi del teixit adipos amb el subsegiient augment de la secrecio de

VLDL del fetge.
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Un altre factor que pot contribuir a la hipertrigliceridémia és I’augment de la
sintesi hepatica d’acids grassos, observat en rates dejunades tractades amb TNF-a
(Feingold 1 Grunfeld, 1987) i que es relaciona amb alts nivells tissulars de citrat
(activador al-lostéric de 1’enzim acetil-CoA-carboxilasa) (Grunfeld et al., 1991a).
Aquest increment de la taxa de sintesi d’acids grassos, pero, només pot explicar el 10%
de I’increment total de triacilglicerols al plasma de rates tractades amb TNF-a..

En resum, sembla ser probable que el TNF-a, juntament amb les alteracions
metaboliques, estigui implicat en decantar el balang metabolic de I’adipocit cap a la
vessant catabolica. De fet, experiments que s’han dut a terme en el nostre grup utilitzant
una anticos policlonal anti- TNF-a, van demostrar la implicacié d’aquesta citocina en
les alteracions metaboliques observades en rossegadors portadors de tumor (Carb6 et

al., 1994).

3.5.5 EFECTES SOBRE EL METABOLISME PROTEIC

La mobilitzacié accelerada de proteines musculars i 1’augment de la sintesi
proteica hepatica son canvis metabolics caracteristics de diferents situacions com ara la
sépsia 1 el creixement tumoral (Fischer i Hasselgren, 1991). Aquests canvis semblen
estar relacionats entre ells 1 poden representar una resposta integrada de 1’hoste enfront
d’un estimul invasor. L’augment de la proteolisi muscular porta a una major alliberacié
d’aminoacids, una gran part dels quals és captada pel fetge per a la sintesi hepatica de
proteines de fase aguda i per a la gluconeogénesi. Si aquesta protedlisi es manté durant
un temps perllongat, pot induir un desgast muscular greu.

Diferents autors han descrit que les citocines tenen un efecte pronunciat sobre el
metabolisme proteic, 1 s’ha demostrat que el TNF-a 1 la IL-1 poden regular la proteolisi
muscular durant la sépsia. D’altra banda, altres estudis han estat incapagos de demostrar
un augment del recanvi proteic muscular després del tractament amb aquestes citocines
(Fischer i Hasselgren, 1991). Sembla que els efectes de les citocines depenen forga de
les dosis utilitzades.

Hi ha evidéncies que ’administraci6 de TNF-o augmenta la proteolisi dels
teixits periferics. De fet, el tractament cronic amb TNF-a dona lloc a una disminucio6 de
la proteina corporal si es compara amb els animals controls pair-fed (Tracey et al.,

1988). En humans amb cancer disseminat no caquectic, hi ha una alliberacio
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d’aminoacids de la musculatura després de la infusié aguda de TNF-o (Warren et al.,
1987b; Starnes et al., 1988). In vitro, perd, el TNF-a no sembla tenir els efectes
observats in vivo sobre la sintesi o el catabolisme proteic, fet que indica que no €és un
efecte directe (Moldawer ef al., 1987b; Goldberg et al., 1988). Malgrat aquests resultats,
en el nostre grup d’investigacido hem observat que en musculs incubats, el TNF-a té un
efecte directe sobre la proteolisi muscular, ja que inhibeix 1’expressio dels gens del
sistema proteolitic dependent d’ATP 1 ubiquitina (Llovera et al., 1997).

També s’ha descrit que el TNF-a activa la sintesi i ’alliberament de les
proteines hepatiques de la fase aguda, fet caracteristic de la infeccid, el trauma i la
malignitat (Darlington et al., 1986; Perlmutter et al., 1986); mentre que la secrecio
d’albumina i transferrina esta disminuida (Perlmutter et al., 1986; Moldawer 1
Copeland, 1988). De tota manera, sembla que en I’home adult el principal regulador de
la sintesi de les proteines de la fase aguda és la IL-6 (Castell et al., 1989).

La sintesi proteica hepatica incrementada en situacions d’estrés esta associada a
un augment de la captaci6 d’aminoacids, particularment alanina i d’altres transportats
pel sistema A. En aquest sentit, I’administracio de TNF-a in vivo augmenta la captacio
hepatica d’AIB (Warren et al., 1987a 1 1988; Argilés et al., 1989b), i alhora disminueix
la concentraci6 plasmatica de molts aminoacids potencialment gluconeogenics,
probablement com a conseqiiéncia de la seva captacié hepatica. En canvi, el TNF-a
disminueix la captacio d’AIB pel muscul esquelétic i el cor de rata (Starnes et al., 1987,
Argilés et al., 1989b), efecte probablement mediat per canvis del potencial de
membrana al muscul esqueletic (Tracey et al., 1986b). D’altra banda, I’adrenalectomia
anul-la els efectes del TNF-a sobre la captacido d’AIB pel muscul, cosa que suggereix
I’acci6 d’alguna hormona segregada per les glandules adrenals en aquest procés
(Starnes et al., 1987).

En experiments in vitro no s’han observat efectes directes ni del TNF-a ni de la
IL-1 sobre hepatocits, cosa que referma la hipotesi que els efectes observats in vivo sén
indirectes 1 deguts a altres mediadors. Sembla que el glucagd i els glucocorticoides
poden tenir un paper important, atés que 1’administracié de TNF-a o IL-1 provoca un
augment de les concentracions plasmatiques d’aquestes hormones a la rata (Warren et
al., 1987a 1 1988) 1 de cortisol a ’home (Warren et al., 1987b). Aquestes hormones, en
particular el glucagd, poden estimular la captacid hepatica d’aminoacids, pero encara no

és del tot clar quin és el mediador del TNF-a.
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Hi ha moltes evidencies que indiquen que el TNF-a participa en el desgast
proteic 1 en la pérdua de nitrogen associats a situacions cataboliques. El tractament
cronic de rates amb TNF-a recombinant produeix als animals tractats una deplecio de
proteina quan es compara amb controls pair-fed (Fong et al., 1989). De fet, el
tractament cronic amb TNF-o o IL-1 doéna com a resultat una redistribucidé de la
proteina corporal i una considerable disminuci6 del contingut proteic muscular, associat
a una disminucié coordinada dels nivells d’mRNA de proteines miofibril-lars (Fong et
al., 1989). Els estudis relacionats amb 1’administracié de TNF-a recombinant in vivo
han demostrat un increment del flux de sortida del muscul esquelétic de pacients amb
cancer disseminat que no presentaven perdua de pes (Warren et al., 1987b). Altres
autors, mitjancant una infusié de '*C-leucina a rates, van demostrar que I’administracio
cronica de TNF-a augmentava notablement la proteolisi muscular (Flores ef al., 1989).
Goodman (1991) va mesurar 1’alliberacid de tirosina i1 3-metilhistidina en musculs
incubats de rates tractades agudament amb la citocina, 1 va concloure que el TNF-a
estava implicat en 1’activacio de la proteolisi muscular. Els mecanismes responsables
d’aquestes accions estan cada cop més ben descrits. El nostre grup d’investigacié va
demostrar que el tractament amb TNF-a augmenta la degradacié proteica mesurada in
vivo al muscul esqueletic (Llovera et al., 1993a i 1993b), i que almenys durant el
creixement tumoral, el desgast muscular esta associat a [’activacid del sistema
proteolitic no lisosomal dependent d’ATP i ubiquitina (Llovera et al., 1994 i 1995),
activacio mediada probablement pel TNF-a (Garcia-Martinez et al., 1993a 1 b, 1 1994a).
S’ha descrit la preseéncia d’ambdos receptors (TNFR1 1 TNFR2) al muscul esqueletic
(Tartaglia 1 Goeddel, 1992), i el nostre grup ha suggerit que I’accid de la citocina en la
induccid de la proteolisi mediada per la ubiquitina pot ser directa (Llovera et al., 1997).
Sembla, doncs, que el TNF-a, sol o juntament amb altres citocines, podria mediar els
canvis del metabolisme nitrogenat muscular associats a estats caqueéctics.

Els efectes del TNF-a sobre el recanvi protéic han estat estudiats també
utilitzant sistemes de cultius musculars. Frost et al. (1997) van descriure que la
preséncia transitoria de TNF-a en el medi de cultiu inhibia 1’activacié de la sintesi
proteica estimulada pel factor de creixement IGF-1 (insulin-like 1) de forma
proporcional a la dosis. Malgrat tot, el tractament dels mioblasts amb TNF-a no va tenir
cap efecte ni sobre la unio de I'IGF-I al seu receptor ni sobre la seva capacitat

d’estimular la incorporacié de timidina. Els autors van concloure que les accions de
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I’IGF-I sobre la sintesi proteica podrien estar dificultades durant els estats catabolics, en
els quals el TNF-a esta sobreexpressat. Relacionat amb aquest estudi, es va observar
que I’administraci6 de TNF-o exogen a animals d’experimentacidé també reduia el
contingut d’IGF-I muscular (Fan et al., 1995)

Altres autors, utilitzant cél-lules diferenciades de la linia muscular C2C12, van
descriure una activaci6 de la proteolisi deguda al tractament amb TNF-a; proteolisi que
anava acompanyada d’una activaci6 del sistema dependent d’ubiquitina i que semblaria
ser mediada per NF-kB (Li et al., 1998b). Contrariament, utilitzant el mateix model,
altres autors van descriure que el TNF-o produia un augment de la via mitja de les
proteines de vida llarga mitjancant la disminucié de la taxa de degradacid proteéica
(Ebisui et al., 1995). En un altre estudi en el que es va realitzar la perfussi6 de TNF-a
en extremitats aillades de pacients amb dos tipus de tumor, no es va observar cap canvi
en el metabolisme glucidic o proteolitic muscular, suggerint que la ctiocina no té un

efecte directe en el metabolisme del miscul huma (De Blaaw et al., 1997).

3.5.6 EFECTES SOBRE LA MIOGENESI

Miller et al., (1988) varen observar que el TNF-a afegit a cultius de cel-lules
musculars impedia, en cel-lules no diferenciades (mioblasts), 1’expressio de gens
musculars (a-actina i1 cadena pesada de la miosina) aixi com la fussidé que caracteritza
els estadis finals de la diferenci6. Els autors varen suggerir que ja que el TNF-a estava
implicat en la resposta a I’estrés de les cel-lules mamaries 1 la patogenesi del shock
séptic 1 la caquexia, la diana de 1’accié del TNF-a en el muscul esquelétic podria ser la
poblacio de cél-lules satel-lit, que son les que tenen la capacitat de proliferar en
condicions de dany muscular. En aquestes condicions, el TNF-ao podria funcionar
inhibint la diferenciacié de les cél-lules satél-lit 1 “malformant” aixi els miotibuls
(cellules diferenciades) totalment diferenciats. De forma similar, un altre estudi
utilitzant mioblasts murins C2 va demostrar que encara que el TNF-a tenia efectes
positius en les etapes primarenques de la diferenciacio, a 1’augmentar la proliferacio i
I’agregacid, inhibia fortament 1’expressio dels factors de transcripcid miogenics (myoD,
miogenina) responsables de 1’augment de 1’activitat de gens especifics de muscul (com

els gens de proteines miofibrilars), 1 bloquejava la sintesi de mRNAs de marcadors de la
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diferenciacié miogeénica com ’a-actina 1 les cadenes lleugera 1 pesada de la miosina

(Szalay et al., 1997).

3.6 TNF-o i SITUACIONS PATOLOGIQUES

S’ha descrit la preséncia de TNF-a al serum de pacients afectats per una gran
varietat de malalties com ara la SIDA, la malaria, 1’esclerosi multiple, infeccions
parasitaries, malalties renals, artritis reumatoide, la sépsia i el cancer. En aquesta tesi
només farem esment de quatre situacions patologiques on el TNF-a té una accio

important: resisténcia a la insulina, sépsia, cancer i la malaltia pulmonar obstructiva

cronica (MPOC).

3.6.1 RESISTENCIA A LA INSULINA

La resisténcia a la insulina és un estat metabolic en el qual té lloc una supressié
de la taxa d’utilitzacio de glucosa periferica i un augment relatiu de la taxa de producciéd
de glucosa hepatica. S’han observat casos de resistencia a la insulina en diferents
situacions patologiques, com son obesitat, caquéxia, hipertensio, cancer i infeccid. S’ha
suggerit que el TNF-a podria tenir un paper important en el desenvolupament de la
resisteéncia a la insulina i, de fet, hi ha certes evidéncies que ho demostren: @) la infusio
cronica de TNF-a disminueix I’accié de la insulina en la captacio periferica de glucosa i
en la produccio6 de glucosa hepatica (Lang ef al., 1992); b) el TNF-a pot induir la down-
regulation del nombre de transportadors de glucosa GLUT4, especialment al teixit
adipods 1 al muscul esqueletic (Stephens 1 Pekala, 1991); ¢) el TNF-a se sobreexpressa
als adipocits dels animals obesos resistents a la insulina (Hotamisligil et al., 1993), i d)
en moltes d’aquestes situacions, la concentracido de TNF-a és elevada. L’administracio
de TNF-a en humans indueix un estat hiperglucémic sense disminuir els nivells
d’insulina, el qual confirma la inducci6 d’un estat de resisténcia a la insulina (Hofmann
et al., 1994). Les accions pleotropiques del TNF-a poden contribuir a la resisténcia a la
insulina a través de diferents mecanismes moleculars: mitjangant la disminucié de
I’expressio dels mRNA del transportador de glucosa sensible a la insulina (GLUT4)
(Hotamisligil ef al., 1993) i mitjangant la mobilitzacio d’acids grassos (McGarry, 1992);

en aquest sentit, s’ha descrit que el TNF-a estimula la lipolisi i 1’alliberament d’acids
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grassos dels adipocits (Grunfeld et al., 1991a). També ¢és possible que el TNF-a
interfereixi directament en la via de senyalitzacio de la insulina (Spiegelman 1
Hotamisligil, 1993).

S’ha descrit una correlaci6 positiva entre I’estat de resisténcia a la insulina i els
nivells elevats dels mRNA del TNF-a i dels seus receptors, els quals poden disminuir
significativament després del tractament amb un agent antidiabétic. També s’ha vist que
en un model d’obesitat associat a un estat de diabetis resistent a la insulina té lloc una
sobreexpressio del TNF-a 1 dels seus receptors al teixit adipos 1 al muascul; aixo podria
donar lloc a una producci6 elevada de TNF-a al teixit adip6s, on produiria directament
els seus efectes 1, a més, el TNF-a circularia sistémicament fins al muscul, on induiria
I’estat de resisténcia a la insulina (Hofmann et al., 1994).

D’altra banda, s’ha descrit que el bloqueig dels receptors B-adrenérgics atenua
I’estat de resisténcia a la insulina induit pel TNF-co.. Per tant, sembla que 1’estimulacio
dels receptors B-adrenérgics pot ser un dels factors implicats en el desenvolupament de
la resisténcia a la insulina induida pel TNF-a (Lang, 1993).

El TNF-a s’ha associat amb el desenvolupament de 1'obesitat, malaltia que

presenta en la simptomatologia una resistencia a la insulina (Bullo-Bonet et al., 1999).

3.6.2 SEPSIA

El TNF-a és una de les principals citocines produides durant la infeccid i
situacions d’estres, 1 es pensa que ¢€s el principal mediador en la patogeénia de la
infeccid, les lesions tissulars i la inflamacid. La secrecid d’aquesta citocina pot induir
efectes biologics molt diversos, que poden finalment beneficiar o danyar 1’hoste. Quan
el TNF-a es produeix localment als teixits durant infeccions localitzades, els seus
efectes beneficiosos predominen; en aquestes situacions, el TNF-a pot actuar com a
factor de creixement i factor angiogenic, i pot activar les funcions dels macrofags i
cel-lules endotelials que contribueixen a la defensa de 1’hoste i a la regeneracio dels
teixits lesionats. En canvi, I’alliberament sistémic de grans quantitats de TNF-o durant
situacions d’infeccio té efectes negatius, com el desenvolupament de la sépsia i la
necrosi hemorragica tissular.

La sépsia es pot definir com un estat associat a una perfusio tissular inadequada

acompanyada d’una pressié sanguinia baixa, que causa un ampli ventall de lesions
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tissulars 1 disfunci6 d’organs, i que pot acabar provocant la mort. La sépsia €s una
sindrome que generalment s’associa a infeccions invasives i presenta una taxa de
mortalitat elevada (entre el 20 i el 90% en humans, en funci6 de I’edat i d’altres factors
clinics associats al pacient) (Tracey, 1992). Se suggereix que el TNF-a i la cascada
secundaria de citocines determinen, en gran part, el curs i la letalitat de la sépsia (Tracey
1 Cerami, 1993). Les concentracions del TNF-o, la IL-6 i la IL-1 estan freqlientment
elevades al sérum de pacients humans amb sepsia, 1 aquestes concentracions es
correlacionen amb la gravetat i I’estat de la malaltia (Edwards i Moldaver, 1998). Els
ratolins deficients en IL-6 no estan afectats per 1’anoré¢xia, la febre o la caquexia
associada quan se’ls indueix una inflamacié localitzada, pero si que ho estan quan soén
infectats pel virus de la grip, fet que suggereix que la IL-6 esta més implicada en el
desenvolupament de 1’estat patologic durant una inflamacié local que durant la infeccio
(Kozack et al., 1997). També s’ha descrit que els ratolins knockout pels receptors
TNFR1 del TNF-a 1 pel receptor 1 de la IL-1 son resistents a 1’administraciéd
d’endotoxina (0% de mortalitat enfront del 100% en els controls) (Fisher et al., 1996).

Hi ha diverses evidéncies que situen el TNF-o en un paper central en el
desenvolupament de la sindrome de la sépsia: a) el TNF-a es detecta en la circulacid
d’animals 1 humans durant la sépsia experimental i clinica, i els seus nivells es
relacionen amb el desenllag clinic final; b) la inhibicié del TNF-o amb anticossos anti-
TNF-a. en models de sepsia protegeix del desenvolupament de la malaltia 1 de la
mortalitat associada a aquest estat (Wherry et al., 1993), i ¢) ’administracio de TNF-a a
diferents espécies de mamifers produeix un estat de xoc i lesions tissulars similars a les
de la sindrome de la sépsia (Tracey, 1992). Zamir et al. (1992) van comprovar la
implicaci6 de la citocina quan van incubar muscul esquelétic d’animals septics tractats
amb anti-TNF-a, i van observar com es revertia la degradacidé incrementada de
proteines miofibril-lars.

L’administracié de TNF-a a rates i gossos (en abséncia de bacteriémia) ocasiona
en pocs minuts un increment de la freqliéncia respiratoria i acidosi severa, caiguda de la
pressio sanguinia, augment de la freqiiéncia cardiaca i, finalment, mort sobtada. S’ha
observat isquémia i necrosi hemorragica en diferents teixits 1 Organs, basicament als
pulmons i al tracte gastrointestinal, com també necrosi tubular als ronyons (Tracey et

al., 1986a).
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L’efecte protector dels anticossos anti-TNF-a es deu, probablement, a
I’atenuacid de la citotoxicitat del TNF-a, a la inhibicié de 1’alliberament de factors
secundaris toxics induits pel TNF-a, i a la prevencio de la secrecidé d’altres citocines
que actuen sineérgicament incrementant la toxicitat del TNF-a.

De fet, alguns dels efectes del TNF-a en la sépsia poden atribuir-se a diferents
mediadors secundaris. A més de diferents hormones (adrenalina, noradrenalina, glucagd
i cortisol) poden anomenar-se diferents citocines, especialment la IL-1. Se sap que
aquesta incrementa sinérgicament la toxicitat del TNF-a (Waage i Spevik, 1988) i que
dosis subletals d’ambdues citocines administrades conjuntament causen una mortalitat
elevada. També el LPS 1 I'INF-y actuen de manera sinérgica amb el TNF-a (Rothstein i
Schreiber, 1987; Stolpen et al., 1986). Presumiblement aquests mediadors permeten
amplificar el rang d’acci6 de la resposta immunitaria, perd un excés en la produccid
acaba en detriment de I’hoste, ja que incrementa la severitat de la sépsia 1 les lesions

tissulars mediades pel TNF-a (Tracey, 1992).

3.6.3 CANCER

El TNF-a mimetitza moltes de les alteracions metaboliques que s’observen
durant la caquexia cancerosa (vegeu 1’apartat 1.2) 1 que es representen esquematicament
en la figura 1.

Tot 1 que el TNF-a fou descrit originariament com un factor capa¢ de causar
necrosi hemorragica en tumors, el paper d’aquesta citocina en diferents models tumorals
¢s extraordinariament complex i, en ocasions, contradictori. Malgrat que s’han trobat
nivells plasmatics elevats de TNF-a i altres citocines en situacions de sépsia i trauma,
no succeeix el mateix en el cas del creixement tumoral, on les evidéncies a favor d’una
correlacioé positiva entre els nivells plasmatics de TNF-a i el desenvolupament del
cancer son discutibles (Ménnel ef al., 1992). El fet que el TNF-a actui localment, d’una
manera paracrina, podria explicar parcialment la manca d’unanimitat en aquests
resultats. Balkwill 1 Burke (1989) han descrit que el 50% dels pacients neoplastics
estudiats presenten nivells elevats de TNF-a; en canvi, altres autors no han trobat aquest
augment (Selby et al., 1988). Igualment, en models animals s’han trobat resultats

dispars segons el model tumoral estudiat.
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L’activitat antitumoral del TNF-a descrita per Coley 1 altres autors posteriors
fou redescrita en un model de sarcoma (Carswell et al., 1975). Altres estudis més
recents amb el mateix model han demostrat que 1’acci6 antitumoral del TNF-a era
dependent de la dosi, 1 també variable en funcié de la via i periodicitat de la seva
administraci6 (Haranaka et al., 1984; Sohmura et al., 1986; Creasey et al., 1986).
Tanmateix, 1’activitat antitumoral observada in vivo no es reprodueix en experiments in
vitro, cosa que suggereix la participacié d’altres factors en el desenvolupament de
I’activitat antitumoral (Palladino ef al., 1987). La participaci6 d’altres citocines i,
sobretot, 1’alteracié profunda en la vasculatura proxima al tumor i l’activacio de
cel-lules immunitaries (macrofags, cél-lules T i cel-lules NK) semblen responsables
d’aquest fet (Malik, 1992).

Els efectes antiproliferatius in vitro del TNF-a sobre cél-lules tumorals poden
ser notablement augmentats per algunes citocines, essencialment la IL-2 1 I'IFN-y
(Sugarman et al., 1985; Fransen et al., 1986; Ruggiero 1 Baglioni, 1987). Igualment, el
TNF-ao pot potenciar mecanismes tumoricides activats in vivo per la IL-2 (Owen-
Schaub et al., 1988) o I'lFN-y (Hori et al., 1987). Diferents autors han estudiat la
combinaci6 de TNF-o 1 IL-2. Winkelhake et al. (1989) van descriure que
I’administracié conjunta d’ambdues citocines inhibia completament el creixement
subcutani de cinc linies tumorals, tot 1 que cap de les dues citocines presentava aquesta
activitat per separat. Diversos autors van obtenir resultats similars, si bé només amb
tumors immunogenics (Nishimura et al., 1987; Agah et al., 1988).

Tanmateix, s’ha descrit la produccio de TNF-a per cel-lules tumorals en
diferents linies cel-lulars (Méannel et al., 1992). En aquestes cél-lules, el TNF-a sembla
actuar com a factor de creixement, activant col-lagenases tumorals i la desadhesio
d’aquestes cel-lules, contribuint aixi al procés metastatic (Malik, 1992). D’altra banda,
perd, el TNF-a pot inhibir la seva capacitat metastatica a través de la seva activitat
antitumoral in vivo en estimular les cellules efectores de la defensa de I’hoste
(macrofags, cél-lules NK, cel-lules T citotoxiques, etc.).

L’aplicacid terapeutica del TNF-o com a agent neoplastic no ha estat fins ara
gaire esperangadora. El principal problema radica en la via d’administracio, ja que fins i
tot per via sistémica se’n requereixen quantitats elevades, que son toxiques per a I’hoste
en afectar no sols les cel-lules o I’endoteli tumoral sind també els teixits sans (North i

Havell, 1988). A causa d’aix0, s’han dissenyat diferents estratégies per evitar les
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limitacions derivades de la toxicitat del TNF-o, com ara 1’administracio intraarterial
local per a tumors molt localitzats (Ohkawa et al., 1989), la identificacid6 de tumors
altament sensibles a 1’efecte citotoxic del TNF-o 1 no a D’efecte promotor del
creixement, I’administracid de dosis no toxiques de TNF-a en combinacié amb altres
citocines o agents quimics, o bé el disseny d’altres metodes que dissociin els efectes
toxics sobre teixits de I’hoste de la citotoxicitat tumoral (Tracey i Cerami, 1993). Un
objectiu ambicids ¢és la produccié d’una forma mutant de TNF-o que mantingui [’accid
citotoxica sobre les cél-lules tumorals sense induir una toxicitat sistémica perjudicial per
a I’hoste (Van-Ostade et al., 1993).

Altres citocines semblen estar també implicades en el desenvolupament de la
caquexia cancerosa. Strassman et al. (1993) van utilitzar el model d’adenocarcinoma, 1
van demostrar que el tractament amb anti-IL-6 murina era eficag a 1’hora de fer revertir
els parametres més caracteristics de la caquexia en ratolins portadors del tumor. De fet,
alguns estudis fets amb cultius cel-lulars (C2C12) incubats amb IL-6 revelaven un
increment en la taxa de degradacid proteica (Ebisui ef al., 1995). Malgrat aixo, altres
estudis tant in vivo (Soda et al., 1994) com amb musculs incubats in vitro (Garcia-
Martinez et al., 1994b) no observen cap efecte catabolic sobre la proteolisi muscular per
part de la IL-6. Un altre candidat interessant com a mediador de la caquéxia és I’IFN-y.
Aquesta citocina presenta sinergisme amb el TNF-o en moltes de les seves activitats
biologiques, 1 és capa¢ de mimetitzar els efectes del TNF-a en el metabolisme lipidic
(Argilés et al., 1997a). Matthys et al. (1991b) van utilitzar I’anticds monoclonal contra
I’IFN-y 1 van poder revertir la sindrome de desgast associat al creixement del carcinoma
pulmonar de Lewis en ratolins. El mateix grup va demostrar que els ratolins nude
inoculats amb cel'lules CHO, les quals sintetitzaven constitutivament IFN-y,
desenvolupaven una caquexia severa en molt poc temps (Matthys et al., 1991b). Altres
citocines com ara el LIF (Mori ef al., 1991), el TGF-B (Zugmaier et al., 1991) o la IL-1
(Moldawer et al., 1987a) també s’han proposat com a mediadores de la caquexia.
Concretament, a la IL-1, amb propietats anorexigéniques i pirogéniques, se li ha atribuit
un paper secundari en la caquéxia, ja que I’administracié d’IL-1ra a rates portadores de

tumor no millorava el grau de caquéxia que presentaven els animals (Costelli et al.,

1995b).
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Figura 2. Efectes metabolics del TNF-a

3.6.4 MALALTIA PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA (MPOC)

D’acord amb la definicié de la Societat Respiratoria Europea, la malaltia
pulmonar obstructiva cronica (MPOC) és una malaltia caracteritzada per una reduccid
del fluxe maxim d’expiracié i lentitut del buidat forcat dels pulmons (Siafakas i
Tzanakis, 1998). Aquesta limitacid6 normalment és progressiva i esta associada a una
resposta inflamatoria pulmonar anormal a particules o gasos nocius (Pauwels et al.,
2001). La fisiopatologia d’aquesta malaltia esta bastant definida, fet que no es reflecteix
en els mecanismes cel-lulars tant heterogenis d’aquesta malaltia, si es compara amb la
bronquitis o I’emfisema. La sindroma clinica de MPOC, que es manifesta clinicament
per la disnea, tos, intolerancia a I’exercici fisic, abarca diferents condicions de la
malaltia, variant des de la bronquitis obstructiva cronica (amb obstruccio de les vies
acries petites), fins a I’emfisema (caracteritzat per ampliacié dels espais d’aire i la
destruccio del parénquima pulmonar, pérdua d’elasticitat pulmonar, i tancament de les
vies acries petites). El resultat d’aquesta diferenciacio en subtipus de la malaltia encara
esta forca inexplorat malgrat existir estratégies que permeten una bona caracteritzacid
de les conseqiiéncies patologiques d’aquesta malaltia. La major part dels estudis estan
centrats en trobar un diagnostic adequat per MPOC per se mitjangant tests de

funcionalitat pulmonar especialment en 1’atencié primaria. S’espera que ’any 2020 la
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MPOC sigui la tercera causa de mort mundial (Viegi et al., 2001). El major factor de
risc de les manifestacions cliniques 1 la progresi6 de la MPOC és el fum del tabac.
Encara que aproximadament el 90% de tots els pacients amb MPOC s6n fumadors, per
raons desconegudes només el 20% dels fumadors desenvolupen la malaltia (Repine et
al., 1997; Snider, 1989). Una altre factor de risc és la deficiéncia en ol-antitripsina, la
pol-lucié ambiental, 1’estatus socio-economic i el baix pes en el naixement (Repine et
al., 1997).

Durant I’ultima década, el desgast muscular 1 la disfuncié del muscul esquelétic
han estat identificats com els factors determinants de la morbilitat i la mortalitat que
s’observa en els pacients amb MPOC. El desgast muscular és una manifestacio
sistemica que succeix en els malalts amb MPOC. La seva prevalenga és del 20% en
pacients clinicament estables i d’un 35% en malalts que requereixen rehabilitacid
pulmonar (Engelen et al., 1994; Schols et al., 1993). Altres fets caracteristics de la
caquexia, que també es troben el MPOC, i que no poden ser explicats per un
desequilibri nutricional, inclouen preferencialment la pérdua de teixit muscular més que
adipos, una major degradaci6 proteica (Morrison et al., 1988), 1 manca de resposta a
terapies nutricionals (Schols et al., 1995; Tisdale, 1997). Clarament, el desgast muscular
en MPOC té¢ molts més trets comuns amb la caqueéxia que amb el dejuni o el
desequilibri nutricional. La pérdua de massa magra afecta de manera negativa a la
funcio respiratoria 1 a la musculatura periférica, la capacitat per realitzar exercici 1 la
salut (Baarends et al., 1997; Palange et al., 1995, 1998; Engelen et al., 2000a i b;
Mostert et al., 2000). Aquesta perdua de pes que es manisfesta en aquesta patologia
afecta negativament a la prognosis. En un estudi retrospectiu de 400 pacients afectats de
MPOC, Schols et al. (1998) van demostrar que el baix index de massa corporal (BMI),
’edat 1 la baixa pressio parcial d’oxigen eren predictors independents de 1’incrementada
taxa de mortalitat. Un BMI inferior a 25 kg/m” incrementava el risc de mort. Gosker et
al. (2002) han demostrat recentment, una forta correlaci6 entre la massa magra i 1’area
de la seccio6 de biopsies del muscul vastus lateralis. La peérdua de massa magra sembla
que esta molt relacionada amb I’estat inflamatori sistémic que succeeix en aquests
pacients (Schols et al., 1996; Di Francia et al., 1994; de Godoy et al., 1996). Altres
estudis en els que s’utilitzen misculs incubats o extractes musculars suggereixen que el
sistema proteolitic dependent d’ubiquitina (proteasoma) €s el responsable en gran part

de la incrementada protedlisi en diferents tipus d’atrofia muscular (Mitch 1 Goldberg,
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1996; Jagoe 1 Goldberg, 2001). Tanmateix, encara no esta clar com moltes proteines son
ubiquitinitzades 1 degradades.

Li et al. (1998) han descrit que el TNF-a té efecte directe sobre les cel-lules
musculars esquelétiques diferenciades. Van demostrar que miotubs diferenciats tractats
amb TNF-a tenien reduccions en el contingut de proteina total i la pérdua de del
contingut de la cadena pesada de la miosina de manera dosi i temps dependent. Aquests
canvis eren evidents a concentracions de TNF-a que eren presents en el plasma de
malalts amb MPOC. El senyal del TNF-a succeeix en part per I’activacié de NF-kB, un
procés que implica la conjugacié amb ubiquitina i la degradacio del IxBa per part del
proteasoma (veure apartat 3.4.3). Aquests autors van demostrar que el TNF-a estimula
la conjugacio amb ubiquitina de les proteines musculars, suggerint que és més probable
que un pool ja existent d’ubiquitina sigui activat que no pas hi hagi sintesi de noves
proteines. A més, van descriure que els inhibidors del proteasoma prevenien
completament la translocacié del NF-kB, indicant que les interaccions entre la
ubiquitina i el proteasoma eren obligades per la senyalitzacié TNF-a - NF-kB en el
muscul esqueletic. A més d’alteracions de 1’energia o el balang anabdlic-catabolic, el
desgast muscular pot ser el resultat de la disminuci6 del nombre de fibres o dels canvis
en la regulacio de la diferenciacid del muscul esqueletic. MyoD s’expressa en mioblasts
proliferatius no diferenciats, quan es retira el factor de creixement, és activat per iniciar
la diferenciacio del muscul esquelétic, dirigint finalment la fussio dels mioblasts per
formar miotubs multinucleats. Aixi, MyoD ¢és essencial per reparar el dany tissular
(Koishi et al., 1995). Guttridge et al. (2000) van demostrar en miocits diferenciats
I’activacio de NF-kB induida per TNF-o provocava la inhibicié de la diferenciacid del
muscul esqueletic mitjancant la supressi6 del mRNA de MyoD a nivell post-
transcripcional. Per aix0, el TNF-a causa una severa reduccio dels nivells proteics de
MyoD en aquestes cel-lules, 1 aquesta perdua va predita per una igual perdua dels nivells
del mRNA de MyoD (Guttridge et al., 2000). Contrariament en miotubs diferenciats és
necessari el TNF-o juntament amb el IFN-y per la downregulation de MyoD dependent
de NF-«B i la disfunci6 de les fibres de muscul esquelétic.

L’MPOC es caracteritza per un baix grau sistemic d’inflamaci6 (Di Francia et
al., 1994; Schols et al., 1996; Riise et al., 1994) que va normalment acompanyada per
baixos nivells circulants d’hormones anaboliques (Kamischke et al., 1998; Casaburi et

al., 1998). Els elevats nivells circulants de IL-6 (Schols et al., 1996), IL-8 (Schols et al.,
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1996), TNF-a (D1 Francia et al., 1994), i proteina reactiva C (Schols et al., 1996) que
tenen els pacients amb MPOC han estat associats a un increment de la despesa
energética basal (Schols et al., 1996) i la manca de resposta a terapies nutricionals,
donant suport a la hipotesi de que aquestes citocines tenen un paper clau en la caquexia
associada a MPOC. A més s’ha demostrat I’increment de molécules d’adhesio en fluids
broncoalveolars i1 en plasma de pacients amb MPOC respecte individus control (Riise et
al., 1994). La preséncia de molecules d’adhesidé a la sang és necessaria per a la
infiltracié de cel-lules inflamatories bronquials. En teoria, aquestes molécules d’adhesio
podrien també induir la infiltraci6 de cél-lules inflamatories a altres teixits com el
muscul esquelétic, pero aixo encara no esta confirmat. En quant a la possible interaccid
entre citocines proinflamatories i ROS (especies reactives de 1’oxigen), €s interessant el
fet de I’increment en la generaci6 de ROS, probablement originat pels musculs
contractils, que ha estat descrit en pacients amb MPOC després de I’exercici de baixa
intensitat (Heunks et al., 1999). Malgrat que en pacients amb MPOC s’observi un baix
grau d’inflamacio sistémica, aquests mostren una elevada prevalenga de baixos nivells
plasmatics de testosterona (Kamischke et al., 1998) i IGF-I (Casaburi et al., 1998) en
comparacié amb individus control d’edat similar. La relevanga clinica d’aquest fet
encara no s’ha esbrinat ja que les correlacions entre el pes corporal o la massa muscular
1 els nivells plasmatics d’aquestes hormones son debils (Kamischke et al., 1998) i els
suplements amb esteroides anabolics (Schols et al., 1995) o hormona del creixement
(Burdet et al., 1997) només tenen un efecte modest sobre la massa magra i I’estatus
funcional, potser per un defecte en el receptor de I’hormona.

La hipoxémia, ja sigui cronica o intermitent, €¢s un tret comu en MPOC 1 pot
influir en ’homeostasi del muscul esqueletic de moltes maneres a 1’igual que succeeix
en individus sans quan estan exposats a un ambient hipoxic (Howald et al., 1990). La
hipoxemia pot contribuir al desgast muscular en MPOC disminuint els nivells
d’hormones anaboliques (Semple et al., 1980) i incrementant les citocines
proinflamatories (Takabatake et al., 2000). La preséncia d’hipoxémia esta també
relacionada amb la generacié de ROS que contribueixen a 1’estrés oxidatiu (Heunks et
al., 1999). Per tot aix0, la hipoxémia pot contribuir al desgast muscular desplagant el
balang entre factors anabolics/ catabolics a favor dels darrers.

El fet que les citocines proinflamatories per si mateixes puguin ser les
responsables de caquéxia és discutible ja que les concentracions plasmatiques

d’aquestes son molt inferiors a les requerides per induir caquéxia en animals
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d’experimentacié (Buck et al., 1996). A més, no s’ha demostrat que hi hagi un
increment en concentracid o activitat de citocines proinflamatories entre musculs
d’individus caquéectics amb MPOC o altres malalties croniques. El relatiu manteniment
d’alguns grups musculars com el diafragma (Levine et al., 1997) és tambe¢ dificil
d’explicar si es proposa una etiologia sistémica com a causa del desgast muscular. La
implicacié preferencial d’alguns grups de musculs suggereix que hi hagi factors
musculars locals implicats en el desenvolupament de la caquexia.

La inactivitat, com a un dels factors locals obvis, pot incrementar 1’activitat de la
via ubiquitina-proteasoma (Medina et al., 1995) 1 disminuir la produccid 1 la resposta a
IGF-I (Lalani et al., 2000). Altres factors locals, encara per identificar, estan
possiblement implicats en el desgast muscular com indiquen les marcades
modificacions en la cadena pesada de la miosina en el vastus lateralis de pacients amb
MPOC en comparacié amb individus sans malgrat observar petites diferéncies en la
capacitat fisica (Maltais et al., 1999). Potser I’observacié més curiosa en aquest aspecte,
¢és la baixa capacitat oxidativa dels musculs de les extremitats que tenen hamsters amb
emfisema malgrat no presentar una reduccid del seu nivell d’activitat en comparacio
amb animals control (Mattson 1 Poole, 1998). Com s’ha esmentat anteriorment, els ROS
poden actuar de manera local desencadenant desgast muscular. A més, alguns estudis
suggereixen que ’acidosi muscular podria estar implicada en la degradacid proteica
(Mitch 1 Goldberg, 1996; Du et al., 2000). Aixd pot ser important en pacients amb
MPOC ja que han de dur a terme un minim d’exercici a la seva vida diaria, el que els hi
produeix una primarenca i1 exagerada acidosi muscular comparada amb individus sans
(Maltais et al., 1998). Una hipotesi raonable seria que la caquéxia en MPOC és el
resultat de la interaccid de factors sistémics (com citocines i factors de creixement) que
malgrat no estar significativament elevats podrien fer sinergisme amb factors locals com
I’inactivitat, els nivells elevats de ROS 1 [D’acidosi entre d’altres. Tot aixo
desencadenaria un desequilibri entre [’anabolisme i el catabolisme. La Figura 3
representa una representacio esquematica dels posibles mecanismes cel-lulars del
desgast muscular en MPOC.

Recentment, s’ha relacionat el desenvolupament de la MPOC amb un increment
de D’estrés oxidatiu o una reduccid d’antioxidants (Heffner i Repine, 1989; White i
Repine, 1985). Molts articles relacionats amb la MPOC han descrit canvis en els nivells
d’estrés oxidatiu, citocines circulants 1 proteines de fase aguda o en els nivells

d’activacié de les cel-lules circulants. Una hipotesi bastant generalitzada és que el
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desequilibri entre oxidants i antioxidants seria el que donaria lloc a la patogeénesi de la
MPOC. Els ROS, que son generats pels neutrofils, tant si son circulants com si no, sén
eliminats pels enzims antioxidants, indicant que la capacitat de prevenir els efectes
nocius de ’estrés oxidatiu d’un individu depeén de la capacitat antioxidant de la sang 1
els teixits. Al menys en fumadors i durant les crisis agudes dels malalts MPOC, s’ha
descrit que hi ha un marcat desequilibri el balang oxidant-antioxidant (Rahman et al.,
1996a i b). Altres estudis (Schols et al., 1996; Takabatake et al., 1999) han demostrat
que en aquesta malaltia hi ha alts nivells de citocines circulants. L’estrés oxidatiu
present en la circulacid sistemica dels pacients amb MPOC pot influir a la perdua de
massa muscular per estimulacio de la proteolisi muscular (Mitch 1 Goldberg, 1996;Buck
1 Chojkier, 1996). L’estrés oxidatiu causat per sobreproduccié de NO (oxid nitric) pot
ser el resultat d’una sobreexpressio de la iNOS (0xid nitric sintasa induible) al muscul,
iniciada per exemple per la hipoxia tissular o inflamacio sistemica, ambdds processos
que succeixen a la MPOC (Agusti et al., 1999; Lawler i Song, 2002; Moncada i Higgs,
2002; Jung et al., 2000). El muscul esquelétic dels pacients amb MPOC, que pateix una
perdua de pes, també presenta una sobreexpressio de la iNOS (Gari et al., 2002). A més,
la sobreproduccié de NO podria conduir a I’estrés oxidatiu 1 a patologies mediades per
estrés oxidatiu com el desgast muscular per desequilibris en enzims antioxidants com la
superoxid dismutasa o la catalasa (Lawler i Song, 2002). Utilitzant dos models
experimentals de desgast muscular com son la suspensid d’extremitat i 1’oclussid
coronaria cronica, s’ha observat en el muscul esqueletic una upregulation de la iNOS,
un augment de I’estrés oxidatiu i una disminucié de I’activitat d’enzims antioxidants
(Barreiro et al., 2003; Beckman i Koppenol, 1996; Demaree et al., 2000; Lawler et al.,
1993). En patologies on hi ha desgast muscular també hi ha un increment en la
produccio de ROS 1 RNS (espécies reactives del nitrogen) 1 un augment en els nivells de
iNOS (Reid, 2001; Callahan et al., 2001). La producciéo de ROS i RNS pot conduir a
deteriorar la protecci6 antioxidant al muscul esquelétic.

L’apoptosi és un procés actiu de mort cel-lular. Stangel et al. (1996) van
demostrar que 1’apoptosis es podia desencadenar per estrés oxidatiu en animals
d’experimentacié. En cél-lules mononucleades 1’apoptosi condueix a la mort cel-lular
mentre que en cel-lules multinucleades com els midcits es dona una atrofia cel-lular
(Allen et al., 1997; Vescovo et al., 2000). La inexplicable perdua de pes que succeeix en
els pacients amb MPOC és causada principalment per 1’atrofia del muscul esquelétic,

indicant que podria haver-hi una excessiva apoptosi en aquests pacients (Gosker et al.,
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2000). A més, molts desencadenants de 1’apoptosi com la hipoxia, I’estrés oxidatiu i la
inflamaci6 sistémica son presents en pacients amb MPOC (Green i Reed, 1998;
Petrache et al., 2000a i b). Un estudi recent en pacients amb MPOC amb baix index de
pes corporal (BMI) indica que en pacients amb MPOC hi ha una incrementada apoptosi
al muscul esquelétic (Agusti et al., 2002). Agusti et al. (2002) van suggerir que
I’apoptosi podria estar implicada en 1’atrofia del muscul esquelétic que presenten els
pacients amb MPOC. Van observar un alt percentatge de nuclis apoptotics en vastus
lateralis de biopsies de pacients amb MPOC. Els pacients que tenien BMI per sota de
20 kg/m” tenien més nuclis apoptotics que aquells que estaven per sobre. Els factors o
mecanismes responsables de 1’apoptosi podrien ser, al igual que en altres patologies,
mitjangant receptors de mort com el del TNF-a, Fas, caspases, entre d’altres. S’ha
descrit un procés inflamatori cronic a les vies aéries de pacients amb MPOC (Jeffery,
1998). A més, els pacients amb MPOC, amb BMI baix, tenen nivells circulants de TNF-
a, IL-6, 1 els receptors solubles més alts i més baix index de creatinina (CHI) comparat
amb els pacients que tenen BMI i CHI normals (Eid et al., 2001). A més, la inflamacio
cronica podria ser un factor important del desgast muscular, actuant en part per la via
apoptotica a través de receptors de mort. Altres vies que juguen un paper clau en
I’apoptosi son les de la mitocondria. L’estimulacié de les vies apoptotiques
mitocondrials inclouen efectes directes 1 indirectes dels ROS, alteracié de ’homeostasi
cel-lular 1 mitocondrial , senyals d’estrés mitjancant la via esfingomielina/ceramida, etc.
Aix0 ¢€s interesant ja que s’ha descrit que en pacients amb MPOC hi ha una reduccio
dels nivells de glutati6 en vastus lateralis comparat amb individus sans (Engelen et al.,
2000c), suggerint que aquests tenen una major susceptibilitat a 1’estrés induit per
oxidants. Els ROS poden incrementar I’expressio i la translocacid mitocondrial de

factors proapoptotics (com Bax y Bad).
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Figura 3. Representacio esquematica dels possibles mecanismes de la caquéxia en MPOC. IGF-I i
MyoD exerceixen els seus efectes anabolics mitjangant ’activacio de la sintesi de miofibrilles. Les
proteines miofibrilars son marcades per la ubiquitina (Ub) i després processades pel proteasoma 26S.
Aquesta via de degradacid proteica pot ser activada per la inactivitat muscular. Citocines
proinflamatories com el TNF, IL-1, i IL-6, per exemple, exerceixen les seves accions per 1’activacio
del NF-«B, el qual pot entrar al nucli després de dissociar-se del seu inhibidor (IB). Una de les accions
cataboliques del NF-«kB és inhibir 1’expressio génica de MyoD. Les citocines proinflamatories també
poden activar el sistema ubiquitina-proteasoma. Ub = ubiquitina; NF-kB = nuclear factor B; IB =
inhibidor de NF-kB; MHC = cadena pesada de la miosina; IGF = insulin-like growth factor; IGFR =
insulin-like growth factor receptor; TNF = factor de necrosi tumoral; TNFR I and II = receptor del
factor de necrosi tumoral I and II (Debigare et al., 2001).

4. EL MUSCUL ESQUELETIC

Els teixits musculars son els responsables del moviment de materials a través del
cos, el moviment d’una part del cos respecte una altra i la locomocid. Existeixen tres
tipus de teixit muscular en el cos: llis (o visceral), cardiac i esquelétic. Els tres tipus de
fibres estan adaptades per contraure’s en resposta a estimuls del sistema nervids. El
teixit muscular esquelétic s’uneix a [’esquelet 1 és responsable dels moviments
voluntaris del cos. Les funcions del muscul esquelétic son les del moviment, producciod
de calor i donar postura i1 suport al cos. El muscul esquelétic constitueix

aproximadament el 40% del pes del cos.
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4.1 RECANVI PROTEIC MUSCULAR

Les proteines musculars estan en un estat continu de recanvi, de manera que a la
rata adulta la vida mitja de les proteines dels musculs en contraccid lenta i rapida és de
12.2 1 de 18.3 dies respectivament (Lewis et al., 1984). Durant la vida postnatal, el rapid
creixement del miscul va acompanyat d’un increment en les taxes totals de sintesi
protéica; quan s’expressen com taxes fraccionades de sintesi o degradacio (el
percentatge de massa proteica sintetitzada o degradada per dia), aquestes son
independents del tamany muscular. Amb [’edat, ambdues taxes disminueixen
progressivament (Lewis et al., 1984; Kelly et al., 1984). Les grans diferéncies entre les
dues taxes (a favor de la sintesi) en el periode perinatal disminueixen gradualment fins
arribar a les condicions de no creixement assolides pels musculs de 1’adult. Aquests
canvis del desenvolupament del recanvi proteic tenen a veure tant amb les proteines
miofibrilars com amb les sarcoplasmatiques, i sembla que també estan parcialment
relacionats amb el I’estat canviant de la diferenciacid dels musculs. Una vegada el
desenvolupament s’ha completat, les taxes absolutes de sintesi i degradacid proteica
estan correlacionades amb el nivell d’activitat expressat pel muscul. Degut a aixo, els
musculs que estan continuament actius, com el cor i el soleus, presenten de manera
similar taxes elevades de recanvi proteic, molt superiors a les dels musculs de
contracci6 rapida que son activats amb menys freqiiéncia, com el EDL (Goldspink,

1991).

4.1.1 REGULACIO DEL RECANVI PROTEIC

4.1.1.1 INSULINA

Estudis in vitro han demostrat que la insulina estimula la sintesi proteica 1
inhibeix la degradacid protéica en preparacions de muscul esquelétic i cardiac incubats
sota condicions basals, amb la glucosa com a substrat. Els efectes de la insulina en el
recanvi proteicde les cel-lules musculars en cultiu sén similars als dels musculs
incubats, encara que requereixen concentracions hiperfisiologiques de 1’hormona per
obtenir respostes maximes, degut a que expressen un baix nombre de receptors per a la
insulina. L’accié de I’hormona és a nivell traduccional, activant el péptid-cadena

d’iniciacio, 1 és independent dels efectes d’aquesta sobre el transport d’aminoacids
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(Rannels et al., 1975). Malgrat que la insulina probablement estimula la sintesi de la
majoria o totes les proteines musculars, no es coneix fins a quin punt aquesta
estimulaci6 és uniforme.

En estudis in vivo s’ha vist que la insulina és important en la resposta de la
sintesi protéica a la retroalimentaci6 després del dejt, pero altres factors estan implicats,
com els aminoacids que cadena ramificada (BCAA), que augmenten la sensibilitat a la
insulina de la taxa fraccional de sintesi protéica muscular (Preedy 1 Garlick, 1986;
Garlick 1 Grant, 1988). No esta clar com la insulina afecta a la taxa fraccional de
degradaci6 proteica muscular in vivo. Es pot concloure que la insulina és important en la
regulaci6 aguda del recanvi proteic, especialment mitjancant 1’estimulacio de la sintesi

proteica, perd a més altres factors son importants.

4.1.1.2 IGF-I

La insulina, I'IGF-I, i I’hormona del creixement (GH) tenen una paper
determinant en la regulacio, el metabolisme proteic i la resposta a processos fisiologics i
patofisiologics (Fryburg i Barrett, 1999). Es evident que aquestes hormones peptidiques
funcionen de forma coordinada i interdependent, encara que no es sap encara del tot
(revisat per Russell-Jones 1 Umpleby, 1996). Els estudis in vivo han demostrat les
accions biologiques de I'IGF-I, que son les d’un factor de creixement i les accions
similars a la insulina (insulin-like). L’injeccio intravenosa d’IGF-I va produir, en rates
hipofisectomitzades i rates normals, una disminucié de la vida mitja de les proteines
(Zapf et al. 1986). Els estudis realitzats tant en animals com humans (Elahi, 1993;
Mauras et al., 1992) mostren que el mecanisme d’accié de I’lGF-I en el metabolisme
proteic in vivo €s igual al de la insulina: una reduccid de la degradacio i sense efectes en
la sintesi.

Utilitzant miotubs L6, Fernandez i Sainz (1997) descriuen I’acci6 de I'IGF-I
inhibint tant la degradacié proteica total (40%) com la miofibrilar (55%). Grans
reduccions en la degradacio total s’han descrit també en estudis amb miotubs L8 (Gulve

1 Dice, 1989) i en cultius primaris de miotubs esquelétics (Harper et al., 1987).
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4.1.1.3 HORMONES TIROIDEES

Les hormones tiroidees tamb¢ afecten a la taxa de sintesi i degradaci6 proteica
muscular, exercint efectes oposats segons la dosi utilitzada. En aquest sentit, s’ha
observat que nivells fisiologics de Ts son essencials per al creixement normal del
muscul i altres teixits, pero dosis molt elevades comporten una perdua general de pes i a
un sever desgast muscular. Es interessant destacar el fet que la T; augmenta la sintesi
protéica en la mateixa extensio que ho fa la GH (Faim et al., 1978).

En quant a la degradacié proteica, també s’ha observat que les hormones
tiroidees poden augmentar la proteolisi lisosomal i1 la no lisosomal dependent d’ATP
(Kettelhut et al., 1988). La proteolisi dependent de calci sembla ser independent
d’aquestes hormones, ja que malgrat que la proteolisi general esta disminuida després
d’una hipofisectomia, la proteolisi dependent de calci no disminueix, i encara que
I’addicié de T; augmenta la proteolisi general, no augmenta la capacitat d’aquest

sistema (Kettelhut et al., 1988).

4.1.1.4 GLUCOCORTICOIDES

Els glucocorticoides poden influir notablement en la mida del muscul. En aquest
sentit, es sap que en la sindrome de Cushing els elevats nivells d’aquests esteroids
adrenals poden produir una inhibicid del creixement dels joves, 1 una marcat desgast
muscular en els adults (Kettelhut et al., 1988).

La disminucid en la sintesi proteica ha estat ampliament demostrada en diferents
estudis tant in vivo com in vitro (McGrath i Goldspink, 1982); per tant, alguns dels
efectes han de ser directes. La sintesi de proteines miofibrilars és especialment sensible
a la inhibicidé per glucocorticoides (Odedra et al., 1983). També s’ha vist que causen
resisténcia a la insulina (Odedra et al., 1982). Els efectes dels glucocorticoides en la
taxa de degradacid en el muscul esquelétic son transitoris; poden afectar primerament a
la degradaci6 proteica miofibrilar, perd només es pot observar utilitzant dosis
farmacologiques (Odedra i Millward, 1982; Tomas et al., 1984; Odedra et al., 1983;
Kayali et al., 1987).
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4.1.1.5 GLUCAGO

El glucagoé inhibeix la sintesi proteica tant in vivo com in vitro, encara que a
concentracions hiperfisiologiques. Pot estimular la disminucié de proteina periférica i
I’actimul proteic hepatic (Kibler et al., 1964). De tota manera, el paper fisiologic del

glucagd en la regulacio del recanvi proteic és relativament limitat.

4.2 SISTEMES PROTEOLITICS

La proteolisi intracel-lular té¢ una funcié molt important, ja que molts aspectes de
la fisiologia i el desenvolupament cellular estan controlats per la degradaciéo de
proteines especifiques. De fet, la degradacié de proteines reguladores (factors de
transcripcio, enzims o factors inhibidors) és essencial per al control del creixement
cel-lular i per al metabolisme. La degradacié rapida de proteines especifiques permet
I’adaptacié a les noves condicions fisiologiques i als canvis en la composicidé de la
cel-lula (revisat per Lecker ef al., 1999a). En el cas del muscul esquelétic, les proteines
estan sotmeses a un recanvi continu, resultat del balan¢ entre les taxes de proteolisi i
sintesi proteica. La regulacid de la proteolisi muscular t€ un paper molt important en
I'homeostasi energética, el control de la massa muscular i el creixement corporal, tant en
situacions fisiologiques com en patologiques. La degradacié proteica proporciona un
mecanisme de control de qualitat que elimina selectivament les proteines mal plegades o
malmeses que sorgeixen a causa de mutacions, errors biosintétics, o per I’efecte de
radicals d’oxigen o per desnaturalitzacidé (revisat per Lecker et al., 1999a). La
degradacio proteica €s també important per al funcionament del sistema immunitari, ja
que aixi s’eliminen les proteines anormals (virus) que hi ha dins les cél-lules o a I’espai
extracel-lular. Al muscul esquelétic, la degradacié proteica té un paper fonamental en
situacions de manca d’ingestid0 o malalties cataboliques, ja que proporciona amb
aminoacids a altres teixits que els utilitzaran per a la gluconeogenesi, la sintesi proteica i
I’obtencid d’energia (Mitch i Goldberg, 1996).

Mentre que la sintesi de proteines és un procés for¢a conegut, la degradacio
proteica €s encara un camp on s’aporten coneixements nous. Actualment se sap que les
cel-lules de mamifers tenen diversos sistemes proteolitics que s’utilitzen per a diferents
funcions fisiologiques. Aquests sistemes proteolitics es classifiquen de la segiient

manera (segons Lecker et al., 1999a):
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e Sistema lisosomal
e Sistemes citosolics no lisosomals:
Dependent de calci
Caspasses o proteases ICE (interleukin-f converting enzimes)
Dependent d’ATP 1 ubiquitina
Dependent d’ATP i independent d’ubiquitina
e Sistemes mitocondrials:

Dependent d’ATP

4.2.1 SISTEMA LISOSOMAL

La proteolisi lisosomal és un dels sistemes proteolitics més estudiats en les
cel-lules de mamifer. Els lisosomes son organuls cel-lulars que contenen gran nombre de
proteases (anomenades catepsines) i altres hidrolases acides, totes amb 1’activitat Optima
proxima al pH 5 (pH que presenten els lisosomes a I’interior). Es coneixen més de 40
enzims lisosomals, tots hidrolitics: proteases, nucleases, glucosidases, lipases,
fosfolipases, fosfatases i sulfatases. S’ha descrit que la proteolisi s’inicia amb 1’accié de
les endopeptidases (catepsines B i H), les quals son el pas limitant, i el procés continua
mitjangant les exopeptidases (catepsines A 1 C).

Els lisosomes s’encarreguen de degradar sobretot proteines extracel-lulars
(hormones), proteines plasmatiques i de membrana, glicoproteines, bacteris fagocitats o
receptors de membrana, les quals son endocitades per la cél-lula (Lecker et al., 1999a).

La via d'autofagia lisosomal de la proteolisi intracel-lular €s un procés en gran
part no selectiu, 1 es considera el principal responsable de la degradacid total de les
proteines cel-lulars. De fet, més del 90% de les proteines de vida llarga i una fracci6 de
les de vida curta sén degradades al lisosoma (Ahlberg et al., 1985).

El muscul esquelétic conté pocs lisosomes, i s’ha comprovat que les principals
proteases lisosomals (catepsines B, H, L i D) no contribueixen gaire a la proteolisi
general en musculs incubats (Temparis et al., 1994). A més, tampoc semblen estar

implicats en la degradaci6 de proteines miofibril-lars (Lowell et al., 1986).
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4.2.1.1 CATEPSINES

Les principals catepsines que hi ha al mtscul son les segiients:

Catepsina B: s’ha detectat en la majoria de teixits i organs en mamifers. T¢é
activitat d’endopeptidasa (Kirschke i Barrett, 1987). Presenta baixa activitat en
comparacio amb la catepsina L (menys del 10%).

Catepsina D: és un dels enzims més abundants als lisosomes, almenys al fetge
de rata. Es una aspartil-proteinasa amb especificitat similar a la pepsina, que duu a
terme la hidrolisi de residus hidrofobics. El seu pH optim és entre 3 i 5. Es una proteina
dimera.

Catepsina H: s’ha detectat en tots els teixits i organs de rata. El seu optim és
entre un pH de 6 1 7. T¢ activitat d’aminopeptidasa, 1 actua sobre péptids que no tenen
bloquejat I’extrem N-terminal i sobre I’extrem N-terminal de proteines i productes
peptidics de la seva propia accid d’endopeptidasa. L’activitat d’aquest enzim és molt
limitada i no representa més d’un 5% de 1’activitat proteolitica total.

Catepsina L: ¢s la cisteinil-proteinasa més potent. La hidrolisi catalitzada per
aquest enzim necessita que els substrats tinguin aminoacids hidrofobics a les posicions
P31 P2, i si a més hi ha un aminoacid apolar a la posicié P1, la hidrolisi és més rapida

(Kirschke et al., 1980).

4.2.2 SISTEMA DEPENDENT DE CALCI

Aquest sistema esta distribuit ampliament a les cél-lules eucariotes. Els enzims
que pertanyen a aquest sistema proteolitic s’anomenen calpaines o proteinases neutres
activades per calci (CANP). Les calpaines son enzims intracel-lulars, la majoria dels
quals son citosolics, 1 entre un 7 1 un 30% estan associades a estructures de membrana
(Samis 1 Elce, 1989). Estan regulades per la seva uni6 al calci i per modificacions
autoproteolitiques.

S’han identificat fins al moment onze membres de la familia, que es divideixen,
en mamifers, segons la seva distribuci6 a 1’organisme. Aixi, es poden dividir en ubiqiies
(n-calpaina 1 m-calpaina, les més estudiades); 1 les especifiques de teixit: calpaina 3
(especifica de muscul esqueletic), n-calpaina 2 i n-calpaina 2’ (especifiques d’estomac)

(revisat per Saido et al., 1994), n-calpaina 4 (especifica de tubuls digestius) (Sorimachi

70



Introduccid

et al., 1997), n-calpaina 5, n-calpaina 6 i n-calpaina 11 (expressades en diferents teixits 1
periodes de desenvolupament en el ratoli) (Dear i Boehm, 1999). S’han trobat també
homolegs de les calpaines en insectes, nematodes, fongs i llevats (revisat per Sorimachi
et al., 1997). A més, s’han identificat dues proteines reguladores: una d’inhibidora i una
d’estimuladora. Tot aix0 indica que aquestes proteases pertanyen a un sistema

proteolitic for¢a complex.

4.2.3 SISTEMA DEPENDENT D’ATP I UBIQUITINA

Actualment se sap que la gran majoria de proteines intracel-lulars sén
degradades pel sistema proteolitic dependent d’ATP 1 ubiquitina (revisat per Lecker et
al., 1999a). Els substrats proteics d’aquest sistema sén marcats préviament per la unid
covalent de diverses moleécules de ubiquitina, 1 la proteolisi es duu a terme mitjangant el
complex proteasomic 268S, el qual degrada les proteines fins a petits peptids (Kisselev et
al., 1998). En aquest sistema proteolitic es degraden proteines anormals i proteines
reguladores de vida curta, perd també és el responsable del recanvi lent de les proteines
de vida llarga, que constitueixen la gran majoria de proteines intracel-lulars (Mitch 1
Goldberg, 1996; Rock et al., 1994), com també de generar els peptids que es presenten a
I’MHC (complex d’histocompatibilitat major) de classe I durant la resposta immunitaria
(Rock et al., 1994). A més, aquesta via proteolitica t¢ un paper molt important en la
proteolisi accelerada de les proteines miofibril-lars durant el dejuni 1 altres estats
patologics, com s’explicara més endavant. S’ha postulat que el sistema proteolitic
dependent d’ATP 1 ubiquitina podria ser una de les principals vies per la qual es

degradarien selectivament les proteines intracel-lulars.

4.2.3.1 UBIQUITINA

La ubiquitina esta implicada en una llista quasi inacabable de processos
cel-lulars. Absent en procariotes, aquesta proteina de 76 aminoacids és present en tots
els eucariotes estudiats, ja sigui en forma lliure o unida a un gran nombre de proteines
citoplasmatiques, nuclears 1 de membrana. Totes les funcions cel-lulars en les quals
participa les duu a terme a través de 1’associacid a un complex multienzimatic, que
s’encarrega d’unir o desunir molécules d’ubiquitina a una gran varietat de substrats

proteics. Les caracteristiques més rellevants d’aquesta proteina son la gran conservacio
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durant 1’escala evolutiva, la gran abundancia, i la gran estabilitat estructural. S’ha
demostrat que la ubiquitinitzacid té un paper important en el metabolisme de les

proteines, de I’'RNA i del DNA (Schlesinger, 1990).

4.2.3.1.1 ESTRUCTURA I PROPIETATS

La ubiquitina és una proteina petita, amb un pes molecular de 8,5 kD. La seva
estructura cristal-lina, com també 1’analisi per ressonancia magnética nuclear (Vijay-
Kurnar et al., 1987; Weber et al., 1987), revelen una conformacié globular compacta,
constituida per cinc lamines 3 1 una helix a de tres voltes 1 mitja. Conté un nucli
hidrofobic 1 un gran nombre de ponts d’hidrogen, fet que n’explica la gran estabilitat
davant els canvis de temperatura (és estable per sota dels 80°C) i de pH (roman plegada
entre els pH 11 13) (Cary et al., 1980), i la seva resisténcia a la degradacio proteica, tot i
mantenir un contacte molt estret amb les proteases del sistema. Un dels punts més
caracteristic de ’estructura de la ubiquitina és que el seu extrem C-terminal (Args-
Gly7s-Gly76) sobresurt de 1’estructura globular formant un apendix de gran mobilitat. A
través d’aquest extrem interactua tant amb els enzims del sistema com amb les proteines
diana.

La ubiquitina és una de les proteines més abundants a la cél-lula, juntament amb
I’actina, la tubulina i les histones. S’ha estimat que, dependent del tipus cel-lular, hi ha
de I’ordre de 8107 i 2:10® molécules de ubiquitina per cél-lula (Haas i Riley, 1988;
Carlson 1 Rechsteiner, 1987). La ubiquitina esta en equilibri dinamic entre la forma
lliure i les formes conjugades, ja sigui amb histones, amb proteines d’elevat pes
molecular, o amb enzims d’activacid o conjugacié del seu sistema (Carlson i

Rechsteiner, 1987).

4.2.3.2 DEGRADACIO PROTEICA

La degradaci6 proteica és la funcié més estudiada i coneguda de la ubiquitina
(revisat per Rechsteiner, 1987; Hershko, 1991; Jentsch et al., 1992; Varshavsky, 1992).
El sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina té un paper molt important tant en
la degradaci6 de la majoria de les proteines cel-lulars com en el procés selectiu i de

presentacid d’antigens pel complex MHC de classe I (Rock et al., 1994).
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A la cel'lula, la ubiquitina es pot trobar lliure o conjugada mitjangcant una unié
covalent entre el seu extrem C-terminal i el grup e-amino dels residus de lisina de les
proteines. Per al comengament de la degradacié de les proteines per aquest sistema, €s
necessaria la unio covalent de la ubiquitina amb els substrats proteics. Les proteines
conjugades amb multiples ubiquitines son les que tenen més probabilitats de ser
degradades pel sistema proteolitic dependent d’ATP 1 ubiquitina. La conjugacio de la
ubiquitina als substrats proteics ¢és un procés que consta de diverses reaccions, en les

quals estan implicats diferents enzims i que requereixen energia en forma d’ATP.

4.2.3.3 ENZIMS DEL SISTEMA

E1l (enzim activador de la ubiquitina)

La primera reacci6 consisteix en l’activacid de la ubiquitina, 1 la catalitza
’enzim E1, anomenat també enzim activador de la ubiquitina (Figura 4). Es una reacci
dependent d’ATP en la qual es forma adenilat d’ubiquitina, seguida de la transferéncia
de I’extrem C-terminal de la ubiquitina a un residu cisteina de 1’enzim E1 mitjangant un
enllag tioester. L’E1 esta associat als tres components principals del citosquelet (actina,
tubulina 1 filaments intermedis). La distribucio variable de I’E1 i1 la seva aparent
distribucio al citosquelet suggereixen que tant aquest enzim, com el sistema proteolitic

dependent d’ATP i ubiquitina, tenen funcions pleotropiques (Trausch et al., 1993).

E2 (enzim conjugador de la ubiquitina)

La ubiquitina activada és transferida de I’enzim EIl a un residu especific de
cisteina d’un dels diferents enzims E2 (anomenats enzims conjugadors o transportadors
de la ubiquitina), mitjancant un enllag tioéster (Figura 4). Després, els enzims E2
transfereixen la ubiquitina al substrat proteic, i es forma aixi una proteina conjugada
ramificada en la qual ’extrem C-terminal del residu de la glicina-76 de la ubiquitina

s’uneix a residus de lisina interns de la proteina diana, mitjangant un enllag isopeptidic.
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E3 (lligases d’ubiquitina)

Algunes de les reaccions de la conjugacid6 de la ubiquitina i el substrat
requereixen un tercer tipus d’enzims: E3 o lligases de la ubiquitina. Aquests enzims
ajuden al reconeixement dels substrats susceptibles de ser ubiquitinitzats (Ciechanover 1
Schwartz, 1989; Hershko, 1991). En aquests casos, la unid6 de la ubiquitina a les
proteines diana té lloc en dues etapes: primer el substrat proteic s’uneix en un lloc
especific de I’E3, i després la ubiquitina activada és transferida de I’E2 a la proteina
(Figura 4). S’ha suggerit que, per facilitar aquesta transferéncia, és probable que I’E3
tingui un lloc d’uni6 amb I’E2. A causa de I’elevada estabilitat dels llocs d’unié del
substrat proteic, I’E3 sembla tenir un paper important en la selecci6 de les proteines que
han de ser degradades. Els diferents subtipus de I’E3 que hi ha (actualment se’n
coneixen sis) es diferencien en 1’estructura 1 en el tipus de senyal (que presenten les
proteines susceptibles de ser degradades pel sistema) que reconeixen. Aquest enzim
proporciona I’alta especificitat que caracteritza el sistema dependent d’ATP i ubiquitina

(revisat per Ciechanover et al., 2000).

Proteasoma 26S

Les proteines ubiquitinitzades solen ser degradades pel complex anomenat
proteasoma 268, tot i que pot passar que la ubiquitina s’alliberi de les proteines diana
gracies a I’accid de certes hidrolases i quedi lliure per ser reutilitzada en un nou cicle de
conjugacié (Matsui et al., 1982) (Figura 4). El proteasoma 26S, de 1.500 kD, funciona
com una proteasa dependent d’ATP (Goldberg i Rock, 1992; Rivett, 1993), i esta
implicat en la degradaci6 de proteines anormals, proteines de vida curta i llarga,
proteines reguladores de vida curta i antigens de presentacio (Peters, 1994; Rock et al.,
1994). La degradaci6 de substrats depen del grau de poliubiquitinitzacidé (Chau et al.,
1989), i la monoubiquitinitzacié €s suficient sols en alguns casos (Haas et al., 1990); per
tant, sembla que és necessaria la multiubiquinitzacié dels substrats per a la degradacio
de les proteines in vivo per aquest sistema. Alguns estudis electroforetics i1
immunoquimics han demostrat que el complex 26S degrada substrats
multiubiquitinitzats de manera dependent d’ATP, que té una activitat d’ATPasa que li
aporta 1’energia necessaria per a la proteolisi, i que presenta una activitat d’isopeptidasa

dependent de Mg”>"/ATP, que genera ubiquitina lliure. El proteasoma no es detecta
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només al citoplasma sin6 també al nucli, fet que suggereix que aquest sistema
proteolitic controla tant les proteines citosoliques com les nuclears. El complex 26S
sembla que ¢és el responsable de la proliferaci6 i diferenciacio de les cel-lules a través de
I’eliminaci6 selectiva de diverses proteines reguladores implicades en la progressio del
cicle cel-lular. S’han obtingut evidéncies que demostren que el proteasoma és el
responsable de la proteolisi del sistema de la ubiquitina (Matthews et al., 1989;
Heinemeyer et al., 1991). Es interessant destacar que no sempre la ubiquitinitzacié és
essencial per al reconeixement dels substrats pel proteasoma, ja que en certes ocasions
el complex 26S degrada proteines no conjugades amb la ubiquitina (Driscoll 1 Goldberg,
1990; Murakami et al., 1992; revisat per Glickman, 2000). S’ha identificat una activitat
de nucleasa especifica associada al proteasoma, fet que suggereix un possible paper

d’aquest en la regulacid de la traduccié (Pouch et al., 1995).

Enzims desubiquitinitzants

L’ultim pas en el mecanisme proteolitic de la ubiquitina consisteix en la
regeneracid de la ubiquitina lliure 1 en la reutilitzacidé d’aquesta. El procés el duen a
terme els enzims desubiquitinitzants, que es poden dividir en dues families: les
hidrolases C-terminals de la ubiquitina (UCH), anomenades també isopeptidases, 1 les
proteases especifiques de la ubiquitina (UBP) (Wilkinson, 2000). Per poder reciclar la
ubiquitina després de la degradacio proteica, cal I’activitat d’aquests enzims que actuen
sobre els ponts isopeptidics de la ubiquitina amb la proteina conjugada i donen lloc a
I’escissio de la ubiquitina dels péptids petits derivats de la proteolisi de la proteina
diana. Aquests enzims sén també necessaris per a la conjugacio reversible de proteines
amb la ubiquitina, és a dir, per eliminar la ubiquitina de les proteines conjugades
incorrectament, aixi mostra un paper corrector (Matsui ef al., 1982). Una altra funcid
essencial d’aquests enzims és el processament dels precursors biosintetics de la

ubiquitina (Ozkaynak et al., 1987).

75



Introduccid

Activacio L.

S . Péeptids

= ATP /L
E1 Ubiquitina / ATP
v
\ Proteolisi

Protema
Proteasoma
w/f» 2 26S

- ~ /‘ \‘;')

° Conjugacio

Figura 4. Degradaci6 protéica mediada pel sistema de la Ubiquitina

4.2.3.4 RECONEIXEMENT DE SUBSTRATS

S’han proposat diferents mecanismes mitjancant els quals les proteines son
reconegudes pel sistema dependent d’ATP i ubiquitina.

Un dels primers models proposats sobre el reconeixement de substrats en la
degradaci6 proteica es basa en el residu aminoacidic en posicid N-terminal. La regla N-
terminal proposa que la vida mitja de les proteines in vivo esta en funcid del tipus de
residu N-terminal que tenen en la seva seqiiéncia (Bachmair ef al., 1986). La major part
de les proteines degradades al muscul esquelétic son ubiquitinitzades mitjancant el
reconeixement dels substrats proteics segons aquesta regla (Solomon et al., 1998).
Estudis posteriors han demostrat que el reconeixement dels residus N-terminals d’una
proteina no son els Unics responsables de marcatge de la proteina per a la degradacid
posterior, i que poques proteines son marcades per a la conjugacié i degradacid per
aquesta via. Per tant, es va creure que la regla N-terminal no era tan important com
semblava, i que només estava implicada en un nombre limitat de substrats proteics.
Actualment, pero, se sap que la major part de proteines citosoliques tenen 1’extrem N-
terminal acetilat i son degradades pel sistema de la ubiquitina, i que les proteines dels
musculs caquéctics susceptibles de ser degradades, ho fan segons aquesta regla (revisat

per Hasselgren 1 Fischer, 2001).
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Rogers et al. (1986) van observar un altre tipus de senyal: les proteines de vida
curta contenien regions riques en prolina (P), acid glutamic (E), serina (S) i treonina (T).
D’aquesta manera, aquestes seqiliencies es van anomenar PEST, i constitueixen un
senyal que marca certes proteines perque siguin degradades rapidament. S’ha suggerit
també que el reconeixement de les seqiiencies PEST pot ser un mecanisme compartit
per diferents vies proteolitiques, i que aquestes seqiiencies poden tenir un paper auxiliar
en diferents vies de la degradaci6 proteica (Hershko ef al., 1992).

Altres proteines, com en el cas de les ciclines mitotiques, presenten una
seqliencia interna anomenada caixa de destruccio que consisteix en una seqiiéncia de
consens conservada de nou aminoacids necessaria per a la degradacié dependent
d’ubiquitina (Glotzer et al., 1991).

A més, recentment s’ha identificat un senyal que consta de dues leucines juntes a
la ubiquitina, que pot estar involucrat en l'endocitosi mediada per la ubiquitina de
proteines de membrana i la degradacio posterior d’aquestes al lisosoma (Nakatsu et al.,
2000). Aixi, es demostra que la ubiquitina pot estar relacionada amb un altre sistema
proteolitic i conduir les proteines a una degradaci6 independent d’ATP i del
proteasoma.

Hi ha tres vies principals per les quals una proteina que ha de ser degradada,
sigui reconeguda i ubiquitinitzada: 1) que estigui mal plegada o tingui danys a
I’estructura, 2) que sigui ubiquitinitzada de manera activa i constitutiva segons els
senyals que conté, és a dir, que estigui programada geneticament, o 3) que sofreixi
modificacions induibles, com pot ser la fosforilacid (revisat per Wilkinson, 1999 i

2000).

4.2.3.5 GENS DE LA UBIQUITINA

La ubiquitina esta codificada com una proteina de fusid, malgrat que hi ha
excepcions en les quals apareix com a monomer. Es troben dos tipus de gens: els gens
de poliubiquitina i els gens de fusi6 ribosomals. Totes les proteines de fusio derivades
d’aquests gens son processades per hidrolases especifiques immediatament després de la
traduccio. Els dos tipus de gens s’expressen de manera diferent: els transcrits de
poliubiquitina estan molt incrementats en situacions d’estres, mentre que els transcrits
de les proteines de fusié ribosomals son més abundants a les cél-lules en condicions

basals.
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4.2.3.5.1 GENS DE POLIUBIQUITINA

Els gens de poliubiquitina estan constituits per repeticions en tandem capicua de
monomers d’ubiquitina. Podem trobar més d’un gen de poliubiquitina en un mateix
organisme, els quals estan formats per nombres diferents de monomers i1 poden estar
regulats de manera diferent. El genoma huma i d’altres mamifers posseeix una familia
multigénica de gens de la ubiquitina amb una organitzacid i seqiiencia de DNA inusual,
ja que no hi ha espais entre les repeticions de les seqiliencies codificants, sind que son
adjacents.

Al genoma huma s’han identificat tres gens que tenen codificada la informacio
de la ubiquitina (UbA, UbB i UbC) i que donen lloc a mRNA de diferents longituds
(650, 1100 i 2500 nucleotids respectivament). UbB i UbC so6n dos gens de
poliubiquitina que contenen tres 1 nou seqiiencies consecutives 1 repetides de la
ubiquitina, sense cap espai o interrupcid entre elles. UbA és un gen que té codificada la
informacio d’un monomer de la ubiquitina (Wiborg et al., 1985).

Al genoma muri també es detecten tres gens que tenen codificada la informacié
de la ubiquitina: UbA, UbB 1 UbC. Igual que en I’home, UbB 1 UbC so6n gens que tenen
codificada la informacid de transcrits de poliubiquitina, i el gen UbA que té codificada
la informacié d’un transcrit de la proteina de fusi6 ribosomal de 52 aminoacids (Finch et
al., 1992).

S’ha observat 1’existéncia d’una gran homologia entre els gens de poliubiquitina
de diferents especies a la regio 3’ no traduida i a ’'mRNA madur, fet que suggereix que
la regid 3’ podria tenir una funcié reguladora de 1’expressio génica i que, a més, aquests
gens podrien pertanyer a una subfamilia amb origen comu.

4.2.3.5.2 GENS DE LES PROTEINES DE FUSIO RIBOSOMALS

Els gens de fusio ribosomals tenen codificada la informacié de proteines que
consisteixen en la fusid de ubiquitina amb proteines ribosomals de 52 aminoacids
(CEPS52: carboxy extension protein) i de 76-81 aminoacids (CEP76-81). La longitud
d’aquestes proteines varia segons les especies. Els gens CEP52 1 CEP76-81 consisteixen
en un monomer de ubiquitina fusionat per I’extrem N-terminal a una seqiiencia que té
codificada la informaci6 d’una proteina ribosomal. Hi ha un o dos gens de les proteines
de fusid per organisme, i aquests contenen més introns a la zona codificant i a la regio

5’ no codificant, a diferéncia del que passa als gens de poliubiquitina. Una caracteristica
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important d’aquests gens ¢és la preseéncia d’elements comuns amb els gens de les
proteines ribosomals.

Sembla que aquestes proteines de fusid estan implicades en el processament del
RNA ribosomal (Finley ef al., 1989). De fet, aquestes proteines son altament basiques 1
riques en cisteines, amb possibles motius de dits de zinc, fet que suggereix que poden

unir-se a acids nucleics, presumiblement RNA ribosomic (Jentsch et al., 1990).

4.2.3.6 REGULACIO DE L’EXPRESSIO DELS GENS DE LA UBIQUITINA

La regulacié dels gens de poliubiquitina 1 de les extensions ribosomals s’ha
documentat en diverses especies. En general, els gens de fusi6 ribosomals s’expressen
preferentment en estats de creixement cel-lular. La ubiquitina en aquesta situacid té
relaci6 amb D’activitat traduccional de la cel-lula (Finley ef al., 1989; Redman i
Rechsteiner, 1989). En canvi, els gens de poliubiquitina s’expressen preferentment en
situacions d’estrés, on calen grans quantitats d’ubiquitina (Finley et al., 1987; Miiller-
Taudenberger et al., 1988).

L’augment de la temperatura i altres situacions d’estrés provoquen un increment
transcripcional de les proteines de xoc térmic que actuen com a xaperonines. La
ubiquitina també s’ha considerat com una proteina de xoc térmic en la majoria
d’espécies estudiades. Aixi, a elevades temperatures es produeix un increment de la
transcripcio dels gens de poliubiquitina presents a I’organisme (Mezquita 1 Mezquita,
1991). En humans se n’ha observat un increment quan hi ha una infeccié cel-lular per
virus (Kemp i Latchman, 1988), durant el creixement tumoral (Williams et al., 1999), i
en la sindrome de la immunodeficiéncia adquirida (Llovera et al., 1998c). També s’han
trobat variacions en la transcripcio dels gens de poliubiquitina en els diferents estadis de
desenvolupament i als diferents teixits d’'un mateix organisme (Mezquita 1 Mezquita,
1991; Rocamora i Agell, 1990; Ohmachi et al., 1989; Gausing i Barkardottir, 1986). La
regulacid d’aquests gens durant el desenvolupament podria estar modulada per I’accid

hormonal (Reynolds i Hooley, 1992; Schwartz et al., 1990).

4.2.3.7 FUNCIONS DE LA UBIQUITINA

Com ja s’ha explicat en I’apartat 4.2.3.2, la degradaci6 proteica ¢és la funcidé més

estudiada 1 coneguda de la ubiquitina (revisat per Rechsteiner, 1987; Hershko, 1991;
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Jentsch et al., 1992; Varshavsky, 1992). Aquest sistema és molt important, tant en la
degradacio de la majoria de les proteines cel-lulars, com en el procés selectiu i de
presentacid d’antigens pel complex MHC de classe I (Rock et al., 1994).

Hi ha també altres funcions que duu a terme la ubiquitina. S’ha suggerit que hi
ha una relaci6 entre la uni6 de la ubiquitina a les histones de determinats gens i
I’augment de transcripcié d’aquests (Levinger 1 Varsshavky, 1982; Nickel ef al., 1989).
També, les ubiquitines sembla que estan implicades en la reparacié del DNA (Redman i
Rechsteiner, 1989).

També s’ha descrit que la ubiquitina participa en el control del cicle cel-lular i la
transcripcio. El paper de la ubiquitina en el cicle cel-lular s’ha proposat sobre la base del
descobriment que certes proteines reguladores del cicle cel-lular son ubiquitinitzades
segons ’estadi cel-lular. Se sap que la transici6 de la metafase a I’anafase s’indueix per
la degradacié de les ciclines mitotiques per mitja de la ubiquitina (Glotzer et al., 1991).
S’ha constatat també que certs reguladors transcripcionals poden ser marcats per la
ubiquitina per a una degradacié posterior mitjangant el sistema proteolitic dependent
d’ATP i ubiquitina, com és ara el cas del repressor MATa2 (Hochstrasser 1 Varshavsky,
1990) i el factor transcripcional NF«xB (Palombella ef al., 1994).

Diferents evidencies bioquimiques i genétiques donen suport fermament a la
idea que el sistema proteolitic dependent d’ATP 1 ubiquitina és el principal sistema
implicat en la degradacio de les proteines danyades per efecte de I’estres cel-lular en
organismes eucariotes. En situacions on la cél-lula es recupera d’un estrés oxidatiu,
s’observa també un increment de 1’activitat de conjugacio de la ubiquitina (Shang et al.,
1997). De fet, I’eliminacié de les proteines anormals, que es produeixen en resposta a
I’estres, €s necessaria a causa de la seva toxicitat, ja que tendeixen a formar precipitats
que originen cossos d’inclusio (Parag et al., 1987).

Altres funcions de la ubiquitina estarien relacionades amb les infeccions viriques
on actuarien com a xaperonines en el procés de replicacié virica (Meyers et al., 1989;
Guarino, 1990), o que contenen seqiliéncies de ubiquitina al seu genoma que estan
correlacionades amb el grau de citopatogenicitat del virus (Meyers et al., 1991).
Aquests fets, perd, semblen estar a favor d’un paper de la ubiquitina en I’eliminacié de
la infeccio (Mayer et al., 1991). També tenen un paper important en malalties
neurodegeneratives 1 miodegeneratives, com 1’ Alzheimer (Finley i Chau, 1991),

sindrome de Down, 1 malaltia de Parkinson (Mayer ef al., 1991), entre d’altres.
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També s’ha proposat que el sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina pot
estar lligat al sistema proteolitic lisosomal 1 actuar amb aquest de manera cooperativa.
Diversos estudis fets amb microscopia electronica revelen la preséncia de ubiquitina
dins els lisosomes cosa que suggereix una possible via de degradacidé lisosomal
dependent d’ubiquitina (Doherty et al., 1989). A més, recentment s’ha identificat un
senyal en la ubiquitina que pot estar involucrada en l'endocitosi mediada per la
ubiquitina de proteines de membrana i la posterior degradacié d’aquestes al lisosoma
(Nakatsu et al., 2000).

A continuacié veurem la funcié que duu a terme la ubiquitina en dues situacions:

el creixement tumoral 1 la proteolisi muscular en estats catabolics.

4.2.3.7.1 CREIXEMENT TUMORAL

Assatjos de transferéncia Northern mostren una sobreexpressio de I'mRNA
d’una de les proteines de fusi6 ribosomals de la ubiquitina en la metastasi de fetge 1 els
tumors de colon primaris en comparacié amb la mucosa normal del colon adjacent.
Aquestes dades suggereixen que la maquinaria traduccional de les proteines esta
altament activada durant la progressio 1 metastasi de tumors de colon, i que les proteines
de fusio ribosomals de la ubiquitina poden ser un marcador molt Util de I’agressivitat
biologica del tumor. Es postula que I’expressié selectiva d’aquesta proteina de fusid
ribosomal pot modular els factors de creixement necessaris per a la progressié del tumor
als carcinomes colorectals (Mafune et al., 1991). Wong et al. (1993) han demostrat que
la cinética d’induccid del gen d’aquesta proteina de fusio ribosomal és gairebé identica
a la dels protooncogens c-jun i c-fos, 1 que per tant, aquest gen sembla que €s un nou
gen de resposta prematura al creixement 1 que se sobreexpresa en carcinomes
colorectals.

En cellules tumorals renals humanes s’ha observat un augment marcat de
I’expressio de ’'mRNA de les subunitats del proteasoma i de 1’expressio6 dels gens de les
proteines de fusio ribosomals (CEP52 1 CEP76-81) i els gens de la poliubiquitina UbC,
fet que indica que aquest sistema proteolitic esta implicat en aquesta patologia
(Kanayama et al., 1991). S’han detectat també acumulacions de ubiquitina en diferents

tumors primaris malignes (Ishibashi et al., 1991).
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4.5.3.7.2 PROTEOLISI MUSCULAR DURANT ESTATS CATABOLICS

El desgast muscular que es produeix en pacients o animals amb caquéxia (com
ara durant el cancer, les infeccions croniques o els traumatismes) sembla que esta
relacionat amb un augment de la degradacid proteica, sense afectar practicament la
sintesi proteica. Aix0 comporta 1’aparicié d’un balang nitrogenat negatiu al muscul. El
sistema proteolitic dependent d’ATP 1 ubiquitina semblava que podria tenir un paper
important en aquesta situacio de desgast del teixit muscular (Furuno i Goldberg, 1986;
Han et al., 1988), 1 de fet, aixi s’ha demostrat posteriorment en diverses situacions
patologiques (Argilés et al., 1998).

El nostre grup d’investigacio ha treballat durant molts anys en aquest camp, 1 ha
aconseguit resultats que indiquen que aquest sistema proteolitic és el que contribueix en
més mesura en aquesta proteolisi incrementada durant la caquexia. Aixi, s’ha demostrat
un increment dels nivells de conjugats d’ubiquitina (Garcia-Martinez et al., 1993) 1
també un augment de I’expressio dels gens relacionats amb el sistema dependent de
ubiquitina (Llovera et al., 1994) al muscul esquelétic de rates portadores de tumor que
indueix caquexia. Aquesta activacio del sistema dependent d’ubiquitina es va demostrar
també en un model d’incubacié de muscul esquelétic in vitro (Llovera et al., 1995).
L’activacio del sistema dependent d’ATP i ubiquitina no sembla estar relacionada amb
I’augment de la concentracié circulant de glucocorticoides (augment que es dona en la
caquexia, apartat 2.3), com tampoc un antagonista dels receptors de glucocorticoides
(RU38486) no pot evitar I’activacid del sistema (Llovera ef al., 1996a). En dejuni, en
canvi, si que son capagos d’activar el sistema proteolitic dependent d’ubiquitina (Wing i
Goldberg, 1993). L’activacié del sistema proteolitic, a més, es pot fer revertir si
s’administren agonistes [3.adrenérgics, com ara el clenbuterol (Costelli ez al., 1995a).

Com ja s’ha s’ha comentat en I’apartat 2.7, el TNF-a té un paper destacat en
situacions de caquéxia cancerosa, i el nostre grup d’investigaci6 ha demostrat la
implicacié d’aquesta citocina en I’activacié del sistema proteolitic dependent d’ATP i
ubiquitina. Aixi, el tractament amb anticossos anti-TNF-o fa revertir 1’increment
d’expressioé dels gens relacionats amb el sistema (ubiquitina i la subunitat C8 del
proteasoma) (Llovera et al., 1996b). Els ratolins knockout pel receptor de tipus 1 del
TNF-a portadors de tumor no presenten expressions elevades dels gens del sistema

dependent d’ubiquitina, la qual cosa indica que 1’activacié del sistema induida per la
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citocina esta mediada per la uni6 al receptor de tipus 1 (Llovera et al., 1998a). Els
ratolins portadors de I’adenocarcinoma de Lewis que sobreexpressen el receptor soluble
del TNF-a no aconsegueixen bloquejar els efectes produits pel tumor sobre el recanvi
proteic, ni sobre 1I’expressio dels gens de la ubiquitina ni la subunitat C8 (Llovera ef al.,
1998b). També I’administraci6 de TNF-a intravenosa provoca un increment de
I’expressid dels gens de la ubiquitina al muscul esquelétic de rates sanes (Garcia-
Martinez et al., 1994a). Recentment, s’ha demostrat que el TNF-a actua directament
sobre 1’activacid del sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina (Llovera et al.,
1997).

Algunes citocines com ara I’'I[FN-y 1 la IL-1 administrades intravenosament
provoquen un increment de I’expressio dels gens de la ubiquitina, mentre que la IL-6 1
el LIF (leukaemia inhibitory factor) no produeixen cap canvi de I’expressio (Llovera et
al., 1998d). Altres estudis, en canvi, indiquen que la IL-1 no sembla estar involucrada
en ’activacié de la proteolisi en rates portadores de tumor (Costelli ez al., 1995a).

En models experimentals d’infeccié aguda també s’ha demostrat 1’activacio del
sistema de la ubiquitina al muscul esquelétic. Aixi, el lligament i la puncio cecal, que
comporta un quadre séptic als animals, provoca un increment de l’expressié dels
transcrits dels gens de poliubiquitina (Garcia-Martinez et al., 1995). Tiao et al. (1994)
van utilitzar el mateix model de lligament 1 puncid cecal per induir sepsia, i van
observar increments del 50% 1 del 440% en la degradacid de la proteina total i
miofibril-lar respectivament. Aquest increment estava associat a un increment de la
proteolisi dependent d’ATP i a un increment dels conjugats d’ubiquitina, de I’expressio
del gen de la ubiquitina (Tiao et al., 1994), i de I’expressié d’E2 (Hobler et al., 1999).
S’han demostrat resultats equivalents en pacients humans (Tiao et al., 1997). Algunes
citocines com ara la IL-6 no semblen estar involucrades en 1’activacio de la proteolisi en
rates afectades per infeccions agudes (Garcia-Martinez et al., 1994b).

També en models d’acidosi s’ha descrit un augment de 1’activitat d’aquest
sistema proteolitic (Mitch et al., 1994), fet que explicaria la pérdua persistent de massa
muscular que acompanya els pacients afectats per una insuficiéncia renal cronica, i que
pot revertir amb 1’administracio de bicarbonat per tal de compensar 1’estat acidotic dels

pacients.
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Els pacients afectats per la SIDA mostren simptomes clars de caquéxia, 1 també
presenten un increment de I’expressio dels gens del sistema proteolitic dependent
d’ATP i ubiquitina al muscul esquelétic (Llovera ef al., 1998c).

Les rates a les quals s’ha induit diabetis mitjangant la injeccié d’estreptozotocina
també mostren un increment de la degradacid proteica, que esta associada a un
increment de 1’expressio dels gens de la poliubiquitina (Rodriguez et al., 1998) 1 dels
enzims E2 i E3 (Lecker et al., 1999b).

Hi ha treballs on s’indica que en situacions cataboliques hi ha més degradacid de
la fraccid miofibril-lar per part del sistema proteolitic dependent d’ATP 1 ubiquitina: en
pacients en estat critic amb atrofia de les fibres musculars hi ha una associacio entre la

perdua de filament de miosina i la preséncia d’ubiquitina (Helliwell ez al., 1998).

4.2.3.7.1.1 ESTRATEGIES PER IMPEDIR LA PROTEOLISI DEPENDENT DEL
SISTEMA PROTEOLITIC DEPENDENT D’ATP I UBIQUITINA

La inhibici6 del sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina podria
esdevenir una aproximacid6 molt atractiva per al tractament de la sindrome de la
caquexia 1 del balang nitrogenat negatiu associat a aquesta. De fet hi ha diversos estudis
on s'’ha aconseguit una inhibici6 del sistema en models animals. Alguns estudis amb
inhibidors del proteasoma apunten a la possibilitat de ser utilitzats com a agents
anticancerigens (revisat per Murray 1 Norbury, 2000). Alguns exemples d’aquests
inhibidors del proteasoma son el PS-341 (Adams et al., 1999), el qual t¢ un efecte
antitumoral; el PSI (Fischer et al., 2000) que evita 1’activacié de la proteolisi en un
model animal de sépsia; la lactacistina (Lazarus et al., 1999; Fang et al., 1998); la LLnL
(Fang et al., 1998); la B-lactona (Fang et al., 1998); ’'MG132 (Price et al., 1996), els
quals també impedeixen 1’activacid de la proteolisi en diferents situacions cataboliques.
Calen, pero, més estudis en relacié amb aquests inhibidors, ja que provoquen efectes
negatius per a I’organisme com, per exemple, el bloqueig de la generacidé de peptids
presentats per ’'MHC de classe I (Rock ef al., 1994).

La pentoxifil-lina (inhibidor de la fosfodiesterasa) podria utilitzar-se també com
a agent antitumoral, ja que a més d’actuar com a inhibidor de la transcripcié del TNF-a.,
també bloqueja I’expressio augmentada dels gens de la ubiquitina, de I’enzim E2 1 de la
subunitat C2 del proteasoma 20S, al muscul esquelétic d’animals portadors de tumor

(Combaret et al., 1999).
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4.3 APOPTOSIS

4.3.1 MORT CEL-LULAR

La mort cel-lular pot esdevenir per un dels dos mecanismes coneguts fins ara:

necrosi o apoptosi. Els dos processos presenten diferéncies en 1’aparenca morfologica

de la cel-lula durant el procés de mort, segueixen mecanismes reguladors diferents, 1 el

seu significat biologic és també diferent (Taula 2).

Estimul

Requeriment d’energia

Histologia

Patroé de degradacio del DNA

Membrana plasmatica

Fagocitosi de les restes cel-lulars

Reaccio del teixit

NECROSI

toxines, hipoxia severa, deplecio
d’ATP, estrés quimic o térmic,

inhibidors metabolics

no

cél-lules inflades,

trencament dels organuls

fragments de mides a ’atzar

(smear)

lisi

mitjancant fagocits immigrats

inflamacié

APOPTOSI

condicions fisiologiques i
patologiques sense deplecié
d’ATP

dependent d’ATP

condensacioé de la cromatina,
cossos apoptotics, mort

de les cél-lules aillades

escalament de fragments de

multiples de 180 pb

intacte, amb evaginacions i

alteracions moleculars

(externalitzacié de fosfatidilserines)

mitjancant cél-lules veines

sense inflamacio

Taula 2. Comparaci6 de les caracteristiques principals de la necrosi i I’apoptosi (Adams et al., 2001).
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4.3.1.1 NECROSI

La necrosi s’ha associat amb condicions que comporten un dany a la membrana
de la cellula, un desajust osmotic, fluxos d’ions 1 un inflament de la cel-lula. Tots
aquests factors provoquen la mort de la cel-lula per necrosi. El flux d’entrada passiu i
I’acumulacié de Ca® sén els mecanismes especifics desencadenants de la necrosi
(Sandri i Carraro, 1999). En el procés de necrosi, el trencament de la membrana
plasmatica és un fet que té¢ lloc molt rapidament, i com a conseqiliéncia apareix la
inflamaci6 del teixit que comporta un dany secundari a aquest (Adams et al., 2001). Es
considera que no ¢€s necessaria 1’expressio de nous mRNA o proteines per al procés de
la necrosi (Schwartz i Osborne, 1993). La necrosi és la causa de molts canvis destructius
associats a situacions patologiques com son el trauma, la hipoxia, la deplecidé d’energia i
la inflamaci6. S’ha observat recentment que la cel-lula que ha rebut un primer senyal
apoptotic, perd que no pot acomplir el programa de mort per apoptosi, acaba executant
el procés de mort per necrosi (Sandri i Carraro, 1999). Una de les causes per no
continuar amb el procés d’apoptosi podria ser la deplecio d’ATP dins la cel-lula,
necessari per a moltes reaccions del procés apoptotic. Per aixod, se suggereix que tant
I’apoptosi com la necrosi podrien compartir els mateixos senyals d’activacié (Sandri 1
Carraro, 1999), com ara la trimeritzacié del receptor Fas (Vercammen et al., 1998) o la
unid del TNF-a al seu receptor (Laster ez al., 1988). A més, els dos processos de mort
cel-lular poden coexistir en una mateixa situacio i el mateix teixit, com ¢€s ara el cas de

I’infart de miocardi (Haustetter i Izumo, 1998).

4.3.1.2 APOPTOSI

El terme apoptosi va apareixer en la bibliografia medica el 1972 per descriure un
tipus de mort cel-lular diferent del conegut fins llavors, responsable de la pérdua de
cel-lules als teixits vius (Kerr et al., 1971 1 1972). De fet, el primer estudi de 1’apoptosi
es va fer el 1965, quan es va descriure la mort regulada de musculs de larves en
desenvolupament (Lockshin i Williams, 1965).

L’apoptosi es pot considerar com un programa fisiologic i conservat de suicidi
cel-lular i com un mecanisme que controla el balang de la proliferacié cel-lular (revisat
per Sandri 1 Carraro, 1999). Les c¢l-lules d’un organisme multicel-lular

s’autodestrueixen quan no sén necessaries o son danyades per algun factor. Ho fan a
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través de 1’activacid de maquinaria controlada genéticament que condueix al suicidi
cel-lular o apoptosi. La superviveéncia de totes les cel-lules d’organismes multicel-lulars
depén de la constant repressié d’aquest programa de suicidi mitjangant senyals d’altres
cel-lules (Steller, 1995).

L’any 1972, Kerr et al. van descriure per primera vegada les caracteristiques
morfologiques de I’apoptosi, que inclouen la reduccié del volum cel-lular, 1’aparicio
d’evaginacions a la membrana plasmatica, la divisio de la cel-lula en diversos fragments
envoltats de membrana (a vegades organuls intactes) anomenats cossos apoptotics, la
condensacid del citoplasma, la condensaci6 de la cromatina nuclear, i la degradacio del
DNA catalitzada per una endonucleasa (taula 2) (revisat per Adams i Carraro, 2001).
Una caracteristica particular de I’apoptosi és que la membrana plasmatica de la c¢l-lula
es manté intacta fins a les ultimes etapes del procés (Kerr ez al., 1972). Alguns canvis en
diverses moleécules de la membrana cel-lular asseguren que, als teixits, les cel-lules
apoptotiques siguin reconegudes 1 fagocitades per cel-lules veines o macrofags. Aquest
fenomen evita 1’activacié de processos inflamatoris, els quals conduirien a un dany
tissular secundari (Kerr ez al., 1972; Bursch et al., 1990).

La mort cel-lular per apoptosi €s un procés coordinat i actiu que requereix ATP
com a font d’energia (Tsuijmoto, 1997; Kroemer et al., 1998). S’ha demostrat que la
perdua del potencial de membrana mitocondrial és un dels primers fets que apareixen
quan la cel-lula comenga el procés d’apoptosi, i llavors es perd la produccié d’ATP
deguda a la fosforilacio oxidativa (Zamzami et al., 1995; Shimizu et al., 1996). Aixi, la
quantitat d’ATP que cal per finalitzar el procés d’apoptosi ha de ser subministrada per la
glicolisi.

Recentment, s’han identificat diverses vies de senyalitzaci6 que condueixen a
I’apoptosi. El punt final comt de totes les vies és I’activacio de les cisteina-proteases,
conegudes també amb el nom de caspasses (Thornberry i Lazebnik, 1998) (vegeu
I’apartat 3.4.2). L’activacio de les caspasses a la seva vegada dona com a resultat
I’activacid de proteines CAD (caspase activated DNAase), que condueixen finalment a
la mort cel-lular (Figura 5).

L’apoptosi t¢€ un paper fisiologic molt important durant el desenvolupament
embriogénic 1 en el control del nombre de cel-lules en teixits proliferatius. A més, s’ha
descrit que al cervell madur (Heron et al., 1993; Linnik et al., 1993), al cor (Gottlieb ez
al., 1994; Buerke et al., 1995; Mallat et al., 1996; Narula et al., 1996), i al timus (Ayala ez
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al., 1995) apareixen processos apoptotics en resposta a diversos estimuls perjudicials per
a aquests teixits.

Es coneix forca bé la regulacidé de 1’apoptosi en cel-lules immunocompetents,
pero encara es desconeix molt del procés de mort programada als teixits solids i
diferenciats, com és ara el cas del muscul esquelctic (Burgess er al, 1999). De fet,
definir la relativa importancia de 1’apoptosi nuclear a les fibres musculars és complicat,
a causa de la preséncia de centenes de mionuclis a cada una de les fibres (Tidball ez al.,
1995).

En aquesta tesi s’aprofundira, basicament, en 1’apoptosi del muascul esquelétic.

4.3.2 METODES PER A LA DETECCIO DE L’APOPTOSI

La deteccié de I’apoptosi es basa en dues caracteristiques del procés: els canvis
en la morfologia cel-lular (Kerr et al., 1972) 1 en la fragmentaci6 internucleosomal del

DNA (Wyllie, 1980).

4.3.2.1 METODES MORFOLOGICS

Els metodes de microscopia, com ara la microscopia electronica, la microscopia
confocal o la microscopia Optica, son utilitzats per detectar les alteracions
morfologiques del nucli cel-lular.

Amb la microscopia electronica es va detectar apoptosi al teixit cardiac en una
situaci6 de degeneraci6 del sistema de conduccid (James et al., 1993), en un model
experimental d’insuficiéncia cardiaca (Saraste et al., 1997), i en un model huma de
miocardi (Elsasser ef al., 1997). La limitacio d’aquesta técnica és que la deteccido d’un
sol nucli apoptotic és molt dificil. A més, els cardiomiocits i els miocits de muscul
esqueletic no presenten la morfologia nuclear classica associada a I’apoptosi, malgrat
I’observacid de la fragmentaci6é del DNA (Ohno ez al., 1998; Gottlieb ez al., 1994).

La microscopia Optica ofereix una idea més aproximada de la magnitud de
I’apoptosi en un teixit. En cel-lules apoptotiques, €s possible detectar 1’externalitzacid
de les fosfatidilserines (taula 1) amb el marcatge amb anexina 5. La tinci6 especifica es
pot avaluar mitjangant el microscopi Optic convencional, o mitjancant I’analisi per
FACS (flouresence activated cell sorter). En alguns teixits, les cel-lules apoptotiques es

poden identificar mitjan¢ant una tincid6 convencional histologica o utilitzant tincions
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especifiques de nuclis, com ara el iodur de propidi o la tinci6 Hoechst (revisat per

Adams et al., 2001).

4.3.2.2 METODES MOLECULARS I BIOQUIMICS

Un dels meétodes més utilitzats per detectar I’apoptosi d’una seccid de teixit és la
reaccido del TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling) (Gavrieli et al., 1992). Aquest metode es basa en el marcatge de ’extrem 3’
lliure del DNA mitjancant la transferasa terminal. El marcatge es pot detectar amb
tecniques d’immunohistoquimica. Aquesta técnica sembla que no ¢és gaire fiable a
vegades, perque hi ha resultats de falsos negatius i falsos positius amb freqiiéncia, aixi
que actualment s’estan proposant millores de la técnica (Negosecu et al., 1996; Labat-
Moleur et al., 1998). La tincid, a més, depen molt del temps de fixacid de les mostres
(Davison et al., 1995), del tractament proteolitic de la seccid tissular (Negoescu et al.,
1996; Migheli ez al., 1994) 1 de la concentraci6 de nucleotids i de la transferasa terminal
utilitzada per marcar (Migheli ez al., 1994). De fet, una analisi recent ha demostrat que
els miocits de pacients amb cardiomiopatia dilatada que presentaven apoptosi segons la
tecnica del TUNEL eren en realitat cel-lules amb una activitat molt incrementada de la
reparacio del DNA (Kanoh ez al., 1999).

Hi ha diverses técniques basades amb metodes immunologics que detecten i
quantifiquen les proteines relacionades amb 1’apoptosi, com ara la Bcl-2, el
protooncogen Bax, la Bcl-Xi, el trencament de PARD (poly-ADP-ribose polymerase)
induit per caspasses, 1’alliberament mitocondrial del citocrom c, o el processament de la
procaspassa 3 (Saraste, 1999; Duriez i Shah, 1997; Sgonc i Gruber, 1998; Narula ez al.,
1999). L’inconvenient de totes aquestes técniques és que han de ser considerades només
com a evidencies indirectes de 1’apoptosi (revisat per Adams et al., 2001).

Un altre meétode molt utilitzat, basat en la segona caracteristica de 1’apoptosi (la
fragmentaci6 internucleosomal del DNA), és la separacio dels fragments del DNA
cel-lular en gels d’agarosa (DNA-laddering). Aquesta técnica aprofita la peculiaritat
seglient: durant el procés apoptotic, el DNA ¢és tallat en punts localitzats entre les unitats
nucleosomals, 1 es generen fragments mononucleosomals 1 oligonucleosomals
(multiples de 180 pb). Aquests fragments es poden visualitzar en un gel d’agarosa i
presenten un aspecte d’escala (ladder). L’inconvenient d’aquesta técnica és la dificultat

de quantificar el procés apoptotic, i que cal una quantitat de teixit forca elevada per
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aillar el DNA. A més, no tots els tipus cel-lulars presenten aquesta caracteristica, 1 a
vegades el processament de la cromatina pot ser inhibit sense afectar els altres processos
apoptotics (Jacobson et al., 1994; Schulze-Osthoff et al., 1994).

La tecnica del COMET permet la deteccio de la fragmentacié del DNA en una
cel-lula aillada. El grau d’apoptosi s’analitza quan se sotmet el DNA a una migraci6
mitjangant 1’electroforesi d’un microgel (permet analitzar una sola cél-lula) en

condicions alcalines (Singh ez al., 1988; Fairbairn et al., 1995).

4.3.3 MECANISME MOLECULAR PER A LA REGULACIO DE L’APOPTOSI

Hi ha un gran coneixement pel que fa a la regulacié de I’apoptosi en cel-lules
immunocompetents (revisat per Ju et al, 1999 i Tsubata, 1999) (Figura 13). S’han
descrit dues vies d’activacid de 1’apoptosi: la primera consisteix en 1’associacid dels
dominis de mort (death domains) a proteines com ara Fas i caspassa 8, fet que estimula
I’activacio d'altres caspasses (Muzio et al., 1996); la segona depen de I’estimul
intracel-lular mitjangant senyals d’estres cel-lular, i inclouen ’alliberaci6 del citocrom ¢
del mitocondri, que juntament amb 1I’APAF (apoptosis protease activating factor),
estimula 1’activacioé de caspasses (caspassa 9, 3...) (Li et al., 1997; Srinivasula et al.,
1998).

Dr’altra banda, als teixits solids, especialment a les cél-lules multinucleades com
ara en el cas del muscul esquelctic, ’inici 1 la regulacié de 1’apoptosi €s encara forga
desconeguda. En aquesta tesi es resumiran els coneixements sobre diferents factors

importants per a la transsenyalitzacio de 1’apoptosi en cel-lules musculars.

4.3.3.1 CASPASSES

L’apoptosi pot ser induida endogenament mitjangant un programa genéticament
definit, o bé mitjancant proteines exogenes, citocines i hormones, o compostos
xenobiotics (radiacid, estrés oxidatiu i hipoxia). Un component central del mecanisme
de senyalitzaci6, que finalitza amb la mort cel-lular per apoptosi, és I’activacido de
diverses proteases anomenades procaspasses (Zhivotosky et al., 1997). Yashuhara et al.
(1999) van estudiar la incidéncia de I’apoptosi després d’efectuar cremades en un model
experimental de rata i van observar que tant sota la superficie cremada com als misculs

situats en llocs distants a la cremada, les caspasses 1, 3 1 9 eren activades, 1 que es podia
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detectar ’apoptosi dels miocits. En un altre model experimental, en ratolins amb
distrofia muscular deguda a la deficiéncia de la proteina laminina a2, es va verificar
també 1’activacio de la caspassa 3 i la induccio6 de I’apoptosi (Mukasa et al., 1999).
Encara hi ha pocs treballs que aportin més dades sobre la implicacidé de les
caspasses en la induccid de I’apoptosi al muscul esquelétic, perd sembla clar que
I’activacio de la caspassa 3 €s part de la transsenyalitzacid que finalitza amb la mort per
apoptosi, com s’ha descrit en molts altres teixits (Takahashi, 1999; Budihardjo et al.,

1999).

J senyals proapoptotics |

inactivacio'del
procaspassa 3

permeabilitat bel-2
mitocondrial a8 FADD Fap ((Z:0i0)
v T
caspassa 3
FIA ARC
Citocrom ¢
dATP trencament
APAF-1 proteines de|
procaspassa 9 caspassa 9 citosquelet
AKT

Figura 5. Possibles vies per a la regulaci6 de 1’apoptosi. Els senyals proapoptotics
indueixen la permeabilitat mitocondrial amb 1’alliberacié consegiient del citocrom c i del
factor inductor de I’apoptosi (FIA) al citoplasma. El FIA activa la caspassa 3, a la vegada
que el citocrom c activa la oligomeritzacié del factor activador de la proteasa apoptotica
APAF (apoptosis protease activating factor), i permet aixi, I’activacio de les caspasses 9 i 3.
La caspassa 3 activada activa la DNAasa activada per caspasses (CAD) quan 1’allibera del
seu inhibidor ICAD (inhibidor de CAD), i la CAD lliure fragmenta el DNA. Un altre
possible via d’activacié de 1’apoptosi esta mediada pels receptors de Fas o TNF-[J (amb
death domain). Un cop activats els receptors, s’activen les caspasses 8 i 3. L’activaci6 de la
caspassa 8 ¢és inhibida per ARC (apoptosis repressor with caspase recruitment domain),
expressada només al muscul esquelétic (Koseki et al., 1998), mentre que I’AKT (AKT-
kinase) és un nossible inhibidor de 1’activacio de 1a casnassa 9 (Adams et al - 2001).
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4.3.3.2 MITOCONDRI I ALLIBERAMENT DE METABOLITS REGULADORS
DE L’APOPTOSI

Certes alteracions de la funci®6 mitocondrial induides per diversos factors
(toxines) estan associades amb canvis del potencial de membrana. Un cop s’ha perdut el
potencial de membrana mitocondrial, la conductancia del porus de transicid
s’incrementa, 1 fa que el mitocondri sigui més permeable, i el citocrom c i el factor
d’inducci6 de I’apoptosi (FIA) siguin alliberats al citosol (Figura 5). Aquest increment
de la permeabilitat el pot evitar el protooncogen Bcl-2 (Kroemer, 1998; Kluck et al.,
1997; Zamzami et al., 1996; Susin et al., 1996), localitzat a la membrana mitocondrial
externa (Kroemer, 1998). Un cop al citosol, el citocrom c¢ activa 1’oligomeritzacio
d’APAF-1 (apoptosis protease activating factor) (Liu et al., 1996; Zou et al., 1997 i
1999), un homoleg de la proteina ced-4 (cell death protein) de Caenorhabditis elegans

(Yuan 1 Horvitz, 1990). Un cop activat ’APAF-1, s’uneix 1 activa la procaspassa 9. El
complex format pel citocrom c, APAF-1 i la procaspassa 9 es designa amb el nom
d’apoptosoma (Li et al., 1997).

Pel que fa a resultats obtinguts al muscul esqueletic, no hi ha encara dades
disponibles, perd almenys als cardiomiocits s’ha documentat un increment de 15-20
vegades de la concentraci6 del citocrom c al citoplasma, que dona com a resultat

I’activacid de la caspassa 3 (Narula et al., 1999).

4.3.3.3 APAF-1

A més de ’alliberament del citocrom ¢, APAF-1 és un factor important per a
I’activacid de la procaspassa 9 mitjangant el citocrom c. Un treball recent de Burgess et
al. (1999) ha demostrat que I’APAF-1, un factor central en 1’activacio de la caspassa 3,
no era detectable al muscul esqueletic d'humans sans a la proteina, i només hi havia un
senyal feble pel que fa al seu mRNA (James et al., 1993; Zou et al., 1997). Tot i aixo,
encara no hi ha resultats sobre I’expressié d’APAF-1 en situacions patofisiologiques on

realment es detecta 1’apoptosi al miscul esquelétic.
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4.3.3.4 FAMILIA Bcl-2

L’alliberament de factors apoptotics mitocondrials com ara el citocrom c i la
FIA al citoplasma és controlat pels reguladors de 1’apoptosi de la familia de la Bcl-2
(Figura 5). En aquesta familia es poden diferenciar membres que promouen la
supervivéncia de les cel'lules (Bcl-2, Mcl-1, Bcl-Xp), i membres amb efectes
proapoptotics (Bax, Bad, Bcl-Xs) (Kroemer, 1997; Reed, 1997).

Els mitocondris purificats de cél-lules que sobreexpressen la Bcl-2 (membre de
la familia antiapoptotica) presenten una proteccié contra la induccido de permeabilitat
mitocondrial i I’alliberament del citocrom c 1 FIA, i contra la induccid posterior de mort
cel-lular mitjangant apoptosi (Kluck et al., 1997; Susin et al., 1996; Yang et al., 1997).
D’altra banda, la sobreexpressiéo de Bax (membre de la familia proapoptotica) provoca
la dissipacio del potencial de membrana, 1 inicia aixi el senyal que finalitzara amb la
induccid de I’apoptosi. En diversos treballs s’analitza I’expressio relativa dels membres
proapoptotics 1 antiapoptotics de la familia Bcl-2. S’ha observat que en diferentes
malalties, on 1’apoptosi pot ser detectada als miocits esquelétics, I’expressié de Bel-2 no
varia o bé disminueix, mentre que I’expressido de Bax incrementa, i decanta d’aquesta
manera el balang entre factors proapoptotics 1 antiapoptotics cap a la induccidé de mort
cel-lular per apoptosi (Sandri et al., 1997 1 1998a; Vescovo et al., 1998; Adams et al,
1999). S’ha observat que la Bcl-2 és degradada especificament després de 1’estimulacio
de cellules endotelials amb TNF-a, i ho fa a través del sistema dependent d’ATP i

ubiquitina 1 no a través de les caspasses (Dimmeler et al., 1999).

4.3.3.5 OXID NITRIC

L’0xid nitric (NO) podria ser un altre possible factor inductor del senyal
apoptotic al muscul esquelétic. S’ha demostrat que el NO té el potencial per induir
apoptosi en cultius cel-lulars de timocits de ratoli (Fehsel er al., 1995), macrofags
(Messmer et al., 1996), miocits ventriculars de rata (Arstall et al., 1999) 1 de mioblasts
de muscul esquelétic de rata (Stangel er al, 1996). Recentment, 1’expressi6 de la
isoforma induible de la sintasa d’oxid nitric (iNOS) s’ha observat als miocits esquelétics
de pacients afectats per insuficiéncia cardiaca cronica (Adams et al., 1997; Riede et al.,
1998). A més, ’expressid de iINOS es correlaciona inversament amb la capacitat

d’efectuar un exercici en aquests pacients (Hambrecht et al., 1999). Adams et al. (1999)
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van demostrar, a més, que els pacients afectats per insuficiéncia cardiaca cronica que
presentaven apoptosi en les biopsies de muscul esqueletic, també mostraven una
expressio més elevada de la iNOS. Aquests resultats indiquen que el NO és un estimul
potencial per a I’apoptosi al muscul esqueletic d’aquests pacients. El mecanisme pel
qual el NO indueix 1’apoptosi podria ser a través del peroxinitrit, un potent producte
proapoptotic del NO i del superoxid (Arstall ez al., 1999). Un altre mecanisme possible
podria ser a través d’una via depenent del mitocondri en la qual el NO podria
incrementar el potencial de membrana i modificar quimicament el citocrom c, i alterar-
ne aixi I’estructura 1 facilitar-ne 1’alliberament del mitocondri al citosol, on activaria la

caspassa 3 (Hortelano et al., 1999).

4.3.4 APOPTOSI AL MUSCUL ESQUELETIC

La mort de cel-lules musculars s’observa en diverses situacions fisiologiques i
patofisiologiques. L apoptosi s’ha relacionat amb aquesta mort de cel-lules musculars en
alguns casos. La mort per apoptosi de les cel-lules musculars en situacions fisiologiques
es concentra en els estadis de proliferaci6 de mioblasts, en els processos de
diferenciaci6 de les cel-lules musculars i en la formacié de miotibuls (Sandri 1 Carraro,
1999). Al muscul esqueletic diferenciat, el fenomen de 1’apoptosi també s’ha observat

en situacions patologiques com veurem en 1’apartat 4.3.4.2.

4.3.4.1 SITUACIONS FISIOLOGIQUES

4.3.4.1.1 MIOBLASTS EN CULTIU

Els mioblasts son cel-lules germinals estimulades per reiniciar el seu cicle
cel-lular. Els mioblasts es poden diferenciar i fusionar formant els miotubuls, o bé morir
abans si estan afectats per situacions com ara la retirada dels factors de creixement
(Smith et al., 1995; Stewart i Rotwein, 1996), el dany al DNA (Soddu ez al., 1996 i 1998;
Sandri et al., 1998b), I’estres oxidatiu (Stangel et al., 1996), les alteracions en el procés
de cicle cel-lular (Wang i Walsh, 1996b; Mampuru et al., 1996; Fimia et al., 1998) o en
el metabolisme cel-lular (Mampuru et al, 1996; Rufini et al., 1997), i alteracions al
citosquelet (Bhagwati et al., 1997). Tots aquests factors poden induir I’activacié de

I’apoptosi dels mioblasts (revisat per Sandri i Carraro, 1999). La majoria d’experiments

94



Introduccid

per estudiar I’apoptosi s’han fet en cultius de cel-lules derivades del teixit muscular
(C2C12, L6).

S’ha observat que la calpastatina, inhibidor de les calpaines, suprimeix
I’apoptosi dels mioblasts (Mampuru et al., 1996). També s’ha detectat una activacié del
sistema proteolitic dependent d’ATP 1 ubiquitina durant ’apoptosi dels mioblasts
induida per la retirada del factor de creixement (Mampuru et al., 1996; Smith, 1996) o
bé als ratolins mdx quan fan exercici (Sandri et al., 1997).

Durant la diferenciacié dels mioblasts, també hi pot haver la induccié d’apoptosi
si les cel-lules s’exposen a substancies com ara esteroides anabolics (Abu-Shakra et al.,
1997), o bé se les sotmet a un dany del DNA (Sandri ez al., 1998b), o es pertorba I’estat
Gy en el qual son les cel-lules (Endo i Nadal-Ginard, 1998). La inducci6 de 1’apoptosi
als mioblasts durant la diferenciacio pot ser mediada per Fas (Figura 5) (Kang et al,
1997; Giurisato, 1998), 1 per la disminucid de I’expressié de Bcel-2 1 Bel-6 (Dominov et

al., 1998; Kumagai et al., 1999).
4.3.4.1.2 MUSCUL ESQUELETIC IMMADUR: ESTUDIS IN VIVO
La primera vegada que es va observar I’apoptosi al muscul esquelétic va ser en

insectes. De fet, durant la metamorfosi hi ha una degradacié massiva dels musculs

(Lockshin 1 Williams, 1965). Durant la diferenciacié de la granota Xenopus laevis, els

musculs de la cua dels capgrossos es fragmenten mitjangant apoptosi, 1 grans trossos de
muscul son fagocitats (Nishikawa 1 Hayashi, 1995). Schwartz et al. (1990) van associar
la mort cel-lular programada del procés de desenvolupament dels musculs abdominals

d’un insecte (Manduca sexta) amb un increment dels nivells del gen de la

poliubiquitina. Altres grups d’investigacié van observar resultats similars (Lauzon et al.,
1993; Fahrbach i Schwartz, 1994). Posteriorment, un altre grup d’investigacidé va
confirmar els resultats observats per Schwartz et al. van aportar, a més, que els nivells
proteics de la ubiquitina i els enzims del sistema proteolitic al qual pertany aquesta
molécula (E1, E2 i E3) s’incrementaven a causa de la disminuci6 dels nivells circulants
de 1'hormona 20-hidroxiecdisona. La disminuci6 d’aquesta hormona també indueix
I’apoptosi als musculs abdominals durant el desenvolupament de I’insecte adult. Aixi, el
sistema proteolitic depenent d’ATP i ubiquitina sembla estar involucrat en 1’apoptosi

muscular que hi ha durant la metamorfosi dels insectes (Haas et al., 1995).
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S’ha observat un tipus de fragmentacid, relacionada amb la que experimenten els
capgrossos, als musculs esqueletics embrionaris d’ocells (McClearn et al., 1995) i
mamifers (Kaminska i1 Fidzianska, 1996), incloent-hi 1’home (Fidzianska, 1996).
L’apoptosi als musculs embrionaris és un fenomen ben documentat (Webb, 1977;
Fidzianska 1 Goebel, 1991). En aquesta situacié es considera un procés en el qual

I’excés de cel-lules immadures son eliminades (revisat per Sandri i Carraro, 1999).

4.3.4.2 SITUACIONS PATOLOGIQUES

4.3.4.2.1 DISTROFIA MUSCULAR

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) és una de les malalties musculars
més estudiades. Aquesta distrofia es caracteritza per un desgast del teixit muscular i1 per
la mort prematura dels pacients a conseqiiéncia d’una insuficiéncia respiratoria. Tot i
que el defecte primari al muscul distrofic esta molt ben caracteritzat (Hoffman et al,
1987), la relacié entre la proteina citosquelética distrofina i la mort cel-lular no esta
encara determinada. Moltes de les caracteristiques de la mort cel-lular dels musculs
deficients en distrofina son propies de la necrosi, com ara I’elevacio patologica del calci
intracel-lular, I’increment del volum sarcoplasmatic, la morfologia aberrant dels
mitocondris i la inflamacio (Bulfield ez al., 1984; Carnwath i Shotton, 1987; Anderson et
al., 1988; Cullen 1 Jaros, 1988; Stedman et al., 1991). Ara b¢, el model de la mort del
miocit, mitjancant necrosi, no explica la relativa tardanca de 1’aparicio clinica de la
patologia muscular (tres anys en els pacients de DMD, i 3-4 setmanes en els ratolins
mdx, afectats per una distofia muscular). Es creu que hi ha d’haver un detonant per a la
mort cel-lular entre 1’abséncia de la distrofina i la mort de les cél-lules musculars. Hi ha
molts estudis on s’ha analitzat la incidéncia d’apoptosi en mostres de muscul esquelétic
de pacients afectats per la DMD i1 d’un model animal de la distrofia (mdx).

El 1995, dos treballs van demostrar que al muscul esquelétic de ratolins mdx
I’apoptosi precedia la necrosi, i que aquest fenomen continuava durant el periode de la
patologia de la malaltia (Matsuda et al., 1995; Tidball et al., 1995). Diversos treballs
posteriors van confirmar aquestes observacions (Spencer et al., 1997; Sandri et al., 1997,
1998a i 1998b). Sandri et al. (1997) van demostrar, a més, que 1’index apoptotic dels
ratolins mdx s’incrementava drasticament després de fer un exercici fisic, mentre que als

musculs d’animals controls només es detectava un petit increment. Aquest fet podria
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explicar el dany muscular causat per I’exercici 1 la seva influéncia en la progressié de la
DMD. La incidéncia de I’apoptosi en ratolins mdx s’estima que és del 0,5-2% del total
de nuclis (Smith ez al., 1995; Matsuda et al., 1995; Tidball et al., 1995; Sandri, et al.
1995). La ubiquitina, juntament amb membres de la familia de Bcl-2, estan involucrades
també en la fase activa de la distrofia mdx en ratolins (Veal 1 Jackson, 1996). Pel que fa
a la induccié de I’apoptosi en aquest model animal de distrofia, hi ha un estudi que
apunta que els limfocits citotoxics T podrien ser-ne els detonants, mitjangant un
mecanisme depenent de la perforina (Spencer et al., 1997).

Hi ha altres models experimentals de distrofia on s’ha observat apoptosi. En
ratolins amb distrofia muscular deguda a la deficiéncia de la proteina laminina a2, es va
verificar també la induccio a I’apoptosi (Mukasa et al, 1999; Miyagoe et al., 1997).
Ratolins knockout pel gen de y-sarcoglica, perd que tenen funcional la distrofina,
presenten apoptosi a les fibres musculars, cosa que suggereix que aquesta €s un fet
primerenc del procés de distrofia muscular (Hack ez al., 1998).

En biopsies de muscul esquelétic obtingudes de pacients de DMD, els resultats
referents a la preséncia de mionuclis apoptotics sén encara controvertits. En estudis
recents, s’ha demostrat que les fibres musculars presenten apoptosi segons la
metodologia del TUNEL (Sandri et al, 1998a; Tews 1 Goebel, 1997a), perd no han
pogut ser confirmats mitjancant estudis que utilitzen la metodologia del DNA-laddering
(Olivé et al., 1997; Inukai et al., 1997). Behrens et al. (1997) van utilitzar la metodologia
d’immunohistoquimica 1 van detectar presencia de Fas i Bcl-2 (en menys del 5% de les
fibres analitzades), 1 no van obtenir resultats positius mitjangant el TUNEL. Inukai et al.
(1997) van analitzar fibres de pacients afectats per DMD i distrofia muscular de Becker,
i van observar un 17% de fibres positives pel marcatge de Fas, perd tampoc no van
observar apoptosi mitjangant la técnica del TUNEL. Els pacients amb distrofia muscular
espinal presenten un 2,3-3% de mionuclis apoptotics (Migheli e al., 1997). En altres
tipus de distrofia (degudes a la deficiéncia d’adalina, merosina...) també s’observen
nuclis apoptotics (al voltant del 12% de les miofibres analitzades) (Tews i Goebel,
1997a). Molts d’aquests nuclis estan localitzats a D’interstici (on hi ha c¢l-lules
inflamatories 1 cel-lules satel-lit —cel-lules amb capacitat proliferativa en situacio de
dany muscular—) (Sandri er al, 1998a). En la distrofia muscular de limb-girdle,
I’apoptosi mionuclear correlaciona amb la deficiéncia de la calpaina 3 (Baghdiguian et

al., 1999).
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4.3.4.2.2 ATROFIA

La reducciod de ’activitat neuromuscular deguda a denervacid, immobilitzacio de
les extremitats posteriors o gravetat zero durant vols espacials, dona com a resultat una
atrofia rapida 1 substancial de les fibres musculars (Roy et al., 1991). Els mecanismes
pels quals la mida de la fibra muscular es redueix inclouen vies transcripcionals 1 post-
transcripcionals (Howard et al., 1989; Thomason et al., 1992).

Molts estudis han demostrat que 1’atrofia muscular associada amb la reduccio6 de
I’activitat neuromuscular esta acompanyada per la reduccié del nombre de mionuclis
per fibra muscular (Allen ef al., 1995 1 1996; Hikida et al., 1997). Fins i tot abans de
I’aparici6 del nom d’apoptosi en la ciencia (Kerr et al., 1972), Lee 1 Altschel (1963) van
observar anormalitats en la ultrastructura mionuclear després d’una denervaci6, com ara
la condensaci6 de la cromatina, la reduccid nuclear, i la fragmentacio del nucli. Gairebé
totes les fibres musculars denervades mostren una expressid molt elevada de Bax
(proapoptotica), mentre que Bcl-2 i Bel-Xi (antiapoptotiques) s’expressen només en el
25% de les fibres (Tews i Goebel, 1997a). Allen et al. (1997) van estudiar si
I’eliminaci6 dels mionuclis durant 1’atrofia muscular es devia a I’apoptosi en un model
d'immobilitzacié de les extremitats. Els autors van observar que el nombre de mionuclis
que presentaven fragmentacié del DNA augmentava després de tres dies de suspensio i
mantenien aquesta proporcio 14 dies després.

Hi ha observacions que apunten a una regulacié del nombre de mionuclis per
part dels efectes interactius de les hormones del creixement circulants i I’'IGF-I (insulin-
like growth factor). McCall et al. (1997) van demostrar que 1’atrofia muscular estava
associada amb una disminuci6 dels nivells circulants de 'hormona del creixement. A
més, el tractament amb IGF-I dels musculs d’animals que han estat immobilitzats,
juntament amb exercici, redueixen significativament la freqliencia de mionuclis
apoptotics (Allen et al., 1997).

En humans s’han estudiat malalties que tenen associada 1’atrofia del muscul
esquelétic a desordres a les neurones motores: polineuropatia, esclerosi lateral
amiotrofica i atrofia muscular espinal. Les fibres atrofiques dels pacients afectats per la
polineuropatia i I’esclerosi lateral amiotrofica presenten mionuclis apoptotics (14 1 44%
respectivament) i es detecta la presencia d’expressio de Bcl-2, Bax i ICE (interleukin-1[
converting enzyme o caspasa 1) (Tews et al., 1997b). En pacients amb atrofia muscular

espinal també hi ha una inducci6 de 1’apoptosi a les fibres musculars (Fidzianska et al.,
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1990), tot 1 que encara hi ha controversia amb els resultats obtinguts segons les

metodologies aplicades (Inukai ez al., 1997; Migheli ez al., 1997).

4.3.4.2.3 ISQUEMIA I REPERFUSIO

La isquemia, amb la reperfusi6 posterior o sense, és una causa comuna i
clinicament important de produccié de dany tissular en molts oOrgans. L’apoptosi,
després de la isquémia i la reperfusid posterior, s’ha observat en cél-lules endotelials
hipoxiques (Gobe et al., 1999), 1 en cel-lules de diferents teixits, com ara I’intesti (Horie
etal., 1997) 1 el cor (Bielawska et al., 1997; Yue et al., 1998).

Els resultats que hi ha sobre 1’apoptosi dels midcits esquelétics després d’una
isqueémia son encara controvertits. Hachiya 1 Kazui (1996) van demostrar que la mort
cellular deguda a la isquémia es produeix tant per necrosi com per apoptosi. D’altra
banda, Knight et al. (1999) van observar apoptosi a les cél-lules endotelials, cél-lules
musculars llises i cél-lules del sistema immunitari; mentre que les cel-lules de muascul
esquelétic esdevenen necrotiques. Cowled et al. (2001) van observar que eren els
neutrofils infiltrats 1 no les cél-lules musculars, les que presentaven apoptosi a causa de
la reperfusid. Aixi, encara no hi ha cap treball que demostri si les cel-lules de les fibres

musculars moren per necrosi o apoptosi durant la isquémia i la seva reperfusio.

4.3.4.2.4 INSUFICIENCIA CARDIACA CRONICA

La insuficiéncia cardiaca cronica esta associada a una mortalitat elevada,
intolerancia a I’exercici, i a fatiga prematura. Hi ha diverses mesures de parametres
biologics per determinar el nivell de tolerancia de 1’activitat de 1’individu afectat per
aquesta malaltia, com ara I’activitat ventricular (Szlachcic ef al., 1985; Higginbotham et
al., 1983) i el flux sanguini regional.

Diversos treballs fets amb muscul cardiac demostren I’existéncia d’apoptosi
durant malalties com ara la insuficiéncia cardiaca cronica, la mort sobtada cardiaca, la
miocarditis virica 1 la isquémia (Gottlieb et al., 1994; Tanaka et al., 1994; Itoh et al.,
1995 1 1996; Kajstura et al., 1996; James et al., 1994; Buerke et al., 1995; Packer, 1995;
Umansky ez al., 1996).

S’ha estudiat 1’existéncia i el significat de 1’apoptosi als musculs esquelétics de

pacients afectats per la insuficiéncia cardiaca cronica, com també en un model animal
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de la malaltia (Vescovo et al., 1998; Dalla Libera et al., 1999; Cohen et al., 1983). Es va
detectar la preséncia de mionuclis apoptotics en el 47% de biopsies de muscul
esquelétic de pacients humans analitzades, com tamb¢ una disminucié de I’expressio de
Bcl-2 1 un increment dels nivells de la iNOS (Adams et al., 1999). L’existéncia
d’apoptosi es correlacionava amb la capacitat reduida de fer exercici (mesurada com a
VO,max), cosa que suggereix un significat funcional de 1’apoptosi per la intolerancia a
I’exercici dels pacients afectats per la insuficiéncia cardiaca cronica. En el model animal
d’aquesta malaltia (induida amb monocrotalina), es va observar un increment dels
mionuclis apoptotics del muscul tibial (muscul rapid); aquest increment d’apoptosi
estava acompanyat d’una atrofia muscular (Vescovo et al, 1998). Es va observar el
mateix en un altre tipus de mtscul esquelétic, el soleus (muscul lent), tot i que en aquest
teixit 1’apoptosi no era tan elevada i no hi havia atrofia muscular (Dalla Libera et al.,
1999), fets que suggereixen que 1’atrofia muscular apareix més tard als musculs lents
que als musculs rapids. A més, al soleus es va observar una disminucié de 1’expressio
de la proteina antiapoptotica Bcl-2, acompanyada d’un increment dels nivells de la
caspassa 3 (Dalla Libera et al, 1999). En experiments in vitro, 1’exposicidé a la
monocrotalina produeix una induccio clara de 1’apoptosi a les cel-lules endotelials
arterials (Thomas et al., 1998).

Aixi, sembla que en la insuficiéncia cardiaca cronica hi ha una inducci6 de
I’apoptosi al muscul esquelétic, i que aquesta pot tenir influéncia en ’atrofia muscular i

la seva capacitat de contraccio.

4.3.4.2.5 MIOPATIES INFLAMATORIES

La polimiositis, la dermatomiositis 1 la miositis associada a cossos d’inclusio
pertanyen al grup de miopaties inflamatories. En les tres hi ha una proporcio de fibres
positives per Fas que oscil-la entre 1’1 1 el 50% (Behrens et al., 1997) que en gran
nombre es coexpressen amb Bcl-2. Behrens et al. no van detectar, pero, apoptosi
mitjancant la técnica del TUNEL ni mitjangant la técnica de DNA laddering, mentre
que altres grups d’investigacio si que van observar fragmentacié del DNA, pero no a les
fibres musculars, sind6 només a les cel-lules intersticials (Migheli ez al., 1997; Olive et
al., 1997). Tews 1 Goebel (1998) tampoc no van poder observar apoptosi a les fibres
musculars d’aquests pacients, perd van detectar-la a les cél-lules inflamatories. En un
treball més recent, es detecta la preséncia de Fas i el lligand de Fas (FasL), pero no es

detecta cap senyal d’apoptosi. Es més, s’ha demostrat un increment en 1’expressioé d’una
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molecula antiapoptotica (FLIP o FLICE (Fas-associated death domain like IL-1
converting enzyme)-inhibitory protein) (Nagaraju et al., 2000). Fins al moment, només
hi ha un treball que demostra I’existéncia d’apoptosi a les fibres musculars durant la
polimiositis (1-2%) la qual es correlaciona amb [’activacido del sistema FasL/Fas

(Sugiura et al., 1999).

4.3.4.2.6 MIOPATIES DEGUDES A DEFECTES MITOCONDRIALS

La idea que un defecte al mitocondri podria conduir al desenvolupament d’una
malaltia va ser proposada per Luft ez al. el 1962. Des de llavors, s’han descrit diverses
miopaties amb caracteristiques cliniques heterogenies correlacionades amb canvis en el
nombre i la morfologia dels mitocondris musculars (revisat per Sandri i Carraro, 1999).
Les miopaties estan causades, almenys en part, per la produccié de ROS al mitocondri
(Wallace et al, 1995). Ara bé, com que el mitocondri t¢€ un paper important en
’activacié de 1’apoptosi a través de ’alliberacié de factors com ara el citocrom c i el
FIA (Figura 5), es creu que podria tenir un paper important en les miopaties degudes a
defectes mitocondrials. Aixi, pacients amb miopaties que mostren defectes en la cadena
respiratoria, presenten mionuclis apoptotics (Monici et al.,, 1998). En musculs que
contenen delecions al DNA mitocondrial, s’ha demostrat I’existéncia d’expressid
d’ubiquitina, Bcl-2 1 Bax (DiMauro et al., 1998). Altres defectes als mitocondris, com
ara la deficiéncia del coenzim Q10, estan associats a la preséncia d’apoptosi al muscul

esqueletic (Servidei ez al., 1998; Vita et al., 1998)

4.3.4.2.7 OFTALMOPATIA ASSOCIADA A LA TIROIDE

L'oftalmopatia associada a la tiroide ¢és una malaltia autoimmunitaria
caracteritzada per l’allargament del teixit muscular extraocular. També en aquesta
patologia hi ha el fenomen de I’apoptosi als mionuclis, com també 1’existéncia de Fas a

la superficie de les miofibres (Koga et al., 1998).

4.3.4.2.8 EXERCICI

Després de la realitzacié d’exercici excessiu, el muscul esquelétic es pot danyar

(Carraro 1 Franceschi, 1997). Les contraccions repetides d’estirament (activitat
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ecceéntrica) per part del muscul son més perjudicials que les contraccions que presenten
una activitat isomeétrica o concéntrica (contraccions d’escurcament). Aixo implica que
els diferents tipus d’activitat del muscul provoquen danys mitjancant mecanismes
diferents (Bar ez al., 1994).

Després d’una nit d’exercici espontani (girar dins una roda), els mionuclis
apoptotics incrementen als animals controls 1 als afectats per la distrofia mdx (Sandri ez
al., 1997). Els conjugats d’ubiquitina de proteines solubles i miofibril-lars també
s’incrementen als musculs de ratolins mdx després de ’exercici (Sandri et al., 1996 i
1997), 1 en humans després de dos dies de fer un exercici d’estiraments (Thompson 1
Scordilis, 1994). Els mionuclis que presenten nivells elevats d’ubiquitina son també
mionuclis apoptotics (Sandri et al,, 1997). De fet, després d’un dany al DNA, la
ubiquitina esta fortament unida a les histones i a altres proteines de la matriu nuclear
(Haas et al., 1988). L’electrostimulacio eccéntrica a baixa freqiiéncia del soleus i ’EDL
de rata durant 4-24 hores provoca danys a nombroses fibres. Aquestes fibres musculars
presenten nuclis apoptotics (Biral et al, 1998). Un cop s’ha deixat de fer I’exercici,

I’apoptosi disminueix (Podhorska-Okolow et al., 1998).

4.3.4.2.9 CREIXEMENT TUMORAL

En un estudi molt recent, s’ha estudiat 1’apoptosi al muscul esquelétic quan
s’implanta el tumor VX2 a conills. L’index apoptotic, mesurat per la técnica del
TUNEL, assoleix el 55% poc temps després d’inocular el tumor, moment on la pérdua
de massa magra és del 18% 1 encara no es veuen canvis en el ratio 3-
metilhistidina/creatinina a 1’orina. Quan la perdua de massa magra €s del 30% 1 el ratio
demostra la pérdua de proteina, I’index apoptotic és de només el 5%. Els autors
suggereixen que podrien haver-hi dos mecanismes en el desgast muscular durant el
creixement tumoral: apoptosi en les fases primerenques i1 anormalitats metaboliques al

muscul en estadis més avangats (Ishiko ez al., 2001).
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4.3.5 INCIDENCIA I SIGNIFICAT DE L’APOPTOSI AL MUSCUL
ESQUELETIC

Actualment, encara no es coneix la importancia patofisiologica de 1’apoptosi
dels miocits en certes malalties. Les dades publicades sobre la incidéncia de nuclis
apoptotics de cel-lules de muscul esquelétic en malalties humanes i en models animals
d’aquestes estan entre el 0,03% (Vescovo ez al., 1998) i el 2,1% (Sandri ez al., 1998a).
Cal, per aix0, congixer el significat i la importancia de 1’apoptosi al muscul esquelétic i
resoldre preguntes com ara si aquesta petita perdua de nuclis afecta la integritat 1 les
funcions dels miocits. Aquest index d’apoptosi baix, segons Howie et al. (1994), podria
representar un recanvi cel-lular. Ells van demostrar que la deplecié del 50% de cél-lules
CD4 dels noduls limfatics de ratolins es pot aconseguir mitjangant apoptosi en 48 hores,
pero la taxa d’apoptosi observada no augmenta mai per sobre de 1’1,3%. Per tant, un
petit nombre de nuclis apoptotics detectats en un determinat moment al muscul
esqueletic en diferents malalties, podria contribuir a una perdua substancial de massa
muscular en un periode de temps llarg. Llavors, donaria com a resultat una disminucid
de contractibilitat, entre d’altres conseqiiencies (Sandri et al., 1998a; Adams et al.,
1999).

La rellevancia i el significat de I’apoptosi al muscul esqueletic és dificil
d’establir, pel fet que cada fibra muscular cont¢ més de 100 nuclis, i que només una
petita part de mionuclis presenta fragmentacié del DNA (Allen et al., 1997; Tews et al.,
1997c¢). Aixi, cal saber si la peérdua d’un o pocs nuclis més podria alterar la morfologia 1
la funci6 de la fibra muscular. Referent a aixo, hi ha el concepte que un nucli controla
una zona citoplasmatica especifica i que, per tant, la perdua del nucli podria estar
associada a la peérdua de control sobre la zona citoplasmatica en qiiesti6é (Landing et al.,
1974; Ralston 1 Hall, 1992). Recentment, Hikida et al. (1997) van demostrar que al
muscul esqueletic atrofiat a causa de la manca de gravetat, el nombre de nuclis
disminuia proporcionalment amb la perdua del volum de la fibra muscular.

A les cel-lules mononucleades, la cél-lula apoptotica és eliminada completament
mitjangant la fagocitosi; mentre que, en el cas de cel-lules multinucleades, només
s’elimina el nucli apoptotic, deixant la resta de cellula intacta. Actualment no se sap
com s’elimina aquest mionucli sense provocar danys als altres nuclis o a la mateixa

cellula, tot i que hi ha estudis fets amb altres tipus cel-lulars que apunten que podria
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sofrir una desintegracid sense conseqiiencies negatives per a la cél-lula (Dipasquale 1

Youle, 1992).

4.3.6 CITOCINES

4.3.6.1 TNF-a

Aquesta citocina és una inductora de I’apoptosi en molts tipus cel-lulars (Jarvis
et al., 1994; Obeid et al., 1993; Ohta et al., 1994). Pel que fa als teixits musculars, es va
comengar a estudiar la implicacié del TNF-a en I’apoptosi a les cél-lules cardiaques, ja
que en moltes malalties coronaries s’observava el fenomen de 1’apoptosi (Gottlieb ez al.,
1994; Tanaka et al., 1994; Itoh et al., 1995 1 1996; Kajstura et al., 1996; James, 1994;
Buerke et al., 1995; Packer, 1995; Umansky et al., 1996). De fet, la citocina és produida
per les cel-lules cardiaques (Kapadia ez al., 1995; Giroir et al., 1994), i és possible que
les concentracions locals del TNF-a siguin superiors a les sistémiques. També es
detecta I’expressio dels receptors pel TNF-a als cardiomiocits (Krown et al., 1995;
Torre-Amione et al., 1995). El death domain del receptor TNFRI és present als
cardiomiocits, 1 s’ha relacionat amb 1’apoptosi mediada per TNF-a a les cél-lules no
musculars (Figura 6) (Vanderabeele et al., 1995), 1 aix0 suggereix, per tant, que també

podria estar implicat en I’apoptosi dels cardiomiocits.

TNF- TNF: TNF-o
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Figura 6. Transsenyalitzacié del TNF-o: induccié de 1’apoptosi /proliferacid cel-lular per
I’activacio de 'NFxB
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Hi ha treballs on s’ha observat aquesta implicacié del TNF-a en la inducci6 de
la mort cel-lular per apoptosi als teixits musculars: als miocits cardiacs (Krown ez al.,
1996), 1 al cor i als vasos sanguinis (Haunstetter i Izumo, 1998; Karsan, 1998). Aixi,
Krown et al. (1996) van demostrar que nivells fisiologics de la citocina induien apoptosi
als cardiomiocits de rata in vitro. Aquesta induccio es feia a través del TNFRI, pel qual
s’activava la produccié d’un segon missatger, l'esfingosina (Figura 6). L esfingosina ¢és
un inhibidor potent de la PKC, la qual protegeix la cel-lula de la mort en fosforilar Bcl-
2; d’aquesta manera, el TNF-a indueix la mort cel-lular per apoptosi mitjancant la
regulaci6 del Bcl-2. Una altra evidéncia de la implicacio de la citocina en 1’apoptosi es
va observar quan s’injectava LPS a rates, 1 va donar com a resultat una induccid de
I’apoptosi als cardiomiocits, 1 sembla que aquesta induccio es deu a I’accié del TNF-a
(Comstock et al., 1998).

L’apoptosi al cor és un mecanisme molt efectiu, 1 presenta avantatges en la
prevencid del dany ocasionat per malalties cardiaques, ja que les cel-lules cardiaques
actuen rapidament sobre les cel-lules apoptotiques 1 impedeixen que afectin les cel-lules
veines; aixi, limiten 1’area afectada per I’infart o la infeccid virica (Krown ez al., 1996).
Aquesta eficiencia per destruir rapidament les cel-lules apoptotiques podria explicar
també la baixa incidéncia de tumors cardiacs primaris (Goldstein ez al., 1995). Ara bé, hi
ha inconvenients pel que fa a la induccio de ’apoptosi per part del TNF-a.: els efectes
cardiotoxics de la utilitzacio de la citocina com a agent terapéutic (anticancerigen i
antiviric) (Sidhu i Bollon, 1993).

A banda del paper del TNF-a com a inductor de 1’apoptosi, s’han publicat
diversos treballs que suggereixen que el TNF-o podria desenvolupar una acci6
protectora davant la isquémia i la hipoxia cardiaca, ja sigui protegint els miocits davant
aquestes situacions (Nakano et al., 1998; Eddy et al., 1992) o bé estimulant 1’expressio
de factors antiapoptotics i citoprotectors (Beg i Baltimore, 1996), i fins i tot facilitant la
reparaci6 del dany tissular un cop s’ha produit la manca d’irrigacié al cor (Yokoyama et
al., 1997; Bozkurt, 1998). Aquest paper protector del TNF-a es pot perdre si I’expressid
del seu gen ¢és sostinguda o excessiva (Kurrelmeyer ez al., 2000). En un model animal
d’isquémia aplicat a ratolins knockout pels dos receptors del TNF-oo (TNFRI-TNFRII) i
a ratolins knockout per cada un dels receptors (TNFRI 1 TNFRII), es va observar que els
animals knockout pels dos receptors presentaven un increment del dany degut a 1’infart

que se’ls induia, comparat amb els altres ratolins knockout (TNFRI i TNFRII),
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secundari a un increment de 1’apoptosi als cardiomiocits 1 independent de les diferéncies
a ’anatomia cardiaca que presenten aquests animals respecte de la resta de grups. Els
resultats suggereixen que el senyal de la citocina, a través de TNFRI o TNFRIIL, és
suficient per protegir els cardiomiocits de 1’apoptosi després de la induccio de la
isquémia (Kurrelmeyer et al., 2000), i actuarien per vies redundants proporcionant
citoproteccid als cardiomiocits, o bé activant el TRAF-2 (Figura 6) (TNFR-associated
factor 2), el qual esta involucrat en la senyalitzaci6 d’ambdds receptors. Llavors es
produiria ’activacié de I’'NK«kB el qual incrementa 1’expressio de proteines antioxidants
com ara la Mn-superoxid-dismutasa, i altres proteines relacionades amb la
supervivencia de la cel-lula (Rothe et al., 1995; Das et al., 1995; Weiss et al., 1997). El
TRAF-2 s’ha considerat com una via fortament antiapoptotica (MacLachlan 1 Giordano,
1998). També s’ha observat que la Bcl-2 pot regular la via NFkB, ja que disminueix els
nivells d’IxBa., I’inhibidor citosolic de ’'NF«kB (de Moissac et al., 1998), 1 s’allibera aixi
la forma activa de ’'NF«B, la qual és promotora de la supressio de I’apoptosi (Wu et al.,
1996; Wang et al., 1996a; Van Antwerp et al., 1996).

Pel que fa a treballs fets amb muscul esquelétic, s’ha observat una implicacio del
TNF-a en ’apoptosi de soleus 1 tibialis en un model d’insuficiéncia cardiaca cronica.
Aixi, en els animals als quals s’indueix un atac de cor, s’observa un increment paral-lel
dels nivells circulants de TNF-a, 1 la induccio de ’apoptosi al muscul rapid (tibial)
sembla estar associada a aquest increment (Vescovo et al., 1998), tot i que en altres
estudis no s’observa cap associacio entre I’increment del TNF-a 1 ’apoptosi al muscul
lent (soleus) (Dalla Libera et al., 1999). A més, I’atrofia observada en aquests animals
no sembla ser induida per la via per la qual el TNF-a activa el sistema proteolitic
dependent d’ATP i ubiquitina, sind6 que sembla que és només dependent de I’apoptosi
(Dalla Libera et al., 1999).

El TNF-a és considerat el mediador fonamental de les reaccions inflamatories i
del dany tissular induit per trauma. Aquest empitjora la perfusié microvascular,
incrementa el nombre de cel-lules del sistema immunitari al lloc on s’ha produit el dany
tissular, i indueix 1’apoptosi al muscul estriat dels hamsters. L’aplicacio de fred a la
ferida té un efecte protector sobre els efectes descrits del TNF-o (Westermann et al.,
1999).

Finalment, experiments in vitro fets amb cultius de mioblasts esquelétics

demostren que el TNF-a bloqueja la proliferacio i incrementa 1’apoptosi dels mioblasts,
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mitjangant la supressid de I’expressido d’alguns membres de la familia de I'IGF, els
quals son essencials per mantenir la diferenciacido 1 supervivéncia de les cél-lules

musculars (Meadows et al., 2000).

4.3.6.2 ALTRES CITOCINES

S’ha observat, en models animals afectats per una insuficiéncia cardiaca, que
VIGF-1 (insulin-like growth factor I), juntament amb l'hormona del creixement,
produeix efectes beneficiosos pel que fa a la funcié del miocardi, 1 un d’aquests ¢€s la
prevencio de 1’apoptosi (Delafontaine 1 Brink, 2000). De fet, la linia muscular C2 que
no expressa IGF-II no es diferencia i, a més, les cel-lules moren per apoptosi quan
s’incuben en un medi de diferenciacié (Lawlor i Rotwein, 2000). L’IGF-I sembla tamb¢é
implicat en la regeneracio de la massa muscular als musculs atrofiats, en part a causa de
I’estimulacié proliferativa que exerceix sobre les cel-lules satél-lit del muscul
(Chakravarthy et al., 2000).

La combinaci6 de l’interfer6 gamma (IFN-y) amb la proteina amiloide-3
(causant de la miositis associada a cossos d’inclusio) estimulen la produccié de NO*
mitjancgant la inducci6é de I’expressié de la iNOS a les cel-lules en cultiu C2C12, un

percentatge de les quals experimenta fragmentacié del DNA (Baron et al., 2000).

4.4 IMPLICACIO DE LA CALCINEURINA EN EL CREIXEMENT DEL
MUSCUL ESQUELETIC

4.4.1 TRANSDUCCIO DEL SENYAL

La calcineurina, també anomenada fosfatasa 2B (PP2B), és una serina treonina
fosfatasa localitzada al citoplasma (Rao et al., 1997; Crabtree, 1999). Es un enzim
ubiquu, pero es troba en concentracions deu vegades més grans en cervell i muascul
esqueletic que en altres tipus cel-lulars. La calcineurina és un heterodimer, format d’una
subunitat catalitica (CNA) de 59 kDa que conté el domini d’unié a calmodulina i una
regi6 autoinhibitoria, i d’una subunitat reguladora (CNB) de 19 kDa que s’uneix a Ca®",
Les dues subunitats son essencials per a la activitat catalitica de 1’holoenzim, malgrat

que la subunitat CNA pot activar-se de manera constitutiva, sense requeriments de Ca>"
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1 calmodulina, per deleci6 de la regi6 reguladora carboxi-terminal (O’Keefe et al.,
1992).

La calcineurina estd estretament regulada per les concentracions de Ca®’

intracel-lular 1 es va descriure per primera vegada que podia ser activada en cel-lules T
activades en resposta a nivells elevats i sostinguts de Ca®" intracel-lular (Flanagan et al.,
1991). La calcineurina activa uneix membres de la familia de factors de transcipcié NF-
AT defosforilats, produint la seva translocacié al nucli on interaccionen amb el factor de
transcripcid AP-1 i activen diferents gens de citocines requerits per l’activacio i
proliferacié de cel'lules T (Rao et al.,, 1997; Crabtree, 1999). L’activitat de la
calcineurina es pot inhibir per drogues immunosupressores com la ciclosporina A 1 el
FK-506, les quals s’uneixen a proteines citoplasmatiques de receptors, ciclofilina A i
FKBP 12, respectivament, formant complexes que interaccionen amb la calcineurina, i
per tant prevenen l’activacid de gens depenents de la calcineurina i1 ’activacid de
cel-lules T (Liu et al., 1991).
La resposta a la calcineurina també pot ser inhibida per proteines citoplasmatiques que
s’uneixen a la calcineurina, cabina/caina (Lai et al., 1998; Sun et al., 1998) o MCIP1
(myocite-enriched calcineurin interacting protein 1) 1 MCIP2 (Rothermel et al., 2000).
L’activacio de la proteina cinasa C estimula 1’associacié de la cabina amb la calcinerina,
produint-se aixi un mecanisme de retroalimentacié negativa que inhibeix la transducciod
del senyal de la calcineurina en resposta a 1’activacié de les cel-lules T (Sun et al.,
1998). La cabina s’expressa al cervell de forma abundant, pero els nivells son baixos en
muscul esquelétic i cor (Lai et al., 1998), mentre que els nivells de MCIP1 1 MCIP2 s6n
més elevats en muscul estriat (Rothermel et al., 2000). L’expressi6 sectiva de teixit
d’aquestes proteines que inhibeixen 1’activitat de la calcineurina permet la possibilitat
de desenvolupar drogues que poden actuar de manera teixit-espeficifica per tal de
regular la via de la calcineurina.

S’han identificat 5 gens que codifiquen per NF-AT (NF-ATcl/NF-ATc/NF-
AT2; NF-ATc2/NF-ATp/NF-AT1; NF-ATc3/NF-ATx/NF-AT4; NF-ATc4/NF-AT3;
NF-ATS5). Tots els members de la familia NF-AT excepte el NF-ATS5 s’activen
mitjangant la calcineurina (Hoey et al., 1995; Rao et al., 1997; Crabtree, 1999; Lopez-
Rodriguez et al., 1999). Malgrat que primerament la familia NF-AT es va estudiar en
cel-lules T, aquestes proteines també s’expressen en altres tipus cel-lulars i les isoformes
NF-AT2 i NF-AT4 soén especialment abundants en muscul esquelétic (Hoey et al.,
1995).
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Els factors de transcripcio NF-AT estan sotmesos a un cicle dinamic i reversible de
fosforilacid/defosforilaciéo que regula la seva localitzacid al nucli i I’activacié de gens
depenents de NF-AT (Rao et al., 1997; Crabtree, 1999). En cél-lules no estimulades, les
proteines NF-ATcl/NF-ATc estan fosforilades ebn una regi6 rica en serines propera a
I’extrem aminoterminal 1 es troben al citoplasma (Flanagan et al., 1991). La
defosforilacio d’aquestes serines per accid la calcineurina desenmascara dues
seqiiencies de localitzacio nuclear, resultant en la rapida translocacio al nucli d’aquestes
proteines (Beals et al, 1997). Una vegada en el nucli, els factors NF-AT defosforilats
poden tornar a ser refosforilats per una o més cinases. Aquestes creen un lloc de
reconeixement fosforilat perqué actui la glicogen sintasa-3 cinasa (GSK3), la qual
permet que els NF-ATs es transloquin al citoplasma 1 finalitzai la transcipci6 regulada
per calcineurina (Beals et al, 1997). El NF-ATc3/NF-AT4 també pot ser fosforilat en el
nucli per JNK I la combinacié de MEKKI 1 lacaseina cinasa 1a (Chow et al., 1997; Zhu
et al., 1998). S’ha suggerit que la fosforilacid estimula I’exportacid nuclear dels NF-
ATs mitjancant 1’exposici6 d’una seqiiéncia nuclear exportadora o regulant la seqiiéncia
de localitzacié nuclear. A més d’activar genes depenents de NF-AT, la calcineurina
també pot activar la caixa MADS del factor de transcripci6 MEF2 mitjancant un
mecanisme que encara no ha estat definit (Liu et al., 1997). MEF2 activa diferents gens
primarencs, incloent-hi c-jun, Aixa com alguns gens especifics de muscul (revisat per

Black i Olson, 1998).

4.42 CONTROL DE LA DIFERENCIACIO I LA REGENERACIO DEL
MUSCUL ESQUELETIC

El coneixement de si la via de senyalitzaci6 cel-lular calcineurina/NF-AT té
funcions similars en el muscul cardiac 1 esquelétic és de molt interes, donat els elevats
nivells d’expressié de certes isoformes de NF-AT en muscul esqueletic (Hoey et al.,
1995; Abbott et al., 1998).

La diferenciacié del muscul esquelétic implica la sortida irreversible del cicle cel-lular
dels mioblasts, la fusio per formar miotubs multinucleats, i I’activacio de la transcripcio
de gens especifics de muscul. Abbot et al. (1998) van descriure que la ciclosporina A
inhibia la diferenciaci6 dels mioblasts in vitro, suggerint que I’activitat de la
calcineurina €s essencial per 1’activacid del programa de diferenciaci6 cel-lular. S’ha

descrit que les isoformes de NF-AT poden ser translocades de manera diferencial del
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citoplasma al nucli en els diferents estadisde la diferenciacié dels mioblasts, suggerint
que poden respondre a senyals del citoplasma (Abbott et al., 1998).

El dany produit en el muscul esqueletic adult resulta en 1’activacid de cel-lules
satel-lit miogeéniques quiescents, adjacents a les fibres musculars, que es fusionen amb
fibres musculars pre-existents i d’aquesta manera reparen el dany. La ciclosporina A
impedeix la regeneracid6 muscular en desposta al dany, el que suggereix un paper
important de la calcineurina en el desenvolupament muscular in vivo (Abbott et al.,
1998). Aixo podria explicar perque els pacients que s’han sotmeés a un transplantament i
s’han tractat amb ciclosporina A presenten una debilitat muscular severa (Goy et al.,

1989).

4.4.3 CONTROL DE LA HIPERTROFIA DEL MUSCUL ESQUELETIC

Els IGFs son inductors potents de la hipertrofia in vivo 1 in vitro, 1 actuen
estimulant 1’expressi6 dels canals de Ca2+ tipus L, els quals incrementen les
concentracions de Ca2+ prop la membrana cel-lular (Bruton et al., 1999; Wang et al.,
1999). S’ha descrit que mioblasts de rata que expressaven un vector d’expressioé d’IGF-
1 o bé que havien estat incubats en presencia d’IGF-1 presentaven una severa
hipertrofia acompanyada d’un increment de ’expressiéo de la calcineurina i1 la seva
localitzaci6 nuclear (Musaro et al., 1999; Semsarian et al., 1999). A més, la ciclosporina
A bloqueja la hipertrofia en resposta a I’IGF-1. Aixo suggereix que la calcineurina té un
paper essencial en I’activacié de la hipertrofia dels miocits esquelétics mediada per IGF-
1.

Tant ’IGF-1 com la calcineurina activada indueixen 1’expressio de GATA2
(factor de transcripci6 de dits de zinc cardiac) en muscul esquelétic, el qual s’associa
amb la calcineurina 1 a la forma defosforilada de NF-ATcl (Musaro et al., 1999).
Aquests fets suggereixen que el muscul esquelétic 1 cardiac comparteixen aspectes d’un
sistema de senyalitzaci6 hipertrofica comi mediat per la calcineurina i els factors de
transcripcio NF-AT 1 GATA.

Els nivells de Ca*" intracel lular son elevats en les fibres de muscul esquelétic en
resposta a la sobrecarrega muscular cronica (Hongbo et al., 1995), i recentment, s’ha
observat que rates tractades amb ciclosporina A i FK-506 doblen la seva massa
muscular alhora que incrementen les fibres musculars de tipus lent (Dunn et et al.,

1999). Aquests fets podrien suggerir que la via de senyalitzacié de la calcineurina és
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mediadora del creixement muscular induit per I’exercici, aixi com també la
transformacio del tipus de fibres. S’han descrit els efectes de la inhibici6 farmacologica
de la calcineurina per reduir la massa muscular, 1’expressio dels enzims del
metabolisme oxidatiu 1 la proporci6 de fibres de tipus I (Goy et al., 1989; Hokanson et
al., 1995; Mercier et al., 1995; Biring et al., 1998; Chin et al., 1998). En individus
sotmesos a transplantamentsque han rebut drogues antagonistes de la calcineurina, és
dificil discernir entre les conseqiiéncies directes en les propietats del muscul esquelétic
de les conseqiiencies de la inactivitat fisica resultat de la malaltia que pateixen.

La miostatina, un membre de la superfamilia de TGF-B que s’expressa
especificament en muscul esquelctic, actua com un inhibidor de la hipertrofia del
muscul esquelétic, mentre que en soques de ratolins transgenics portadors de mutacions
en el gen de la miostatina presenten un increment important de la musculatura

(McPherron et al., 1997).

4.4.4 PAPER DE LA CALCINEURINA EN L’ATROFIA MUSCULAR

Mentre que la implicacié de la calcineurina en la hipertrofia del muscul
esqueletic €s un fet acceptat, el seu paper en 1’atrofia muscular no és tan clar. S’ha
descrit que el desgast muscular induit en rata per la seccié de la medul-la espinal
s’associa amb uns nivells reduits de calcineurina (Spangenburg et al., 2001). A més,
I’activacié de la via de senyalitzacié de la calcineurina millora el dany muscular en
ratolins mdx amb distrofia (Chakkalakal et al., 2004; Stupka et al., 2004). Altres estudis,
malgrat aixo, han demostrat que els inhibidors de la calcineurina no bloquejen
I’increment de la mida de les fibres induida per 1’activitat nerviosa en la regeneracio
muscular (Bodine et al., 2001). També s’ha demostrat que I’eficacia de les estrategies
dirigides a revertir el desgast muscular en dos models experimentals com 1’extremitat en
suspensid o la seccid de la medul-la espinal no es troba afectada per la inhibici6 de la
calcineurina (Dupont-Versteedgen et al., 2002).

Com ja s’ha comentat anteriorment, existeix una relacid estreta entre el desgast
muscular 1 el TNF-a, donat que tractaments anti-TNF-a poden revertir, com a minim en
part, I’estat hipercatabolic (Costelli et al., 1993, 2002). Es coneix poc la relacid entre la
calcineurina i el TNF-o.. D’una banda, en cél-lules B, aixi com també en cél-lules T, la

rapida induccio6 del gen del TNF-a pot ser bloquejada per drogues immunosupressores
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com la ciclosporina A o FK506 (inhibidors de la calcineurina) (Goldfeld et al., 1992).
Goldfeld et al. (1994) varen observar que aquests inhibidors bloquejaven la inducci6 del
mRNA del TNF-a i del seu promotor en cél-lules T transfectades transitoriament amb
un plasmid que contenia la regio promotora del TNF-a. Per tant, es podria suggerir que
la calcineurina és el principal mediador de 1’expressio génica del TNF-a en cel-lules B i
T activades. A més, s’ha descrit que els inhibidors de calcineurina sén inhibidors
potencials de la citotoxicitat induida per TNF-a (Kantrow et al., 2000). D’altra banda,
estudis recents suggereixen que la calcineurina comparteix amb el TNF-a la capacitat
d’activar la transcripcid6 mediada per NF-xB, mitjancant un mecanisme diferent a la
defosforilacid 1 inactivacié de Ik—Ba (Pons 1 Torres-Aleman, 2000; Biswas et al.,
2003). A més, Alzuherri et al. (2003) varen observar que en cel-lules C2C12 que
expressaven la calcineurina de manera constitutiva, hi havia una activaci6 significativa
de NF-kB i una activacié de NF-AT reduida en preséncia de TNF-a, fets que anaven
associats a la reduccié de I’activitat fosfatasa, que és I’indicador de I’activitat de la

calcinerina.

5. ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES. LA INTERLEUCINA 15 (IL-
15): UNA CITOCINA ANABOLICA

5.1 ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES
5.1.1 INCREMENTAR LA INGESTA
5.1.1.1 APROXIMACIO FARMACOLOGICA

Derivats de la progesterona

Per contrarestar els efectes de I’anoréxia es poden utilitzar farmacs que estimulin
la ingesti6. Els derivats de la progesterona com [’acetat de megestrol (MA o la
medroxiprogesterona (MPA) son farmacs sintétics, oralment actius. En humans aquests
compostos milloren la gana, la ingestio calorica i I’estatus nutricional en diferents casos
clinics (Loprinzi et al., 1993a; Bruera et al., 1990; Neri et al., 1997). En el cas de MA, el

mecanisme pel qual provoca un guany de pes no és conegut, malgrat aixo s ha postulat
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que el seu efecte esta parcialment mediat pel neuropéptid Y, un estimulant del centre de
la gana (Argilés et al., 1997a). Els casos d’humans tractas amb derivats de progesterona
demostren que si hi ha un efecte favorable en la gana i el guany de pes perd aquest
darrer s’atribueix a un increment en la massa grassa 1 no de la massa muscular (Von

Roenn et al., 1994; Loprinzi et al., 1993b).

Carabinoids

Els carabinoids, presents en la marihuana i els seus derivats, tenen un efecte
demostrat sobre el guany de pes corporal i per aquest motiu han estat utilitzats per
incrementar la ingesta en pacients amb cancer (Mitchelson, 1992). El mecanisme pel
qual els carabinoids exerceixen els seus efectes encara no s’ha aclarit. S’ha suggerit que
aquests actuen mitjangant els receptors d’endorfina o bé inhibint la sintesi de
prostaglandines (Mitchelson, 1992). Atres estudis proposen que el derivat de la
marihuana podria actuar inhibint la produccid/secrecid de citocines (Watzl et al., 1991;

Srivastava et al., 1998; Facchinetti et al., 2003).

Ciproheptadina

Hi ha evidéncies, tant en humans com en animals d’experimentacid, que
suggereixen que l’anoréxia podria estar mediada per un augment de [’activitat
serotoninérgica al cervell (Rossi-Fanelli 1 Cangiano, 1991; Laviano et al., 1996). Per
aixo, per bloquejar 1’activitat de la serotonina durant la caqueéxia cancerosa s’ha fet
servir la ciproheptadina, un antagonista de la serotonina amb propietats

antihistaminiques, usualment utilitzat pel tractament d’al-lérgies.

Insulina

Moltes de les principals alteracions associades al creixement tumoral inclouen la
intolerancia a la glucosa, ’augment de la gluconeogeénesi 1 de 1’activitat del cicle de
Cori (reciclatge hepatic del lactat generat pel tumor), i una accelerada lipolisi i
catabolisme protéic. Aquests canvis metabolics van acompanyats per resisténcia a
insulina 1 secrecié directa d’insulina en resposta a la hiperglucémia (Argiles et al.,

1997a). Tenint aixo en compte, la caquexia cancerosa pot millorar-se per 1’s d’insulina
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exogena. Per exemple, en estudis amb animals, I’administraci6é d’insulina va millorar el

grau d’ingesta i el desgast muscular (Moley et al., 1988; Tessitore et al., 1993).

Corticoesteroides

Els corticoesteroides varen ser la primera aproximacié farmacologica pel
tractament de 1’anoréxia en cancer. S’han fet servir per incrementar la ingesta en
pacients amb cancer i molts estudis demostren que molts dels simptomes de la caquexia
com D’anoréxia 1 [’asténia poden ser pacialment mitigats pel tractament amb
corticoesteroides com la dexametasona i1 la prednisolona (Vigano et al., 1994). El
mecanisme d’acci6 dels corticoestaroides és ben conegut. La seva accio antiinflamatoria
es dona per la inhibicié de I’alliberament de TNF-o (Han et al., 1990) i també s’han
relacionat amb la proteolisi muscular induida pet TNF-a., fet caracteristic de la caquexia
(Hardin, 1993). Hi ha altres estudis, pero, que descarten la implicacié dels
glucocorticoides en el desgast del muscul esquelétic associat a la caquéxia cancerosa

(Llovera et al., 1996a).

Mediadors orexigénics 1 anorexigenics

Lopez-Soriano et al., (1999) van observar baixos nivells circulants 1 una
disminucié en I’expressid génica de la leptina en animals caquéctics portadors de
tumor.També s’han observat baixos nivells de leptina en sérum de pacients amb cancer
de pulmo avangat (Aleman et al., 2002) i de colon (Arpaci et al., 2002). Malgrat aixo, en
pacients amb fallida cardiaca cronica avangada s’han detectat elevats nivells circulants
de leptina (Schulze et al., 2003), indicant una possible implicaci6 de la leptina en el
desenvolpament de la caquéxia cardiaca.

La grelina ¢és un mediador orexigenic (un lligand enddogen del receptor
secretador de 1’hormona del creixement) que s’ha descrit que té un paper clau en
incrementar la gana 1 per tant la ingesta. En animals portadors de tumor i en rates
afectades de fallida cardiaca el tractament amb grelina va produir una millora en el
desgast muscular (Nagaya i Kangawa, 2003; Nagaya et al., 2001; Hanada et al., 2003).
Curiosament, pero, s’han observat nivells circulants de grelina en pacients amb fallida

cardiaca cronica (Nagaya et al., 2001) 1 en pacients amb caquexia cancerosa (Shimizu et
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al., 2003). Sembla ser que aix0 podria ser un mecanisme compensatori del balang

energetic negatiu.

5.1.1.2 APROXIMACIO NUTRICIONAL

La nutricié enteral és una alternativa a la via oral en pacients amb tumors
avangats de cap, coll o carcinoma esofagic que no poden tragar perd conserven la gana i
tenen un bon estatus (Vigano et al., 1994).

La nutrici6 totalment parenteral s’aplica a pacients amb cancer desnutrits que no
poden rebre ni una nutricid oral o enteral. El seu s clinic té resultats conflictius. Mentre
que en alguns estudis s’observa que aquest tipus de nutrici6 té efectes beneficiosos
(Bozzetti et al., 1987; Muller et al., 1982), altres, després d’avaluar les conseqiiéncies
del tractament conclouen que els beneficis son limitats 1 poden portar complicacions

(Klein et al., 1986).

5.1.2 COMBATRE LES ALTERACIONS METABOLIQUES

5.1.2.1 MEDIADA PER CITOCINES

La presencia del tumor és un estimul invasiu que provoca l’alliberament de
citocines per les cel-lules del sistema immune. Les citocines que han estat implicades en
la resposta caquectica son: TNF-o , IL-1, IL-6 1 IFN-y (Evans et al., 1989). Per
combatre els canvis metabolics produits per aquestes citocines, 1’estratégia podria
dirigir-se a neutralitzar-los. Aixi, es poden neutralitzar les citocines mitjancant farmacs

que en bloquegen la sintesi o 1’accidé (Yamamoto et al., 1998).

5.1.2.1.1 BLOQUEIG DE LA SINTESI

Pentoxifilina

La pentoxilfilina, un derivat de la metilxantina, €és un inhibidor de
fosfodiesterasa que inhibeix la sintesi de TNF-o mitjangant la disminucio de la
transcripcid geénica. Mentre alguns estudis que utilitzen animals d’experimentacio

suggereixen que la pentoxifilina és capa¢ de disminuir la toxicitat induida per citocines
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d’alguns agents antineoplasics alhora que preserven I’eficancia del tractament
antitumoral (Balazs 1 Kiss, 1994), estudis clinics demostren que aquest fairmac no
millora la gana o no incrementa el pes corporal dels pacients caquectics (Goldberg et al.,
1995). A més, la pentoxifilina també s ha utilitzat el tractament de pacients caquectics

amb SIDA sense bons resultats (Dezube et al., 1993).

Talidomida

S’ha demostrat que la talidomida (o-N-talidomidoglutaramida) suprimeix la
produccio de TNF-a per part dels monocits in vitro (Sampaio et al., 1991) i normalitza
els elevats nivells de TNF-a in vivo (Sampaio et al., 1993). La seva accid sembla ser
deguda a la desestabilitzacio selectiva del mRNA del TNF-a (Moreira et al., 1993).
S’ha observat una millora en la qualitat de vida i guany de pes de pacients amb SIDA a
relativament dosis baixes de talidomida (Klausner et al., 1996). La seva utilitat en el

tractament de la caquexia cancerosa encara no s’ha establit.

5.1.2.1.2 BLOQUEIG DE L’ACCIO

Anticossos 1 receptors solubles

En rates portadores de I’hepatoma ascitic de Yoshida AH-130 (un tumor
altament caquéctic), la terapia amb anticossos anti-TNF-o resulta en una reversio
parcial de les alteracions associades tant al metabolisme lipidic (Carbo et al., 1994) com
el proteic (Costelli et al., 1993). Malgrat aixo, en humans, el tractament amb anti- TNF-
a no ha donat gaire bons resultats en la reversid del catabolisme proteic associat a la
sépsia (Reinhart et al., 1996). A més, 1’us clinic d’etanercept (proteina de fusié contra el
receptor p75 del TNF-a) o I'infliximab (anticos monoclonal contra el TNF-a) en el
tractament de la fallida cardiaca cronica tampoc han funcionat (Anker i Coats, 2002).

Altres drogues com la suramina (la qual prevé la uni6 de la IL-6 al receptor de
membrana) bloqueja parcialment els efectes catabolics associats amb 1’adenocarcinoma
26 de colon en ratoli (Strassmann et al., 1993). En humans, el tractament de malalts de
SIDA amb anticossos anti-IL-6 ha resultat molt positiu en la febre i la caqueéxia (Emilie

et al., 1994).

116



Introduccid

Fent referéncia a altres citocines, la terapia anti-IFN-y també ha estat efectiva en
la reversio de la caquexia en ratoli portador del carcionma de Lewis lung (Matthys et
al., 1991) pero no hi ha dades cliniques.

Dr’altra banda, el bloqueig de les accions de la IL-1, mitjancant un antagonista
del receptor, en rates portadores de tumor no té cap efecte ni en el pes corporal ni en

revertir el canvis metabolics (Costelli et al., 1995a).

Citocines antiinflamatories

El grau de la sindrome caquéctica no només depen de la produccid de les
citocines esmentades anteriorment, conegudes com citocines pro-inflamatories sin6é que
també de les anomenades citocines anti-inflamatories com son la IL-4, IL-10, 1 IL-12. A
dosis baixes de IL-12 s’han observat efectes anticaquectics en el model
d’adenocarcinoma de colon de ratoli, encara que son insuficients per inhibir el
creixement tumoral. Els efectes de la IL-12 sembla que sén dependents d’una important
disminuci6 de la IL-6 (Mori et al., 1996), que és la responsable de la caquexia associada
a aquest model tumoral (Tanaka et al., 1990; Fujimoto-Ouchi et al., 1995). Una accid
similar s’ha descrit per IFN-y (Bielefeldt-Ohmann et al., 1995).

Estudis ralitzats en el nostre laboratori han proposat a la IL-15 com un factor
anabolic del muscul esqueletic (Quinn et al., 1995). Més endavant, en ’apartat 5.2

aprofundirem en les propietats i funcions d’aquesta citocina.
5.1.2.2 MEDIADA PER HORMONES

L’altra estratégia per evitar els canvis metabolics que perjudiquen la salut del
pacient seria la utilitzacid d’hormones que revertissin algunes de les alteracions

esmentades en 1’apartat 1.2.

Hormona del creixement

L’administracié de ’hormona del creixement resulta en un increment de tot el
cos i de la sintesi proteica del muscul esqueletic (Wolf et al., 1992a; Fryburg et al.,
1991; Manson et al., 1988). Aixi, s’ha demostrat en models experimentals que

I’administracié de hormona del creixement recombinant de rata a rates portadores de
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tumor resulta en una considerable estimulacio de la sintesi proteica (Ng et al., 1993). De
la mateixa manera, que I’hormona del creixement també és beneficiosa en cancer (Wolf
et al., 1992b), SIDA (Mulligan et al., 1993) i en la fallida cardiaca (O’Driscoll et al.,
1997).

IGF-1

L’IGF-I actua com a mediador d’algunes propietats anaboliques de 1’hormona
del creixement (Froesch et al., 1985) 1 sembla que esta implicat en la regulacio del
recanvi proteic (Florini, 1987). Altres estudis han demostart que t€ un paper important
en la proliferaci6 de la cel-lula muscular i la diferenciacio (Florini et al., 1996). Donat
que I'IGF-I estimula la captacié d’aminoacids i la sintesi proteica (Froesch et al., 1985),
aquest factor és un candidat potencial per contrarrestar els canvis que es produeixen en
el muscul esquelctic durant la caquexia. A més, 'IGF-I també disminueix la lipolisi
(Froesch et al., 1985), una via metabolica que s’activa en I’adipocit durant la caquexia
cancerosa. S’ha obtingut resultats positius tant en models experimentals de tumor (Ng

et al., 1992) i1 alguna millora en pacients amb SIDA (Lieberman et al., 1994).

Melatonina

Estudis recents han demostrat D’existéncia d’una relacid reciproca entre
I’activitat de les citocines i la immunomodulacié de neurohormones o neuropeptids.
Concretament, 1’hormona pineal (melatonina) sembla que influencia 1’activitat de
citocines durant el creixement tumoral. L’administracié6 de melatonina a pacients amb
tumors metastasics provoca una disminuci6 en els nivells de TNF-a circulant (Lissoni
et al., 1994) per inhibici6 de la secrecidé d’aquesta citocina, i una menor perdua de pes
(Lissoni et al., 1996). A més, el tractament amb melatonina sembla que redueix la

toxicitat a la quimioterapia (Lissoni et al., 1997).

Somatostatina

La caquexia cancerosa esta associada a una disminuci6 de la relacio
insulina/glucagd. Aquest fet podria ser el responsable del catabolisme progressiu

caracteristic de la caquéxia. Bartlett et al. (1994) van estudiar els efectes de la
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somatostatina en combinaci6 amb insulina i I’hormona del creixement en animals
portadors de tumor. El tractament incrementava el pes de la carcassa, el pes muscular i
el contingut proteic (Bartlett et al., 1994). A més la somatostatina disminueix els nivells

de glucago.

5.1.2.3 ALTRES

Esteroides anabolics

Els esteroides anabolics promouen 1’acumulacié de nitrogen de les proteines i
per aquest motiu podrien utilitzar-se per contrarrestar la progressiva pérdua de nitrogen
associada a la caquéxia cancerosa. El tractament amb decanoat de nandrolona fa que
disminueixi la perdua de pes en pacients amb carcinoma de pulmo6 (Patton et al., 1986).
De la mateixa manera, I’oximetolona, un derivat de la testosterona, s’ha fet servir pel
tractament de pacients caquéctics amb SIDA on s’ha observat un guany en el pes
corporal (Hengge et al., 1996). Tot i aix0, hi ha efectes secundaris associats com la

masculinitzacid, la retenci6 de liquids o la toxicitat hepatica.

Agonistes [3,-adrenergics

Aquests agonistes tenen efecte sobre el metabolisme proteic en muscul
esqueletic, afavorint la deposicié de proteina. Aixi, el clembuterol inhibeix la proteolisi
muscular durant el creixement tumoral (Costelli et al., 1995b; Carbo et al., 1997). Els
agonistes By-adrenérgics també suprimeixen 1’augment 1’oxidacié dels aminoacids de
cadena ramificada (BCAA) que succeeix en el muscul esquelétic durant la caquexia
(Costelli et al., 1995b). També s’ha observat un increment en la forca de la musculatura
respiratoria en pacients amb fallida cardiaca cronica que han estat tractats amb
salbutamol. Malgrat aix0, aquestes drogues no milloren les alteracions del quadriceps o

la capacitat front I’exercici (Harrington et al., 2000).
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Acids grassos ®-3

Els acids grassos poliinsaturats ®-3 (PUFA), presents en 1’oli de peix, tenen un
gran potencial com a reductors tant del creixement tumoral (Anti et al., 1992; Rose et
al.,, 1993) com del desgast tissular, concretament del teixit adipés (Tisdale, 1993).
Tisdale i Beck han demostrat que 1’administacié d’acid eicosapentanoic (EPA) a
ratolins portadors d’un adenocarcinoma de colon resulta en una reversio de la caquexia
induida pel tumor sense canvis en la ingesta (Tisdale, 1993; Beck et al., 1991). A més,
I’EPA disminueix la taxa de degradacio proteica en muscul esquelétic. En pacients amb
cancer de pancreas, el tractament amb capsules d’oli de peix va produir una millora del

pes corporal 1 I’estabilitzacié de la despesa energética basal (Wigmore et al., 1996).

Aminoacids i nucleotids

La protedlisi muscular periférica, com succeeix durant la caquéxia cancerosa,
serveix per mobilitzar aminoacids que son necessaris per a la sintesi proteica en el fetge
1 en el tumor. Per tant, I’administraci6 d’aminoacids exogens sembla ser una bona
estratégia per proveir aquests substrats preservant la massa muscular. Tayek et al.
(1986) van utilitzar els BCAA en nutricié parenteral en pacients amb adenocarcinoma
intra-abdominal avancgat i van trobar una millora en la cinética proteica i en la sintesi
d’albumina. D’altra banda, els BCAA s’han fet servir per contrarrestar I’anorexia
associada a la caquéxia cancerosa 1 es va observar una reduccidé de la gravetat de
I’anoréxia (Cangiano et al., 1996). Sembla ser que els BCAA poden competir amb el
triptofan en el seu transport a través de la barrera hematoencefalica, impedint aixi la
seva accio anorexigencia en el sistema nervids central.

La glutamina és un dels substrats més utilitzats pel tumor, el qual aconsegueix
deplecionar a I’hoste d’aquest aminoacid amb les corresponents conseqiiéncies
negatives. Per aix0 s’ha utilitzat la suplementacidé amb glutamina en la nutricid
parenteral 1 s’han trobat efectes beneficiosos en pacients amb transplantament de
medul-la (Ziegler et al., 1992). Malgrat que hi ha arguments en contra d’aquest
tractament per la seva potencialitat per activar el creixement del tumor, s’ha comprovat
en models experimentals de tumor que potencia 1’activitat antitumoral d’alguns agents,
a ’augmentar el nombre de cel-lules en fase S del cicle cel-lular, la fase de major

susceptibilitat a la quimioterapia.
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D’altra banda, durant els estadis de creixement tumoral, la incrementada
produccio de lactat i degradacio de cisteina a sulfat i protons condueixen a una depleciod
del glutati6 intracel-lular. Una possible estratégia per contrarrestar els estats catabolics
seria incrementar la disponibilitat de cisteina, mitjancant la suplementacié de N-
acetilcisteina. Aquesta teoria s’ha vist refor¢ada per estudis en pacients amb SIDA (Van
Buren et al., 1990).

En el cas dels nucleotids, estudis amb animals d’experimentacié demostren que
el seu Us com a suplement en la nutricid parenteral millora la resposta immune,
I’activitat de les cel-lules natural killer 1 1a resisteéncia a les infeccions (Van Buren et al.,
1990). Per aquestes raons els nucleotids podrien tenir un efecte positiu en el tractament

de pacients amb cancer que reben quimioterapia.

Sulfat d’hidrazina

Aquest compost és un inhibidor de la gluconeogenesi a partir de lactat 1
aminoacids, per la qual cosa en principi serviria per contrarrestar [’augment en la
gluconeogenesi 1 I’activitat del cicle de Cori observat en la caquexia. Els primer assajos
en pacients amb tumor han descrit una millora de les alteracions del metabolisme dels
carbohidrats (Chlebowski et al., 1990) i1 una reducci6 del flux d’aminoacids (Tayek et
al., 1987).

Inhibidors de ’ACE

En pacients amb fallida cardiaca cronica, la inhibicié de I’enzim convertidor de
I’angiotensina (ACE) per enalapril redueix el risc de perdre pes i esta relacionat amb
una major supervivencia (Anker et al., 2003). Altres inhibidors de I’ACE com el
captopril, sembla que actuen disminuint la producci6 de TNF-o en les cel-lules

mononucleades (Zhao i Xie, 2001).

Farmacs antianémics

Tant Deritropoietina com 1’epoetina-o. han estat utilitzades per contrarrestar

I’anémia observada en pacients amb caquexia cancerosa. Hi ha casos clinics on el
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tractament de 1’epoetina-o. en combinacié amb indometacina fa que s’observi una
millora de I’hematocrit juntament amb un increment del pes corporal 1 de la resposta
inflamatoria hepatica (Daneryd, 2002; Mantovani et al., 1999; Daneryd et al., 1998).
ATP i creatina

El manteniment del pes corporal és un balan¢ dels suplements energetics. Molt
sovint, en condicions cataboliques hi ha un increment de les demandes energetiques. Per
aquesta rad, I’administracié d’ATP podria potenciar que el balang anés dirigit cap al
guany de pes i la preservacié de la massa magra corporal. Aixo ha estat confirmat per
dades cliniques (Haskell et al., 1998; Agteresch et al., 2000; Agteresch et al., 2002).

De la mateixa manera, I’administraci6 de creatina podria resultar en un
increment del contingut de fosfocreatina del muscul esquelétic, la qual cosa podria
protegir aquest teixit en condicions cataboliques. Aquest tractament ha estat efectiu en

pacients amb fallida cardiaca cronica (Gordon et al., 1995).

5’deoxi-5-fluorouridina

La 5’deoxi-5-fluorouridina és un agent citostatic que es metabolitza 1 resulta en
un metabolit actiu anomenat 5-fluorouracil, el qual és molt actiu en el tumor (Ishitsuka
et al., 1980; Kono et al., 1983). Tanaka et al. (1990) van observar que el tractament de
ratolins portadors d’un adenocarcinoma de colon amb S5-fluorouracil produia una
millora en les alteracions metaboliques induides pel tumor (Tanaka et al., 1990).
Aquests autors conclouen que 1’acci6 anticaquectica d’aquesta droga és independent de
la seva acci6 antiproliferativa (eda et al., 1991), el que fa a aquest farmac un candidat

tant pel tractament de la caquexia com per un potencial quimioterapic.

Inhibidors del proteasoma

L’increment de la degradacid proteica en el muscul esquelétic durant la caquexia
implica I’activacio del sistema proteasoma/ubiquitina. Aixi doncs, com a drogues
potencials podriem suggerir els inhibidors d’aquest sistema proteolitic com la
lactacistina i la - lactona, les quals poden bloquejar en les cél-lules més del 90% de la
degradaci6 de proteines normals 1 de vida curta (Lee et al., 1998). Aquests compostos,

pero, tenen una elevada toxicitat perqué no son inhibidors especifics del sistema
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proteolitic en el teixit muscular. Aixi doncs, cal trobar una molécula que bloquegi de
manera especifica la degradacid de proteines miofibrilars en el muscul esquelétic.

Aixi, per al tractament de la sindrome de la caquéxia s’han de combinar diferents
aproximacions farmacologiques per tal de fer revertir eficagment els canvis metabolics
associats a la caquéxia, i també millorar 1’estat anoréctic dels pacients. Una terapia
efectiva comportaria la millora de la qualitat de vida d’aquests pacients afectats, 1 podria

contribuir a incrementar el temps de supervivéncia.

5.2 LA INTERLEUCINA 15 (IL-15): UNA CITOCINA ANABOLICA

La IL-15 va ser identificada per dos grups d’investigadors de manera
independent, per la capacitat del sobrenedant de cultius de dues linies cel-lulars
diferents, la CV-1/EBNA i la HTLV-1 (virus-1 de la leucémia humana de cél-lules T),
anomenada també Hut-102, d’estimular la proliferacié d’una linia murina de cél-lules T
depenent de IL-2, la CTLL-2 (Burton et al, 1994; Bamford et al., 1994; Grabstein et al.,
1994). Es va observar que la linia cel-lular HTLV-1 secretava una limfocina
d’aproximadament 15 kDa, originalment anomenada IL-T, que estimulava la
proliferacié de cel-lules T i1 induia 1’activacid de cel-lules NK (Burton et al., 1994;
Bamford ef al., 1994). De manera simultania es va aillar una citocina, anomenada IL-15,
del sobrenedant de cultius de la linia epitelial de rony6 de simi CV-1/EBNA (Grabstein
et al., 1994). La IL-15 presentava moltes caracteristiques comunes amb la IL-T, i
posteriorment es va demostrar, utilitzant anticossos especifics, que ambdues molécules

eren idéntiques (Bamford et al., 1996).

5.2.1 ESTRUCTURA GENICA I REGULACIO

El gen de la IL-15, de 34 kb, esta mapat en humans en posicio 4q31 i en ratoli en
la regi6 central del cromosoma 8. L’estructura genomica de la IL-15 humana conté 9
exons (7 exons codificants) 1 té un tamany semblant al gen muri; I’estructura murina
conté 8 exons 1 7 introns (Anderson et al., 1995a; Krause ef al., 1996). Existeix un 97%
d’homologia de seqiiencia entre la IL-15 humana i de simi (Grabstein et al., 1994), i un
73% entre la humana i la murina (Anderson et al., 1995a). S’ha determinat que la IL-15

humana manté activitats proliferatives similars a la IL-15 murina quan s’utilitza en
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models murins, pero s’han de tenir en compte les diferencies quantitatives en 1’activitat
especifica quan es volen realitzar estudis de toxicitat i eficacia (Eisenman et al., 2002).

Pel que fa al control de la transcripcid, s’ha vist que en la zona promotora del
gen de la IL-15, tant huma com muri, existeixen diverses seqiiéncies concensus d’unid,
com ara a-INF-2, NF-IL-6, y-IRE, myb, GCF 1 NF-kB (Azimi et al., 1998; Washizu et
al., 1998). Sembla ser que el lloc d’unié d’NF-«B, localitzat en posicions —75 a —65
relativament al lloc d’inici de transcripcio, €s important per la sobreexpressio del gen de
la IL-15 induida per la proteina HTLV-1 Tax (Azimi et al., 1998) i1 per I’expressio d’IL-
15 induida per LPS en macrofags murins (Washizu et al., 1998). La regio —201 1 —141
del promotor del gen huma de la IL-15 conté un lloc no identificat responsable de la
regulacio negativa de la seva expressio; la delecid de la regio 5° d’aquesta zona causa
un notable increment en Dl’activitat del promotor (Azimi et al., 1998). També s’ha
identificat un lloc d’uni6 essencial pel factor regulador de I’interfer6 (IRF-1) en posicid
-348 a —336 del promotor de la IL-15. S’ha vist que ratolins IRF-17" perden 1’expressio
induible de la IL-15, aixi com les cel-lules natural killer (NK) (Ogasawara et al., 1998;
Ohteki et al., 1998).

S’han descrit 3 punts reguladors en la traduccid de la proteina precursora de la
IL-15: maltiples codons d’inici de traduccio (AUGs) en la 5’UTR (untranslated region),
dos peptids senyal inusuals, i un regulador negatiu proper a la zona C-terminal.

El primer cDNA de la IL-15 humana descrit conté una 5’UTR d’unes 316 pb,
una pauta oberta de lectura de 486 pb i una 3’UTR de unes 400 pb, el que codifica per
un precursor de la IL-15 amb un peptid lider de 48 aminoacids 1 una proteina madura de
114 aminoacids (Grabstein et al., 1994; Anderson et al., 1995a; Bamford et al., 1996).
S’ha identificat pero, un ex6 alternatiu en el gen huma 1 muri de la IL-15 insertat entre
els exons 4 1 5, el qual codificaria per un peptid lider alternatiu (Meazza et al., 1996;
Onu et al., 1997) (Figura 7). Aquesta variant conté 119 nucleotids de més entre I’intr6 4
15, pero a diferéncia del cDNA original, no conté els exons 1 i 2, resultant en un mRNA
alternatiu més petit (Tagaya et al., 1997). Aquesta seqiiéncia exonica codifica 3 codons
d’stop prematurs i un nou senyal AGT d’inici de transcripcio, donant com a resultat un
precursor proteic amb un péptid senyal més curt, de 21 aminoacids (short signal
peptide, SSP), en comparacié amb el peptid senyal original de 48 aminoacids (long
signal peptide, LSP) (Nishimura et al., 1998; Prinz et al., 1998). Tant en huma com en
ratoli ambdues isoformes de la IL-15 codifiquen per una proteina madura idéntica que

només es diferencia en les seqiiencies senyal. La regulacid de les dues espécies
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d’mRNA es pot produir per splicing alternatiu i/o per un promotor addicional no
caracteritzat que conduiria a I’expressio de la forma SSP (Tagaya ef al., 1997). Sembla
ser que la forma LSP-IL-15 té una eficiéncia de traducciéo més petita que la forma SSP, i
que per tant, la forma SSP seria traduida eficientment pero no secretada, mentre que la
forma LSP es traduiria menys eficientment pero seria secretada de la cel-lula en poca
quantitat (Tagaya et al., 1997; Kurys et al., 2000). S’ha intentat determinar en un petit
estudi pilot amb humans, si la secrecié de la IL-15 estaria sotmesa a un ritme circadia.
Els resultats preliminars pero, apunten a que la seva sintesi no segueix cap tipus de patrd
biologic (Chevalier ef al., 2003). Les dues isoformes de mRNA contenen diferéncies en
la zona N-terminal dels seus péptids senyal. Els péptids senyal determinen la
localitzaci6 intracel-lular i la potencial secreci6 de la proteina madura associada. Tant la
LPS-IL-15 con la SSP-IL-15 presenten una taxa de secrecié comparativament petita (de
2 a 3 cops menys) respecte d’altres citocines com ara la IL-2 (Tagaya et al., 1997), 1
s’ha pogut comprovar que mentre que la isoforma LSP esta dirigida i1 localitzada en la
via secretoria (reticle endoplasmatic i aparell de Golgi), la isoforma SSP sembla trobar-
se restringida a citoplasma i nucli (Tagaya et al., 1997; Gaggero et al., 1999; Kurys et
al., 2000). L’'mRNA de la isoforma SSP s’expressa en cor, timus, apéndix 1 testicles,
mentre que la isoforma LSP s’expressa en muscul esquelétic, placenta, cor, pulmo,

fetge, timus 1 rony6 (Meazza et al., 1996; Tagaya et al., 1997).

125



Introduccid

GEN HUMA DE LA IL-15

A HH——H

‘ { ¢ 5A ¢

ISOFORMES
LSP D’'mRNA SSP
IL-15 CLASSICA IL-15 ALTERNATIVA

5'UTR o LsP 3'UTR 5'UTR = sP 3'UTR
O ¢ BA L ¢ i
PRECURSOR
PROTEIC DE L’IL-15
LSP IL-15 SSP IL-15
48 AA 114 AA 21 AA 114 AA
N [ . C NI JEC N W C
3,4,5 5,6,7,8 3,4 5A,5 56,7,8
PROTEINA MADURA
IL-15
—-—'\I
Y
T R
Y

Figura 7. Gen huma de la IL-15, mRNA 1i estructura proteica. El gen huma de la IL-15,
estructurat en 9 exons i 8 introns, dona lloc a dues isoformes d’mRNA per 1’Gs alternatiu de
I’ex6 5A situat entre els exons 4 i 5. La diferéncia principal entre ambdues isoformes és la
longitud del peéptid senyal, donat que codifiquen igualment per una proteina de 114 aminoacid
amb estructura de 4 ponts hélix-a.. LSP (long signal peptide), SSP (short signal peptide), AA
(aminoacids).

Amb I’eliminaci6 d’aquests tres punts reguladors, és a dir, eliminant les zones
AUGs, substituint el péptid lider pel de la IL-2 i fusionant la zona C-terminal de la
proteina madura amb el FLAG epitop tag, s’aconsegueix que la sintesi de IL-15
augmenti 250 vegades (Bamford ez al., 1998). Aquesta superregulacio en 1’expressio de
la IL-15, inusual per la majoria de citocines, fa pensar que una sobreexpressio d’aquesta
hauria de ser perjudicial per 1’organisme. Aquesta idea es veu reforgada pel fet que
ratolins transgenics que sobreexpressen la IL-15 per eliminaci6 dels punts de regulacio,

desenvolupen leucemia limfocitica (Fehniger ef al., 2001a).
5.2.2 ESTRUCTURA PROTEICA I BIOSINTESI
Donat que la IL-15 va ser identificada inicialment com un factor capa¢ de

mimetitzar la proliferaci6 de cél-lules T induida per la IL-2, el primer en analitzar-se va

ser la relacid bioquimica 1 funcional entre ambdues citocines. Comparacions de
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I’estructura primaria i de les seqiiéncies de cDNA de la IL-15 humana o de simi amb la
IL-2 demostren una homologia primaria molt petita. Estudis d’estructura molecular
suggereixen, donada I’estructura secundaria de la IL-15, que aquesta pertany a la familia
de citocines amb estructura de 4 ponts hélix-a (Grabstein et al., 1994), la qual inclou
I’hormona de creixement, la IL-2, la IL-3, la 1L-6, la IL-7, el factor estimulador de
colonies de granulocits (G-CSF) 1 el factor estimulador de colonies de granulocits 1
macrofags (GM-CSF) (Bazan, 1990a, 1990b). Les zones en helix-a es trobarien
situades en les posicions animoacidiques 1-15, 18-57, 65-78 1 97-114. Conté dos ponts
disulfur en les posicions C*-C* i C*-C¥, estructura homologa a I’inic pont disulfur de
la IL-2. També existeixen dos llocs de glicosilacio a I’extrem C-terminal, en posicio N7
i N''? (Grabstein et al., 1994; Pettit et al., 1997).

El primer cDNA de la IL-15 humana descrit codifica un precursor de la IL-15
amb un peptid lider de 48 aminoacids (Grabstein et al., 1994; Anderson et al., 1995a;
Bamford et al., 1996). S’ha identificat pero, un exd alternatiu en el gen huma i muri de
la IL-15 que codificaria un peptid lider més curt, de 21 aminoacids (short signal
peptide, SSP), en comparacio amb el peptid senyal original de 48 aminoacids (long
signal peptide, LSP) (Nishimura et al., 1998; Prinz et al.; 1998). En la segiient seccid es
discutira la funcionalitat d’aquests peptids senyal. Ambdos isoformes pero, codifiquen
per una proteina madura de 114 aminoacids i 14-15 kDa (Grabstein ef al., 1994). S’ha
detectat la seva expressio en muscul esqueletic, cor, pulmons, fetge, ronyons (Grabstein
et al., 1994) i cervell (Hanisch et al., 1997).

També s’ha vist, en diverses linies cel-lulars, que la IL-15, en lloc de ser
secretada, pot estar ancorada a la membrana, el que explicaria que exercis les seves
funcions tot i no ser detectada en els sobrenedants de cultius (Musso et al., 1999). No se
sap sota quin peptid senyal es troba sotmesa I’expressio d’aquesta IL-15 de membrana,
tot 1 que, com es discutira més endavant, aquesta IL-15, més que ser una forma de
membrana semblaria estar unida de forma no covalent a un dels seus receptors (Dubois

et al., 2002).

5.2.3 RECEPTORS

La IL-15 utilitza un receptor heterotrimeric, que consta de les subunitats [3

(70/75 kDa) 1 v, (64 kDa) del receptor de la IL-2 (Grabstein et al., 1994; Giri et al.,
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1995), 1 d’una tUnica subunitat o (58 kDa) especifica de la IL-15 (Cosman ef al., 1995;
Kennedy i Park, 1996). Les subunitats 3 i Y. pertanyen a la superfamilia del receptor de
la hematopoietina i1 estan implicades en la transduccid del senyal i la internalitzacié del
lligand (Giri et al., 1994 1 1995; Kumaki et al., 1995). Tot i aix0, com es descriura més
endavant, estudis recents indiquen que la internalitzaci6 de la IL-15 es duu a terme amb
la subunitat o del seu receptor (Dubois et al., 2002). Aquesta subunitat o, aixi com la
del receptor de la IL-2, sén proteines de membrana de tipus [ amb similitud estructural
perd amb poca homologia de seqiiencia, i constitueixen una familia de receptors de
citocines (Giri et al., 1995). El IL-15Ra huma complet conté un péptid senyal de 32
aminoacids, un domini extracel-lular de 173 aminoacids, un domini transmembrana de
21 aminoacids, una cua citoplasmatica de 37 aminoacids 1 multiples llocs de N- 1 O-
glicosilaci6 (Giri et al., 1995; Anderson ef al., 1995b). La comparaci6 entre la seqiiencia
proteica d’uni6 a la IL-15 1 el IL-2Ra indica la preséncia d’un domini d’unié conservat,
el domini sushi, també conegut com el motiu GP-1 o SCR (short concensus repeat) (Giri
et al., 1995) (Figura 8). S’ha descrit que aquest domini seria essencial per la uni6 de la
IL-15 aixi com per la funcionalitat de IL-15Ra (Wei et al., 2001; Anderson et al.,
1995b). Tot 1 aixd, com a diferéncia estructural entre les subunitats o d’ambdues
citocines, veiem que no existeix un segon domini sushi en IL-15Ra, el qual esta present
en IL-2Ra, 1 que la cua citoplasmatica de IL-15Ra resulta més llarga (Giri et al., 1995).
El receptor IL-2Ro uneix la IL-2 amb baixa afinitat (Kq ~ 10° M) i no transdueix
senyal; el receptor heterodiméric IL-2R By, uneix IL-2 amb afinitat intermitja (Kq~ 10
M) i transdueix senyal, mentre que el receptor heterotrimeric IL-2Rafy, uneix la IL-2
amb elevada afinitat (Kg ~ 10" M). A partir d’experiments de transfeccié s’ha
determinat que la subunitat o és suficient per la unié de la IL-15 amb elevada afinitat
(Kg ~ 10" M), perd igual que IL-2Ro., aquesta no esta implicada en la transduccio de
senyal, funci6 per la qual necessita de les subunitats 3 1 y.. La IL-15, com la IL-2, també
es pot unir i1 enviar senyals amb el receptor heterodimeric IL-2/15RPBy. amb afinitat
intermitja (Kg ~ 10 M) en abséncia de IL-15Ro (Giri ef al., 1995; Anderson ef al.,
1995b) (Figura 8). Tot 1 aixo, ratolins IL-157 0 IL-15R™" tenen els mateixos fenotips, el
que indica que en condicions normals la IL-15 actuaria a través del receptor

heterotrimeric IL-15Rafy. (Eisenman et al., 2002).
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El gen huma IL15RA que codifica IL-15Ra, es localitza en 10(p14-pl5), la
mateixa zona que conté el locus IL2RA; el gen muri IL15ra esta mapat al cromosoma 2
(Anderson et al., 1995b). Existeixen variants d’splicing alternatiu del transcrit de IL-
I5Ra, que son les combinacions de la delecié de 1’ex6 2, delecio de I'exd 3 1 us
alternatiu de I’exd 7 o 7°. Mentre que totes les isoformes es poden localitzar en la
membrana plasmatica, reticle endoplasmatic i aparell de Golgi, s’ha descrit que només
la forma de IL-15Ra que conté I’ex6 2 es pot localitzar a la membrana nuclear,
desconeixent-se el seu significat biologic. Per altra banda, les isoformes que no
contenen I’exo6 2 son incapaces d’unir IL-15, el que apuntaria a que A2IL-15Ra s’ uniria
al complex IL-2/IL-15RBy. impedint que aquest participi en els receptors d’alta afinitat
(Anderson et al., 1995b; Dubois et al., 1999). També s’ha de tenir en compte que 1’ex6
2 ¢s el que codifica pel domini sushi, que com ja s’ha apuntat abans, és indispensable
per la uni6 d’alta afinitat de la IL-15 (Anderson et al., 1995b). La distribucio de IL-
I5Ra és bastant més extensa que la de IL-2Ra; s’ha detectat la seva expressid en
diverses linies cel-lulars com cél-lules T, macrofags, cel-lules B, cél-lules timiques no
limfoides 1 linies estromals de medul-la Ossia, aixi com en cervell, intesti, fetge, cor,

melsa, pulmo i muscul esquelétic, tot i que els nivells d’expressid varien en funcid del

teixit (Giri et al., 1995; Dubois et al., 1999).
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Figura 8. Figura esquematica dels receptors d’IL-15 i IL-2. El receptor heterotriméric
d’elevada afinitat es composa de les subunitats 1L-2c, IL-2/15Rp i y., mentre que el
receptor d’afinitat intermitja esta format per 1’heterodimer IL-2/15Rp i y.. El IL-2a aillat
uneix la IL-2 amb baixa afinitat. El receptor heterotriméric d’elevada afinitat per IL-15 es
composa de IL-15a, IL-2/15RB i y., i de forma similar a la IL-2, IL-5 s’uneix al receptor
heterodimeric IL-2/15RBy. amb afinitat intermitja. A diferéncia de la IL-2, el receptor IL-
150 uneix la IL-15 amb elevada afinitat.

En mastocits derivats de medul-la 0ssia es va descriure I’existéncia d’un receptor
diferent anomenat IL-15RX (Tagaya et al., 1996a), que posteriorment va ser
caracteritzat, no pas com un receptor diferent, sind com tres isoformes diferents del IL-
15Ra resultat d’splicing alternatiu les quals transmeten senyal en abséncia de IL-15Rf3 i
IL-15Ry. (Bulanova et al., 2003). Aquests es corresponen a delecions de 1’ex6 4, els
exons 3 14, o els exons 3, 4 1 5 (IL-15RaA4, IL-15RaA3,4 i IL-15RaA3.4,5
respectivament). S’ha demostrat que en aquestes isoformes només hi ha un lloc de N-
glicosil-lacié 1 no hi ha cap de O-glicosil-lacio, i que la distribucié subcel-lular d’aquests
¢s similar a I’observada per IL-15Ra en altres tipus cel-lulars (Bulanova et al., 2003).
No es descarta pero, 1’existéncia d’altres isoformes de IL-15Ra en aquest tipus cel-lular.
La preséncia d’aquestes isoformes, conseqiiéncia d’splicing alternatiu, fa plantejar-se
els motius biologics pels quals existeix tanta diversitat d’aquest receptor IL-15Ra.

Dubois i col-laboradors (2002), en un treball molt interessant en mondcits,
proposen que el receptor d’alta afinitat per la IL-15, el IL-15Ra, mediaria el reciclatge

trans-endosomal de la citocina, el qual mantindria una senyalitzaci6 persistent fins i tot
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després de ser eliminada la IL-15 del medi (Figura 9). Altres treballs han descrit el
transit intracel-lular del IL-15Ra 1 han proposat una possible translocacid al nucli
(Dubois et al., 1999; Pereno et al., 1999). En el treball de Dubois es demostra que el
complex IL-15/IL-15Ra es recicla entre la membrana plasmatica i els endosomes,
reapareixent després en la superficie cel-lular. Aixi, la IL-15 podria ser presentada a
cel-lules veines amb IL-15Rafy. o IL-15RPy, per induir la seva proliferacid tot i que no
pugui ser detectada en el medi. Aquest mecanisme, on el IL-15Ra actuaria com un
reservori de la citocina, explicaria perque, amb baixos nivells d’IL-15, a vegades
indetectables, es podrien mantenir les cél-lules T de memoria que constantment estarien
migrant cap a teixits periferics. També seria una explicacio coherent al fet que cél-lules
T CD8(+) perdessin la seva capacitat proliferativa en un ratoli IL-15Ra”, mentre que
cél-lules T CD8(+) 15Ra” proliferessin en un medi normal (Lodolce ef al., 2001); i de
manera semblant, que cél-lules NK 15Ra™ es poguessin mantenir en un ratoli normal
pero no en un IL-15Ra” (Koka et al., 2003).

L’abséncia de IL-2Ry. causa immunodeficiéncia combinada associada al
cromosoma X (X-linked combined immunodeficiency, X-SCID) (Noguchi et al., 1993).
Els pacients amb X-SCID tenen poblacions de c¢l-lules T anormals i poques cel-lules T
madures, aixi com una resposta anormal de les cél-lules B (Cooper 1 Butler, 1989).
Respecte al IL-15Ra, hi ha poques malalties humanes localitzades al locus on es troba
IL15RA. La sindrome DiGeorge, anomalia congenita caracteritzada per absencia de
timus 1 glandules paratiroides, s’ha associat a una deleci6 de la regid distal 10p. En les
leucémies mieloides agudes 1 limfocitiques sovint es produeixen translocacions

cromosOomiques que impliquen la regi6 distal de 10p (Anderson et al., 1995b).
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Figura 3. Representacié del mecanisme de reciclatge i reaparicié de la IL-15 en mondcits.
La citocina, en unir-se al seu receptor d’alta afinitat, causaria la internalitzacio del
complex lligand/receptor cap a la via endosomal, on no serien degradats ni dissociats.
Aquesta internalitzacio servira perque, amb la reaparicié del complex a la membrana i
nova formacid del receptor heterotrimeric: 1) es mantinguin les vies de senyalitzacio
induides per IL-15 actives i 2) es puguin estimular cel-lules veines, com limfocits T i
cél-lules NK, per presentacio en trans de la IL-15.

5.2.4 TRANSDUCCIO DEL SENYAL

S’han descrit diferents vies de senyalitzacié de la IL-15 en funcio del tipus
cel'lular 1 dels receptors, de manera que el mecanisme de senyalitzacid activat
determinaria els efectes d’aquesta. S ha vist que en c¢l-lules B activades, la quinasa Syk
o p72¥* (tirosin quinasa citoplasmatica associada a src) estd fisicament i funcional
associada al IL-15Ra. Quan la IL-15 s’uneix al IL-15Ra, Syk s’activa i fosforil-la tant
la cua citoplasmatica del IL-15Ra com la fosfolipasa yC. S’ha vist que 1’activacio de
Syk és independent de la presencia del IL-15Rf3, donat que en c¢l-lules Raji, les quals
careixen d’aquest receptor, es produeixen els mateixos efectes (Bulanova et al., 2001).
En cél-lules T actives pero, s’activa la via Jak/STAT (Janus kinase/signal transducer
and activator of transcription). El IL-2/IL-15Rp} estaria associat amb Jakl1 i el IL-2/IL-
15Ry, estaria associat amb Jak3, fet que portaria a una fosforil-lacio de les tirosines de
STAT3 i STATS respectivament, i la seva posterior translocacid nuclear, el que
remarcaria la redundancia de 1’acci6 induida per la IL-2, la IL-4, la IL-7, la IL-9 i la IL-

15, donat que totes utilitzen el receptor y. (Miyazaki et al., 1994; Lin et al., 1995). Les
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vies de senyalitzacio de la IL-2 i1 la IL-15 en cél-lules T actives també impliquen la
fosforil-lacié de les tirosina quinases citoplasmatiques associades a src, p561Ck 1 p72syk,
la induccié de Bcl-2 i I’estimulacié de la via Ras/Raf/MAPK, que resultara en
I’activacio de fos/jun (Miyazaki ef al., 1995). Per altra banda, en mastocits s’ha descrit
que la transcripcié del senyal es duu a terme per la fosforil-lacid6 d’STAT3, STATS,
STAT®6, Jak2, Tyk2 i Syk2 (Tagaya et al., 1996a i 1996b; Masuda et al., 2001;
Bulanova et al., 2003). En neutrofils s’ha descrit que la IL-15 activaria la via de les Jak
quinases (jak-2,-3), MAPK i ERK sense que es produis activacié de la transcripciod
d’STATS (Pelletier et al., 2002). També s’ha descrit la fosforil-laciéo d’Erk 1/2 aixi com
d’Akt en la linia cel-lular humana de queratinocits HaCaT (Yano et al., 2003).

5.2.5 EFECTES FISIOLOGICS I METABOLICS

La IL-15 s’expressa en molts teixits (placenta, muscul esquelétic, rony6, pulmo,
cor, monocits/macrofags) (Grabstein et al., 1994) i nombrosos tipus cel-lulars per
diferents estimuls (Carson et al., 1995; Doherty et al., 1996; Blauvelt et al., 1996;
Jonuleit et al., 1996; Mrozek et al., 1996; Leclercq et al., 1996; Murray et al., 1998;
Mohamadzadeh et al., 1995; Kawai et al., 1996; Kumaki et al., 1996; Reinecker et al.,
1996; Weiler, et al., 1998; Lee et al., 1996). Els primers tipus cel-lulars que es van
identificar com a font funcional d’IL-15 varen ser les que pertanyien al llinatge de
monocits/macrofags (Carson et al., 1995; Doherty et al., 1996). S’ha descrit que altres
cel-lules presentadores d’antigen (APCs) com les cel-lules dentritiques derivades de la
sang també produeixen mRNA 1 proteina de la IL-15, suggerint que la IL-15 esta
implicada en ’atracci6 i estimulaci6 de les cel-lules T (Blauvelt et al., 1996; Jonuleit et
al., 1996). Altres teixits productors d’IL-15 sén la medul-la espinal Grabstein et al.,
1994; Mrozek et al., 1996), [Iepiteli del timus (Leclercq et al., 1996) i I’epiteli
intestinal fetal (Murray et al., 1998), aix0 concorda amb el paper de la IL-15
durantl’hematopoiesi. Les cel-lules epitelials i els fibroblasts de diferents teixits també
produeixen mRNA i/o proteina de IL-15, incloent-hi les cel-lules de ’epiteli del ronyd
(Grabstein et al., 1994), les cel-lules de I’epidermis i els queratinocits (Mohamadzadeh
et al., 1995), la pell fetal (Kawai et al., 1996), I’epiteli pigmentat de la retina (Kumaki et
al., 1996) i les cel-lules de I’epiteli intestinal (Reinecker et al., 1996). Hi ha altres
cel-lules productores d’IL-15 on la funci6 d’aquesta citocina no ¢€s clara: les cel-lules del

tabul proximal dels ronyons (Weiler, et al., 1998), els astrocits i1 la microglia (Lee et al.,
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1996). Malgrat que inicialment no es va detectar 1’expressi6 d’IL-15 en cél-lules T
gracies a técniques més sensibles s’ha vist que aquestes cel-lules si expressen aquesta
citocina (Azimi et al., 1998).

Com hem vist amb apartat anteriors, donat I’extens control posttranscripcional de la
IL-15, localitzar els tipus cel-lulars i/o teixits que produeixen proteina de la IL-15 tant a
nivell intracel-lular, de la superficie cel-lular o de la forma secretada, pot ser important

per comprendre la funci6 de la IL-15 en ’homeostasi i la defensa immunologica.
5.2.5.1 SISTEMA IMMUNITARI

La IL-15 juga un paper molt important en el desenvolupament, diferenciacio,
proliferaci6 1 activacio de diverses cel-lules del sistema immunitari (revisat per Fehniger
1 Caligiuri, 2001). Les cel-lules NK juguen un paper molt important en la defensa
immunitaria innata. Per la seva completa maduracio, aquestes cel-lules necessiten el
microambient de la medul-la Ossia, on es troben les cel-lules estromals que sintetitzen
IL-15 (Mrozek et al., 1996). S’ha observat que la IL-15 és un factor critic per les
ultimes fases de desenvolupament de les cel-lules NK; ratolins IL-15" careixen de
cel-lules NK (Kennedy et al., 2000), aixi com els ratolins IL-15Ra” (Lodolce et al.,
1998), IL-15RP™ (Suzuki et al., 1997), IL-15Ry.” (DiSanto et al., 1995) i IRF-1"
(Ohteki et al., 1998). També esta implicada en 1’ontogenia de les cél-lules NK, donat
que progenitors bipotencials del tipus T/NK aillats es diferencien selectivament cap a
NK en preséncia d’IL-15 (Leclercq et al., 1996). A més, el tractament de ratolins
normals amb IL-15 augmenta I’activitat de les cel-lules NK, aixi com el percentatge de
cel-lules NK de la melsa (Munger et al., 1995; Kennedy et al., 2000), i ratolins que
sobreexpressen la citocina pateixen una forta expansidé primerenca de cel-lules NK
(Fehniger et al., 2001a).

La IL-15 juntament amb la IL-12 activen la sintesi de IFN-y i TNF-a en
macrofags (Fehniger ef al., 1999a), 1 potencien 10 vegades la sintesi de IFN-y, TNF-a. i
GM-CSF en c¢l-lules NK (Fehniger et al., 1999b). Els macrofags activats també
expressen IL-15 (Grabstein et al., 1994), la qual juntament amb la IL-12, és necessaria
per la produccié optima de IFN-y en les NK (Carson ef al., 1995). Una co-estimulacid
massa prolongada pero, produeix apoptosi en cel-lules NK induida de forma autocrina

pel TNF-a (Ross i Caligiuri, 1997).
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Els macrofags humans expressen els receptors de la IL-15, els quals augmenten
després d’una estimulacié amb LPS (Giri ef al., 1994), 1 en monocits tamb¢ s han trobat
els receptors, fet que suggereix que la IL-15 pot actuar de forma autocrina (Anderson et
al., 1995b). En monocits la IL-15 estimula la produccié de IL-8 i de la proteina
quimiotactica de macrofags-1 (macrophage chemotactic protein-1, MCP-1) implicades
en la quimiotacsi de neutrofils 1 monocits respectivament (Musso et al., 1999), i en
macrofags regula la produccio de citocines proinflamatories (Alleva ef al., 1997). Els
neutrofils humans sén activats per la IL-15, provocant canvis morfologics, incrementant
la capacitat de fagocitosi 1 la sintesi d’RNA 1 proteines (Girard ef al., 1996). Tot 1 aixo,
en aquest tipus cel-lular la IL-15 no sembla ser critica pel desenvolupament o expansio,
donat que ratolins IL-15Ro” o IL-15" no sén deficients en neutrdfils (Lodolce et al.,
1998; Kennedy et al., 2000).

A part de les cél-lules NK, s’ha descrit I’expressio del IL-2/15Rf o y. en altres
poblacions de cél-lules T, com ara les cél-lules T TCRyd dendritiques epidérmiques
(DETCs), limfocits intraepitelials intestinals (I-IELs) i cel-lules NK'"-T. La IL-15
sembla critica pel creixement i supervivencia de les DETCs. Aquestes cel-lules migren
cap a la pell durant el desenvolupament fetal, etapa en que s’ha detectat expressid d’IL-
15 en cel-lules epidermiques (Kawai et al., 1998). A més, s’ha vist que les DETCs
murines proliferen en resposta a la IL-15 (Edelbaum et al., 1995). Els I-IELs sén
cel-lules TCRap 1 TCRyd localitzades en la zona basolateral de les cel-lules epitelials
intestinals implicades en la immunitat de la mucosa (Guy-Grand i Vassalli, 1993). Els
efectes de la IL-15 sobre aquestes es discutira en el segiient apartat. Les cél-lules NK''-
T depenen de les senyals induides per IL-15/IL-15R per la seva expansié i homeostasi,
perd no pel desenvolupament, com succeeix amb les cel-lules NK. S’ha vist que les
cél-lules NK'"-T proliferen en resposta a la IL-15, i la seva proliferacio disminueix en
ratolins IL-15Ro” 0 IL-157 (Ohteki et al., 1997; Kennedy et al., 2000).

La IL-15 va ser identificada com un factor de creixement de cél-lules T per la
seva capacitat de promoure la diferenciacio de cel-lules T citotoxiques (cel-lules CTLL).
La resta de cel'lules T no responen a la IL-15 a no ser que hagin estat préviament
estimulades amb el TCR. D’aquesta manera, expressen a la seva membrana el IL-15Ra
1 poden respondre als estimuls de la IL-15. Aixo suggereix que la IL-15 expressada per
les cel-lules presentadores d’antigen seria important per 1’activacié de les cél-lules T en

els llocs d’inflamaci6 immediatament després de 1’activacié del TCR (Kanegane i
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Tosato, 1996). La IL-15 també actuaria com quimioatraient de cel-lules T, com s’ha
pogut observar en diversos estudis d’inflamaci6 cronica que es descriuen més endavant.
De fet, ratolins IL-15Ra” tenen defectes en el homing de céllules T cap als noduls
limfatics periferics (Lodolce et al., 1998). La IL-15 també estimula, en funci6 de
I’expressio de IL2/15R, la proliferacié de les cel-lules humanes de memoria CD4 i
CD8 i les cel-lules T natives CD8(+), mentre que no té efecte en els limfocits T natius
CDA4(+) (Kanegane i Tosato, 1996). Ratolins IL-15"" presenten un nombre reduit de
cel-lules T de memoria CD8(+) en la melsa i els noduls limfatics, perd tenen un nombre
normal de timocits CD8(+), pel que la IL-15 no deu ser necessaria pel desenvolupament
perd si per ’expansid i1 la supervivencia de les cél-lules T CD8(+) (Kennedy et al.,

2000).

5.2.5.2 TRACTE GASTROINTESTINAL

El tracte gastrointestinal actua com un important modulador de les defenses
immunitaries. De fet, els I-IELs, situats en les cares basolaterals de les cél-lules
epitelials intestinals, son la primera linia de defensa contra patogens, donada la seva
activitat citotoxica. S’ha descrit que les c¢l-lules epitelials intestinals humanes i1 de rata
expressen i responen a la IL-15, la qual estimularia la proliferacio cel-lular via STAT3.
Diversos estudis sobre la implicaci6 de la citocina en el tracte gastrointestinal han fet
pensar en la IL-15 com un mediador important que pot integrar la funcié cel-lular
epitelial intestinal amb el sistema immunitari intestinal, no només per la regulacio
homeostatica sin6 també per la defensa contra agents infecciosos (Reinecker et al.,
1996; Yoshikai, 1999). Aquesta citocina també sembla estar implicada en el recanvi
tissular, donat que s’ha vist que la mort cel-lular programada que pateixen les cél-lules
epitelials intestinals sembla estar regulada per la IL-15, la qual activaria les cel-lules NK
intraepitelials (Kinoshita er al., 2002). Per altra banda, ratolins IL-2/15RB™ presenten
una disminucié de la poblacié de céllules T CD8(+) aixi com una inhibicié en el
desenvolupament de cel-lules NK (Suzuki ef al., 1997). Resulta curids pero, que la
sobreexpressido d’IL-15 especificament en cél-lules epitelials intestinals només causa
inflamaci6 en la zona proximal de I’intesti prim. Estudis histopatologics revelen que en
aquesta zona es produeix una disminucid del tamany del villus, una marcada infiltracié

de limfocits 1 degeneracidé de I’epiteli als 3-4 mesos d’edat. A més, es produeix un
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augment dramatic de les cél-lules T CD8(+) (Ohta et al., 2002). De fet, les cél-lules T
CD8(+) intestinals expressen IL-15Ra, 1 la IL-15 les protegeix de 1’apoptosi induida per
la deprivacio del factor de creixement per sobreexpressio de Bcel-2 (Inagaki-Ohara et al.,
1997). S’ha proposat que la IL-15 també estaria implicada en la supervivéncia de les
cel-lules T CD8(+) en abséncia d’estimulaci6é antigénica aixi com en 1’expansi6 i la
supervivencia en preséncia d’antigen (Lai et al., 1999).

El paper regulador de la IL-15 sobre els I-IELs ha fet que s’estudii la seva
implicacid en diverses patologies associades al tracte gastrointestinal. La interrupcio de
la barrera cel-lular epitelial intestinal és una de les principals causes de la patogenesi de
la malaltia inflamatoria intestinal, on es produeix una desregulacio de les reaccions
immunitaries locals. En una linia cel-lular epitelial intestinal humana, s’ha vist que la
IL-15 és capag de regular la formacio de les unions adherents en les cel-lules epitelials
intestinals, la qual cosa implica vies de senyalitzacié dependents i independents del IL-
2RB, que comporten el reclutament de claudines, ocludines, ZO-1 i ZO-2 cap al
complex proteic de la uni6 adherent (Nishiyama et al., 2001). En els macrofags de la
mucosa de pacients amb malaltia inflamatoria intestinal, es produeix una sobreexpressio
d’IL-15 que potencia I’activacio local de les cel-lules T i la proliferacié 1 produccio de
citocines inflamatories per part tant de cel-lules T com de macrofags. Per aixo, s’ha
suggerit que un tractament directe contra la IL-15 podria ser beneficidés en aquesta
malaltia (Liu et al., 2000). També s’ha proposat un paper principal per la I[L-15 en la
manifestacid patologica de la malaltia celiaca, donat que indueix I’apoptosi dels
enterocits (Maiuri ef al., 2000). De fet, en aquest cas, tant en la lamina propia com en
I’epiteli intestinal hi ha sobreexpressiéo d’IL-15, la qual no es secreta sin6 que queda
ancorada a la membrana dels enterocits. D’aquesta manera estimula 1’expansio 1 la
supervivencia dels limfocits intraepitelials anormals, els quals alhora tindran una funcio
citotoxica contra les cel-lules epitelials intestinals (Mention et al., 2003).

En el cas de cancer de colon, s’ha observat que I’expressiéo d’IL-15 augmenta
amb una dieta rica en fibra (oligosacarids de cadena curta) (Bassonga ef al., 2001), a
més de disminuir la toxicitat causada pel tractament amb 5-fluorouracil i de potenciar
’activitat antitumoral del compost (Cao et al., 1998a). S’ha associat a la IL-15 amb el
manteniment de la integritat de les cél-lules epitelials intestinals. La proteccié que dona
el lipopeptid sintétic JBT-3002 contra el dany intestinal causat pel tractament
antitumoral amb irinotecan, és conseqiiéncia de que augmenta I’expressio d’IL-15 en els

macrofags de la lamina propia (Shinohara et al., 1999). Quan el tractament és només
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amb irinotecan, tamb¢ es potencia 1’activitat antitumoral del tractament (Cao et al.,

1998b).

5.2.5.3 APOPTOSI

S’ha descrit a la IL-15 com un potent inhibidor de diferents vies d’apoptosi, tan
in vitro com in vivo. Els mecanismes pels quals exerceix el seu efecte antiapoptotic
difereixen en funcio del tipus cel-lular. Els estudis principals al respecte es basen en
cel-lules del sistema immunitari, on la IL-15 juga un paper important en 1’activacio i
manteniment de diverses linies cel-lulars, aixi com en la inhibici6 d’apoptosi en
limfocits T, cel-lules dendritiques, eosinofils, cel-lules NK 1 mastocits entre d’altres
(Josien et al., 1999; Rodella et al., 2001; Masuda et al., 2001; Hoontrakoon et al., 2002;
Mueller et al., 2003). Els ratolins IL-15" sén deficients en cél-lules T CD8(+); la causa
¢s que la manca de citocina fa que aquestes cel-lules tinguin una expressido de Bcl-2
disminuida i siguin propenses a patir apoptosi (Wu et al., 2002). En el cas de la SIDA,
situaci6 patologica en la qual les cel-lules T CD8(+) sén molt susceptibles a patir mort
cel-lular, també s’ha observat un efecte protector de I’apoptosi (Mueller ef al., 2003). De
fet, la IL-15 1 el IL-15Ra regulen I’expressio de Bcl-2 en céel-lules T CD8(+) durant
totes les fases de desenvolupament (Wu et al., 2002; Matthys et al., 2002). S’ha
proposat que la IL-15 es produeix en una fase primerenca de la resposta immunitaria,
quan les cél-lules T encara no estan activades, generant unes cé¢l-lules NK activades i
funcionals que estan protegides contra 1’apoptosi. Quan les cel-lules T s’activen, es
sintetitza IL-2 que reverteix 1’efecte protector de la IL-15, induint apoptosi en les
cel-lules NK (Rodella et al., 2001). En D’artritis reumatoide, la IL-15 sintetitzada pels
sinoviocits fibroblast-like (cel-lules que formen el teixit que envolcalla ’articulacio),
exerciria un efecte autocri activant el seu receptor i augmentant 1’expressio de Bcl-2 i
Bcl-x, protegint les cél-lules d’aquesta manera contra I’apoptosi (Kurowska et al.,
2002). En mastocits, la IL-15 també actuaria augmentant 1’expressié de Bcl-x mediada
per STAT6 (Masuda et al., 2001). La IL-15, sola o en combinaci6 amb TNF-a, també
pot activar altres mecanismes protectors d’apoptosi, com ara la produccio autocrina de
GM-CSF 1 activaci6 d’NF-xkB en eosinofils. En el cas d’inflamacié al-lérgica, la
patologia es veuria potenciada negativament per la IL-15, donat que es produiria una

disminucié de 1’apoptosi espontania en els eosinodfils (Hoontrakoon et al., 2002). En
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neutrofils la IL-15 activa a Jak-2, p38 MAPK i Erk-1/2, mecanismes pels quals evita
I’apoptosi cel-lular (Pelletier et al., 2002).

In vivo, s’ha observat que la IL-15 protegeix els ratolins del dany hepatic letal 1
d’apoptosi multisistemica induits per Fas, aixi com de 1’apoptosi epitelial induida per
quimioterapia (Bulfone-Paus ef al., 1997; Lindner ef al., 1998). Els ratolins IL-15"", a
més de ser deficients en cél-lules T CD8(+), també presenten un increment substancial
de I’apoptosi en cél-lules epitelials tubulars (on s’expressa tant la citocina com els seus
receptors) respecte els controls (Shinozaki et al., 2002). En el cas de xoc septic, on es
produeix apoptosi multisistémica, la [L-15 protegeix contra I’apoptosi induida per TNF-
o, com s’ha pogut estudiar en models transgenics per la citocina (Hiromatsu et al.,
2003). De fet, un estudi de Bulfone-Paus i col-laboradors (1999) en la linia fibroblastica
L.929, proposa que la IL-15 inhibiria 1’apoptosi induida per TNF-a per inhibicio de
I’ensamblatge de la proteina adaptadora a TNFRI1 i del reclutament de TRAF2
(molécula necessaria per generar la transduccio del senyal del receptor de TNF-a), el
qual seria captat pel IL-15Ra. Per tant, la IL-15 i el TNF-a funcionarien com

antagonistes en el control de I’apoptosi en aquesta linia cel-lular.

5.2.5.4 ANGIOGENESI

La formaci6 de vasos sanguinis per la neovascularitzacio és essencial per molts
processos fisiologics, perd també s’ha associat a diversos processos patologics com ara
cancer, artritis reumatoide i retinopatia diabetica. La IL-15 indueix una forta resposta
angiogenica en plaques de Matrigel injectades en ratolins immunosuprimits, amb
caracteristiques histologiques semblants a les induides pel bFGF. Les cél-lules
endotelials expressen el receptor per IL-15, que indueix una rapida fosforil-lacié de les
proteines en aquestes c¢l-lules, tot i que no estimula la seva proliferacid in vitro.
Segurament els diferents resultats obtinguts en experiments in vitro i in vivo es deuen a
que D’efecte angiogenic induit per la IL-15 observat in vivo sigui resultat de la
contribucio d’altres cél-lules 1 factors induits per la citocina (Angiolillo et al., 1997).

L’expansi6 del teixit sinovial inflamat en ’artritis reumatoide juvenil es deu en
part a la formacidé de nous vasos sanguinis. S’ha relacionat la revascularitzaci6é d’aquest
teixit amb 1’expressi6 d’IL-15. En cultius cel-lulars pero, no s’observa inducciéo d’VEGF

(vascular endotelial growth factor) per part de la IL-15, tot i que s’ha proposat que
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I’estimulacio de la supervivencia de les cel-lules estromals vasculars induida per la
citocina seria rellevant per la formacidé d’estructures vasculars en aquesta patologia

(Yang et al., 2002).

5.2.5.5 METABOLISME PROTEIC

L’any 1995 Quinn i col-laboradors van descobrir que la IL-15 era un factor de
creixement que estava altament expressat en muscul esquelétic. Aquesta citocina
estimulava I’acamul de la cadena pesada de la miosina especifica de muscul esqueletic
en midcits diferenciats 1 en fibres musculars en cultiu sense cap efecte en la proliferacid
mioblastica (Quinn et al., 1995). A més, la incubacio de miocits diferenciats amb IL-15
1 IGF-I conjuntament incremetava 1’acumul de MHC observat anteriorment per la qual
cosa aquests dos factors atuaven de manera aditiva sobre les fibres musculars. Aquest
estudi va indicar que la IL-15 afectava parametres associtas amb 1’hipertrofia de la fibra
muscular, suggerint qe la IL-15 podria ser un agent anabolic per incrementar la massa
muscular esquelética.

Diversos estudis in vivo 1 in vitro proposen que la modulacié de les vies de
senyalitzacid de la IL-15 i1/o la seva administracid podrien resultar beneficioses en el
tractament del desgast muscular associat a determinades patologies, com ara el cancer
(Carb¢ et al., 2000) i I’envelliment (Cannon, 1998).

La reversio parcial el desgast muscular associat al tumor, es produeix per la
inhibici6 de la via proteolitica dependent d’ubiquitina (Carbd et al., 2000). La
sobreexpressio d’IL-15 induida per un vector retroviral en cultius cel-lulars causa un
gran increment en 1’acumulaci6 de la cadena pesada de la miosina (myosin heavy chain,
MHC) aixi com de l’a-actina. Aquests efectes son similars als descrits per
sobreexpressio d’IGF-1, tot i que les vies implicades son diferents. A diferéncia del IGF-
I, la IL-15 no causa proliferacié ni diferenciacié mioblastica, i a més d’estimular la
sintesi proteica, també inhibeix la degradacid (Quinn et al., 2002). De fet, la IL-15
només pot induir diferenciaci6 miogeénica en condicions on els forts efectes
diferenciadors de I’IGF-I es trobin inhibits (Quinn et al., 1997). Els efectes anabolics de
la IL-15 pero, son temporalment diferents als del factor anabolic IGF-1. La IL-15 resulta
més efectiva com anabolitzant proteic quan s’afegeix a cultius cel-lulars humans després
de la diferenciacié dels mioblasts, mentre que I’'IGF-I és més efectiu quan s’afegeix

abans d’induir diferenciacidé (Furmanczyk i Quinn, 2003).
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5.2.6 IL-15 I SITUACIONS PATOLOGIQUES

5.2.6.1 MALALTIES INFLAMATORIES CRONIQUES

Donat I’ampli espectre d’efectes immunoestimuladors exercits per la IL-15, un
increment en la produccid d’aquesta citocina en diversos teixits comporta una
supervivéncia immunitaria alterada. Donat que la producci6 d’IL-15 pot ser induida per
factors bacterians 1 mediadors inflamatoris, deu ser un important factor patogénic en

malalties immunoinflamatories croniques (revisar per Fehniger i Caligiuri, 2001).

5.2.6.1.1 ARTRITIS REUMATOIDE

Les caracteristiques cliniques d’una artritis reumatoide activa estan causades en
part per un increment en la produccié d’IL-15 en el teixit sinovial, donat que en aquesta
malaltia la citocina s’expressa en la membrana sinovial (teixit que embolcalla les
articulacions) 1 s’allibera en elevades concentracions cap al liquid sinovial (liquid que
emplena la cavitat articular). El liquid sinovial de pacients amb artritis reumatoide
activa atrau a les cel-lules mononuclears de la sang periférica, pel que s’ha suggerit que
la IL-15 seria capag de reclutar i activar les cél-lules immunitaries implicades en aquesta
patologia (Mclnnes ef al., 1996). A més, la formaci6 de nous vasos sanguinis tambeé
contribuiria a la proliferacio de les cel-lules sinovials i al reclutament de nous leucocits,
pel que s’ha de tenir en compte el possible efecte angiogenic que la IL-15 també
causaria en aquesta situacio. Tot 1 aixd, en aquesta patologia es produeix una cascada
molt complexa d’activaci6 de citocines entre les quals trobem, a més de la IL-15, TNF-
o, IL-8, IL-17 1 IL-18 (Fehniger 1 Caligiuri, 2001). Com ja s’ha comentat abans, la IL-
15 sintetitzada pels sinoviocits també protegiria a les cél-lules de 1’apoptosi augmentant
I’expressio de Bcel-2 1 Bel-x (Kurowska et al., 2002). En el cas de I’artritis idiopatica
juvenil en nens pero, els limfocits de sang periférica tendeixen a patir apoptosi, el grau
de la qual s’ha relacionat amb els nivells sérics d’IL-15 (Smolewska et al., 2003).

Actualment, els laboratoris Genmab estan en fase II clinica del tractament de
Iartritis reumatoide 1 la psoriasi amb anticossos contra la IL-15

(http://www.bioprocessingjournal.com).
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5.2.6.1.2 HEPATITIS C

S’han observat elevades concentracions d’IL-15 en pacients amb hepatitis C,
tant amb hepatitis C cronica com amb cirrosi hepatica o amb carcinoma hepatocel-lular,
essent aquests ultims els que presenten una major concentracid, perd no en portadors
assimptomatics del virus de I’hepatitis C (Kakumu et al., 1997). S’ha vist que el
tractament amb [FNa causa una disminucio en els nivells d’IL-15 circulants en pacients
amb hepatitis C cronica, disminuint paral-lelament els nivells d’aminotransferasa. Els
nivells d’IL-15 es mantenen disminuits després de finalitzar la terapia i de considerar els
pacients amb remissio clinica i1 serologica (Kamuku et al., 1997). Aquests resultats
indiquen que els elevats nivells seérics d’IL-15 trobats en situacions d’hepatitis C

podrien reflexar el grau de dany hepatic causat per la patologia.

5.2.6.1.3 SARCOIDOSI

La sarcoidosi és una malaltia granulomatosa multisitémica d’origen desconegut,
en la qual es produeix una acumulacié anormal de limfocits T helper principalment en
pulmd, els quals acaben desenvolupant un granuloma. El desenvolupament de la
sarcoidosi sembla dependre de la IL-15. Els pacients amb sarcoidosi activa expressen 1
sintetitzen IL-15 en els macrofags alveolars mentre que els afectats amb sarcoidosi
aquiescent no. S’ha proposat que el significat patofisiologic seria que les cél-lules
CD4(+) d’aquests pacients expressen les cadenes 3 i y del receptor d’IL-15, pel que
aquestes cel-lules deuen respondre a la proliferacié induida per la citocina (Agostini et

al., 1996).

5.2.6.1.4 MALALTIA INFLAMATORIA DE L’ INTESTI

Existeixen dos tipus majoritaris de malaltia intestinal inflamatoria, la colitis
ulcerativa 1 la malaltia de Crohn. Els pacients amb colitis ulcerativa o amb malaltia de
Crohn severa presenten nivells d’expressid d’IL-15 elevats en macrofags, els quals
disminueixen després d’un tractament simptomatic (Kirman i Nielsen, 1996). Els nivells
d’IL-15 circulant perd, només son detectables en pacients amb colitis ulcerativa
(Kirman 1 Nielsen, 1996), els quals no presenten alteracions en els nivells d’expressio

d’IL-15 en colon (Vainer et al., 1998). També s’ha detectat proteina IL-15 en els
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sobrenedants de biopsies de la mucosa rectal, i el seu mRNA en macrofags i cel-lules
epitelials de pacients amb colitis ulcerativa 1 malaltia de Crohn, perd no en controls
(Sakai et al., 1998). Aquests estudis suggereixen que la IL-15 alliberada durant
inflamaci6 cronica de l'intesti podria contribuir a la patogenesi de la colitis ulcerativa, 1

segurament a la de la malaltia de Crohn.

5.2.6.1.5 ARTERIOSCLEROSI

Les lesions d’arteriosclerosi, malaltia reconeguda com inflamatoria, es
caracteritzen per una forta infiltraci6 de macrofags i cél-lules T. S’ha apuntat a que la
IL-15, donada la seva propietat quimiotactica per cél-lules T, podria estar implicada en
la patogenesi de la malaltia. Aixi, s’ha vist que I’expressio d’IL-15 augmenta tant en les
lesions arteriosclerotiques d’un model muri d’arteriosclerosi, i en lesions humanes, aixi

com en els macrofags infiltrats (Wuttge et al., 2001).

5.2.6.2 CANCER

Tot 1 que fins el moment no s’ha administrat IL-15 a humans, diversos estudis
apunten a un potencial Us de la IL-15 en la immunoterapia contra el cancer. Aquesta es
basa tedricament en 1’augment del nombre de cél-lules immunitaries per estimulacié de
la proliferacid 1 la supervivencia, o per activacio de la citotoxicitat o de la producci6 de
citocines. S’ha de tenir en compte perd, que els efectes de la citocina poden variar en
funcio del tumor, 1 que per tan calen més estudis per determinar realment quines son les
dianes activades que podrien tenir us beneficios en el tractament del cancer. Diversos
tumors i linies cel-lulars tumorals expressen IL-15, encara que no totes la secreten
(Stoeck et al., 1998; Portis et al., 2001; Kuniyasu et al., 2001; Kukita et al., 2002). Per
exemple, en la linia tumoral A549 de carcinoma huma de pulmo6 la IL-15 s’expressa
constitutivament i els seus nivells intracel-lulars augmenten amb el tractament amb
TNF-a o IL-18, tot i que no és detectable en els sobrenedants cel-lulars (Stoeck ef al.,
1998). En el cas de cancer colorectal huma, la IL-15 sembla jugar un paper molt
important en la proliferacio6 cel-lular, invasi6 i metastasi. S’ha vist que diverses cel-lules
d’aquest tipus de cancer expressen IL-15, encara que no sempre és secretada. Aquestes
linies proliferen en resposta a la IL-15, la qual pot arribar a revertir la inhibici6 de

creixement causada per deprivacié de serum (Kuniyasu et al., 2001).
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La sintesi d’aquesta citocina pot tenir un efecte positiu, per estimulacio del
sistema immunitari, o negatiu, induint proliferacié cel-lular tumoral. De fet, en pacients
amb leucémia adulta de cel-lules T, les quals sintetitzen i1 secreten IL-15, és troben
nivells serics detectables de la citocina, a diferéncia de pacients control. Aquestes
cel-lules leucémiques creixen sota 1’estimul de la IL-15, creixement que esta relacionat
amb ’agressivitat de la malaltia (Kukita et al., 2002). En un model muri de leucémia de
cel-lules T també s’ha observat una elevada expressio per part del tumor d’IL-6, IL-10 i
IL-15 (Portis et al., 2001). Aquests efectes sobre la leucémia és deuen a la forta
implicacio que té la [L-15 amb el sistema immunitari. Fehniger 1 col-laboradors (2001a)
ja havien proposat que, donat que l’expressio d’IL-15 esta fortament controlada a
diversos nivells, una expressié inapropiada de la citocina podria resultar detrimental per
I’hoste. En un model de ratoli transgénic desenvolupat en el seu laboratori, on
s’eliminen els punts de control posttranscripcional i es sobreexpressa la IL-15, es
produeix una expansi6 primerenca de cel-lules NK 1 T CD8(+), que finalment acaben
desenvolupant, després de diversos mesos d’estimulacid proinflamatoria cronica,
leucemia limfocitica fatal amb fenotip NK-T. A les 3 setmanes d’edat ja s’observa
limfocitosi, 1 a les 5-6 setmanes es desenvolupa una alopecia progressiva. Aquesta
limfocitosi cronica 1 la subseqiient leucémia observada manté moltes de les
caracteristiques cliniques observades en la leucémia limfocitica granular humana. Una
possible causa seria que, a conseqiiencia de I’estimulaci6 de la proliferacié i
supervivencia de cel-lules T 1 NK induida per la IL-15, es produissin una série de
mutacions acumulatives que acabessin desenvolupant leucémia (Fehniger ef al., 2001a i
2001b). Nishimura i collaboradors (2000) han descrit un altre model de ratoli
transgenic per la IL-15 que sobreexpressa globalment la forma LSP de la IL-15. En
aquest model s’observa un augment de cél-lules T en els noduls limfatics 1 la melsa,
pero no es produeix expansid de cel-lules NK ni leucemia.

Tot 1 aix0, al majoria d’estudis realitzats fins el moment apunten cap a un paper
positiu de la IL-15 en la terapia contra el cancer. De fet, resulten sorprenents els
resultats obtinguts amb estudis on es realitza una doble terapia combinatoria amb IL-12
1 IL-15. La linia cel-lular humana de cancer de pulm6 N592/IL-15, genéticament
dissenyada per sintetitzar IL-15, presenta una taxa de creixement tumoral disminuida,
mentre que la que sintetitza IL-12 presenta una taxa de creixement comparable amb les
controls. Sorprenentment, la linia que sobreexpressa les dues citocines presenta una

remissio del 100% en ratolins immunosuprimits (Orengo et al., 2003). En un model
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muri de melanoma, també s’ha observat que el tractament amb IL-12 combinat amb
dosis subterapeutiques d’IL-15 fa que es potenciin els efectes antitumorals de la IL-12 i
s’indueixi una regressio completa del tumor en el 50% dels ratolins, a més de potenciar-
se Dactivitat NK (Lasek et al., 1999). Podria ser que la IL-12 1 la IL-15 mediessin
sinérgicament els efectes antitumorals causats per la resposta immunitaria innata, tan de
forma directa com per transactivacid de cel-lules B (Orengo et al., 2003), a més de
produir-se una sobreregulaci6 reciproca dels receptors d’ambdues citocines (Lasek et
al., 1999). També s’ha proposat una terapia basada en I’estimulacié amb IL-15 de
limfocits T transfectats amb receptors d’antigen. S’ha comprovat que cel-lules T a les
que s’ha transferit genéticament CD19 responen molt bé a la IL-15, 1 s’expandeixen
arribant a eradicar tumors intramedul-lars disseminats en un model muri (Brentjens et
al., 2003). Amb una terapia tumoral en un model muri de fibrosarcoma, basada en la
transfeccio del gen de la IL-15 modificat i amb una elevada eficiéncia de traduccio, s’ha
observat una remissio tumoral total (Kimura et al., 1999).

Una altra hipotesi proposada és 1’Gs de la IL-15 aixi com de la IL-2 com
adjuvants en vacunes tumorals. S’ha testat clinicament la possibilitat d’administrar
cel-lules dendritiques juntament amb péptids derivats del tumor. S’hipotetitza que
I’administracié concurrent de IL-2 i IL-15 en aquest cas ajudaria al reclutament de
cel-lules T 1 dendritiques que anirien cap als organs limfoides on s’activarien les

cel-lules T (Fehniger et al., 2002).

5.2.6.3 REBUIG D’ORGANS

El rebuig immunologic d’un organ trasplantat és un procés complicat composat
de subtipus aguts, subaguts i cronics. Diverses citocines semblen estar implicades en el
rebuig d’organs per estimulacid de la infiltracié i activacio de les cél-lules immunitaries
receptores cap a 1’0rgan trasplantat. Per aixd s’ha proposat que una inhibicid de la via
IL-15/IL-15R podria resultar una bona terapia per evitar I’estimulacié de les cel-lules T
CD8(+) que es produeix durant el rebuig d’organs (Ferrari-Lacraz et al., 2001). S’ha
detectat expressio d’IL-15 en un gran nombre de biopsies de ronyons rebutjats, la qual
era molt superior a aquelles biopsies de ronyons no rebutjats (Pavlakis et al., 1996). Tot
1 que s’ha detectat expressio d’IL-15 en un gran nombre de fetges trasplantats, i aquesta
era superior a la de fetges no trasplantats, no s’ha trobat relacié entre els nivells

d’expressio de la citocina i el grau d’acceptacio de 1’0organ (Baan et al., 1998). De fet,
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en el cas de trasplants de fetge, s’ha associat 1I’expressio d’IL-15 amb ’acceptacid de
I’0rgan. Amb un model in vitro s’ha observat que la IL-15 augmenta el nombre i
I’activitat de cel-lules reguladores locals, en particular de les cel-lules hepatiques NT
(natural T), les quals estarien implicades en I’eliminaci6é dels limfocits causants del
rebuig (Cookson et al., 2003). En el cas de trasplant de cor també s’ha detectat IL-15

aixi com el seu mRNA en macrofags CD68+ infiltrats (Baan et al., 1999).

5.2.6.4 DIABETIS

Ratolins diabétics no obesos espontaniament desenvolupen diabetis insulino-
dependent a causa d’una destruccid autoimmune de les cel-lules B. En aquests animals
s’ha vist que I’expressio d’IL-15 als illots pancreatics augmenta amb insulinitis forta
que precedeix a la invasi6 de limfocits en el pancreas. Per tant, la [L-15 sembla dirigir la
invasio destructiva dels illots pancreatics (Rothe et al., 2002). Els illots pancreatics
humans 1 murins expressen IL-15 en resposta a estimuls induits per IL-13, TNF-a o
IFNy (Cardozo et al., 2003). Quan es tracten cel-lules aillades dels illots pancreatics
amb una combinaci6 d’aquestes citocines, es produeix una inhibicio de 1’alliberacid
d’insulina estimulada per la glucosa, aixi com de la taxa d’oxidaci6 de la glucosa. El
tractament amb IL-15 no pot revertir la inhibicié de 1’alliberaci6 de glucosa, pero si que
pot augmentar la seva oxidaci6 i inhibir I’apoptosi induida per les diverses citocines

(Wallstrom et al., 2003).
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Obijectius i plantejament experimental

Durant certes situacions cataboliques, com el cancer o la sepsia entre d’altres, es
dona un fet comu que és la perdua de massa muscular. En el nostre grup d’investigacid
s’ha estudiat en profunditat el desgast muscular associat a la sindrome de la caquexia.
Aixi, s’ha identificat el sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina com a
mecanisme que participa en l’activacié de la proteolisi muscular. A més, s’han
identificat determinades citocines, particularment el TNF-qa, elements promotors del

desenvolupament de la sindrome de la caquexia cancerosa.

L’objectiu d’aquesta tesi doctoral ha estat aprofundir en el coneixement dels
mecanismes responsables de la perdua de massa muscular en diversos estats patologics.
En concret, el paper del TNF-a en la caquexia cancerosa, sepsia i MPOC 1 el possible

potencial terapeutic de la citocina anabolica IL-15.

Les aproximacions experimentals utilitzades han estat les segiients: d’una banda,
per ’estudi de la caquexia cancerosa, varem utilitzar el model tumoral de I’hepatoma
ascitic Yoshida AH-130 en rata, i biopsies musculars de pacients amb cancer de
pancrees. Per altra banda, també s’han utilitzat biopsies musculars de malalts MPOC.

Aixi mateix, es va emprar un model de sepsia en rata.

Els aspectes que s’analitzen en aquesta tesi doctoral son els segiients:
1. Paper del TNF-a en la pérdua de massa muscular

El TNF-a és una citocina catabolica que ha estat associada al desgast muscular
que succeeix durant la caquexia en diferents situacions patologiques. Ens vam interessar
en aprofundir en els mecanismes mitjancant els quals aquesta citocina exerceix els seus
efectes sobre el muscul esqueletic. Per aix0 varem analitzar en diferents situacions

cataboliques:

¢ Induccié de I’apoptosi mitjangant la determinacié de la fragmentacié del DNA en

musculs de rates septiques i de pacients amb cancer de pancrees.
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¢ L’expressi0 muscular de TNF-o¢ mitjangcant RT-PCR. Es va determinar
I’expressié d’aquesta citocina en rates Wistar portadores de 1’hepatoma ascitic Yoshida
AH-130, 1 en biopsies musculars de pacients amb un tumor pancreatic i en malalts
MPOC.
¢ L’expressi6 muscular dels receptors de TNF-a (TNFRs) mitjancant la
metodologia de la RT-PCR en rates Wistar portadores de I’hepatoma ascitic Yoshida
AH-130 1 en biopsies musculars de pacients amb un tumor pancreatic.
¢ L’expressio muscular de la calcineurina (CNA-1) en el model tumoral Yoshida
AH-130.
¢ L’estrés oxidatiu mitjangant la:
e Determinaci6 dels nivells de glutatié en malalts MPOC.
e Determinacié de proteines carbonilades i d’enzims antioxidants en el

model tumoral Yoshida AH-130.

2. Efectes metabolics de la IL-15

La IL-15 té efectes metabolics sobre teixit adipds i muscul esqueletic. Per
exemple, té efectes directes sobre teixit adipds mitjancant la inhibicié de 1’activitat
lipoproteina lipasa 1 la lipogenesi de novo. A més, s’ha demostrat que la IL-15 es
comporta com una citocina anabolica a muscul esquelétic tant in vivo com in vitro

(Quinn et al., 1995; 2002).

Per aix0 ens vam plantejar I'estudi dels efectes de la IL-15 sobre muscul
esqueletic, per tal d’esbrinar els mecanismes pels quals aquesta citocina exerceix una
acci6 anabolica en aquest teixit. Per estudiar I’efecte d’aquesta citocina es varen
realitzar estudis in vivo (en rata Wistar), ex vivo (incubacié de muscul esqueletic aillat) i

in vitro (linia cel-lular C2C12).

Vam dur a terme les segiients aproximacions experimentals:

¢ Estudi de la degradacid i sintesi proteica
¢ Estudi de la captaci6 i destins metabolics d’aminoacids

¢ Estudi de la captacid i destins metabolics de la glucosa
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3. Aplicacions terapeutiques de la IL-15 per combatre el desgast muscular

La IL-15 juga un paper molt important en muscul esqueletic. S’ha demostrat que
aquesta citocina és capa¢ d’estimular ’acimul de proteines contractils en miocits
diferenciats i fibres musculars, suggerint que la IL-15 podria exercir una accié en el
creixement de la fibra muscular in vivo. Donat que en la sindrome de la caquexia el tret
caracteristic és el desgast muscular, ens vam plantejar 1’estudi dels efectes de la IL-15

en aquesta situacio catabolica, a través de la realitzacio dels segiients experiments:

¢ Efectes sobre la proteina en caquexia. Es va estudiar el recanvi proteic en rates
Wistar portadores de I’hepatoma ascitic Yoshida AH-130, aixi com també el sistema
proteolitic del proteasoma, mitjancant la determinaci6 de I’expressié d’ubiquitina i de la
subunitat C8 del proteasoma.
¢ Apoptosi. Es va determinar l’efecte del tractament amb IL-15 sobre la
fragmentaci6 del DNA en rates Wistar portadores de tumor. A més, es va estudiar
I’expressi6 de factors moleculars implicats en 1’apoptosi (Bcl-2 1 Bax).
¢ Mecanismes implicats en I’acci6 de la IL-15:
e Determinacio del I’expressié de TNF-a i els seus receptors
e Nivells de la sintasa d’oxid nitric induible (iNOS)

® Analisi de I’expressi6 de les proteines desacobladores (UCP2, UCP3)
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Materials i métodes

1. ESTUDIS IN VIVO

1.1  ANIMALS I CONDICIONS D’EXPERIMENTACIO

Els experiments presentats es van realitzar amb rates Wistar (Interfauna,
Barcelona). Els animals es van mantenir estabulats en condicions ambientals estandar
(22 £ 2°C de temperatura, humitat relativa del 70-80%, cicle d’ il-luminacio de 12 hores
diaries de llum), amb lliure accés al pinso i I’aigua. La dieta (B.K. Universal G.J./S.L.,
Sant Viceng dels Horts) estava constituida per un 45.5-48.5% d’hidrats de carboni,
(3.5% glucosa absorvible, 43-45% mido), 18.5% de proteina i 3.1% de greix.

Tots els protocols utilitzats van ser préviament autoritzats pel Comité Etic de la
Universitat de Barcelona, i la manipulaci6 va seguir la normativa de la Comunitat

Europea.

1.2 TRACTAMENTS I GRUPS EXPERIMENTALS

Tractament agut amb IL-15

Es va realitzar una unica administracio i.v. (vena de la cua) a una dosis de 100
ug de rhIL-15 (IL-15 recombinant humana, Immunex; Seattle, WA, USA) per kg de pes
corporal a rates mascles d’uns 120 grams, utilitzant com a vehicle sali fisiologic esteril.
Al grup control se li va administrar, de la mateixa manera, el volum equivalent del

vehicle.

Tractament cronic amb IL-15

El tractament cronic va consistir en una administracio s.c. diaria durant 7 dies, a
rates Wistar de 120 grams, a una dosi de 100 pug de rhIL-15 per kg de pes corporal,
utilitzant com a vehicle sali fisiologic esteril. Al grup control se li va administrar, de la
mateixa manera, el volum equivalent del vehicle. La ingesta d’aigua i beguda i el pes

corporal es van determinar diariament després del tractament.
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Induccio de sépsia

A rates d’entre 120-150 grams se’ls va induir una situacié de seépsia mitjangant
el lligament del cec 1 la seva posterior puncio, técnica amb la qual s’indueix una forta
peritonitis en alliberar-se els bacteris intestinals cap al peritoneu (Garcia-Martinez et al.,

1995).

Tractament amb rolipram

Es va realitzar una inica administracio i.v. just després de la inducci6 de sépsia a
una dosis de 15 mg de rolipram ([4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)-2-pirrolidona],
cedida pel Dr. Wachtel, Shering AG, Berling, Alemania) per kg de pes corporal a rates
mascles d’uns 150-200 grams, utilitzant com a vehicle sali fisiologic esteril. Al grup

control se li va administrar, de la mateixa manera, el volum equivalent del vehicle.

Model tumoral: hepatoma ascitic Yoshida AH-130

L’ hepatoma ascitic Yoshida AH-130 és un tumor de rapid creixement (temps de
duplicaci6 de 24 hores) que conté cel-lules poc diferenciades i que causa, a les rates
portadores, una rapida peérdua de pes corporal i del contingut protéic del muscul
esqueletic, aixi com altres importants alteracions metaboliques (Baccino et al., 1984).

Les cél-lules tumorals van ser recollides amb una xeringa esteril directament de
la cavitat peritoneal d’una rata amb un tumor en fase exponencial (7 dies després de la
inoculacio), es van diluir en PBS estéril a una concentracié de 10* cél-lules/ml i es van
inocular 2 ml (10® cél'lules) a cada una de les rates del grup de portadores de tumor
injectant-se les intraperitonealment. Al final del periode experimental es va recollir el
tumor de la cavitat peritoneal 1 es va medir el seu volum en una proveta graduada. En un
eppendorf es va barrejar en el segiient ordre: 875 ul de PBS, 100 pl de blau Tripa 1 25
ul de suspensid de cel-lules tumorals; es va agitar suaument, i es van posar 20 ul en la
gradeta de I’hematocitometre. Es van comptar les cel-lules en 6 quadrets de cadascun
dels quadrants (X) i es va calcular la mitjana dels 16. El nombre de cé¢l-lules es va
calcular de la segilient forma:

X x 16 x F (factor de dilucio) x 10* = nombre de célules / ml
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tenint en compte que la suma dels 16 quadrants representa un volum de 0.1 mm®.
Aquest model tumoral es va mantenir in vivo en la nostra colonia de 1’estabulari de
forma permanent, obtenint-se per a la realitzacid dels experiments mostres de tumor en
fase de creixement experimental.

A més, es va realitzar el tractament cronic amb IL-15 a rates Wistar mascle
portadores del tumor que pesaven aproximadament 110-135 g. Les rates es van dividir
en dos grups: controls i portadores de tumor (inoculades amb 10® cél-lules de AH-130).
Ambdos grups van ser dividits un altre vegada en animals tractats i no tractats. El
tractament es va realitzar de la manera descrita anteriorment. Es van sacrificar els
animals a dia 0, dia 4 1 dia 7 després de la implantacié del tumor. Diariament es va

procedir a la mesura de la ingesta i1 la beguda presa pels animals.

1.3 ANESTESIA I SACRIFICI

Al final dels experiments, els animals van ser pesats i anestessiats amb una
barreja de ketamina (Imalgene 500- Rhone Mérieux, Lyon, Franga) / xilacina (Romptn
— Bayer AG, Leverkusen, Alemanya). La mort va ser provocada per ’extracci6 de la
sang després de 1’obertura de la cavitat peritoneal 1 assegurada mitjancant la ruptura del

diafragma.

1.4 EXTRACCIO DE TEIXITS I SANG

Primerament es va obrir la cavitat abdominal, 1 una vegada visualitzada 1’aorta
es va procedir a I’extracci6 de la mostra de sang amb una xeringa heparinitzada de 5 ml;
aquesta sang es va dipositar en un tub que es va mantenir fred en gel. A continuaci6 es
van extreure els teixits. Els teixits van ser congelats en nitrogen liquid per freeze-
clamping immediatament després de la seva extraccio i1 pesats. Les mostres dels teixits
congelats es van guardar a —80°C.

De la sang extreta de 1’aorta, es van guardar 200 ul en un eppendorf que es va
congelar rapidament en nitrogen liquid i que es va utilitzar per 1’estudi d’aminoacids en
sang. 200 pl van ser desproteinitzats al barrejar-los en un tub amb 2 ml d’acid percloric
al 6%. Aquests tubs van ser centrifugats durant 5 min. i el sobrenedant es va guardar en
uns altres tubs que havien estats pesats préviament. La resta de sang va ser centrifugada

1 el plasma resultant es va guardar en varis tubs eppendorf que es van congelar
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rapidament en nitrogen liquid. Totes les mostres van ser mantingudes a —20°C al

congelador.

1.5 ESTUDIS EN PACIENTS

1.5.1 PACIENTS MPOC

El grup d’estudi estava format per vint pacients MPOC de sexe masculi clinicament
estables 1 no tractats amb esteroides. D’aquests vint pacients, onze tenien un index de
massa corporal (BMI) normal (28.2 + 1.2 kg.m™) i nou tenien un BMI baix (19.7 + 0.6
kg.m?). A més es van incloure cinc individus sans com a grup control (BMI 26.5 + 0.9
kg.m™). Els individus inclosos en I’estudi varen ser seleccionats mitjangant proves
cliniques, de funcionalitat pulmonar en repods, radiografies toraciques, analisis
sanguinies completes i proves fisiques. Els canvis fisiologics induits per I’exercici fisic
es van mesurar mitjancant la tolerancia a 1’exercici i la vida mitja de la fosfocreatina. A
més, es va realitzar espectroscopia de resonancia magnética nuclear amb *'P.

Tots els pacients van signar una autoritzacid escrita i el disseny experimental va ser

aprovat pel Comité d’Etica de 1’Hospital Clinic de Barcelona.

1.5.2 PACIENTS AMB CANCER DE PANCREES

Per aquest estudi es van escollir pacients que anaven a ser intervinguts
quirtrgicament d’un cancer pancreatic potencialment extirpable. Es van incloure quinze
pacients amb cancer de pancrees, tots ells confirmats amb proves histologiques. Com a
grup control es van incloure dotze individus (de pes estable) que havien estat admesos
per sotmetre’s a cirurgia per una malaltia benigne. Els pacients que tenien una malatia
endocrina o aquells que prenien corticosteriodes o farmacs [-bloquejants van ser
exclosos de I’estudi. De la mateixa manera, els pacients que havien rebut quimioterapia
o radioterapia tampoc varen ser inclosos.

Els pacients amb cancer de pancrees varen seguir un protocol clinic abans de la
intervencid. Després de la confirmacidé del diagnostic del cancer per ultrasons
abdominals /o escaner-CT espiral, abans de I’estudi, als pacients se’ls va realitzar una

colangio-pancreaticoradiografia endoscopica retrograda o per la ruta transhepatica
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percutania. Després, els van sotmetre a una laparoscopia com a part de la intervencio de
reseccid. Normalment, aix0 es realitzava aproximadament dues setmanes abans de la
intervencid definitiva.

Aquest protocol va ser aprovat pel Comité d’Etica de la Royal Infirmary

d’Edimburgh, hospital del qual procedien aquests pacients.

1.6 DISSENY EXPERIMENTAL DELS ESTUDIS EN PACIENTS

1.6.1 PACIENTS MPOC

Tots els individus varen ralitzar un periode d’entrenament de 5 dies a la setmana
durant 8 setmanes. Aquestes sessions d’entrenament consistien en pedalejar (en una
bicicleta estatica) en petites series de 2 a 5 min a una intensitat maxima i continua com a

minim fins arribar a un periode efectiu de 30 min (Figura 1).

exercici exercici
11 min Entrenament durant 8 setmanes I11 min
1 1 1 1
1 2 3 4

Figura 1. Esquema del disseny experimental realitzat amb malalts MPOC i
individus control. 1, 3 : extraccié de mostra en situaci6 de rep0s. 2, 4: extraccid de

mostra després de 1’exercici

En tots els individus (tant malalts com controls) es van realitzar biopsies musculars
en repoOs 1 immediatament després de realitzar exercici fisic durant onze minuts. A més,
tant els controls com els malalts portaven col-locat un catéter per calcular el volum de
captacié pulmonar d’O, i extreure mostres de sang arterial per 1’analisi de gasos, lactat i

citocines.

1.6.2 PACIENTS AMB CANCER DE PANCREES

Una vegada els pacients estaven admesos dins del grup d’estudi, es va portar un

control del pes, determinant el pes estable i el pes que perdien per mes. La REE
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(despesa energéetica en repos) es va predir mitjancant les equacions de Harris Benedict i
Schofield (Wigmore et al., 1997a; Scalfi et al., 1993). També es van determinar la
circumferéncia del muscul a mig brag, el gruix del triceps 1 la for¢ca d’ambdues mans (la
dominant 1 la no dominant) (Wigmore et al., 1997b).

A I’endema al mati, després d’estar en deju durant la nit, es va tornar a mesurar la
REE en posicid supina per calorimetria indirecta amb un sistema de campana ventilada
(Deltatrac 1, S&W Vickers, UK) (Wigmore et al., 1995; 1997a) utilitzant la mitjana dels
resultats obtinguts durant els Ultims 10 min d’un periode de 20 min. La composicid
corporal es va determiinar per mesures de I’impedancia bioeléctrica de multiple
freqiiencia a 5 1 200 MHz amb dos equips diferents: RJL BIA 101 (RJL Systems,
Detroit, USA) i Bodystat Dualscan 2005 (Bodystat Ltd., UK) (Wigmore et al., 1997b),
utilitzant formules estandar (Wigmore et al., 1997b; 1995; Hannan et al., 1995).

1.7 BIOPSIES HUMANES

1.7.1 PACIENTS MPOC

Es van realitzar biopsies de muscul vastus lateralis de 150 mg mitjancant una
agulla Bergstrom. La meitat de la mostra es va transferir a tamp6 Krebs (pH 7.4) per
processar-la immediatament (per a la determinacio dels nivells circulants de glutati6).
La resta de la mostra va ser congelada en N, liquid 1 conservada a —80°C (per a

I’extraccido d’RNA).

1.7.2 PACIENTS AMB CANCER DE PANCREES

Als pacients se’ls va dur al quirofan on els van sotmetre a anestésia general i a la

intervencid indicada pel tractament de la seva malatia. Després d’una incissio a la pell,
: 3 , . ..

es van obtenir mostres de 0.5 cm’ del muscul rectus abdominalis i es van congelar

rapidament en N, liquid. Les mostres es van conservar a —70°C.

1.8 CAPTACIO D’ a-AMINO[1-"*C]JISOBUTIRAT

L’a-amino[ 1-"*C]isobutirat (AIB) és un analeg no metabolitzable de I’aminoacid

alanina. Per tal de determinar si hi havia diferéncies tissulars en la captacio
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d’aminoacids neutres, es va realitzar una administracié a-amino[1-'*C]isobutirat a rates
mascles de 150 g després d’una administracio aguda de rhIL-15.

Una hora després de 1’administracié de rhIL-15 o de sali fisiologic en funcid del
grup, es va realitzar una administracio intragastrica amb canula metal-lica de 2 uCi de
a- amino[ 1-'*CJisobutirat (activitat especifica 57 mCi/mmol; Amersham, Bucks., UK)
en un volum total de 500 pl d’aigua, sense anestesia pero procurant el minim estreés per
I’animal (Figura 2). Cinc hores més tard es van sacrificar els animals i es va procedir a
I’extracci6 del tracte gastrointestinal (TGI), musculs gastrocnemius (GSN) i tibialis,

teixit adipos blanc (TAB) dorsal, fetge, ronyons i carcassa.

1 hora 5 hores
IL-15 AiB SACRIFICI
100 pg/kg pes corporal

Figura 2. Disseny experimental per a la valoraci6 de la captacio de ai-amino[1-'"*CJisobutirat després

d’un tractament agut amb rhIL-15 (100 pg/kg de pes corporal).

1.8.1 ABSORCIO INTESTINAL

Per determinar la quantitat de radioactivitat absorbida, es va mesurar la quantitat
de a-amino[1-"*Clisobutirat que romania al TGI. El TGI es va homogenar en un
Waring-Blender amb 5 volums d’acid percloric al 3% (w/v). Es va agafar una aliquota
de 5 ml de I’homogenat en 10 ml de liquid de cintil-lacio i es va procedir al recompte de
la radioactivitat. La diferéncia entre la radioactivitat administrada i la que restava al TGI

va permetre determinar el percentatge de ai-amino[ 1-'*CJisobutirat absorbit.
1.8.2 INCORPORACIO A TEIXITS

Els teixits esmentats anteriorment varen ser homogenats en 4 volums d’acid

percloric al 3%. Seguidament, es van centrifugar (1000 g, 5 min) 1 es va neutralitzar una
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aliquota dels sobrenedants per la mesura de la radioactivitat total en el teixit. La

radioactivitat incorporada als teixits es va corregir per la radioactivitat absorbida.
1.9 DESTi METABOLIC DE LA [“C]-ALANINA
1.9.1 OXIDACIO

Una hora després del tractament agut amb rhIL-15, es va realitzar una
administraci6 intragastrica amb una canula metal-lica (Fine Science Tools) de 1 uCi de
U-["*C]alanina (activitat especifica 152 mCi/mmol; Amersham, Bucks., UK) dissolt en
0.5 ml d’aigua destil-lada, sense anestesia perod procurant el minim estrés per 1’animal
(Figura 3). Per tal de determinar la taxa d’oxidacié d’aquest aminoacid, el CO, expirat
va ser recollit cada 20 minuts durant 2 hores mitjancant la seva absorcié en Lumasorb
(Lumac, Holanda) i la taxa de produccié de '*CO, es va estimar mitjancant el

comptatge de la radioactivitat de la mostra de Lumasorb.

OBTENCIO D’ALIQUOTES DE LUMASORB
20’ 40’ 60’ 80’ 100’ 120’

L T S S y
T 7T L ]

IL-15 Alanina SACRIFICI
100 ng/kg pes corporal

Figura 3. Disseny experimental per a la valoracié del desti metabolic de 1’ U-['*C]alanina després d’un

tractament agut amb rhIL-15 (100 pg/kg de pes corporal).

1.9.2 ABSORCIO INTESTINAL
Per determinar la quantitat de radioactivitat absorbida, es va mesurar la quantitat

de ["*C]-alanina que romania al tracte gastrointestinal (TGI). El TGI es va homogenar

en un Waring-Blender amb 5 volums d’acid percloric al 3%. Es va agafar una aliquota
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de 5 ml de I’homogenat en 10 ml de liquid de cintil-lacio6 1 es va procedir al recompte de
la radioactivitat. La diferéncia entre la radioactivitat administrada i la que restava al TGI

va permetre determinar el percentatge de ['*C]-alanina absorbida.

1.9.3 INCORPORACIO A TEIXITS

Es va calcular la quantitat de radioactivitat incorporada als teixits en forma de
lipid, proteina o glicogen.

Per aix0 es va prodecir a I’extraccié de lipids segons el métode de Stansbie i
col-laboradors (1976) dels seglients teixits: GSN, TAB dorsal, TAM 1 fetge.
Aproximadament, 500 mg de teixit es van homogenar en un Waring-Blender amb 5 ml
d’acid percloric al 3%. En tubs de vidre de 20 ml es va posar 1 ml de I'hnomogenat amb
3 ml de KOH 30% i es va incubar 10 min a 70°C. Després es va afegir a cada tub 3 ml
de EtOH 100% 1 es va incubar 2 hores més, remenant de tant en tant. Després de deixar-
ho refredar, es van afegir 3 ml de H,SO4 per tal de saponificar els lipids. Un cop freds,
es va procedir a I’extraccio de lipids afegint 5 ml d’¢ter de petroli de 40-60°, remenant
10 min i centrifugant. La fase superior amb I'¢ter de petroli i els lipids es va transferir a
un tub nou, 1 es va repetir I’extraccid de la fase inferior. L'eter de petroli, amb els lipids,
es va posar en un vial de cintil-lacié prepesat i es va deixar evaporar, de manera que al
vial van quedar els lipids. Per diferéncia de pes del vial de cintil-lacié es va obtenir la
quantitat de lipids per gram de teixit. Posteriorment, es van dissoldre els lipids en 10 ml
de liquid de cintil-laci6 1 es va procedir al recompte de la radioactivitat.

La incorporaci6 a proteina es va determinar al muscul GSN. Els fragments de
teixit, préviament deslipidats pel métode anteriorment descrit, es van solubilitzar
incubant-los amb Protosol (Dupont Co., Boston, USA) durant 2h a 50°C i posteriorment
decolorats amb peroxid d’hidrogen (Peng, 1977). El teixit solubilitzat va barrejar-se
amb 10 ml de liquid de cintil-lacid i posteriorment es va determinar la radioactivitat
incorporada.

Es va procedir a la determinacié del contingut de glicogen en fetge i muscul
GSN mitjangant la precipitacié amb etanol (Good et al., 1933) seguit de la hidrolisi i
valoracio de la glucosa (Slein, 1963). La incorporacié del tracador en el glicogen
tissular es va determinar després de la precipitacid i1 hidrolisi del polisacarid. De la

mateixa manera que en els casos anteriors es va procedir al comptatge.
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La quantitat de radioactivitat incorporada a lipid, a proteina i a glicogen es va

expressar en funcid de la radioactivitat absorbida.

1.10 CAPTACIO DE 2-DESOXIGLUCOSA

La 2-desoxiglucosa (2DOG) ¢és un analeg de la glucosa que és captat per les
cel-lules pel mateix sistema de transportadors, 1 que presenta la caracteristica de que, a
diferéencia de la glucosa, no pot ser metabolitzat. Aix0 permet fer una estimacio
indirecta de la taxa de captacid de glucosa.

Es va voler determinar la taxa de captacié de 2DOG al muscul GSN després de
realitzar una administracio aguda de rhIL-15, mantenint el mateix plantejament
experimental que en la resta de determinacions realitzades amb un tractament agut. Just
40 min abans del sacrifici dels animals (moment en el qual la IL-15 havia exercit el seu
efecte durant 5 hores), es va realitzar una administracio i.v. per la vena de la cua de 3
uCi de 2-desoxi-D-['*C]glucosa (activitat especifica 60 mCi/mmol; Amersham, Bucks.,
UK) en un volum total de 100 ul de sali fisiologic esteril; als animals controls se’ls va
administrar la quantitat corresponent del vehicle (Figura 4). Es molt important que el
temps de captacio del tragador sigui molt exacte, donat que el clearence de la glucosa, o
velocitat a la qual és absorbida, és molt elevada. Per aixo es van espaiar els animals el
temps suficient per permetre el sacrifici de cadasci en el moment adequat. Passats els
40 min, es va procedir a 1’extracci6 de sang de 1’aorta abdominal i al sacrifici dels
animals, que van ser préviament anestesiats.

Per determinar la quantitat de 2DOG captada, es van triturar 500 mg de teixit en
nitrogen liquid i es van posar amb 2 ml d’acid percloric fred al 6% per tal de
desproteinitzar la mostra. Després de centrifugar durant 20 min a 12000 g, es va passar
el sobrenedant a tubs de plastic de 5 ml i es va neutralitzar la mostra amb KOH 30%.
Posteriorment es va centrifugar per eliminar les sals i es va procedir al recompte de la

radioactivitat d’una aliquota del sobrenedant.
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5 hores 20 min 40 min

| T 7T

IL-15 2DOG SACRIFICI

100 pg/kg pes corporal

Figura 4. Disseny experimental per a la valoracié de la captacié de 2-desoxi-D-['*C]glucosa després d’un tractament

agut amb rhIL-15 (100 pg/kg de pes corporal).

1.11 RECANVI PROTEIC

Les taxes de recanvi proteic es van determinar segons un metode préviament descrit
(Garlick et al., 1975; Tessitore et al., 1987a, 1993a), el qual ofereix la possibilitat de
valorar la sintesi i la degradaci6 proteica simultaniament en el mateix animal. Les taxes
de sintesi 1 degradacid de proteina es van avaluar mitjancant la mesura de la caiguda de
radioactivitat de la proteina total i especifica en muscul tibialis després del marcatge in
vivo, 24h post-implantacié del tumor, mitjancant una Gnica dosi intraperitoneal de '*C-
bicarbonat de sodi (250 uCi/kg b.w.; New England Nuclear, Boston, USA). Després de
4 dies de la implantacio del tumor, es van calcular les taxes fraccionals de degradacio
(kq), sintesi (ks) 1 acumulacié (ka) proteica, i es van expressar com a percentatge per dia
(t):

K4 = In (radioactivitat de proteina total)/t

K = In (radioactivitat de proteina especifica)/t

K, = In (proteina total)/t
L’extraccié de proteina muscular es va realitzar pel métode de precipitacio per acid
tricloroacetic descrit per Costelli et al. (1993). La proteina tissular es va determinar pel

metode de Bradford (descrit en el seglient apartat).
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1.12 DETERMINACIO DE LA PROTEINA TOTAL

1.12.1 METODE DE BRADFORD

La determinacié de la concentraci6 de proteines es va realitzar, per norma
general, pel metode de Bradford, a excepcié d’aquelles mostres que contenien
detergents en el tampd d’homogenitzacio, les quals es van determinar pel métode de
BCA.

Per aquest tipus de determinacié es va utilitzar la soluci6 comercial Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad) diluida 5 vegades en aigua destil-lada, i albiimina serica bovina
(Sigma) per realitzar la recta patrd (de 0 a 25 pg/ml). La quantificacié de la proteina es

va realitzar mitjangant la lectura de 1’absorbancia a 590 nm.

1.12.2 METODE DE BCA

La determinacié de la quantitat de proteina pel kit d’assaig de BCA (Pierce,
Rockford) es va realitzar quan el tampd d’homogenitzacié portava algun tipus de
detergent, com per exemple, SDS o tritd, ja que aquests interferien amb la quantificacid
pel metode de Bradford.

El metode de BCA és una reaccidé compatible amb detergents que es basa en la
utilitzacié d’acid bicinconic per la determinacid colorimetrica de la proteina total.
Aquest métode combina la reduccié de Cu”"a Cu'™ en un medi alcali (reacci6 de Biuret)

amb la deteccid colorimétrica del catid de coure per d’acid bicinconic.

PROTEINA + Cu** » COMPLEXE TETRADENTAT- Cu'*
Cu'"+ ACID 2 BICINCONIC (BCA) —» COMPLEX BCA- Cu'" (Color porpra)

El producte de la reaccio és de color porpra i1 es forma per la quelacio de dues
molécules de BCA amb un 16 coure. Aquest producte pot ser quantificat a 590 nm.

Per realitzar les determinacions es va preparar una recta patr6 de 0-2000 g
proteina/ml. En una placa d’ELISA de 96 pouets es va posar 10 ul d’estandard o mostra

1 200 ul del tamp6 de reaccio (40 parts del reactiu A: 1 part del reactiu B). Després
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d’incubar dues hores a 37°C es va determinar 1’absorbancia a 590 nm en un lector de

plaques d’ELISA.

1.13 WESTERN BLOT

1.13.1 CNA-1

Els Western blots de calcineurina es van realitzar en gels d’acrilamida al 8% en
el sistema Mini-Protean Il de BioRad, carregant 40 pug de proteina per mostra. A les
mostres se’ls hi va afegir un 10% de tampd de mostra (tampd fosfat 30 mM pH 7,
glicerol 30%, SDS 7.5%, ditiotreitol 9.72 mM 1 blau de bromofenol 0.05%), i es va
utilitzar un marcador de pes molecular de 205 kDa a 6.5 kDa (Color Markers, Sigma).
El gel es va correr a 100 volts (fins que el blau de bromofenol de mostra va arribar a la
part inferior del gel) utilitzant com tampo electrolit Tris pH 8.3 0.025 mM, glicina 0.195
M 1 SDS 0.1%. Un cop finalitzada I’electroforesi, es va preparar la transferéncia, en la
qual es va utilitzar la membrana Immobilon-P Transfer Membrane de Millipore.
Aquesta membrana ha de ser activada amb metanol abans de la seva utilitzaci6o. La
transferéncia es va realitzar a 25 mA durant tota la nit, o bé a 400 mA durant 1 hora,
utilitzant com tampo6 de transferéncia Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% 1 SDS
0.02%. Per comprovar que la transferéncia es realitzés correctament, es va realitzar una
tinci6 amb blau de Coomassie del gel, i una tincié6 amb Pounceau de la membrana. Per
aixo es va tenyir el gel durant 5 min amb blau de Coomassie (0.25% Coomasie Blue G-
250, metanol 45%, acid acetic 10%) i la membrana amb Pounceau (0.2% de Pounceau S
en acid acetic al 3%). Després de les tincions es va decolorar 1 minut amb aigua
destil-lada i es van visualitzar les bandes.

Posteriorment es va realitzar el bloqueig de la membrana durant 1 hora amb un
5% de llet desnatada en pols en PBS 1X. Després de realitzar 3 rentats de 10 min amb el
tampo TBS II (Tris 4 mM, NaCl 0.5 M, Tween 20 0.5%, a pH 7.4), es va incubar durant
1 hora amb I’anticos primari monoclonal de ratoli (Monoclonal anti-calcineurin (o-
subunit) clone CN-A1; Sigma) diluit 1:1000 en TBS I (Tris 20 mM, NaCl 150 mM,
Tween 20 0.05%, a pH 7.4) amb un 5% de llet en pols, detectant un producte de 61 kDa.
Després d’aquesta incubacio, es van realitzar 3 rentats de 10 min amb TBS Il i es va
procedir a la incubacid amb [’anticos secundari anti-ratoli (Goat Anti-Mouse IgG

H+L)-HRP Conjugate, Biorad) diluit 1:5000 en TBS I amb un 5% de llet desnatada en
( jug

162



Materials i métodes

pols durant 1 hora. En estar I’anticos secundari unit a la peroxidasa, la incubacié amb
’anticos secundari es va realitzar protegint les mostres de la llum. Un cop finalitzada la
incubaci6 es van realitzar tres rentats en les mateixes condicions anteriorment descrites.

Per revelar, es van incubar les membranes durant 1 min amb ECL™ (Amersham
Biosciences), i rapidament es van exposar a una pel-licula fotografica (Hyperfilm MP,
Amersham), la qual, un cop revelada, va servir per quantificar densitometricament les
bandes obtingudes amb el programa d’analisi d’imatge Phoretix (versio 2.51, Phoretix
International Ltd). Les mostres es van corregir per la quantitat de tubulina detectada en

cada mostra.

1.13.2 iNOS

Els Western blots de iNOS es van realitzar en gels d’acrilamida al 8% tot
utilitzant el sistema d’ elecroforesi Protean II xi Cell (Bio-Rad, Italy), carregant 100 pg
de proteina per mostra. A les mostres se’ls hi va afegir un 10% de tampd de mostra
(tamp¢d fosfat 30 mM pH 7, glicerol 30%, SDS 7.5%, ditiotreitol 9.72 mM 1 blau de
bromofenol 0.05%), 1 es va utilitzar un marcador de pes molecular de 250 kDa a 6 kDa
(SeeBlue Prestained, Novex). El gel es va correr a 125 volts (fins que el blau de
bromofenol de mostra va arribar a la part inferior del gel) utilitzant com tamp¢ electrolit
Tris pH 8.8 0.025 mM, glicina 0.195 M 1 SDS 0.1%. Un cop finalitzada 1’electroforesi,
es va preparar la transferéncia, en la qual es va utilitzar la membrana de difluorid de
polivinilidina (Hybond-P, Amersham, Biosciences UK Limited). La transferéncia es va
realitzar a 400 mA durant 2 hores, utilitzant com tampd de transferéncia Tris 25 mM,
glicina 192 mM, metanol 20% 1 SDS 0.02%. Per comprovar que la transferéncia es
realitzés correctament, es va realitzar una tincié amb blau de Coomassie del gel, i una
tincié amb vermell Pounceau de la membrana. Per aix0 es va tenyir el gel durant 5 min
amb blau de Coomassie (0.25% Coomasie Blue G-250, metanol 45%, acid acetic 10%) i
la membrana amb Pounceau (0.2% de Pounceau S en acid acétic al 3%). Després de les
tincions es va decolorar 1 min amb aigua destil-lada i es van visualitzar les bandes.

Posteriorment es va realitzar el bloqueig de la membrana durant 1 hora amb un
5% de llet desnatada en pols en PBS 1X. Després de realitzar 3 rentats de 10 min amb el
tampd TBS-T (Tris 4 mM, NaCl 0.5 M, Tween 20 0.5%, a pH 7.4), es va incubar
durant tota la nit amb I’anticos primari monoclonal de ratoli (Transduction Laboratories

Inc., Lexington, KY) diluit 1:1000 en TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20

163



Materials i métodes

0.05%, a pH 7.5) amb un 5% de llet en pols, detectant un producte de 130 kDa. Després
d’aquesta incubacio, es van realitzar rentats de 10 min amb TBS-T durant 1h i es va
procedir a la incubaci6 amb D’anticos secundari policlonal anti-ratoli marcat amb
peroxidasa (HRP-Conjugated Goat Anti-Mouse Ig specific polyclonal antibody (H+L),
BD Biosciences Pharmingen, USA) diluit 1:5000 en TBS-T amb un 5% de llet
desnatada en pols durant 1 hora. En estar ’anticos secundari unit a la peroxidasa, la
incubaci6 amb I’anticos secundari es va realitzar protegint les mostres de la llum. Un
cop finalitzada la incubacié es van realitzar tres rentats en les mateixes condicions
anteriorment descrites.

Com a control positiu per la proteina iNOS es van utilitzar lisats obtinguts a
partir de macrofags activats per citocines i homogentas de diafragma de rata séptica.

Per revelar, es van incubar les membranes durant 5 min amb solucio de deteccio
Chemilucent Detection System Kit (Chemicon Inc, Temecula, CA, USA), i rapidament
es van exposar a una pel-licula fotografica (Hyperfilm MP, Amersham), la qual, un cop
revelada, va servir per quantificar densitométricament les bandes obtingudes amb el
programa d’analisi d’imatge Diversity database (versi6 2.1.1, BioRad Laboratories,
Philadelphia, PA). Les mostres es van corregir per la quantitat de tubulina detectada en

cada mostra.

1.13.3 TNFR1

Els Western blots de TNFR1 es van realitzar en gels d’acrilamida al 10% en el
sistema Mini-Protean Il de BioRad, carregant 50 pg de proteina per mostra. A les
mostres se’ls hi va afegir un 10% de tamp6 de mostra (tampd fosfat 30 mM pH 7,
glicerol 30%, SDS 7.5%, ditiotreitol 9.72 mM 1 blau de bromofenol 0.05%), i es va
utilitzar un marcador de pes molecular de 205 kDa a 6.5 kDa (Color Markers, Sigma).
El gel es va correr a 100 volts (fins que el blau de bromofenol de mostra va arribar a la
part inferior del gel) utilitzant com tampo electrolit Tris pH 8.3 0.025 mM, glicina 0.195
M 1 SDS 0.1%. Un cop finalitzada I’electroforesi, es va preparar la transferéncia, en la
qual es va utilitzar la membrana Immobilon-P Transfer Membrane de Millipore.
Aquesta membrana ha de ser activada amb metanol abans de la seva utilitzacio. La
transferéncia es va realitzar a 25 mA durant tota la nit, o bé a 400 mA durant 1 hora,
utilitzant com tampo de transferéncia Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% 1 SDS

0.02%. Per comprovar que la transferéncia es realitzés correctament, es va realitzar una
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tincié amb blau de Coomassie del gel, i una tinci6 amb Pounceau de la membrana. Per
aixo es va tenyir el gel durant 5 min amb blau de Coomassie (0.25% Coomasie Blue G-
250, metanol 45%, acid acetic 10%) i la membrana amb Pounceau (0.2% de Pounceau S
en acid acetic al 3%). Després de les tincions es va decolorar 1 min amb aigua
destil-lada 1 es van visualitzar les bandes.

Posteriorment es va realitzar el bloqueig de la membrana durant 1 hora amb un
10% de llet desnatada en pols en PBS 1X. Després de realitzar 2 rentats de 10 min amb
el tamp6 TBS II (Tris 4 mM, NaCl 0.5 M, Tween 20 0.5%, a pH 7.4), es va incubar
durant tota la nit a 4°C amb I’anticos primari policlonal de conill (Policlonal anti-
TNFRI1 (H-271); Santa Cruz Biotechnology, Inc.) diluit 1:1000 en TBS I (Tris 20 mM,
NaCl 150 mM, Tween 20 0.05%, a pH 7.4) amb un 5% de llet en pols, detectant un
producte de 55 kDa. Després d’aquesta incubacid, es van realitzar 5 rentats de 5 min
amb TBS II 1 es va procedir a la incubacié amb 1’anticos secundari anti-conill (Goat
Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate, BioRad) diluit 1:2000en TBS I amb un 5% de
llet desnatada en pols durant 1 hora. En estar ’anticos secundari unit a la peroxidasa, la
incubacié amb I’anticos secundari es va realitzar protegint les mostres de la llum. Un
cop finalitzada la incubacid es van realitzar tres rentats en les mateixes condicions
anteriorment descrites.

Per revelar, es van incubar les membranes durant 1 min amb ECL™ (Amersham
Biosciences), i rapidament es van exposar a una pel-licula fotografica (Hyperfilm MP,
Amersham), la qual, un cop revelada, va servir per quantificar densitometricament les
bandes obtingudes amb el programa d’analisi d’imatge Phoretix (versio 2.51, Phoretix
International Ltd). Les mostres es van corregir per la quantitat de tubulina detectada en

cada mostra.

1.13.4 PARP

Els Westerns blots de PARP es van realitzar en gels d’acrilamida al 8% en el
sistema Mini-Protean II de BioRad, carregant 60 pg de proteina per mostra. A les
mostres se’ls hi va afegir un 10% de tamp6 de mostra (tampo6 fosfat 30 mM pH 7,
glicerol 30%, SDS 7.5%, ditiotreitol 9.72 mM i blau de bromofenol 0.05%), i es va
utilitzar un marcador de pes molecular de 205 kDa a 6.5 kDa (Color Markers, Sigma).
El gel es va correr a 100 volts (fins que el blau de bromofenol de mostra va arribar a la

part inferior del gel) utilitzant com tamp6 electrolit Tris pH 8.3 0.025 mM, glicina 0.195
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M 1 SDS 0.1%. Un cop finalitzada I’electroforesi, es va preparar la transferéncia, en la
qual es va utilitzar la membrana Immobilon-P Transfer Membrane de Millipore.
Aquesta membrana ha de ser activada amb metanol abans de la seva utilitzacio. La
transferéncia es va realitzar a 400 mA durant 90 min, utilitzant com tampd de
transferéncia Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% 1 SDS 0.02%. Per comprovar
que la transferéncia es realitzés correctament, es va realitzar una tinci6 amb blau de
Coomassie del gel, 1 una tincié amb Pounceau de la membrana. Per aixod es va tenyir el
gel durant 5 min amb blau de Coomassie (0.25% Coomasie Blue G-250, metanol 45%,
acid acetic 10%) 1 la membrana amb Pounceau (0.2% de Pounceau S en acid acétic al
3%). Després de les tincions es va decolorar 1 min amb aigua destil-lada 1 es van
visualitzar les bandes.

Posteriorment es va realitzar el bloqueig de la membrana durant 1 hora amb un
5% de llet desnatada en pols en PBS 1X. Després de realitzar un rentat de 5 min amb el
tampd TBS II (Tris 4 mM, NaCl 0.5 M, Tween 20 0.5%, a pH 7.4), es va incubar durant
tota la nit a 4°C o una hora a temperatura ambient amb 1’anticos primari monoclonal de
ratoli (Monoclonal anti-PARP; Biosciences) diluit 1:1000 en TBS I (Tris 20 mM, NaCl
150 mM, Tween 20 0.05%, a pH 7.4) amb un 5% de llet en pols, detectant un producte
de 116 o/i 85 kDa. Després d’aquesta incubacid, es van realitzar 3 rentats de 10 min
amb TBS II 1 es va procedir a la incubacié amb [’anticos secundari anti-ratoli (Goat
Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate, Biorad) diluit 1:3000 en TBS I amb un 5% de
llet desnatada en pols durant 1 hora. En estar I’anticos secundari unit a la peroxidasa, la
incubacié amb 1’anticos secundari es va realitzar protegint les mostres de la llum. Un
cop finalitzada la incubacid, es van realitzar tres rentats en les mateixes condicions
anteriorment descrites.

Per revelar, es van incubar les membranes durant 1 minut amb ECL™
(Amersham Biosciences), i rapidament es van exposar a una pel-licula fotografica
(Hyperfilm MP, Amersham), la qual, un cop revelada, va servir per quantificar
densitometricament les bandes obtingudes amb el programa d’analisi d’imatge Phoretix
(versi6 2.51, Phoretix International Ltd). Les mostres es van corregir per la quantitat de

tubulina detectada en cada mostra.
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1.13.5 TUBULINA

Com a control de carrega dels Western blots es va realitzar la quantificacié de
tubulina, fent préviament un stripping de la membrana per tal d’eliminar les restes de la
hibridacié anterior. Per aixd es va incubar la membrana en un bany humit a 50°C durant
30 min amb un tampd compost per Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8, SDS 2%, pB-
mercaptoetanol 100 mM. Després de realitzar 2 rentats amb TBS II, es va bloquejar la
membrana durant 1 hora amb un 5% de llet desnatada en pols en PBS. Es van realitzar 3
rentats de 5 min amb TBS Il i es va incubar durant 1 hora amb un anticds antitubulina
(Monoclonal Anti-A-tubulin, Sigma) diluit 1:8000 en TBS I amb un 5% de llet en pols.
Després de 3 rentats més de 10 min, es va incubar durant 1 hora amb 1’anticos secundari
anti-ratoli (Biorad) diluit 1:3000 en les mateixes condicions anteriorment descrites.
Finalment, i després de realitzar els 3 ultims rentats de 10 min amb TBS II, es va revelar

la membrana.

1.14 ELISA

La determinaci6 dels nivells plasmatics de TNF-a i els seus receptors solubles
(sTNF-R55, sTNF-R75) i la IL-6 es va realitzar per ELISA (Medgenix, BioSource
Europe, Fleurus, Bélgica per la IL-6 i TNF-o. ; Bender MedSystems, Viena, Austria pels
sTNF-R) (Beutler i Cerami, 1987). Els resultats es van expressar en pg/ml.

1.15 VALORACIO DE L’ESTRES OXIDATIU
1.15.1 DETERMINACIO DELS NIVELLS DE GLUTATIO
Les dues formes de glutatio, GSH (reduit) i GSSG (oxidat) varen ser determinades

en I’homogenat de muscul vastus lateralis de pacients MPOC 1 el grup control,

mitjangant HPLC (high-performance liquid chromatography) (Fariss i Reed, 1987).
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1.15.2 CARBONILACIO DE PROTEINES

La reacci6 directa de ROS amb les proteines pot donar lloc a la formacié de
derivats proteics que contenen grups carbonil altament reactius (aldehids 1 cetones). En
aquest estudi, els nivells d’aquests grups carbonil tan reactius en les cadenes proteiques
varen ser detectats mitjangant la reaccid amb 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que
resulta en la formacié de 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP) (Levine et al., 1994). Les
proteines derivades de DNP van ser separades per electroforesi i després es va realitzar

un immunoblot amb un anticos selectiu anti-DNP.

1.15.3 DETERMINACIO DELS ENZIMS ANTIOXIDANTS I PROTEINES
CARBONILADES

Per a la valoracio de ROS van realitzar Western blots per detectar proteines amb
grups carbonil (proteines oxidades) i dels enzims antioxidants Mn-superoxid dismutasa
(Mn-SOD) i catalasa.

Les mostres de muscul GSN congelades es van homogenitzar en un tamp6 que
contenia HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, NaF 100 mM, pirofosfat sodic 10 mM, EDTA
5 mM, Trito-X 0.5%, leupeptina 2 pg/ml, PMSF 100 pg/ml, aprotinina 2 pg/ml i
pepstatina A 1mg/100ml. Les mostres es van centrifugar a 1000g durant 30 min. Es va
descartar el pellet i es va valorar la proteina muscular total del sobrenedant amb el
metode de Bradford (veure apartat 1.12.1). Seguidament, es va realitzar 1’electroforesi
de 20 pug de proteina i1 després es va fer la transferéncia a membranes de difluorid de
polivinil (PVDF). El bloqueig es va fer amb TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 150 mM,
Tween 20 0.05%, a pH 7.5) amb un 5% de llet en pols, i es van incubar les membranes
durant tota la nit amb els anticossos adients. Es van fer servir els segiients anticossos
policlonals: anti-DNP (Oxiblot kit, Chemico International Inc., Temecula, CA, USA),
anti-Mn SOD (StressGen, Victoria, BC, Canada) i anti-catalasa (Calbiochem, San
Diedo, CA, USA). Com a controls positius dels enzims Mn-SOD 1 catalasa es van
utilitzar homogenats obtinguts a partir de mitocondris de cervell de rata i d’eritrocits de
rata, respectivament. Després d’aquesta incubacid, es van realitzar rentats de 10 min
amb TBS-T durant 1h i es va procedir a la incubacié amb I’anticos secundari policlonal
anti-ratoli marcat amb peroxidasa diluit 1:5000 (HRP-Conjugated Goat Anti-Mouse Ig
specific polyclonal antibody (H+L), BD Biosciences Pharmingen, USA ). En estar
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I’anticos secundari unit a la peroxidasa, la incubaci6é amb I’anticos secundari es va
realitzar protegint les mostres de la llum. Un cop finalitzada la incubacio es van realitzar
3 rentats en les mateixes condicions anteriorment descrites. Per revelar, es van incubar
les membranes durant 5 min amb soluci6é de detecci6 Chemilucent Detection System
Kit (Chemicon Inc, Temecula, CA, USA), i rapidament es van exposar a una pel-licula
fotografica (Hyperfilm MP, Amersham), la qual, un cop revelada, va servir per
quantificar densitometricament les bandes obtingudes amb el programa d’analisi
d’imatge Diversity database (versio 2.1.1, BioRad laboratories, Philadelphia, PA). Per
confirmar que s’havia carregat la mateixa quantitat de proteina per totes les mostres, es
va procedir a deshibridar les membranes de PVDF 1 es van rehibridar amb un anticos
anti-tubulina (Monoclonal Anti-A-tubulin, Sigma) diluit 1:8000. En el cas del Western
blot per detectar els motius DNP, pero, aixo no va ser possible donat que la preséncia

d’aquests grups va fer que no es pogués donar la unié tubulina amb el seu anticos.

2. ESTUDIS EXVIVO
2.1 PREPARACIO DE MUSCULS AILLATS

Es van extreure els musculs EDL de rates anestesiades amb Imalgene®-
Rompuin® (3:1) segons el metode descrit per Busquets et al. (2002). Els musculs es van
col-locar en un suport metal-lic de manera que es pogués mantenir la tensié6 muscular en
la que es troben els EDL en situaci6 fisiologica (Figura 5). S’ha descrit que durant 3
hores d’incubaci6 els musculs mantenen intactes els seus nivells d’ATP 1 fosfocreatina

(Busquets et al., 2000).

OXIGENACI
SORTIDA ENTRADA

A — 5

Figura 5. Dibuix esquematic del sistema utilitzat per realitzar incubacions de
musculs EDL.
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Un cop extrets, es van incubar en vials de vidre durant 30 min a 35°C (en un
bany termostatitzat) sota una atmosfera d’O,/CO, (19:1), en 3 ml de tamp6 Krebs-
Henseleit suplementat amb piruvat (2 mM), HEPES (20 mM) i aminoacids de cadena
ramificada (leucina 17 mM, isoleucina 10 mM, valina 20 mM), a pH 7.4, préviament
gasejat amb carbogen durant 20 min. A continuacid es procedia a incubar als musculs

en el medi adequat segons el tipus d’assaig.

2.2 TAXA DE DEGRADACIO PROTEICA

Per estudiar els efectes directes de la IL-15 sobre la degradacid proteica, es van
utilitzar preparacions de musculs EDL aillats (de la manera préviament descrita) i la
posterior quantificacio fluorimétrica de la tirosina alliberada al medi (Waalkes i
Udenfriend, 1957). Aquest aminoacid no és significativament sintetitzat ni metabolitzat
pel muscul, per la qual cosa, en condicions de sintesi protéica inhibida (en preséncia de
cicloheximida), proporciona una bona mesura de la taxa de degradacid proteica
muscular.

Els musculs varen ser incubats dins de vials en un bany termostatitzat a 35°C 1
en agitacio (45 cicles/min) durant 3 hores en 2 ml de medi d’incubaci6 compost per
tamp6 Krebs-Henseleit a pH 7.4 que contenia glucosa (5 mM), aminoacids de cadena
ramificada (leucina 17 mM, isoleucina 10 mM, valina 20 mM) i HEPES (20mM). Els
vials van estar sota una atmosfera d’O,/CO, (19:1) durant tot el periode d’incubacid. Els
musculs varen ser pre-incubats durant 60 min (30 min en tampd Krebs-Henseleit 1 30
min en medi d’incubacio), 1 després es van incubar durant 2 hores en medi d’incubacid
fresc que contenia 100 ng/ml d’IL-15 o no. Aquest medi també contenia cicloheximida
(0.5mM) per inhibir la reincorporaci6 de la tirosina a la proteina del teixit. Una vegada
finalitzada la incubacio, es va recollir el medi dels vials 1 es van mantenir en gel o es
van congelar a —20°C.

Per a la determinaci6 de la tirosina alliberada al medi, es van prendre 1.4 ml de
la mostra, del blanc (tampé Krebs-Henseleit) o de la patr6é (patrd de tirosina en tampo
Krebs-Henseleit de 0.156 a 2.5 pg/ml) i es van barrejar amb 250 ul d’acid tricloroacétic
al 30%. La barreja es va centrifugar a 2500 rpm durant 15 min i el sobrenedant es va
barrejar amb 300 pl de reactiu A (1-nitroso-2-naftol 0.1% en alcohol 95%) 1 300 pl de
reactiu B (0.5 ml (NaNO; al 2.5% (p/v) en aigua destil-lada) + 24.5 ml (acid nitric diluit

1/5 en aigua destil-lada), 1 es va incubar durant 30 min a 55°C. Una vegada refredada, es
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va barrejar amb 4 ml de dicloroeta, es va agitar en el vortex i es va centrifugar durant 4
min a 1500 rpm. El sobrenedant es va utilitzar per a la determinacid fluorimétrica,

ajustant en el fluorimetre la longitud d’ona d’exitacio a 460 nm i la d’emissi6 a 570 nm.
2.3 TAXA DE SINTESI PROTEICA

Pel tal de determinar la sintesi de proteina muscular, els misculs EDL es van
incubar en preséncia de ['*C]fenilalanina.

Els musculs varen ser incubats dins de vials en un bany termostatitzat a 35°C 1
en agitacio (45 cilcles/min) durant 3 hores en 2 ml de medi d’incubacié compost per
tamp6 Krebs-Henseleit a pH 7.4 que contenia glucosa (5 mM), aminoacids de cadena
ramificada (leucina 17 mM, isoleucina 10 mM, valina 20 mM) i HEPES (20 mM). Els
vials van estar sota una atmosfera d’O,/CO, (19:1) durant tot el periode d’incubacid. Els
musculs varen ser pre-incubats durant 60 min (30 min en tampd Krebs-Henseleit 1 30
min en medi d’incubacid) i després es van incubar durant 2 hores en medi d’incubacid
fresc que contenia 100 ng/ml d’IL-15 o no. Passat aquest temps, els musculs es van
transferir a vials nous amb medi d’incubaci6 suplementat amb 25 mM L-fenilalanina i
1.5 uCi ["*C]fenilalanina (activitat especifica 119 mCi/mmol), mantenint el tractament
amb la rhIL-15. Aquesta ultima incubacié va ser de 30 min i1 en les mateixes condicions
anteriorment esmentades.

Després del temps d’incubacio, els musculs varen ser transferits immediatament
a sali fred (0.9% NacCl), netejats 1 secats amb paper de filtre, congelats amb N, liquid 1
pesats. Després es van homogenitzar en sali fred i1 desproteinitzats amb acid
tricloroacétic al 40% i es van col-locar en eter/etanol (1:1). El pellet va ser secat amb N,
liquid 1 digerit en tubs de Teflon amb 0.25 ml de Protosol® (Du Pont) a 50°C durant 2
hores. Posteriorment, es va realitzar el recompte de la radioactivitat de I’homegenat amb
10 ml de liquid de cintil-lacié. També es va realitzar el comptatge de la radioactivitat
present en el medi d’incubacio (fraccid extracel-lular). Donat que en el medi
d’incubaci6 hi ha una elevada concentraci6 de fenilalanina, la radioactivitat
extracel-lular especifica de ['*C]fenilalanina va ser utilitzada per calcular la quantitat
d’aminoacid incorporat a la fraccid protéica i en conseqiiéncia 1’estimacié de la taxa de

sintesi proteica.
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2.4 CAPTACIO DE a-METIL[1-"*CIAMINOISOBUTIRAT

Per determinar la captacié d’aminoacids a través del sistema A, es va utilitzar un
analeg d’un aminoacid no metabolitzable del’alanina, com ¢és a-metil[l-
'Claminoisobutirat (MeAiB)

Els musculs EDL es van incubar en vials de vidre durant 30 min a 35°C (en un
bany termostatitzat) sota una atmosfera d’O,/CO; (19:1), en 3 ml de tampd Krebs-
Henseleit. Passat aquest temps, es van transferir els musculs a vials amb 2 ml medi
d’incubaci6 durant 30 min i després es van incubar en 2 ml de medi d’incubaci6 fresc
suplementant el grups de musculs tractats amb 100 ng de rhIL-15 per ml de medi. Es
van incubar durant 2 hores en aquestes condicions, i seguidament es van tornar a
transferir a vials nous amb 2 ml de medi d’incubacié suplementat amb 0.1 mM o-metil-
aminoisobutirat, 0.12 uCi a-metil[1-'*CJaminoisobutirat (activitat especifica 48
mCi/mmol), 1 mM manitol i 0.5 nCi [*H] (activitat especifica 20 Ci/mmol), mantenint
el tractament amb rhIL-15. Es van incubar durant 30 min en les condicions anteriors.

Amb aquest medi radioactiu, es van incubar els musculs durant 30 min més,
temps després del qual es van recollir els misculs, es van netejar amb medi d’incubacio
per eliminar les restes de tragador adherit i no incorporat, i van ser congelats en nitrogen
liquid. Els medis es van utilitzar per determinar la radioactivitat.

Per determinar la quantitat de a-metil[1-'*CJaminoisobutirat captada pel mascul,
es van posar els EDL en tubs Pyrex amb 250 pl de Protosol® (Du Pont) amb el qual es
van incubar a 50°C durant hores fins la seva completa digestio. Un cop el teixit va estar
totalment digerit, es van afegir 250 ul de tolue i 300 ul de H,O, al 30%, amb els quals
es va incubar durant 10 min a la mateixa temperatura. Posteriorment es va neutralitzar
amb 150 pl d’acid acétic al 25% 1 es va realitzar el recompte de la radioactivitat amb 10
ml de liquid de cintil-lacié, realitzant una doble determinaci6 tant pel *H com pel *C

(Zorzano et al., 1985).
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2.5 DESTINS METABOLICS DE [U-"*CJALANINA

2.5.1 OXIDACIO

Els musculs EDL es van incubar en vials de vidre (tapats amb un tap de cautxt
al qual se li havia insertat una tira de paper on posteriorment es recolliria el CO,) durant
30 min a 35°C (en un bany termostatitzat) sota una atmosfera d’0O,/CO; (19:1), en 3 ml
de tampd Krebs-Henseleit. Passat aquest temps es van transferir els musculs a vials amb
2 ml medi d’incubaciéo durant 30 min i1 després es van incubar en 2 ml de medi
d’incubaci6 fresc suplementant el grups de musculs tractats amb 100 ng de rhIL-15 per
ml de medi. Es van incubar durant 2 hores en aquestes condicions, i seguidament es van
tornar a transferir a vials nous amb 2 ml de medi d’incubacié amb 1 mM d’alanina, 0.66
uCi [U-""CJalanina (activitat especifica 152 mCi/mmol), 1 mM manitol i 0.5 pCi
[*H]manitol (activitat especifica 20 Ci/mmol), mantenint el tractament amb rhIL-15. Es
van incubar durant 30 min en les condicions anteriors. Per tal de recollir el CO; produit,
es van afegir 200 pl d’acid percloric al 60% en el medi 1 200 pul d’hidroxid d’hiamina al
paper insertat en el tap. Es va deixar incubar durant 1 hora amb agitacid constant i
d’aquesta manera 1’acid va desplagar el CO; produit a gas, el qual va ser recollit per la
hiamina.

Per determinar la quantitat d’alanina que havia estat oxidada, es va posar la tira
de paper amb 1’hidroxid d’hiamina en vials amb 10 ml de liquid de cintil-laci6 i es va
procedir al seu recompte. Els resultats es van expressar com nmols de CO; produit per

gram de muscul.

2.5.2 DESTINS METABOLICS

Per analitzar el desti metabolic de 1’alanina, es va realitzar una extraccio de
proteines 1 lipids del muscul. El muscul, un cop homogenat en nitrogen liquid, es va
col-locar en tubs de vidre. Es van precipitar les proteines afegint 0.5 ml d’acid
tricloroacétic fred, vortejant i incubant 15 min a 4°C. Després de centrifugar (3000 g, 10
min), el sobrenedant es va guardar per I’extraccio de lipids, i el pellet es va resuspendre
en 1 ml de cloroform:metanol (2:1). Es va centrifugar en les mateixes condicions,
posant el sobrenedant obtingut amb I’anterior per la posterior extraccio de lipids. Per

realitzar 1’extracci6 de proteines, es va deixar assecar el pellet 1 després es va
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resuspendre amb 2 ml d’NaOH 0.3 N i desoxicolat sodic 0.4%. Es va bullir durant 1
hora, 1 un cop refredats els tubs, es van posar les proteines en vials amb 10 ml de liquid
de cintil-lacio pel seu posterior recompte. Pel que fa a I’extracci6 de lipids, es van afegir
5 ml de cloroform:metanol (2:1) 1 es va agitar per inversio durant 5 min. Després es van
afegir 5 ml de PBS i es va tornar a agitar per inversi6 durant 5 min, centrifugant
posteriorment 2 min a 2000 g. Un cop separades les fases, es va descartar la superior i la
inferior es va transferir a un vial de cintil-lacio, on es va deixar evaporar. Un cop els
lipids van estar secs, es van resuspendre en 8 ml de liquid de cintil-lacid i es va procedir
al seu recompte en un comptador de cintil-lacid liquid. Els resultats es van expressar

com nmols d’alanina incorporat per gram de teixit.
2.6 CAPTACIO DE 2-DESOXIGLUCOSA

Per determinar la captacié de 2DOG en musculs aillats, es van extreure els
musculs EDL de rates anestesiades amb Imalgene®-Rompin® (3:1). Els musculs es
van manipular amb les consideracions abans esmentades. Un cop extrets, es van incubar
en vials de vidre durant 30 min a 35°C (en un bany termostatitzat) sota una atmosfera
d’0,/CO; (19:1), en 3 ml de tampd Krebs-Henseleit suplementat amb piruvat (2 mM),
HEPES (20 mM) i1 aminoacids de cadena ramificada (leucina 17 mM, isoleucina 10
mM, valina 20 mM), a pH 7.4, préviament gasejat amb carbogen durant 20 min. Passat
aquest temps, es van transferir els musculs a vials nous amb 2 ml de medi d’incubaci6
fresc, el qual portava, en el cas del grup tractat, 100 ng/ml de rhIL-15. Després de 30
min d’incubacio, es van posar els musculs en altres vials amb el mateix medi, i es van
incubar durant 2 hores més. Passat aquest temps es va procedir a realitzar un tltim canvi
de medi, compost en aquest cas per tampo Krebs-Henseleit suplementat amb manitol 1
mM, D-[*H]manitol (0.35 pnCi/ml; activitat especifica 20 Ci/mmol), 2-desoxiglucosa 0.1
mM i 2—desoxi—D—[14C]glucosa (0.1 pCi/ml; activitat especifica 60 mCi/mmol). El
manitol serveix com mesura indirecta de la quantitat de 2DOG que, en lloc de ser
absorbida, es queda a ’espai intersticial. Amb aquest medi radioactiu, es van incubar els
musculs durant 30 min més, temps després del qual es van recollir els musculs, es van
netejar amb medi d’incubacid per eliminar les restes de tragador adherit i no incorporat,
1 van ser congelats en nitrogen liquid. Els medis es van utilitzar per determinar la

radioactivitat present.
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Per determinar la quantitat de 2DOG captada pel muscul, es van posar els EDL
en tubs Pyrex amb 250 ul de Protosol® (Du Pont) amb el qual es van incubar a 50°C
durant hores fins la seva completa digestio. Un cop el teixit va estar totalment digerit, es
van afegir 250 ul de tolue 1 300 pl de H,O, al 30%, amb els quals es va incubar durant
10 min a la mateixa temperatura. Posteriorment es va neutralitzar amb 150 pl d’acid
acetic al 25% 1 es va realitzar el recompte de la radioactivitat amb 10 ml de liquid de

cintil-lacio, realitzant una doble determinacio tant pel H com pel .

2.7 DESTINS METABOLICS DE LA GLUCOSA

2.7.1 OXIDACIO

Per determinar 1’oxidaci6 de la glucosa en musculs aillats, es van extreure els
musculs EDL de rates anestesiades amb Imalgene®-Rompin® (3:1) 1 es van col-locar
en un suport metal-lic, de manera que es pogués mantenir la tensi6 muscular en la que es
troben els EDL en situaci6 fisiologica, de la mateixa manera que s’ha descrit en
’apartat anterior. Un cop extrets, es van incubar en vials de vidre (tapats amb un tap de
cautxu al qual li haviem insertat una tira de paper on posteriorment es recolliria el CO;)
durant 30 min a 35°C (en un bany termostatitzat) sota una atmosfera d’O,/CO, (19:1),
en 3 ml de medi d’incubacid, composat per tamp6 Krebs-Henseleit suplementat amb
glucosa (0.1 mM), HEPES (20 mM) i aminoacids de cadena ramificada (leucina 17
mM, isoleucina 10 mM, valina 20 mM), a pH 7.4, i gasejat préviament amb carbogen
durant 20 min. Passat aquest temps, es van transferir els musculs a vials nous amb 2 ml
de medi d’incubacié suplementat amb piruvat (2 mM) i manitol (1 mM). En aquest
moment es van establir els grups controls i tractats, portant els ultims 100 ng de rhIL-15
per ml de medi. Es van incubar durant 2 hores en aquestes condicions, i seguidament es
van tornar a transferir a vials nous amb 2 ml de medi d’incubacié suplementat amb
piruvat (2 mM), manitol (1 mM), D-[U-"*C]glucosa (0.5 pnCi/ml; activitat especifica 304
mCi/mmol) i D-[*H]manitol (0.5 pnCi/ml; activitat especifica 20 Ci/mmol). El manitol
serveix com mesura indirecta de la quantitat de glucosa que, en lloc de ser absorbida, es
queda a I’espai intersticial. Es van incubar durant 30 min amb oxigenaci6. Per tal de
recollir el CO; produit, es van afegir 200 pl d’acid percloric al 60% en el medi 1 200 pl

d’hidroxid d’hiamina al paper insertat en el tap. Després de deixar incubar durant 1 hora
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amb agitacié constant, 1’acid va desplagar el CO, produit a gas el qual va ser recollir per

la hiamina.

2.7.2 DESTINS METABOLICS

Per determinar la quantitat de glucosa incorporada a lipids, es va realitzar una
extraccid de lipids del muscul. El muscul, un cop triturat en nitrogen liquid, es va
col-locar en tubs de vidre. Es van precipitar les proteines afegint 0.5 ml d’acid
tricloroacetic fred, vortejant 1 incubant 15 min a 4°C. Després de centrifugar (3000 g, 10
min), el sobrenedant es va guardar per 1’extraccid de lipids, 1 el pellet es va resuspendre
en 1 ml de cloroform:metanol (2:1). Es va centrifugar en les mateixes condicions,
posant el sobrenedant obtingut amb 1’anterior. Per I’extraccié de lipids, es van afegir 5
ml de cloroform:metanol (2:1) 1 es va agitar per inversidé durant 5 min. Després es van
afegir 5 ml de PBS i es va tornar a agitar per inversi6 durant 5 min, centrifugant
posteriorment 2 min a 2000 g. Un cop separades les fases, es va descartar la superior i la
inferior es va transferir a un vial de cintil-laci6 on es va deixar evaporar. Un cop els
lipids van estar secs, es van resuspendre en 8 ml de liquid de cintil-lacid 1 es va procedir
al seu recompte en un comptador de cintil-laci6 liquida. Per determinar la incorporacié a
proteina, els fragments de teixit, préviament deslipidats pel métode anteriorment descrit,
es van solubilitzar incubant-los amb Protosol (Dupont Co., Boston, USA) durant 2h a
50°C 1 posteriorment decolorats amb peroxid d’hidrogen (Peng, 1977). El teixit
solubilitzat va barrejar-se amb 10 ml de liquid de cintil-laci6é i1 posteriorment es va
determinar la radioactivitat incorporada. Es va procedir a la determinacié del contingut
de glicogen mitjancant la precipitaci6 amb etanol (Good et al., 1933), seguit de la
hidrolisi 1 valoraci6 de la glucosa (Slein, 1963). La incorporacié del tragador en el
glicogen tissular es va determinar després de la precipitacio i hidrolisi del polisacarid.
De la mateixa manera que en els casos anteriors, es va procedir al comptatge. Els
resultats es van expressar com nmols de glucosa incorporada a lipid, proteina o glicogen

per mg de proteina.
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3. ESTUDIS IN VITRO

3.1 CULTIUS CEL-LULARS

3.1.1 NORMES GENERALS DE MANIPULACIO

Quan es treballa amb cultius cel-lulars, és imprescindible mantenir condicions
estrictes d’esterilitat, i és extremadament important mantenir un seguiment de les
caracteristiques observables del cultiu al microscopi, per detectar aviat contaminacions
(bacteris, fongs, llevats) o canvis espontanis en el fenotip dels cultius.

Es va treballar sempre intentant mantenir la major neteja possible; també
rentant-nos les mans amb sabo6 i mullant-les amb etanol abans de comencar a treballar.
Es va treballar sempre sota campana de fluxe laminar vertical, la seva superficie es
descontaminava amb etanol abans i després de cada sessid de treball. Tot el material
fungible esteril es guardava en bosses ben tancades per protegir-lo de contaminacions 1
bruticia, obrint-les i1 tancant-les preferentment dins de la campana i mantenint-les dins
de la sala de cultius. Les ampolles de medis i reactius, els succionadors i altre material
que no estigués convenientment embolicat es fregava amb una mica d’alcohol abans
d’introduir-lo dins de la campana. Les ampolles de medi esterils s’obrien 1 es tancaven
dins de la campana, a prop de la flama del encenedor Bunsen, i es segellaven amb una
cinta al voltant del tap abans de treure-les. Tota substancia o material que hagués
d’estar en contacte amb les celul-les es procurava que fos de qualitat per cultius
(normalment ja estérils) o s’esterilitzaven per filtracio (filtre de 22 um) o autoclavat.

Tenint en compte que el flux laminar de la campana és vertical de dalt a baix, els
taps de les ampolles 1 les tapes de les plaques obertes es colocaven boca avall 1 es
procurava no passar la ma o qualsevol altre objecte per sobre dels medis, plaques al
descobert o qualsevol material destinat a estar en contacte amb les cél-lules.

Es realitzaven netejes periodiques de la campana i del incubador, per evitar
contaminacions, 1 tota la sala era sotmesa a radiacions ultravioleta durant tota la nit.

Les condicions dins de I’incubador eren sempre de 37°C, 90% d’humitat relativa
1 5% de CO;. Es va procurar mantenir les cél-lules el menor temps possible fora de

I’incubador.
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Degut a que les cel-lules amb les que treballem sén immortalitzades, és
relativament facil ’aparici6 d’alteracions fenotipiques degudes a 1I’adquisici6 espontania
de caracteristiques de transformacio; per aixo seguiem atentament I’aspecte dels cultius
en 1’observacid microscopica, 1 no utilitzavem cel-lules de més de 12 subcultius a partir
del pase zero del proveidor.

El manteniment del estoc es va fer de forma que mai arribés a confluéncia per no
deplecionar el component mioblastic de la poblacié de cél-lules: una vegada els
mioblasts inicien el programa miogenic, perden irreversiblement la capacitat
proliferativa. Les cel-lules congelades van ser mantingudes en nitrogen liquid.

Es va comprovar 1’abséncia de contaminacid per micoplasma mitjancant el kit de
deteccié de micoplasmes (Biological Industries Co. Reactiva S.A), ja que aquest tipus

de contaminacid no és detectable a simple vista.

3.1.2 LINIA CEL-LULAR C2C12

Aquesta linia cel-lular €s un subclon derivat per H. Blau (Blau et al., 1985) de la
linia cel-lular miogeénica murina C2, establida a partir de cel-lules satel-lit de muscul
esquelctic de I’extremitat posterior de ratoli C3H adult ( Yaffe i Saxel, 1977).

Aquesta linia es diferencia rapidament i produeix amplis miotubs contractils que
expressen caracteristiques de muscul esquelétic. Aquest clon proporciona un model
excel-lent per al estudi de la miogénesi in vitro 1 la diferenciacié cel-lular ( Blau et al.,
1985).

Les cel-lules amb es quals treballem varen ser obtingudes directament de

I’ American Type Culture Collection (ATCC CRL-1772, Lot # F-15168).

3.1.3 MEDIS DE CULTIU, SUPLEMENTS I ANTIBIOTICS

Dubelco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Aquest medi esta esteril 1 ve suplementat amb 4.5 g glucosa/ml, 110 mg piruvat
sodic/ml 1 2 mM L-glutamina. L’obriem dins de la campana i el suplementavem
immediatament amb 100 unitats de penicilina/ml, 100 mg d’estreptomicina/ml, 25 ng de
fungizona/ml i el serum corresponent. Una vegada obert es conservava a 4°C i no més

de 15 dies.
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Sérum Fetal Bovi (FBS)

Es molt important mantenir un lot constant de sérum, ja que un canvi d’aquest
pot introduir molta variabilitat en els experiments. Tots els experiments es van portar a
terme amb FBS sempre de la mateixa casa comercial 1 del mateix lot. El sérum es va
conservar en aliquotes de 50 ml a —20°C. Per inactivar el complement, abans d’aliquotar

es mantenia el serum 1 hora a 55°C.

Sérum Equi (HS)

Sempre utilitzavem el mateix HS 1 del mateix lot. Manteniem les mateixes

consideracions de conservacio i manipulacié que amb el FBS.

Antibiotics
Penicilina-Estreptomicina-Fungizona (PSF)

Els dos primers son antibiotics i el tercer €s un antifungic. S’afegia al DMEM
just després d’obrir I’ampolla, diluint-lo 1:100. Es conserva en aliquotes de 10 ml a —

20°C.

Tripsina (Tripsina-Versene)

Es convenient utilitzar tripsina amb EDTA perqué aquest wltim és un agent
quelant dels cations bivalents, inhibint 1’adhesi6 intercel-lular i a la placa. S’aliquotaven
en tubs esterils de 15 ml (ja que resisteix varis cicles de congelacié 1 descongelacid), 1 es

conservava a —20°C.

Tamp¢ fosfat sali (PBS)

Per 11:

NaCl 8¢
KCl 02¢g
KH,PO4 02¢g
Na,PO4 (2H,0) 143 g
PH 7.4 £ 0.05

Es preparava en ampolles de vidre de 500 ml, s’ajustava el pH amb HCI 1M i

s’autoclavava.
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3.1.4 TECNIQUES GENERALS EN CULTIUS CEL-LULARS

3.1.4.1 MANTENIMENT DE L’ESTOC

L’estoc es va mantenir sempre en DMEM 10% FBS en plaques de 10 cm de
diametre o en flascons de rosca de 75 mm®. L’estoc es va mantenir sempre per sota del
80% de confluencia, fent subdivisions cada dos o tres vegades per setmana en les que es
diluien les cel-lules entre 5 1 15 vegades. Es posava especial cura en que les cél-lules
estiguéssin ben disperses perque no es formessin clons, ja que en el centre d’aquests
grups els mioblasts poden comengar el programa miogenic. Les aliquotes descongelades
procedien d’un pase (o subdivisid) 2 o 3 a partir de 1’original de les quals no es van
realitzar més de 8 o 9 subdivisions. El temps aproximat de duplicaci6 de la poblaci6 és
d’unes 24 hores (quan les cel-lules no estan gaire diluides). Una placa de 10 cm de

diametre conté aproximadament 4 x 10° cél-lules.

3.1.4.2 SUBDIVISIO (TRIPSINITZACIO)

S’aspirava el medi de les plaques i1 es rentaven tres vegades amb PBS o amb
DMEM sense sérum (procurant eliminar tota la resta de sérum perqué inhibeix la
tripsina). S’afegia 1 ml de tripsina sense diluir per placa de 10 cm de diametre, es
posaven 7 min a I’incubador. Es treien 1 es parava la reaccio afegint medi amb serum.
Es centrifugava a 220 g durant 4 min 1 es retirava el sobrenedant que contenia la

tripsina. Finalment es resuspenien les cel-lules amb medi amb sérum.

3.1.4.3 COMPTATGE

Una vegada tripsinitzades les cel-lules 1 feta la primera dilucid, es resuspenien
molt bé amb ’ajuda d’una pipeta Pasteur esteril, s’agitava bé el tub, i es prenia una
aliquota de 15 pl per posar en el hematocitometre (cambra de Neubauer). Observant al
microscopi a 100 augments, es comptaven 6 dels 16 quadrets de cada quadrant. El
nombre de cél-lules es calculava de la segiient manera:

N° cél-lules/ ml = mitjana del comptatge dels 4 quadrants x 10*
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3.1.4.4 SEMBRA

Una vegada tripsinitzat I’estoc, es feia una primera dilucié d’aproximadament
1.5-2 x 10° cél'lules/ml, i es realitzava el comptatge. Després de fer els calculs es
sembrava a 3.7 x 10" cél-lules/cm?, de forma que es posaven:
- En cada placa de 10 cm de diametre, 10 ml de medi amb 2.5 x 10° cél-lules
- En cada pouet de placa de 6 pous, 2 ml amb 3.5 x 10° cél-lules
Una vegada realitzada la dilucié de cél-lules desitjada, s’agitava el tub periodicament
per evitar que aquestes es dipositessin al fons. Una vegada sembrades, s’agitaven les
plaques suaument d’esquerra a dreta i endavant i endarrera, per repartir-les bé per tota la

superficie.

3.1.4.5 CONGELACIO

Les cél-lules tripsinitzades i1 resuspeses en DMEM-10%FBS es comptaven, es
centrifugaven durant 4 min a 220g, i una vegada eliminat el sobrenedant es resuspenien
en medi de congelacié (DMEM-10%FBS, 10% DMSO) a una concentracio de 10°
cel-lules/ml. Es repartien en aliquotes d’ 1 ml en els vials de congelacid i es procedia a
la segiient seqiiencia de congelacié: 1h a 4°C, 2 hores a —20°C 1 tota la nit a —80°C. Es

conservaven congelades en nitrogen liquid.

3.1.4.6 DESCONGELACIO

L’aliquota es desongelava el més rapidament possible en un bany a 37°C i es
resuspenia rapidament en 10 ml de DMEM-10%FBS, per evitar I’aci6 del DMSO. Es
centrifugava a 220 g durant 4 min i es descartava el sobrenedant. Per ultim, es
resuspenia en 10 ml de DMEM-10% FBS i es sembraven en una placa de 10 cm de

diametre.
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3.1.4.7 TRACTAMENTS

La rhIL-15 (PeProtech) es conservava a —20°C just fins al moment de ser afegida
al medi. Es barrejava la citocina en un tub amb el medi adient 1 després es repartia entre
els pouets, per assegurar-nos que tots rebessin la mateixa dosis. El tractament era d’una

unica dosi de rhIL-15 a una concentracio final de 100 ng/ml.

3.2 CONDICIONS DE CULTIU I DIFERENCIACIO DE LES CEL-LULES

Les cél-lules C2C12 es van sembrar a 3.7x10* cél.lules/cm” en DMEM-FBS
10%. Al dia segiient les cel-lules es trobaven en un 90-100% de confluéncia, de manera
que es va procedir al canvi de medi per diferenciar. Els experiments es van realitzar a

dia 7 de diferenciacio.

3.3 CAPTACIO DE 2-DESOXI-["*C]GLUCOSA

Per estudiar la captacié de 2DOG en cel-lules C2C12, es van establir dos grups:
controls 1 tractats amb IL-15 (10 ng/ml). Les cél-lules es van fer créixer en plaques
multipous de 6 pous. Un cop les cellules van estar diferenciades (dia 7 de
diferenciacid), es van rentar dues vegades amb PBS i es van afegir 3 ml de tampo
Krebs-Henseleit a pH 7.4 suplementat amb piruvat 2 mM, HEPES 20 mM, 2-DOG 25
mM i 0.01 pCi/ml de 2-desoxi-['*C]glucosa; en el cas del grup tractat, el medi també
contenia la IL-15. Es van incubar les cél-lules 3 hores a 37°C. Posteriorment es van
rentar els pous dues vegades amb PBS i es van incubar durant 1 hora més a 37°C amb
NaOH 0.1 N-Trit6 0.1%. Es va realitzar una valoracio de proteines pel metode de BCA,
1 es va quantificar la radioactivitat continguda en 200 ul de I’homogenat cel-lular. Els

resultats es van expressar com mmols de 2DOG per mg de proteina.
3.4 DESTI METABOLIC DE LA ["C]GLUCOSA
Per estudiar el desti metabolic de la glucosa en cé¢l-lules C2C12 diferenciades, es

van establir dos grups: controls 1 tractats amb IL-15 (10 ng/ml). Les c¢l-lules es van fer

créixer en flascons de 25 cm” Un cop les céllules van estar diferenciades (dia 7 de

182



Materials i métodes

diferenciacid), es van rentar dues vegades amb PBS 1X i es van afegir 3 ml de tampd
Krebs-Henseleit suplementat amb glucosa 5 mM, HEPES 20 mM i 1 uCi/ml de
['*C]glucosa. Es van tapar els flascons amb un tap de cautxt on s’havia incorporat una
tira de paper on posteriorment es recolliria el CO,, 1 es van incubar durant 3 hores a
37°C. Passat aquest temps es van afegir 200 pl de H,SO4 0.5 M al medi, i 200 pl
d’hidroxid d’hiamina al paper, 1 es van incubar durant 1 hora més en agitacid suau.
Després, es va posar el paper en un vial amb 10 ml de liquid de cintil-lacid, i es va
recollir el medi, per a la determinaci6 de 1’oxidaci6. Les cél-lules es van rentar dues
vegades amb PBS 1 es van incubar durant 1 hora més a 37°C amb NaOH 0.1 % N-Trit6
0.1%. De I’homogenat cel-lular es va realitzar una valoracid de proteines pel metode de
BCA (Pierce). Per I’analisi de la quantitat de glucosa incorporada a lipid, es va fer una
extraccio de lipids. A 200 pl de ’homogenat se li van afegir 1.5 ml d’una solucié amb
hepta:isopropanol:H,SO4 IN (4:1:0.1), es va agitar vigorosament i es van afegir 1.5 ml
més d’hepta. Després de tornar a agitar, es van deixar separar les fases durant uns
minuts. Es va recollir la fase organica, la qual es va posar en un vial amb 5 ml de liquid
de cintil-lacié pel seu recompte. Els resultats es van expressar com nmols de glucosa
incorporada a lipid per mg de proteina. Per determinar la incorporacio a proteina, la fase
sobrant de 1’extracci6 de lipids es va incubar amb Protosol (Dupont Co., Boston, USA)
durant 2h a 50°C 1 posteriorment es va decolorar amb peroxid d’hidrogen (Peng, 1977).
Després, va barrejar-se amb 10 ml de liquid de cintil-lacié i posteriorment es va
determinar la radioactivitat incorporada. Els resultats es van expressar com nmols de

glucosa incorporada a proteina per mg de proteina.

4. MANIPULACIO D’ACIDS NUCLEICS

4.1 EXTRACCIO DE DNA

Per realitzar I’extraccido de DNA, es van triturar uns 100 mg de teixit en nitrogen
liquid. Les mostres es van recollir amb una espatula préviament refredada amb nitrogen
liquid i es van posar en eppendorfs prepesats. Es van tornar a pesar els eppendorfs amb
la mostra i es van congelar rapidament. La diferéncia de pesos va servir per estimar la
quantitat real de mostra recollida. Posteriorment, es van afegir a cada mostra 1.2 ml de

tamp6 Kauffman (Tris 0.5 M pH 9, EDTA 2 mM pH 8.3, NaCl 10 mM, SDS 1 %) amb
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0.1 mg/ml de proteinasa K (Roche Diagnostics). Després de remenar suaument per
inversid per assegurar la penetraci6 del tampo a la mostra, es va deixar 12-18 hores en
un termoagitador a 50°C amb una petita oscil-laci6. Un cop el teixit va estar ben
homogenat, es va realitzar una extracci6 amb fenol-cloroform. Es va separar cada
mostra en dos eppendorfs, 1 es van afegir 750 ul de fenol/cloroform (1:1) a cada mostra.
Després de remenar per inversio durant 2 min, o bé amb el vortex de manera molt suau
durant uns 10-15 segons, es va centrifugar (13000 g 1 min) i es va transferir el
sobrenedant a un nou eppendorf, al qual se li va realitzar una altre extracci®é amb
fenol/cloroform. Al sobrenedant recollit se li van afegir 750 pl de cloroform, es va
remenar per inversié durant 2 min o bé amb el vortex de manera molt suau durant uns
10-15 segons, i es va centrifugar en les mateixes condicions, recuperant finalment el
sobrenedant. Per tal de precipitar el DNA, es van afegir 45 pl d'acetat sodic 3 M pH 5.2
1 etanol 100% fred fins completar 1'l.5 ml de capacitat de 'eppendorf. Després de
remenar suaument, es va comengar a visualitzar el DNA, el qual va acabar de precipitar
després de 18 hores a -80°C. Després de centrifugar (13000 g 45 min a 4°C) es va
eliminar el sobrenedant amb la pipeta (no per decantacio) i es va afegir 1 ml d'etanol al
70%. Després de centrifugar en les mateixes condicions, es va eliminar el sobrenedant 1
es va deixar assecar el pellet, corresponent al DNA. Els acids nucleics es van
resuspendre en 30 pl de tampd TE pH 8 (Tris 10 mM 1 EDTA 1 mM) amb 200 pg/ml
ribonucleasa A (Sigma) i es van incubar 1 hora a 37°C amb una petita oscil-lacio.
Finalment les mostres, que havien estat préviament separades, es van ajuntar i van ser
guardades a -20°C.

Abans de procedir a la seva quantificacié espectrefotometrica (apartat 4.3), es
van deixar les mostres durant 5 min a 65°C amb una petita oscil-laci6 per acabar de

dissoldre bé el DNA.
4.1.1 FRAGMENTACIO DEL DNA

L’estudi de fragmentacio del DNA es va realitzar a partir de mascul GSN.
L’extracci6 de DNA s’ha detallat anteriorment en aquest capitol. La integritat del DNA

es va realitzar mitjancant 1’electroforesi en gel d’agarosa al 2% 1 tinci6 amb bromur

d’etidi. El percentatge de DNA fragmentat es va quantificar per densitometria (Phoretix
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versid 2.51, Phoretix International Ltd). Com a control positiu de fragmentacio, es va
utilitzar DNA de fetge de ratoli tractat amb 1’anticos anti-Fas durant 8 hores (Ogasawara

etal., 1993).

4.2 EXTRACCIO D’RNA

Per I’extracci6 d’RNA es va fer servir el reactiu Tripure Isolation Reagent®
(Roche), el qual permet obtenir aproximadament entre 1-1.5 ug RNA/mg de teixit en el
cas del muscul.

Per realitzar 1’extraccid, es van homogenar uns 100 mg de teixit amb 1 ml de
Tripure en un politré a velocitat mitjana (9500-13500 rpm). Els homogenats es van
centrifugar (12000 g 1 min 4°C) per eliminar restes de teixit no disgregades, i el
sobrenedant es va passar a un eppendorf nou. Després d’afegir 200 pl de cloroform, es
va agitar durant 15 segons i es van incubar les mostres 10 min a temperatura ambient.
Es va centrifugar (12000 g 15 min 4°C) i es van obtenir dues fases: una inferior amb els
dissolvents organics (fenol-cloroform), i una superior, la fase aquosa, que contenia
I’RNA. Després de passar la fase superior a un nou eppendorf, es van afegir 500 pl
d’isopropanol, es va incubar 5 min a temperatura ambient i es va centrifugar 10 min en
les condicions anteriors. Un cop eliminat el sobrenedant, el pellet va ser resuspés en 1
ml d’etanol al 75% (en aigua DEPC) i es va tornar a centrifugar durant 5 min en les
mateixes condicions. Finalment, després d’eliminar el sobrenedant i assecar el pellet, es
va resuspendre I’RNA en 40 pl d’aigua DEPC i es va procedir a la valoracio de la seva

concentracié amb I’espectrofotometre.

4.3 QUANTIFICACIO D’ACIDS NUCLEICS

Per quantificar la concentraci6 d’acids nucléics, es van utilitzar cubetes de quars
i es va realitzar la valoracié en un espectrefotometre Shimazdu. Amb aquest protocol es
realitza una doble lectura: a 260 nm, que ¢€s la longitud d’ona de maxima absorci6 dels
acids nucleics, 1 a 280 nm, longitud d’ona d’absorcio de les proteines. Per aixo es va
agafar 1 pl de la solucio d’acids nucleics 1 es va diluir en 500 pl d’aigua bidestil-lada.
La lectura a 260 nm (acids nucleics) i a 280 nm (proteines), ens dona una relacio

indicativa de la puresa i integritat del producte de 1’extraccio. Una relacid superior a 1.8
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indica degradacid d’acids nucleics; una relaci6 inferior indica un contingut proteic tant
més elevat com menor sigui la relacio. La concentracié d’acids nucleics es va calcular

de la seglient manera,

[AC. NUCLEICS]= (DO 260 nm/E) x (500 ul cubeta/1 pl mostra)

on E =25 pl/ug per RNA 1 DNA de cadena senzilla, o E = 20 ul/ug per DNA de

cadena doble.

4.4 COMPROVACIO DE L’ESTAT DE L’RNA

Per assegurar la qualitat de I’'RNA obtingut, es van carregar entre 0.5-2 g
d’RNA en un gel desnaturalitzant d’agarosa (1.2 % agarosa, 18 % formaldehid, MOPS)
que es va correr durant 30 min a 90 volts. L’RNA portava com a tampd de mostra
MOPS10X:formamida:formaldehid (2:1:3) 1 com a tampd de carrega TC (SDS 0.5%,
Blau de Bromofenol 0.25%, EDTA 25 mM, glicerol 25%):bromur d’etidi (40:1). La
proporcid entre els volums de mostra:tamp6 de mostra:tamp¢é de carrega va ser de 1:3:1.
Abans de carregar la mostra, aquesta es va incubar 5 min a 65°C en un termoagitador
perque el bromur d’etidi s’incorporés en I’RNA. Finalment, en un transil-luminador de
llum ultraviolada es van visualitzar les bandes corresponents als mRNAs ribosomics

18S 1 28S.

4.5 NORTHERN BLOT

L’analisi per Northern Blot s’utilitza per determinar la mesura i la quantitat de
qualsevol RNA especific a partir d’una barreja d’RNAs. Aquesta técnica practicament
no ha patit modificacions des de la seva publicacio per Alwine al 1977.

Per realitzar el Northern Blot, es va correr ’'RNA en un gel desnaturalitzant
d’agarosa, que permet obtenir una bona resolucié de I’'RNA de cadena senzilla (Lehrach
et al., 1977). La desnaturalitzacié de ’RNA garantitza que la mobilitat electroforctica es
produeixi en funcié del pes molecular, aixi com una eficient transferéncia de ’RNA cap

a la membrana de Nylon.
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Es van carregar 20 pg d’RNA en un gel desnaturalitzant d’agarosa al 1.2 % que
es va correr durant 3 hores a 90 V. L’RNA va portar com a tampoé de mostra
MOPS10X:formamida:formaldehid (2:1:3) 1 com a tampé de carrega TC (SDS 0.5%,
Blau de Bromofenol 0.25%, EDTA 25 mM, glicerol 25%):bromur d’etidi (40:1). La
proporci6 entre els volums de mostra:tamp6 de mostra:tampé de carrega va ser de 1:3:1.
Igual que en D’apartat anterior, es van incubar les mostres 5 min a 65°C en un
termoagitador, per tal de que el bromur d’etidi s’incorporés en els I’RNAs. Un cop
I’electroforesi va finalitzar, es va comprovar en el transiluminador I’estat de ’'RNA.

La transferéncia es va realitzar durant 24 hores per capilaritat, en un sistema de
transferéncia unidireccional en el que el tampd SSC 20X, que esta en contacte constant
amb al gel, va arrossegant ’RNA cap a una membrana de Nylon (Hybond; Amersham).
Per comprovar ’eficiéncia de la transferéncia, es va exposar la membrana i les restes
del gel en un transil-luminador, observant on es localitzava el bromur d’etidi. Per fixar
I’RNA de forma covalent, es va col-locar la membrana en un gene-liker (mitjangant
radiacio UV, 150 mJouls; BioRad G.S. Gene Linker UV Chamber).

La membrana es va prehibridar amb tamp¢ fosfat 7.2 M pH 6.8, SDS 7%, EDTA
1 mM i1 BSA 1%, durant un minim d’una hora a 65 °C, a excepcié de les sondes per
FAT 1 FATP, que es van preincubar 1 incubar a 42 °C. Posteriorment es va afegir la
sonda préviament marcada amb el kit Rediprime™ II 1 bullida durant 5 min 1 es van
deixar hibridant tota la nit a 65°C o a 42°C en funci6 de la sonda. Després de la
hibridacid, es van realitzar 3 rentats de 10 min a les temperatures adients amb SSC 2X-
SDS 0.1%, SSC 1X-SDS 0.1% i1 SSC 0.1X-SDS 0.1% respectivament. Finalment es va
exposar la membrana a una pel-licula fotografica (Hyperfilm MP, Amersham), la qual
un cop revelada, va servir per quantificar densitometricament les bandes obtingudes
amb el programa d’analisi d’imatge Phoretix (versido 2.51, Phoretix International Ltd).

L’expressio dels gens analitzats va ser corregida per 1’expressio del rRNA 18S.

4.6 MARCATGE DE LA SONDA

Pel marcatge de la sonda s’utilitza en kit Rediprime™ II, Random Prime
Labelling System (Amersham Biosciences). Es van agafar uns 40 ng de sonda que, un
cop liofilitzats, van ser resuspesos en 45 ug de Tris 10 mM-EDTA 1 mM. Es va bullir la

sonda durant 5 min, es va deixar en gel uns altres 5 min, i es va afegir el DNA en
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’eppendorf comercial, en gel. Després d’afegir 5 pl de o-*P-dNTP (500 pCi,
Amersham, Bucks), es va remenar 1 es va deixar a temperatura ambient durant 1 hora a
37°C. La reacci6 de marcatge es va aturar amb 5 ul d’EDTA 0.2 M. Posteriorment es
van afegir 50 pl d’aigua bidestil-lada 1 es va centrifugar en la columneta comercial
Microspin™ S-200 HR Columns (Amersham Biosciences). Es van estimar les cpm en 2
ul de la suspensié de sonda marcada, i es va calcular la quantitat de sonda a afegir per

utilitzar 2.10° cpm per cada hibridacio.

4.7 SONDES DE ¢cDNA

Les sondes de cDNA utilitzades en aquesta tesis han estat: la regié codificant
sencera per la UCP2 de ratoli (Fleury et al., 1997), un clon de cDNA amb la seqiiéncia
codificant sencera per la UCP3 de ratoli (Fleury i Bouillaud, GenBank accession
number AF032902), un clon de cDNA que contenia 12 parells de bases de la segona
seqiiencia codificant de la ubiquitina més la tercera i quarta seqiiéncia completa i 120
parells de bases de ’extrem 3’ no traduit del gen UB1 de la poliubiquitina de pollastre
(Bond 1 Schlensinger, 1985). Per a la subunitat C8 del proteasoma es va utilitzar com a
sonda el clon de cDNA que contenia 850 parells de base del gen de C8 del proteasoma
de rata (Tanaka et al., 1990). La sonda per Bax es va generar per PCR (Accession N°.
U49729).

4.8 RETROTRANSCRIPTASE POLIMERASE CHAIN REACTION (RT-PCR)

La reaccio en cadena de la polimerasa (PCR) és una técnica que ens permet
amplificar in vitro un fragment de DNA sense necessitat d’aillar-lo, utilitzant dos
oligonucleotids sintetics (encebadors) que hibridaran en seqiiéncies oposades i
flanquejaran la seqiiéncia de DNA que es vol amplificar. En aquesta tesis s’ha fet servir
una variant de la PCR, la RT-PCR, en la qual es combina una reaccié de transcripciod
reversa de tots els mRNA d’un teixit seguit de I’amplificacié especifica del cDNA
d’interés mitjangant una reaccié de PCR.

Per realitzar totes les RT-PCR, es va utilitzar el kit comercial Time-to-go RT-
PCR Beads (Amersham Biosciences), amb el qual la RT i la PCR succeeixen en una

unica reaccio. Els encebadors es van adquirir a Invitrogene. Per dissenyar els
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encebadors, es va utilitzar el programa www-genome.wi.mit.edu/genome software/
other/primer3.html a partir de la seqiiencia del mRNA obtinguda en PubMed
(www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi). Realitzant un Megablast en una altra
aplicacio de la mateixa pagina web, es va assegurar I’especificitat dels primers
dissenyats.

Per la posada a punt de les diferents condicions de RT-PCR per cada sonda, es
va realitzar una prova amb cada un dels gens en diferents teixits per establir la zona de
linealitat de la reaccio. Per aix0 es van realitzar les diferents RT-PCR esmentades amb 2
concentracions d’RNA, 0.25 pg i 0.5 pg, a 25, 30, 35 1 40 cicles. En funcio dels
productes obtinguts, es van seleccionar les millors condicions per cada gen. Els
productes de PCR es van visualitzar en un gel d’agarosa a I’1.5 % o al 2 % amb bromur
d’etidi 1 es va quantificar per densitometria. A la taula segiient es detallen els
encebadors utilitzats, les condicions d’amplificacio, aixi com la mida dels fragments

obtinguts per cadascun dels gens analitzats.
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GEN CONDICIONS CICLES PRIMERS MIDA DEL
D’AMPLIFICACIO PRODUCTE
94°C 1’30’
5’TACTGAACTTCGG
rTNF-a 60°C 1’ 32 GGTGATTGGTC 3’ 208
5’AGCCTTGTCCCTT
72°C 2° GAAGAGAACC 3’
94°C 1’
5’AAGAGTTCCCCA
hTNF-a 61°C 1’ 32 GGGACCTCT 3’ 412
5’CCTGGGAGTAGAT
72°C 2’ GAGGTACA 3’
94°C 30>’ 5’CCTGATTTCCATC
TACCTCTGACTTTG
rTNFR1 60°C 30>’ 30 AGC 3 504
5’ACACTGGAAATGC
72°C 45”° GTCTCACTCAGGTAG
CcG 3
94°C 30>’
5’GAGAGGCCATAGC
hTNFR1 60°C 1’ 30 TGTCTG 3’ 461
5’CTGCAATTGAAGC
72°C 1° ACTGGA 3’
94°C 45’
5"GATGAGAAATCC
rTNFR2 60°C 30>’ 32 SP;’GGATGCAGTAG 256
72°C 1°30° 5’ GCTACAGACGTTC
ACGATGCAGG 3’
94°C 30>’
5’CGGCACGGGATCC
yGCS 60°C 1’ 33 TCCAGTT 3’ 815
5’CTGACACATAGCC
68°C 1’ TCGGTAA 3’
95°C 1’
5’CTGTACGGCCCC
Bel-2 55°C1° 25 AGCATGCG 3’ 231
5’GCTTTGTTTCATGG
72°C 2> TACATC 3’
94°C 1’
5’GGGACATCCATG
CNA-1 60°C 1’ 27 GACATTTC 3’ 214
5"TACACGGTGGTTT
72°C 2° GTCTCCA 3’
92°C 30>’
5’CGCAGAATTCCC
18S 55°C1° 10 ACTCCCGACCC 3° 212
5’CCCAAGCTCCAA
72°C 2° CTACGAGC 3’

Resum dels encebadors utilitzats, les condicions d’amplificacio, aixi com la mida dels fragments obtinguts per cadascun dels

gens analitzats.
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1. MECANISMES ASSOCIATS A LA PERDUA DE MASSA
MUSCULAR EN CONDICIONS PATOLOGIQUES: PAPER DEL
TNF-o

1.1 APOPTOSI

1.1.1 FRAGMENTACIO DEL DNA EN MUSCUL ESQUELETIC EN SEPSIA

El catabolisme muscular no només es dona en caquexia cancerosa (Tessitore et
al., 1987), siné que €s un component important de la resposta metabolica de processos
inflamatoris aguts o cronics que acompanyen infeccions (Hall-Angeras et al., 1991),
trauma (Long et al., 1981) 1 dany tissular (Odessey i Parr, 1982).

La septicemia es caracteritza per un sever desgast muscular que resulta en una
perdua important d’aminoacids musculars (principalment alanina i glutamina), els quals
tenen la funcié de mantenir la gluconeogenesi hepatica i la sintesi de proteines de fase
aguda.

En aquest treball es va induir la sepsia a rates per lligacid i puncié del cec. La
sepsia es produeix per la invasié de microorganismes intestinals que alliberen diferents
tipus d’endotoxines. Cada vegada més es pensa que les alteracions que es produeixen en
la sepsia no sén efecte directe de les endotoxines siné que estan mediades per citocines
(principalment TNF-a i IL-1) alliberades pels macrofags i altres cel-lules, en resposta a
I’estimul de les endotoxines bacterianes. El fet que els nivells circulants de TNF-ot i IL-
1 siguin molt alts després d’una injecci6 de LPS i que anticossos anti-TNF-a
protegeixin dels efectes sisteémics i1 la mort deguts a dosis letals de LPS (Beutler et al.,
1985) suporten aquest argument.

El nostre grup va suggerir que el desgast muscular que acompanya la caquexia
cancerosa podria anar Iligat a un fenomen apoptotic; aixi, les cel-lules musculars no
només perden proteina siné també DNA (Van Royen et al., 2000). Per aquest motiu, i
donat que en la sepsia hi ha un marcat desgast muscular, es va voler determinar si en
rates septiques es produia també un procés apoptotic.

Es van realitzar assajos de fragmentacié del DNA, ja que aquest és un tret
caracteristic de la mort cel-lular per apoptosi. Els resultats, presentats en la Figura 1,

mostren clarament que la sepsia causa un increment en la fragmentacié del DNA al
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muscul esqueletic a temps curts (5 hores després de la intervencid) i que la magnitud de

la fragmentacié del DNA augmenta a mesura que dura la sepsia.

% fragmentacié del DNA (u.a)

control 5h 10h 16h 16h +
rolipram
Figura 1. Fragmentaci6 del DNA en muscul esquelétic de rates séptiques. A) Carril 1:
marcador de DNA de pes molecular; carril 2: control; carril 3: sépsia a 16 hores post-
intervencio; carril 4: sépsia 16 hores tractada amb rolipram; carril 5: control positiu (fetge
de ratoli tractat amb anti-Fas). En tots els carrils es va carregar 40 pug de DNA de muscul
GSN. B) Time-course de la fragmentacié del DNA en muiscul GSN després de la
inducci6 de la sepsia Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM i 5 animals per grup.

Unitats arbitraries (u.a). Analisi estadistica (test t-Student): *p<0.05, **p<0.01,
*#%p<(0.001 (vs control); eep<(.01 (vs. sepsia).

Donat que el nostre grup tenia evidencies que el TNF-a podria participar en la
inducci6 de 1’apoptosi al mudscul esqueletic (Carbd et al., 2002), vam decidir inhibir la
sintesi de TNF-o. mitjangant el rolipram. El rolipram és un inhibidor especific de la
fosfodiesterasa de AMPc de tipus IV (Watchel, 1983) que redueix els nivells de TNF-a

en serum de models animals (Nyman et al., 1997). A més, és 500 vegades més potent
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inhibint la sintesi de TNF-oo que la pentoxifilina (un altre inhibidor de la
fosfodiesterasa). Els resultats indiquen que la inhibicié de la sintesi del TNF-a implica

una quasi completa inhibicié de la fragmentacié del DNA associada a la sepsia (Figura

1).

1.1.2 FRAGMENTACIO DEL DNA EN MUSCUL ESQUELETIC EN

CAQUEXIA CANCEROSA EN HUMANS

Donat que en models experimentals el desgast muscular associat a la caquexia
implica I’apoptosi de les cel-lules musculars, a més de la degradaci6 proteica ja descrita,
vam plantejar-nos si en muscul esqueletic de pacients amb caquexia cancerosa podria
també donar-se aquest fenomen apoptotic. Per aix0, vam determinar la fragmentacié del
DNA en muscul (rectus abdominalis) de pacients amb cancer de pancrees. Com es pot
observar en la Figura 2, hi ha un increment significatiu de la fragmentacié del DNA en

pacients amb tumor respecte individus control.

Fas Control Cancer

%fragmentacié del DNA (u.a)
w

control cancer

Figura 2. Fragmentacié del DNA en muscul esqueletic de pacients amb cancer de
pancrees. A) DNA laddering. Carril 1: control positiu (fetge de ratol{ tractat amb anti-
Fas); carril 2,3: control; carril 4-7: cancer de pancrees. B) Fragmentacié del DNA. Els
resultats s’expressen com a mitjana + SEM, n = 3 i1 6 per controls i pacients de cancer,
respectivament. Unitats arbitraries (u.a) Analisi estadistica (test t-Student): **p<0.01 (vs
control).
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Un factor important que participa en la induccié de 1’apoptosi és I’enzim poli
(ADP-ribosa) polimerasa (PARP). La proteina sencera és un fragment de 116 kDa que
per 1’accid de la caspasa 3 passa a ser un fragment de 85 kDa. Malgrat tot, és dificil
establir on actua dins de la cascada apoptotica. PARP és un una proteina nuclear d’uni6
al DNA que detecta quan hi ha trencaments a la cadena de DNA 1 s’hi uneix (Trucco et
al., 1998). Una vegada PARP s’ha ancorat al DNA, no només no pot excercir la seva
funci6 reparadora siné que inhibeix 1’accés al DNA d’altres enzims reparadors
(Smulson et al., 1998). La proteina ancorada al DNA té una mida de 85 kDa i la seva
presencia és indicadora d’apoptosi.

Tenint aix0 en compte, vam analitzar el contingut de PARP mitjancant Western
blot en muscul esqueletic de pacients amb cancer de pancrees, on la presencia de la
proteina de 85 kDa indica apoptosi. Com es pot observar a la Figura 3, els pacients amb
cancer de pancrees tenen una disminucié significativa de la banda de 116 kDa i un
increment de 4.5 vegades del fragment de 85 kDa, indicant, com en els resultats de
fragmentaci6é del DNA, que en biopsies musculars de pacients amb cancer de pancrees

hi ha un augment de 1’apoptosi a muiscul esqueletic.

A
C CAN
. <+ 116 kDa
parp | - « 85LkDa
O.Tubulina - — - | «— 50KkDa
B 70
P
2
E 40 H control
% 30 1 [ cancer
g 20 - ok
10
oA
116 kDa 85kDa

Figura 3. Western de PARP de biopsies musculars de pacients amb cancer de
pancrees. A) S’observen dues formes de PARP: una de 116kDa i una de 85 kDa. B)
Els resultats s’expressen com % de PARP respecte la tubulina. Els resultats s’expressen
com a mitjana £ SEM. n = 3 i 6 per controls i pacients de cancer, respectivament.
Analisi estadistica (test t-Student): **p<0.01 (vs control). C: control; CAN: cancer de
pancrees.
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1.2 EXPRESSIO MUSCULAR DEL TNF-o

1.2.1 MODEL EXPERIMENTAL: HEPATOMA YOSHIDA AH-130

En resposta a la infeccid, el creixement tumoral o altres estimuls invasius, el TNF-o
és produit principalment per cel-lules del sistema immunitari. De tota manera, molts
altres tipus cel-lulars també poden produir i1 secretar aquesta citocina (Aggarwal i
Natarajan, 1996). Malgrat que els efectes del TNF-a en diversos tipus cel-lulars sén
molt coneguts, els estudis dels seus efectes sobre el muscul esqueletic encara son
confusos i a vegades contradictoris.

S’ha descrit que el muscul esqueletic és la principal font de perdua de proteina en
les patologies que tenen associat un desgast muscular i que el TNF-a té un paper clau
en aquest procés de desgast muscular (Argilés i Lopez-Soriano, 1999).

El model tumoral utilitzat en aquest estudi va ser ’hepatoma ascitic Yoshida AH-
130. Aquest tumor és de rapid creixement i provoca caquexia a les rates portadores,
proces que va agreujant-se a mesura que creix el tumor. A més, aquests animals
presenten nivells elevats de TNF-a circulant (Costelli et al., 1993; Llovera et al., 1998).

Per tot aix0, un dels objectius d’aquesta tesi va ser estudiar si el muscul esqueletic
contribuia a la produccié de TNF-o. Per tal de determinar I’expressié d’aquesta citocina
es va utilitzar la metodologia de la RT-PCR (veure materials i metodes, apartat 4.13).

Contrariament a la hipotesi, la implantacié de I’hepatoma Yoshida AH-130 produeix
una disminucié de ’expressié de TNF-o en muscul esqueletic, que ja s’observa a dia 2

de creixement tumoral i que és progressiva fins a dia 7 (Figura 4).
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Figura 4. RT-PCR (A) i contingut relatiu de mRNA de TNF-o en muscul esqueletic de
rates portadores de tumor (B). Els resultats s’expressen com a mitjana £ SEM i 5 animals
per grup. Els resultats s’expressen com a % del mRNA de TNF-o respecte rRNA 18S.
Analisi estadistica (test t-Student): *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (vs control). Control
(C), tumor de dia 2 (T2), dia 4 (T4) i dia 7 (T7) de creixement tumoral.
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1.2.2 MALALTS AFECTATS DE CANCER DE PANCREES

De la mateixa manera que en el model experimental de caquexia cancerosa,
varem determinar 1’expressié genica del TNF-a en biopsies musculars de malalts
afectats amb cancer de pancrees. Concretament, en aquests malalts no es detecten
nivells circulants elevats de la citocina (Fearon et al., 1998), i alhora, la presencia del

tumor pancreatic no produeix canvis en 1’expressi0 de TNF-a al miscul esqueletic

(Figura 5).
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Figura 5. Expressi6 de TNF-o en muscul esquelétic de malalts amb cancer de
pancrees. Els resultats s’expressen com a % del mRNA de TNF-o respecte rRNA
18S. Pacients amb cancer = 6, controls = 3.

1.2.3 HUMANS AFECTATS PER MPOC

Aproximadament el 20% de malalts MPOC presenten desgast muscular, procés
que ha estat relacionat amb citocines, particularment el TNF-o (Takabatake et al., 1999;
2000; Di Francia et al., 1994; De Godoy et al., 1996; Creutzberg et al., 2000). L’estat
redox muscular i I'activacié de factors de transcripcié com el NF-kB per especies
reactives de 1’oxigen (ROS) (Li et al., 1998; Chandel et al., 2000) semblen estar
implicats en les vies de transduccié del senyal que modulen els nivells intracel-lulars de
TNF-a. Es conegut el fet que I’exercici intens indueix elevats nivells d’estrés oxidatiu
en pacients MPOC (Vina et al., 1996). A més, esta descrit que en persones grans sanes,
I’exercici disminueix tant I’expressié com la proteina de TNF-a al muscul (Greiwe et

al., 2001), probablement per afavorir el sistema transport d’O,/ds d’O,.
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En aquest estudi 1’objectiu va ser determinar 1’expressio de TNF-o 1 els nivells
plasmatics tant del TNF-o com dels seus receptors solubles (sTNF-R) i de la IL-6 en
pacients MPOC sotmesos a I’exercici (detallat en els apartats 1.5.1, 1.6.1 de la secci6
Materials i Métodes).

No es van observar diferencies significatives en els nivells plasmatics de TNF-o
en repos entre malalts MPOC i controls. Malgrat aix0, en aquests malalts s’observa una
tendeéncia a incrementar els nivells plasmatics de TNF-o després de realitzar un exercici
d’intensitat moderada que no es detecta en individus control (Figura 6).

L’entrenament durant 8 setmanes al que varen estar sotmesos aquests malalts no
va modificar els nivells plasmatics de TNF-o ni en repos, ni després de 1’exercici
(Figura 6). En canvi, en individus control I’entrenament disminueix significativament,
els nivells plasmatics de TNF-a tant en repos com després de la realitzaci6 de I’exercici

(Figura 6).

E 30

=

225

3

% 20 -

[ Hofok

& 15 -

5

= 10 - *

u

E s

)

20 A

Z A DA D A DA D
Pre Post Pre Post

MPOC Control

Figura 6. Nivells plasmatics de TNF-a en malalts MPOC. A, D = abans i després de 1’exercici

respectivament; Pre- i Post- = abans i després de 1’entrenament, respectivament. Pacients
MPOC = 17, controls = 5. Analisi estadistica (test t-Student): *p<0.05, ***p<0.001 (vs pre-
entrenament).

També es van valorar els nivells circulants dels dos receptors solubles del TNF-
o: STNF-R1 1 sTNF-R2. Els nivells de sTNF-R1 disminueixen en els malalts MPOC,
tant en repos com després de realitzar I’exercici. En canvi, en els nivells plasmatics del
sTNF-R2 no s’observen diferéncies entre controls i malalts, ni en rep0s ni després de la

realitzacié d’exercici de moderada intensitat (Figura 7).
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Figura 7. Nivells plasmatics dels sSTNF-R en malalts MPOC abans de I’entrenament. A, D =
abans i després de 1’exercici respectivament; Pacients MPOC = 17, controls = 5. Analisi
estadistica (test t-Student): *p<0.05 (vs.control).

A més, vam determinar 1’expressié de TNF-a al muscul esqueletic mitjancant la
metodologia de la RT-PCR. En repos, els pacients MPOC tenien nivells d’expressié de
TNF-a més alts que els individus sans (més de 5 vegades) encara que s’observava una
marcada heterogeneitat en el grup MPOC (Figura 8). Aixo es déna perque el grup de
malalts inclou individus amb diferent grau de severitat de la malaltia. Després de
I’exercici fisic, aquests pacients no presentaven canvis significatius en 1’expressié de
TNF-o, aixi com tampoc després de I’entrenament. De la mateixa manera en els
individus control tampoc s’observen diferencies després de 1’exercici pre i1 post-

entrenament (Figura 8).
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Figura 8. Expressi6 de TNF-o0 en muscul esqueletic de malalts MPOC. A) RT-PCR. B) Els resultats
s’expressen com a % del mRNA de TNF-o respecte rRNA 18S. A, D = abans i després de 1’exercici
respectivament; Pre- i Post- = abans i després de 1’entrenament, respectivament. Pacients MPOC = 17,
controls = 5. Analisi estadistica: *p<0.05 (vs control).

1.3 EXPRESSIO MUSCULAR DELS RECEPTORS DE TNF-a: TNFR1, TNFR2

1.3.1 MODEL EXPERIMENTAL: HEPATOMA ASCITIC YOSHIDA AH-130

Tenint en compte el que s’ha explicat en I’apartat 1.2.1 d’aquest capitol, vam voler

determinar 1’expressi6 dels TNFRs en aquest model tumoral.

Aixi com la quantitat del mRNA del TNF-a sembla disminuir a mesura que creix el
tumor, els mRNA dels receptors segueixen un patré totalment contrari. L’expressio
genica del TNFRI esta incrementada en 2.6 vegades i el TNFR2 en 2.5 vegades a dia 7

de creixement tumoral. L’expressié del darrer receptor ja es troba augmentada en 2
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vegades a dia 4 de creixement tumoral. Curiosament, el contingut del mRNA del

TNFRI1 esta disminuit a dia 2 (Figura 9).
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Figura 9. RT-PCR (A) i contingut de mRNA dels TNFRs en muscul esqueletic de rates
portadores de tumor (B). Els resultats s’expressen com a mitjana * SEM i 5 animals per
grup. Els resultats s’expressen com a % del mRNA de TNFR1 o de TNFR2 respecte
rRNA 18S. Analisi estadistica (test t-Student): *p<0.05, **p<0.01 (vs control). Control
(C), tumor de dia 2 (T2), dia 4 (T4) i dia 7 (T7) de creixement tumoral.

Donat que no sempre hi ha una correlacié entre el contingut de mRNA i els
nivells de proteina, vam decidir mesurar la proteina del TNFR1, ja que aquest receptor
esta especificament implicat en la cascada apoptotica induida per TNF-a (Krown et al.,
1996; Madge i Pober et al., 2001). Com es pot observar en la Figura 10 el contingut
proteic del TNFR1 augmenta a mesura que va creixent el tumor, fet que concorda amb

I’augment d’expressid genica detectat per RT-PCR.
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Figura 10. Western blot de TNFR1 en muscul esquelétic de rates portadores de tumor (A).
Els resultats s’expressen com a mitjana £ SEM 1 5 animals per grup. Els resultats
s’expressen com a % de la relaci6 TNFR1/o-tubulina dels controls (B). Analisi estadistica
(test t-Student): *p<0.05 (vs control). Control (C), tumor de dia 2 (T2), dia 4 (T4) i dia 7
(T7) de creixement tumoral.

1.3.2 MALALTS AFECTATS DE CANCER DE PANCREES

De la mateixa manera que en el model experimental de caquexia, i malgrat no
haver observat canvis en I’expressié muscular de TNF-o, vam determinar 1’expressid
del TNFR1 en biopsies musculars de pacients amb cancer de pancrees. A la figura 11

s’observa que la presencia del tumor no provoca canvis en I’expressidé muscular

d’aquest receptor.

% TNFR1/18S

Control Cancer

Figura 11. Expressi6 dels TNFRs en muiscul esqueletic de malalts amb cancer de
pancrees. Els resultats s’expressen com a % del mRNA de TNF-o respecte rRNA 18S.
Pacients amb cancer = 6, controls = 3.
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1.4 L’ESTRES OXIDATIU

141 MALALTS MPOC

L’estres oxidatiu €s un procés dinamic que reflecteix el desequilibri entre factors
pro-oxidants i anti-oxidants (Meister i Anderson, 1983). El glutati6 reduit (GSH) juga el
paper principal en la regulacié d’aquest delicat equilibri neutralitzant les especies
reactives de 1’oxigen (ROS), principalment per mantenir un ambient redox cel-lular
adequat (Meister 1 Anderson, 1983; Fernandez Checa et al., 1998). Esta descrit que
pacients amb emfisema pulmonar presenten nivells de GSH muscular en repos més
baixos (Engelen et al., 2000). A més, durant I’exercici, els malalts MPOC mostren
nivells més alts de ROS en sang periferica i de glutatié oxidat (GSSG) que els individus
sans (Vifa et al., 1996; Sastre et al., 1992). Aquest fenomen es reverteix parcialment
quan els pacients practiquen 1’exercici mentre respiren aire amb una concentracid
elevada d’O, (Vina et al., 1996) i després del pretractament amb al-lopurinol (un
inhibidor de la xantina oxidasa) (Heunks et al., 1999). S’ha suggerit que I’estres
oxidatiu muscular generat durant I’exercici podria ser un mecanisme clau de la
disfuncié muscular periferica descrita en pacients MPOC (Engelen et al., 2000;
American Thoracic Society and European Respiratory Society, 1999; Engelen, 2001).

La resistencia a D’exercici facilita la capacitat muscular del transport
d’Oy/utilitzacié d’O, muscular, resultant en un increment de la tolerancia a 1’exercici
tant en pacients MPOC (Sala et al., 1999) com en individus sans (Roca et al., 1992; Sala
et al., 1999). Malgrat aix0, és possible que un entrenament amb un exercici d’alta
intensitat faci augmentar 1’estreés oxidatiu muscular en pacients MPOC, possiblement
per no poder neutralitzar un increment en la produccié muscular de ROS. Aix0 pot ser
la causa de I’elevada taxa d’utilitzacié d’O; en la cadena respiratoria mitocondrial
(Fernandez Checa et al., 1998) o per episodis recurrents d’hipoxia cel-lular en el procés
d’entrenament. En aquestes condicions, la hipoxia és el desencadenant de la produccid
de ROS en la cadena respiratoria mitocondrial o pel sistema de la xantina oxidasa, entre
d’altres (Heunks et al., 1999).

En aquest estudi, I’objectiu ha estat determinar els efectes de 1’entrenament a
I’exercici sobre I’estat redox muscular en un grup de pacients afectats d’MPOC amb
diferents graus de severitat de la malaltia. Per aix0, es van analitzar els nivells de GSH,
GSSG i I'expressié muscular de la cadena pesada de la subunitat gamma-glutamil

cisteina sintasa (YGCS-HS). Aquestes valoracions es van realitzar en repos i després de
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la realitzacié d’exercici a intensitat moderada, abans i després d’un entrenament de 8

setmanes de durada.

Efectes de I’exercici sobre 1’estat réedox muscular

Per avaluar els efectes de I’exercici sobre I’estat redox muscular, es van
determinar els nivells musculars de glutati6é en pacients MPOC i en individus sans. En
els resultats obtinguts no s’observen diferencies significatives en els nivells de glutatié
(GSH 1 GSSG) en repos entre individus sans 1 malalts MPOC; malgrat aix0 aquests
darrers tenen nivells de GSSG lleugerament inferiors als controls (Figura 16). No
s’observen canvis en els nivells de glutati6 entre abans i després I’exercici en pacients
MPOC mentre que els controls presenten una tendeéncia a disminuir tant els nivells de

GSH (consumit durant I’exercici) com els de GSSG (Figura 16).
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Figura 15. Efectes de ’exercici en l’estat réedox dels malalts MPOC abans de I’entrenament. Les dades
corresponen a nivells de glutatié oxidat (GSSG) i reduit (GSH). A, D = abans i després de 1’exercici,
respectivament. Pacients MPOC = 17, controls = 5.

Efectes de I’entrenament sobre I’estat redox basal muscular

Per analitzar els efectes de ’entrenament, es van determinar els nivells de
glutatié 1 ’expressié de la YGCS-HS en muscul esqueletic després d’un entrenament de

8 setmanes de durada. No es van observar canvis en els nivells basals de GSH i glutati6
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total (GSH + GSSG) de pacients MPOC després de 1’entrenament, malgrat que si
s’observa un lleuger increment dels nivells de GSH en miuscul d’individus control

(Figura 16).
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Figura 16. Efectes de I’entrenament en 1’estat redox basal dels malalts MPOC. Les dades corresponen a nivells de
glutatié oxidat (GSSG) i reduit (GSH), en repos tant abans com després de 1’entrenament. El grups control i
MPOC inclouen 5 i 17 individus, respectivament.

Efectes de 1’entrenament sobre 1’estat redox muscular després de 1’exercici

L’entrenament no millora I’estres oxidatiu induit per 1’exercici que pateixen els
malalts amb MPOC. D’aquesta manera, els nivells musculars de GSSG augmenten de
manera significativa després de l’entrenament en malalts MPOC mentre que es
mantenen sense canvis en individus control (Figura 17). D’altra banda, I’entrenament
millora I’estat redox muscular d’individus controls, donat que augmenten de manera
significativa els nivells de GSH, mentre que no hi ha canvis en malalts afectats

d’MPOC (Figura 17).
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Figura 17. Efectes de 1’entrenament en 1’estat rédox després de 1’exercici dels malalts MPOC. Les
dades corresponen a nivells de glutatié oxidat (GSSG) i reduit (GSH), després de 1’exercici tant
abans (Pre) com després (Post) de 1’entrenament. El grups control i MPOC inclouen 5 i 17 individus,
respectivament. Analisi estadistica (test t-Student): *p<0.05; **p<0.01 (vs pre-entrenament).
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Per a la mesura de l’expressid genica de la yGCS-HS es va utilitzar la
metodologia de la RT-PCR. El contingut de mRNA de yGCS-HS després de 1’exercici
en individus sans té tendencia a disminuir per I’entrenament, mentre que es manté la

tendencia a augmentar en malalts MPOC (Figura 18).
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Figura 18. Efectes de I’exercici i I’entrenament sobre 1’expressié de YGCS en malalts MPOC. Les
dades representen 1’expressié del mRNA de YGCS respecte el rRNA 18S. A, D = abans i després de
I’exercici respectivament; Pre- i Post- = abans i després de I’entrenament, respectivament. Pacients
MPOC = 17, controls = 5. Analisi estadistica (t-Student): **p<0.01 (vs abans de 1’exercici);
#p<0.001 (vs pre-entrenament).

Estat redox muscular en pacients MPOC amb index de massa corporal baix (BMI;)

En els dltims anys un dels efectes sisttmics de MPOC que implica una pitjor
prognosis de la malaltia (American Thoracic Society, European Respiratory Society,
1999; Agusti et al., 2003), és el desgast muscular que pateixen aquests pacients
(Engelen et al., 2000). En els resultats anteriors els pacients MPOC presenten
alteracions en la regulaci6 del GSH muscular. Mentre que un entrenament d’alta
resistencia facilita el funcionament dels mecanismes antioxidants en individus sans
augmentant dues vegades el GSH muscular, els pacients MPOC presenten un increment
del GSSG després de I’entrenament, sense haver-hi canvis en el GSH. Aquests resultats
suggereixen que en MPOC no es déna I’adaptacié dels mecanismes antioxidants als alts
nivells de ROS induits per I’exercici (Couillard et al., 2003; Engelen et al., 2000); per
tant el muscul és molt més susceptible a 1’estres oxidatiu. Els mecanismes pels quals es

produeix la perdua de pes no sén gaire clars. Es possible que I’estrés oxidatiu sigui un
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factor clau en els complexes mecanismes dels desgast al muscul esqueletic en pacients
MPOC amb BMI; (Chandel et al., 2000).

Per tot aix0, vam voler estudiar la relaci6 entre les alteracions de 1’estat réedox i
el desgast muscular en MPOC. Per fer-ho, vam incloure un grup de malalts MPOC que
presentaven un BMI per tal de comparar-los amb malalts amb un BMIy (normal) i

individus sans (Taula 1).

INDIVIDUS SANS  MPOC amb BMIy MPOC amb BMI,,

Edat (anys) 621238 67+1.6 66+2.1
Pes (kg) 745+1.3 80.2t4.2 55.4 £ 2.3%%%4
BMI (kg/mz) 26.5+0.9 282+1.2 19.7 £ 0.6%**#
FEV, (% pred) 102+9.0 41 £ 5.0%** 30 + 3.8%**
FRC (% pred) 913.5 139 £ 11.9* 159 +£17.3%
RV (%pred) 829.1 164 + 14.0** 192 £+ 28.0%*
PaO, (mmHg) 100 £ 3.7 73 £ 3.3%%* 69 + 4 2%**
PaCO, (mmHg) 35+1.5 41+24 42+1.9
VO, (I/min) 1.76 £ 0.1 1.25 £ 0.1%%* 0.82 £ 0.1#**#

Taula 1. Caracteristiques del grup d’estudi. En aquesta taula es recullen alguns parametres avaluats en el grup
d’estudi: individus sans i pacients MPOC amb BMI normal (BMly) i baix (BMI; ). BMI = index de massa corporal;
FEV = percentatge del valor predit del volum expiratori forcat en el primer segon. FRC = capacitat funcional
residual predita. RV = volum residual predit. PaO,, PaCO, = pressié parcial d’oxigen i dioxid de carboni,
respectivament; VO, = volum d’oxigen. Analisi estadistic (t-Student): *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (vs individus
sans); #p<0.001 (vs MPOC amb BMlIy).

Els pacients MPOC presenten alteracions en els parametres respiratoris com el
volum d’expiracid, la pressi6 parcial d’oxigen i el volum d’oxigen. Aquestes alteracions
s6n més acusades en els pacients amb un BMI baix, el que relaciona la perdua de pes (i
BMI baix) amb el grau de severitat de la malaltia (Taula 1).

Per tal de determinar I’efecte de I’entrenament sobre 1’estat redox muscular en
pacients MPOC amb BMI, vam analitzar els mateixos parametres que en el cas anterior:
nivells de GSH i expressié de YGCS-HS en muscul. Els nivells musculars de GSH van
augmentar quasi el doble en els individus sans després de 1’entrenament mentre que no
es van observar diferencies en els malalts MPOC amb BMIy i amb BMIy, (Figura 19).
Malgrat aixo, després de 1’entrenament els pacients amb BMIy tenen tendencia
augmentar els nivells de GSH mentre que els nivells dels pacients MPOC amb BMI;. no
varien perO tenen tendencia a disminuir (Figura 19). D’altra banda, els nivells
musculars de GSSG sén comparables en els tres grups, gracies a ’efecte de
I’entrenament que provoca una disminucié d’aquests nivells en el grup de malalts

MPOC amb BM]I, (Figura 19).
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Figura 19. Efectes de I’entrenament sobre els nivells de GSH en pacients amb BMI;. Les
dades corresponen a nivells de glutatié oxidat (GSSG) i reduit (GSH), després de 1’exercici
tant abans com després de 1’entrenament. Pacients MPOC amb BMI; = 9, pacients MPOC
amb BMIy = 11 i controls = 5. Analisi estadistica (t-Student): *p<0.05; **p<0.01 (vs. Pre-
entrenament); ##p<0.01; ###p<0.001 (vs. MPOC BMI;)

En el grup de pacients amb BMI,, la tendencia a la disminuci6 dels nivells de
GSH anava acompanyada d’una marcada tendencia a 1’augment de 1’expressié de la
YGCS-HS en miuscul després de 1’entrenament (Figura 20). En canvi, ’increment de
GSH observat en els controls anava associat a una tendencia a disminuir el mRNA de
YGCS-HS. No es va observar cap canvi en resposta a I’entrenament en 1’expressié de

YGCS-HS en els pacients amb BMIy.
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Figura 20. Expressi6 YGCS en pacients MPOC amb BMI; Efectes de I’exercici i
I’entrenament sobre I’expressié de YGCS en malalts MPOC. Les dades representen
I’expressié del mRNA de YGCS respecte el rRNA 18S. A, D = abans i després de 1’exercici
respectivament; Pre- i Post- = abans i després de 1’entrenament, respectivament. Pacients
MPOC amb BMI; = 3-4, pacients MPOC amb BMIy = 11 i controls = 5. Analisi estadistica
(t-Student): *p<0.05; **p<0.01 (vs MPOC BMI}); #p<0.05; ##p<0.01 (vs BMIy).
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142 MODEL EXPERIMENTAL: HEPATOMA ASCITIC YOSHIDA AH-130

L’estres oxidatiu, causat per elevats nivells de ROS que normalment sén
neutralitzats per les defenses antioxidants intracel-lulars, esta possiblement implicat en
la caquexia cancerosa. Buck i Chojkier (1996) van demostrar que el desgast muscular i
la desdiferenciacié podien prevenir-se per inhibidors de la sintesi de 1’0xid nitric (NO) 1
els antioxidants. A més, esta descrit que el desgast muscular en caquexia cancerosa
s’associa amb elevats nivells de malondialdehid en muscul gastrocnemius 1 que I’estres
oxidatiu augmenta la degradaci6 proteica en muscul esqueletic mitjangant un increment
de I’expressi6 de factors de la via proteasoma-ubiquitina (Gomes-Marcondes 1 Tisdale,
2002). També s’ha observat que els pacients amb cancer tenen elevats nivells de
neopterina (un indicador de la produccié de ROS) en serum i en orina i que aquests
nivells elevats es correlacionen amb 1’estadi de la malatia (Murr et al., 1999).

Les proteines tissulars sén una de les principals dianes dels efectes derivats de
I’estres oxidatiu. D’entre les diferents modificacions induides per ROS en els residus
d’aminoacids, la formacié del grup carbonil, normalment detectada per una reaccié de
conversid6 amb 2,4 dinitrofenilhidrazina a hidrazona, constitueix un dels millors
marcadors caracteritzats de 1’oxidacié proteica en diferents condicions i estats
patologics, com la sepsia i MPOC. Per tant, I’objectiu d’aquest estudi va ser determinar
els nivells d’estres oxidatiu en muscul esqueletic, juntament amb el contingut de
diferents enzims implicats en el control de 1’estat oxidatiu. Per fer-ho, vam utilitzar el
model animal de caquexia cancerosa: 1’hepatoma ascitic Yoshida AH-130.

Per detectar la carbonilaci6 de les proteines, varem realitzar un Western blot
amb I’anticés anti-DNP (veure materials i metodes, apartat 1.15), i varem detectar
diferents bandes que corresponien a proteines carbonilades de 111 a 27 kDa en muscul
gastrocnemius (Figura 21A). A la Figura 21 s’observa que, mentre a dia 4 no hi ha
diferencies, a dia 7 de creixement tumoral el contingut de proteines carbonilades és 50%

més elevat que en rates control.
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Figura 21. Carbonilacié proteica en animals portadors de tumor. A) Electroforesi de proteines amb grup
carbonil (indicatiu d’oxidacié) en muscul gastrocnemius de rates control (C) i portadores de I’hepatoma
Yoshida a dia 4 (T4) i 7 (T7) de creixement tumoral. B) Contingut total de grups carbonil (unitats
arbitraries). Analisi estadistica (t-Student): **p<0.01.

També es va determinar si hi havia alteracions en els nivells d’enzims
antioxidants a causa de la presencia del tumor. En la Figura 22 s’observa que en aquest
model tumoral no hi ha diferéncies ni en els nivells de Mn-SOD 1 ni en els de catalasa

entre animals portadors de tumor i rates control.
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Figura 22. Contingut dels enzims Mn-SOD i catalasa en muscul gastrocnemi de rates control
(C) i portadores de I’hepatoma Yoshida a dia 4 (T4) i 7 (T7) de creixement tumoral. Les dades
s’expressen com a la relacié entre Mn-SOD o catalasa respecte O-tubulina (unitats arbitraries).
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1.5 IMPLICACIO DEL SISTEMA DE LA CALCINEURINA EN LA PERDUA
DE MASSA MUSCULAR

1.5.1 MODEL EXPERIMENTAL: HEPATOMA ASCITIC YOSHIDA AH-130

Els musculs estriats, cardiac i esqueletic, utilitzen el calci com a segon missatger
per respondre 1 adaptar-se als estimuls. La calcineurina (una serina/treonina fosfatasa)
(CNA-1) és un important regulador de les respostes intracel-lulars activades per calci en
les cel-lules eucariotes. L’augment dels nivells del calci intracel-lular activen la
calcineurina fet que indueix I’expressi6 d’una bateria de gens implicats en el
remodelatge del muscul estriat (Bassel-Duby i Olson, 2003). L’activacié de la
calcineurina en cor produeix hipertrofia cardiaca, 1 en muscul esqueletic promou la
diferenciacié cel-lular i transforma 1’especificitat dels tipus de fibres (Bassel-Duby i
Olson, 2003).

Existeix una relacié controvertida entre TNF-o i calcineurina. D’una banda, s’ha
descrit que la calcineurina indueix 1’expressi6 de TNF-a en cel-lules B activades
(Goldfeld et al., 1994) i participa en la via apoptotica induida per TNF-o en cel-lules
d’hepatoma de rata (Kantrow et al., 2000). D’altra banda, s’ha demostrat que el TNF-a
indueix apoptosi independentment de calci (Deneker et al., 1997) i que inhibidors de la
calcineurina (com la ciclosporina A) redueixen la inflamacié mitjancant la disminucié
de I’expressio genica d’IL-1 perd no de TNF-a en un model d’artritis en rata (Magari et
al., 2003).

Donat que durant la caquexia cancerosa el muscul esqueletic pateix un important
desgast i perdua de proteina, vam voler esbrinar si aquest fet estava relacionat amb
alguna alteraci6 en els nivells de CNA-1 en miuscul esqueletic de rates portadores de
tumor. Com es pot observar a la Figura 12, I’expressié genica de CNA-1 no es troba

alterada en el muscul esqueletic durant el creixement tumoral.

210



Resultats

18S

B
20
1
L 15
=
i
5 101
Q
S
5
0 , , .
C T2 T7

Figura 12. Expressi6 de CNA-1 total en rates portadores de tumor. A) RT-PCR. B) Els
resultats s’expressen com a mitjana = SEM i 5 animals per grup. Els resultats s’expressen
com a % del mRNA de CNA-1 respecte rRNA 18S. Control (C); tumor de dia 2 (T2), 4 (T4)
17 (T7) de creixement, respectivament.

Tot i aix0, també vam determinar el contingut proteic de CNA-1, no observant

tampoc cap diferencia significativa en presencia de tumor (Figura 13).
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Figura 13. A) Western blot de CNA-1 en miscul esquelétic de rates portadores de tumor. B)
Els resultats s’expressen com a mitjana £ SEM i 5 animals per grup. Els resultats s’expressen
com a % de la proteina de CNA-1 respecte la proteina a-tubulina. Tumor de dia 2 (T2) i de
dia 4 (T4) de creixement, respectivament.

211



Resultats

2. IL-15: UNA CITOCINA ANABOLICA AMB IMPLICACIONS
TERAPEUTIQUES

2.1 EFECTES METABOLICS

La IL-15, a més de ser un factor inductor de la proliferaci6 de cel-lules T
(Grabstein, et al., 1994), té efectes metabolics sobre teixit adipds i muscul esqueletic.
Aixi doncs, la IL-15 redueix el contingut del teixit adipés mitjancant la inhibicié de
I’activitat lipoproteina lipasa i la lipogenesi de novo (Alvarez et al., 2002). Sembla ser
que els efectes de la IL-15 sobre el texit adipds son directes, i s’ha descrit la presencia
de diferents subunitats del seu receptor en aquest teixit (Alvarez et al., 2002). La IL-15
també exerceix efectes importants en muscul esqueletic. En aquest teixit es comporta
com una citocina anabolica tant in vivo (Quinn et al., 1995) com in vitro (Quinn et al.,

2002).

2.1.1IL-15 I MUSCUL ESQUELETIC: ESTUDIS IN VITRO 1 EX VIVO

Estudis in vitro demostren que la IL-15 té un efecte anabolic sobre teixit
muscular (Quinn et al., 2002). A més, la IL-15 inhibeix la degradaci6 proteica i estimula
la sintesi de proteina en miotubs musculars incubats (Quinn et al., 1995).

Per tot aix0, els objectius de I’estudi van ser veure si la IL-15 tenia un efecte
directe sobre les fibres musculars i determinar el(s) mecanisme(s) pel(s) qual(s) aquesta
citocina té una accidé anabolica a muscul esqueletic. Es van utilitzar dos tipus de

metodologies per aquest estudi: preparacions de miuscul aillat i cultius de cel-lules

musculars C2C12.

2.1.1.1 DEGRADACIO PROTEICA

Els resultats que es presenten a la Figura 23 mostren clarament que la IL-15 és
capa¢ de disminuir de manera significativa la taxa proteolitica, mesurada com
alliberament de tirosina per part dels musculs EDL al medi d’incubaci6 en presencia de

cicloheximida.
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Figura 23. Taxa proteolitica en muscul EDL aillat. Les taxes de protedlisi es mesuren en
presencia de cicloheximida (0.5 mM) i s’expressen com nmols per gram en 2 hores. Els
resultats son mitjanes * SEM, n = 15. Analisi estadistica (t-Student): *p<0.05 (vs control).
Per més detalls veure Materials i Metodes (apartat 2.2).

2.1.1.2 SINTESI PROTEICA
La taxa de sintesi proteica es va mesurar com a incorporacié de '*C-fenilalanina
a la proteina muscular (Figura 24). Com es pot veure, la insulina estimula 1.9 vegades la

taxa de sintesi pero 1’addicié de IL-15 sola no produeix cap canvi en la taxa de sintesi.
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Figura 24. Taxa de sintesi en musculs EDL. Les taxes de sintesi s’expressen com a pmols
de fenilalanina incorporats per gram en 30 minuts. La concentracié d’insulina és de 200nM.
Els resultats s6n mitjanes = SEM, n = 6. Analisi estadistica (t-Student): **p<0.01;
*#%p<(0.001 (vs control). Per més detalls veure Materials i Metodes (apartat 2.3).
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2.1.1.3 CAPTACIO D’AMINOACIDS

Vam analitzar si la IL-15 tenia efectes sobre la captacidé d’aminoacids neutres en
muscul esqueletic. Per aix0, vam determinar la captaci6 tissular del
metilaminoisobutirat (MeAIB). Els resultats, que es presenten a la Figura 25 mostren
que la IL-15 no produeix canvis en la captacié de aminoacids neutres en muscul EDL

aillat.
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Figura 25. Captacié de MeAIB en misculs EDL aillats de rata. La captacié de MeAIB

s’expressa com a nmols de MeAIB incorporat per gram en 30 minuts. Els resultats s6n
mitjanes = SEM, n = 10. Per més detalls veure Materials i Métodes (apartat 2.4).

2.1.1.4 DESTINS METABOLICS DE L’ALANINA

També vam analitzar si la IL-15 afectava el metabolisme de 1’alanina, 1’ oxidaci6
o la seva incorporaci6 a lipid i proteina. Com es pot veure en la Taula 2, la IL-15 no
indueix cap alteracié en la incorporacié de “Ca lipids o proteina, malgrat observar-se

una tendencia a augmentar 1’oxidacié en muscul esqueletic (mesurat com a CO;

alliberat).
Control IL-15
CO, 322136 41.2+3.1
Proteina 16.7+£2.0 16.1+1.0
Lipid 6.19+0.33 595104
Restes 13.6 £ 0.6 132+1.2

Taula 2. Destins metabolics de I’alanina en mudscul EDL aillat. La
produccié de CO, i la incorporacié tant a lipid com a proteina
s’expressa com a pmol per mg per 30 minuts. Els resultats sén
mitjanes = SEM, n = 10.
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2.1.1.5 CAPTACIO DE 2-DESOXI ["*C]-GLUCOSA
D’altra banda, també es va decidir analitzar els efectes de la IL-15 sobre la
captacid de 2-desoxi [14C]—glucosa (2DOG) en muscul esqueletic aillat. Es va observar

que la captaci6 de la 2DOG augmentava un 30% en musculs EDL incubats amb IL-15
(Figura 26).

25 | H control
O1IL-15

nmol 2-DOG/g miscul

Figura 26. Captacié de 2DOG en muscul aillat de rata. Els resultats s’expressen com
nmols de 2DOG/g de muscul i sén mitjanes £ SEM per 7 repliques per grup. Analisi
estadistica (t-Student): *p<0.05 (vs control). Per més detalls veure Materials i Métodes
(apartat 2.6).

També es va avaluar la captaci6 de 2DOG en miotubs C2CI12 a dia 7 de
diferenciaci6 incubats durant 3 hores amb IL-15 a una dosi de 10 ng/ml. En la Figura 27
es recullen els resultats obtinguts. El tractament amb IL-15, igual que en les incubacions

de muscul aillat, augmenta en un 19% la captaci6 de 2DOG.
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Figura 27. Captacié de 2DOG en cel-lules C2C12. Els resultats s’expressen com nmols de
2DOG/mg de proteina i sén mitjanes = SEM per 5 repliques per grup. Analisi estadistica (t-
Student): ***p<0.001 (vs control). Per més detalls veure Materials i Métodes (apartat 3.3).
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2.1.1.6 DESTINS METABOLICS DE LA GLUCOSA

Donat que el tractament amb IL-15 fa que augmenti la capacitat de captacié de
glucosa en el muscul esqueletic, vam decidir determinar el desti metabolic de la glucosa
en muscul EDL aillat. Sorprenentment, es va observar una clara tendeéncia a augmentar
la taxa d’oxidaci6 de la [14C]-glucosa amb el tractament, aixi com la incorporacié de la

glucosa a la fracci6 lipidica (12%) (Figura 28).
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Figura 28. Destins metabolics de la glucosa en miscul EDL de rata. Els resultats s’expressen com nmols
de "CO,, lipid 6 proteina per gram de muscul i sén mitjanes = SEM per 7 répliques per grup. Per més
detalls veure Materials i Metodes (apartat 2.7).

També es va determinar el desti de la glucosa utilitzant el model cel-lular
C2C12. De la mateixa manera que en 1’apartat anterior, els experiments es van realitzar
en miotubs a dia 7 de diferenciacid. El tractament amb la IL-15 va ser de 3 hores a una
dosi de 10 ng/ml. El tractament amb la citocina fa que hi hagi una tendéncia a
augmentar la oxidaci6 de la glucosa (10%) i la incorporaci6 de la glucosa a lipids (17%)

(Figura 29).
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Figura 29. Destins metabdlics de la glucosa en miotubs C2C12. Els resultats s’expressen com nmols de '*CO,,
lipid o proteina per mg de proteina i sén mitjanes = SEM per 6 repliques per grup. Per més detalls veure
Materials i Metodes (apartat 3.4).
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2.1.2 IL-15 I MUSCUL ESQUELETIC: ESTUDIS IN VIVO

2.1.2.1 CAPTACIO D’AMINOACIDS

Paralelament als estudis in vitro, es van realitzar assajos in vivo amb rates
tractades de manera aguda amb IL-15 (100 pg/kg). Per determinar la taxa de transport
d’aminoacids en aquest model, es va mesurar la captaci6 tissular de I’aminoisobutirat
(AIB), un analeg no metabolitzable de [I’alanina, marcat radioactivament, que
s’administra intragastricament. Els resultats que es recullen a la Taula 3 mostren que la
citocina no produeix cap canvi en la incorporacié d’aquest aminoacid ni en muscul i en

cap altre teixit. Aquests resultats concorden amb els obtinguts en el model in vitro.

Control IL-15
Absorcio 66.6 £ 2 67.9+ 2.1
Captaci6 d’AIB
GSN 0.54+0.02 0.55+0.02
Tibialis 0.17 £ 0.009 0.16 £ 0.01
Fetge 4.64+0.2 472+0.3
TAB 0.096 = 0.01 0.100 %= 0.008
Ronyons 7.4+0.5 8.4+0.7
Carcassa 52.6+2.7 50.8£0.9

Taula 3. Captaci6 tissular d’AIB en rates tractades amb IL-15. L’absorcié s’expressa com a
percentatge de la dosi administrada. La captacié d’ AIB s’expressa com a percentatge de la dosi
absorbida per pes total del teixit. El pes total del TAB inclou només el TAB dorsal. Els
resultats s6n mitjanes = SEM, n = 5.

2.1.2.2 DESTINS METABOLICS DE L’ALANINA

Igual que en la captacié d’aminoacids, varem realitzar experiments in vivo per
determinar els destins metabolics de 1’alanina. Varem tractar a rates amb una dosi aguda
de IL-15 i no vam observar canvis en el metabolisme de 1’alanina (Taula 4), amb
I’excepcié de la incorporacié de I’alanina a lipids. L’administracié de la citocina

resultava amb una disminucié (45%) de la incorporacié de I’alanina a lipids només en
TAB.
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A
Control IL-15
Absorcio 83 +0.02 79 £ 0.01
C02 28 £4.02 34.7+49
B
Incorporacio Teixit Control
Proteina GSN 0.086 = 0.01
Lipid TAB 0.075 £ 0.007
TAM 0.071+£0.02
Fetge 0.345+0.1
Plasma 0.012 £ 0.009
Glicogen GSN 0.074 £ 0.007
Fetge 0.418 £0.04

IL-15

0.095 = 0.005

0.041 £0.008 **
0.070 £0.01
0.205 £ 0.05
0.009 + 0.001

0.089 £0.008
0.428 £0.03

Taula 4. Destins metabolics de 1’alanina en rates tractades amb IL-15. A) Absorci6 i oxidacid. B) Incorporacié
a teixits. L’absorcié s’expressa com a percentatge de la dosi administrada. La produccié de CO, i la
incorporaci6 a les diferents fraccions s’expressa com a percentatge de la dosi absorbida per pes total del teixit.
El pes total del TAB inclou només el TAB dorsal. GSN: gastrocnemius; TAB: teixit adipés blanc; TAM: teixit

adip6s marrd. Els resultats son mitjanes £ SEM, n=6. Analisi estadistica (test

control).

2.1.2.3 CAPTACIO DE GLUCOSA

t-Student): **p<0.01 (vs

També es va determinar la captacié de 2DOG in vivo en rates tractades amb una

dosi aguda (100 pg/kg) d’IL-15. Com es pot observar en la Figura 30, el tractament va

induir un augment en la taxa de captacié de glucosa del 46%.
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Figura 30. Captacié de 2DOG in vivo. Els resultats s’expressen com el percentatge de
2DOG captada pel muscul respecte 1’administrada, i sén les mitjanes = SEM per 6
animals per grup. Analisi estadistica (test t-Student): *p<0.05 (vs control). Per més

detalls veure Materials i Metodes (apartat 1.10).
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2.2 APLICACIONS TERAPEUTIQUES

2.2.1 EFECTES SOBRE LA PROTEINA EN CAQUEXIA

Com s’ha comentat anteriorment, esta descrit que la IL-15 té efectes anabolics
sobre el muscul esqueletic (Quinn et al., 1995, 2002). La IL-15 té efectes en les cel-lules
musculars disminuint la taxa de degradaci6 proteica i augmentant la taxa de proliferacié
(Quinn et al., 2002).

L’objectiu d’aquest estudi va ser analitzar els efectes de la IL-15 sobre la
proteina muscular en el model tumoral Yoshida AH-130.

La implantaci6 del tumor de rapid creixement, I’hepatoma Yoshida AH-130, va
resultar en una disminuci6 del pes del fetge (40%), teixit adipds blanc (TAB) (71%) i la
carcassa (39%) (Taula 5). L’administracié de la IL-15 a les rates portadores de tumor va
promoure un augment significatiu del pes del fetge i la carcassa, mentre que no es varen
trobar canvis en el TAB (Taula 5). A més, I’administracié de la citocina tampoc va
provocar canvis en el contigut de cel-lules tumorals (dades no presentades). El
tractament amb IL-15, pero, fa que hi hagi una disminuci6 del pes del fetge (9%) i el
TAB (36%) dels animals no portadors de tumor (Taula 5). Aquests resultats concorden
amb s’havia observat in vitro anteriorment, que la IL-15 disminueix la massa del TAB

mitjangant la inhibicié de la sintesi d’acids grassos a 1’adipocit (Carbé et al., 2001).

Grup experimental IL-15 IBW Fetge TAB Carcassa

Control No 111+3 7944 + 123 838 =54 108 =1
Si 111£3 7196 = 567%F 539 £ 52%% 104+ 1

Tumor No 1154 4098 * 105%** 269 £ 30*** 66 + 1%¥*
Si 114+3 4769 £ 200%**5 246 + 21%** 72 E]HHH

Taula S . Pesos dels teixits en animals portadors de tumor tractats amb IL-15. Les dades s’expressen com a mitjana *
SEM. Els pesos dels teixits s’expressen com a mg per 100g del pes corporal inicial IBW). n =41 6 per no portadors i
portadors de tumor, respectivament. TAB = teixit adipés blanc. Analisi estadistica (t-Student): ***p<0.001 (vs no
portadors de tumor), Tp<0.05, 71 p<0.01 (vs no tractats).
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El creixement del tumor provoca una gran disminucié del pes dels musculs: en
GSN (35%), soleus (28%), tibialis (25%) 1 cor (32%) (Taula 6). L’administracié d’IL-
15 és capag de revertir parcialment aquesta disminuci6 (Taula 6). Aquests efectes, pero,

no es detecten en els musculs d’animals que no tenen tumor (Taula 6).

Grup experimental ~ IL-15 GSN Tibialis Soleus Cor

Control No 683+ 13 215+ 3 520% 0.3 532+ 14
Si 677+ 13 206+ 5 55,613 524+ 5

Tumor No 442 + 13%*%*% 140 % 4% 37.51% 1.0%¥* 360 + 13%%*
Si 489 + TH¥xf 163 £ IFEEFT 421+ 0.9FFFFF 387 £ 6FFF

Taula 6 . Pesos dels musculs en animals portadors de tumor tractats amb IL-15. Les dades s’expressen com a
mitjana = SEM. Els pesos dels teixits s’expressen com a mg per 100g del pes corporal. n =416 per no portadors i
portadors de tumor, respectivament. GSN = gastrocnemius. Analisi estadistica (t-Student): ***p<0.001 (vs no
portadors de tumor). Tp<0.05. ¥+ p<0.01 (vs no tractats).

2.2.1.1 RECANVI PROTEIC

Els neoplasmes malignes indueixen, de manera freqiient, una perdua progressiva
de la massa magra corporal de 1’hoste, associada a marcades alteracions en I’homeostasi
endocrina 1 metabolica. En la caquexia cancerosa el miscul esqueletic es veu
severament afectat, ja que quasi bé la meitat de tota la massa proteica corporal es
localitza en aquest teixit (Lawson et al., 1982; Morrison, 1989; Tisdale, 1992). En la
caquexia el desgast muscular s’associa a un major recanvi proteic (Kien i Camitta,
1983; 1987; Beck i Tisdale, 1989; Melville er al., 1990; Beck et al., 1991). A més, la
caquexia tendeix a desenvolupar-se en els estadis més tardans de la malaltia, essent un
factor de mala prognosi. Per aix0, la prevencié del desgast muscular en pacients amb
cancer té un gran interés clinic. Existeixen dades controvertides respecte si el balang
proteic negatiu es dona per ’alteracié de la taxa de sintesi o degradaci6 o per canvis en
els dos sentits (Lundholm et al., 1979; Emery et al., 1982; Pain et al., 1984; Tessitore et
al., 1987a).

L’hepatoma ascitic Yoshida AH-130 de rata é€s un bon model per I’estudi dels
mecanismes implicats en el desenvolupament de la caquexia. El seu creixement provoca
una rapida i progressiva perdua de pes corporal i desgast muscular, concretament en

muscul esqueletic. La rapida degradacié de la proteina tissular explica la major part del
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desgast muscular que pateixen els animals portadors d’aquest tumor (Baccino et al.,
1986; Tessitore et al., 1986; 1987a; 1993a).

Per tot I’anteriorment exposat, I’objectiu d’aquest estudi va ser analitzar els
efectes del tractament amb IL-15 en el recanvi proteic muscular de rates portadores
d’aquest tumor caquectic de rapid creixement. En muscul esqueletic de rates portadores
de tumor s’observa una disminucié del pes (Taula 7) i del contingut proteic (Taula 7),
com ja s’havia descrit anteriorment (Tessitore et al., 1987a). El tractament amb IL-15
reverteix parcialment el desgast proteic en muscul tibialis (Taula 7). Aquest efecte
protector només s’observa en el pes del muscul tibialis d’animals amb tumor, no

observant-se canvis en els musculs d’animals no portadors.

Temps Tumor Tractament mg proteina per mg proteina per 100
gram de teixit g IBW

Dia 4 NO - 143 t4.4 25.5+0.58
NO IL-15 141 +£2.0 26.2 £0.35
SI - 144 £3.6 22.7+£2.05
SI IL-15 146+ 1.5 2521097
Dia 7 NO - 126+ 1.4 27.0+0.65
NO IL-15 129 £2.5 26.5+£0.56

SI - 108 £6.0 * 153 £ 1.18%%*

SI IL-15 119t4.6 19.2 £ 0.79%*#

Taula 7. Contingut proteic en muscul tibialis a dia 4 i 7 de creixement tumoral. Les dades s’expressen com a mitjana
+ SEM. n =41 6 per no portadors i portadors de tumor, respectivament. IBW = pes corporal inicial. Analisi
estadistica (t-Student): *p<0.05; **p<0.01 (vs no portadors de tumor), #p<0.05 (vs no tractats).

Es va analitzar el recanvi proteic en miuscul tibialis a dia 4 de creixement
tumoral amb la finalitat de determinar si la IL-15 exercia la seva acci6 per canvis en la
degradaci6 i/o sintesis de la proteina muscular. Malgrat no observar-se una disminucié
significativa de la proteina (expressada com mg de proteina per 100g de IBW), les taxes
de degradaci6 de proteina van augmentar un 48% a conseqiiencia del creixement del
tumor, mentre que la sintesi proteica es mantenia sense canvis. Aixo resultava en una
menor taxa d’acumulacié proteica (27%) respecte els controls (Taula 8). En el
tractament amb IL-15, s’observa una inhibicié de I’augment de les taxes de degradacid
proteica i el retorn fins a valors control de les taxes d’acumulaci6é de proteina (Taula 8).
No es van trobar canvis en les taxes de sintesi proteica. En els animals no portadors de

tumor, 1I’administracié de IL-15 va provocar una disminucié de la degradaci6 (70%) i
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sintesi (12%) proteica, el que implica una tendéncia a disminuir ’acumulacié de
proteina (Taula 8). Altres dades del nostre grup, confirmen que a dia 7 de creixement
tumoral la taxa d’acumulacié és significativament inferior a causa d’una acusada

disminuci6 de la taxa de degradaci6 proteica.

Temps Tumor Tractament Kk, kq k,
Dia 4 NO - 10.7 £ 0.86 2.77+0.27 7.94+0.63
NO IL-15 9.39+1.54 0.82 + 0.20%** 8.22+0.93
SI - 10.6 £ 1.54 4.11+0.82 576 £ 1.23
SI IL-15 8.80+0.75 0.49 + 0.49**#4# 8.07 £0.98

Taula 8. Recanvi proteic en muscul tibialis. Les taxes fraccionades de sintesi proteica (kg), degradacié (kg) i
acumulaci6 (k,) s’expressen com a % per dia (n = 5 per cada punt) i varen ser calculades en I’intérval de temps de
0-4 dies. Analisi estadistica (t-Student): **p<0.01; ***p<0.001 (vs control), ##p<0.01 (vs tumor).

2.2.1.2 SISTEMES PROTEOLITICS

L’hipercatabolisme al que es troba sotmes el miscul esqueletic durant la
caquexia cancerosa, implica I’hiperactivacié del sistema proteolitic dependent
d’ubiquitina i ATP (Llovera et al., 1994). Els nivells plasmatics de TNF-o. i alteracions
en I’homeostasi hormonal (Tessitore et al., 1993b) podrien jugar un paper important en
la tendencia cap al metobolisme catabolic.

Es van trobar dos tipus de mRNA de poliubiquitina (2.4 kb i 1.2 kb) en mdscul
tibialis (Figura 31). A dia 7 de creixement tumoral, els animals presenten un augment de
I’expressié dels gens de la poliubiquitina de més de 2 vegades comparant-ho amb
animals control. A més, es va trobar augmentada I’expressié de la subunitat C8 del
proteasoma en presencia del tumor (Figura 31). Els animals control que varen ser
tractats amb IL-15 presentaven una disminuci6 dels trancrits d’aquests gens (Figura 31),
d’acord amb la disminucié de la degradacié proteica observada amb el tractament
(Taula 8). A més, quan els animals portadors de tumor eren tractats amb IL-15, també es

revertia parcialment 1’activacié d’aquest sistema proteolitic (Figura 31).
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Figura 31. A) Northern blot dels gens de la poliubiquitina i de la subunitat C8 del proteasoma en
tibialis. B) Els resultats s’expressen com a mitjana = SEM i 5 animals per grup. C = control, CT =
control tractat, T = tumor, TT = tumor tractat. Els resultats s’expressen com a % del mRNA de
ubiquitina i C8 respecte TRNA 18SAnalisi estadistica (t-Student): *p<0.05; **p<0.01 (vs.
control); p<0.05; p<0.01; p<0.001 (vs. no tractat).

2.2.2 APOPTOSI I ESTRES OXIDATIU

Durant el creixement tumoral, a més d’haver-hi un augment de la degradaci6 de
proteina muscular, la preséncia del tumor també indueix un augment de la taxa de
fragmentacié del DNA en muscul esquelétic tant en rates com en ratolins (Van Royen et
al., 2000). Aixo suggereix que el desgast de la massa esqueletica va acompanyat per un

procés apoptotic actiu. A més, aquest augment en la taxa de fragmentacié sembla ser
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activada pel TNF-o (Carb6 et al., 2002). S’ha descrit que la IL-15 t€ una funcié anti-
apoptotica en diferents tipus cel-lulars (Pelletier et al., 2002; Berard et al., 2003;
Hiromatsu et al., 2003; Matthys et al., 2002). Malgrat aix0, el mecanisme anti-apoptotic
implicat encara no es coneix (Pelletier et al., 2002; Matthys et al., 2002).

Tenint aixd en compte, vam voler estudiar si el tractament d’animals portadors
de tumor amb la IL-15 podia neutralitzar/reduir 1’elevada taxa d’apoptosi préviament
observada en muscul esqueletic d’aquests animals. Per fer-ho varem utilitzar mostres
musculars d’animals portadors de tumor a dia 7 de creixement.

Els resultats que es presenten a la Figura 32 mostren que el creixement del tumor

indueix la fragmentaci6é del DNA com ja s’havia observat previament en el nostre grup.

% fragmentacié del DNA (u.a)

Cc CT T TT

Figura 32. A) Fragmentacié del DNA en miscul GSN. B) Els resultats s’expressen com a
mitjana = SEM i 5 animals per grup (u.a: unitats arbitraries). C = control, CT = control tractat, T =
tumor, TT = tumor tractat. Analisi estadistica (t-Student): **p<0.01 (vs control); ##p<0.01 (vs
tumor).
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D’altra banda, en els animals portadors de tumor que han estat tractats amb IL-
15 aquesta fragmentacié es troba inhibida. Per tant, els efectes antiapoptotics de la IL-
15 ja descrits en altres teixits serien extensibles al muscul esqueletic.

També vam voler estudiar com afectava la IL-15 als factors moleculars implicats
en 1’apoptosi. Per aix0, varem analitzar I’expressié genica de Bcl-2 i Bax a muscul
esqueletic de rates portadores de tumor. Ambdues proteines regulen ’activacié de la
ruta apoptotica mitocondrial perd actuant de diferent manera: Bcl-2, prevenint
I’apoptosi i Bax, induint-la.

Els resultats que es presenten a la Figura 34 mostren que en muscul GSN de
rates portadores de tumor hi ha un increment de 1’expressio de les dues proteines (80%
per Bax, 61% per Bcl-2) respecte als animals control. El tractament amb IL-15 a
animals amb tumor disminueix tant 1’expressi6é de Bcl-2 (50%) com la de Bax (64%).
Aquests resultats no deixaven clar I’efecte antiapoptotic de la IL-15 ja que aquesta
citocina disminuia tant el factor antiapoptotic com el proapoptotic. Donat que la
inducci6 de 1’apoptosi no depen tant de 1’expressié per separat d’aquestes proteines sind
de la relaci6 entre ambdues, varem calcular el quocient entre I’expressié de Bax i Bcl-2
(Figura 33C). Els resultats demostren que mentre en animals portadors de tumor el
quocient entre Bax/Bcl-2 és més gran que en el grup control, el tractament amb IL-15
reverteix aquest increment, suggerint una funcié antiapoptotica d’aquesta citocina donat
que hi ha una abundancia relativa major de Bcl-2 que de Bax. Aixi doncs, els resultats
indiquen que I’IL-15 actuaria inhibint I’apoptosi incrementat 1’abundancia relativa de

factors antiapoptotics (Bcl-2) 1 en conseqiiencia mantenint la integritat del DNA.

225



Resultats

Bcl-2

C

Bax/Bcl-2 ratio

cCCcrT TT

cr T 1T

A
600 300
400 200
200 100
C cr T 171
Bax ..
18S

Bcl-218S Bcl-218S Bd-218S Bd-218S

w

&

Figura 33. Expressi6 de Bcl-2 (RT-PCR) i Bax (Northern blot) en miiscul esquelétic de rates portadores de
tumor a dia 7 de creixement tumoral. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM i 5 animals per grup. C =
control, CT = control tractat, T = tumor, TT = tumor tractat. Els resultats s’expressen com a % del mRNA de
Bax, Bcl-2 respecte rRNA 18S. Analisi estadistica (t-Student): **p<0.01 (vs control); #p<0.05 (vs tractament).

2.2.3 MECANISMES IMPLICATS

2.2.3.1 INTERACCIO AMB L’EXPRESSIO DELS RECEPTORS DE TNF-o,

En animals portadors de tumor, un dels senyals que sembla activar el procés

apoptotic €s el TNF-a.. Per exemple, animals que han estat tractats de manera cronica

amb aquesta citocina presenten un increment en la fragmentacié del DNA a muscul

esqueletic (Carb6 et al.,, 2002). A més, el TNF-a actua com a senyal clarament

apoptotica en nombrosos tipus cel-lulars (Krown et al., 1996; Madge i Pober, 2001) i on

el TNFRI1 esta implicat de manera especifica (Krown et al., 1996; Mitsiades et al.,

2003). Per tot aix0, vam voler analitzar si la IL-15 exercia la seva funcié antiapoptotica

a muscul esqueletic alterant la cascada de senyalitzacié del TNF-o.

226



Resultats

Com es pot veure a la Figura 34, i com s’ha descrit en ’apartat 1.3.1, la
presencia de tumor, a dia 7 post-inoculacid, indueix un increment en 1’expressio
muscular del TNFR1 (49%) 1 del TNFR2 (71%) mentre que I’expressié del TNF-a
disminueix (73%). Aixi, quan s’administra la IL-15, de manera cronica, a animals
portadors de tumor I’increment en el contingut d’mRNA dels TNFRs queda totalment
revertit mentre que no s’observen canvis en 1’expressié del TNF-o.. Segons aquests
resultats es pot suggerir que el mecanisme antiapoptotic de la IL-15 implica una

disminuci6 de I’expressié genica dels TNFRs a muscul esqueletic.

A B C
TNF TNFR1 TNFR2
150 500
*
200 4004
100;
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100; 200,
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cCcTT TT cCcC CcCT T TT cC CT T TT

C CT _T T
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Figura 34. Expressi6 de TNF-o0 (A) i els seus receptors (B) en muscul GSN de rates portadores de
I’hepatoma Yoshida AH-130. Els resultats s’expressen com a mitjana = SEM; n =4 i n = 6 pels no portadors
i portadors de tumor, respectivament. C = control, CT = control tractat, T = tumor, TT = tumor tractat. Els
resultats s’expressen com a % del mRNA de TNF-o, TNFR1, TNFR2 respecte rRNA 18S. Analisi
estadistica (t-Student): *p<0.05; **p<0.01 (vs control), #p<0.05; ##p<0.01 (vs tumor).

TNFR1

188

2.2.3.2iNOS

Hi ha estudis que han suggerit que I’estres oxidatiu podria estar implicat en
I’apoptosis (Chu et al., 2003). De fet, durant I’estres oxidatiu hi ha produccié d’oxid
nitric (NO) 1 aquest s’ha relacionat amb el desgast muscular que succeeix durant la
caquexia cancerosa (Buck i Chojkier, 1996). Esta descrit que el TNF-a indueix apoptosi

en cardiomiocits neonatals mitjancant 1’estimulacié de 1’expressio de la sintasa induible
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d’oxid nitric (iNOS) i de NO (Song et al., 2000). La iNOS és la isoforma que
contribueix de manera més important a la produccié de NO en situacions d’imflamacio.
En aquesta situacidé I’'increment de I’expressidé de la iNOS també seria exercida pel
TNF-o mitjancant la unié als seus receptors (TNFRs), i1 per via de ’activacié del factor
de transcripcié6 NF-kB. Per tot aix0 vam decidir determinar el contingut de iNOS en
musculs d’animals portadors del tumor ascitic Yoshida AH-130 a dia 7 de creixement
tumoral.

Els resultats representats en la Figura 35 mostren que el creixement tumoral incrementa
la iNOS a muscul esquelétic. El tractament amb IL-15 dels animals portadors de tumor
reverteix 1’augment de la proteina fins a nivells equivalents als que trobem a animals

control.
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Figura 35. Western blot de iNOS en muscul esquletic de rates portadores de tumor. Els resultats
s’expressen com a mitjana = SEM i n = 4. C+ = control positiu, C = control, CT = control tractat, T
= tumor, TT = tumor tractat. Els resultats s’expressen com a % de iNOS respecte la tubulina
(unitats arbitraries). Analisi estadistica (t-Student): *p<0.05 (vs control); #p<0.05 (vs tumor).
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2.2.3.3 UCPs

Les proteines desacobladores (UCPs) intervenen en la disrupcié del gradient de
protons a través de la membrana mitocondrial interna, tenint aixi una capacitat potencial
de dissipar energia (Porter, 2001a,b). S’han descrit altres funcions d’aquestes proteines
(Argiles et al., 2002). Una d’elles és la de ser un mecanisme compensatori de I’estres
oxidatiu. Per exemple, el desacoblament de la cadena respiratoria de la fosforilacié
oxidativa resulta en una menor formacié de ROS (Gomes-Marcondes et al., 2002; Murr
et al., 1996). Altres estudis confirmen que I’expressié genica de la UCP2 esta
relacionada amb la disminuci6 de la formacié de H,O, (Negre-Salvayre et al., 1997). De
fet, s’ha suggerit que la induccié de la UCP2 en condicions patofisiologiques seria un
mecanisme compensatori de I’elevat estres oxidatiu (Cortez-Pinto et al., 1998, 1999;
Vidal-Puig, 2000).

Com ja s’ha esmentat anteriorment, 1’estrés oxidatiu podria estar implicat en
I’apoptosis (Chu et al., 2003). Per aquest motiu vam analitzar 1’efecte de la IL-15 en
I’expressiéo de les UCPs. El creixement tumoral indueix I’augment significatiu de
I’expressi6é de la UCP3 a miuscul esqueletic, mentre que només s’observa uan tendencia
a incrementar en el cas de la UCP2 (Taula 9). L’administracié de IL-15 a animals
portadors de tumor provoca un increment significatiu de I’expressié de la UCP2 una

clara tendencia a augmentar I’expressié de la UCP3 (Taula 9).

Grup experimental Tractament IL-15 UCP2 UCP 3
Control No 679 £554 697 £ 124
Si 566 £ 94 803 £ 235
Tumor No 775+ 88 2080 241 %**
Si 1100 £ 71#§F 2659 = 160%**

Taula 9. Expressié de les UCPs en muscul esqueletic de rates portadores de tumor. L’expressi6 del
mRNA de UCP2 i UCP3 es va mesurar per Northern blot i es va corregir per la subunitat ribosomal 18S
(unitats arbitraries). Els resultats s’expressen com a mitjana =+ SEM; n = 6 i n = 5 pels no portadors i
portadors de tumor, respectivament. Analisi estadistica (t-Student): *p<0.05, ***p<0.001 (vs no
portadors), 71 p<0.01 (vs no tractats).
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Discussid

La caquexia cancerosa €és una sindrome que es caracteritza per una important i
progressiva perdua de pes corporal de 1’hoste com a conseqiiencia de la desaparici6 dels
diposits de greix 1 de la disminucidé de la massa muscular, i va acompanyat també
d’anorexia, nausees, anémia, astenia, alteracions de I’homeostasi hormonal i
immunodepressié (Strain, 1979). Malgrat tot, la caquexia no només esta associada a
processos neoplasics. En aquesta tesi ens hem centrat en I’estudi de la caquexia

associada a tres processos patologics: sepsia, cancer i MPOC.

1. MECANISMES ASSOCIATS A LA PERDUA DE MASSA MUSCULAR EN
CONDICIONS PATOLOGIQUES: PAPER DEL TNF-c

1.1 APOPTOSI

La fragmentaci6 del DNA és un fet comd de la mort cel-lular per apoptosi.
L’apoptosi muscular ja ha estat descrita en humans associada a la fallida cardiaca
cronica 1 a ’atrofia (Tews et al., 1997; Dalla Libera et al., 1999), en muscul atrofiat de
rata (Kajstura et al., 1996) i en muscul d’insecte (Schwartz et al., 1993).

El nostre grup ja havia suggerit anteriorment que el desgast muscular que
acompanya la caquexia cancerosa podria estar lligat a un fenomen apoptotic pel qual les
cel-lules musculars no només perdrien proteina sind que també perdrien DNA (Van
Royen et al., 2000). Per aquest motiu, ens varem plantejar si en una situacié de caquexia
cancerosa en humans es produia el fenomen apoptotic de la mateixa manera que s’havia
observat en models animals (Van Royen et al., 2000). Per aixd varem analitzar la
fragmentacié del DNA aixi com I’expressi6 de PARP en biopsies de muscul esqueletic
de malalts amb cancer de pancrees. La presencia del tumor produia un augment en la
fragmentaci6 del DNA aixi com un increment de la banda de 85kDa de PARP, fets que
confirmen la presencia d’un procés d’apoptosi.

També ens varem plantejar si també es produia aquest fenomen en el desgast
muscular que es succeeix en una situacid de sepsia. Els resultats d’aquest treball
mostren que la induccié de la sepsia a rates per lligacié 1 puncié del cec causa un
augment de la fragmentacié del DNA a les 5 hores després de la intervencid 1 que la

magnitud de la fragmentacié del DNA augmenta a mesura que dura la sepsia.
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El TNF-a és inductor de I’apoptosi en molts tipus cel-lulars (Obeid et al., 1993;
Ohta et al., 1994; Jarvis et al., 1994). Pel que fa als teixits musculars, es va comencar a
estudiar la implicacié del TNF-a en 1’apoptosi de cel-lules cardiaques ja que en moltes
malalties coronaries s’observava el fenomen de 1’apoptosi (Gottlieb et al., 1994; Tanaka
et al., 1994; Itoh et al., 1995 1 1996; Kajstura et al., 1996; James et al., 1994; Buerke et
al., 1995; Parker et al., 1995; Umansky et al., 1996). Hi ha evidencies de que el TNF-a
podria participar en la inducci6 de I’apoptosi en muscul esqueletic (Carbé et al., 2002).
El nostre grup va demostrar que 1’administracié cronica de TNF-o provocava un
increment de la fragmentacié del DNA en el muscul esqueletic d’aquests animals
(Carbd et al., 2002). Per tot aix0, ens varem plantejar estudiar el paper del TNF-a sobre
I’apoptosi al muscul esqueletic en la sepsia. Aixi, es va inhibir la sintesi d’aquesta
citocina amb rolipram que és un inhibidor especific de la fosfodiesterasa de tipus IV
(Wachtel et al., 1983). El rolipram actua inhibint IL-12 i TNF- o tant a nivell
transcripcional com traduccional (Prabhakar et al., 1994). S’ha descrit que el rolipram
redueix els nivells de TNF-o en serum en models animals (Nyman et al., 1997). En el
nostre model, el tractament amb rolipram quasi bé reverteix l'increment de la
fragmentacié del DNA associada a sepsia. Els resultats obtinguts indiquen, doncs, que
en sepsia hi ha una activacié de 1’apoptosi en muscul esqueletic i que el TNF-a hi esta
implicat.

Per tant, el desgast muscular caracteristic de la caquexia es deu, en part, a 1’apoptosi
que es produiex en muscul esqueletic tant en models animals com en humans, podent el

TNF-o jugar un paper clau en la induccié d’aquesta.

1.2 EXPRESSIO DEL TNF-o. I ELS SEUS RECEPTORS

El TNF-a és una citocina pleiotropica que és produida principalment per les
cel-lules immunes en resposta a la infeccid, el creixement tumoral o a altres estimuls
invasius. Malgrat aix0, s’ha demostrat que altres tipus cel-lulars poden produir i
alliberar TNF-o (Aggarwal 1 Natarajan, 1996). Encara que els efectes del TNF-o sobre
alguns tipus cel-lulars siguin coneguts, els estudis dels efectes d’aquesta citocina sobre
muscul esqueletic son bastant contradictoris. El muscul esqueletic representa la
principal font de perdua de proteina en les malalties que porten associat un desgast

muscular, 1 el TNF-o té un paper clar en el procés de desgast muscular a caquexia
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(Argilés 1 Lopez-Soriano, 1992). Aixi, I’administracié cronica de TNF-a a animals
d’experimentacié resulta en un desgast muscular degut a alteracions en el recanvi
proteic (Llovera et al., 1993b). El TNF-o activa la degradacié proteica muscular
mitjangant la via proteolitica dependent d’ATP i ubiquitina (Garcia-Martinez et al.,
1993a). Aquesta acci6é del TNF-a activant aquest procés també succeeix durant la sepsia
(Garcia-Martinez et al., 1995) i en la caquexia cancerosa (Costelli et al., 1993). En
aquest estat patologic, els efectes del TNF-o sobre el recanvi proteic muscular no
semblen estar mediats per hormones o altres citocines. De fet, ’addici6 de TNF-o
exogen als musculs soleus o extensor digitorum longus (EDL) de rata resulta en una
activacio directa de I’expressié genica de I’esmentat sistema proteolitic (Llovera et al.,
1997). En relaci6 als efectes d’aquesta citocina sobre cultius de cel-lules musculars,
I’efecte directe del TNF-a sobre el catabolisme proteic muscular continua sense aclarir-
se, fins 1 tot amb alguns resultats negatius (Ebisui et al., 1995). Tanmateix el nostre grup
va observar en cel-lules C2C12 que el TNF-a és capag¢ de disminuir el contingut proteic
i activar la proteolisi dependent d’ ATP (Alvarez et al., 2002). També hi ha evidencies,
pero, que el TNF-a, a més de tenir una accid catabolica en cel-lules C2C12 en cultiu,
podia modular la proliferacié depenent de la concentracié (Argilés et al., 2000; Alvarez
et al., 2001). Esta demostrat que hi ha una produccié de TNF-o per part del muscul
esqueletic, 1 aix0 ha estat relacionat amb la resisténcia a la insulina que pateixen molts
pacients amb cancer (Noguchi et al., 1998). A més, el muiscul esqueletic podria ser una
font important tant de citocines cataboliques com antiinflamatories. El balang entre
aquests dos tipus de citocines podria participar en la modulaci6 del recanvi proteic, i en
conseqiiencia, sobre el desgast muscular. El nostre grup ha demostrat que 1’addici6 de
TNF-a a cel-lules C2C12 resulta en una inducci6 de I’expressié tant del propi TNF-o
com de la IL-6 (Alvarez et al., 2002). Zhang et al. (2000) varen observar en cel-lules L6
que I’expressié dels receptors de multiples citocines estava induida per TNF-a. El
mateix grup de recerca va observar que 1’administraci6 a rates d’una endotoxina també
provocava canvis en I’expressié del receptor de la citocina. A més, tal i com s’ha
comentat en I’apartat anterior, el TNF-a provoca un increment de la fragmentacié del
DNA en el muscul esqueletic en animals portadors de tumor (Carbé et al., 2002) i en
sepsia, fet que contribueix al desgast muscular en la caquexia.

Tenint tot aix0 en compte, varem plantejar-nos si la caquexia podia modificar la

sensibilitat del muscul esqueletic al TNF-q,, ja fos induint una produccié endogena de
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TNF-a pel propi TNF-a 0 bé modulant I’expressio dels seus receptors. Per aixo, varem
analitzar I’expressio genica tant del TNF-o com dels seus receptors (TNFRs) en muscul
esqueletic en diferents situacions de caquexia, donat que el TNF-a i els seus receptors
s’expressen de manera normal en el muscul esqueletic (Zhang et al., 2000).

Per estudiar el paper del TNF-o en la caquexia cancerosa, varem utilitzar el
model tumoral de I’hepatoma ascitic Yoshida AH-130 (un tumor de rapid creixement 1
altament caquectic). Donat que els nivells circulants d’aquesta citocina es troben elevats
durant el creixement tumoral (Costelli et al., 1993; Llovera et al., 1998a), ens varem
plantejar si el muscul esqueletic contribuia a aquesta elevada produccié de TNF-a. La
implantacié del tumor va provocar una important disminucié de I’expressié del TNF-o
a dia 2 de creixement tumoral i cinc dies després (dia 7 de creixement) 1’expressio era
només una quarta part del que trobavem en rates control.

Sembla clar, doncs, que el muscul esqueletic no participa en I’incrementada
produccié de TNF-a, que es reflecteix en els alts nivells circulants d’aquesta citocina
durant la caquexia cancerosa en animals d’experimentacid. Possiblement aquests elevats
nivells circulants de TNF-o podrien estar produint una disminucié de 1’expressid
d’aquesta citocina en muscul esqueletic d’animals portadors de tumor, contrariament a
1’observat en cel-lules C2C12 (Alvarez et al., 2002). Una posible explicacié a aquest fet
seria que en models in vivo, I’expressi6 de TNF- o podria estar regulada per molts
factors com, per exemple, I’estat redox muscular i I’activacié de factors de transcripcid
per les especies reactives de I’oxigen (Li et al., 1998; Chandel et al., 2000).

Tanmateix, els receptors seguien un altre patré d’expressié. Tant el mRNA del
TNFR1 com el del TNFR2 es trobaven significativament augmentats (més de dues
vegades) a dia 7 de creixement tumoral. Ja que la correlaci6 entre el contingut d’mRNA
i els nivells proteics no sempre es manté, varem decidir determinar els nivells de la
proteina del TNFR1. Aquest receptor sembla estar implicat en la cascada apoptotica
induida per TNF-a (Krown et al., 1996; Madge i Pober, 2001). Les rates portadores de
tumor (a dia 7 post-inoculacid) presentaven un increment del contingut proteic del
TNFRI1, fet que correlacionava amb els resultats obtinguts d’expressio genica.

D’aquests resultats es podria suggerir que els elevats nivells circulants de TNF-o
que es detecten en aquests animals portadors de tumor fan que es produeixi una
sobreexpressié dels mRNAs dels TNFRs i1 de les seves proteines. Aquest augment en el

contingut dels TNFRs podria tenir dues conseqiiencies possibles: o bé que part
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d’aquests receptors de membrana s’alliberessin a la circulacié com receptors solubles,
per acci6 del propi TNF-o (Engelmann et al., 1990; Schall et al., 1990; Himmler et al.,
1990; Zhang, 1994), 1 d’aquesta manera inactivarien part del TNF-o circulant
(mecanisme protector), o bé que el fet que augmentin els receptors a membrana potencii
I’efecte caquectic (proteolitic i apoptotic) del TNF-a a la fibra muscular. Aquesta
segona hipotesi podria explicar-se pel fet que el receptor TNFR1 té un domini de mort
(death domain), el qual esta relacionat amb la induccié de 1’apoptosi en diversos tipus
cel-lulars. Aquest domini esta present en cardiomiocits (Vandenabeele et al. 1995), fet
que suggereix que també podria estar implicat en 1’apoptosi dels cardiomiocits. A més,
la sobreexpressio del TNFR1 en muscul esquelétic d’animals portadors de tumor podria
estar relacionada amb 1’increment de la fragmentacié del DNA observada préviament
pel nostre grup (Van Royen et al., 2000).

La Figura 1 és una representacié esquematica de la hipotetica regulacié de
I’expressié de TNF-a i dels seus receptors en animals portadors de 1’hepatoma Yoshida

AH-130.

sTNFR sTNFRI
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Figura 1. Esquema de la hipotetica regulacié del TNF-a en animals
portadors de I’hepatoma ascitic Yoshida AH-130.
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De la mateixa manera que en model experimental de caquexia cancerosa, varem
estudiar el paper del TNF-ot en muscul esqueletic de malalts amb un tumor pancreatic.
Curiosament, els resultats que varem obtenir no mostraven cap diferencia, ni en
I’expressi6 genica de TNF-a ni el TNFR1, entre el grup control i els malalts amb
cancer. En molts tipus de cancer s’observa un augment de 1’expressi6 de TNF-o
(Balkwill i Burke, 1989). En el cas concret del cancer de pancrees, Ariapart et al. (2002)
varen mesurar els nivells d’expressi6 de TNF-a i els seus receptors en cel-lules
sanguinies abans i després de I’extracci6 del tumor. Els pacients amb cancer de pancrees
presentaven uns nivells d’expressié de TNF-a més elevats que els controls, mentre que
després de I’extracci6 del tumor els seus nivells arribaven quasi bé a valors control. A
més, en aquest estudi no es varen observar variacions en l’expressi6 de TNFRs en
cel-lules sanguinies ni en els nivells plasmatics de TNF-a. S’ha descrit que els nivells
circulants de TNF-a correlacionen inversament amb el pes corporal (Karayiannakis et
al., 2001). Els pacients que presenten uns nivells de la citocina detectables tenen un pes
corporal i un index de massa corporal (BMI) menor que aquells on els nivells de TNF-o
no sén detectables (Karayiannakis et al., 2001). A més, els pacients amb cancer de
pancrees metastatic tenen uns nivells de TNF-o en serum molt superiors a aquells que
no presenten metastasis (Karayiannakis et al., 2001).

En el grup de pacients que participaren en aquest estudi no es varen detectar
nivells circulants de TNF-o, fet que havia estat descrit anteriorment (Falconer et al.,
1994; Fearon et al., 1998). Potser aquesta és la ra6 per la qual no s’observen canvis en
I’expressié genica del TNF-oo i TNFR1 en muscul esqueletic en aquests pacients.
Alhora, aix0 podria estar relacionat amb que aquests pacients es trobaven en un estadi
inicial de la malaltia i per tant no s’observa una resposta a nivell de TNF-a ni del seu
receptor.

Hi ha evidencies que impliquen citocines (principalment el TNF-a), en el
desgast del muscul esqueletic que s’observa en aproximadament un 20% de pacients
amb MPOC (Di Francia et al., 1994; De Godoy et al., 1996; Takabatake et al., 1999;
2000; Creutzberg et al., 2000). L’estat redox muscular i 1’activacié de factors de
transcripcié6 com el NF-kB per les especies reactives de I'oxigen (Li et al., 1998;
Chandel et al., 2000) sembla que estan implicats en les vies de transducci6 del senyal
que modulen els nivells cel-lulars de TNF-o.. A més, s’ha descrit que I’entrenament a

I’exercici en humans adults sans disminueix 1’expressié del mRNA de TNF-q, aixi com
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també els nivells musculars d’aquesta citocina (Greiwe et al., 2001), fet possiblement
relacionat amb una millora en el sistema de transport/utilitzacié d’O,.

Per tot allo anteriorment exposat, ens varem plantejar estudiar 1’efecte de
I’exercici de moderada intensitat i I’entrenament en la produccié de TNF-o en pacients
MPOC. L’observaci6 principal d’aquest estudi va ser I’augment dels nivells plasmatics
de TNF-o (pre 1 post entrenament) després d’onze minuts realitzant un exercici
d’intensitat moderada, equiparable a 1’esfor¢ per realitzar les activitats diaries, mentre
que en els controls I’entrenament reduia significativament els nivells circulants de la
citocina. A més, varem observar que els individus control tenien uns nivells circulants
de sTNF-RI1 superiors als dels pacients i I’exercici no produia canvis en els nivells dels
sTNF-R en cap dels dos grups. Aquest estudi revela per primer cop que 1’increment en
els nivells plasmatics d’aquesta citocina podrien ser considerats com 1’equivalent als
que s’assoleixen en les activitats quotidianes diaries. No es varen observar diferencies
significatives entre els valors basals (en repods) dels nivells plasmatics de TNF-o entre
controls i malalts MPOC, malgrat si observar-se, després de I’entrenament, uns nivells
de la citocina superiors en els darrers. Una possible explicacié d’aquests nivells basals
seria que el grup de malalts MPOC era molt heterogeni donat que incloia malalts amb
diferents graus de severitat de la malaltia i d’afectacié muscular (Eid et al., 2001).

En individus sans s’ha descrit que un exercici llarg i1 extenuant incrementa els
nivells circulants de citocines pro-inflamatories, concretament la IL-6 (Drenth et al.,
1995). Malgrat que 1’origen de la produccié de citocines en aquesta situacié és una
qiiestié6 controvertida, s’han suggerit diferents fonts potencials que incrementen la
secrecié d’aquests mediadors: 1) les cel-lules sanguinies mononucleades (Rhind et al.,
2001; Moldoveanu et al., 2000; Ullum et al., 1994); 2) I’activacié simpatica que actua
en organs immunes (Drenth et al., 1995); i 3) el muscul esqueletic que esta sotmés a un
treball intens (Ostrowski et al., 2000). Aquesta tercera hipotesi és la més probable,
donat que I’augmentada expressié d’IL-6 que es va detectar en les biopsies de muscul
de I’extremitat inferior després de correr una marat coincidia amb I’increment dels
nivells circulants d’IL-6 (Ostrowski et al., 2000). Els nivells plasmatics de les citocines
sembla que estan relacionats amb dos factors principals: la intensitat i durada de
I’exercici 1 el dany muscular induit per un exercici d’alta intensitat. El grau d’intensitat
de I’exercici que es va realitzar en el nostre grup d’estudi va ser moderat i perfectament

sostenible, ja que es va assajar en condicions normals de ritme cardiac i de consum
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d’oxigen. Per tant, cap de les circumstancies d’aquest estudi estan lligades a un exercici
extenuant.

Esta acceptat el fet que el TNF-a del muscul esqueletic podria tenir funcions
fisiologiques autocrines i/0 paracrines. Les vies de transduccié del senyal sensibles a les
especies reactives de 1’oxigen sembla que juguen un paper fonamental en la modulacié
dels nivells cel-lulars d’aquesta citocina (Vassilakopoulos et al., 1999; Chandel et al.,
2000; Greiwe et al., 2001). Malgrat aix0, en aquests pacients nivells moderats d’exercici
no provoquen grans canvis en I’estat redox muscular (Ravinovich et al., 2001). Potser
per aixo, I’exercici no indueix canvis en el mRNA del TNF-a en els pacients MPOC. A
més, el temps trascorregut per a la sintesi de novo de TNF-a muscular és insuficient
(Albarenque et al., 2001). En aquest estudi no varem trobar relacié entre 1I’expressio i
els nivells circulants de TNF-a. En el grup de pacients MPOC no s’observava una
disminucié del TNF-o induida per I’entrenament (Greiwe et al., 2001). Aquest resultat
era d’esperar per la baixa capacitat antioxidant muscular després d’un entrenament de
moderada intensitat en aquests pacients si es compara amb la els individus sans
(Ravinovich et al., 2001). Malgrat tot, la manca de mesures de la proteina de TNF-a
muscular no permet treure conclusions. A més, cal esmentar que mentre que els nivells
circulants de TNF-o disminueixen després de I’entrenament, I’expressié muscular de la
citocina no segueix el mateix comportament en individus sans, la qual es podria atribuir
en part al diferent tipus de programa d’entrenament del present estudi (Greiwe et al.,
2001).

Per tant, en els pacients MPOC s’observa un lleuger augment del TNF-o
circulant després de 1’exercici de moderada intensitat, que va acompanyat d’un augment
en I’expressio de la citocina respecte els individus control, sense observar-se canvis per
efecte de I’entrenament. No es pot suggerir que els elevats nivells plasmatics de TNF-a
siguin a causa de la sintesi muscular de novo d’aquesta citocina. De tota manera, es
podria especular que I’exercici podria induir 1’alliberament de TNF-o pre-format del
muscul per mecanismes implicats en la regulacié post-transcripcional. La manca de
dades de contingut proteic de TNF-a muscular degut a la limitada mostra muscular de

la qual es disposava dificulta encara més la interpretacié d’aquests resultats.
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1.3 L’ESTRES OXIDATIU

1.3.1 CANCER

Una excessiva produccié d’oxidants afavoreix la disrupcié de la cadena de
transport d’electrons mitocondrial, i I’efecte final pot ser tant el dany cel-lular (necrosi)
com la mort cel-lular programada (apoptosi). A més, les especies reactives de 1’oxigen
(ROS) s6n produides per multiples mecanismes en tots els compartiments cel-lulars 1
exerceixen efectes deleteris quan no es poden compensar pels sistemes antioxidants dels
teixits. Per aix0, les ROS juguen un paper molt important en la patogenesi de diverses
malalties (Barreiro et al., 2002; 2003; Javesghani et al., 2003). Les ROS, com els anions
superoxid, el peroxid d’hidrogen o els radicals hidroxil, estan implicats directament o
indirecta en el procés de la carcinogenesi. Principalment estan involucrats en el dany al
DNA produint a vegades mutacions en gens supressors de tumor. També actuen com
iniciadors i/0 promotors de la carcinogenesi. S’han suggerit molts mecanismes que
poden produir estreés oxidatiu en pacients amb cancer: a) alteracié del metabolisme
energetic; b) activacid cronica no especifica del sistema immune amb una excessiva
produccié de citocines pro-inflamatories (les quals, a la vegada, incrementen la
produccié de ROS), i c¢) altres mecanismes que podrien ser conseqiiencia de I'ds de
farmacs antineoplasics, concretament agents alquilants i cisplati, ja que sén capacos
d’estimular la produccié de ROS 1 per tant, I’estres oxidatiu.

Estudis previs han suggerit que les ROS podrien tenir un paper en la caquexia
cancerosa. Buck i Chojkier (1996) varen demostrar que el desgast muscular i la
desdiferenciacié podien prevenir-se mitjangant inhibidors de la sintesi d’oxid nitric
(NO) i1 antioxidants. De la mateixa manera, Gomes-Marcondes i Tisdale (2002) varen
observar que el desgast muscular en caquexia cancerosa anava associat a elevats nivells
de malondialdehid en muscul gastrocnemius, i que aquest estres oxidatiu incrementava
la degradacié proteica en muscul esqueletic mitjancant un augment de I’expressié de
components del sistema ubiquitina-proteasoma. A més, el nostre grup d’investigacié ha
observat que el TNF-a té un efecte directe sobre la proteolisi muscular, ja que activa
I’expressi6 dels gens del sistema proteolitic dependent d’ATP 1 ubiquitina (Llovera et
al., 1997). D’altra banda, les vies de transduccid del senyal sensibles a les especies
reactives de I’oxigen sembla que juguen un paper fonamental en la modulacié dels

nivells cel-lulars d’aquesta citocina (Vassilakopoulos et al., 1999; Chandel et al., 2000;
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Greiwe et al., 2001). Murr et al. (1999) varen observar concentracions elevades de
neopterina (un indicador de la produccié de ROS) en serum i orina de pacients amb
cancer. Aquests nivells elevats correlacionaven amb 1’estadi de la malatia, 1 predeien
significativament una pitjor prognosis i supervivencia.

Per tot aix0, ens varem plantejar ’estudi de D’estrés oxidatiu en animals
portadors del tumor Yoshida AH-130. Les proteines s6n dianes dels efectes derivats de
I’estres oxidatiu en els teixits. L’ oxidaci6 proteica ha estat implicada en la patogenesi de
nombroses condicions com malalties degeneratives, I’envelliment 1 desordres
neurologics. De les diferents modificacions induides per les ROS en els residus
d’aminoacids, la formacié del grup carbonil és un dels marcadors d’oxidacié proteica
millor caracteritzat en diferents estats patologics, com la sepsia i la MPOC. En el nostre
model experimental de caquexia cancerosa es va observar un increment en la
carbonilacié de les proteines musculars. Donat que 1’oxidacié induida per ROS es
representa com la presencia de derivats proteics amb grups carbonil, podem suggerir
que, com a minim en el nostre model experimental de caquexia cancerosa, el dany
cel-lular degut a 1’oxidacié succeeix, probablement via TNF-a, durant el procés del
desgast muscular en els animals portadors de I’hepatoma ascitic de Yoshida.

La capacitat anti-oxidativa és el resultat de I’accié de dos mecanismes: enzimatic
i no enzimatic. Els mecanismes no enzimatics son els que inclouen antioxidants,
neutralitzadors de radicals lliures, ions metal-lics de transicid, albumines,
ceruloplasmina, metal-lotioneines i el glutati6. D’altra banda, els mecanismes
enzimatics inclouen la superoxid dismutasa (SOD), peroxidasa, catalasa i la NADPH
reductasa. Per tal d’estudiar si I’estres oxidatiu observat en els animals portadors de
tumor eren a causa d’alteracions en els mecanismes enzimatics ens varem plantejar
I’analisi del contingut de la SOD i la catalasa en aquests animals. Sorprenentment, els
nivells proteics d’aquests dos enzims antioxidants no estaven alterats en el model
Yoshida AH-130. Malgrat aix0, s’observa que els nivells de catalasa en el muscul
esqueletic d’aquests animals tenen tendeéncia a augmentar, encara que ho
significativament, a mesura que creix el tumor.

Per tots aquests resultats es podria suggerir que la caquexia, en el model tumoral
Yoshida AH-30, esta associada a elevats nivells d’estrés oxidatiu (valorat com a
increment de carbonilacié de proteines) i que la catalasa és I’enzim que estaria més

implicat alhora de protegir de I’excés d’agents oxidants.
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1.3.2 MPOC

Com ja s’ha comentat, el glutati6 reduit (GSH) juga un paper important
neutralitzant diferents especies reactives 1 d’aquesta manera manté les funcions
cel-lulars (Meister et al., 1983; Ferndndez-Checa et al., 1993). Aquest estudi ha
caracteritzat la regulacié del glutati6 com a reflexe de I’estres oxidatiu del muscul
esqueletic després d’un entrenament perllongat en individus sans 1 en pacients MPOC.
Els nostres resultats indiquen una capacitat divergent per adaptar el sistema redox a la
demanda cel-lular del transport i consum d’O, durant I’entrenament entre aquests dos
grups d’individus. En el nostre estudi no varem observar canvis en els nivells de glutatié
total per efecte de I’exercici, ni en individus control ni en pacients MPOC. Els nivells de
glutatié en repos després de 1’entrenament no varen experimentar canvis significatius,
malgrat observar-se una lleugera tendencia a augmentar els nivells de GSH i dismunuir
els de glutatié oxidat (GSSG) en individus control. L’efecte de 1’exercici després de
I’entrenament va produir dos efectes contraposats: els individus sans incrementaven
significativament els nivells de GSH en muscul, mentre que en muscul esqueletic de
pacients MPOC s’observava un augment significatiu del GSSG. Tot i aix0, s’ha
observat una perdua de peroxidacié lipidica en ambdés grups, fet que suggereix que
I’estres oxidatiu després de I’entrenament no té conseqiiencies deleteries en individus
sans ni en pacients MPOC (Rabinovich et al., 2001).

Tot 1 que, en individus sans, I’entrenament produeix una disminuci6 significativa
dels nivells del mRNA de la gamma-glutamil cisteina sintasa (yGCS), aquests s’adapten
a la demanda de I’exercici doblant els nivells de GSH. La correlacié negativa entre
I’increment de GSH i la caiguda dels nivells d’expressié de la YGCS després de
I’entrenament €s un fet dificil d’explicar. Una hipotesi possible seria que durant un
estimul perllongat (com és I’entrenament), la pujada dels nivells de GSH podria ser el
senyal que reprimeix 1’expressié de la YGCS. En el cas dels pacients afectats per
MPOC, I’expressié de YGCS augmenta de manera significativa en resposta a 1’exercici,
sense observar-se cap diferencia per efecte de I’entrenament. Possiblement, aquesta
inducci6 de I’expressié de yGCS actuaria com un mecanisme compensatori en resposta
a I’'increment del GSSG o, d’acord amb la hipotesi anterior, I’expressié genica de YGCS

no esta reduida a causa dels baixos nivells de GSH detectats en aquests pacients.
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En biopsies musculars extretes en situacié de repos tant abans com després de
I’entrenament en pacients MPOC 1 en controls, no es varen observar grans canvis en
I’estat redox. Aix0 sembla suggerir que les alteracions d’aquest sistema només son
evidents després de 1’exercici. Esta demostrat que 1’exercici intens (extenuant) indueix
nivells d’estres oxidatiu més alts en pacients MPOC que en individus sans (Viiia, et al.,
1996). Aixo es pot suprimir amb tractaments amb inhibidors de la xantina oxidasa com
I’al-lopurinol (Heunks et al., 1999) 1 per terapia amb O, (Vifia et al., 1996). En aquest
estudi, la presencia de canvis lleugers en el sistema redox després de 1’exercici tant en
pacients MPOC com en controls pot ser deguda a que aquesta exercici era de moderada
intensitat (40%). Tant la intensitat com la durada del protocol varen ser triades per fer
mesures després de 1’exercici.

Tant els pacients MPOC com els individus sans augmenten la seva tolerancia a
I’exercici depenent de la millora, induida per 1’entrenament, del transport i ds de I’O,
per part del muscul (American Thoracic Society and European Respiratory Society,
1999). En aquests pacients, la reserva dels organs centrals per incrementar el transport
d’oxigen (fluxe sanguini i contingut d’oxigen arterial) durant I’exercici intens
(American Thoracic Society and European Respiratory Society, 1999; Sala et al., 1999)
¢és limitada per: una funcié pulmonar molt deteriorada i pels efectes de les fluctuacions
de la pressi6 pleural sobre el fluxe cardiac (Sciurba et al., 1996; Montes de Oca et al.,
1996). Aquest fenomen esta afavorit per altres factors periferics com la deteriorada
conductancia de I’ O, dels capilars cap a la mitocondria (Richardson et al., 1995; Jobin
et al., 1998) que provoca hipoxia cel-lular durant I’exercici d’intensitat moderada-alta 1
en conseqiiencia estres oxidatiu. L’augment de 1’activitat citocrom oxidasa (COX) i
I’increment dels nivells d’aquest enzim (Sauleda et al., 1998) pot interpretar-se com una
adaptacié de la mitocondria a la hipoxia cel-lular.

Engelen et al. (2000a; 2001) varen suggerir que hi havia una relacié causal entre
I’anormal potencial redox muscular basal i1 les alteracions del metabolisme proteic
observades en pacients amb enfisema. Malgrat aixo, en aquest estudi no s’han trobat
diferencies entre els nivells basals de GSH d’individus sans i malalts MPOC. Tot i aixo,
creiem que el nostre estudi no contradiu la hipotesi anterior, donat que el nombre de
biopsies musculars de pacients no ens ha permes establir diferents subgrups segons el
grau de severitat de la malaltia. Una ampliacié del nombre de pacients potser hagués

permes veure aquest efecte.
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En resum, aquest estudi demostra que hi ha diferencies en les adaptacions de
I’estat redox muscular induit per I’exercici entre pacients MPOC i controls. Mentre que
els individus sans incrementen els nivells musculars de GSH després de 1’entrenament,
el grup MPOC redueix el seu potencial redox. A més, aquest potencial redox reduit
podria estar iduint I’expressid0 muscular de TNF-a en els pacients del nostre estudi
(Vassilakopoulos et al., 1999; Chandel et al., 2000; Greiwe et al., 2001). Aquests
resultats mostren la importancia de les adaptacions periferiques induides per I’exercici i
la relevancia del resultat de I’entrenament dels pacients amb MPOC.

El desgast muscular és una de les complicacions que es presenten en la MPOC,
aixi com en altres desordres cronics (Franssen et al., 2002). La perdua de pes en els
malalts MPOC podria reflectir el resultat final de la susceptibilitat genctica més la
interaccié de diferents factors a nivell pulmonar i periferic. La produccié anomala de
citocines, I’estres oxidatiu, la hipoxia tissular, les condicions fisiques i la severitat de la
malaltia, s’han descrit extensament com a potencials causants de la disfuncié muscular
periferica en ’'MPOC (American Thoracic Society and European Respiratory Society,
1999).

Per tot aix0, ens varem plantejar si 1’adaptacié anormal a 1’entrenament del
sistema GSH-GSSG podia estar associada a un fenotip d’MPOC caracteritzat per la
perdua de pes corporal. El GSH cel-lular sembla que €és un regulador important de la
diferenciacié miogenica en cel-lules musculars murines C2C12 (Ardite et al., 2004). El
manteniment d’uns nivells optims de GSH podria ser una estrategia ttil per prevenir el
dany muscular en MPOC. Mentre que el GSH citosolic garanteix un correcte
funcionament del programa miogenic, el manteniment dels nivells de GSH mitocondrial
podria assegurar la supervivencia cel-lular tal com s’ha observat en estudis previs
(Garcia-Ruiz et al., 2003; Ortega et al., 2003) en els quals la deplecié selectiva del GSH
mitocondrial sensibilitza a la mort cel-lular mediada per agents quimics o citocines.

La principal observacié d’aquest estudi va ser que els nivells musculars de GSH
disminuien a mesura que ho feia el BMI, essent el grup MPOC amb BMI,, el que tenia
els nivells més baixos en resposta a I’entrenament. Només es va observar un increment
significatiu en el GSH induit per I’entrenament en individus control. També varem
determinar 1’expressio de YGCS en aquests malalts. L’ increment en I’expressié de YGCS
en pacients MPOC amb BMI es pot interpretar com un mecanisme adaptatiu per

contrarrestar I’estres oxidatiu induit per I’exercici en aquests pacients. Es conegut el fet
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que la YGCS pot sobreexpressar-se en resposta a diverses condicions estressants
incloent-hi I’estres oxidatiu o la deplecié del GSH (Meister et al., 1990; Morales et al.,
1998; Ardite et al., 2000). Els nivells de YGCS després de 1’entrenament tendeixen a
disminuir en els controls i aixd pot explicar-se com una regulacié de retroalimentacié
negativa degut a I’increment dels nivells de GSH.

Per tant, d’aquest estudi es pot suggerir que a mesura que disminueix el pes
corporal, I’estres oxidatiu provocat per I’entrenament augmenta en aquests pacients. A
més, sembla que la induccid de I’expressié muscular de YGCS en pacients MPOC amb
BMI,, podria ser un mecanisme adaptatiu per contrarrestar la disminucié dels nivells

musculars de GSH.

1.4 IMPLICACIO DE LA CALCINEURINA

La calcineurina és un important regulador de les respostes intracel-lulars
activades per calci en mduscul esqueletic. La calcineurina, induida per la via
calci/calmodulina, regula la transcripcié de diversos gens via els factors nuclears de
cel-lules T actives (NF-ATs). Aquestes proteines soén una familia de molecules descrites
originalment com a reguladores de 1’expressi6 de citocines en cel-lules T (Rao, 1997).
Quan la calcineurina s’activa, defosforil-la la cua citoplasmatica de NF-AT, activant-lo 1
permetent la seva translocaci6 al nucli, on regulara I’expressi6 de diversos gens (Delling
et al., 2000).

La calcineurina promou la diferenciaci6 i la regeneracié del muscul esqueletic.
La diferenciacié del muscul esqueletic implica la fusié de mioblasts per formar miotubs
polinucleats i 1’activacié de gens musculars especifics. Abbott et al. (1998) varen
descriure que la ciclosporina A (un inhibidor especific de la calcineurina) inhibia la
diferenciacié de mioblasts in vitro, suggerint que la calcineurina era essencial per
I’activacié del programa de diferenciacié muscular. A més, quan es produeix un dany
en el muscul esqueletic adult s’activen les cel-lules satel-lit miogeniques quiescents,
adjacents a les fibres musculars, i es fusionen amb fibres pre-existents per tal de reparar
el muscul. La ciclosporina A impedeix la regeneracié muscular en resposta al dany, el
que suggereix la importancia de la calcineurina en el desenvolupament muscular in vivo

(Abbott et al., 1998). Aixo0 podria explicar perque pacients que han estat sotmesos a un
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transplantament i que es tracten amb ciclosporina A presenten una debilitat severa del
muscul esqueletic (Goy et al. 1989).

Un altre potent inductor de I’hipertrofia del muscul esqueletic, tant in vivo com
in vitro, és ’IGF-1 que actua activant I’expressio dels canals de calci de tipus L, els
quals incrementen les concentracions de calci (Bruton et al., 1999; Wang et al., 1999).
S’ha descrit un paper essencial de la calcineurina en la hipertrofia de miocits
esqueletics mediada per IGF-1. La incubacié de mioblasts de rata amb IGF-1 provoca
hipertrofia que va acompanyada de la sobreexpressié de calcineurina 1 la localitzacio
d’aquesta al nucli (Musaro et al., 1999; Semsarian et al., 1999). A més, la ciclosporina
A bloqueja la hipertrofia en resposta a IGF-1 (Musaro et al., 1999; Semsarian et al.,
1999).

Mentre que la implicacié de la calcineurina en la hipertrofia del mduscul
esqueletic €s un fet acceptat, el seu paper en 1’atrofia muscular no és tan clar. S’ha
descrit que el desgast muscular induit en rata per la secci6 de la medul-la espinal
s’associa amb uns nivells reduits de calcineurina (Spangenburg et al., 2001). A més,
I’activacié de la via de senyalitzacié de la calcineurina millora el dany muscular en
ratolins mdx amb distrofia (Chakkalakal et al., 2004; Stupka et al., 2004). Altres estudis,
malgrat aix0, han demostrat que els inhibidors de la calcineurina no bloquejen
I’increment de la mida de les fibres induida per I’activitat nerviosa en la regeneracid
muscular (Bodine et al., 2001). També s’ha demostrat que ’eficacia de les estrategies
dirigides a revertir el desgast muscular en dos models experimentals com I’extremitat en
suspensid o la seccié de la medul-la espinal no es troba afectada per la inhibicié de la
calcineurina (Dupont-Versteedgen et al., 2002).

El desgast muscular en rates portadores de I’hepatoma Yoshida AH-130 esta
estretament relacionat amb el TNF-o, donat que tractaments anti-TNF-o poden revertir,
com a minim en part, I’estat hipercatabolic (Costelli et al., 1993, 2002). Es coneix poc la
relacié entre la calcineurina i el TNF-o.. D’una banda, en cel-lules B, aixi com també en
cel-lules T, la rapida inducci6 del gen del TNF-a pot ser bloquejada per drogues
immunosupressores com la ciclosporina A o FK506 (inhibidors de la calcineurina)
(Goldfeld et al., 1992). Goldfeld et al. (1994) varen observar que aquests inhibidors
bloquejaven la induccié del mRNA del TNF-a i del seu promotor en cel-lules T
transfectades transitoriament amb un plasmid que contenia la regié promotora del TNF-

a. Per tant, es podria suggerir que la calcineurina és el principal mediador de I’expressio
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genica del TNF-a en cel-lules B 1 T activades. A més, s’ha descrit que els inhibidors de
calcineurina son inhibidors potencials de la citotoxicitat induida per TNF-a (Kantrow et
al., 2000). D’altra banda, estudis recents suggereixen que la calcineurina comparteix
amb el TNF-a la capacitat d’activar la transcripcié mediada per NF-kB, mitjancant un
mecanisme diferent a la defosforilacié i1 inactivacié de Ix—-Bo (Pons i Torres-Aleman,
2000; Biswas et al., 2003). A més, Alzuherri et al. (2003) varen observar que en
cel-lules C2C12 que expressaven la calcineurina de manera constitutiva, hi havia una
activacio significativa de NF-xB 1 una activaci6 de NF-AT reduida en presencia de
TNF-o, fets que anaven associats a la reduccié de l’activitat fosfatasa, que és
I’indicador de I’activitat de la calcinerina.

Donat que en cancer (Jenkins i Bustin, 2004) i en sepsia (Dahn et al., 1988; Fan
et al., 1994) es dona un desgast muscular important a més de una disminucid dels
nivells de IGF-1 1 alteracions en els nivells de TNF-a, ens varem plantejar estudiar si la
calcineurina estava implicada en el desgast del muscul esqueletic d’animals portadors
de I’hepatoma ascitic de Yoshida AH-130. No varem observar diferencies en I’expressio
de calcineurina, ni a nivell de mRNA ni proteina, en els diferents dies de creixement
tumoral analitzats. Aquests resultats suggereixen que la calcineurina no estaria
implicada en el desgast que pateix el muscul esqueletic durant la caquexia cancerosa en

el nostre model tumoral.

2. IL-15, UNA CITOCINA ANABOLICA AMB IMPLICACIONS
TERAPEUTIQUES

2.1 EFECTES METABOLICS

S’ha demostrat que la I[L-15 es comporta com una citocina anabolica en muscul
esqueletic tant in vivo (Quinn et al., 2002) com in vitro (Quinn et al., 1995). De fet, la
IL-15 estimula la sintesi proteica i inhibeix la degradacié en miotubs de muscul
esqueletic en cultiu que han estat transduits amb un vector d’expressid retroviric per la
IL-15 (Quinn et al., 2002). Estudis realitzats en cultius cel-lulars mostren que la IL-15 es
comporta com un factor anabolic augmentant el contingut de proteina miofibrilar

(Quinn et al., 1995). De fet, la sobreexpressié d’aquesta citocina en cel-lules C2C12
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indueix una hipertrofia per un mecanisme que sembla ser diferent al de I’'IGF-I (Quinn
et al., 2002).

Per aix0, varem estudiar si els efectes de la IL-15 sobre les fibres musculars eren
directes 1 els mecanismes implicats en 1’accié anabolica d’aquesta citocina sobre muscul
esqueletic. Per fer-ho varem incubar musculs EDL aillats de rata en presencia d’IL-15.
Els resultats obtinguts, indiquen que la IL-15 és capa¢ de disminuir la taxa proteolitica
(mesurada com alliberament de tirosina al medi d’incubacid en presencia de
cicloheximida) en musculs EDL aillats de rata. D’altra banda, la presencia d’aquesta
citocina no altera la taxa de sintesi proteica mesurada com incorporacié de He-
fenilalanina a la proteina muscular mentre que I’addicié d’insulina estimula la taxa de
sintesi proteica. Aquesta ultima observacid no concorda amb 1’anteriorment descrita per
Quinn et al. (2002) degut, potser, a la metodologia emprada o a que aquest estudi ha
estat realitzat en muscul aillat on probablement hi ha altres mecanismes implicats.

D’altra banda, ens varem plantejar estudiar 1’efecte de la IL-15 en la captaci6 i
desti metabolic dels aminoacids utilitzant dues aproximacions experimentals: estudis in
vivo 1 musculs aillats. La manca d’efecte d’aquesta citocina sobre la taxa de sintesi
tampoc va acompanyada de canvis clars en el metabolisme dels aminoacids. La
presencia d’IL-15 en el medi d’incubacié de musculs EDL aillats no provoca canvis en
I’oxidaci6é de I’alanina ni en la seva incorporacié a lipids o a proteina. De la mateixa
manera, en els resultats dels estudis in vivo s’observa que després d’una administracid
aguda d’IL-15, aquesta citocina només tenia efecte disminuint la incorporacié d’alanina
a lipids en teixit adipds. Aquests resultats estan d’acord amb altres previs on es
demostra que la IL-15 també modula I’activitat del teixit adipds disminuint la taxa de
lipogenesi (Carbd et al., 2001).

També varem estudiar si la IL-15 podria influir en la taxa de transport
d’aminoacids al muscul esqueletic. Per aixo varem determinar la captacié d’AlB, un
analeg no metabolitzable de 1’alanina, en rates tractades agudament amb la citocina. El
tractament amb IL-15 no va provocar canvis en aquest parametre. A més, varem
analitzar si la IL-15 tenia un efecte directe sobre la captacié d’aminoacids neutres. Per
aixo, varem mesurar la captacié de MetilAiB en miusculs EDL aillats incubats amb la
citocina. De la mateixa manera que en el cas anterior, no es varen observar canvis

deguts al tractament amb la citocina.
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Per tant, els efectes anabolics de la IL-15 observats es duen basicament a les
seves propietats antiproteolitiques, sense descartar pero, el posible paper de mecanismes
no caracteritzats encara.

També ens vam plantejar si la IL-15 regulava el metabolisme glucidic al muscul
esqueletic. Varem observar que aquesta citocina augmentava la captacié de 2DOG tant
in vivo com in vitro. Per aix0, varem aprofundir en I’estudi analitzant els destins
metabolics de la glucosa. Tot 1 que esperavem un augment de la utilitzacié de glucosa
com a substrat energetic, no varem observar difereéncies estadisticament significatives
en cap dels destins analitzats perd si una certa tendéncia a incrementar 1’oxidacié i a
disminuir el glicogen. Una possible explicaci6 a aquests fets seria que la major
disponibilitat de glucosa per part del muscul tractat amb IL-15 modularia la utilitzacié
d’altres recursos energetics tals com la proteina muscular 1 per tant podria afavorir a que

disminueixi la proteolisi en aquest teixit.

2.2 APLICACIONS TERAPEUTIQUES

2.2.1 EFECTES SOBRE LA PROTEINA

El desgast proteic muscular és un fet caracteristic de la caquexia cancerosa i s’ha
associat a un afavoriment del catabolisme proteic tissular (Kien i Camitta, 1983; 1987;
Beck i Tisdale, 1989; Melville et al., 1990; Beck et al., 1991; Tessitore et al., 1993a).
Moltes de les estrategies terapeutiques per la caquexia cancerosa han estat dissenyades
basant-se en la suposicié que el desgast tissular era el resultat de la malnutrici6 o de la
competencia entre el tumor i I’hoste. Malgrat tot, la nutrici6 parenteral o la
sobrealimentacié no han estat efectives o en el millor dels casos ho han estat només
temporalment (Popp et al., 1981; Shaw i Wolfe, 1986; Moley et al., 1988). A més, en
alguns casos sembla que el tractament sigui més avantatjés pel tumor que pel propi
hoste (Popp et al., 1981; Tayek et al., 1986).

El model tumoral en rata que s’ha utilitzat en aquest estudi causa una rapida i
progressiva perdua de pes corporal i un desgast proteic tissular. Aquest dltim esta
associat amb 1’hipercatabolisme proteic tissular (TPH) (Tessitore et al., 1987a; 1987b;
1993a) el qual esta probablement mediat per la produccié de citocines com el TNF-a
(Garcia-Martinez et al., 1993; Llovera et al., 1993a; 1993b) i alteracions en 1’homeostasi

hormonal (Tessitore et al., 1993a). De fet, s’han obtingut efectes beneficiosos amb els
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tractaments amb anticossos anti-TNF-oo (Costelli et al., 1993) o amb farmacs que
interfereixen en el desenvolupament del TPH (Tessitore et al., 1994). Els resultats
obtinguts en aquest estudi mostren que el tractament amb IL-15 d’animals portadors de
tumor inhibeix part de la perdua de proteina en muscul tibialis mitjancant la reversio de
I’increment de la degradacid proteica. Aixo concorda amb estudis previs que indiquen
que la IL-15 actua com una citocina anabolica en muscul esqueletic (Quinn et al., 1995).
A més, suporta els resultats obtinguts en muscul EDL aillat que indicaven que la IL-15
exerceix una accid directa sobre muscul esqueletic, disminuint la degradacié proteica
sense alterar la sintesi (veure resultats apartat 2.1.1). La IL-15 activa les cel-lules
natural killer (Carson et al., 1995), les quals tenen accions propietats anti-tumorals.
Malgrat aixo, s’ha de destacar que la IL-15 en el nostre model no té cap efecte sobre el
creixement tumoral (dades no presentades). Per aixo0, els efectes de la IL-15 en la
caquexia induida per la presencia de tumor no estan relacionats amb 1’acci6 anti-tumoral
d’aquesta citocina.

Els mecanismes precisos pels quals les proteines intracel-lulars sén degradades,
malgrat no estar encara del tot caracteritzats, son bastant coneguts i s’accepta que hi ha
d’haver proteolisi dins i féra dels lisosomes. Les proteases dels lisosomes,
particularment les catepsines, no son les principals mediadores de la degradacié de les
proteines miofribrilars en el mudscul esqueletic de la rata (Lowell et al., 1986; Tessitore
et al., 1994). S havia descrit que el sistema proteolitic dependent d’ ATP i ubiquitina duu
a terme el recanvi de les proteines de vida curta (Ciechanover et al., 1994) o de
proteines defectuoses formades durant I’estreés oxidatiu com el shock térmic (Bond et
al., 1985). De tota manera, s’havia suggerit que 1’activitat d’aquest sistema també podria
estar relacionada amb proteines de vida llarga com les que es troben al muscul
esqueletic (Hilenski et al., 1992). De fet, posteriorment, aquest sistema proteolitic s’ha
relacionat com a responsable en part de les alteracions del metabolisme proteic en
muscul esqueletic en diferents condicions patologiques (Argilés 1 Lopez-Soriano, 1996).
Estudis previs del nostre laboratori han demostrat que la via lisosomal esta poc
implicada en el desenvolupament de 1’hipercatabolisme proteic muscular dels animals
portadors de I’hepatoma Yoshida AH-130 (Llovera et al., 1994; 1995; Tessitore et al.,
1994), mentre que una important activacié de la proteolisi dependent d’ATP sembla ser
el mecanisme predominant (Llovera et al., 1994; Costelli et al., 1995). Es interessant
observar que l’efecte preventiu que exerceix la IL-15 en 1’accelerada degradacid

proteica esta associat a una normalitzacié de la sobreexpressié tant de la subunitat C8
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del proteasoma com dels transcrits de la ubiquitina. A més, I’administraci6é de IL-15 a
rates control redueix tant 'mRNA d’ubiquitina com el de C8. Per tant, I’efecte de la IL-
15 sobre el recanvi proteic sembla que es dona per una disminucié de ’activitat del
sistema proteolitic dependent d’ATP i ubiquitina.

Donat que la IL-15 exerceix una accidé selectiva i protectora del muscul
esqueletic revertint 1’incrementada degradacié proteica i la conseqiient perdua de
proteina que caracteritza la caquexia dels animals portadors del tumor AH-130, es

perfila com una possible estrategia terapeutica.

2.2.2 APOPTOSI I ESTRES OXIDATIU

Els resultats discutits anteriorment demostren clarament que la IL-15 actua com
una citocina anabolica al muscul esqueletic. El mecanisme que esta associat als efectes
de la citocina al muscul impliquen una disminucid de la taxa de degradaci6 proteica, tal
com ha estat descrit en I’apartat anterior. Tot i aix0, el desgast muscular que succeeix
durant la caquexia no només és a causa de la perdua de proteina siné que també és a
causa d’un augment de l’apoptosi de les cel-lules musculars. Com s’ha esmentat
anteriorment en aquesta discusid, estudis previs del nostre laboratori indiquen que
durant la caquexia cancerosa en models experimentals, s’observa un increment en la
fragmentaci6 del DNA al miuscul esqueletic, suggerint que el desgast proteic de la
massa muscular va acompanyat per un procés apoptotic actiu (Carbé et al., 2002).

Per tots aquests fets, varem decidir comprovar si I’accié anti-caquectica de la IL-
15 es debia, a més de preservar la proteina muscular, a inhibir 1’apoptosi muscular.
Anteriorment, s’havia demostrat que la IL-15 actuava com una citocina antiapoptotica
en cel-lules del sistema immune (Pelletier et al., 2002; Berard et al., 2003; Hiromatsu et
al., 2003; Matthys et al., 2002). De tota manera el mecanisme antiapoptotic concret
d’aquesta citocina no s’ha esbrinat encara (Pelletier et al., 2002; Matthys et al., 2002).

Els resultats obtinguts en el nostre model de caquexia cancerosa (I’hepatoma
ascitic Yoshida AH-130) mostren que el tractament d’aquests animals amb la IL-15
manté la integritat del DNA en miuscul esqueletic, reverteix 1’apoptosi mesurada com
fragmentaci6 del DNA. A més, varem analitzar I’expressié genica de proteines
implicades en 1’apoptosi: Bcl-2 (anti-apoptotica) i Bax (pro-apoptotica). L’expressié de
totes dues proteines es troba augmentada en muscul GSN d’animals portadors de tumor.

Curiosament, el tractament amb IL-15 d’aquests animals produia una disminucié tant
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Bax com Bcl-2. De fet, la preséncia del tumor resulta en un increment del quocient
Bax/Bcl-2, el que fa que predomini I’activitat pro-apoptotica. El tractament amb IL-15
reverteix l'increment d’aquesta relacid, protegint doncs de 1’apoptosi. Per tot aixo,
podem dir que la IL-15 no només té€ un efecte anti-apoptotic en cel-lules immunes (com
s’havia descrit previament) sind que també té aquest efecte sobre muscul esqueletic en
la caquexia cancerosa.

De tota manera, aquest no ha de ser I’tinic mecanisme implicat. La propia IL-15
pot estar contribuint a 1’efecte antiapoptotic contrarrestant 1’efecte proapoptotic del
TNF-o. En rates portadores de tumor, un dels senyals que activen 1’apoptosi en el
muscul esqueletic és el TNF-a. De fet, en animals tractats de manera cronica amb TNF-
o s’observa un increment de la fragmentacié del DNA en el muscul esqueletic (Carbé et
al., 2002). De manera semblant, els ratolins deficients en el TNFR1 portadors del
carcinoma caquectic de pulmé de Lewis no mostren aquesta augmentada taxa de la
fragmentacié del DNA (Carb6 et al., 2002). En efecte, el TNF-a esdevé un clar senyal
apoptotic en nombrosos tipus cel-lulars (Krown et al., 1996; Madge et al., 2001);
aquesta cascada apoptotica implica especificament el TNFR1 (Krown et al., 1996;
Mitsiades et al., 2003). Tenint tot aixd en compte, varem decidir estudiar si la IL-15
exercia la seva accié anti-apoptotica alterant la cascada de senyalitzacié del TNF-a en
muscul esqueletic. Com ja s’ha comentat en aquesta discusid, la presencia del tumor
disminueix I’expressi6 del TNF-o i augmenta la dels seus receptors en muscul
esqueletic. El tractament amb IL-15 no produeix cap canvi en I’expressié del TNF-o
pero si que reverteix I'increment dels TNFRs. Per tant, aquests resultats suggereixen
que el mecanisme anti-apoptotic de la IL-15 implica una disminucié de I’expressid
genica dels TNFRs en muscul esqueletic.

S’ha demostrat que la citocina pro-inflamatoria TNF-a indueix apoptosis en
cardiomiocits neonatals via I’expressié de iNOS 1 la produccié d’oxid nitric (NO) (Song
et al., 2000). De manera reciproca, 1’absencia de iNOS en aquestes cel-lules (ratolins
deficients en iNOS) condueix a una dramatica reduccié de 1’apoptosis induida per TNF-
o.. També s’ha hipotetitzat el fet que I’estres oxidatiu podria estar implicat en 1’apoptosi
(Chu et al., 2003). De fet, durant I’estrés oxidatiu es forma NO, i aquest ha estat
relacionat amb el degast muscular que succeeix en la caquexia cancerosa (Buck et al.,
1996). En condicions normals, el NO és sintetitzat per 1’0xid nitric sintasa neuronal

(nNOS) dins les fibres del muscul esqueletic. De tota manera, 1’isoforma induible
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(iINOS) és la que contribueix de manera més important a la produccié de NO sota
condicions d’inflamacid, per la qual cosa aquesta isoforma és la que té una taxa de
sintesi de NO més alta que les isoformes constitutives. El TNF-a és una de les
molecules més conegudes 1 potents que és capac¢ d’incrementar 1’expressio de la iNOS
mitjancant la uni6 amb els seus receptors (TNFRs) 1 1 2, via I’activacio del factor de
transcripcié NF-xB.

Tenint tot aix0 en compte, varem decidir analitzar el contingut d’INOS, I’enzim
principal que participa en la formaci6é de NO, en el model tumoral Yoshida AH-130. La
primera observacié d’aquest estudi va ser que el contingut d’iNOS en muscul esqueletic
augmentava per la presencia del tumor. Aix0 indica que, en aquest model de caquexia,
el muscul esqueletic esta en una situacié d’estres oxidatiu, tal i com hem comentat en
I’apartat 1.4 d’aquesta discusi6. Donat que els animals portadors de tumor tenen uns
nivells circulants elevats de TNF-a, i com hem discutit anteriorment una augmentada
expressié dels TNFRs, es podria suggerir que 1’apoptosi descrita observada en aquests
animals (Van Royen et al., 2000; Carb¢ et al., 2002) podria ser deguda, en part, a la
produccié de NO induida per TNF-ot 1 per I’estreés oxidatiu que es produeix en caquexia
(veure apartat 1.5 de resultats). L’administraci6 sistemica d’IL-15 redueix marcadament
els nivells proteics d’iNOS en miscul GSN de rates portadores de tumor. Per tant,
I’efecte anti-apoptotic d’aquesta citocina es podria atribuir també a la capacitat de
disminuir I’estres oxidatiu que pateix el muscul esqueletic mitjancant 1’alteracié de la
cascada de senyalitzaci6 del TNF-a (revertint I’increment en 1’expressio dels TNFRs)
discutida anteriorment.

Les proteines desacobladores (UCPs) han estat associades a la disrupci6 del
gradient de protons a través de la membrana mitocondrial interna, tenint aixi un
potencial paper de dissipadors d’energia (Porter et al., 2001a i b); malgrat aixo, s’han
observat altres funcions d’aquestes proteines (Argilés et al., 2002). D’entre aquestes
funcions, s’ha descrit que les UCPs sén un mecanisme compensatori de 1’estres oxidatiu
(Murr et al., 1996; Gomes-Marcondes et al., 2002). De fet, el desacoblament de la
cadena respiratoria de la fosforilacié oxidativa produeix ROS. En aquest sentit, varis
estudis confirmen que un increment en I’expressié genica d’UCP2 esta relacionada amb
una disminucié de la produccié H,O, (Negre-Salvayre et al., 1997). De fet, la inducci6
de I’'UCP2 s’ha suggerit com a marcador en condicions patofisiologiques on hi ha un

increment de I’estres oxidatiu (Cortez-Pinto et al., 1998; 1999; Vidal-Puig et al., 2000).
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Discussid

Per tant, ens varem plantejar I’estudi de I’efecte del tractament amb IL-15 sobre
I’expressi6 de la UCP2 i la UCP3 en miscul esqueletic d’animals portadors de
I’hepatoma Yoshida AH-130. En estudis previs del nostre grup, ja s’havia descrit que la
presencia del tumor incrementa 1’expressio tant de UCP2 com UCP3 (Sanchis et al.,
1998). D’igual manera, els nostres resultats confirmen que el creixement tumoral
indueix I’augment de 1’expressié d’aquestes proteines en muscul esqueletic. Com que la
caquexia cancerosa podria ser la conseqiiencia, almenys en part, de la despesa
energetica incrementada que implica el desacoblament de la respiracid, degut a
I’augment en I'expressié de UCP2 i UCP3 que presenten els animals portadors de
tumor. Sorprenentment, I’administracié de IL-15 a animals portadors de tumor promou
un increment de la UCP2 1 UCP3. D’acord amb la hipotesi anterior, hauriem d’esperar
una disminucié d’aquestes proteines per tal de disminuir la despesa energetica d’aquests
animals. Malgrat tot, s’ha esmentat anteriorment que les UCPs poden tenir altres
funcions. Per tant, es podria suggerir que en caquexia aquestes proteines actuarien com
a mecanisme compensatori de 1’estres oxidatiu més que contribuir a incrementar la
despesa energetica.

Per tant, en base als resultats obtinguts, el mecanisme associat a 1’accié anti-
apoptotica de la IL-15 pot exercir els seus efectes alterant la cascada de senyalitzaci6
del TNF-o 1 mitjancant la diminucié de I’estres oxidatiu, possiblement modificant el
contingut (i activitat) de les proteines desacobladores a muscul esqueletic; posant de

manifest el seu ampli potencial terapeutic en el tractament de la caquexia.
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Conclusions

En la sindrome de la caquexia s’observa una perdua de proteina muscular alhora que
un procés apoptotic actiu mesurat com a fragmentacié del DNA. Aquest darrer fet
ha estat demostrat en dues situacions patologiques on es dona aquesta sindrome:

cancer (model de I’hepatoma Yoshida AH-130 i cancer pancrees huma) i sepsia.

El TNF-a esta implicat en la induccié de 1’apoptosi en muscul esqueletic donat que
el tractament amb rolipram reverteix parcialment la fragmentacié del DNA

observada en rates septiques.

L’augment de I’expressio muscular dels receptors de TNF-a aixi com I’increment
de la relaci6 Bax/Bcl-2 (detectat en cancer experimental) serien mecanismes
implicats en la induccié de I’apoptosi i indicarien una major sensibilitat del muscul

esqueletic a les accions cataboliques del TNF-a.

En el model experimental de caquéxia cancerosa s’observa un increment de la
carbonilacié de proteina muscular, alhora que un augment en el contingut de iNOS i
de les UCPs. Aquests fets, posen de manifest que el muiscul esqueletic pateix estrés

oxidatiu durant el procés de caquexia.

Els malalts MPOC presenten uns nivells musculars de glutatié reduit (GSH)
inferiors als d’individus sans, fet que és més acusat a mesura que disminueix 1’index
de massa corporal. En aquests malalts s’observa un augment de I’expressid
muscular de la YGCS que podria actuar com a mecanisme compensatori dels baixos
nivells de GSH. L’estrés oxidatiu muscular detectat en malalts MPOC podria ser el
responsable de 1’augment de I’expressié genica de TNF-oo observada a muscul

esqueletic.
En individus sans, el programa d’entrenament millora el seu estat redox muscular

mentre que en els malalts MPOC no es millora sino que I’estrés oxidatiu muscular

és més acusat.
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Conclusions

7. La IL-15 es comporta clarament com una citocina anabolica a nivell de muscul
esqueletic exercint les segiients accions: reverteix la degradacio proteica 1 bloqueja

I’apoptosi.

8. Els mecanismes associats a les accions terapeutiques de la IL-15 es podrien explicar
a nivell de la normalitzacié de I’expressié dels receptors de TNF-o i a la inhibicié
de l'activacié del sistema proteolitic dependent d’ATP 1 ubiquitina a muscul
esqueletic alhora que disminueix la proteina iNOS 1 augmenta I’expressié de UCP2 i

UCP3 contrarrestant I’estrés oxidatiu en aquest teixit.
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