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                                                  INTRODUCCIÓ





La dopamina 

1.1 LA DOPAMINA 

La dopamina (DA) (Figura 1.1) és, igual que la noradrenalina i l’adrenalina, una 

catecolamina. Les catecolamines són compostos químics formats per un nucli catecol 

(un anell de benzè amb dos grups hidroxils en posició orto) i una cadena d’etilamina o 

algun dels seus derivats. 

 

 
 

Figura 1.1. Estructura química de la DA (3,4-dihidroxifeniletilamina). 

 

 

1.1.1 FUNCIONS: LES VIES DOPAMINÈRGIQUES 
 

La DA té moltes funcions al cervell. Cal destacar el seu rol en la regulació del 

comportament i cognició, activitat motora, motivació i recompensa, regulació de la 

prolactina, son, estat d’ànim, atenció i aprenentatge. 

 

Les neurones dopaminèrgiques (aquelles que presenten com a principal 

neurotransmissor la DA) es troben majoritàriament en nuclis mesencefàlics com l’àrea 

tegmental ventral (ATV) i la substantia nigra pars compacta (SNpc), però també es 

troben en altres llocs com l’hipotàlem, el bulb olfactori i la retina.  

 

Les principals vies dopaminèrgiques són: 

 

 • La via nigro-estriatal. 

 • La via mesolímbica. 

 • La via mesocortical. 

 • La via tuberoinfundibular. 
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La via nigro-estriatal connecta la SNpc amb l’estriat (nuclis caudat i putamen). 

Aquesta via es relaciona amb el control motor i la seva degeneració està relacionada 

amb la malaltia de Parkinson (PD, Parkisnon’s disease).  

 

La via mesolímbica arrenca a l’ATV i arriba a diferents estructures com són el 

nucleus accumbens i l’amigdala. La via mesolímbica està relacionada amb el control 

dels estats emocionals, el plaer i sovint es relaciona amb la recompensa i el desig. 

Aquesta via s’ha implicat en el procés de l’addicció en el sentit més ampli. 

 

La via mesocortical s’inicia a l’ATV i finalitza al còrtex prefrontal, còrtex cingulat 

anterior i còrtex entorrinal. Aquesta via també es coneix amb el nom de via de la 

recompensa i ha estat relacionada amb els símptomes negatius de l’esquizofrènia. 

 

La via tuberoinfundibular va des de l’hipotàlem fins a l’eminència mitja i la 

hipòfisi, regulant la secreció de prolactina i altres processos neurohormonals. 

 

(Per a una revisió sobre aquest tema consultar l’article de Bjorkoy, et al., 2007).

1.1.2 SÍNTESI 

La síntesi de DA es realitza a partir de l’aminoàcid Tyr (Figura 1.2). Després d’un 

primer pas d’hidroxilació catalitzat per la tirosina hidroxilasa (TH), es produeix L-DOPA 

(3,4-dihidroxifenilalanina). Aquesta finalment es converteix en dopamina mitjançant 

una descarboxilació catalitzada per la descarboxilasa d’aminoàcids aromàtics (DAA).  

 

La hidroxilació de la Tyr és el pas limitant en la síntesi de catecolamines al SNC 

(Nagatsu, et al., 1964) i, per tant, també en la síntesi de DA. Aquest enzim és una 

monooxigenasa que utilitza Tyr i oxigen com a substrats i tetrahidrobiopterina (BH4) 

com a cofactor per afegir un grup hidroxil a l’aminoàcid.  
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Figura 1.2. Biosíntesi de DA. 

 

 

L’activitat TH està regulada per diferents factors: 

 

 • Regulació per substrat i producte. Els productes metabòlics (L-DOPA i DA) 

inhibeixen l’activitat de la TH en homogenats de teixit nerviós (Fujisawa, et al., 1989). 

La ràpida acció de la DAA fa que la concentració d’L-DOPA sigui molt baixa i, per tant, 

poc rellevant en la regulació de l’enzim. En canvi, la DA té una certa capacitat de 

regular la TH per feed-back. 

 

• Regulació per fosforilació. L’activitat de la TH depèn críticament del seu estat 

de fosforilació (Fujisawa, et al., 1989). L’addició de fosfats produeix un increment de 

l’activitat catalítica i pot estar catalitzada per diferents quinases com la PKA, la CaMKII 

i la PKC. 

 

 • Regulació per receptor. Diferents estudis tant in vivo com in vitro han 

demostrat que els agonistes dopaminèrgics disminueixen la síntesi de DA (Hetey, et 

al., 1985). Altres neurotransmissors com l’adenosina i el glutamat poden regular la 

síntesi de DA activant receptors presents en les terminacions dopaminèrgiques 

(Chowdhury, et al., 1991). 
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• La funció de la TH requereix també de la presència de ferro com a grup 

prostètic i d’�-cetoglutarat com a regulador al·lostèric. 

 

Després de la seva formació la DA és emmagatzemada mitjançant transportadors 

vesiculars de monoamines (VMAT) a l’interior de vesícules sinàptiques, segons un 

gradient invers de protons (Amara, et al., 1993). 

 

 

1.1.3 RECEPTORS I TRANSPORTADORS 
 

Com en gairebé tots els processos de neurotransmissió coneguts la DA és 

alliberada a l’espai sinàptic a través de l’exocitosi de les vesícules sinàptiques. Aquest 

procés és desencadenat per l’entrada de calci com a conseqüència de l’arribada del 

potencial d’acció a la terminació nerviosa.  

 

L’acció de la DA sobre les cèl·lules diana depèn del tipus de receptor present en 

elles. Segons les seves característiques moleculars s’han descrit 5 subtipus de 

receptors dopaminèrgics, els quals s’han agrupat en dues famílies farmacològiques 

anomenades D1 i D2 a partir de l’efecte d’agonistes i antagonistes selectius. 

 

La família D1 esta formada per dos subtipus, anomenats D1 i D5, i es caracteritza 

per estimular l’activitat adenilat ciclasa. En canvi, la família D2, formada pels subtipus 

D2, D3 i D4, es caracteritza per inhibir o no actuar sobre aquest enzim (Bradford, 1988). 

Tots aquest receptors són receptors acoblats a proteïnes G. 

 

La recaptació de DA a la sinapsi dopaminèrgica està mitjançada pel transportador 

de DA (DAT) que pertany a la família de transportadors de neurotransmissors 

dependents de Na+ i Cl- (Cragg, et al., 2004).  

 

 

1.1.4 METABOLISME I TRANSFORMACIÓ DE LA DOPAMINA 

El procés d’inactivació de la DA es produeix fonamentalment mitjançant dos 

enzims, la monoamino-oxidasa (MAO) i la catecol-O-metiltransferasa (COMT), essent 

els principals productes de la degradació l’àcid dihidroxifenilacètic (DOPAC) i l’àcid 

homovaníl·lic (HVA) (Figura 1.3). 
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Hi han dos subtipus principals de MAO, MAO-A i MAO-B que es localitzen 

majoritàriament a la membrana mitocondrial externa (Jhonson, 1968).  

 

La COMT presenta dues formes, una soluble i una altra unida a membrana, de 

manera que la major part del seu producte és extracel·lular (Mannisto, et al., 1999).  

 

 
 

Figura 1.3. Inactivació de la DA. 
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1.1.4.1 Formació de quinones i aminocroms 
 

L’oxidació de la dopamina a aminocrom té lloc mitjançant 3 reaccions (Figura 1.4). 

La primera reacció consisteix en la transferència de dos electrons. Aquesta 

transferència és molt rapida i es forma DA-o-quinona. Durant la segona reacció la 

cadena d’etilamina es cicle i es forma el leucoaminocrom. En la tercera reacció el 

leucoaminocrom s’oxida a dopaminocrom, en aquest procés es transfereixen dos 

electrons. Totes aquestes reaccions són altament afavorides en un pH alcalí. 

 

 
 
Figura 1.4.  Representació de les reaccions que tenen lloc durant el procés d’oxidació de la 

DA. 

  

 

(Per una revisió sobre aquest tema consultar l’article de Sulzer, et al., 2000). 
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1.1.4.2 El paper dels metalls i els radicals d’oxigen lliure en la formació de DA-
quinones

L’oxidació de la DA es veu afavorida en presència d’ions metàl·lics com el Fe3+. El 

Fe3+ actua com a acceptor d’electrons a les reaccions 1 i 3 formant-se Fe2+, que en 

presència d’H2O2, mitjançant la reacció de Fenton, pot generar radicals hidroxil: 

 

 Fe2+ + H2O2  �   Fe3+ +  OH· + OH-  

 

Altres metalls com el coure i el manganès poden igualment afavorir la formació de 

quinones a partir de la DA. 

 

Cal destacar que la DA s’oxida espontàniament in vitro en presència d’oxigen 

formant-se H2O2, (O2)-· i (OH)·.  

 

1.1.4.3 Enzims involucrats en la síntesi de DA-quinones 
 

El principal enzim que intervé en la formació de DA-quinones és la tirosinasa que 

catalitza la conversió de tirosina a L-DOPA i la conversió d’aquesta a DA-quinona 

(Figura 1.5). 

 

 

 
 

Figura 1.5. Representació de la formació de la DA-quinona mitjançant l’enzim tirosinasa. 
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La tirosinasa no s’ha trobat en neurones de la substantia nigra (Ikemoto, et al., 

1998) però hi ha d’altres enzims involucrats en la síntesi de DA-quinones com són la 

prostaglandina H sintasa i la TH. L’L-DOPA pot actuar com a substrat de la TH 

formant-se L-DOPA-quinona. 

 

 

1.1.4.4 Derivats conjugats amb Cys 
 

Les DA-quinones tenen la capacitat d’unir-se a Cys lliures o a proteïnes mitjançant 

residus de Cys. La Cys pot reaccionar amb l’anell de la DA-quinona per formar 5-S-

cistenil-DA (Figura 1.6). La 5-S-cisteinil-DA es pot oxidar generant nombrosos derivats 

que tenen la capacitat d’unir-se a proteïnes alterant la seva funció. Aquest procés es 

veu afavorit en presència de Fe2+/Fe3+ (Shen, et al., 1998). 

 

 
 

Figura 1.6. Representació de la formació de la 5-S-cisteinil-DA. 

 

 

1.1.4.5 Formació de neuromelanina 
 

La neuromelanina (NM) és un pigment de la família de les melanines. Aquest 

compost és el responsable del color fosc de la SNpc. 

 

El procés de formació de la NM no està clar i es discuteix si intervindrien enzims o 

si seria conseqüència de l’autooxidació de la DA (Zucca, et al., 2004).  

10



La dopamina 

S’ha proposat que la tirosinasa participaria en la formació de NM, no obstant, les 

persones albines que careixen d’una tirosinasa funcional, presenten una pigmentació 

normal de les neurones del sistema nerviós. A més a més, com s’ha comentat, aquest 

enzim no s’ha trobat en neurones de la substantia nigra (Ikemoto, et al., 1998). Altres 

enzims que han estat proposats són la TH, la peroxidasa i la prostaglandina H sintasa. 

No obstant, el seu paper en la formació de la NM és molt controvertit (Zucca, et al., 

2004). 

 

Per una altra banda la NM podria formar-se com a conseqüència de l’oxidació no 

enzimàtica de les catecolamines. A partir de l’oxidació de la DA s’ha sintetitzat DA-

melanina al laboratori, no obstant, aquesta melanina presenta nombroses diferències 

estructurals respecte la NM humana (Double, et al., 2000). En contraposició a aquest 

fet en uns experiments realitzats en cultiu cel·lular s’ha aconseguit sintetitzar una NM 

químicament igual a la humana mitjançant el tractament amb DOPA (Sulzer, et al., 

2000).  
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1.2 LA MALATIA DE PARKINSON 

El PD és un dels trastorns neurodegeneratius més freqüents i es caracteritza per 

tremolor en repòs, bradicinèsia, rigidesa i alteracions de la postura (Hoehn, et al., 

1967). Les malalties que presenten aquestes quatre característiques s’agrupen amb el 

nom de parkinsonismes. 

 

Normalment es distingeix entre dos tipus de PD. Aproximadament en un 10% dels 

casos hi ha una història familiar (Parkinsonismes genètics). En canvi, en la majoria de 

casos el PD és esporàdic i les causes desconegudes, per aquest motiu es parla de 

parkinsonisme idiopàtic. 

 

Els principals marcadors del PD són la pèrdua de neurones dopaminèrgiques a la 

SNpc i la formació d’inclusions citoplasmàtiques eosinòfiles anomenades cossos de 

Lewy (LB, Lewy body) (Figura 1.7) (Duvoisin, et al., 1989). 

 

 

Figura 1.7. Imatge d’un cos de Lewy. 
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1.2.1 ETIOLOGIA 
 

L’existència de les formes familiar i idiopàtica del PD juntament amb nombroses 

evidències suggereixen una etiologia multifactorial on intervindrien factors tant genètics 

com ambientals en els dos tipus. 

 

 

1.2.1.1 Parkinsonisme induït químicament i factors ambientals 
 

El fet que més va recolzar la hipòtesi de la participació de factors ambientals en 

l’etiologia del PD va ser el descobriment de que l’MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,5-

tetrahidropiridina) induïa una forma aguda de parkinsonisme (Davis, et al., 1979). 

 

A part de l’MPTP s’han descrit nombrosos compostos amb la capacitat d’induir 

parkinsonisme, tals com el manganès (Mena, et al., 1970) i determinats pesticides i 

herbicides com la rotenona (Tanner, 1992; Betarbet, et al., 2000). 

1.2.1.2 Malaltia de Parkinson familiar i els gens PARK 
 

Un numero reduït de mutacions han estat relacionades amb casos de PD familiar. 

Els gens que presenten aquestes mutacions es coneixen amb el nom de PARK i fins al 

dia d’avui s’han descrit 13 gens, encara que només 7 o 8 tenen identificada la proteïna 

que codifiquen (Taula 1.1) (Actualitzada de Klein, et al., 2006).  

 

La parkina i l’UCHL1 formen part de la maquinària de degradació de proteïnes mal 

plegades per part del proteosoma. 

 

La funció de PINK1 és desconeguda, no obstant, es pensa que actuaria com a 

quinasa a l’interior del mitocondri (Silvestri, et al., 2005). 

 

La funció de DJ-1 també és desconeguda, no obstant, pot tenir un paper protector 

en una situació d’estrès oxidatiu (Canet-Aviles, et al., 2004). 

 

La proteïna LRRK2 o dardarina presenta activitats quinasa i GTPasa però el seu 

paper és desconegut (Li, et al., 2007).   
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Finalment HtrA2 és una proteasa mitocondrial que interactua amb PINK1 (Plun-

Favreau, et al., 2007). 

 

 

Gen Tipus d’herència Localització cromosòmica Proteïna 

PARK1 (=PARK4) Autosòmica dominant 4q �-sinucleïna 

PARK2 Autosòmica recessiva 6q Parkina 

PARK3 Autosòmica dominant 2p ? 

PARK5 Autosòmica dominant 4p UCHL1 

PARK6 Autosòmica recessiva 1p PINK1 

PARK7 Autosòmica recessiva 1p DJ-1 

PARK8 Autosòmica dominant 12p-q LRRK2 

PARK9 Autosòmica recessiva 1p ? 

PARK10 ? 1p ? 

PARK11 ? 2q ? 

PARK12 ? ? ? 

PARK13 ? 2p HtrA2 

 
Taula 1.1. Els gens PARK. 

 

 

1.2.2 L’�-SINUCLEÏNA 

 

La família de les sinucleïnes humanes esta formada per tres membres; �- �- i �-

sinucleïna (Chen, et al., 1995; Spillantini, et al., 1995; Lavedan, et al., 1998). L’�-

sinucleïna i la �-sinucleïna són abundants al sistema nerviós central, mentre que la �-

sinucleïna és abundant en el sistema nerviós perifèric (Clayton, et al., 1998). 

 

L’�-sinucleïna va ser originàriament identificada en l’òrgan elèctric del peix 

Torpedo californica (Maroteaux, et al., 1988). El nom sinucleïna (synuclein) va ser 

escollit ja que la proteïna va ser trobada en sinapsis (synapses) i en l’embolcall nuclear 

(nuclear envelope). 

 

El paper de l’�-sinucleïna a les malalties neurodegeneratives es va sospitar 

desprès de l’aïllament d’un fragment de la proteïna (NACP) a les plaques amiloides de 

malalts d’Alzheimer (Uéda, et al,. 1993). Posteriorment es van associar mutacions al 
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gen de l’�-sinucleïna amb el PD, però només en un numero reduït de famílies 

(Polymeropoulos, et al., 1997). No obstant, el descobriment de que l’�-sinucleïna és el 

major component dels LB dona suport al seu rol en el PD (Spillantini, et al., 1997) 

 

L’�-sinucleïna es localitza a varies zones del cervell com el neocortex, el bulb 

olfatori, l’hipocamp, el nucli estriat, el tàlem i el cerebel (Iwai, et al., 1995). Aquesta �-

sinucleïna localitzada al cervell és una proteïna de 140 aminoàcids i d’un pes 

molecular de 14 kDa, codificada per un gen localitzat al cromosoma 4q21-22 (Uéda, et

al., 1993; Jakes, et al., 1994; Campion, et al., 1995; Chen, et al., 1995). Tres 

mutacions puntuals en aquest gen han estat identificades en varies famílies amb PD 

autosòmic dominant. La primera és la substitució d’una Ala per una Thr en la posició 

53 (A53T) (Polymeropoulos, et al., 1997), la segona la substitució d’una Ala per una 

Pro en la posició 30 (A30P) (Kruger, et al., 1998), finalment la tercera és la substitució 

d’un Glu per una Lys en la posició 46 (E46K) (Zarranz, et al., 2004). 

 

En condicions fisiològiques l’�-sinucleïna es troba constitutivament fosforilada, 

aquesta fosforilació podria ésser important en la seva funció (Okochi, et al., 2000) i en 

la formació de fibril·les (Fujiwara, et al., 2002).  

 

1.2.2.1 Dominis 

L’anàlisi de la seqüència de l’�-sinucleïna mostra 3 dominis principals: 

 

• Domini N-terminal amfipàtic, ric en motius incomplerts de la seqüència 

KTKEGV. 

• Domini NAC, altament hidrofòbic i anàleg del NACP. 

• Domini C-terminal acídic. 

 

Els residus involucrats en l’agregació de l’�-sinucleïna es troben al domini NAC 

(Giasson, et al., 2000). 
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1.2.2.2 Neuropatologia
 

Acumulacions d’�-sinucleïna  s’han descrit en les següents patologies: 

  

• Malaltia de Parkinson (Spillantini, et al., 1997). 

 • Demència amb cossos de Lewy (Trojanowski, et al., 1998).  

            • Atròfia múltiple sistèmica (Wakabayashi, et al., 1998). 

 

Pel que es parla de sinucleïnopaties per referir-se a aquestes malalties.  

 

Encara que no sigui un paràmetre anatomopatològic característic, també es troben 

acumulacions d’�-sinucleïna en les següents patologies: 

 

• Alzheimer (Uéda, et al., 1993). 

 • Esclerosi lateral amiotròfica (Mezey, et al., 1998). 

 • Malaltia de Pick (Takeda, et al., 2000). 

 • Malaltia de Hallervorden-Spatz (Wakabayashi, et al., 2000). 

 

 

1.2.2.3 Principals interaccions 
 

L’�-sinucleïna interacciona amb àcid fosfatídic i fosfolípids acídics presents en 

vesícules petites (Davidson, et al., 1998). 

 

Per la seva homologia amb la txaperona 14-3-3 s’uneix amb moltes proteïnes que 

s’uneixen a aquesta com ERK, BAD i PKC, i a la mateixa txaperona 14-3-3 (Ostrerova, 

et al., 1999).  

 

També s’ha demostrat en preparacions membranals que l’�-sinucleïna és un 

inhibidor de la fosfolipasa D2 (PLD2), sense quedar clar el possible paper fisiològic 

d’aquesta inhibició (Jenco, et al., 1998). 

 

Per un altre part s’ha vist que pot interaccionar amb proteïnes que intervenen en el 

transport vesicular, com la sinfilina-1 (Engelender, et al., 1999), la rabfilina i la rab3a 

(Dalfo, et al., 2004).  
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Interacciona amb proteïnes del citoesquelet com Tau (Jensen, et al., 1999). 

 

Respecte a la seva interacció amb proteïnes pròpies del sistema dopaminèrgic, 

s’ha demostrat la seva unió al DAT afavorint la recaptació de DA (Sidhu, et al., 2004). 

També s’ha vist que l’�-sinucleïna interacciona amb la TH inhibint la seva activitat 

(Perez, et al., 2002). 

 

L’�-sinucleïna pot ésser ubiqüitinitzada per la parkina (Shimura, et al., 2001). 

 

Finalment l’�-sinucleïna també pot interaccionar amb la calmodulina (Lee, et al., 

2002). 

 

 

1.2.2.4 Funcions 
 

Com a conseqüència de les seves interaccions es postula que les funcions de l’�-

sinucleïna podrien ésser: 

   

 • Regulació de la funció sinàptica i de la sinaptogènesi. 

 • Regulació de l’alliberament de neurotransmissors, especialment de la DA. 

 • Regulació de la viabilitat cel·lular. 

 

 

1.2.2.5 Agregació

Ha estat descrit que l’�-sinucleïna pot agregar-se in vitro formant fibril·les 

(Hashimoto, et al., 1998). Aquestes fibril·les són similars a les trobades als LB de 

malats de Parkinson (Conway, et al., 1998).  

 

Hi ha una sèrie de factors que acceleren la fibril·lació de l’�-sinucleïna: 

 

 • Modificacions post-traduccionals, com fosforilacions (Fujiwara, et al., 2002) 

glicosilacions (McLean, et al., 2002) i nitrosilacions (Takahashi, et al., 2002) afecten a 

l’agregació.  
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• La formació d’agregats és facilitada per les formes mutants de l’�-sinucleïna 

(Conway, et al., 1998; 2000; Narhi, et al., 1999).  

  

• La forma truncada de l’�-sinucleïna està formada pels residus 1-120 i és més 

propensa a formar filaments que la forma completa (Crowther, et al., 1998). 

 

 • Increments en la concentració de l’�-sinucleïna afavoreixen la seva agregació 

(Wood, et al., 1999). 

 

 • La interacció amb ions metàl·lics també afavoreix l’oligomerització 

(Hashimoto, et al., 1999; Paik, et al., 1999). 

 

 • Igualment l’estrès oxidatiu (Hashimoto, et al., 1999) i tòxics com l’MPTP 

(Kowall, et al., 2000 ) estimulen la seva unió. 

 

 • Finalment, les interaccions amb la proteïna ��amiloide (Paik, et al., 1998) i 

l’apoproteïna E disparen la seva agregació (Olesen, et al., 1997). 
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1.3 NEURODEGENERACIÓ 
 

Si bé l’MPTP va representar en el seu moment un gran impuls per a la teoria tòxic-

ambiental en l’etiologia del PD, ja que és capaç de reproduir bastant fidedignament 

quasi totes les característiques d’aquesta malaltia, el temps ha demostrat que el 

possible tòxic ambiental és difícil de trobar o no existeix. Tret de la relació 

epidemiològica entre alguns pesticides i herbicides o la ingestió d’aigua de pou i el PD, 

que podrien explicar només alguns casos concrets de parkinsonisme, si alguna toxina 

està darrera de la major part de casos de parkinsonisme idiopàtic, la seva existència 

resulta esquiva.  

 

La principal característica de les neurones dopaminèrgiques és que tenen DA. La 

DA in vitro pot ser tòxica per si mateixa (Michel, et al., 1990). Fins a quin punt també 

podrà ser-ho in vivo? Per contestar aquesta pregunta hem de tenir en compte que 

l’oxidació de la DA es produeix espontàniament en presència d’oxigen a pH neutre o 

bàsic. Es produeixen en aquesta oxidació diferents compostos potencialment tòxics, 

pel seu caràcter com a quinones, i es genera peròxid d’hidrogen. Com a conseqüència 

es poden generar espècies reactives d’oxigen o ROS (reactive oxygen species) 

(Spencer, et al., 1998; Stokes, et al., 1999; Li, et al., 2001). La producció de ROS 

disminueix les capacitats antioxidants endògenes, especialment el contingut de GSH 

(Spencer, et al., 1998). Dels productes del metabolisme de la DA, el 3,4-

dihidroxifenilacetaldehid (DOPAL), producte efímer i precursor del DOPAC, per la seva 

reactivitat podria ser un dels causants de la neurodegeneració (Eisenhofer, et al., 

2004). 

 

La relació que pugui tenir l’�-sinucleïna amb aquest procés es desconeix. L’estrès 

oxidatiu produït per la DA pot ésser resultat de la interacció entre l’�-sinucleïna i la DA 

citosòlica i veure’s incrementada en presència de les formes mutades de l’�-sinucleina 

(Lotharius, et al., 2002; Baptista, et al., 2003). De fet, l’�-sinucleïna oxidada té una 

major tendència a agregar-se que la forma nativa (Souza, et al., 2000). A més a més, 

l’elevada expressió d’�-sinucleïna pot causar estrès oxidatiu per si mateixa (Hsu, et al., 

2000).  

 

Una hipòtesi actual basada en els estudis amb MPTP i en fets experimentals 

observats a malalts de Parkinson, considera que alteracions en l’activitat del complex I 

mitocondrial podrien estar relacionades amb la malaltia (Greenmayre, et al., 2001).  
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Està descrit que la rotenona (pesticida inhibidor del complex I en el lloc d’interacció 

amb el NADH) pot produir degeneració de la substantia nigra i acumulació d’�-

sinucleïna (Betarbet, et al., 2000). Una reducció en l’activitat del complex I 

mitocondrial, com la produïda per la rotenona i el MPTP, incrementa la producció de 

ROS (Cassarino, et al., 1997). A més, la rotenona, conjuntament amb metabòlits de la 

DA, potencia la mort cel·lular de les cèl·lules PC12 (Kristal, et al., 2001). 

 

També cal destacar que cervells de malalts de Parkinson presenten evidències 

d’apoptosi, incloent-hi fragmentació nuclear i activació de caspases (Tatton, et al., 

1998; Hartmann, et al,. 2000). No obstant, el paper de l’apoptosi en la 

neurodegeneracio del PD és controvertit i no ha estat demostrat de forma conclusiva 

(Burke, et al,. 1998). 

 

 

1.3.1 TOXICITAT DE LA DOPAMINA 
 

Els efectes tòxics de la DA han estat demostrats in vivo (Filloux, et al., 1993; Ben-

Shachar, et al., 1995) i en cultius primaris dopaminèrgics (Michel, et al., 1990), 

corticals (Hoyt, et al., 1997) i estriatals (McLaughlin, et al., 1998). La fragmentació del 

DNA observada després del tractament amb DA en cultius primaris suggereix la 

implicació d’un procés apoptòtic lligat a la mort cel·lular. L’apoptosi induïda per DA 

també ha estat descrita en neurones simpàtiques de pollastre (Ziv, et al., 1994), en 

cèl·lules PC12 diferenciades (Offen et al., 1997) i diferents línies de neuroblastoma 

(Simantov, et al., 1996; Zhang, et al., 1998; Junn, et al., 2001). No obstant, sembla ser 

que el dany causat per la DA no seria exclusivament apoptòtic i altres formes de mort 

cel·lular podrien estar implicades en aquest procés (Simantov, et al., 1996; Hoyt, et al., 

1997; Junn, et al.,2001; Gómez-Santos, et al., 2003).  

 

 

1.3.2 ESTRÈS CEL·LULAR 
 

Distingirem l’estrès oxidatiu i l’estrès del reticle endoplasmàtic com a causes 

interconnectades que poden dur a la mort cel·lular. 
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1.3.2.1 ESTRÈS OXIDATIU 
 

Un gran nombre d’estudis relacionen alteracions redox amb el PD, no obstant es 

desconeix si l’estrès oxidatiu lligat al PD és un esdeveniment primari o una 

conseqüència d’altres factors patogènics. A pesar d’això, no hi ha dubte que les ROS 

i/o les espècies reactives de nitrogen (RNS, reactive nitrogen species) tindrien un 

paper important en la neurodegeneració observada en aquesta malaltia.  

 

(Per una revisió sobre aquest tema consultar l’article de Jenner, 2003). 

1.3.2.1.1 Radicals lliures 
 

Un radical lliure és una espècie que conté un o més electrons desaparellats. Un 

gran nombre de radicals lliures són produïts als organismes vius com l’àtom d’hidrogen 

(H·). Els principal radicals lliures relacionats amb el PD són les ROS i les RNS. A més 

a més, els metalls de transició com el ferro i el coure poden ésser inclosos en aquesta 

definició, ja que tenen una bona capacitat de desprendre’s d’electrons, resultant bons 

catalitzadors de les reaccions que involucren radicals lliures. 

 

 

1.3.2.1.2 Espècies reactives d’oxigen 

 

Les principals ROS a humans són l’H2O2, el (O2)-· i el (OH)·. 

 

Un gran nombre d’enzims estan involucrats en la producció d’aquestes ROS. La 

xantina oxidasa, l’aldehid oxidasa i en general totes les monooxigenases poden 

incrementar la producció d’H2O2 i (O2)-·. Durant el metabolisme de les catecolamines 

per part de les MAOs i pel procés d’inactivació de l’(O2)-· també es forma H2O2. 

 

L’anió superòxid (O2)-· és produït a les membranes microsomals durant el procés 

de destoxicació de compostos tòxics i l’oxidació d’àcids grassos. A més a més, l’(O2)-· 

es forma durant l’activitat del la cadena mitocondrial de transport d’electrons. Depenent 

de la disponibilitat de substrats i cofactors, l’(O2)-· pot oxidar hidroquinones a radicals 

semiquinònics i produir H2O2.  
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Si l’H2O2 no és eliminat enzimàticament es produeixen (OH)·. Aquest fenomen es 

veu afavorit per compostos que tenen la capacitat de donar electrons com el NADPH o 

el glutatió reduït, en presència de metalls de transició com el Fe2+. 

 

 

1.3.2.1.3 Espècies reactives de nitrogen 

 

Les principals RNS a humans són l’òxid nítric (NO) i el peroxonitrit (ONOO-·). 

 

El NO juga un paper molt important com a senyalitzador en el sistema nerviós i té 

la capacitat d’inhibir nombrosos enzims, com els complexes I i II de la cadena de 

transport d’electrons mitocondrial. El (ONOO-·) es forma en presència de (O2)-· i NO. 

Aquestes espècies contribueixen a l’estrès oxidatiu, reaccionant amb proteïnes i lípids, 

que, com a conseqüència d’aquest fet, veuen alterada la seva funció. 

 

 

1.3.2.1.4 Factors que contribueixen a la generació d’estrès oxidatiu per part de la 
dopamina 

• Dopamina: L’auto-oxidació de la DA afavoreix la producció de dopaquinones i 

(O2)-·. A més a més, la metabolització de la DA per part de la MAO genera H2O2.  

 

• Neuromelanina: No està clar el paper de la NM en la generació d’estrès 

oxidatiu, no obstant, sembla que en determinades circumstàncies, com en presència 

d’un excés de ferro, podria afavorir la formació de ROS (Double, et al., 2002). 

 

• Metalls de transició: Els metalls de transició com el ferro, el coure i el 

manganès són essencials, per exemple, per a la síntesi dels holoenzims, transport 

d’oxigen i un gran nombre de reaccions d’oxidació-reducció. No obstant, per la seva 

capacitat de tenir diferents estats d’oxidació i catalitzar reaccions redox són també 

potencialment perillosos, ja que poden afavorir l’autooxidació de determinats 

compostos com la DA o la conversió d’H2O2 a (OH)·.   
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1.3.2.1.5 Disfunció mitocondrial 
 

El lloc de producció de ROS al mitocondri més relacionat amb el PD és el complex 

I. Està descrit que la substantia nigra de malalts de Parkinson presenta una reducció 

del 30% en l’activitat d’aquest complex (Mizuno, et al., 1989). Les conseqüències 

d’alteracions al complex I són: increment en la producció de ROS, disminució de la 

producció d’ATP, inhibició del proteosoma, acumulació de proteïnes oxidades i, en 

determinades circumstàncies, mort cel·lular.  

 

La causa de la inhibició del complex I en el PD és desconeguda. Aquesta inhibició 

podria ser conseqüència de RNS (Carreras, et al., 2004) o de toxines tant endògenes 

com exògenes.  

 

 

1.3.2.1.6 Conseqüències de l’estrès oxidatiu 

 

Les principals conseqüències de l’estrès oxidatiu són: 

 

 • Peroxidació de lípids 

 • Oxidació de proteïnes 

 • Dany al DNA 

 

Aquestes alteracions provoquen canvis funcionals i estructurals en les cèl·lules i 

poden conduir a la mort cel·lular.  

 

 

1.3.2.1.7 Factors que disminueixen l’estrès oxidatiu 

 

L’estrès oxidatiu pot ésser protegit mitjançant l’acció de determinats enzims com la 

superòxid dismutasa (SOD), la glutatió peroxidasa o la catalasa. Reaccions no 

enzimàtiques com les catalitzades per les vitamines C i E, el glutatió reduït, la Cys o el 

coenzim Q també tenen un paper protector. 
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1.3.2.2 ESTRÈS RETICULAR 

El reticle endoplasmàtic (RE) és un complex membranós intracel.lular que participa 

en la síntesi i maduració de les proteïnes. Les proteïnes a mesura que es sintetitzen 

són plegades per unes proteïnes anomenades txaperones i transportades a l’aparell 

de Golgi. Les proteïnes que no han estat plegades o que s’han plegat malament són 

retingudes al RE, retro-translocades al citoplasma per la maquinària de degradació 

associada al RE (ERAD, Endopasmic Reticulum-assodiated degradation) i finalment 

degradades pel proteosoma.  

 

Quan la quantitat de proteïnes sintetitzades excedeix la capacitat de la maquinària 

de plegament i degradació, les proteïnes no plegades o mal plegades (UP, unfolded 

proteins) s’acumulen al RE.  

 

Les UP exposen aminoàcids hidrofòbics que normalment estan localitzats a 

l’interior de la proteïna i tendeixen a formar agregats. Aquests agregats són tòxics per 

la cèl·lula i poden induir mort cel·lular i causar diferents malalties. Per contrarestar 

aquesta situació d’estrès reticular les cèl·lules han desenvolupat una sèrie de 

mecanismes coneguts com a resposta a l’estrès reticular o resposta a les proteïnes no 

plegades (UPR, unfolded protein response). 

 

Aquesta resposta consisteix bàsicament en quatre mecanismes: 

 

 • Disminució de la síntesi de proteïnes. 

 • Increment de la síntesi de txaperones. 

 • Increment de l’ERAD. 

 • Inducció de mort cel·lular. 

 

 

1.3.2.2.1 Compostos inductors d’estrès reticular 
 

Els Compostos inductors d’estrès reticular es poden classificar en tres grups: 

 

Al primer grup pertanyen els compostos que inhibeixen la glicosilació, com la 

tunicamicina. Moltes de les proteïnes sintetitzades al RE són N-glicosilades i aquesta 

N-glicosilació és sovint essencial per al plegament de les proteïnes. Per aquest fet els 

inhibidors de la glicosilació tenen la capacitat d’induir estrès reticular. 
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El segon grup estaria format pels compostos que interfereixen en el metabolisme 

del calci com la tapsigargina. La concentració de calci a l’interior del reticle és elevada i 

les txaperones poden necessitar d’aquest ió per realitzar la seva funció. Per tant, 

alteracions en la homeòstasi del calci poden produir estrès reticular. 

 

Finalment en el tercer grup trobem els agents reductors com el 2-mercaptoetanol. 

La formació de ponts disulfur és important en el plegament de les proteïnes i, per tant, 

els agents reductors poden donar lloc a estrès reticular. 

 

També s’ha observat que la hipòxia indueix estrès reticular però el mecanisme 

encara és desconegut (Ikeda, et al., 1997). 

 

 

1.3.2.2.2 Txaperones del reticle endoplasmàtic 
 

Les txaperones del reticle endoplasmàtic són proteïnes responsables del 

plegament de les proteïnes que es sintetitzen. La més universal al RE de mamífers és 

la proteïna binding protein o glucose-regulated protein 78 (BiP o GRP78). 

 

 

1.3.2.2.3 Maquinària de degradació de proteïnes associada al reticle 
endoplasmàtic
 

 Les UP són atrapades per la maquinària ERAD i transportades al citoplasma, on 

seran ubiqüitinitzades i eliminades pel proteosoma (Jarosch, et al., 2003). Aquest 

procés es pot dividir en 4 fases: 

 

 1) Reconeixement: En aquest procés intervenen les proteïnes EDEM (ER

degradation–enhancing �-mannosidase-like protein) que discriminen les proteïnes 

plegades de les no plegades (Hosokawa, et al., 2001). L’OS9 (Osteosarcoma 9) i la 

XTP3B (XTP3-transactivated gene B) són altres proteïnes de l’ERAD que participen al 

reconeixement (Buschhorn, et al., 2004). 

 

 2) Retro-translocació: Transport del RE al citosol. La màquina de retro-

translocació encara no ha estat identificada però la proteïnes derlin-1 (Ye, et al., 2004) 

i p97/cdc48/VCP (Ye, et al., 2001) tindrien un paper fonamental. 
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 3) Ubiqüitinització: Les proteïnes retro-translocades són ubiqüitinitzades pel 

sistema E1-E2-E3. L’ubiqüitina es conjugada a l’enzim E2 per l’enzim E1 i és 

transferida als substrats de l’ERAD per l’enzim E3. 

 

 4) Degradació: Finalment les proteïnes ubiqüitinitzades són degradades pel 

proteosoma. 

 

 

1.3.2.2.4 Vies de senyalització  

Figura 1.8. Vies d’activació de la resposta a estrès reticular (Adaptat de Marciniak, et al., 

2006). 

Via de PERK  

 

PERK és una proteïna transmembrana localitzada al RE que detecta l’acumulació 

de proteïnes no plegades al lumen del RE (Harding, et al., 1999). La porció luminal de 

PERK esta involucrada en la detecció de les proteïnes no plegades, en canvi la porció 

citoplasmàtica conté un domini quinasa.  
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En absència d’estrès reticular BiP s’uneix al domini luminal de PERK i la manté 

inactiva. Quan es produeix una situació d’estrès reticular BiP es separa de PERK i 

aquesta s’activa per oligomerització i trans-fosforilació (Bertolotti, et al., 2000). 

L’activació de PERK estimula la fosforilació d’eIF2� (�-subunit of eukaryotic 

translational initiaton factor 2), disminuint la traducció de proteïnes. L’atenuació 

d’eIF2� estimula l’expressió i síntesi d’ATF4 (activating transcription factor 4) per un 

mecanisme independent d’eIF2� (Harding, et al., 2000). Entre les dianes d’ATF4 

trobem CHOP (C/EBP homology protein), també anomenada GADD153 (growth-arrest

DNA damage-inducible 153). 

 

 

Via d’ATF6 

 

ATF6 és un altra proteïna transmembrana situada al RE (Yoshida, et al., 1998). El 

domini intraluminal detecta les proteïnes no plegades. El domini citoplasmàtic, en 

canvi, presenta un domini d’unió al DNA del tipus cremallera de leucines i es capaç 

d’activar la transcripció de determinats gens.  

 

En absència d’estrès reticular BiP es troba unida a ATF6 inhibint la seva 

translocació cap a l’aparell de Golgi (Shen, et al., 2002). En resposta a l’acumulació de 

proteïnes no plegades BiP es dissocia d’ATF6. Aquest es transloca a l’aparell de Golgi 

per transport vesicular, on és tallat per unes proteasas (S1P i S2P). La porció 

citoplasmàtica resultant [pATF6(N)] es transloca cap al nucli, on s’uneix a una 

seqüència coneguda amb el nom d’element de resposta a estrès del RE (ERSE, ER 

stress response element) i activa la transcripció de gens de txaperones com BiP i 

calreticulina. 

 

 

Via d’IRE1 

 

IRE1 (inositol requirement 1) és el tercer sensor molecular situat a la membrana 

del RE (Wang, et al., 1998). Hi ha dos gens per a IRE1, Ire1� i Ire1�. El domini 

intraluminal també és un sensor de proteïnes no plegades. El domini citoplasmàtic 

presenta un domini quinasa i un altre RNasa. Normalment BiP es troba unida al domini 

intraluminal i es separa en resposta a l’estrès reticular, afavorint l’activació d’IRE1 per 

dimerització i transfosforilació (Bertolotti, et al., 2000).  
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Quan IRE1� és actiu converteix el pre-mRNA de XBP1 (x-box binding protein 1) a 

la seva forma madura de mRNA mitjançant splicing no convencional (Calfon, et al., 

2002). La proteïna XBP1 estimula la transcripció de components de l’ERAD (Kaneko, 

et al., 2003) i de txaperones com BiP (Lee, et al., 2003).  

 

IRE1�� s’expressa en cèl·lules epitelials del tracte intestinal i també participaria en 

la senyalització de l’estrès en el RE (Bertolotti, et al., 2001).   

 

 

1.3.2.2.5 Estrès reticular i  malaltia de Parkinson 
 

L’anàlisi de pacients amb la forma familiar del PD ha revelat l’existència de 

diversos gens vinculats amb la malaltia (Douglas, et al., 2007). La parkina és una de 

les ubiqüitina ligases (E3) involucrades a l’ERAD (Shimura, et al., 2000). S’ha observat 

que l’expressió de parkina és incrementada per l’estrès al RE i que les cèl·lules 

neuronals que sobreexpressen la parkina són més resistents a l’estrès al RE (Imai, et

al., 2000). També ha estat descrit que l’UCH-L1 ubiqüitinitza proteïnes no plegades i 

podria estar involucrada en l’ERAD (Liu, et al., 2002). 

 

Aquestes observacions suggereixen que l’estrès reticular pot tenir un paper 

important al PD. A més a més, s’ha observat que compostos que mimetitzen els 

efectes del PD com la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) indueixen estrès reticular en 

cèl·lules neuronals (Holtz, et al., 2003). 

 

 

1.3.3 MORT CEL·LULAR 

Històricament s’han descrit tres tipus de mort cel·lular en les cèl·lules de mamífers 

seguint criteris morfològics (Figura 1.9): 

 

 • Tipus I: Aquest tipus es coneix amb el nom d’apoptosi i està definit per canvis 

característics en la morfologia nuclear, com la condensació (picnosi) i la fragmentació 

de la cromatina (cariorrexi); petits canvis o canvis no ultraestructurals en els orgànuls 

citoplasmàtics; aparició de protuberàncies a la membrana plasmàtica (blebbing) i la 

formació de cossos apoptòtics que contenen material nuclear i/o citoplasmàtic. Tots 

aquests canvis es produeixen abans de la pèrdua de la integritat de la membrana 

plasmàtica. 
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 • Tipus II: Conegut com autofàgia, es caracteritza per la presència d’unes 

estructures de doble membrana, anomenades vesícules autofàgiques, en el 

citoplasma. Avui en dia encara està en discussió si l’autofàgia és causa directa de la 

mort cel·lular, per això, encara que el terme mort cel·lular autofàgica fa pensar que la 

cèl·lula està morint per autofàgia, en realitat aquest terme simplement descriu mort 

cel·lular amb autofàgia. 

 

 • Tipus III: Caracteritzat per la pèrdua de la integritat de la membrana 

plasmàtica i inflament (swelling) dels orgànuls citoplasmàtics, especialment dels 

mitocondris. Aquest tipus de mort es coneix amb el nom de necrosi. 
 

 

 
 

 
Figura 1.9. Visualització dels diferents tipus de mort cel·lular per microscòpia electrònica. (a) 

Necrosi d’una cèl·lula epitelial després d’un estrès oxidatiu.(b) Apoptosi d’una cèl·lula epitelial 

induïda per radiació. (c i d) Autofàgia d’una cèl·lula epitelial com a conseqüència del tractament 

amb tamoxifè (Kroemer,et al., 2005). 
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A part d’aquests fenotipus de mort cel·lular s’han descrit formes intermèdies o que 

no coincideixen del tot amb alguna de les anteriors, de manera que s’utilitzen els 

termes de paraptosi, oncosi, anoikis i catàstrofe mitòtica (Broker, et al., 2005; Kroemer, 

et al., 2005). 

 

 

1.3.3.1 APOPTOSI 
 

El terme apoptosi va ser introduït per Kerr, et al., al 1972 per descriure un procés 

altament regulat de mort cel·lular programada amb un paper molt important en el 

desenvolupament i homeòstasi cel·lular. No obstant, l’apoptosi també està relacionada 

amb un gran número de patologies. 

 

 

1.3.3.1.1 CARACTERÍSTIQUES MORFOLÒGIQUES I BIOQUÍMIQUES  

L’apoptosi produeix una sèrie de canvis morfològics i bioquímics a la cèl·lula que 

tenen lloc de forma ordenada i estan altament regulats. 

 

A mesura que el procés apoptòtic avança, la morfologia cel·lular canvia. La 

cromatina es condensa i el nucli es fa més petit. El volum cel·lular també disminueix i 

apareixen protuberàncies a la membrana plasmàtica. En les etapes finals el nucli i el 

citoplasma es fragmenten i es formen unes petites partícules envoltades de membrana 

que reben el nom de cossos apoptòtics. Finalment els cossos apoptòtics són eliminats 

sense causar una reacció inflamatòria. 

 

Nombrosos marcadors bioquímics de l’apoptosi han estat identificats. Durant el 

procés apotòtic es produeix la fragmentació del DNA, l’activació d’unes proteases 

conegudes amb el nom de caspases i l’externalització a la superfície cel·lular de 

residus de fosfatidilserina. 

 

 

1.3.3.1.2 MAQUINÀRIA DEL PROCÉS APOPTÒTIC: LES CASPASES 
 

Molts dels canvis descrits per Kerr, et al., són causats per una sèrie de proteïnes 

que pertanyen al grup de les Cys-proteases, caracteritzat per la presència d’una Cys 
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que participa en el trencament d’altres proteïnes. En el cas de les caspases el tall es 

produeix a nivell d’un residu d’Asp.  

 

La família de les caspasas està formada per 14 membres, 11 dels quals han estat 

trobats en humans (Zimmermann, et al., 2001). Estudis filogenètics han permès dividir 

aquesta família en dos grups, l’inflamatori i l’apoptòtic. El primer grup participa en la 

maduració de citoquines pro-inflamatories, en canvi el segon grup és el que participa 

en el procés apoptòtic. Per tant, les caspases no només estan relacionades amb el 

procés apoptòtic, si no que també poden estar relacionades amb altres processos com 

la proliferació i el control del cicle cel·lular, la diferenciació i l’activació d’NF-�B entre 

altres (Lamkanfi, et al., 2006).  

 

S’han descrit fins a  280 possibles substrats de les caspases, com PARP-1 (Poly

(ADP-ribose) polymerase-1), que poden estar involucrats en la síntesi i reparació del 

DNA, en la transducció de senyals o formar part de l’estructura del citoesquelet entre 

altres (Fischer, et al., 2003). 

1.3.3.1.3 ESTRUCTURA DE LES CASPASES 

Les caspases comparteixen similituds en la seqüència d’aminoàcids i l’estructura 

(Nicholson, et al., 1997). Són sintetitzades en forma de proenzims (zimògens) inactius 

que contenen tres dominis: un prodomini N-terminal, una subunitat gran amb l’activitat 

Cys-proteasa i una subunitat petita a l’extrem C-terminal.  

 

La longitud i la seqüència del prodomini N-terminal varia entre les diferents 

caspases. Aquest prodomini integra els senyals apoptòtic o pro-inflamatori i pot 

contenir seqüències que afavoreixen la seva interacció amb molècules activadores: 

CARD (caspase recruitment domain) i DED (death effector domain) (Hofmann, et al., 

1997; Ashkenazi, et al., 1998).    

 

Els 3 dominis estan serparats per llocs de tall per les caspases i, per tant, les 

caspases són activades mitjançant dos talls. El primer tall separa les subunitats gran i 

petita, i el segon tall allibera el prodomini N-terminal. Les caspasas actives estan 

formades per un tetramer de dos subunitats grans i dos subunitats petites (Wolf, et al., 

1999). 
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La presència d’aquests llocs de tall és consistent amb l’habilitat de les caspases 

d’autoactivar-se o ésser activades per altres caspases. Per tant, tenim dos tipus de 

caspases (Nicholson, et al., 1997): 

 

 • Caspases iniciadores: 2, 8, 9 i 10.  

 • Caspases executores: 3, 6 i 7. 

 

Les caspases iniciadores s’activen de forma cooperativa interaccionant amb 

proteïnes adaptadores. En canvi les caspases executores són activades per les 

iniciadores. 

 

 

1.3.3.1.4 REGULACIÓ DE LES CASPASES 
 

Les cèl·lules presenten inhibidors naturals de les caspases que es coneixen amb el 

nom d’IAPs (inhibitors of apoptosis proteins). Aquests inhibidors inicialment es van 

descobrir a baculovirus. Posteriorment es van identificar a mamífers diferents IAPs 

com XIAP, HIAP1, HIAP2 i survivina entre altres (Liston, et al., 1996; Roy, et al.,1997; 

Deveraux, et al., 1997; Ambrosini, et al., 1997).

 

 

1.3.3.1.5 VIES D’ACTIVACIÓ DE LES CASPASES 
 

Hi ha dues vies principals d’activació de les caspases depenent de l’esdeveniment 

que inicia l’activació d’aquestes. Una necessita la participació del mitocondri (Via 

intrínseca), l’altra involucra receptors de mort, com el receptor de TNF��(Via 

extrínseca).   

 

 

1.3.3.1.5.1 La via mitocondrial de l’apoptosi: Via intrínseca 
 

La via intrínseca pot ésser activada per agressions cel·lulars com el dany al DNA o 

la hipòxia, i està associada a la regulació per part de les proteïnes de la família de 

BCL-2 que actuen a nivell de mitocondri, regulant la permeabiltzació de la membrana 

mitocondrial externa (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization). La 

MOMP té lloc mitjançant factors proapoptòtics de la família de BCL-2 com BAX i BAK. 

Com a conseqüència el citocrom C és alliberat de l’espai intermembranal, afavorint 
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l’oligomerització d’Apaf-1 i la formació de l’apoptosoma (Matapurkar, et al., 2006). 

L’apoptosoma està format pel citocrom C, Apaf-1 i la procaspasa 9 i indueix l’activació 

de la caspasa 9 que activa la procaspasa 3 a caspasa 3 (Acehan, et al., 2002).  

 

Del mitocondri s’alliberen altres factors com les proteïnes Smac/DIABLO (Du, et al., 

2000; Verhagen, et al., 2000) i AIF (apoptosis inducing factor) (Lorenzo, et al., 1999). 

Smac/DIABLO afavoreix l’apoptosi inhibint les IAPs, en canvi, AIF indueix mort cel·lular 

independent de caspases. 

 

 

1.3.3.1.5.2 Regulació de la via mitocondrial de l’apoptosi: La família BCL-2 

El fet de que una cèl·lula decideixi morir o sobreviure està determinat en gran part 

per la família de proteïnes BCL-2 que conté tant membres proapoptòtics com 

antiapoptòtics (Breckenridge, et al., 2004). Aquesta família està caracteritzada per la 

presència d’almenys un domini BH (BCL-2 homology) dels 4 possibles (BH1, BH2, 

BH3 i BH4). Aquests dominis permeten la interacció entre els diferents membres de la 

família.  

 

La família de BCL-2 normalment es subdivideix en 3 subfamílies segons la seva 

funció i el número de dominis BH (Danial, et al, 2004). 

 

 • Membres antiapoptòtics (BCL-2 like): BCL-2 és el membre més característic 

d’aquesta família. Juntament amb d’altres membres com BCL-XL, BCL-W, 

BOO/DIVA/BCL-B, MCL-1 o BFL-1/A1 protegeixen les cèl·lules d’agressions. Aquesta 

subfamília presenta dominis BH conservats. 

 

 • Membres proapoptòtics multidomini (BAX like): Dins d’aquest grup trobem 

BAX, BAK, BOK/MTD, BCL-GL i BCL-XS. Tot ells presenten homologia en els dominis 

BH1, BH2 i BH3. 

 

 • Membres proapoptòtics d’un únic domini (BH3-only): Aquesta subfamília està 

caracteritzada per un únic domini BH conservat, el BH3, i ha estat subdividida en dos 

grups segons la funció que fan (Kim, et al., 2006). Els BH3-only activadors, BIM/BOD, 

tBID i PUMA actuarien activant directament els membres proapotòtics BAX i BAK. En 

canvi els BH3-only sensibilitzadors inhibirien els membres antiapoptòtics, en aquest 
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grup trobem BAD, BCL-GS, BIK/NBK/BLK, BNIP3L/NIX, BNIP3/NIP3, BMF, HRK/DP5, 

NOXA i MCL-1S. 

 

 

1.3.3.1.5.3 Apoptosi induïda per receptors de mort: Via extrínseca 
 

La via extrínseca s’inicia com a conseqüència de la unió d’un lligand extracel·lular, 

com TNF�, FasL/CD95L, TWEAK o TRAIL a un receptor de mort (TNFR1, Fas/CD95, 

DR3/Apo2 i DR4/5 respectivament). Els receptors de mort es caracteritzen per la 

presència d’un domini de mort (DD, death domain) (Zimmermann, et al., 2001). 

 

Quan FasL s’uneix a Fas es produeix el reclutament de FADD mitjançant el DD 

(Ashkenazi, et al., 1998). FADD conté un domini efector de mort (DED, death effector 

domain) que recluta la procaspasa 8 (en humans també pot ésser la procaspasa 10) i 

es forma el DISC (Death-inducing signaling complex). L’alta concentració de 

procaspasa al DISC estimula la seva activació per auto-proteòlisis i es desencadena la 

cascada apoptòtica d’activació de les caspases. 

 

Perquè es produeixi una activació completa de les caspases efectores és 

necessària la inhibició de les IAPs. Amb aquest objectiu la caspasa 8 talla BID i la seva 

forma proteolitzada, tBID, indueix la sortida de factors mitocondrials proapoptòtics com 

Smac/DIABLO i el citocrom C (Yin, 2006).    

 

c-FLIP pot bloquejar l’apoptosi induïda per Fas desplaçant la procaspasa 8 del 

DISC (Irmlerm, et al., 1997).   

 

DR3 també s’uneix a FADD (Chinnaiyan, et al., 1996). En canvi la senyalització 

d’apoptosi mitjançant TRAIL pot tenir lloc en absència de FADD (Yeh, et al., 1998), 

encara que sembla que el receptor també s’uneix a aquest (Schneider, et al., 1997). 

 

La senyalització per part de TNFR1 és molt més complexa i requereix d’un altre 

adaptador, TRADD, que recluta a FADD (Zimmermann, et al., 2001). 
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1.3.3.1.6. p53 
 

Com a conseqüència d’un estrès cel·lular p53 pateix una sèrie de modificacions 

post-traduccionals que afavoreixen la seva estabilització i acumulació a nucli i 

citoplasma. En el nucli, p53 regula directament l’expressió de nombrosos gens 

proapoptòtics, com PUMA, Noxa, BAX i BID. En canvi, en el citoplasma p53 es pot unir 

a BCL-2 i BCL-XL, quedant les proteïnes pro-apoptòtiques lliures, o bé, pot activar 

l’expressió de BAX i BAK (Chipuk, et al., 2006). 

 

Les modificacions post-traduccionals poden ser fosforilacions o acetilacions. El 

paper d’aquestes modificacions en l’activació i estabilització de p53 és controvertit, 

però sembla servir per estabilitzar p53 (Xu, et al., 2004). 

 

 

 
 

Figura 1.10. Esquema simplificat de la maquinària apoptòtica (Adaptat de Hengartner, 2000). 
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1.3.3.2 AUTOFÀGIA 
 

Tal com la paraula indica, és un procediment pel que la cèl·lula passa a autodigerir 

parts de sí mateixa, ja sigui com a resposta a la manca de nutrients o com a resposta 

a un procés tòxic. 

1.3.3.2.1 SISTEMES PROTEOLÍTICS 
 

 Pel desenvolupament i creixement d’una cèl·lula és necessari un equilibri entre la 

síntesi i la degradació de proteïnes i orgànuls. Per realitzar aquesta funció, les cèl·lules 

eucariotes han desenvolupat dues principals vies de degradació de proteïnes 

intracel·lulars, el proteosoma i l’autofàgia (Figura 1.11). 

 

 
 
Figura 1.11. Vies de degradació de proteïnes a mamífers. Les proteïnes poden ser 

transportades al lisosoma des del medi extracel·lular (heterofàgia) o des de l’interior cel·lular 

(autofàgia). La via heterofàgica més estudiada és l’endocitosi. El proteosoma (UPS, Ubiquitin 

proteasome system) és l’altre principal via de degradació de proteïnes a l’interior cel·lular 

(Adaptat de Martínez-Vicente, et al., 2007). 
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L’autofàgia és responsable de la degradació de proteïnes de vida llarga i 

d’orgànuls, en canvi el proteosoma degrada de forma específica proteïnes de vida 

curta que han estat marcades amb ubiqüitina. 

Hi ha tres tipus principals d’autofàgia. L’autofàgia mediada per txaperones (CMA, 

chaperone-mediated autophagy) és responsable de la degradació de proteïnes 

citosòliques que contenen una determinada seqüència d’aminoàcids. En aquest procés 

intervé la proteïna lisosomal LAMP-2A. Els altres dos tipus d’autofàgia són la 

macroautòfagia i la microautofàgia. La microautofàgia involucra el segrest directe de 

citoplasma a la superfície lisosomal, en canvi la macroautofàgia implica el segrest de 

citoplasma a l’interior d’una vesícula autofàgica o autofagosoma i la posterior fusió 

d’aquesta amb un lisosoma. Normalment quan es parla d’autofàgia a la literatura es fa 

referència a la macroautofàgia, cal comentar que en aquesta tesi es fa el mateix.  

 

La via del proteosoma (Figura 1.12) (Hochstrasser, 1995) consta de nombrosos 

components. El primer és l’ubiqüitina, un polipèptid de 76 aminoàcids que es troba a 

totes les cèl·lules eucariotes.  

 

 
 

Figura 1.12. La via del proteosoma (Adaptat de Mani, et al., 2005). 

 

37



Introducció 

L’ubiqüitina és activada i conjugada a la proteïna diana mitjançant tres enzims que 

actuen seqüèncialment: L’ubiqüitina és conjugada a l’enzim E2 (enzim conjugador de 

la ubiqüitina) per l’enzim E1 (enzim activador de la ubiqüitina) i transferida a la proteïna 

diana per l’enzim E3 (enzim ubiqüitina lligasa). 

 

Múltiples ubiqüitines són unides irreversiblement a la proteïna diana que és 

degradada pel complex 26S del proteosoma. Durant la degradació de la proteïna les 

ubiqüitines són alliberades per a la seva reutilització.  

 

Els substrats de la via del proteosoma són predominantment proteïnes de vida 

curta, però també es degraden proteïnes mal plegades o danyades. 

A diferència de la via del proteosoma, l’autofàgia degradaria proteïnes de vida 

llarga i és l’únic mecanisme que permet la degradació d’orgànuls sencers com 

mitocondris i peroxisomes. 

 

L’autofàgia va ser inicialment descrita com un mecanisme de resposta cel·lular a 

una situació de deprivació nutricional. Una de les principals funcions de l’autofàgia és 

produir aminoàcids mitjançant la degradació de proteïnes per promoure la 

supervivència cel·lular quan hi ha escassetat de nutrients (Mortimore, et al., 1986). 

 

Encara que l’autofàgia va ser inicialment descrita a mamífers, els seus 

mecanismes moleculars s’han esbrinat a llevats, degut, en gran part, a la fàcil aplicació 

d’anàlisis genètics en aquest organismes. Nombrosos experiments van portar a la 

identificació de les molècules que participen en aquest procés i que es coneixen amb 

el nom d’ATGs (AuTophaGy-related gens). La nomenclatura ATG es va establir per 

unificar totes les anteriors, com per exemple APG, AUT o CVT, que havien estat 

descrites per diferents laboratoris (Klionsky, et al., 2003). 

 

Els llevats presenten una via pròpia de maduració i recanvi de proteïnes que es 

coneix amb el nom de CVT (cytosol-to-vacuole-targeting). Moltes de les ATGs 

identificades formen part d’aquesta via (Harding, et al., 1995). La via CVT, a diferencia 

de l’autofàgia, es troba activa quan hi ha nutrients al medi. La seva funció és el 

transport de l’�-manosidasa i del precursor de l’aminopeptidasa-1 a la vacuola (Scott, 

et al., 1997; Hutchins, et al., 2001). Per realitzar aquesta funció utilitza la mateixa 

maquinària que l’autofàgia (Khalfan, et al., 2002). 
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Actualment s’han identificat nombrosos homòlegs de les ATGs de llevat a cèl·lules 

eucariotes (Reggiori, et al., 2002). 

 

1.3.3.2.2 EL PROCÉS CEL·LULAR DE L’AUTOFÀGIA 

L’autofàgia pot ser induïda per diferents processos com la deprivació, la infecció de 

determinats patògens o per l’efecte d’agents ambientals. El procés autofàgic (Figura 

1.13) es caracteritza per la presència d’unes estructures de doble membrana a 

l’interior cel·lular.  

 
 

Figure 1.13. Representació bàsica del procés autofàgic (Adaptat de Kondo, et al., 2005). 

 

 

Inicialment es pensava que aquestes estructures s’originaven a partir del RE 

(Dunn, 1990), no obstant, avui en dia es pensa que podrien ser originades a partir 

d’una estructura membranosa anomenada fagòfor (phagophore) (Stromhaug, et al., 
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1998), o podrien ésser sintetitzades de novo (Mizushima, et al., 2001). Aquestes 

estructures membranoses creixen i maduren. La proteïna LC3 (microtubule-associated 

protein 1 light chain 3), homologa d’Atg8 en mamífers, és reclutada cap a la membrana 

durant aquest procés. Finalment es forma una estructura anomenada autofagosoma, 

que conté al seu interior proteïnes citosòliques i/o orgànuls cel·lulars com mitocondris. 

La formació de l’autofagosoma pot ser inhibida mitjançant la 3-MA (3-metiladenina) 

(Punnonen, et al., 1990). L’autofagosoma posteriorment madura i es fusiona amb un 

lisosoma donant lloc a una estructura anomenada autofagolisosoma o autolisosoma. 

El procés de fusió pot ser inhibit mitjançant la bafilomicina A1, inhibidor de les H+-

ATPasas, o mitjançant compostos que alteren els microtúbuls com la vinblastina o el 

nocodazol (Reunanen, et al., 1988; Punnonen, et al., 1990). El contingut dels 

autolisosomes serà finalment degradat per al seu reciclatge. 

 

 

1.3.3.2.3 FORMACIÓ DE L’AUTOFAGOSOMA 

El procés de formació de l’autofagosoma no es coneix completament, no obstant, 

es sap que a llevats intervenen 2 sistemes amb mecanismes d’activació ubiqüitina-like, 

Atg12-Atg5 i Atg8-fosfatidiletanolamina (PE, phosphatidylethanolamine) (Figura 1.14) 

(Oshumi, 2001). Aquests dos sistemes estan relacionats entre ells i bastant conservats 

en cèl·lules eucariotes (Levine, et al., 2004). 

 

 
 
Figura 1.14. Els dos sistemes de conjugació que participen en la formació de l’autofagosoma. 

El complex Atg12-Atg5-Atg16 és necessari per l’estabilitat del complex Atg8-PE, però el 

mecanisme encara no està clar (Adaptat de Oshumi, 2001). 
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1.3.3.2.3.1 El sistema de conjugació Atg12-Atg5 

En aquest sistema Atg12 i Atg5 s’uneixen mitjançant un enllaç covalent �-peptídic 

(Mizushima, et al., 1998). Perquè aquesta unió tingui lloc són necessàries dues 

proteïnes, Atg7, que actua com l’enzim activador de l’ubiqüitina (E1) (Kim, et al.,1999) i 

Atg10, que actua com l’enzim conjugador de l’ubiqüitina (E2) (Shintani, et al., 1999). A 

l’igual que en l’UPS, Atg7 activa Atg12, que és transferida a l’Atg10 per ser finalment 

unida a l’Atg5. El complex Atg12-Atg5 s’uneix a una altra proteïna, l’Atg16 (Mizushima, 

et al., 1999). Atg16 té la capacitat d’oligomeritzar, formant un complex multimèric 

d’Atg5, Atg12 i Atg16. Aquest complex està format per un tetràmer a llevats i un 

octàmer en ratolins (Kuma, et al., 2002; Mizushima, et al., 2003). 

 

 

1.3.3.2.3.2 El sistema de conjugació Atg8-PE 
 

En el primer pas de la conjugació Atg4 proteolitza l’extrem C-terminal de l’Atg8 

perquè sigui accessible a l’Atg7. Atg7 activa Atg8 que és transferida a un altre enzim 

E2, l’Atg3, per ser finalment unida a la PE. Aquesta unió és reversible, l’Atg4 pot tallar 

de nou a Atg8 per separar-la de la PE (Kirisako, et al, 2000). 

 

Els dos complexes, Atg12-Atg5 i Atg8-PE, són necessaris per a la formació de 

l’autofagosoma (Suzuki, et al., 2001), no obstant, només el complex Atg8-PE forma 

part de l’estructura d’aquest (Kirisako, et al., 1999). 

 

S’han descrit almenys tres homòlegs d’Atg8 en mamífers, GATE-16, GABARAP i 

LC3. Tots ells són modificats lipídicament i es localitzen a l’autofagosoma (Kabeya, et

al., 2004). 

 

LC3 s’utilitza com a marcador d’autofagosomes (Yoshimori, 2004). Aquesta 

proteïna pot ésser detectada en 2 formes: LC3-I que es troba al citoplasma i LC3-II 

unida a fosfolípids. La quantitat relativa de LC3-II unida a membrana reflectiria la 

quantitat d’autofagosomes. S’ha observat que les cèl·lules ATG5-/- no formen LC3-II 

(Mizushima, et al., 2001). 

 

En la formació de l’autofagosoma també participen 2 complexes quinasa: Atg1 i 

Vps34/PI3K. 
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1.3.3.2.3.3 Atg1 
 

Atg1 és una Ser/Thr-quinasa que forma part d’un complex juntament amb d’altres 

proteïnes com Atg13, Vac8, Atg7 i Cvt9 (Stromhaug, et al., 2001). Aquest complex és 

dinàmic i en funció de la disponibilitat de nutrients posaria en marxa l’autofàgia o la 

CVT a llevats (Figura 1.15). Quan hi ha nutrients al medi, Atg13 està hiperfosforilada i 

la seva associació amb Atg1 inhibida. En aquesta situació la via CVT és afavorida. En 

canvi, en una situació de deprivació de nutrients (o de sèrum), Atg13 és desfosforilada 

parcialment i s’uneix a Atg1, afavorint la formació dels autofagosomes. Vac8 

intervindria en la fosforilació d’Atg13 i per tant en la CVT. Atg1 interacciona amb dues 

proteïnes més, la primera és la Cvt9 que només sembla intervenir en la CVT i pot 

interaccionar amb ella mateixa (Kim, et al., 2001). L’altre proteïna és l’Atg17, que 

participa en el procés autofàgic regulant l’interacció entre Atg1 i Atg13 (Kamada, et al., 

2000). 

 

 
 

Figura 1.15. El complex Atg1 quinasa i el seu paper en l’autofàgia i la CVT. 

 

 

El paper d’Atg1 en l’autofàgia no està clar, no obstant, sembla tenir un paper 

important en la formació de l’autofagosoma (Abeliovich, et al., 2003). 
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1.3.3.2.3.4 Vps34/PI3K 
 

Nombroses evidències fan pensar que una activitat PI3K tindria un paper molt 

important en la regulació de la formació dels autofagosomes. Per exemple, un inhibidor 

de la formació dels autofagosomes com la 3-MA (Seglen, et al., 1982) és a l’hora un 

inhibidor de l’activitat PI3K (Petiot, et al., 2000; Ito, et al., 2007). Altres inhibidors 

d’activitats PI3K, com la wortmanina i l’LY294002, també inhibeixen la formació de 

l’autofagosoma (Blommaart, et al. 1997). 

 

Els llevats només presenten un tipus de PI3K, la Vps34 (Herman, et al., 1990). La 

Vps34 forma dos complexes diferents (Figura 1.16) (Kihara, et al., 2001). El complex I, 

format per Vps34, Vps15, Atg6 i Atg14, controla l’autofàgia, en canvi, el complex II, 

format per Vps34, Vps15, Atg6 i Vps38, intervé en la via de la CPY (carboxipeptidasa 

Y) de llevats. 

 

 
 

Figura 1.16. Els dos complexes PI3K de llevats. 

 

 

El complex I dona lloc a fosfatidilinositol 3-fosfats (PtdIns(3)P, Phosphatidylinositol 

3-phosphate). Els PtdIns(3)P s’uneixen a proteïnes que contenen dominis PX i FYVE 
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com l‘Atg20 i l’Atg24, no obstant també s’uneixen a proteïnes que no contenen aquests 

dominis com l’Atg18, l’Atg21 i l’Atg27. Es desconeix el paper dels PtdIns(3)P, però 

sembla ser que intervenen en el reclutament de proteïnes cap a l’autofagosoma 

(Yorimitsu, et al., 2005). 

 

En mamífers l’autofàgia està regulada per dos PI3Ks, la de classe I i la de classe III 

(Meijer, et al., 2004). La PI3K de classe III és homòloga a la Vps34 de llevats i també 

genera PtdIns(3)P. Aquesta PI3K-III té un paper estimulador de l’autofàgia i es 

localitza a membranes intracel·lulars. La PI3K de classe I és activada per receptors 

Tyr-quinasa localitzats a la membrana plasmàtica i converteix el PtdIns(4,5)P2 a 

PtdIns(3,4,5)P3, formant part d’una cascada que activa mTor inhibint l’autofàgia. 

 

El paper del PtdIns(3)P a mamífers no està clar, hauria de tenir un paper similar al 

que té a llevats, no obstant, no s’han trobat homòlegs d’Atg20, Atg21, Atg24 i Atg27 a 

eucariotes. 

 

L’Atg6 en canvi si que té un homòleg a mamífers, la beclina-1 que és un supressor 

de tumors (Liang, et al., 1999). 

 

Atg9 és una proteïna de membrana localitzada al pre-autofagosoma, però no a 

l’autofagosoma madur, que està relacionada amb Atg1 i Vps34/PI3K (Noda, et al., 

2000). Atg9 interacciona amb Atg2 i Atg18 reclutant-les cap al pre-autofagosoma 

(Yorimitsu, et al, 2005). Pel reclutament d’aquestes proteïnes són necessàries Atg1, 

Atg13 i el complex I de la PI3K. 

 

Atg9 es pot trobar a d’altres estructures com mitocondris (Reggiori, et al., 2005) i 

s’han trobat dos homòlegs a mamífers (Yamada, et al., 2005). 

 

 

1.3.3.2.3.5 Model de la formació de l’autofagosoma 

La formació de l’autofagosoma s’iniciaria a partir de l’Atg9 i el complex I de la PI3K 

que posarien en marxa els complexes Atg12-Atg5-Atg16 i Atg8-PE formant una 

estructura pre-autofagosomal anomenada PAS (pre-autophagosomal strucure) i que 

es pot definir com una estructura hibrida entre la vesícula membranal que s’està 

formant (fagofor) i el nucli de la maquinària proteica que hi participa (Figura 1.17) (Xie, 

et al., 2007). El PAS aniria augmentant de mida mitjançant el reclutament de més 
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complexes Atg12-Atg5-16 i Atg8-PE. El complex Atg12-Atg5-Atg16 tindria un paper 

estructural, afavorint l’unió dels complexes Atg8-PE. Els lípids necessaris pel 

creixement de la membrana serien aportats per l’Atg9 que aniria ciclant entre els 

mitocondris i el PAS. Al final del procés l’Atg9, el complex I de la PI3K i el complex 

Atg12-Atg5-16 es separarien de l’autofagosoma.  

 

 
 
Figura 1.17. Representació de la possible biogènesi de l’autofagosoma (Adaptat de Yorimitsu, 

et al, 2005). 

 

 

1.3.3.2.4 REGULACIÓ DE L’AUTOFÀGIA 

L’autofàgia pot ser iniciada per un gran número d’estímuls extracel·lulars i  

intracel·lulars. Per tant, hi ha d’haver uns mecanismes per captar aquests estímuls i 

transmetre’ls als factors reguladors que afavoreixen o inhibeixen l’autofàgia segons les 

necessitats de la cèl·lula. 

1.3.3.2.4.1 TOR/mTOR 
 

Hi ha un gran nombre de senyals i vies involucrades en l’inici i control de 

l’autofàgia. El factor central d’aquestes vies és TOR, la proteïna diana de la 

rapamicina. TOR és una Ser/Thr-quinasa que regula el creixement cel·lular i el 
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metabolisme. TOR en condicions normals inhibeix l’autofàgia mitjançant dos 

mecanismes. Primer, TOR forma part d’una cascada de transducció de senyals amb 

uns efectors down-stream que controlen la transcripció i la traducció de proteïnes 

(Cardenas, et al., 1999). Segon, sembla que TOR afecta directament o indirectament a 

les ATGs. Com a conseqüència la formació de l’autofagosoma és alterada (Levine, et 

al., 2004). 

 

TOR es pot trobar en dos complexes multiproteics diferents. TORC1, que és 

sensible a la rapamicina i TORC2, que no ho és (Wullschleger, et al., 2006). TORC1 

regula la síntesi de proteïnes i l’autofàgia, en canvi, TORC2 regula la formació del 

citoesquelet d’actina i la polaritat cel·lular. 

 

Les cèl·lules de mamífer presenten un homòleg de TOR, mTOR, que regula 

l’autofàgia d’una forma similar a l’observada en llevats.  

 

Els complexes TORC1 i TORC2 també es formen a mamífers. mTORC1 es 

caracteritza per la presència de la proteïna raptor i mTORC2 per la presència de la 

proteïna rictor. 

 

 

1.3.3.2.4.1.1 Regulació de TOR/mTOR 

Per a l’activació d’mTor és necessària Rheb, una GTPasa petita. L’activitat de 

Rheb està regulada per un cicle GDP/GTP. Els factors intercanviadors de guanines 

afavoreixen l’alliberament del GDP de la forma inactiva de Rheb que s’uneix a GTP. 

Aquesta unió indueix un canvi conformacional, permetent que es complexi amb altres 

efectors down-stream i els activi. Aquest senyal finalitza mitjançant les proteïnes 

activadores de GTPases que afavoreixen la hidròlisi del GTP, tornant Rheb al seu 

estat inactiu. TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) presenta homologia amb les 

proteïnes activadores de GTPases i inhibeix Rheb. Perquè aquesta inhibició es dugui a 

terme TSC2 ha d’heterodimeritzar amb TSC1 (Castro, et al., 2003). 

La quinasa mTOR està regulada per diferents factors: 

  

• Factors de creixement: La via de mTOR respon als factors de creixement a 

través de la via de la PI3K. La unió de la insulina o els IGFs (insulin-like growth factor) 

als seus receptors estimulen l’activitat de la PI3K i d’mTOR. 
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 • Nutrients: Els nutrients, i en especial els aminoàcids, regulen l’activitat 

d’mTOR. La deprivació d’aminoàcids, en particular l’absència de Leu, inhibeix l’activitat 

d’mTOR. Els aminoàcids activarien mTOR inhibint TSC1-TSC2 o estimulant Rheb 

(Gao, et al., 2002).  

 

 • Energia: mTOR respon als requeriments energètics de la cèl·lula mitjançant 

AMPK. L’activació d’AMPK inhibeix la síntesi de proteïnes i estimula processos que 

generen ATP com l’oxidació d’àcids grassos. AMPK inhibeix mTOR a través de TSC2 

(Inoki, et al., 2003).  

  

• Estrès: Les cèl·lules responen a estressos ambientals, com la hipòxia, 

disminuint l’activitat d’mTOR. El senyal d’hipòxia és transduït cap a mTOR mitjançant 

la proteïna REDD1 que actua up-stream de TSC1-TSC2 (Brugarolas, et al., 2004). 

L’expressió d’aquestes proteïnes en una situació d’hipòxia es veu incrementada pel 

factor de transcripció HIF-1�. A més, una hipòxia prolongada disminueix l’ATP, 

activant AMPK. 

 

Altres estressos que inhibeixen l’activitat d’mTOR són el dany al DNA i les 

condicions reductores. El dany al DNA actua mitjançant p53, a través de la via AMPK-

TSC2 (Feng, et al., 2005). 

 

 

1.3.3.2.4.1.2 4E-BP1 i p70S6K 
 

mTOR raptor fosforila dos factors que regulen la traducció de les proteïnes, 4E-

BP1 i p70S6K (també anomenada S6K) (Fingar, et al., 2002).  

 

4E-BP1 és un factor que inhibeix la traducció de les proteïnes. mTOR raptor 

fosforila 4E-BP1 inhibint la seva acció. 

A diferencia de 4E-BP1 l’S6K estimula la traducció de proteïnes. Aquest 

mecanisme es veu afavorit quan S6K és fosforilada per mTOR raptor. 
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1.3.3.2.4.2 VIA DE LA PI3K DE CLASSE I 
 

La PI3K de classe I  (Figura 1.18) s’activa a l’unir-se a Tyr-P de receptors de 

factors de creixement o al substrat dels receptors de tipus insulina (IRS, insulin 

receptor substrate) fosforilat en Tyr. 

 

 
 

Figura 1.18. Representació de la via PI3K de classe I – AKT – mTOR (Adaptat de 

Wullschleger, et al., 2006). 
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La PI3K-I converteix el PtdIns(4,5)P2 a PtdIns(3,4,5)P3, que s’acumula a la 

membrana. Aquest pas és contrarestat per la proteïna PTEN, que desfosforila 

PtdIns(3,4,5)P3 en posició 3. El PtdIns(3,4,5)P3 recluta PDK1 i AKT a la membrana i, 

com a conseqüència, PDK1 fosforila AKT. Per a la completa activació d’AKT són 

necessàries dues fosforilacions: PDK1, que fosforila AKT en un residu de Thr (Thr-

308) i una quinasa encara no identificada completament, PDK2, que fosforila AKT en 

un residu de Ser (Ser- 473). Evidències recents indiquen que mTORC2 té activitat 

PDK2 i fosforila AKT (Hay, 2005).  

 

AKT està relacionada amb mTOR mitjançant TSC1 i TSC2. TSC2 és fosforilat i 

funcionalment inhibit per AKT. Aquesta inhibició permet actuar a Rheb que activa 

mTOR. 

 

 

1.3.3.2.4.3 VIA DE LA PI3K DE CLASSE III 
 

La PI3K de classe III forma un complex amb la beclina-1 que està involucrat en la 

formació dels autofagosomes i l’inici de l’autofàgia (Kihara, et al., 2001). La 3-MA, la 

wortmanina i l’LY294002, interfereixen amb aquest procés (Blommaart, et al., 1997). El 

complex PI3K-III-beclina-1 es localitza majoritàriament a la xarxa trans-Golgi (TGN, 

trans-Golgi network), no obstant pot trobar-se també als endosomes tardans. Aquesta 

distribució fa pensar que aquest complex participa en la distribució dels components 

de l’autofagosoma. 

1.3.3.2.4.4 ERK 

 

GAIP (G�-interacting protein) és un regulador de la senyalització de les proteïnes 

G que accelera la hidròlisis de GTP a la subunitat � de la proteïna Gi3. Quan la 

proteïna G�i3 es troba unida a GTP, el procés autofàgic està inhibit, en canvi, quan es 

troba unida a GDP és afavorit. Per tant GAIP pot afavorir l’autofàgia (Ogier-Denis, et 

al., 1995). La fosforilació i activació de GAIP depenen de la via d’ERK1/2, que pot 

doncs tenir un paper estimulador a l’autofàgia (Ogier-Denis, et al., 2000). 
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1.3.3.2.4.5 SÍNTESI DE PROTEÏNES 

Hi ha evidències que indiquen que durant l’autofàgia hi ha una inhibició parcial de 

la síntesi de proteïnes. La fosforilació de la proteïna ribosomal S6, un substrat de 

l’S6K, té un efecte inhibitori sobre l’autofàgia (Blommaart, et al., 1995). A aquest efecte 

cal afegir que dues quinases d’eIF2�, GCN2 i PKR, afavoreixen el procés autofàgic 

inhibint la síntesi proteica (Talloczy, et al., 2001). No obstant, la inhibició global de la 

síntesi proteica no estimula el procés autofàgic, encara que s’observen processos de 

vacuolització i petits autofagosomes en el citoplasma (Abeliovich, et al., 2000). 

Sembla, de fet, que la síntesi proteica sigui necessària per a l’autofàgia.

 

 

1.3.3.2.4.6 ALTRES VIES QUE REGULEN L’AUTOFÀGIA 

 

DAPK (death-associated protein kinase) i DRP1 (death-associated related protein 

kinase 1) són dues proteïnes calci dependents que indueixen autofàgia (Inbal, et al., 

2002), no obstant, el seu mecanisme d’acció no es coneix del tot. 

1.3.3.2.5 AUTOFÀGIA I APOPTOSI 

L’autofàgia i l’apoptosi no són probablement dues vies independents, si bé aquesta 

interdependència no està encara del tot demostrada. S’ha descrit l’existència de 

diferents lligams entre elles, no obstant, aquests lligams encara no es coneixen 

completament. Per exemple, quan l’apoptosi és inhibida per defectes en la funció de 

les proteïnes proapotòtiques BAX i BAK, s’inicia el procés autofàgic a diferents línies 

cel·lulars (Lum, et al., 2005). També s’ha observat que quan s’inhibeix l’apoptosi a 

fibroblasts de ratolins mitjançant inhibidors de la caspasa 8, s’indueix autofàgia. A més, 

els inhibidors de l’autofàgia redueixen el número de cèl·lules mortes per l’apoptosi (Yu, 

et al., 2004). El procés invers també ha estat descrit, l’ús d’inhibidors de l’autofàgia 

com la 3-MA o la inhibició mitjançant siRNAs contra gens associats a aquesta, indueix 

apoptosi en cèl·lules HELA (Boya, et al., 2005). Un altre exemple seria l’inhibició de 

l’autofagia a varies línies canceroses mitjançant  bafilomicina A1, en aquest cas el 

procés apoptotic també és induït (Paglin, et al., 2001; Kanzawa, et al., 2003). Fins i tot 

s’han descrit situacions on els dos processos es poden observar al mateix temps. Així, 

per exemple, l’anàlisi de cèl·lules de càncer de mama tractades amb tamoxifè, 
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mitjançant microscòpia electrònica, va permetre veure que algunes cèl·lules estaven 

desenvolupant un procés apoptòtic, autofàgic o els dos al mateix temps (Bursch, et al., 

1996).        

 

Evidències recents fan pensar que la relació entre l’autofàgia i l’apoptosi podria 

ésser més estreta del que es pensava. Per exemple s’ha vist que molècules 

proapotòtiques com p53 i BNIP3 també estan activament relacionades amb l’autofàgia 

(Crighton, et al., 2006; Daido, et al., 2004), o que factors proautofàgics com Atg5 

indueixen apoptosi en determinades circumstàncies (Yousefi, et al., 2006). A més a 

més, el factor antiapoptòtic Blc-2 també inhibeix l’autofàgia (Pattingre, et al., 2005). 

 

Malgrat totes aquestes observacions, encara no està clar perquè algunes cèl·lules 

presenten autofàgia, d’altres apoptosi i d’altres el dos processos. No obstant, sembla 

que el fet de que es desenvolupi un o l’altre procés, dependria del tipus cel·lular i 

l’estímul estressant. Per exemple, l’As2O3 indueix apoptosi en cèl·lules de leucèmia 

(Pelicano, et al., 2003) i autofàgia en gliomes malignes (Kanzawa, et al., 2003). 

 

 

1.3.3.2.6 AUTOFÀGIA I ESTRÈS RETICULAR 
 

En els darrers anys s’ha observat que l’autofàgia també està relacionada amb 

l’estrès reticular. Quan es produeix una situació d’estrès reticular, l’estructura pre-

autofagosomal s’uneix i el transport dels autofagosomes cap a la vacuola/lisosoma 

incrementa. També cal destacar que l’activitat quinasa de l’Atg1 és elevada durant 

l’autofagia induïda per estrès reticular (Yorimitsu, et al., 2006). 

 

Diferents treballs relacionen l’autofàgia amb l’ERAD. L’ATZ (�1-antitrypsin Z) és la 

forma mutada de l’�1-antitripsina, una proteïna que normalment és sintetitzada al 

fetge. L’ATZ es plega incorrectament i s’acumula al RE causant dany cel·lular. Per 

prevenir aquest dany, l’ATZ és degradada per l’ERAD. Està descrit que molècules que 

participen en el procés autofàgic intervenen en l’eliminació dels agregats d’ATZ 

(Kamimoto, et al., 2005). A més, en un treball recent s’han proposat dos models 

d’ERAD diferents. L’ERAD1, on intervindrien l’ubiqüitina i el proteosoma, i l’ERAD2 on 

l’autofàgia i els lisosomes jugarien un paper molt important (Fujita, et al., 2007). 
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Encara que la relació entre aquests processos és clara, encara no s’ha trobat la via 

que els relaciona. Hi ha grups que parlen de la via d’IRE (Yorimitsu, et al., 2006) i 

d’altres de la de PERK (Kouroku, et al., 2006). 

 

1.3.3.2.7 �-SINUCLEÏNA, MALALTIA DE PARKISNON I AUTOFÀGIA 

 

Avui en dia hi ha evidències que indiquen que l’autofàgia pot tenir un paper 

important en l’eliminació d’agregats proteics a la malaltia de Parkinson i d’altres 

malalties neurodegeneratives (Martínez-Vicente, et al., 2007).  

 

Depenent del seu estat conformacional i les condicions cel·lulars, l’�-sinucleïna pot 

ser degradada per l’UPS o per autofàgia (Webb, et al., 2003). De fet, només les formes 

solubles de la proteïna poden ser degradades pel proteosoma (Betarbet, et al., 2005) i 

l’acumulació de les formes fibril·lars bloquejaria la seva acció (Stefanis, et al., 2001). 

Aquestes formes solubles també poden ser degradades mitjançant la CMA. No 

obstant, les formes patogèniques de l’�-sinucleïna bloquegen l’activitat de la CMA 

(Cuervo, et al., 2004). A més, diferents modificacions post-traduccionals impedeixen la 

degradació de l’�-sinucleïna per aquesta via, i poden bloquejar la degradació d’altres 

substrats de la CMA. La incapacitat per degradar les formes modificades de l’�-

sinucleïna afavoriria la seva acumulació al citoplasma i la seva agregació. En aquesta 

situació les vies de la CMA i de l’UPS estarien bloquejades i s’activaria l’autofàgia 

(Iwata, et al., 2005; Massey, et al., 2006), eliminant els agregats tòxics de l’�-

sinucleïna (Rideout, et al., 2004). Per explicar la mort neuronal s’hipotetitza que en 

algun moment aquesta autofàgia no és suficient per mantenir l’homeòstasi cel·lular i es 

produeix una situació de dany neuronal. De fet, el bloqueig de la CMA fa que les 

cèl·lules es tornin més sensibles a agents estressants (Massey, et al., 2006) i, per tant, 

es pot produir dany neuronal més fàcilment. 
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1.4 LES CÈL·LULES SH-SY5Y 

El neuroblastoma és el tumor sòlid més comú en els infants i s’origina a partir de 

precursors de neurones simpàtiques de la cresta neuronal que no arriben a completar 

la seva diferenciació. Aquestes cèl·lules tenen, per tant, un cert fenotipus 

catecolaminèrgic, amb més o menys característiques dopaminèrgiques.  

 

Les cèl·lules SH-SY5Y (Figura 1.19) són un subclon de la línia de neuroblastoma 

humà SK-N-SH. Aquest clon es caracteritza per cossos cel·lulars petits, escàs 

citoplasma, apèndix citoplasmàtics com neurites i la formació d’agregats cel·lulars. A 

més a més, expressen TH (Ross, et al., 1983) i, encara que escassament, el DAT 

(Takahashi, et al., 1994). 

 

 

 
 

Figura 1.19. Imatge d’un cultiu cel·lular de la línia SH-SY5Y. 

 

 

La línia cel·lular SH-SY5Y és un bon model per realitzar estudis dels efectes de 

toxines sobre els mecanismes de síntesi i metabolisme de la DA que solen extrapolar-

se a la supervivència de les neurones dopaminèrgiques. Estudis d’aquest tipus s’han 

dut a terme especialment amb MPP+, el metabòlit actiu de l’MPTP, i compostos com la 

6-OHDA, la selegilina o el paraquat (Zuo, et al., 1995; Itano, et al., 1995; Song, et al., 

1997; Yu, et al., 1997; Yang, et al., 2005). 
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Objectius 

OBJECTIUS 

 

L’objectiu d’aquesta tesi ha estat estudiar les condicions i els mecanismes de 

toxicitat cel·lular induïts per la dopamina utilitzant com a eina una línia de 

neuroblastoma humà per la seva proximitat amb la neurona dopaminèrgica, amb la 

finalitat de proporcionar un model de neurodegeneració d’aquestes neurones en la 

malaltia de Parkinson que ajudi a entendre el perquè de la seva particular vulnerabilitat 

i permeti pensar en possibles noves dianes terapèutiques. 

 

Hem desglossat els objectius d’aquesta tesi en 3 punts: 

 

1) Estudiar els efectes de la dopamina i els seus derivats sobre la viabilitat de 

les cèl·lules SH-SY5Y. 

 

2) Estudiar els efectes de la dopamina sobre l’expressió de proteïnes en 

cèl·lules SH-SY5Y. 

 

3) Estudiar els processos moleculars en la mort cel·lular induïda per dopamina 

en cèl·lules SH-SY5Y. 
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EFECTE DE LA DOPAMINA SOBRE LA VIABILITAT I EL PODER 
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Resultats 

INTRODUCCIÓ  
 

Està descrit que la DA pot potencialment provocar estrès oxidatiu com a 

conseqüència de la seva metabolització per la MAO o, a l’igual que la 6-OHDA, a 

través d’un procés no enzimàtic d’autooxidació que depèn del pH. En tots dos casos 

es produeix H2O2 i poden produir-se radicals lliures de l’oxigen, que, si no són 

degudament eliminats, causen estrès oxidatiu i incrementen la peroxidació de lípids i 

proteïnes (Lai, et al., 1997; Berg, et al., 2004). 

 

El DOPAC és el principal producte de la MAO. En canvi, l’autooxidació de la DA 

genera un gran nombre de productes entre els que trobem la dopaquinona i el 

dopaminocrom (DAcr), que acabaran formant NM (Fedorow, et al., 2005). Aquesta 

oxidació segueix una corba exponencial segons el pH, siguent molt baixa a pHs 

acídics, ràpida a pH neutre i molt ràpida a pH bàsic (Sánchez-Rivera, et al., 2003). 

 

Les quinones són agents oxidants que poden reaccionar amb els grups funcionals 

reduits, com els residus de Cys, modificant l’estructura de les proteïnes (LaVoie, et al., 

1999) i induir dany al DNA (Spencer, et al., 1994) i apoptosi (Emdadul Haque, et al., 

2003). A més a més, la facilitat d’oxidar-se de la DA li confereix una certa capacitat 

antioxidant i, almenys a concentracions baixes, pot tenir un efecte beneficiós per a la 

plasticitat i supervivència neuronal (Sofic, et al., 2001; Weinreb, et al., 2003). Tenint en 

compte totes aquestes consideracions, les concentracions intracel·lulars de la DA o els 

seus derivats oxidats podrien tenir un paper important sobre l’estrès oxidatiu.  

 

 

RESULTATS 
 

Entrada de la DA i el DAcr en les cèl·lules SH-SY5Y 

L’estudi de la captació de [7,8-3H]-DA revela que la DA, a concentracions de 100 i 

500 ��M (DA-100 i DA-500), entra ràpidament en les cèl·lules SH-SY5Y assolint el seu 

màxim a les 6 hores (Figura 3.1.1). Tenint en compte que el contingut de proteïnes i 

aigua de les cèl·lules és aproximadament del 15% i 70% respectivament, s’ha estimat 

que la concentració de DA, o dels seus derivats, a l’interior de la cèl·lula després de 24 

hores hauria de ser aproximadament de 80 i 270 �M per DA-100 i DA-500 

respectivament. 
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Figura 3.1.1. Time-course de l’entrada de DA a l’interior cel·lular després de la incubació amb 

DA-100 i DA-500. 

 

 

A diferència de la DA, el seu derivat oxidat principal, el DAcr, entra menys a 

l’interior de la cèl·lula i només és detectat quan la concentració extracel·lular és 

superior a 100��M (Figura 3.1.2). 
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Figura 3.1.2. Representació de la captació de diferents concentracions de [3H]-DA i [3H]-DAcr 

en les cèl·lules SH-SY5Y després de 24 hores d’incubació. 
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L’anàlisi de l’expressió del DAT, dels receptors D2 i D3, i de DARPP32, una 

molècula que intervé en la senyalització dels receptors D1 i D5, utilitzant la tècnica del 

Western blot, revela que les cèl·lules SH-SY5Y només expressen aquestes proteïnes 

després d’ésser diferenciades amb àcid retinoic (AR) (Figura 3.1.3). 

 
 
Figura 3.1.3. Western blot de l’expressió del DAT, dels receptors D2 i D3, i de DARPP32 en les 

cèl·lules SH-SY5Y després d’ésser diferenciades amb AR (10 �M) durant una setmana. 

 

 

Efecte de la DA sobre la proliferació i la viabilitat de les cèl·lules SH-SY5Y 
 

Per establir com l’acumulació intracel·lular de DA afecta a la proliferació i viabilitat 

cel·lular es van utilitzar diferents aproximacions experimentals. La proliferació cel·lular 

es va estudiar mitjançant l’incorporació de [3H]-timidina durant 24hores en absència i 

presència de DA (Figura 3.1.4). Com es pot observar la proliferació no es veu afectada 

per la DA-100, en canvi, el descens és important amb la DA-500. 

 

Com el resultat de la proliferació cel·lular mesurat mitjançant la incorporació de 

[3H]-timidina podria estar influenciat per una elevada mortalitat es va estudiar com 

afectava la DA a les diferents fases del cicle cel·lular (Figura 3.1.5; Taula 3.1.1). El 

resultat obtingut va ser similar a l’anterior, només la dosi més elevada de DA produeix 

un increment de la proporció de cèl·lules que es troba a la fases G0/G1 i una disminució 

de la proporció que es troba a les fases G2/M i S. 
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Figura 3.1.4. Time-course de la incorporació de [3H]-timidina després del tractament amb DA. 

S’observen diferencies significatives després del tractament amb DA-500 (***P<0,001) 

comparat amb els controls. Els valors són la mitjana de 3 experiments ± la MES. 
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Figura 3.1.5. Representació del percentatge de cèl·lules que es troben a les diferents fases del 

cicle cel·lular després del tractament amb DA durant 12 hores. 
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 G0/G1 S G2/M
CT 43,81  44,8 11,39 

DA-100 45,91 44,75 9,35 

DA-500 74,16  23,16 2,68 

 

 
Taula 3.1.1. Percentatge de cèl·lules que es troben a les diferents fases del cicle cel·lular 

després del tractament amb DA. S’observen diferencies significatives amb la dosi més elevada 

respecte als controls (*P<0,05). 

La viabilitat de les cèl·lules SH-SY5Y quan s’incuben amb DA va ser mesurada 

mitjançant 2 procediments. Primer les cèl·lules es van observar al microscopi de 

fluorescència mitjançant una tinció amb taronja d’acridina i bromur d’etidi després del 

tractament amb DA durant 24h. Aquesta observació permet veure que les cèl·lules 

estan aparentment bé després de la incubació amb DA-100, i bastant danyades 

després del tractament amb DA-500 (Figura 3.1.6). No obstant, la viabilitat mesurada 

per MTT indica un descens de la viabilitat respecte els controls d’un 40% i un 75% 

després de 24 hores d’incubació amb DA-100 i DA-500 respectivament (Figura 3.1.7). 

L’adició de tranilcipromina  (TCP) 1 mM, inhibidor no específic de les MAOs, no altera 

l’efecte de la DA-500, en canvi, redueix un 10% l’efecte de la DA-100. 

 

Figura 3.1.6. Observació de la viabilitat cel·lular de les cèl·lules SH-SY5Y després de la 

incubació amb DA durant 24h mitjançant una tinció amb taronja d’acridina i bromur d’etidi. 

S’observa una disminució de cèl·lules vives (verdes, taronja d’acridina) i un increment de 

cèl·lules mortes (vermelles, bromur d’etidi) després del tractament amb DA-500. 
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Figura 3.1.7. MTT de les cèl·lules SH-SY5Y després del tractament amb DA. S’observen 

diferencies significatives amb DA-500 a les 6h (*P<0,05) i a les 24 hores (***P<0,001) respecte 

el control, en canvi amb DA-100 només a les 24h (**P<0,01). El tractament amb 1 mM de TCP 

només protegeix l’efecte de la DA-100 (#P<0,01). Els valors estan expressats en % respecte al 

control i són la mitjana de 4 experiments ± la MES. 
 

 

L’efecte de la DA-500 a les 24 hores es protegeix si la DA es retira del medi 

després d’una hora. En canvi, a partir de les 3 hores l’efecte és irreversible (Figura 

3.1.8). 
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Figura 3.1.8. MTT de l’efecte de la DA-500 a les 24 hores després de la incubació a diferents 

temps. A partir de les 3 hores hi ha descens de la viabilitat respecte al control (***P<0,001). Els 

valors estan expressants en % respecte al control i són la mitjana de 4 experiments ± la MES. 
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El tractament amb DAcr a la dosi més elevada té el mateix efecte que la DA, en 

canvi, a la dosi més baixa no té efecte (Figura 3.1.9). 
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Figura 3.1.9. MTT de les cèl·lules SH-SY5Y després del tractament amb DA i DAcr. S’observen 

diferencies significatives amb DA-500 i DAcr-500 a les 6h (*P<0,05) i a les 24 hores 

(***P<0,001) respecte al control, en canvi amb DA-100 només a les 24h (**P<0,01). El 

tractament amb DAcr-100 no té cap efecte si el comparem amb la mateixa dosi de DA a les 24 

hores (##P<0,01). Els valors estan expressats en % respecte al control i són la mitjana de 3 

experiments ± la MES. 
 

 

Metabolització intracel·lular de la DA 
 

Per estimar la metabolització de la DA intracel·lular per la MAO, es va mesurar el 

contingut del seu principal metabòlit, el DOPAC, mitjançant HPLC, al cap de 24h 

d’incubació amb DA (Taula 3.1.2). La relació DOPAC/DA és similar a la dels CT en el 

tractament amb DA-100. En canvi, aquesta relació és molt més baixa amb DA-500, 

degut a una acumulació de DA i una disminució de DOPAC, indicant que pot haver-hi  

una saturació de la MAO, una inhibició de l’enzim o els dos efectes. 

 

 

Efecte del DAcr sobre l’activitat de la MAO-A 
 

Considerant que la DA intracel·lular també es deu estar oxidant de forma no 

enzimatica i formant DAcr, es va analitzar l’efecte d’aquest compost sobre l’activitat de 
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la MAO. Per aquest objectiu l’activitat MAO-A (la principal isoforma descrita en les 

cèl·lules SH-SY5Y (Yi, et al., 2005)) va ésser mesurada utilitzant mitocondris de rata 

aïllats i serotonina com a substrat, en presència de diferents concentracions de DAcr 

(Figura 3.1.10). Com es pot observar, l’activitat de la MAO-A és inhibida pel DAcr amb 

una IC50 de 49��M.  

 

 CT DA-100 DA-500 

DOPAC 45 ± 8 634 ± 80 *** 385 ± 32 *** , # 

DA 3 ± 0.5 47 ± 3 *** 1285 ± 171 *** , ### 

DOPAC/DA 15,1 ± 5.0 13,5 ± 1,2 0,3 ± 0,06 *** , ### 

 

 
Taula 3.1.2. Contingut de DA i DOPAC en les cèl·lules SH-SY5Y després de 24 hores de 

incubació amb DA-100 i DA-500. Els resultat estan expressants en pmol/mg de proteïna. 

S’observen diferències significatives d’ambdues concentracions respecte als controls 

(***P<0,001) i de la DA-500 respecte la DA-100 (#P<0,05; ###P<0,001). Els valors són la 

mitjana de 4 experiments ± la MES. 
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Figura 3.1.10. Inhibició de la activitat de la MAO-A per part del DAcr. Els valors són la mitjana 

de 3 experiments ± la MES. 
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Activitat mitocondrial en les cèl·lules SH-SY5Y després del tractament amb DA 
 

L’activitat mitocondrial es va determinar mesurant el consum d’oxigen i el potencial 

de membrana.  

 

El consum d’oxigen, mesurat per respirometria, es redueix un 40 i un 80% després 

del tractament amb DA-500 durant 6 i 24 hores respectivament (Figura 3.1.11). No hi 

han canvis significatius amb la DA-100. 
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Figura 3.1.11. Consum d’oxigen de les cèl·lules SH-SY5Y resuspeses després del tractament 

amb DA durant 6 i 24 hores. S’observen diferencies significatives amb DA-500 respecte als 

controls (*P<0,05; ***P<0,001). Els valors són la mitjana de 4 experiments ± la MES. 
 

 

El potencial de la membrana mitocondrial (	
m), mesurat per citometria amb JC-1, 

també disminueix després del tractament amb DA-500 (Figura 3.1.12). 
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Figura 3.1.12. Mesura del potencial de la membrana mitocondrial (	
m) després del 

tractament amb DA durant 24h. S’observen diferències significatives després del tractament 

amb DA-500 respecte als controls (**P<0,01). Els valors són la mitjana de 3 experiments ± la 

MES.   

 

 

Producció d’espècies reactives d’oxigen 
 

Com a mesura de l’estrès oxidatiu produït per la DA es van utilitzar els nivells de 

peroxidació que ens indica el marcador fluorescent DCFH-DA. L’efecte de la DA es va 

comparar amb el d’un potent agent peroxidant com és el tert-butilhidroperòxid (tBOOH, 

100 �M), que incrementa fins a 3 cops la intensitat de la fluorescència a les 2 hores 

(Figura 3.1.13). En aquest període de temps la DA-500 incrementa la fluorescència un 

50%, però l’efecte és molt més gran si s’afegeix 1 mM de Fe(III) al medi, que és un 

catalitzador de l’oxidació de la DA. Curiosament, la DA actua com antioxidant quan 

s’afegeix en presència de tBOOH. 

 
A temps més llargs (Figura 3.1.14), la DA-500 continua incrementant la 

peroxidació, però, a l’igual que a temps curts, aquest efecte es veu potenciat per la 

presència de Fe(III). No obstant, la pèrdua de viabilitat és igual en absència i presència 

d’aquest compost (Figura 3.1.15). 
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Figura 3.1.13. Mesura de la peroxidació produïda per la DA-500 en presència de tBOOH 

100 �M i FeCl3 1 mM en les cèl·lules SH-SY5Y durant 2 hores.  
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Figura 3.1.14. Time-course de la peroxidació produïda per la DA-500 en presència de FeCl3 1 

mM en les cèl·lules SH-SY5Y. S’observen diferencies significatives respecte al control 

(*P<0,05) i (**P<0,01). Els valors són la mitjana de 3 experiments ± la MES. 
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Figura 3.1.15. MTT de l’efecte de la DA en presència de FeCl3 1 mM a les 24 hores 

d’incubació. S’observen diferències significatives respecte al temps inicial amb ambdues 

concentracions de DA (**P<0,01) i (***P<0,001). Els valors estan expressats en % respecte al 

control i són la mitjana de 3 experiments ± la MES. 
 

 

Efecte de la DA sobre el poder reductor de la cèl·lula 

La disminució relativa dels valors de MTT en l’estudi de la viabilitat era superior a la 

disminució de viabilitat per altres procediments. El MTT representa una mesura del 

potencial reductor de la cèl·lula, referit al funcionament mitocondrial i a l’estat redox 

cel·lular en general. Aquests resultats suggerien que la DA podria estar afectant 

l’equilibri redox de la cèl·lula, donat bàsicament pel contingut de NADH i NADPH 

(NAD(P)H). Es van estudiar, doncs, les alteracions d’aquests compostos després del 

tractament amb DA.  

Després del tractament amb DA-500, el contingut de NADH i NADPH a l’interior 

cel·lular, mesurat per HPLC, disminueix a les 6 hores i sobretot a les 24 hores. Aquest 

efecte és manté si a les 6 hores es treu la DA. El contingut de NADH i NADPH també 

disminueix després del tractament amb DA-100 durant 24 hores (Figura 3.1.16).  
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Figura 3.1.16. Contingut de NADH i NADPH en homogenats cel·lulars alcalins després de la 

incubació amb DA-100 i DA-500. La línia discontinua indica els valors de NADH i NADPH quan 

la DA-500 es va treure del medi a les 6 hores. Els valors són la mitjana de 4 mostres diferents ± 

la MES. Els valors de les mostres no tractades no es van modificar als diferents temps. Les 

significances, *P<0,05; **P<0,01 i ***P<0,001, són respecte al control. 
 

 

El poder reductor d’una cèl·lula ve donat principalment per la relació entre el NADH 

reduït i el NAD+ oxidat als mitocondris i, en menor grau, al citoplasma. La relació entre 

el NADH i el NAD+ al citoplasma es va determinar a partir del contingut en lactat i 

piruvat (Berry, 1980; Barron, et al., 2004) (Taula 3.1.3). Es pot observar com la relació 

lactat/piruvat incrementa amb DA-100 a les 6 hores i amb DA-500 a les 6 i a les 24 

hores.   
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 Lac (nmol/mg prot)  Pir  (nmol/mg prot) Lac/Pir

6h CT 624,5 ± 29,3 33,1 ± 3,7 18,9 ± 3,1 

DA-100 682,8 ± 44,7 25,2 ± 1,7 27,0 ± 2,2 * 

DA-500 702,9 ± 20,4 28,3 ± 1,5 24,8 ± 1,8 * 

24h CT 389,1 ± 25,8 28,5 ± 1,6 13,6 ± 1.1 

DA-100 419,1 ± 96,5 24,9 ± 1,0 16,8 ± 4,2 

DA-500 273,4 ± 21,9 * 7,7 ± 0,3 * 35,5 ± 2,8 * 

Taula 3.1.3. Contingut de lactat (Lac), piruvat (Pir) i la relació entre aquests dos factors en les 

cèl·lules SH-SY5Y després del tractament amb DA-100 i DA-500 durant 6 i 24 hores. Els valors 

són la mitjana de 3 experiments diferents ± la MES. La significança *P<0,05 és respecte al 

control. 
 

 

La relació entre la concentració de NADPH i la de NADP+ es considera 

proporcional a la relació entre les formes reduïda (GSH) i oxidada (GSSG) del glutatió 

(Adams, et al., 2001) (Taula 3.1.4). Com es pot observar, tant la DA-100 com la DA-

500, redueixen significativament la relació GSH/GSSG a les 24 hores. Aquesta 

reducció és conseqüència principalment d’un increment de la forma oxidada.  

 

 

  GSH (nmol/mg prot) GSSG  (nmol/mg prot) GSH/GSSH

6h CT 29,4 ± 6,2 2,9 ± 0,8 10,2 ± 0,4 

DA-100 28,5 ± 3,7 3,4 ± 1,0 8,3 ± 0,8 

DA-500 20,6 ± 3,2 * 3,2 ± 1,0 6,5 ± 0,9 * 

24h CT 25,9 ± 5,8 2,4 ± 0,5 10,7 ± 1,3 

DA-100 25,7 ± 5,1 5,2 ± 0,5 * 4,9 ± 0,4 * 

DA-500 21,7 ± 5,0 * 7,0 ± 0,3 * 3,1 ± 0,4 * 

Taula 3.1.4. Contingut de GSH, GSSG i la relació entre aquests dos factors en les cèl·lules SH-

SY5Y després del tractament amb DA-100 i DA-500 durant 6 i 24 hores. Els valors són la 

mitjana de 3 experiments diferents ± la MES. La significança *P<0,05 és respecte al control. 
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El NADH i el NAD+ total i citoplasmàtic es van determinar per HPLC i per 

espectrofotometria. Com la diferència entre el total i el citoplasmàtic (corregits per la 

proteïna total) ha de correspondre principalment al mitocondrial (el contingut al nucli és 

molt baix respecte als altres dos compartiments), es va establir la relació entre aquests 

dos factors al mitocondri (Taula 3.1.5). Es pot observar com la relació NADH/NAD+ 

incrementa al citoplasma però disminueix als mitocondris després del tractament amb 

DA-500 durant 24 hores. No obstant, el NADH citoplasmàtic només representa menys 

de l’1% del total, amb lo qual aquest augment no té repercussió en el contingut total. 

 

 

 CT DA-100 DA-500 

NADHT 300 ± 25 240 ± 22 * 60 ± 12 ** 

NAD+
T 2860 ± 370 2650 ± 360 3020 ± 630 

(NADH/NAD+)T 0,105 ± 0,013 0,091 ± 0,015 0,020 ± 0,002 *** 

NADHcit 1,30 ± 0,12 1,05 ± 0,10 3,70 ± 0,44 * 

NAD+
cit 870 ± 122 570 ± 230 950 ± 250 

(NADH/NAD+)cit 0,0015 ± 0,0001 0,0017 ± 0,0001 0,0039 ± 0,0001 * 

NADHmit 298 ± 30 239 ± 25 56 ± 6 ** 

NAD+
mit 1990 ± 130 2080 ± 173 2070 ± 190 

(NADH/NAD+)mit 0,15 ± 0,02 0,11 ± 0,02 0,03 ± 0,00 ** 

 

 
Taula 3.1.5. Contingut de NAD+ i NADH (pmol/mg proteïna) i la relació NADH/NAD+ a la cèl·lula 

(T), al citoplasma (cit) i en els mitocondris (mit) en les cèl·lules SH-SY5Y després de 24 hores 

de tractament amb DA-100 i DA-500. S’observen diferències significatives *P<0,05; **P<0,01 i 

***P<0,001 respecte als controls. Els valors són la mitjana de 3 experiments diferents ± la MES. 

 

 

L’efecte de la DA en presència de NAD(P)H es va estudiar sense cèl·lules 

mitjançant l’anàlisi de la desaparició de NAD(P)H a 340nm i l’oxidació de la DA a 

492nm. Els resultats van ser similars amb NADH i NADPH. 

 

El contingut de NAD(P)H (100 �M) disminueix ràpidament en presència de DA 

(Figura 3.1.17). Aquest efecte és més dràstic quan el NADH s’incuba amb DAcr en lloc 

de DA.

77



Resultats 

NADH

0

100

200

300

400

500

600

700

800

0 6 12 18 24

Temps (h)

	
A

 (3
40

 n
m

)
CT

DA-100

DA-500

DAcr-100

DAcr-500

NADPH

0

200

400

600

800

0 6 12 18 24

Temps (h)

	
A

 (3
40

 n
m

)

NADPH

NADPH + DA-100

NADPH + DA-500

Figura 3.1.17. Disminució de l’absorbància a 340 nm en una solució que conté NAD(P)H 100 

�M en presència de DA i DAcr. 

 

 

 

La disminució de NADH en presència de DA-500 és protegida amb GSH 5 mM i 

incrementa en presència de FeCl3 1 mM. En canvi, la addició dels dos compostos, 

FeCl3 i GSH, només confereix una protecció parcial (Figura 3.1.18).  

 

 

 

 

78 



Resultats 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

0 6 12 18 24

Temps (h)

	
A 

(3
40

 n
m

)

CT

DA-500 + GSH

DA-500 + Fe(III)

DA-500 + GSH + Fe(III)

Figura 3.1.18. Disminució de l’absorbància a 340 nm en una solució que conté NADH 100 �M 

en presència de DA-500, FeCl3 1 mM i GSH 5 mM. 

 

 

A l’estudiar l’oxidació de la DA es va observar que és baixa quan hi ha NAD(P)H al 

medi, quan el NAD(P)H disminueix l’oxidació de la DA s’incrementa (Figura 3.1.19). 

Com es pot observar el Fe (III) afavoreix l’oxidació de la DA, en canvi, el GSH la 

protegeix. 
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Figura 3.1.19. Increment de l’absorbància a 492 nm en una solució que conte NAD(P)H 100 

�M en presència de DA, FeCl3 1 mM i GSH 5 mM.   
 

 

DISCUSSIÓ
 

En aquesta part dels resultats s’ha descrit la toxicitat de la dopamina a 

concentracions extracel·lulars de 100 i 500 �M (DA-100 i DA-500). Aquestes 

concentracions extracel·lulars són molt superiors a les que podem trobar a la 

substantia nigra i l’estriat, on trobem concentracions de l’ordre de nM en condicions 

basals (Santiago, et al., 1996). No obstant, la concentració total de DA a l’estriat està 

al voltant de 70 �M, la concentració de DA a les terminacions nervioses és de l’ordre 

de 0,1mM, la concentració intravesicular de DA està entre 1 i 10mM, i, finalment, la 

concentració de DA intersinàptica que s’assoleix durant la fase d’alliberament també 

s’estima entre μM i mM (Kopin, 1993; West, et al., 2003; Eisenhofer, et al., 2004). 

L’objectiu d’aquest estudi, per tant, va ser descriure els efectes de la DA intracel·lular 

no vesiculada en un rang de concentracions que es podria donar intracel·lularment si 

la DA no fos emmagatzemada correctament a les vesícules o aquestes patissin alguna 

alteració que les fes buidar-se intracel·lularment. 

 

Hem vist que la DA entra i s’acumula en les cèl·lules SH-SY5Y. Aquesta entrada 

probablement és deguda a la participació de transportadors de baixa afinitat per a la 

dopamina, com per exemple el transportador de noradrenalina (Seitz, et al., 2000), els 

tranportadors de cations orgànics no específics (OCTs) (Eisenhofer, 2001) o 

mitjançant una endocitosis independent de receptor (Offen, et al., 1999). L’expressió 
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del DAT sembla ser molt baixa en aquestes cèl·lules i per tant la velocitat de transport 

a través d’aquests ha de ser molt lenta (Jiang, et al., 2004). A més, les cèl·lules SH-

SY5Y, només expressen receptors de DA després de la diferenciació amb àcid 

retinoic, amb lo qual no resultaven ser candidats per explicar el procés tòxic aqui 

descrit. 

 

Durant els experiments realitzats hem observat que la concentració més elevada 

de DA (DA-500) tindria efectes citotòxics en les cèl·lules SH-SY5Y. Aquest resultat és 

similar al trobat per altres autors (Pifl, et al., 2001). 

 

La DA-100 no va ser suficient en el nostre model per afectar la proliferació cel·lular 

o la viabilitat, mesurades mitjançant la captació de [3H]-timidina i la tinció amb taronja 

d’acridina i bromur d’etidi respectivament. No obstant, es va observar un descens de la 

viabilitat utilitzant la tècnica del MTT. Aquesta discrepància en els resultat es pot 

atribuir a les diferències entre els dos processos per mesurar la viabilitat. El bromur 

d’etidi no marca les cèl·lules que mantenen una integritat de la membrana plasmàtica, 

en canvi, el MTT és un paràmetre molt sensible al poder reductor de la cèl·lula, que 

reflexa la funció mitocondrial i l’estat redox de la cèl·lula (Berridge, et al., 1993). Els 

resultats del MTT probablement sobreestimen l’efecte de la DA sobre la viabilitat 

cel·lular, indicant una alteració en l’estat redox de la cèl·lula fins i tot quan la viabilitat 

cel·lular és encara preservada, com amb la DA-100. 

 

L’efecte de la DA sobre la viabilitat cel·lular pot ésser atribuït principalment a la DA 

que s’acumula a l’interior de la cèl·lula. Encara que un efecte directe de l’oxidació 

extracel·lular de la DA sobre la membrana plasmàtica no es pot descartar, pensem que 

és poc important, ja que la peroxidació dels lípids de la membrana no és massa alta i 

sobre tot l’efecte sobre la viabilitat no es preserva quan la DA s’elimina del medi a 

partir de 3 hores d’incubació. A més, antioxidants extracel·lulars com la catalasa no 

protegeixen de la toxicitat de la DA (Gómez-Santos, et al., 2003).  

 

La inhibició de l’activitat de la MAO amb TCP només té un lleuger efecte protector 

amb la DA-100. Això ens fa pensar que la MAO té un paper poc important en la 

toxicitat de la DA. Assumint que la toxicitat de la DA es deu a la seva transformació no 

enzimàtica, l’increment en la peroxidació causat per la DA-500 va ser relativament petit 

comparat amb el produït pel tBOOH 100 �M, per pensar que la producció de peròxids 

pot ésser la causa directa de la mort cel·lular. A més, l’increment produït pel tBOOH és 

81



Resultats 

reduït sensiblement en presència de la DA, indicant que la DA pot tenir un paper 

antioxidant en presència de compostos més oxidants (Sofic, et al., 2001). 

 

Quan les cèl·lules s’incuben amb DA-100, l’activitat MAO és possiblement suficient 

per metabolitzar aquesta DA fins a DOPAC. Això s’observa a la Taula 3.1.2 a partir de 

la qual podem deduir que la concentració de DA a l’interior cel·lular és 

aproximadament de 7 �M i la de DOPAC 90 �M després de 24 hores d’incubació amb 

DA-100. En canvi després del tractament amb DA-500 una gran part de la DA no és 

metabolitzada, indicant una saturació o una inhibició de la MAO. Com hem vist, un dels 

principals productes de l’autooxidació de la DA, el DAcr, inhibeix l’activitat de la MAO-A 

amb una IC50 de 49 �M, concentració que pot ben ser assolida al voltant dels 

mitocondris amb DA-500. La inhibició de la MAO afavoriria l’acumulació de DA i 

evitaria l’increment de peròxids com a conseqüència del metabolisme enzimàtic 

d’aquesta, reduint l’estrès oxidatiu i potenciant la viabilitat, com es veu amb la DA-100 

més el TCP. 

 

La DA també sembla alterar la funció mitocondrial pròpiament dita. El consum 

d’oxigen queda reduït a un 20% i el potencial mitocondrial a un 50% després del 

tractament amb DA-500 durant 24 hores. Ha estat descrit que la DA redueix el consum 

d’oxigen en suspensions de mitocòndries lliures (Ben-Shachar, et al., 2004). 

Alteracions en el complex I i el DAcr semblen estar implicades en aquest procés (Ben-

Shachar, et al., 2004; Zoccarato, et al., 2005). Cal remarcar que la DA s’oxida més 

fàcilment en un medi lleugerament bàsic, com el que hi ha a la matriu mitocondrial (pH 

7,9-8,0).  

 

Les mesures de NADH i NADPH indiquen que la DA disminueix el poder reductor 

de la cèl·lula. Aquest efecte es manté a les 24 hores encara que la DA s’hagi tret del 

medi a les 6 hores d’incubació, indicant que la dopamina intracel·lular produeix canvis 

permanents. La falta del subministrament de H per part del NADH afectaria als 

mitocondris, produint una situació d’hipòxia-like i un descens de la producció aeròbica 

d’ATP (Ben-Shachar, et al., 2004). Com a la hipòxia, la glicòlisis anaeròbica 

s’incrementa, com s’observa a les relacions citoplasmàtiques [lactat]/[piruvat] i 

[NADH]/[NAD+] (Berry, et al., 1980; Barron, et al., 2004).  

 

Els antioxidants que actuen intracel·lularment tenen un paper molt important en la 

prevenció de l’oxidació de la DA i la seva toxicitat. De fet, l’àcid ascòrbic i la N-

acetilcisteïna (NAC), a concentracions suficientment altes per incrementar la seva 
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presència a l’interior cel·lular, protegeixen la cèl·lula front a la toxicitat de la DA 

(Gómez-Santos, et al., 2003). Encara no sabem perquè el contingut de GSH 

intracel·lular no és suficient per evitar la toxicitat de la DA, no obstant, la presència 

d’un catalitzador de l’oxidació de la DA, com el Fe (III), afavoreix l’oxidació de la DA i fa 

disminuir l’efecte protector del GSH. Cal destacar que a la substantia nigra hi ha una 

concentració de Fe (III) semblant a la utilitzada (Zecca, et al., 2004). 

 

L’acció antioxidant del GSH depèn de la relació [GSH]/[GSSG]. Hem vist que amb 

DA-100 i DA-500 aquesta relació disminueix a les 24 hores. Aquest efecte és degut 

principalment a l’acumulació de la forma oxidada GSSG, en canvi la síntesi de la GSH, 

que esperariem trobar disminuïda per l’acumulació de NADP+ i per l’unió a 

dopaquinones (Emdadul Haque, et al., 2003), està incrementada, almenys amb DA-

100, molt  possiblement per l’efecte estimulador de la seva síntesi com a resposta de 

la disminució de la relació GSH/GSSG (Soltaninassab, et al., 2000) 

 

La relació [GSH]/[GSSG] es considera indicativa de la relació [NADPH]/[NADP+] 

perquè: 2GSH + 2NADP+ � GSSG + 2NADPH. Aquesta reacció està catalitzada per la 

glutatió peroxidasa quan es produeix GSSG, i per la glutatió reductasa quan es 

produeix GSH. Per tant, es pot considerar que la relació [NADPH]/[NADP+] disminueix 

després de 24 hores de tractament amb DA. Això afectaria als mecanismes que 

depenen del NADPH, com la NADPH oxidasa, NADPH diaforases i les bombes de H+ 

dependents de NADPH al reticle endoplasmàtic i als lisosomes. 

 

El potencial reductor de la conversió de DA a DAcr és de -0,240 V (Shen, et al., 

1996). Els potencials reductors pel NADH i NADPH, són -0,320 i -0,322 V 

respectivament. Donats aquests valors i considerant que les concentracions 

intracel·lulars de NADH (entre 50 i 100� �M) són similars o inferiors que les 

concentracions intracel·lulars de DA després de 24 hores de tractament, es va 

analitzar l’oxidació del NAD(P)H en una solució en presència de DA i DAcr, i es va 

observar que el NAD(P)H és ràpidament oxidat. 

 

Tenint en compte aquests resultats podem suposar que té lloc la següent 

seqüència de reaccions:  

 

 DA + O2 � DAox (indicant els diferents components oxidats de la DA) 

 NAD(P)H + DAox � NAD(P)+ + DA 
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El NAD(P)H s’oxidaria en presència de les formes oxidades de la dopamina com el 

DAcr i les dopaquinones, regenerant la forma reduïda de la DA en un cicle que 

disminuiria el contingut intracel·lular de NAD(P)H (Figura 3.1.20). L’existència d’un 

cicle similar a ha estar descrita a la literatura (Graumann, et al., 2002). 

Figura 3.1.20. Diagrama proposat per l’efecte de la DA sobre el potencial reductor de la 

cèl·lula. La DA s’oxidaria en presència d’O2 originant H2O2. La DA oxidada seria reduïda pel 

contingut intracel·lular de NAD(P)H en un cicle on els nivells de NAD(P)H disminuirien i els 

nivells de glutatió oxidat (GSSG) incrementarien. 
 

 
Aquets resultats recolzen la hipòtesi de que l’acumulació de DA, principalment en 

les neurones dopaminèrgiques de la via nigro-estriatal, podria tenir un gran risc quan 

els sistemes antioxidants de la cèl·lula o els mecanismes que impedeixen l’acumulació 

d’aquesta no funcionen o es troben disminuïts.
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INTRODUCCIÓ 
 

En un treball anterior del nostre laboratori es va observar que la DA induïa mort 

cel·lular en la línia de neuroblastoma humà SH-SY5Y, acompanyada de l’aparició 

d’estructures autofàgiques. Durant aquest procés hi ha una activació de les vies de la 

JNK i de p38. Contemporàniament a l’activació d’aquesta resposta cel·lular també hi 

ha un increment de l’�-sinucleïna (Gómez-Santos, et al., 2003). 

 

Amb l’objectiu d’esbrinar els mecanismes responsables d’aquesta mort es va 

realitzar un microarray proteòmic de 400 proteïnes implicades en mort cel·lular a partir 

de cèl·lules SH-SY5Y tractades amb DA. Mitjançant aquest procediment es va 

observar que l’expressió de 33 proteïnes estava significativament incrementada i que 

l’expressió de 29 proteïnes estava significativament disminuïda després del tractament 

amb DA-500 durant 12h (Taula 3.2.1)  (Els resultats complerts del microarray es troben 

al final del capítol, Taula 3.2.2). 

 

GADD153 és la segona proteïna més augmentada per la DA i ens varem centrar 

en ella perquè és un homòleg del factor de transcripció C/EBPß, proteïna que també 

augmentava al microarray i que varem trobar interessant pel fet de que C/EBP� 

presenta fins a 8 potencials caixes d’interacció en el promotor de l’�-sinucleïna 

(Touchman, et al., 2001). 

 

En mamífers, la família de factors de transcripció C/EBP (CCAAT/enhancer binding 

proteins) consta de 6 membres (���,�,
,� i �). Aquests factors es caracteritzen per la 

presència d’un domini del tipus cremallera de Leu a l’extrem C-terminal, molt conservat 

entre els diferents membres de la família i que participa en la formació d’homodimers i 

heterodímers. En canvi l’extrem N-terminal, que és un domini transactivador, presenta 

més diferències.  

 

S’ha descrit que els membres d’aquesta família participen en la regulació de 

diferents aspectes de la diferenciació cel·lular com la proliferació, l’expressió de gens i 

la regulació del cicle cel·lular (Lekstrom-Himes, et al., 1998).   

 

Inicialment C/EBP� va ésser descrit en cèl·lules del fetge (Descombes, et al., 

1990). Posteriorment es va veure que tenia un paper molt important en la diferenciació 
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de limfòcits (Muller, et al., 1995) i adipòcits (Cao, et al., 1991). També s’expressa a 

cervell (Sterneck, et al. 1998). 

  

L’activitat transcripcional de C/EBP� estaria controlada per fosforilació (Nakajima, 

et al., 1993; Buck, et al., 1999). A més a més, està descrit que GADD153 pot ser un 

dominant negatiu de C/EBP�, no obstant, GADD153 prefereix formar homodímers 

(Ron, et al., 1992).  

 

Entre les proteïnes regulades per C/EBP� trobem mediadors de la inflamació com 

IL-1b, IL-6 i TNF-� (Poli, 1999). 

 

GADD153 és un factor de transcripció que va ser identificat durant la recerca de 

gens induïts per estímuls genotòxics com la radiació ultraviolada (Fornace, et al., 

1988). No obstant això, sembla que està relacionat principalment amb processos de 

mort cel·lular en situacions d’estrès reticular (Fawcett, et al., 1996). El mecanisme pel 

qual l’estrès al RE produeix mort cel·lular és encara desconegut, no obstant, 

GADD153, situat downstream d’ATF4, pot tenir un paper important (Zinszner, et al., 

1998). Els mediadors situats downstream d’aquest efecte encara no es coneixen, però 

s’ha demostrat que alguns del efectes tòxics produïts per GADD153 són resultat de la 

inducció de GADD34 (Marciniak, et al., 2004). 

 

Ha estat descrit que la deleció de GADD153 té un paper protector de l’apoptosi 

induïda per l’òxid nítric en les cèl·lules�� del pàncrees (Oyadomari, et al., 2001) i en 

models de parkinsonisme (Silva, et al., 2005). En relació amb això s’ha vist que la 

sobreexpressió de GADD153 sensibilitza les cèl·lules a la toxicitat produïda per l’estrès 

reticular (McCullough, et al., 2001).  

 

Un altre factor situat downstream de GADD153 és ERO1, que codifica per una 

oxidasa del RE que podria estar relacionada amb la producció de ROS observada en 

situacions d’estrès reticular (McCullough, et al., 2001; Marciniak, et al., 2004). 

 

GADD153 és un homòleg de C/EBP� �i presenta els mateixos dominis funcionals. 

El domini en cremallera de Leu permet a GADD153 homodimeritzar i heterodimeritzar 

amb altres membres de la família C/EBP (Ron, et al., 1992). A més a més, GADD153 

presenta dos residus de Ser adjacents (79 i 82) que poden servir de substrat a la 

família de p38 (Wang, et al., 1996).   
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GADD153 s’expressa a tots els teixits en condicions basals però a nivells baixos. 

GADD153 es troba al citosol quan la cèl·lula no està estressada, en canvi a 

conseqüència d’un estrès, la seva expressió s’indueix i s’observa preferentment al 

nucli (Ron, et al., 1992). 

 

La inducció de la transcripció de GADD153 en una situació d’estrès reticular pot 

ésser conseqüència de qualsevol de les tres vies que participen en la senyalització de 

l’estrès (PERK, ATF6 i IRE1) (Oyadomari, et al., 2004).   

 

En un altre treball del nostre laboratori es va confirmar també l’augment de 

l’expressió del TNFR1 (receptor de TNF�), la proteïna que més variava en el 

microarray (Gómez-Santos, et al., 2007). 

 
Nom   R DA/C ± MES     Nom     R DA/C ± MES  
 
TNFR1    (9.0 ± 1.2)    Csk     (3.2 ± 0.6) 
GADD153           (7.5 ± 0.2)   IFN-�Ra   (3.0 ± 0.5) 
DR3                    (7.2 ± 1.1)   C-IAP-2    (2.9 ± 0.5) 
INOS                   (6.7 ± 0.5)              TRAF5    (3.0 ± 0.3)    
ICSBP               (6.5 ± 0.5)          IRF2   (2.9 ± 0.1)  
STAM                  (5.9 ± 0.9)   PDGF Ra           (2.8 ± 0.5) 
PP1, 2A, 2B    (5.0 ± 0.4)   Hdlg                   (2.8 ± 0.8) 
TRAF6    (4.9 ± 0.2)   Bim                  (2.7 ± 0.6) 
TRADD     (4.8 ± 1.0)   DAXX                 (2.6 ± 0.7) 
IRF1    (4.5 ± 0.6)   Caspase-3          (2.6 ± 0.8) 
PARP    (4.2 ± 0.3)   PAR4   (2.6 ± 0.8) 
IRAK                    (4.1 ± 0.8)   CD28   (2.3 ± 0.5) 
NFATC     (4.0 ± 0.4)   Ikappa B-r   (2.3 ± 0.5) 
Sam68                 (4.0 ± 0.9)   C-IAP1   (2.0 ± 0.3) 
Nip3                  (3.9 ± 0.2)     C/EBP�   (1.9 ± 0.6) 
Axl                 (3.8 ± 0.7)           AKT1/2   (1.9 ± 0.7) 
GAK                (3.8 ± 0.7)  
__________________________________________________________________________________ 
 
BLCAM                               (0.2 ± 0.02)    Bcl-w   (0.3 ± 0.08) 
Connexin43                        (0.2 ± 0.04)    FGFR4    (0.3 ± 0.08) 
Dynamin II  (0.2 ± 0.05)   IL1R1   (0.3 ± 0.05)  
E2F1  (0.2 ± 0.05)    L1     (0.3 ± 0.05) 
EphA4     (0.2 ± 0.05)     Max     (0.3 ± 0.06) 
FGFR3  (0.2 ± 0.05)      Patched 1/2   (0.3 ± 0.06) 
FLASH  (0.2 ± 0.07)   MGMT    (0.4 ± 0.03) 
HDAC1   (0.2 ± 0.07)   P36    (0.4 ± 0.05) 
GSK3�  (0.2 ± 0.07)    P45 skp2    (0.4 ± 0.05) 
Integrin �1  (0.2 ± 0.05)    Ran    (0.4 ± 0.07) 
Integrin �3  (0.2 ± 0.04)    IL2 R�    (0.4 ± 0.08) 
PSD-95  (0.2 ± 0.05)    Syntaxin6    (0.4 ± 0.09) 
Blk  (0.2 ± 0.03)   Phospholipase D   (0.4 ± 0.1) 
cFgr   (0.2 ± 0.03)    SHC    (0.5 ± 0.03) 
Bcl-3  (0.3 ± 0.03) 

Taula 3.2.1. Llista de proteïnes significativament modificades en les cèl·lules SH-SY5Y després 

del tractament amb DA-500 durant 12h. Entre parèntesis està la ràtio entre les cèl·lules 

tractades i els controls no tractats ± la MES. 
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Efecte dependent de la dosi de DA en l’expressió de GADD153, C/EBP� i �-

sinucleïna
 

Els increments en l’expressió de GADD153 i C/EBP� després del tractament amb 

DA van ser confirmats per Western blot (Figura 3.2.1). Com es pot observar, 

l’increment de GADD153 només és important amb concentracions elevades de DA 

(500 �M). En canvi, l’�-sinucleïna mostra un increment gradual i depenent de la dosi 

després del tractament amb DA, mentre que l’expressió de C/EBP� ja es veu 

incrementada a baixes concentracions de DA (10 �M). 

 

 
 

Figura 3.2.1. Western-blot de l’expressió de C/EBP�, GADD153 i �-sinucleïna després de 6h 

de tractament amb diferents concentracions de DA. 
 

 

Time-course de l’efecte de la DA 
 

Un cop comprovats els increments d’aquestes proteïnes ens varem plantejar 

comprovar a quins temps tenien lloc els increments amb les dosis de DA-100 i DA-500. 

GADD153 augmenta lleugerament amb DA-100 i de forma important amb DA-500 a 

partir de les 6 hores. En canvi, C/EBP� incrementa principalment després de 12h de 

tractament i aquest increment és més gran amb DA-100. A l’igual que C/EBP�, 
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l’augment de l’�-sinucleïna entre les 6 i les 24 hores és més gran amb DA-100 que 

amb DA-500 (Figures 3.2.2 i 3.2.3). 

 

 
 

 

 
 

 

Figura 3.2.2. Time-course i densitometria de l’expressió per Western blot de C/EBP�, 

GADD153 i �-sinucleïna després del tractament amb DA-100. Les densitometries estan en 

relació a l’�–tubulina de cada proteïna. Els resultats són la mitjana de 3 experiments � la MES. 

La significança **P<0,01 és respecte als controls (temps 0).
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Figura 3.2.3. Time-course i densitometria de l’expressió per Western blot de C/EBP�, 

GADD153 i �-sinucleïna després del tractament amb DA-500. Les densitometries estan en 

relació a l’�–tubulina de cada proteïna. Els resultats són la mitjana de 3 experiments � la MES. 

La significança **P<0,01 és respecte als controls (temps 0). 

Efecte de la DA-100 sobre l’expressió de C\EBP�

 

L’increment en l’expressió de C/EBP� induït per la DA-100 és depenent de la 

síntesi proteica, ja que és bloquejat amb cicloheximida (CHX), i està disparat per un 

procés d’oxidació, ja que no hi ha increment quan les cèl·lules es tracten conjuntament 

amb l’antioxidant N-acetilcisteïna (Figura 3.2.4). L’inhibidor d’autofàgia 3-MA no ens 

evita l’increment de C/EBP�.
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Figura 3.2.4. Efecte de la cicloheximida (CHX, 1 �g/ml), 3-metiladenina (3-MA) i N-

acetilcisteïna (NAC) en l’expressió de C/EBP� � després de 8 hores de tractament amb DA-100. 

Els resultats són la mitjana de 3 experiments � la MES. La significança **P<0,01 és respecte al 

control. 

Els increments de C/EBP� i �-sinucleïna induïts per DA-100 es veuen reduïts amb 

SP600125 (inhibidor de la JNK). En canvi, el SB203580 (inhibidor de p38) no té cap 

efecte (Figura 3.2.5).  
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Figura 3.2.5. Efecte del SP600125 (SP, 10 �M) i del SB203580 (SB, 30 �M) en l’expressió de 

C/EBP� �i �-sinucleïna després de 8 hores de tractament amb DA-100. Els resultats són la 

mitjana de 3 experiments � la MES. Les significances **P<0,01 i #P<0,05 són respecte al 

control i al tractament amb DA respectivament. 
 

 

Efecte de la DA-500 sobre l’expressió de GADD153 i l’estrès reticular 
 

L’increment de GADD153 també és dependent de la síntesi proteica i d’un procés 

d’oxidació, ja que no augmenta en presència de CHX ni de N-acetilcisteïna (Figura 

3.2.6). L’inhibidor d’autofàgia 3-MA no evita l’increment de GADD153.  

 

 
 

Figura 3.2.6. Efecte de la cicloheximida (CHX, 1 �g/ml), 3-metiladenina (3-MA, 10 mM) i N-

acetilcisteïna (NAC, 2,5mM) en l’expressió de GADD153 �després de 8 hores de tractament amb 

DA-500.  
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Resultats 

Com GADD153 està relacionada amb una situació d’estrès reticular, es va estudiar 

l’efecte de la DA-500 sobre l’expressió de la txaperona de reticle endoplasmàtic 

grp78/Bip, l’expressió de la qual incrementa després d’una situació d’estrès reticular 

(Figura 3.2.7). Com es pot observar, l’increment de GADD153 es correlaciona, 

almenys a les 12h, amb un increment en la proteïna grp78/BiP. La fosforilació d’eIF2�, 

un factor que resulta activat up-stream a la via de GADD153 després del tractament 

amb 6-OHDA i MPP+ (Ryu, et al., 2002; Conn, et al., 2002), no es veu modificada pel 

tractament amb DA.  

 

 
 

 

Figura 3.2.7. Time-course de l’expressió per Western blot de grp78 i eIF2�-P després del 

tractament amb DA-500.  

 

 

Dos compostos causants d’estrès reticular es van utilitzar com a controls positius, 

tapsigargina (disminueix les reserves de calci emmagatzemades al reticle 

endoplasmàtic) i tunicamicina (inhibidor de la glicosilació de proteïnes). Aquests dos 

compostos causen un marcat increment en l’expressió de GADD153 i grp78 (Figura 

3.2.8). 
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Figura 3.2.8. Efecte de la DA-500, la tapsigargina (TAP, 5 �M) i la tunicamicina (TUN, 30 �M) 

sobre l’expressió de GADD153 i grp78 després de 8 hores de tractament. 

 

 
ATF6, un altre factor implicat en la senyalització de l’estrès reticular i l’expressió de 

GADD153, no es modifica després del tractament amb DA-500 (Figura 3.2.9). 

 

Figura 3.2.9. Efecte de la DA-500, la tapsigargina (TAP, 5 �M) i la tunicamicina (TUN, 30��M) 

sobre l’expressió d’ATF6. 

Com que alteracions en el reticle endoplasmàtic poden induir alteracions en 

l’homeòstasi del calci, es va analitzar l’efecte de la DA sobre el calci intracel·lular 

mitjançant el marcador Fluo-4 (Figura 3.2.10). Com es pot observar, la DA produeix un 

increment del calci intracel·lular. 
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Resultats 

 
 

Figura 3.2.10. Visualització mitjançant microscòpia confocal de l’efecte de la DA-500 sobre el 

calci intracel·lular després de 12h de tractament.  
 

 

Finalment la inhibició de l’activitat de p38 i JNK al mateix temps, respectivament 

amb SB203580 i SP600125, però no la de cadascuna per separat, produeix una 

inhibició en l’increment de GADD153 després del tractament amb DA-500 (Figura 

3.2.11). 

 

 
 

Figura 3.2.11 Efecte del SP600125 (SP, 10 �M) i del SB203580 (SB, 30 �M) sobre l’expressió 

de GADD153 després de 8 hores de tractament amb DA-500. 

 
 

Transfecció de C/EBP� i GADD153 

La sobreexpressió de C/EBP� en les cèl·lules SH-SY5Y transfectades amb un 

plàsmid que conté el gen de la C/EBP� humana produeix un increment en l’expressió 

d’�-sinucleïna (Figura 3.2.12). Aquest efecte no s’observa en les cèl·lules 
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Resultats 

transfectades amb GADD153 (Figura 3.2.13) i que presenten una sobreexpressió 

d’aquesta proteïna, indicant que l’increment de C/EBP� pot ser suficient per explicar 

l’increment de l’�-sinucleïna. L’increment en C/EBP� no produeix un increment en 

GADD153. 

 

 
 

Figura 3.2.12. Efecte de la sobreexpressió de C/EBP� mitjançant un plàsmid que conté el gen 

per C/EBP� (SH-C/EBP�) en l’expressió de C/EBP�, ���-sinucleïna ��i GADD153. 

 

 

 
 

Figura 3.2.13. Efecte de la sobreexpressió de GADD153 mitjançant un plàsmid que conté el 

gen per GADD153 (SH-GADD153) en l’expressió d’�-sinucleïna ��i GADD153. 
 

 

DISCUSSIÓ  

 

De les proteïnes que presentaven variacions al microarray proteòmic, ens varem 

centrar en C/EBP� i GADD153, aquesta última és una de les que més s’altera i s’han 

descrit alteracions quan les cèl·lules es tracten amb 6-OHDA (Ryu, et al., 2002), DA 

(Stokes, et al., 2002) i MPP+ (Conn, et al., 2002). 
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Resultats 

Hem vist que la DA incrementa l’expressió de GADD153 i C/EBP�, però de forma 

diferent depenent del temps i la concentració. 

 

L’increment de C/EBP� és significatiu després de 6h de tractament amb DA a 

concentracions entre 10 i 500 �M. La concentració d’�-sinucleïna també augmenta 

després del tractament amb concentracions superiors a 50 �M. L’increment de C/EBP� 

i �-sinucleïna entre les 6 i les 24h de tractament amb la DA-500 és menor que amb la 

DA-100, indicant que alguns mecanismes que intervenen en aquesta resposta poden 

estar malmesos amb aquestes concentracions de DA. En canvi, l’increment en 

GADD153 és baix amb la DA-100 i alt amb la DA-500. La sobreexpressió de C/EBP� 

és suficient per incrementar l’expressió d’�-sinucleïna, però no la de GADD153, 

indicant que l’increment de C/EBP� causat per la DA podria ésser el responsable de 

l’increment en l’�-sinucleïna. A més, l’inhibició de la JNK pel SP600125 redueix 

l’increment de C/EBP� i �–sinucleïna induït per DA, indicant que la fosforilació induïda 

per JNK estaria involucrada en l’expressió de C/EBP� i �-sinucleïna.  

 

GADD153 és un factor de transcripció, l’expressió del qual esta relacionada amb 

l’estrès reticular (Oyadomari, et al., 2004). L’increment de grp78/BiP, una txaperona 

característica del reticle endoplasmàtic, per la DA-500 i pels inductors d’estrès reticular 

tunicamicina i tapsigargina, indica que l’estrès reticular pot intervenir en la toxicitat per 

DA, com prèviament s’havia vist per la 6-OHDA i el MPP+ (Holtz, et al., 2003; Ghribi, et 

al., 2003). L’increment dels nivells de calci intracel·lulars observat podria ser causa o 

conseqüència d’aquest estrès. Com es pot observar a la figura 3.2.7 la proteïna grp78 

pràcticament desapareix a les 24h, aquest fet podria indicar que la cèl·lula ja ha entrat 

completament en un procés de mort amb la pèrdua de l’activitat del reticle 

endoplasmàtic. 

 

Alteracions en el reticle endoplasmàtic s’han relacionat amb autofàgia (Novikoff, et

al., 1978) i la DA-500 produeix autofàgia en les cèl·lules SH-SY5Y (Gómez-Santos, et

al., 2003). Malgrat tot, l’inhibició de l’autofàgia amb 3-MA no evita l’increment de 

GADD153, indicant que els mecanismes que produeixen l’increment de GADD153 

podrien estar upstream al lloc d’acció de la 3-MA. La fosforilació d’eIF2� ha estat 

descrita upstream de l’activació de GADD153 i de l’activació de l’autofàgia a través de 

PERK (Talloczy, et al., 2001). No obstant, eIF2� està altament fosforilat en condicions 

basals en les cèl·lules SH-SY5Y i no sembla que s’activi més amb DA. ATF6 tampoc 

es veu afectat després del tractament amb DA. 

99



Resultats 

GADD153 és un dels senyals downstream de p38-MAPK (Wang, et al., 1996), no 

només per fosforilació proteica si no també a nivell transcripcional (Oh-Hashi, et al., 

2001). El paper de la fosforilació en els mecanismes intracel·lulars de la DA ha estat 

demostrat per l’activació de quinases de resposta a l’estrès, JNK i p38-MAPK, com a 

resposta al tractament amb DA i la supressió d’alguns efectes d’aquesta catecolamina 

mitjançant la inhibició de JNK i p38 (Gómez-Santos, et al., 2003). La inhibició dels dos 

(JNK i p38) és necessària per prevenir l’increment de GADD153 per la DA-500. 

Nosaltres proposem que l’activació de GADD153 aniria per ambdues vies. 

 

El paper de GADD153 com a factor o cofactor de transcripció amb C/EBP� és 

controvertit, podria haver-hi cooperació positiva o negativa (Fawcett, et al., 1996; 

Friedman, 1996), o, simplement, no haver-n’hi (Ubeda, et al., 1996). Sembla ser que la 

heterodimerització de les formes fosforilades de GADD153 i C/EBP� activa nombrosos 

gens anomenats DOC (stress-induced gens downstream of GADD153) (Wang, et al., 

1998). No podem descartar la possibilitat de que l’�-sinucleïna sigui un d’aquests 

DOC. L’increment de GADD153 (i probablement l’increment d’�-sinucleïna), podria 

ésser una resposta a les agressions que està patint la cèl·lula, com ha estat demostrat 

pel MPP+ (Conn, et al., 2002) i el peroxonitrit (Oh-Hashi, et al., 2001). Si l’agressió no 

es pot parar, les cèl·lules iniciarien un programa de mort cel·lular per apoptosi i/o 

autofàgia. 
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Resultats 

Proteïna R DA/C MES  Proteïna R DA/C MES

p14-3-3 n.d.   IRS-1 0,8 0,22 

c-Abl 1,5 0,6  ISGF3 gamma 1 0,16 

ACINUS n.d.    Jak1 1 0,11 

ACINUS-p23 n.d.    Jak2 0,6 0,4 

AFAP n.d.    Jak3 1 0,3 

AIF 1,3 0,13  JNK 1,2,3 0,5 0,4 

AKT 1/2 1,9 0,68  p-JNK 1,2,3 1,5 0,5 

ALK  1,5 0,3  c-Jun 1 0,3 

Amphi-physin 1,1 0,16  KAP n.d.   

Ankyrin 2,2 0,9  c-Kit 1,1 0,11 

Bin 1 0,8 0,3  L1 0,3 0,05 

Annexin VI 1 0,08  LGI1 1 0 

ANT 1 0,08  LIFR 1 0 

Apaf1 2 0,9  Mad-1 1 0,08 

APC 1 0,3  MAD2A/MAD2B 1 0,32 

ARC 1,2 0,16  Maspin 1 0,5 

Axl 3,8 1,1  Max 0,3 0,06 

B7-1 1,3 0,22  MDA-7 1 0,3 

B7-2 1 0,27  MDM2 1 0,3 

Bad n.d.    Mdr(H-241) 1 0,9 

BAK 0,5 0,3  MEF2 1 0,16 

BAX 1,1 0,05  MEK1 1 0,5 

BOK 1 0,3  MEKK1 n.d.   

NBK 1 0,05  MEKK2 1,4 0,41 

Bag-1 1,1 0,1  Menin 1 0,22 

BCL-2 n.d.    Met 1 0,11 

Bcl-w 0,3 0,08  MGMT 0,4 0,03 

Bcl-xS/L n.d.    MMp-3 n.d.   

A1 1,2 0,3  MMp-9 n.d.   

Mcl-1 1,5 0,9  Mos n.d.   

Bcl-3 0,3 0,03  Myc (c-Myc) 1 0,05 

Bcl-6 1,1 0,08  MyoD 1 0,14 

BID 1,3 0,05  NCK 1,2 1 0,05 

Bim 2,7 0,61  NF-1 1 0,3 

BM28 1 0,19  NF1GRP 1 0,5 

BMX 1,2 0,03  NF2 1 0,11 

BRAMP2 1 0,13  NFATC 1/2/3/4 4 0,4 

BAP1 1 0,05  NF-kappa B 50 1 0,5 

BARD1 1 0,3  NF-kappa B 52 0,8 0,14 

BRCA1 1 0,3  NF-kappa B p65 0,4 0,3 

BRCA2 1 0,08  Ikappa B-a n.d.   
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Proteïna R DA/C MES  Proteïna R DA/C MES

Brk 1,3 0,08  p-Ikappa B-a n.d.   

Brc 1 0,3  Ikappa B-b n.d.   

BRUCE n.d.    Ikappa B-r 2,3 0,5 

Btk n.d.    Ikappa B-e n.d.   

C/EBP beta 1,9 0,6  Ikappa B kinase a 1 0,11 

Cadherin-5 1,1 0,05  Ikappa B kinase b 1 0,22 

E-Cadherin n.d.    Nibrin 1 0,27 

N-Cadherin 1 0,03  NIK 1 0,19 

P-Cadherin n.d.    nipl 1 0,3 

BLCAM 0,2 0,02  nip2 1 0,5 

HCAM n.d.    nip3 3,9 0,2 

ICAM-1 1,7 0,08  eNOS 1 0 

PECAM-1 1 0,05  iNOS 6,7 0,5 

VCAM-1 1 0,2  nNOS 0,4 0,3 

CAS 1,1 0,2  Notch 1/2/3/4 1 0,03 

Caspase1 1 0,3  Ntk 0,5 0,35 

Caspase2 n.d.     Nurr 1 1,2 0,5 

Caspase3 2,6 0,8  Ob Receptor 1 0,05 

Caspase4 1 0,3  p16 1 0,3 

Caspase5 0,4 0,08  p19Skp1 n.d.   

Caspase6 1 0,3  p21WAF1/CIP1 1 0,16 

Caspase7 1 0,22  p27 n.d.   

Caspase8 1 0,22  p35 n.d.   

Caspase9 1 0,08  p36 0,4 0,05 

Caspase10 1,1 0,3  p38 MAPK��/�/
/� 1,5 0,6 

a-Catenin 1 0,33  p45 skp2 0,4 0,05 

b-Catenin n.d.    p53 0,4 0,3 

r-Catenin 1,8 0,8  p55 CDC 1 0,5 

c-Cbl n.d.    p57 (kip2) 1 0,08 

CBP 1,3 0,05  P63 1 0,08 

CD 3 epsilon n.d.    P73 1 0,5 

CD27 n.d.    p130Cas 0,9 0,3 

CD28 2,3 0,5  p300 n.d.   

CD29 1 0,16  Patched 1/2 0,3 0,06 

CD30 1 0,24  PAR-4 2,6 0,8 

CD40 2,4 1,2  PARP 1/2/3 4,2 0,3 

CD45 0,7 0,3  Pax-5 1 0,27 

Cdc6 1,3 0,3  Paxillin 0,7 0,5 

Cdc25A 1,1 0,08  PCNA 1 0,13 

Cdc34 n.d.    PDGF Receptor a 2,8 0,05 

CDC42GAP n.d.    PDGF Receptor b 1 0,11 
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Proteïna R DA/C MES  Proteïna R DA/C MES

Cdk1/Cdc2 0,8 0,3  Phospholipase Cr 1 0,3 

Cdk2 0,7 0,5  Phospholipase D 0,3 0,14 

Cdk4 0,6 0,3  PI3Kinase P85 1 0,5 

Chk n.d.    PKC a,b,c 0,8 0,25 

C-IAP1 2 0,3  PLK 1/2/3/4 0,4 0,3 

C-IAP2 2,9 0,5  PP1,2A,2B,PPX 5,7 0,4 

CIDE-A 1,1 0,08  pp120 1 0,05 

CIDE-B 1,3 0,5  PSD-95 0,2 0,05 

Clathrin 0,9 0,3  PTEN 0,5 0,35 

Clusterin 1 0,11  SH-PTP 1 0,27 

Connexin26 1 0,11  PTP1B 1 0,05 

Connexin43 0,2 0,04  SH-PTP2 1,2 0,23 

Cortactin 0,4 0,33  PYK2 1 0,05 

CPAN 1,1 0,03  Rab3 A/B/C/D 1,4 0,5 

CREB 1,3 0,5  Rab5 A/B/C 1 0,05 

CREM-1 1,1 0,27  Rab11 1 0,3 

Crk 1 0,27  Rab27 A/B 0,4 0,3 

Csk 3,2 0,6  Rac1 1 0,08 

CUL-1 n.d.    RACK1 0,9 0,15 

Cyclin A1/A2 n.d.    Rad51 1 0,05 

Cyclin B1/B2/B3 n.d.    Rad52 n.d.   

Cyclin D3 n.d.    cRaf-1 1 0,27 

Cyclin E1/E2 1,3 0,5  RAIDD 1 0,24 

Cyclin H 2,6 1,5  RalA 1 0,11 

Cytochrome C 1,1 0,5  Ran 0,4 0,07 

DAXX 2,6 0,7  Rap1 1 0,27 

DCC 3 2,2  Rap2 1 0,35 

Desmoglein 1,2 0,24  RARr 1 0,19 

DFF45/ICAD n.d.    RXR a,b,r 1 0,14 

DIVA 1 0,14  Ras 1 0,03 

DMBT1 1,2 0,23  Ras-GAP n.d.   

DMC1 1,1 0,08  Rb (p107) 1,2 0,5 

DcR1 1 0,46  Rb (p110) 0,8 0,16 

DcR2 0,4 0,3  Rb2 (130) 1 0,03 

DR3 7,2 1,1  RBBP 1,1 0,3 

DR4 1,1 0,3  Rbx1 & 2 1 0,16 

DR5 1 0,19  cRel 1 0,07 

Dynamin 0,6 0,3  RelB 1 0,16 

Dynamin II  0,2 0,05  Ret 1 0,14 

E2F1 0,2 0,05  RhoA 1,9 0,8 

EGFR 1 0,3  RICK n.d.   
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Proteïna R DA/C MES  Proteïna R DA/C MES

Egr-1 1 0,5  RIP 1 0,08 

Egr-2 0,9 0,14  Ron a 1 0,11 

Egr-3 1 0,14  Rsk1 1,2 0,11 

Elongin A 0,5 0,4  Sam68 4 0,9 

EphA1 2,1 1,1  E-Selectin 1 0,38 

EphA4 0,2 0,05  L-Selectin 1 0,22 

EphB1 1 0,08  P-Selectin 1 0,3 

eps8 1 0,5  SHC 0,5 0,03 

erbB2 n.d    SHIP 0,9 0,5 

erbB3 1 0,08  Sik 1 0,16 

erbB4 0,4 0,25  SIVA 1 0,03 

ERK1 1,3 0,4  Smad 1,2,3 1 0,05 

ERK2 1,4 0,3  Smad4 1 0,05 

Estrogen R a 1,1 0,5  SOCS1 1 0,14 

Ets-1/2 1,1 0,3  SODD 1 0,11 

Ezrin 1 0,03  Sos1/2 1 0,05 

FADD 1 0,19  Sp1 1 0,08 

FAF-1 1 0,02  sp2 0,8 0,05 

FAK 1 0,19  Spectrin n.d.   

Fas 0,9 0,11  Blk 0,2 0,03 

FasL n.d.    cFgr 0,2 0,03 

FAST n.d.    fyn 0,4 0,3 

FGFR1 0,4 0,3  Lck 1 0,2 

FGFR2 n.d.    Lyn 1 0,05 

FGFR3 0,2 0,05  c-Src 1 0,3 

FGFR4 0,3 0,08  Yes 1 0,03 

FHIT n.d.    SRF 1 0,11 

FLASH 0,2 0,07  STAM 5,9 0,9 

FLIPs/l 1 0,35  Stat1 1 0,03 

Flt-3/2 1 0,5  pStat1 0,9 0,5 

Flt-4 n.d. 0,24  Stat2 1 0,14 

c-Fos 0,6 0,51  Stat3 1 0,11 

Frizzled 1 0,03  pStat3 1 0,22 

GADD34 0,4 0,27  Stat4 1 0,22 

GADD45 1,2 0,08  Stat5a 1 0,03 

GADD153 7,5 0,16  Stat5b 1 0,03 

GAK 3,8 0,7  Stat6 1 0,05 

GATA-1 1,1 0,08  SURVIVIN 0,8 0,05 

GATA-2 1 0,14  Syk n.d.   

GATA-3 1,2 0,4  Syntaxin6 0,4 0,09 

G-CSF R 1,2 0,5  TANK n.d.   
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Proteïna R DA/C MES  Proteïna R DA/C MES

gp130 1,2 0,3  TCRa n.d.   

Granzyme B 1,1 0,3  TCRb 0,9 0,3 

GRB 2 1 0,16  TDAG51 0,4 0,3 

GRB 7 n.d.    TGFb R1 0,9 0,5 

GRB 14 1 0,19  TGFb R2 0,9 0,3 

GRK 2 1 0,8  Thyroid R aI 1 0,22 

GSK-3 alpha 0,2 0,07  TIA-1 0,9 0,24 

HDAC1 0,2 0,07  TIAR 1 0,16 

hdlg 2,8 0,8  TNFR1 9 1,2 

Ne-dlg 2,7 1,4  TNFR2 1 0,05 

hIL-4 sR n.d.    TOSO 1 0,03 

hILP 1 0,08  TRADD 4,8 1 

Hrk 1 0,11  TRAF1 1 0,05 

HS 1 1,1 0,5  TRAF2 1 0,03 

HSP-70 1 0,3  TRAF3 n.d.   

ICSBP 6,5 0,5  TRAF4 1 0,08 

Id1 1 0,14  TRAF5 3 0,3 

IEXs/l 1 0,16  TRAF6 4,9 0,2 

IFN-� R a 3 0,5  TRAIL 0,9 0,3 

IFN-� R a 1 0,11  TrkA, B, C 1,5 0,6 

IL1 R1 0,3 0,05  TSG101 2,9 1,9 

IL2 Ralpha n.d.    TTK 1,9 1 

IL2 Rbeta 0,4 0,08  Tuberin 1,2 0,5 

IL2 Rgamma n.d.    Tyk2 1 0,11 

IL3 1 0,08  VASP 1 0,19 

IL4R a 1 0,11  Vav 1 0,16 

ING1-p33 1 0,3  VDAC1 0,6 0,4 

Insulin R b 1 0,3  VDR 1 0,14 

Integrin a 1 0,2 0,05  VEGF R1 1 0,08 

Integrin a 5 1 0,3  VEGF R2 1 0,22 

Integrin a V 1 0,05  VHL 1 0,11 

Integrin b 1 n.d.    WT1 1 0,3 

Integrin b 3 0,2 0,04  XRCC4 1 0,08 

IRAK 4,1 0,8  YY1 1 0,07 

IRF1 4,5 0,6  ZAP70 K 1 0,22 

IRF2 2,9 0,11  ZO-1 1 0,05 

 
Taula 3.2.2. Microarray proteòmic complert de les cèl·lules SH-SY5Y després del tractament 

amb la DA-500 durant 12h.  

n.d.: no detectat 

La taula es pot consultar a http://www.ub.edu/dpfisii/grups_recerca/recerca/microarray.xls 
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PROCESSOS MOLECULARS EN LA MORT INDUÏDA PER 
DOPAMINA EN CÈL·LULES SH-SY5Y





Resultats 

INTRODUCCIÓ 
 

La malaltia de Parkinson es caracteritza per la pèrdua selectiva de neurones 

dopaminèrgiques a la substantia nigra. No es coneixen encara ni la causa de la mort ni 

els mecanismes de neurodegeneració de les neurones dopaminèrgiques, fet que 

dificulta poder trobar noves estratègies farmacològiques. L’auge dels estudis sobre els 

mecanismes d’apoptosi ha fet suposar que darrera qualsevol neurodegeneració hi ha 

un desencadenant de mort programada en forma d’apoptosi. Hi ha pocs estudis 

histològics en substantia nigra de pacients amb PD que descriguin la morfologia de les 

neurones degenerants. De fet, quan s’ha diagnosticat la malaltia, i encara més quan es 

realitza l’autòpsia, la degeneració de la substàntia nigra ja ha tingut lloc. Algún estudi 

ultraestructural indica la presència d’elements característics de l’autofàgia i l’apoptosi a 

la substantia nigra (Anglade, et al., 1997). Nombroses evidencies indiquen que l’estrès 

oxidatiu i la DA podrien tenir un paper molt important en l’origen d’aquesta malaltia 

(Barzilai, et al., 2001; Betarbet, et al., 2002).  

 

S’ha observat que un increment de la DA citosòlica, com a conseqüència del 

tractament amb metamfetamines, indueix estrès oxidatiu i autofàgia en neurones 

dopaminèrgiques (Larsen, et al., 2002). Aquest procés autofàgic induït per les 

metamfetamines pot anar acompanyat d’apoptosi (Kanthasamy, et al., 2006). A més, el 

MPP+, un agent causant d’un parkinsonisme farmacològic, indueix autofàgia en 

cèl·lules SH-SY5Y (Zhu, et al., 2007). 

 

Resultats previs del nostre laboratori indiquen que la DA indueix autofàgia en 

cèl·lules SH-SY5Y (Gómez-Santos, et al., 2003). La microscòpia electrònica de les 

cèl·lules adherides revela que el nucli de les cèl·lules manté la seva integritat i la 

cromatina es manté dispersa després del tractament amb DA. Aquestes observacions 

no eren consistents amb un procés apoptòtic. No obstant, el citoplasma mostra 

vacuolització amb acumulació de mitocondris en les zones lliures de vacuoles. Moltes 

d’aquestes vacuoles contenen un material electrodens i són semblants a les vesícules 

autofàgiques. A més, la 3-MA, un inhibidor de l’autofàgia (Selgen, et al., 1982), 

reverteix aquests canvis. Cal destacar que d’altres resultats obtinguts pel nostre 

laboratori indicaven que aquest efecte es produïa sense sortida del citocrom C. A més 

a més, l’inhibidor de caspases Z-VAD.fmk, no revertia l’elevada mortalitat observada 

després del tractament amb DA-500. 
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RESULATS  
 

Comprovació de l’efecte de la DA sobre l’aparició d’estructures autofàgiques en 
cèl·lules SH-SY5Y 
 

Abans de profunditzar en l’estudi dels mecanismes de mort cel·lular induïts per la 

DA, es van realitzar diferents experiments per confirmar l’aparició d’estructures 

autofàgiques després del tractament amb DA (Figura 3.3.1). Com es pot observar, les 

cèl·lules tractades amb DA presenten estructures autofàgiques acompanyades d’una 

vacuolització citoplasmàtica.  

 

 
 
Figura 3.3.1. Microscòpia electrònica d’una cèl·lula SH-SY5Y sense tractar (A) i després del 

tractament amb DA-500 durant 12h (B, C i D). 
 

Efecte de la dopamina sobre el marcador d’autofagosomes LC3 
 

Com la visualització de les cèl·lules adherents per microscòpia electrònica revelava 

l’activació d’un procés autofàgic, ens varem proposar comprovar si l’aparició d’aquesta 

vacuolització era contemporània a l’increment de la forma unida a autofagosomes 

110 



Resultats 

d’LC3, LC3-II. Amb aquest objectiu es va estudiar per Western blot el comportament 

d’aquesta proteïna front a la DA. Com es pot veure, el tractament amb DA incrementa 

significativament LC3-II (Figura 3.3.2). 

 

 
Figura 3.3.2. Efecte de la DA en l’expressió d’LC3-I/LC3-II.

 

El pretractament amb l’antioxidant N-acetilcisteïna reverteix l’efecte de la DA 

sobre LC3 (Figura 3.3.3). En canvi, un agent inductor de peroxidació com el 

tBOOH no indueix un increment d’LC3-II (Figura 3.3.4). 
 

 

 
Figura 3.3.3. Efecte de la N-acteilcisteïna (NAC, 10 mM) sobre l’increment d’LC3-II produït per 

la DA a les 12 hores de tractament.  
 

 

 
Figura 3.3.4. Efecte del tBOOH (100 �M) i la DA sobre el marcador d’autofagosomes LC3-II 

després de 12 hores de tractament. 

111



Resultats 

Com la DA incrementa la forma d’LC3 que es troba unida als autofagosomes, 

varem estudiar l’efecte del pretractament amb inhibidors clàssics del procés autofàgic, 

encara que els seus mecanismes d’acció no estan gaire definits, tals com la 

bafilomicina-A1 i la 3-MA. La bafilomicina-A1 per si mateixa ja incrementa LC3-II i 

potencia l’efecte de la DA-500 (Figura 3.3.5). Amb la 3-MA varem veure que, a 

diferència de l’autofàgia induïda per deprivació de sèrum, no es reverteix l’increment 

d’LC3-II i sembla, al menys amb DA-100, potenciar-se l’efecte de la DA sobre LC3-II 

(Figura 3.3.6).  

 

 
 
Figura 3.3.5. Efecte de la bafilomicina-A1 (BAF, 100 nM ) sobre l’increment d’LC3-II produït per 

la DA-500 després de 12h de tractament. Les dues imatges corresponen a diferents temps 

d’exposició d’un mateix experiment. 

 

 

 
 

Figura 3.3.6. Efecte de la deprivació de sèrum (DS) i la DA sobre l’expressió d’LC3-I/LC3-II 

després de 12h de tractament. El tractament amb 3-MA (10 mM) reverteix l’efecte de la 

deprivació de sèrum, en canvi, no hi ha protecció de l’efecte de la DA.  
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Efecte de la DA sobre l’expressió de diferents ATGs 
 

Un cop comprovat l’increment d’LC3-II (Atg8), ens varem plantejar si el procés 

autofàgic desencadenat per la DA necessitava de l’increment en l’expressió d’altres 

ATGs. Per això varem triar 3 de les ATGs més indicatives en el procés de formació de 

l’autofagosoma, l’Atg5, la beclina-1 (homòloga de l’Atg6 de llevats) i l’Atg12. A partir 

del resultat obtingut per Western blot podem veure que la DA no produeix canvis 

importants en el contingut d’aquestes proteïnes (Figura 3.3.7). 

 

 
 

Figura 3.3.7. Expressió d’Atg5, beclina-1 i Atg12 després del tractament amb DA.

Efecte de la DA sobre la via de senyalització PI3K classe I - AKT - mTOR 
 

Està descrit que la via PI3K classe I-AKT-mTOR (PI3K-I) tindria un paper 

fonamental en la regulació de l’autofàgia (Kondo, et al., 2005). Per aquest motiu varem 

decidir comprovar si la DA estava afectant aquesta via de senyalització mirant el seu 

efecte sobre diferents components d’aquesta. Com es pot observar (Figura 3.3.8), la 

DA produeix un increment en la fosforilació d’AKT en la Ser-473, essent aquest 

increment més important amb DA-500. La fosforilació a la Thr-308, també incrementa 

després del tractament amb DA-500. 
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Figura 3.3.8. Efecte de la DA sobre la fosforilació d’AKT a la Ser-473 i la Thr-308. La 

densitometria relativa respecte al control correspon a la fosforilació d’AKT a la Ser-473, per 

mostrar que en alguns experiments es van observar diferencies després del tractament amb 

DA-100 respecte al control. Estan representades les mitjanes de 3 experiments ± la MES. 

 

El factor d’aquesta via més relacionat amb l’autofàgia és mTOR. Com es pot veure 

(Figura 3.3.9.), la DA produeix un descens en la fosforilació d’mTOR a la Ser-2448.   

 

 
 

Figura 3.3.9. Efecte de la DA sobre la fosforilació d’mTOR a la serina 2448. 
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La fosforilació d’S6K, un factor situat downstream d’mTOR, disminueix després del 

tractament amb DA (Figura 3.3.10). 

 

 
 

Figura 3.3.10. Efecte de la DA sobre la fosforilació d’S6K a la Thr-389. 

 

 

Finalment, l’expressió de PTEN no es veu modificada després del tractament amb 

DA (Figura 3.3.11). 

 

 
 

Figura 3.3.11. Efecte de la DA sobre l’expressió de PTEN. 

 

 

Efecte de la inhibició de l’activitat PI3K i d’mTOR 
 

Després de comprovar que l’increment d’LC3-II observat tenia lloc al mateix temps 

que una alteració de la via de la PI3K-I varem voler comparar l’efecte de la DA amb el 

de diferents inhibidors que actuen sobre aquesta via, com l’LY294002 (inhibidor de 

PI3Ks) i la rapamicina (inhibidor d’mTOR). De forma semblant a la DA, l’LY249002 i la 

rapamicina produeixen una disminució de la fosforilació d’S6K i un increment d’LC3-II, 

després de 12 hores de tractament (Figures 3.3.12 i 3.3.13). 
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Figura 3.3.12. Efecte de la DA (100 �M) i l’LY294002 (LY, 20 �M) sobre la fosforilació d’S6K a 

la Thr-389 i el contingut d’LC3-I/LC3-II. 

 

 

 
 

Figura 3.3.13. Efecte de la DA (100 �M) i la rapamicina (RAP, 10 nM) sobre la fosforilació 

d’S6K a la Thr-389 i el contingut d’LC3-I/LC3-II. 

 

 

Efecte de l’IGF-1 sobre la disminució en la fosforilació d’S6K i l’increment d’LC3-
II produïts com a conseqüència del tractament amb DA 

Està descrit que l’autofàgia produïda per l’absència de sèrum al medi es pot 

revertir amb IGF-1, un factor que estimula la via PI3K-AKT-mTOR (Gu, et al., 2004). 

Per aquesta raó varem estudiar l’efecte del tractament amb DA sobre LC3-II i fosfo-

S6K quan les cèl·lules havien estat pre-tractades amb IGF-1 50 nM durant 1 hora. 

Encara que l’IGF-1 sembla revertir la disminució de fosfo-S6K a la concentració de DA-

100 (Figura 3.3.14), l’increment d’LC3-II no es revertit significativament. Amb la 

concentració de DA-500 l’IGF-1 no té efecte. 
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Figura 3.3.14. Western blot de l’efecte del pretractament amb IGF-1 (IGF, 50nm) sobre 

l’increment d’LC3-II i el descens de la fosforilació d’S6K a la Thr-389, produïts pel tractament 

amb DA durant 12h.  

 

 

Estudi de l’expressió dels mRNA de diferents gens relacionats amb l’apoptosi 
com a conseqüència del tractament amb DA 
 

Per estudiar l’efecte de la DA sobre l’expressió de diferents gens relacionats amb 

l’apoptosi es va utilitzar la tècnica de l’RT-MLPA, que permet a partir de 200 ng d’RNA 

estudiar l’expressió de fins a 45 gens. En la figura 3.3.15 s’observa que el tractament 

amb DA produeix increments superiors al 100% en els nivells de l’mRNA de BNIP3, 

PUMA i NOXA. Curiosament aquestes cèl·lules presenten uns nivells basals 

d’expressió del factor antiapoptòtic BCL-2 molt baixos però una elevada expressió del 

factor proapoptòtic BAX, sense haver però uns nivells basals mesurables d’apoptosi. 
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Figura 3.3.15. Perfil de l’expressió de diferents gens relacionats amb l’apoptosis després del 

tractament amb DA-100 durant 12h i DA-500 durant 6h. S’observen els nivells relatius dels 

diferents mRNAs (A) normalitzats respecte a GUS (�-glucoronidasa) i (B) sense normalitzar.  
 

 

Estudi del contingut i activació de diferents proteïnes relacionades amb 
l’apoptosi com a conseqüència del tractament amb DA 
 

Com en l’estudi realitzat mitjançant l’RT-MLPA es va veure que la DA incrementava 

l’expressió de PUMA i NOXA, varem decidir comprovar si l’increment produït a nivell 

transcripcional també es produïa a nivell traduccional. Amb aquest objectiu es van 

realitzar diferents Westerns blots per estudiar els nivells de PUMA després del 

tractament amb DA. Com es pot observar a la figura 3.3.16, els nivells de PUMA 

incrementen tant amb DA-100 com amb DA-500, no obstant l’increment és més ràpid 

amb la dosis més elevada. 

 

 
 

Figura 3.3.16. Efecte de la DA sobre l’expressió de PUMA. 

PUMA i NOXA són dos factors relacionats amb p53 (Chipuk, et al., 2006). L’estudi 

de l’expressió de p53 revela que es produeixen tant increments en els nivell de 

proteïna totals com en la fosforilació de la Ser en posició 15 (Figura 3.3.17). 
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Figura 3.3.17. Efecte de la DA sobre l’expressió de p53 i la fosforilació d’aquesta proteïna. 

 
 

L’increment de p53, PUMA i NOXA fa pensar que la DA està induint un procés 

apoptòtic. Per aquest motiu es va estudiar com la DA afecta a l’activació de diferents 

caspases i a d’altres factors relacionats amb l’apoptosi. 

 

L’estudi de l’activació de les caspases executores 3 i 7, ens permet veure que hi ha 

una activació reduïda d’aquestes caspases, essent només apreciable una petita 

activació amb la dosis més elevada de DA (Figura 3.3.18). 

 

 
 
Figura 3.3.18. Efecte de la DA sobre l’activació de les caspases 3 i 7. La caspasa 3 té un pes 

de 17 kDa, en canvi la forma de procaspasa 3 pesa 32 kDa.  
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El Western blot de l’activació de PARP, un altre factor relacionat amb l’apotosis 

(Fischer, et al., 2003), revela un resultat semblant al de les caspases executores, 

l’activació de PARP és petita i només amb la dosi més elevada de DA (Figura 3.3.19). 

Figura 3.3.19. Efecte de la DA sobre l’activació de PARP. L’activació de PARP té lloc quan 

apareix la línia inferior. 

Finalment, els nivells de BAX i BCL-2 no semblen modificarse després del 

tractament amb DA (Figura 3.3.20), en concordància amb el que ja ens indicava l’RT-

MLPA. 

Figura 3.3.20. Efecte de la DA sobre l’expressió de BAX i BCL-2. 

 

Estudi de l’efecte de la DA sobre l’expressió de BNIP3 
 

Un altre dels factors que incrementa clarament l’RT-MLPA és BNIP3 (anteriorment 

coneguda com a NIP3), un membre de la subfamília BH3-only de BCL-2. L’increment 

de BNIP3 ens va semblar interessant perquè esta descrit que la sobreexpressió de 

BNIP3 produeix mort cel·lular de forma independent a les caspases, amb una elevada 
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vacuolització citoplasmàtica i autofàgia mitocondrial (Vande Velde, et al., 2000). A 

més, l’expressió de BNIP3 està incrementada en diferents línies de glioma maligne 

que presenten autofàgia com a conseqüència del tractament amb As2O3 (Kanzawa, et

al., 2005) i ceramida (Daido, et al., 2004). Haviem observat un increment de BNIP3 ja 

amb el microarray proteòmic i aquest augment va ser confirmat per Western blot 

(Figura 3.3.21). En canvi, BNIP3L (també conegut com a NIX), que també augmenta 

en l’MLPA, no incrementa a nivell de proteïna (Figura 3.3.22). De fet, BNIP3L no 

sembla estar relacionada amb l’autofàgia (Kanzawa, et al., 2005).  

 

 
 

Figura 3.3.21. Efecte de la DA sobre l’expressió de BNIP3. 
 

 

 
 

Figura 3.3.22. Efecte de la DA sobre l’expressió de BNIP3L. 
 

 
BNIP3 ha estat descrita com una proteïna mitocondrial. La localització mitocondrial 

va ser confirmada per Wester blot (Figura 3.3.23), no obstant, la DA produeix un 

increment tant en la fracció mitocondrial com en la citoplasmàtica. 
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Figura 3.3.23. Western blot de la localització de BNIP3, citoplasmàtica (Cit) o mitocondrial 

(Mit), després de 12h de tractament amb DA-100. 

Està descrit que l’expressió de BNIP3 està regulada principalment per HIF-1 

(hypoxia-inducible factor), el qual s’uneix a un HRE (hypoxia responsive element) 

situat al promotor de BNIP3 (Lee, et al., 2006).  

 

HIF-1 és una proteïna formada per 2 subunitats, � i � (Wang, et al., 1995). HIF-1� 

s’expressa de forma constitutiva, en canvi HIF-1� presenta una vida mitja molt baixa. 

En condicions de normòxia HIF-1� és hidroxilada als residus Pro-402 i Pro-564 per 

prolil hidroxilases. Quan HIF-1� es troba hidroxilada és reconeguda per la proteïna 

Von Hippel-Lindau (VHL) que actua com una lligasa E3, afavorint l’ubiqüitinització 

d’HIF-1� i, per tant, la seva degradació per part del proteosoma. En condicions 

d’hipòxia les hidroxilases no poden actuar. Com a conseqüència d’aquest fet, la 

proteïna VHL no pot dirigir la ubiqüitinització d’HIF-1�� que s’acumularà i es translocarà 

al nucli on s’unirà a HIF-1�. Finalment aquest complex s’uneix als HRE que es troben 

als gens diana (Bardos, et al., 2005).     

 

El tractament amb DA incrementa els nivells d’HIF-1� a temps molt curts, essent 

suficient 2 hores per observar un increment (Figura 3.3.24).  

 

 
 

Figura 3.3.24. Efecte de la DA sobre l’expressió d’HIF-1�. 
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Aquest increment és revertit amb l’antioxidant N-acetilcisteïna (Figura 3.3.25). 

 

 
 
Figura 3.3.25. Western blot de l’efecte de la N-acetilcisteïna (NAC, 10 mM) i la DA-100 sobre 

l’expressió d’HIF-1� després de 2 hores de tractament.  El CoCl2 (200 �M) es va utilitzar com a 

control positiu de la inducció d’HIF-1�. 

 

Efecte de la DA sobre l’activitat del proteosoma 
 

Com els nivells de HIF-1� depenen de l’activitat del proteosoma (Salceda, et al., 

1997), varem estudiar l’efecte de la DA sobre aquesta activitat mesurant l’acumulació 

de proteïnes ubiqüitinitzades (Figura 3.3.26). Com es pot veure, la DA produeix un 

elevat increment en l’acumulació de proteïnes ubiqüitinitzades. Aquest increment és 

revertit si es realitza un pretractament amb N-acetilcisteïna una hora abans d’afegir la 

DA. A l’igual que HIF-1� l’acumulació de proteïnes ubiqüitinitzades és detectable a 

temps molt curts. 
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Figura 3.3.26. Western blots de l’efecte de la DA i de la N-acetilcisteïna (NAC, 10 mM) sobre 

l’acumulació de proteïnes ubiqüitinitzades. 

DISCUSSIÓ
 

Encara que l’autofàgia inicialment va ser estudiada com a resposta a una situació 

d’escassetat de nutrients, avui en dia, un gran nombre d’estudis relacionen processos 

autofàgics amb malalties. En aquestes circumstàncies la resposta autofàgica podria 

ser conseqüència d’alteracions en proteïnes i/o orgànuls. Nosaltres hem observat la 

presència de vesícules autofàgiques en les cèl·lules SH-SY5Y, com a conseqüència 

del tractament amb DA. 

 

L’aparició d’una elevada vesiculació al citoplasma de les cèl·lules després del 

tractament amb DA coincideix en el temps amb un increment de la forma unida a 

autofagosomes d’LC3, LC3-II. La quantitat d’LC3-II es correlaciona amb la presència 

d’autofagosomes i es considera un bon indicador de la formació d’aquestes estructures 

(Mizushima, et al., 2007). Per tant, l’increment de la forma LC3-II és proporcional a 
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l’increment del numero d’autofagosomes. No obstant, LC3-II es degrada durant el 

procés autofàgic pels enzims lisosomals (Tanida, et al., 2005). Aquest fet explicaria 

l’increment observat en LC3-II després del tractament amb bafilomicina-A1. La 

bafilomicina-A1 impedeix la unió entre autofagosoma i lisosoma, com a conseqüència 

d’aquest fet s’interfereix la degradació d’LC3-II i s’afavoreix la seva acumulació. De fet, 

un elevat increment d’LC3-II, com a conseqüència del tractament amb bafilomicina-A1 

en les cèl·lules SH-SY5Y, ja ha estat descrit a la literatura (Zhu, et al., 2007), indicant 

que aquesta línia cel·lular presenta un elevat turn-over lisosomal d’LC3-II en 

condicions basals. 

 

Nombroses evidències indiquen que una situació d’estrès oxidatiu podria induir  

processos autofàgics (Kiffin, et al., 2006). El fet de que l’increment d’LC3-II sigui 

revertit amb N-acetilcisteïna indica que l’autofàgia produïda per la DA és conseqüència 

de l’oxidació d’aquesta. No obstant, una situació d’elevada peroxidació com la causada 

pel tBOOH no incrementa LC3-II. Aquest fet ens fa pensar que el més important en 

l’increment d’LC3-II seria la síntesi i acumulació de les diferents formes oxidades de la 

DA. 

 

A diferència de l’increment observat en LC3-II, no s’han trobat diferències en 

l’expessió de l’Atg5, de la beclina-1 i de l’Atg12 després del tractament amb DA. 

Aquest fet és compatible amb el paper d’aquestes proteïnes durant l’autofàgia. L’acció 

d’aquestes proteïnes depèn de la interacció entre elles i amb altres proteïnes (Oshumi, 

2001; Kihara, et al., 2001; Pattingre, et al., 2005) i, per tant, no seria necessari un 

increment d’aquestes durant el procés autofàgic. No obstant, cal tenir en compte que 

aquestes proteïnes s’expressen de forma basal i probablement  tenen un paper 

diferent al del procés autofàgic. 

 

L’estudi de la via de la PI3K-I, revela un descens en la fosforilació de l’S6K. Aquest 

descens és indicatiu d’una disminució de l’activitat d’mTOR (Fingar, et al., 2002). 

Estudis recents involucren S6K en la fosforilació d’mTOR a la Thr-2446 i a la Ser-2448 

(Chiang, et al., 2005; Holz, et al., 2005), no obstant, es desconeix el paper d’aquestes 

fosforilacions sobre l’activitat d’mTOR. El descens en la fosforilació d’mTOR en la Ser-

2448 seria conseqüència de la inhibició de l’S6K produïda pel tractament amb DA. 

L’estudi de l’activitat d’AKT, mitjançant el Western blot de les formes fosforilades a la 

Ser-473 i la Thr-308, mostra un increment de les dues fosforilacions després del 

tractament amb DA. Com s’ha comentat a la introducció, es pensa que el complex 

mTORC2 (mTOR rictor) és el responsable de la fosforilació en la Ser-473 (Hay, 2005). 
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Com que el complex responsable de la fosforilació d’S6K és mTORC1 (mTOR raptor) 

(Wullschleger, et al., 2006), la DA sembla inhibir mTOR raptor, estimulant el procés 

autofàgic. Aquesta inhibició pot afavorir l’activitat d’mTOR rictor, que fosforilarà AKT en 

la Ser-473. La disminució en la fosforilació de S6K també podria explicar l’increment 

en la fosforilació a la Ser-308 d’AKT, degut a la pèrdua del feed-back negatiu exercit 

per S6K-P sobre IRS-1. 

 

L’increment en la fosforilació d’AKT ens fa pensar que la inhibició d’mTOR per part 

de la DA tindria lloc downstream d’AKT, possiblement a nivell de TSC1/TSC2. Una 

possibilitat seria mitjançant l’activació d’AMPK com a conseqüència d’una caiguda dels 

nivells de l’ATP o per acció de p53 (Feng, et al., 2005). Efectivament descensos dels 

nivells d’ATP com a conseqüència del tractament amb DA estan descrits a la 

bibliografia (Premkumar, et al., 2002; Ben-Shachar, et al., 2004) i són del tot 

esperables en una situació de disminució del consum d’oxigen. No obstant, tampoc es 

pot descartar una inhibició d’mTOR com a conseqüència de l’increment d’HIF-1� 

(Brugarolas, et al., 2004) o per les alteracions en l’estat redox de la cèl·lula causades 

per la DA (Sarbassov, et al., 2005). 

 

La inhibició de la via de la PI3K-I mitjançant LY249002 i rapamicina produeix un 

increment en LC3-II i un descens en la fosforilació d’S6K. L’estimulació d’aquesta via 

mitjançant el tractament amb IGF-1 manté S6K fosforilada després del tractament amb 

DA-100, però no té efecte sobre l’increment d’LC3-II. Aquest fet, juntament amb 

l’efecte del pre-tractament amb 3-MA, que reverteix l’efecte sobre LC3-II en una 

situació de deprivació de sèrum però no després del tractament amb DA, ens fa 

pensar que l’increment d’LC3-II produït per la DA és degut a l’acció de la DA sobre 

diferents dianes i probablement sobre diferents vies i que, per tant, els mecanismes 

que participen en la inducció del procés autofàgic com a conseqüència del tractament 

amb DA són diferents als d’una situació de deprivació de serum. 

   

Mitjançant la tècnica de l’RT-MLPA es va observar que la DA produïa un increment 

en l’expressió dels mRNA de PUMA i NOXA, dos gens situats downstream de p53 

(Chipuk, et al., 2006). L’estudi mitjançant Western blot va confirmar l’increment de 

PUMA i ens va permetre veure un increment tant en la forma total de p53 com en la 

forma fosforilada a la Ser-15 després del tractament amb DA. Encara que 

tradicionalment p53 s’ha relacionat amb processos de mort cel·lular per apoptosis, 

estudis recents relacionen aquest factor també amb processos autofàgics. El paper de 

p53 a l’autofàgia pot venir de la seva capacitat d’inhibir mTOR mitjançant l’activació 
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d’AMPK i la participació del complex TSC1/TSC2 (Feng, et al., 2005) i/o mitjançant 

l’activació de gens proautofàgics com DRAM (Crighton, et al., 2006). A més a més, 

p53 regula l’expressió de diferents proteïnes que inhibeixen la via PI3K-I, com poden 

ser AMPK�1, PTEN, TSC2 i IGF-BP3 (Feng, et al., 2007). L’increment de p53 i les 

seves modificacions postraduccionals poden ser degudes a múltiples causes, tals com 

el dany al DNA o la hipòxia cel·lular (Horn, et al., 2007). La fosforilació de p53 a la Ser-

15 afavoreix la seva estabilitat, ja que s‘altera la seva interacció amb Mdm2, un factor 

que afavoreix l’eliminació de p53 per la via del proteosoma (Shieh, et al., 1997). p53 

pot ser fosforilada a la Ser-15 per ATM (Banin, et al., 1998) o per AMPK (Jones, et al., 

2005). El paper d’aquesta fosforilació no està clar (Xu, 2003). Sembla que aquesta 

fosforilació afavoreix l’arrest del cicle cel·lular, però s’ha observat també en cèl·lules 

que presenten processos de mort cel·lular després del tractament amb H2O2 (Chen, et

al., 2003).  

 

A part de l’increment de p53 s’han observat altres fenòmens que fan pensar que 

les cèl·lules SH-SY5Y també presenten processos apoptòtics després del tractament 

amb DA. No obstant, els increments en l’activació de PARP i de les caspases 

executores 3 i 7 són molt petits i només s’observen amb la dosis més elevada de DA. 

A més a més, cal tenir en compte que els processos autofàgic i apoptotic no són 

excloents i l’un podria necessitar de l’altre (Crighton, et al., 2006; Xu, et al., 2006). 

 

A part de l’increment en PUMA i NOXA, l’RT-MLPA va revelar un increment de 

l’expressió de BNIP3 i BNIP3L. L’increment de la proteïna BNIP3 va ser confirmat per 

Western blot. En canvi BNIP3L no incrementa a nivell de proteïna. Possiblement 

l’increment de BNIP3 sigui conseqüència de l’increment observat en HIF-1��després 

del tractament amb DA, ja que HIF és el principal regulador de l’expressió de BNIP3 

(Lee, et al., 2006). Tot i que no estan clars els seus mecanismes d’acció, BNIP3 

sembla tenir un paper important en l’autofàgia induïda per hipòxia (Tracy, et al., 2007). 

BNIP3 és una proteïna BH3-only (Ray, et al., 2000), de la família de BCL-2. A part del 

seu paper en la protecció de l’apoptosi, BCL-2 sembla ser també un regulador de 

l’autofàgia, interaccionant amb la beclina-1 (Pattingre, et al., 2005). Quan BCL-2 es 

troba unida a la beclina 1 el procés autofàgic està inhibit. En canvi, quan la beclina 1 

no es troba unida a BCL-2 s’afavoriria l’interacció entre la beclina 1 i PI3K–III, induïnt-

se l’autofàgia (Figura 3.3.27). 
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Figura 3.3.27.  Model de la interrelació entre BCL-2 i la beclina 1 a l’autofàgia (adaptat de 

Pattingre, et al., 2006).  

 

 

Com BNIP3 és un membre de la família de BCL-2 i pot interaccionar amb aquesta 

(Ray, et al., 2000), nosaltres proposem que l’increment de BNIP3 produït per HIF-1� 

alteraria la interacció entre BCL-2 i la beclina 1 (dos proteines que no es modifiquen 

després del tractament amb DA, però que s’expressen en les cèl·lules SH-SY5Y) 

afavorint l’unió de la beclina 1 a la PI3K-III i l’autofàgia  (Figura 3.3.28).  

 

 
 
Figura 3.3.28. Model proposat de la interrelació entre BNIP3, BCL-2 i la beclina-1 a l’autofàgia 

induïda per DA. 
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Encara que no es pot descartar que altres proteïnes puguin realitzar aquest paper, 

aquesta hipòtesis estaria reforçada pel fet que la supressió de l’autofàgia mitjançant 

RNAi d’HIF-1� manté la unió entre BCL-2 i la beclina 1 (Bohensky, et al., 2007). 

 

La sobreexpressió de BNIP3 indueix autofàgia acompanyada d’una elevada 

vacuolització (Vande Velde, et al., 2000), tal com s’observa després del tractament 

amb DA. 

 

Tenint en compte que en condicions de normòxia HIF-1� és degradada pel 

proteosoma (Bardos, et al., 2005), varem estudiar l’efecte de la DA sobre el 

proteosoma. El tractament amb DA produeix un increment en la quantitat de proteïnes 

ubiqüitinitzades a temps curts i aquest increment és protegit amb l’antioxidant N-

acetilcisteïna, a l’igual que el d’HIF-1�. Encara que la quantitat de proteïnes 

ubiqüitinitzades és una mesura indirecta de l’activitat del proteosoma i podria ésser 

conseqüència de l’oxidació de proteïnes per part de la DA (Sulzer, et al., 2000), 

inactivacions del proteosoma a temps curts ja han estat descrites per acció de la DA 

(Keller, et al., 2000) i de situacions d’estrès oxidatiu en les cèl·lules SH-SY5Y (Ishii, et

al., 2005). Encara que una inhibició del proteosoma pot incrementar HIF-1�, sembla 

que HIF-1� en aquesta situació no es trobaria totalment actiu (Salceda, et al., 1997; 

Kallio, et al., 1999). No obstant, una situació d’estrès oxidatiu a la vegada que té lloc 

una inhibició del proteosoma  permetria la transcripció dels gens downstream d’HIF-1� 

(Salceda, et al., 1997). 

 

La relació entre l’autofàgia i una inhibició del proteosoma és clara. Es considera 

que la inhibició del proteosoma activa l’autofàgia per facilitar la proteòlisi de les 

proteïnes que no es poden eliminar pel proteosoma (Chen, et al., 2004; Ding, et al., 

2007; Rubinsztein, 2007; Pandey, et al., 2007). A més a mes, la proteïna p62/SQSTM1 

relaciona els agregats de proteïnes ubiqüitinitzades amb la maquinària autofàgica, per 

la seva capacitat d’unir-se a la ubiqüitina i a LC3 (Bjorkoy, et al., 2005). La inhibició del 

proteosoma també podria ésser la responsable de l’increment de p53 observat 

després del tractament amb DA, ja que l’eliminació de p53 per part del proteosoma és 

un dels principals mecanismes per a la seva regulació (Ljungman, 2000; Horn, et al., 

2007).     

 

Tenint en compte totes aquestes consideracions pensem que com a conseqüència 

del procés d’oxidació de la DA es produeix una inhibició del proteosoma. Per 
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compensar aquesta inhibició es posa en marxa la maquinària autofàgica mitjançant 

HIF-1�, BNIP3 i l’inhibició d’mTOR raptor. Paral·lelament es produiria un increment-

activació de p53 que pot afavorir el procés autofàgic i/o estimular processos 

apoptotics.  
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Discussió general 

El PD és una de les malalties neurodegeneratives humanes més freqüents, 

especialment en pacients d’edat avançada. Com s’ha comentat en la introducció 

d’aquesta tesi la gènesi d’aquesta malaltia no és clara, si bé sembla haver un 

component genètic en un nombre reduït dels casos diagnosticats, la principal causa 

roman encara desconeguda. La hipòtesi neurotòxica està present des de fa molt temps 

i el que sembla més lògic és pensar en l’existència d’una condició mixta, es a dir, una 

predisposició genètica (congènita, heretada o adquirida) i un detonant que podria ser 

endogen o exogen.   

 

Tota neurona té un temps de vida limitat, però les neurones de la via nigro-estriatal 

resulten ser especialment vulnerables. Què tenen aquestes neurones diferent d’altres 

neurones? Principalment que tenen catecolamines. A més, la concentració de DA és 

especialment important en els nuclis caudat i putamen (Kopin, 1993). Ens podem 

trobar front a la paradoxa de que el PD, amb una simptomatologia provocada 

especialment per la manca de DA, sigui desencadenada en primera instància per la 

mateixa DA? Com s’ha comentat amb anterioritat l’efecte tòxic de la DA administrada 

de forma exògena en cultius cel·lulars i in vivo ja ha estat descrit.  

 

Qualsevol compost és potencialment tòxic a les concentracions adequades, per 

aquest motiu, mitjançant diversos experiments, el nostre laboratori havia determinat els 

efectes de diferents concentracions de DA sobre la viabilitat de les cèl·lules SH-SY5Y. 

En aquest treball hem utilitzat bàsicament dues concentracions de DA a partir de les 

quals hem trobat i estudiat un efecte tòxic: 100 μM, propera a la concentració total de 

DA en el nucli estriat, i 500 μM que pot correspondre a la concentració de DA en les 

terminacions nervioses dopaminèrgiques (donat que les concentracions intravesiculars 

estan entre 1 i 10 mM) (Kopin, 1993). En tot cas estaríem parlant d’una acumulació de 

DA a l’interior de la cèl·lula, que podria estar causada per una alteració en 

l’emmagatzematge de la DA a l’interior de les vesícules o per alguna alteració 

d’aquestes vesícules que les fes buidar-se intracel·lularment, ja que les concentracions 

utilitzades tant sols podrien assolir-se extracel·lularment en una situació aguda i com a 

conseqüència d’un buidat vesicular dràstic. 

 

El primer que s’ha fet es comprovar que la DA s’acumula dins la cèl·lula i 

aproximadament a quines concentracions ho fa. Amb aquest objectiu hem utilitzat 

unes cèl·lules en unes condicions que gairebé no expressen transportadors de DA. 

Malgrat això hem comprovat que la DA entra ràpidament dins la cèl·lula, on arribarà a 

unes concentracions inferiors però properes a les utilitzades extracel.lularment. En 
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aquestes concentracions a la DA no li calen transportadors específics (que tenen una 

Kd al voltant de 2 μM) (Wu, et al., 1999) i podrà utilitzar transportadors de 

catecolamines o de cations orgànics de forma poc específica.  

 

En el nostre grup ja s’havia comprovat anteriorment que la diferenciació de les 

cèl·lules de neuroblastoma afectava poc a l’efecte tòxic de la DA (especialment a 500 

μM), en tot cas fins i tot el reduïa una mica, possiblement pel fet que al diferenciar-se 

la cèl·lula de neuroblastoma comença a fer vesícules que poden esmorteir l’efecte de 

la DA citosòlica. Com que el que ens interessava era bàsicament estudiar els 

mecanismes de toxicitat de la DA en el citosol i aquest fet es podia garantitzar amb les 

cèl·lules no diferenciades, tot l’estudi va prosseguir utilitzant aquest model. 

 

El primer pas dins de la toxicitat mediada per la DA sembla clarament implicar la 

seva oxidació intracel·lular. La DA oxidada extracel.lularment entra escassament dins 

la cèl·lula, probablement perquè queda atrapada en la membrana plasmàtica. A més, 

els antioxidants d’acció extracel.lular (catalasa) o lipídica (vitamina E) no protegeixen 

front la seva acció tòxica (Gómez-Santos, et al., 2003). Totes les alteracions produides 

per la DA s’han bloquejat amb antioxidants d’acció intracel.lular com la N-

acetilcisteïna. Així doncs, per garantitzar que la DA no sigui tòxica, cal que no s’oxidi. 

L’oxidació de la DA és un procés tremendament dependent del pH (Sánchez-Rivera, et

al., 2003). Al pH de 5,5 present a l’interior de les vesícules aquesta oxidació és molt 

lenta i la cèl·lula queda protegida. Al pH de 6,8 present al citosol la oxidació és força 

ràpida. Per evitar aquest procés la neurona dopaminèrgica ha de tenir uns 

mecanismes molt actius de captació de la DA dins les vesícules (transportadors 

VMAT) i uns sistemes antioxidants en el citosol i altres orgànuls (especialment 

glutatió). Particularment vulnerable pot ser la matriu mitocondrial, que pot assolir un pH 

de 8. Sembla que la DA pot internalitzar-se, mitjançant uns mecanismes no ben 

definits, dins del mitocondri (Shah, 1972). En tal cas, la seva facilitat per oxidar-se i per 

danyar l’activitat mitocondrial ha de ser molt superior a la citosòlica. Les 

concentracions d’antioxidants, especialment de glutatió, haurien de garantir que això 

no passés, però en el PD algun mecanisme ha d’estar malmès. Possiblement es tracta 

d’algun mecanisme necessari per a la preservació del mitocondri, com semblen indicar 

els estudis sobre les funcions dels productes de PINK, DJ-1 i fins i tot de la parkina 

(Vila, et al., 2004; Hardy, et al., 2006; Tan, et al., 2007). La DA, probablement en la 

seva forma oxidada, pot ser un bloquejant de la cadena respiratòria mitocondrial i 

d’altres enzims intramitocondrials (Ben-Shachar, et al., 1995). En els pacients amb PD 
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els complexes NADH-DH i l’�KGDH semblen tenir una activitat menor a la normal 

(Tretter, et al., 2004), amb lo qual es podrien veure predisposats a l’acció de la DA. 

 

És difícil precisar si la toxicitat de la DA pot estar vinculada al seu procés d’oxidació 

o als metabòlits reactius que es produeixen. En el primer cas la DA, a l’oxidar-se, està 

propiciant un procés de reducció, amb lo que podria ser fins i tot protectora, com hem 

vist en el cas del tBOOH, però a la vegada està donant lloc a peròxid d’hidrogen i, per 

tant, a un potencial estrès oxidatiu. Un cop més les peroxidases cel·lulars haurien de 

ser suficients per frenar l’efecte del peròxid d’hidrogen. S’ha descrit una deficiència en 

glutatió peroxidasa en la substància negra de malalts de Parkinson, que podria facilitar 

l’estrès oxidatiu (Kish, et al., 1985). En les nostres cèl·lules, on la glutatió peroxidasa 

no està en principi alterada (Singh, et al., 2005), l’augment de peroxidació per efecte 

de la DA és relativament suau, a menys que s’incorpori Fe3+ en el medi com a 

catalitzador d’aquest procés. Les elevades concentracions de ferro en la substància 

negre i en els ganglis basals en general sempre s’han vist com un factor de risc per 

l’estrès oxidatiu que poden patir aquestes neurones (Bharath, et al., 2002). De totes 

formes s’ha de considerar que pot ser molt diferent l’efecte del ferro lliure, tal com 

s’assaja en el laboratori, que el del ferro quelat en porfirines o en metal·loproteïnes. En 

el segon cas s’ha de considerar que la DA està donant lloc a quinones i a aminocroms. 

Les primeres són prou reactives com per unir-se a grups tiol de forma covalent i per 

tant, potencialment, poder modificar qualsevol proteïna. Quinones i aminocroms junts 

fàcilment poden polimeritzar donant lloc a pigments poc solubles, com ara la 

neuromelanina (Zucca, et al., 2004), present sempre a la SNpc i de funció poc 

aclarida, com ja s’ha comentat anteriorment. Venim a suggerir i en part a demostrar 

que la DA, oxidant-se a dopaquinona i dopaminocrom, pot reduir-se novament en 

presència de NADH o NADPH i donar lloc a un cicle redox en el que es pot mermar 

considerablement el contingut de la forma reduïda d’aquests coenzims, essencials pel 

bon funcionament cel·lular. En especial, la disminució de NADH mitocondrial durà a 

una manca de substrat per a la cadena respiratòria i a un aparent bloqueig de la 

NADH-DH. Al deixar de funcionar el mitocondri, el consum d’oxigen disminueix i la 

membrana mitocondrial es despolaritza. La cèl·lula respon funcionant en condicions 

anaeròbiques, accelerant doncs el metabolisme glucolític, que no té limitació de 

subministrament de substrat, ja que les concentracions de glucosa del medi són 

hiperglucèmiques. 

 

A part d’aquesta alteració redox, s’han observat altres alteracions com a 

conseqüència de l’oxidació de la DA. Una de les més primerenques és l’acumulació de 
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proteïnes ubiqüitinitzades que podria ser conseqüència de la inactivació del 

proteosoma. La falta d’aquesta via de degradació de proteïnes afavoriria l’acumulació 

de proteïnes al citoplasma, moltes de les quals estarien danyades per l’elevada 

reactivitat dels grups quinona dels derivats oxidats de la DA, entre les danyades molt 

probablement hi hauria les que formen el mateix proteosoma. Com a conseqüència 

d’aquest fet i d’altres mecanismes s’activarien una sèrie de vies que modificarien 

l’expressió de tota una gama de gens implicats en la transducció de senyals i en mort 

o supervivència cel·lular. D’entre aquests vàrem triar inicialment GADD153 i C/EBP�, 

per ser factors de transcripció emparentats estructuralment i pel fet de que GADD153 

semblava ser una de les proteïnes que més augmentava per efecte de la DA. 

L’augment d’aquest factor està vinculat tant a l’activació de p38 com a l’estrès reticular 

i s’observa especialment a les concentracions més altes de DA. L’augment de c/EBP� 

també pot ser desencadenat per l’activació de p38 i es dona ja a concentracions de DA 

aparentment no tòxiques, prèviament a l’augment d’�-sinucleïna. Com el promotor d’�-

sinucleïna té fins a vuit potencials caixes de reconeixement de c/EBP�, l’augment 

d’aquest factor de transcripció podria explicar l’augment d’�-sinucleïna que es troba 

després del tractament amb DA (Gómez-Santos, et al., 2003), no obstant, també 

podria ésser conseqüència de la inhibició del proteosoma. Pot ser que l’augment d’�-

sinucleïna sigui una resposta de la cèl·lula front a una agressió que afecta l’activitat 

cel·lular. No podem dir si aquest augment respon a una defensa de la cèl·lula front a 

una agressió o bé representa un senyal de dany que arrenca un procés 

d’autodestrucció. L’acumulació d’�-sinucleina, conjuntament amb la de les proteïnes 

alterades per les quinones i les proteïnes ubiqüitinitzades no degradades pel 

proteosoma pot afavorir la formació d’agregats de nucleació, amb característiques 

d’agressoma, que donen lloc a la formació al seu voltant de vacuoles autofàgiques i a 

l’activació d’un senyal d’estrès reticular.  

 

La DA desencadena doncs clarament i de forma dosi-dependent un procés 

d’autofàgia en el citoplasma cel·lular. Pensem que la finalitat de l’autofàgia és un cop 

més la de salvar la cèl·lula, però si l’agressió no s’atura la cèl·lula s’acaba morint per 

acció de la mateixa autofàgia, o bé mitjançant un procés apoptòtic en alguns casos o 

simple necrosi en d’altres.  

 

El mecanisme que du a l’autofàgia podria ser el mateix estrès reticular i la sortida 

de calci del reticle (Høyer-Hansen, et al., 2007) o bé la inhibició del proteosoma (Ding, 

et al., 2007). Però altres paràmetres s’han trobat modificats de forma interessant. BNIP
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Discussió general 

és, com s’ha descrit en els resultats, una proteïna de la família de les BH3-only que 

s’ha trobat incrementada tant pel microarray proteòmic com per l’RT-MLPA, és a dir 

que augmenta la seva expressió i el seu contingut proteic. BNIP3 és un factor que 

s’expressa no tant sols a neuroblastomes, sinó també a cervell i concretament a la 

SNpc (http://www.brain-map.org, Allen Institute for Brain Science), per lo que l’efecte 

que es descriu de la DA sobre BNIP3 podria ser extrapolable al que passa a la 

neurona dopaminèrgica. BNIP3 ja s’ha descrit anteriorment com factor que s’indueix 

quan hi ha autofàgia. Un dels factors que el regulen és HIF-1�, factor que s’indueix 

ràpidament en situacions d’hipòxia o d’estrès oxidatiu i com hem vist després del 

tractament amb DA. Per tant, la cèl·lula es comporta de forma semi-anaeròbica, de 

manera que la relació lactat/piruvat augmenta, i com a conseqüència d’aquest fet, els 

nivells d’AMP han d’estar augmentats, podent-se activar l’AMPK. Aquest procediment 

per si sol pot explicar l’aturada de la ruta de mTOR per part de la DA, sense descartar 

algun efecte més directe sobre TSC1/TSC2 o Rheb. L’aturada d’aquesta via pot ser 

suficient per dur a l’autofàgia, tal com té lloc amb rapamicina o amb deprivació de 

sèrum. No obstant, l’activació de LC3-I a LC3-II no s’acaba d’evitar reforçant la via 

PI3K-mTOR amb IGF-1 ni bloquejant la formació de l’autofagolisosoma amb 3-MA. 

Sembla que l’autofàgia mediada per DA tingui algun component més a part de 

l’autofàgia convencional mediada per la manca de sèrum. Des del moment que 

l’autofàgia sembla estar regulada també pel factor BCL-2 que inhibeix el complex 

PI3K-III-beclina 1, proposem que un augment citosòlic de BNIP3 pot desplaçar BCL-2 

d’aquest complex i activar així l’autofàgia.  
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CONCLUSIONS 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusions 

1) La dopamina a concentracions entre 100 i 500 �M redueix de forma 

significativa a les 24 hores el contingut de cèl·lules en cultius cel·lulars de 

neuroblastoma humà SH-SY5Y, produint-se un descens de la viabilitat i la 

proliferació cel·lular. 

 

2) La dopamina afegida al medi de cultiu a concentracions de 100 i 500 �M entra 

ràpidament a l’interior de les cèl·lules SH-SY5Y. 

 

3) La dopamina pot induir l’oxidació del NADH i NADPH, i augmentar la forma 

oxidada del glutatió, disminuint el potencial reductor de la cèl·lula. 

 

4) La dopamina afecta l’activitat mitocondrial disminuint el consum d’oxigen i 

disminuint el potencial de membrana mitocondrial, si bé aquest fet no es veu 

reflectit en un marcat augment de l’apoptosi. 

 

5) La dopamina desencadena una resposta activa per part de la cèl·lula que es 

tradueix en l’alteració de l’expressió i contingut d’un bon nombre de proteïnes. 

Són especialment indicatius els augments en GADD153, C\EBP�, �-sinucleïna, 

p53, HIF-1��i BNIP3. 

 

6) L’�-sinucleïna augmenta com a resposta a la dopamina, probablement 

regulada per C\EBP�. La dopamina podria tenir doncs per si mateixa un paper 

en l’augment i dipòsit d’�-sinucleïna en la malaltia de Parkinson. 

 

7) Com a conseqüència de l’oxidació de la dopamina es produeix un increment de 

proteïnes ubiqüitinitzades en les cèl·lules SH-SY5Y. 

 

8) La dopamina indueix autofàgia i en menor grau apoptosi en les cèl·lules SH-

SY5Y a partir de les 12 hores de tractament. Ambdós processos poden 

coexistir en el temps.  

 

9) La dopamina inhibeix la via de mTOR i per tant l’activació d’S6K.  

 

10) HIF-1� i BNIP3 són probablement els factors que posen en marxa la 

maquinària autofàgica.  
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Conclusions 

11) Els paràmetres mesurats que resulten alterats per la dopamina es reverteixen 

amb antioxidants d’acció intracel·lular com la N-acetilcistëina, per tant, el 

procés d’oxidació de la dopamina és bàsic per explicar-nos els seus 

mecanismes de toxicitat.  
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Materials i mètodes 

REACTIUS I PRODUCTES ESPECÍFICS 

Productes Empresa o persona proveïdora 

Bafilomicina-A1 Sigma 

Cicloheximida Sigma 

Clorur de Cobalt  Aldrich 

DOPAC Sigma 

Dopamina Sigma 

[7,8-3H]-Dopamina Amersham Biosciences 

Fluo-4 AM Invitrogen 

GSH Sigma 

GSSG Sigma 

LY294002 Calbiochem 

3-Metiladenina Sigma 

N-acetilcisteïna Sigma 

MTT Sigma 

NADH Sigma 

HADPH Sigma 

Rapamicina Calbiochem 

SB203580 Calbiochem 

SP600125 Tocris Cookson Ltd 

Tapsigargina Sigma 

TCP Sigma 

Tert-butilhidroperòxid Sigma 

[3H]-Timidina Amersham Biosciences 

Tunicamicina Sigma 
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CULTIUS CEL·LULARS 
 

 

Cultiu de les cèl·lules SH-SY5Y 
 

Les cèl·lules de neuroblastoma humà SH-SY5Y es fan créixer en Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM) complementat amb un 10% de fetal bovine serum 

(FBS), glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicil·lina i 100 �g/ml d’estreptomicina. Els 

cultius es mantenen en una atmosfera humida a una temperatura de 37 ºC que conté 

un 10% de CO2.  

 

Un cop arribades a una confluència d’aproximadament el 80%, les cèl·lules són 

canviades de plats mitjançant l’addició de tripsina 0,25%. Es treu el DMEM i es fan dos 

rentats amb PBS estèril abans d’afegir la tripsina. Després de 3 minuts a 37 ºC, l’acció 

de la tripsina s’atura afegint medi amb sèrum prèviament escalfat a 37 ºC. Per acabar 

de desenganxar les cèl·lules ens podem ajudar de la pipeta. Finalment les cèl·lules es 

reparteixen entre els plats.  

 

Estudis previs del nostre laboratori indicaven que la diferenciació d’aquestes 

cèl·lules afectava poc a l’efecte tòxic de la DA, per aquest motiu varem decidir utilitzar-

les sense diferenciar. 

 

 

Criopreservació i descongelació de les cèl·lules SH-SY5Y 
 

Per criopreservar les cèl·lules després de la tripsinització es resuspenen amb el 

mateix DMEM utilitzat pel cultiu complementat amb un 10% de DMSO estèril. Les 

cèl·lules s’aliquoten en tubs de 2ml que es mantenen a -80 ºC durant 12-24 hores en 

un congelador d’isopropanol on la temperatura disminueix lentament. Finalment es 

traslladen al congelador de nitrogen líquid. 

 

Per descongelar les cèl·lules, el tub criopreservat es situa en un bany a 37 ºC. 

Quan el contingut està gairebé descongelat es bolca en un falcon amb 10 ml de medi 

prèviament escalfat a 37 ºC. Les cèl·lules es centrifuguen 5 minuts a 1000 x g per 

eliminar el medi que conté el DMSO i finalment es resuspenen en medi fresc. 
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Diferenciació de les cèl·lules SH-SY5Y amb àcid retinoic 
 

Les cèl·lules SH-SY5Y es diferencien en plaques que han estat polilisinades. 

 

Partim d’una solució mare de poli-D-lisina 1 mg/ml preparada amb aigua estèril i 

conservada a -20 ºC. Per polilisinar les plaques afegim la poli-D-lisina a una 

concentració final de 0,1 mg/ml de tal forma que cobreixi el plat. Es deixa 24h a 

l’incubador i finalment es fan dos rentats amb aigua estèril.  

 

Les cèl·lules es diferencien afegint àcid retinoic al medi a una concentració final de 

10 �M. El procés dura una setmana i el medi amb l’àcid retinoic es canvia cada dos 

dies.  

 

Transfecció de les cèl·lules SH-SY5Y  
 

Transfecció mitjançant FuGene 6 

Reactius.

  

• FuGene 6 (Roche). 

 

Protocol.

 

Les transfeccions es realitzen en plaques de 6 pous i les cèl·lules han de presentar 

una confluència d’aproximadament el 20-40%. 

1- En un Eppendorf afegir 97 �l de medi sense FBS i 3 �l de FuGene.  

2- En un altre Eppendorf afegir la quantitat de DNA desitjada (1-2 �g si es tracta 

d’un plàsmid). 

3- Deixar 5 minuts a temperatura ambient. 

4- Deixar caure el medi amb FuGene sobre el DNA gota a gota amb l’ajuda de la 

pipeta i deixar 15 minuts a temperatura ambient. 

5- Rentar la placa i afegir 600 �l de medi sense FBS per pou. 

6- Afegir la mescla als pous. 

7- Esperar 2-3 hores i afegir 2 ml de medi normal. 
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Transfecció mitjançant Lipofectamina 2000 

Reactius.

  

• Lipofectamina 2000 (Invitrogen). 

 

Protocol.

Les transfeccions es realitzen en plaques de 6 pous i les cèl·lules han de presentar 

una confluència d’aproximadament el 40%. És important treure els antibiòtics del medi 

el dia abans de realitzar la transfecció. 

 

1- En un Eppendorf diluir la quantitat de DNA desitjada en 500 �l d’Opti-MEM 

sense sèrum i mesclar. 

2- En un altre Eppendorf diluir 20 �l de Lipofectamina en 500 �l d’Opti-MEM. 

3- Deixar 5 minuts a temperatura ambient. 

4- Mesclar el DNA diluït amb la Lipofectamina diluïda. 

5- Deixar 20 minuts a temperatura ambient. 

6- Rentar les cèl·lules amb PBS i afegir la mescla als pous. 

7- Esperar 3 hores abans d’afegir el medi normal. 

 

Nota: Mitjançant la transfecció d’un plàsmid que contenia la proteïna GFP (green 

fluorescent protein) es va veure que les cèl·lules SH-SY5Y es transfectaven molt millor 

amb la Lipofectamina 2000 que amb el FuGene 6. 
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MICROSCÒPIA ELECTRÒNICA 

 

Per estudiar l’aparició d’estructures autofàgiques després del tractament amb DA, 

es van observar les cèl·lules SH-SY5Y al microscopi electrònic. Per la preparació de 

les mostres es van sembrar les cèl·lules en plaques de Petri i després dels tractaments 

desitjats es van tripsinitzar i recollir en Eppendorfs. Finalment les cèl·lules es van fixar 

amb glutaraldehid al 2,5% en PBS i es van portar als serveis cientifico-tècnics de la UB 

on es va finalitzar el seu processament.  

 

Les mostres es van visualitzar amb un microscopi electrònic de transmissió JEOL 

1010 amb sistema de digitalització d'imatges Bioscan (Gatan). 
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ANÀLISI DEL CONTINGUT INTRACEL·LULAR DE CALCI PER MICROSCÒPIA 
CONFOCAL 

Fonament. 

Aquest mètode es basa en mesurar/visualitzar l’increment de la fluorescència del 

Fluo-4 com a conseqüència de la seva unió al Ca2+ intracel·lular.  

 

Reactius.

 

 • Stock de Fluo-4 AM 1 mM. 

  50 �g Fluo-4 AM  

  10 �l Plurònic al 20% en DMSO 

  35,6 �l DMSO 

 

• Solució salina tamponada amb HEPES (SSTH o HBSS). 

Components   Concentració 

NaCl   135 mM 

KCl  5 mM 

CaCl2              1,8 mM 

MgSO4  0,62 mM 

HEPES 10 mM 

 

Aquesta solució s'ajusta a pH 7.4 amb NaOH. La solució preparada sense 

glucosa es conserva a 4 °C. Tanmateix, abans del seu ús s’hi ha d'afegir 

glucosa 6 mM. 

 

• Solució de PBS + glicerol, per a 1 ml: 

 850 �l d’aigua 

 50 �l de PBS 20X 

 100 �l de glicerol 
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Protocol.

1- Sembrar les cèl·lules sobre cubreobjectes estèrils en plaques de 6 pous. 

2- Deixar les cèl·lules créixer a l’incubador permetent la seva adhesió. 

3- Afegir les drogues o reactius a les cèl·lules i deixar en incubació el temps 

desitjat. 

4- Fer dos rentats amb SSTH. 

5- Incubar les cèl·lules amb Fluo-4 AM (2 �M) en SSTH durant 60 minuts. 

6- Fer dos rentats amb SSTH. 

7- Incubar les cèl·lules en SSTH durant 30 minuts. 

8- Muntatge: Rentar els portaobjectes amb etanol i afegir uns 10 �l de la 

solució de PBS + glicerol abans de posar els cubreobjectes.  

9- Observar les mostres al microscopi confocal.    
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ANÀLISI DE LA VIABILITAT CEL·LULAR 
 

 

Estudi de la viabilitat cel·lular mitjançant l’MTT 

Fonament. 

 

Aquest mètode es basa en la capacitat dels mitocondris de convertir l’MTT (de 

color groc) en cristalls de formazan (de color porpra). Aquesta conversió depèn del 

poder reductor que caracteritza les cèl·lules vives. 

 

Reactius i solucions. 

• MTT (sigma) preparat a una concentració de 5 mg/ml en PBS 1X estèril. 

• Isopropanol (amb 10% tritó X-100) i HCl 1M (24:1).  

 

Protocol.

1- Sembrar les cèl·lules en els pous d’una placa de 24 pous. El numero de 

cèl·lules s’ha d’optimitzar segons la línia utilitzada, la concentració d’MTT i el 

temps d’incubació (es recomana una absorbància final de 0-1 � linealitat). 

2- Deixar créixer les cèl·lules a l’incubador permetent la seva adhesió. 

3- Afegir les drogues o reactius a les cèl·lules i deixar en incubació el temps 

desitjat. 

4- Treure les cèl·lules del incubador i a la campana de flux laminar afegir l’MTT a 

cada pou amb una proporció 1:10 per obtenir una concentració final de 0,5 

mg/ml. Agitar lleugerament. 

5- Incubar a 37 ºC. El temps varia segons la línia cel·lular i la concentració d’MTT. 

Per SH-SY5Y i MTT 0,5mg/ml el temps d’incubació ha de ser aproximadament 

de 2 hores. 

6- Treure la placa de l’incubador i afegir un volum de la solució d’Isopr-X-100-HCl 

a cada pou. 

7- Barrejar molt bé amb la pipeta perquè els cristalls es dissolguin i tot quedi en 

suspensió. 

8- Finalment les mostres es passen a una placa de 96 pous que es llegeix en un 

lector de plaques a una longitud d’ona de 550nm. Major quantitat d’absorbància 

indica major poder reductor de les cèl·lules i, per tant, major viabilitat cel·lular. 
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Important: Si les cèl·lules s’han tractat amb dopamina abans de posar l´MTT s’han 

de fer dos rentats amb PBS. 

 

 

Estudi de la viabilitat cel·lular mitjançant la tinció amb taronja d’acridina i bromur 
d’etidi
 

Fonament. 

 

Aquest colorant està format per taronja d’acridina i bromur d’etidi (1:1). El bromur 

d’etidi penetra en les cèl·lules que presenten la membrana cel·lular trencada i s’uneix 

al DNA. Al mirar al microscopi de fluorescència aquestes cèl·lules s’observen de color 

taronja-vermell. Les cèl·lules que presenten la membrana cel·lular intacta s’observen 

de color verd per l’entrada del taronja d’acridina. Aquest colorant és tòxic per a les 

cèl·lules de manera que la visualització i el comptatge s’ha de fer ràpidament. 

 

Solucions.

 • Solució mare: 

  5 mg Taronja d’ acridina. 

  5 mg Bromur d’ etidi.  

  500 �l de DMEM sense roig fenol.   

  

• Solució de treball:  

  100 �l de la solució mare. 

  10 ml de DMEM sense roig fenol. 

 

Protocol.

1- Aspirar el medi i fer 2 rentats amb PBS. 

2- Afegir el volum necessari de la solució de treball per cobrir les cèl·lules. 

3- Ràpidament mirar al microscopi de fluorescència. 
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ANÀLISI DE LA PROLIFERACIÓ CEL·LULAR 
 

 

Quantificació de la proliferació cel·lular mitjançant la incorporació de timidina 
tritiada

Fonament. 

 

Durant la divisió cel·lular les cèl·lules incorporen la timidina marcada 

radioactivament amb triti (3H) per sintetitzar el nou DNA. Per tant, la quantitat de 

timidina tritiada incorporada és un bon indicador de la proliferació cel·lular.  

 

Reactius i solucions. 

  

• Stock de timidina tritiada (0,1 �Ci/�l). 

 • Àcid tricloracètic (TCA) 5% a 4 ºC. 

 • Etanol 70%. 

 • Solució de lisi (2% Na2CO3, 0,1 M NaOH, 1% SDS). 

 

Protocol.

1- Plaquejar les cèl·lules en plaques de 12 pous a la densitat adequada. 

2- Deixar les cèl·lules créixer a l’incubador permetent la seva adhesió. 

3- Rentar 2 cops amb PBS. 

4- Incubar durant el temps desitjat amb DMEM i timidina tritiada (1 �Ci/ml; 

1mM) juntament amb els factors a estudiar. 

5- Rentar 2 cops amb 1 ml  de PBS a 4 ºC. 

6- Fixar les cèl·lules durant 20 minuts amb 1 ml de TCA 5% a 4 ºC. 

7- Rentar amb 1 ml de TCA 5% a 4 ºC. 

8- Rentar amb 2 ml d’etanol 70%. 

9- Deixar secar les plaques durant 5 minuts. 

10-  Afegir 0,6 ml de la solució de lisi i incubar durant 20 minuts a 37 ºC. 

11-  Afegir 0,5 ml de cada mostra en 5 ml de líquid de centelleig. 

12-  Mesurar les cpm de cada mostra. 

156 



Materials i mètodes 

ANÀLISI DEL CICLE CEL·LULAR PER CITOMETRIA DE FLUXE 

Fonament. 

En aquest protocol es descriu l’utilització de iodur de propidi (IP) per mesurar el 

contingut de DNA. Aquest fluorocrom s’intercala als àcids nucleics incrementant la 

seva fluorescència. Aquesta unió és estequiomètrica. Com aquesta molècula no es 

especifica del DNA cal tractar les mostres amb RNasa per eliminar l’RNA. 

 

Reactius i solucions. 

 • Tampó citrat-fosfat pH 7.8 (Na2HPO 0.2 M: àcid cítric 0.1 M (192:8)). 

 • IP (0,5 mg/ml). 

 • RNasa A lliure de DNAsa (10 mg/ml). 

 • Etanol 70% (-20 ºC). 

 
Protocol.

1- Recollir el medi d’incubació. Rentar dos cops amb PBS i tripsinitzar. Ajuntar 

les cèl·lules tripsinitzades amb les cèl·lules flotants presents en el medi 

d’incubació. 

2- Centrifugar 1 ml d’una suspensió cel·lular que contingui 1-2x106 cèl·lules/ml 

5 minuts a 400 x g. 

3- Rentar 2 cops amb 1 ml de 1% de sèrum en PBS i centrifugar 1 minut a 500 

x g. 

4- Resuspendre molt bé les cèl·lules en 0,5 ml d’1% de sèrum en PBS. Sobre 

5 ml d’etanol fred (-20 ºC) al 70% afegir gota a gota la suspensió de 

cèl·lules en PBS ben disgregades amb una pasteur agitant amb el vortex 

suaument. 

5- Fixar a -20 ºC un mínim de 2h i un màxim de 3 setmanes. 

6- Centrifugar 5 minuts a 800 x g i eliminar l’etanol. 

7- Rentar un cop amb 1% de sèrum en PBS, centrifugar i descartar la fase 

aquosa. 

8- Resuspendre el precipitat amb 50-500 �l de tampó citrat-fosfat i incubar un 

mínim de 30 minuts i un màxim de 2h a temperatura ambient. 

9- Centrifugar 5 minuts a 800 x g i eliminar el tampó citrat-fosfat. 
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10-  Resuspendre en 400 �l d’1% de sèrum en PBS i afegir 50 �l de IP. 

11-  Afegir 5 �l d’RNasa A lliure de DNasa i incubar de 30 a 45 minuts a 37 ºC i 

a les fosques. 

12-  Analitzar per citometria de flux. 
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ANÀLISI DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL 
 

 

Estudi del potencial de membrana mitocondrial mitjançant el JC-1 

Fonament. 

 

Quan les cèl·lules s’incuben amb JC-1, aquest entra a l’interior cel·lular i s’acumula 

l’interior de la matriu mitocondrial quan la càrrega a l’interior del mitocondri és 

negativa. Perquè la matriu mitocondrial es mantingui carregada negativament respecte 

el citosol és necessari que la membrana mitocondrial estigui intacta. L’acumulació del 

JC-1 afavoreix la formació d’agregats que emeten fluorescència vermella al ésser 

excitats amb el làser 488 del citòmetre. Les cèl·lules que perden el potencial de 

membrana, perden la diferencia de càrrega i el JC-1 no s’acumula, quedant diluït al 

citoplasma i emetent fluorescència verda. La pèrdua de potencial de membrana 

s’observa com un desplaçament de la població cel·lular, augmenta la fluorescència 

verda i disminueix la fluorescència vermella. 

 

Reactius i solucions. 

 • Stock de JC-1 2,5 mg/ml dissolt en DMSO. 

• DMEM sense sèrum.  

• DMEM sense roig de fenol. 

 

Protocol.

1- Sembrar les cèl·lules en plaques de 6 pous (així aconseguirem 

aproximadament 106 cèl·lules per pou). 

2- Deixar les cèl·lules créixer a l’incubador, permetent la seva adhesió. 

3- Tractar les cèl·lules amb la droga el temps necessari. 

4- Fer dos rentats amb DMEM sense sèrum. 

5- Afegir el JC1 (4 �g/ml), prèviament diluït en un volum petit de medi i barrejat 

molt bé amb la pipeta, en DMEM sense sèrum i incubar durant 45 minuts a 

l’incubador. 

6- Després dels 45 minuts fer 2 rentats amb DMEM sense sèrum. 

7- Tripsinitzar i resuspendre les cèl·lules amb DMEM sense roig de fenol (ha de 

portar un 10% de sèrum per neutralitzar la tripsina). 
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8- Centrifugar 5 minuts a 1000 x g. 

9- Aspirar el medi i resuspendre en 500 �l de DMEM sense roig de fenol i sense 

sèrum.  

10- Passar les mostres pel citòmetre. 

160 



Materials i mètodes 

ANÀLISI DE LA GENERACIÓ DE RADICALS LLIURES 
 

 

Determinació del nivell intracel·lular d’hidroperòxids mitjançant diacetat de 2’,7’-
diclorofluoresceïna

Fonament. 

 

El diacetat de 2',7'-diclorofluoresceïna (DCFH-DA) és una molècula no fluorescent i 

permeable a les cèl·lules. Dins de la cèl·lula, els acetats són hidrolitzats per esterases 

endògenes. La presència intracel·lular d'espècies reactives d'oxigen, principalment 

peròxids, encara que també peroxonitrits, oxida el DCFH-DA a 2',7'-diclorofluoresceïna 

(DCF), la qual és altament fluorescent. 

 

Reactius i solucions. 

• DCFH-DA.  

Es prepara una solució mare 5 mM en DMSO, i es conserva a -80 °C. 

• Solució Salina Tamponada amb HEPES (SSTH o HBSS). 

Components   Concentració 

NaCl   135 mM 

KCl  5 mM 

CaCl2              1,8 mM 

MgSO4  0,62 mM 

HEPES 10 mM 

 

Aquesta solució s'ajusta a pH 7.4 amb NaOH. La solució preparada sense 

glucosa es conserva a 4 °C. Tanmateix, abans del seu ús s’hi ha d'afegir 

glucosa 6 mM. 
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Protocol.

1- Sembrar les cèl·lules en plaques de 12 o 24 pous a la densitat adequada. 

2- Deixar les cèl·lules créixer a l’incubador permetent la seva adhesió. 

3- Tractar les cèl·lules amb la droga el temps necessari. 

4- Fer 2 rentats amb SSTH. 

5- Afegir el DCFH-DA (10��M). 

6- Deixar la placa 30 minuts a 37 ºC, protegida de la llum. 

7- Fer 2 rentats amb SSTH. 

8- Llegir la placa al lector de plaques de fluorescència. Les longituds d’ona 

d’exitació i emissió són 485 nm i 538 nm respectivament. 
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ESTUDI DE LA CAPTACIÓ DE DOPAMINA I DOPAMINOCROM 

Reactius.

 • [7,8-3H]-DA. 

 • [7,8-3H]-DAcr (a partir de l’oxidació de la [7,8-3H]-DA, segons s’explica 

posteriorment). 

 

Protocol.

1- Sembrar les cèl·lules en plaques de 6 pous a la densitat adequada. 

2- Deixar les cèl·lules créixer a l’incubador permetent la seva adhesió. 

3- Incubar les cèl·lules amb diferents concentracions de DA o DAcr, que contenen 

10 nCi/mmol de [7,8-3H]-DA o [7,8-3H]-DAcr, el temps desitjat. 

4- Rentar 3 cops amb DMEM (l’últim rentat es guarda i es comprova que no hi ha 

radioactivitat). 

5- Lisar les cèl·lules amb 0,6 ml de SDS 1%.  

6- Afegir 0,5 ml de cada mostra en 5 ml de líquid de centelleig. 

7- Mesurar les cpm de cada mostra. 
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ANÀLISI DEL CONSUM D’OXIGEN 

Fonament. 

 

El consum d’oxigen es mesura en una suspensió cel·lular a 37 ºC que es mante en 

agitació (750 rpm) per tal d’obtenir el 100% de saturació de l’oxigen. Per l’adquisició i  

l’anàlisi de les dades s’utilitza un respiròmetre d’alta resolució Oxygraph amb el 

software DatLab (Oroboros, Innsbruck, Austria). El consum d’oxigen extra-mitocondrial 

es mesura amb l’adició d’actimicina A (20 �M) i els resultats són estandarditzats en 

relació al contingut de proteïnes a l’interior de la cambra al finalitzar l’experiment.  

 

Protocol.

1- Aspirar el medi i rentar 2 cops amb PBS. 

2- Trispinitzar i contar les cèl·lules. 

3- Ajustar la suspensió cel·lular per obtenir 105 cèl·lules/ml. 

4- Omplir la càmera del respiròmetre amb la suspensió cel·lular i adquirir les 

dades.  
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ANÀLISI DEL CONTINGUT INTRACEL·LULAR DE DOPAMINA I DOPAC 
 

 

Fonament. 

 

La determinació de DA i DOPAC es va realitzar per cromatografia líquida d’alta 

resolució (LKB-Pharmacia, Bromma, Sweden). La detecció es fa electroquímicament 

mitjançant un detector dual (Coulochem II, ESA).  

 

Material i solucions. 

 • Columna: Columna nucleosil C-18 de fase reversa (5 �M, 250x4,6 mm). 

 • Fase mòbil: 

  Acetat sòdic 50 mM 

  Àcid cítric 25 mM 

  Àcid octansulfònic 0,7 mM 

  10% metanol 

pH: 4.1 

La fase mòbil es filtra amb un filtre de 0,2 �m de por i es desgasifica amb una 

bomba de buit i agitació magnètica. El metanol s’ha d’afegir després de la 

desgasificació. 

• Flux: 0,8 ml/minut. 

• Elèctrodes:  

  E1: +50 mV 

  E2: +300 mV 

 

Protocol.

1- Sembrar les cèl·lules en plaques de 6 pous a la densitat adequada. 

2- Deixar les cèl·lules créixer al incubador permetent la seva adhesió. 

3- Tractar les mostres amb DA els temps desitjats. 

4- Rentar les cèl·lules 2 cops amb PBS. 

5- Lisar les cèl·lules amb HClO4 0,4 M. 

6- Centrifugar les mostres a 13000 rpm. 

7- Filtrar els sobrenedants amb un filtre de 0,4 �m de por.  

8- Passar els sobrenedants per l’HPLC. 
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PREPARACIÓ DEL DOPAMINOCROM 
 

 

El DAcr es prepara seguint el protocol descrit per Aroca, et al., 1990, on es descriu 

que el rendiment del procediment és del 100%. 

 

Solucions.

 • Periodat 20 mM. 

 • DA 20 mM. 

Els dos es preparen en un tampó tris 2M pH 6,8. 

 

Protocol.

1- Mesclar volums iguals de periodat i DA. 

2- Deixar 2 hores i 30 minuts a temperatura ambient. 

3- Centrifugar 1 minut a 13000 rpm . 

4- Filtrar el sobrenedant a la campana de cultius. 
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ANÀLISI DE L’ACTIVITAT DE LA MAO-A 

Fonament. 

 

L’activitat de la MAO-A es detecta radioquímicament amb un substrat marcat amb 
14C seguint el protocol descrit per Fowler, et al., 1981. 

 

Reactius, tampons i animals. 

 • Rates mascles albines del tipus Sprague Dawley. 

 • Tampó d'homogeneïtzació: 

  KH2PO4 10 mM 

  Sacarosa 0,25 M 

  pH 7,2 

 • KH2PO4 50 mM pH 7,2 

 • 5-HT (Sigma) 

 • Amina marcada: 

[14C]-5-TH, 55 mCi/mmol, 50 �Ci/ml (Amersham). 

 • Àcid cítric 2M. 

 • Toluè/acetat d’etil (1:1) amb un 0,6% de 2,5-difeniloxazol. 

 

Protocol.

 

Les fraccions mitocondrials es preparen per centrifugació diferencial (Gómez, et al., 

1986). Primer de tot s'extreuen els fetges, es pesen,  es col·loquen dins d'un vas de 

precipitats que conté tampó d’homogeneïtzació 10% (p/v) i s'homogeneïtza. Després 

de filtrar amb una gasa, l’homogenat és sotmès a una sèrie de centrifugacions 

diferencials que conduiran a l'obtenció de la fracció mitocondrial. L'homogenat es 

centrifuga a 600 x g durant 10 minuts, el pèl·let es descarta i es recentrifuga el 

sobrenedant un altre cop a 600 x g 10 minuts. El pèl·let es descarta. El sobrenedant 

obtingut es centrifuga a 8000 x g durant 10 minuts. Aquest pèl·let conté els 

mitocondris.  

 

La fracció mitocondrial s'incuba durant 30 minuts en presència de diferents 

concentracions d'inhibidor. Per realitzar això 160 �l de tampó fosfat potàssic 50 mM pH 

7,2 es mesclen amb 20 �l d’inhibidor i es deixa temperar 5 minuts a 37 ºC. A 
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continuació s'hi afegeixen 20 �l d'enzim (140-200 �g) i s’incuba durant 30 minuts a 

37ºC. L’activitat es mesura afegint 5-HT marcada radioactivament durant 15 minuts a 

37 ºC. Sobre 90 �l d’amina marcada s’afegeixen 10 ml d'una solució 900 �M de 5-HT 

freda. Afegir 25��l d’aquesta solució dins la mescla de reacció, la concentració de 5-HT 

serà de 100 �M, que en aquestes condicions actua com a substrat específic de la 

MAO-A (Fowler, et a1.,1982). Finalment la reacció s’atura amb àcid cítric 2M. Els 

productes aldehid resultants s’extrauen amb toluè/acetat d’etil (1:1) que conté 0,6% de 

2,5-difeniloxazol abans de ser llegits amb el líquid de centelleig. L’activitat total de la 

MAO-A es determina en les mateixes condicions i l’activitat final s’expressa en 

percentatge respecte de la total.  
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ANÀLISI DEL POTENCIAL REDUCTOR DE LES CÈL·LULES 
 

Estudi de la relació GSH/GSSG 

Fonament. 

La determinació del glutatió es realitza mitjançant el protocol descrit per Senft, et 

al., 2000. 

 

Per dur a terme aquest procediment s’utilitza un substrat fluorescent, l’OPA (o-

phthalaldehyde). La fluorescència d’excitació emesa per l’OPA és de 365nm, i la 

d’emissió és de 420 nm. 

 

L’assaig consisteix en parelles de mostres, la A i la B, on la mostra A és el 

background, és a dir, presenta la fluorescència no específica del glutatió i, per tant, 

s’ha de restar a la fluorescència obtinguda en la mostra B. 

Reactius i solucions. 

 • RQB (Redox quenching buffer). 

  20 mM HCl. 

  5 mM DTPA. 

  10 mM àcid ascòrbic. 

 • PCA-RQB.   

  5% de PCA preparat en RQB. 

 • NEM (N-ethylmaleimide). 

  7,5 mM de NEM preparada en RQB. 

 • 1M KPi (pH 7). 

  50 ml HK2PO4 1M + 50 ml H2KPO4 1 M . 

 • 0,1M KPi (pH 6,9). 

 • DT. 

  100 mM de dithionite preparat en RQB. 

 • OPA. 

  5 mg/ml en metanol. 
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Important: KPi, DT i OPA es preparen just abans d’ésser utilitzades. Tots els 

reactius han d’estar a 4 ºC. 

Preparació dels standards. 

Per fer la corba patró s’utilitzen GSH 0,1 mM i GSSG 0,1 mM preparades en PCA-

RQB. 

 

Per eliminar les restes de GSSG es prepara una solució 1mM de GSH en PCA-

RQB. En aquesta solució afegim 125 mg de zinc. Mesclem i centrifuguem durant 5 

minuts a 1000 rpm. Finalment, el sobrenedant es filtra amb un filtre de 0,22 �m i es 

dilueix fins 0,1 mM amb PCA-RQB. 

 

Preparació de les mostres. 

 

1- Sembrar les cèl·lules en plaques de Petri a la densitat adequada. 

2- Deixar les cèl·lules créixer al incubador permetent la seva adhesió. 

3- Tractar les mostres amb la droga els temps desitjats. 

4- Rentar les plaques en gel 2 cops amb PBS fred. 

5- Lisar les cèl·lules amb 1 ml de PCA-RQB. 

6- Escrapejar les mostres i centrifugar durant 10 minuts a 13000 rpm a 4 ºC. 

7- El sobrenedant es guarda a -80 ºC o es pot utilitzar directament, però sempre 

abans d’ésser utilitzat s’ha de centrifugar durant 5 minuts a 13000 rpm a 4 ºC i 

filtrar a traves d’un filtre de 0,45 �M de por. 

Els pèl·lets s’utilitzen per determinar les proteïnes. Per fer això resuspenem el 

pèl·let amb 1 ml de PCA 7%, centrifuguem 10 minuts a 13000 rpm i 

resuspenem el pèl·let amb NaOH 1M. 

 

Protocol.

Es preparen una sèrie de tubs on afegim els reactius seqüèncialment d’esquerra a 

dreta tal com s’indica a la següent taula: 
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 Tub Mostra  PCA-RQB RQB 1M Kpi 0,1M Kpi OPA  

Patro 0,1mM 0 0 150 �l 20 �l 250 �l 1 ml 150 �l  

 0,1 1 �l 149 �l 20 �l 250 �l 1 ml 150 �l  

 0,25 2,5 �l 147,5 �l 20 �l 250 �l 1 ml 150 �l  

 0,5 5 �l 145 �l 20 �l 250 �l 1 ml 150 �l  

 1 10 �l 140 �l 20 �l 250 �l 1 ml 150 �l  

 1,5 15 �l 135 �l 20 �l 250 �l 1 ml 150 �l  

 2 20 �l 130 �l 20 �l 250 �l 1 ml 150 �l  

Detecció GSH Tub Mostra  PCA-RQB NEM 1M Kpi 0,1M Kpi OPA  

 A 7 �l 143 �l 20 �l 250 �l 1 ml 150 �l  

 B 7 �l 143 �l 20 �l d’RQB 250 �l 1 ml 150 �l  

Detecció GSSG Tub Mostra  PCA-RQB NEM 1M Kpi DT 0,1M Kpi OPA 

 A 10 �l 140 �l 20 �l 250 �l 30 �l d’RQB 1 ml 150 �l 

 B 10 �l 140 �l 20 �l 250 �l 30 �l 1 ml 150 �l 

         

        5 min  

        30 min  

        60 min  

Després d’afegir a les mostres el NEM i el KPi 1M s’incuben durant 5 minuts a 

temperatura ambient. En la mesura de GSSG, a continuació s’afegeix DT i es deixa 

incubar a temperatura ambient durant 60 minuts. Posteriorment al afegir el KPi 0,1M i 

l’OPA s’incuben les mostres 30 minuts a temperatura ambient. Immediatament 

després es llegeixen les mostres al lector de plaques de fluorescència. 

 

Important: Com el PCA produeix una solució tèrbola, abans de llegir les mostres 

s’han de centrifugar 5 minuts a 1000 rpm. 

Estudi del contingut intracel·lular de NADH i NADPH 
 

Obtenció d’extractes cel·lulars per determinar el contingut intracel·lular de NAD(P)H 

 

Per obtenir extractes cel·lulars destinats a determinar el contingut intracel·lular de 

NAD(P)H es segueix el protocol proposat per Stocchi, et al., 1985. Atès que el pH 

bàsic preserva la forma reduïda dels nucleòtids, les cèl·lules es lisen amb una solució 

alcalina (pH 9). Per una altra banda, l’ús de l’agent tensioactiu NP-40 per a la lisi 

cel·lular permet l’alliberament dels components intracel·lulars sense trencar el nucli, 

una circumstància que provocaria una elevada senyal de fons a l’anàlisi final. 
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Solucions.

 • Solució de lisi alcalina: 

  NaCl   150 mM 

  Tris-HCl 50 mM 

  NP-40   0,5% (vol/vol) 

 El pH s’ajusta a 9 amb KOH 1M i es conserva a 4 ºC. 

 

Protocol.

1- Sembrar les cèl·lules en plaques de Petri a la densitat adequada. 

2- Deixar les cèl·lules créixer a l’incubador permetent la seva adhesió. 

3- Tractar les mostres amb la droga els temps desitjats. 

4- Rentar les plaques en gel 2 cops amb PBS estèril fred. 

5- Afegir 1 ml de la solució de lisi i lisar les cèl·lules amb l’ajuda del scrapper. 

6- Centrifugar el lisat a 13000 x g durant 5 minuts a 4 ºC 

7- Filtrar immediatament els sobrenedants a través d’uns filtres de 0,4 �m de por 

(Unitats d’ultrafiltració per centrifugació Ultrafree-MC® (Millipore) amb un pes 

molecular d’exclusió de 10 KDa.) a 5000 x g durant 60 minuts a 4 ºC. Els 

pèl·lets es guarden per determinar-ne les proteïnes. 

8- Transferir l’eluït a Eppendorfs estèrils i congelar les mostres a -20 ºC. 

Determinació de NAD(P)H 

 

El contingut de nucleòtids dels extractes cel·lulars es fa mitjançant cromatografia 

líquida d’alta resolució (HPLC) en fase reversa, seguint el protocol proposat per Tian, 

et al., 1998. 

 

Material i solucions. 

  

• Equip d’HPLC ((LKB-Pharmacia) amb detector UV a 340 nm). 

 • Columna: Columna nucleosil C-18 de fase reversa (5��M, 250x4,6 mm). 
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• Fase mòbil: 

Acetat de sodi 50 mM 

  15% metanol 

  pH 8 

La fase mòbil es filtra amb un filtre de 0,2 �m de por i es desgasifica amb una 

bomba de buit i agitació magnètica. El metanol s’ha d’afegir després de la 

desgasificació.  

• Flux: 1 ml/minut. 

Estudi de les relacions lactat/piruvat i NADH/NAD+

 

Obtenció d’extractes cel·lulars per determinar el contingut intracel·lular de lactat i 

piruvat 

Solucions.

 • Solució de lisi: 

  HClO4 6%. 

Protocol.

1- Sembrar les cèl·lules en plaques de Petri a la densitat adequada. 

2- Deixar les cèl·lules créixer a l‘incubador permetent la seva adhesió. 

3- Canviar el medi i tractar les mostres amb la droga els temps desitjats. 

4- Guardar el medi en el que han crescut les cèl·lules. 

5- Rentar les cèl·lules amb PBS i tripsinitzar. 

6- Recollir les cèl·lules i centrifugar 5 minuts a 500 rpm. 

7- Aspirar el medi i resuspendre les cèl·lules en PBS. 

8- Centrifugar 5 minuts a 500 rpm. 

9- Aspirar el medi i resuspendre les cèl·lules en 100 �l de PBS + 100 �l de solució 

de lisi.   

10- Congelar les mostres a -80 ºC per assegurar-nos que les cèl·lules es lisin 

completament. 

11- Descongelar les mostres i centrifugar-les durant 5 minuts a 13000 rpm a 4º C. 
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12- Neutralitzar els sobrenedants amb NaOH fins tenir un pH de 7 i guardar els 

pèl·lets per mesurar les proteïnes. 

Determinació del contingut intracel·lular de piruvat 

 

El contingut de piruvat intracel·lular es determina mitjançant un protocol adaptat del 

proposat per MacDonald, et al., 2000. 

 

Tampons i solucions. 

 • Tampó imidazol 50 mM pH 7. 

 • Solució de reacció (1ml). 

  981 �l de tampó imidazol.  

  8 �l de NADH 50 mM preparat en tampó imidazol. 

  11 �l de LDH (550 U/mg) diluïda 1:100 en aigua.  

• HCl 0,1M. 

• NaOH 12M. 

 

Protocol.

1- En una placa de 96 pous afegir: 100 �l de mostra + 100 �l de solució de 

reacció. 

2- Deixar 15 minuts a temperatura ambient. 

3- Afegir 40��l d’HCl 0,1 M.  

4- Deixar 15 minuts a 80 ºC. 

5- Afegir 75 �l de NaOH 12 M. 

6- Deixar 15 minuts a 80 ºC. 

7- Llegir al lector de plaques de fluorescència. Les longituds d’ona d’excitació i 

emissió són 355 nm i 440 nm respectivament.  

 

Les concentracions s’obtenen a partir d’una corba patró de piruvat i els resultats 

s’expressen en nmol/mg de proteïna. 
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Determinació del contingut de lactat 

Fonament. 

El mètode utilitzat es basa en determinar indirectament la concentració de lactat, a 

través de la mesura de la formació de NADH a partir de la reacció catalitzada per la 

lactat deshidrogenasa (LDH): 

Piruvat + NADH + H+ � Lactat + NAD+ 

 

Reactius i solucions. 

 • Tampó hidrazina-glicina pH 9,5. 

Hidrazina       0,3125 M               

Glicina         0,875 M 

NAD+         2,5 M 

EDTA         0,1875 M 

 • LDH (550 U/mg) diluïda 1:4. 

• Les mostres es dilueixen amb aigua 1:10. Si el que es vol mesurar és el lactat 

del medi s’utilitza una dilució 1:20. 

 

Protocol.

 

1- En una placa de 96 pous afegir: 50 �l de mostra diluïda + 75 �l de tampó. 

2- Afegir 20 �l de LDH diluïda i llegir a 340 nm (lectura A0). 

3- Incubar 20 minuts a 37 ºC. 

4- Llegir a 340 nm (lectura A1) 

 

Per fer els càlculs restarem la mesura inicial (A0) a la final (A1) i tindrem en compte 

la dilució de la mostra. Les concentracions s’obtenen a partir d’una corba patró de 

lactat i els resultats s’expressen en nmol/mg de proteïna. 
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Relació NADH/NAD+ 

 

La relació [NADH]/[NAD+] al citoplasma es calcula amb la formula: 

[NADH]/[NAD+] = [Lactat]/[Piruvat] x KLDH 

On la KLDH és 1,1x10-4 a pH 7 

(Barron, et al., 2004). 

 

 

Estudi del contingut intracel·lular de NAD+

Fonament. 

El mètode utilitzat es basa en determinar el NAD+ a partir de la formació de NADH 

mitjançan la reacció catalitzada per la lactat deshidrogenasa (LDH): 

Piruvat + NADH + H+ � Lactat + NAD+ 

 

Reactius i solucions. 

 • Tampó hidrazina-glicina pH 9,5. 

Hidrazina       0,3125 M               

Glicina         0,875 M 

EDTA         0,1875 M 

 • LDH (550 U/mg) diluïda 1:50. 

 • Lactat 13,32 mM. 

 • Solució de reacció: 

  45��l de lactat 13,32 mM 

  33��l de LDH diluïda  

  27 �l de tampó hidrazina-glicina 
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Protocol.

1- Les mostres s’obtenen igual que en l’estudi de les relacions lactat/piruvat i 

NADH/NAD+. 

2- En una placa de 96 pous afegir: 100 �l de mostra + 50 �l de tampó 

hidrazina-glicina. 

3- Llegir a 340 nm (lectura A0).

4- Afegir 150 �l de la solució de reacció.

5- Incubar 10 minuts a 37 ºC.

6- Llegir a 340 nm (lectura A1).

 

Calculs.

Formula:  �A=�cl 

Coeficient d’ absorció molar (�) del NADH a 340 nm = 6,22 mM-1 cm-1. 
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OXIDACIÓ IN VITRO DE LA DA I EL NAD(P)H  

 

 

Les oxidacions de la DA i el NAD(P)H es mesuren en una solució de PBS 1X a pH 

7 en un lector de plaques a unes longituds d’ona de 492 i 340 nm respectivament. 

 

La DA es prepara en PBS 0,1M pH 7 i el NAD(P)H en aigua. 

178 



Materials i mètodes 

TÈCNIQUES D’ANÀLISI DE PROTEÏNES 
 

 

Tampons  generals 

 • SB 1X. 

  50 mM Tris-HCl pH 6,8. 

  10 % Glicerol.  

  2 % SDS. 

 

 

Extracció proteica 

Inhibidors de proteases. 

PMSF   1 mM   Dissolt en isopropanol. 

 Benzamidina  50 �g/ml Dissolta en aigua milliQ. 

 Pepstatina  1 �g/ml Dissolta en etanol:acètic (9:1). 

 Aprotinina  2 �g/ml Dissolta en Hepes 0,01M pH 8. 

Leupeptina  5 �g/ml Dissolta en aigua milliQ. 

 

Inhibidors de fosfatases. 

NaF   1 mM  Dissolt en aigua milliQ.  

 Ortovanadat  0,1 mM Dissolt en aigua milliQ pH 10. 

 2-Glicerol fosfat 10 mM  Dissolt en aigua milliQ. 

Extracció proteica mitjançant SB 

Tampons. 

 • SB 1X. 

 Abans d’ésser utilitzat s’afegeixen: PMSF i NaF. 
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Protocol.

1- Rentar 2 cops amb PBS 1X. 

2- Afegir 70-100 �l per pou d’SB 1X (això per plaques P6 i depèn de la 

quantitat de cèl·lules, moltes cèl·lules 100 �l, poques cèl·lules 70 �l). 

3- Escrapejar amb l’scrapper. 

4- Recollir amb la pipeta el contingut del pou i posar-lo en un Eppendorf. 

5- Vortejar. 

6- Bullir a 95º C 10 minuts al bany sec.  

7- Fer un pols de centrífuga i guardar al congelador (-20 ºC) o quantificar 

directament. 

Extracció proteica mitjançant un tampó NP-40 

Solucions.

 • Tampó de lisis (4º C): 

   Tris 40 mM pH 7,5 

  NaCl 150 mM 

  NP-40 0,2% 

  Glicerol 10% 

 Abans d’ésser utilitzat s’afegeixen els inhibidors de proteases i fosfatases. 

 • SB 4X 

 

Protocol.

1- Rentar 2 cops sobre gel amb PBS 1X fred. 

2- Afegir 50 �l per pou de Tampó de lisi en una placa de 6 pous. 

3- Escrapejar amb l’scrapper. 

4- Recollir amb la pipeta el contingut del pou i posar-lo en un Eppendorf. 

5- Centrifugar 5 minuts a 12000 rpm a 4 ºC. 

6- Recollir el sobrenedant i afegir 16,67��l de SB 4X. 

7- Bullir a 95º C 10 minuts al bany sec.  

8- Fer un pols de centrífuga i guardar al congelador (-20 ºC) o quantificar 

directament. 
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Extracció de proteïnes citosòliques i mitocondrials 

Solucions.

 • Tampó de lisi (4 ºC) 

  Tris 25 mM pH 6,8. 

  Sucrosa 250 mM. 

  EDTA 1mM. 

  Digitonina 0,1 mg/ml. 

   DTT 1mM. 

  Els inhibidors de proteases. 

• SB 1X 

 • SB 4X 

  

Protocol.

 

1- Recollir els sobrenedants. 

2- Fer 2 rentats amb PBS que es guarden conjuntament amb el sobrenadant. 

3- Tripsinitzar les cèl·lules i ajuntar-les amb el sobrenadant. 

4- Centrifugar 5 minuts a 800 rpm i posar les mostres en gel (a partir d’aquest 

moment es treballa en gel). 

5- Rentar 2 cops les cèl·lules amb PBS 1X fred. 

6- Lisar les cèl·lules durant 30 segons amb tampó de lisi (100 �l per cada pou 

d’una P6). Per lisar correctament les cèl·lules ens ajudem de la pipeta. 

7- Centrifugar 3 minuts a 13000 rpm a 4 ºC. 

8- Separem el sobrenedant del pèl·let. 

9- Al sobrenedant afegim X��l de SB 4X. On X és igual al volum de 

sobrenedant recuperat dividit per tres. 

10- Al pèl·let afegim 100 �l de SB 1X. 

11- Vortejar les mostres. 

12-  Bullir a 95º C 10 minuts al bany sec.  

13- Pols de centrífuga i guardar al congelador (-20 ºC) o quantificar 

directament. 

 

El sobrenedant conte les proteïnes citosòliques i el pèl·let conte les proteïnes 

mitocondrials i nuclears. 
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Valoració de la concentració de proteïnes mitjançant el BCA 

Fonament. 

 

Aquesta mètode es basa en la capacitat del àcid bicinconínic (BCA) per detectar el 

Cu1+ que es forma quan el Cu2+ es redueix com a conseqüència de les proteïnes que 

conformen un entorn bàsic. Aquest reactiu és compatible amb la presència de diversos 

detergents, entre ells el SDS 1% i el tritó X-100 1%. Dues molècules de BCA quelen 

una molècula de Cu1+ i el complex resultant presenta un color directament proporcional 

a la quantitat de proteïna present a la mostra.   

Reactius i solucions. 

 • BCA. 

  Reactiu A. 

  Reactiu B. 

 • SB 1X. 

 

Protocol.

1- Diluir el SB 1X: 4950 �l d’aigua + 50 �l de SB 1X. 

2- Preparar la recta patró tal com s’ indica a continuació : 

 SB diluït Albúmina 2 mg/ml (2 �g/�l)  [Albúmina] (�g/ml) 

 960 �l  40 �l     80 

 500 �l  500 �l del tub anterior  40 

 500 �l  500 �l del tub anterior  20 

500 �l            500 �l del tub anterior   10 

  450 �l  450 �l del tub anterior  5 

  480 �l  320 �l del tub anterior  2 

  250 �l  250 �l del tub anterior  1 

  500 �l  Res     0 

3- Diluir les mostres 1:100 � 297 �l d’aigua i 3 �l de mostra. 

4- En una P96 afegir 100 �l de mostra o patró. 

5- Preparar el BCA: 4,9 ml de reactiu A + 0,1 ml de reactiu B . 

6- Afegir 100 �l de BCA a cada pou. 
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7- Incubar 30 minuts a 37-80 ºC (l’increment de temperatura incrementa la 

velocitat de la reacció). 

8- Llegir al lector de plaques a una longitud d’ona de 550 nm. 

 

Western blot 

Electroforesi de proteïnes en gel de poliacrilamida 

Solucions i tampons. 

 • SB 1X. 

 • DTT 1M tenyit amb blau de bromofenol. 

 • Tampó separador. 

  375 mM Tris-HCl pH 8,8. 

  0,1% SDS. 

 • Tampó concentrador. 

  125 mM Tris-HCl pH 6,8. 

  0,1% SDS. 

 • Tampó d’electroforesi. 

  25 mM Tris-HCl pH 8,3. 

  192 mM Glicina. 

  0,1% SDS. 

 

Protocol.

1- Preparar el gel d’acrilamida separador segons el pes molecular de les 

proteïnes a detectar (les proteïnes petites necessiten d’un separador més 

concentrat) tal com s’indica a la taula. Deixar polimeritzar 20 minuts. 

2- Preparar el gel d’acrilamida concentrador tal com s’indica a la taula. 

Col·locar la pinta amb els pous. Deixar polimeritzar 30 minuts. 

3- Preparar les mostres amb la quantitat de proteïna adequada (normalment 

50 �g). Es carreguen volums de mostra iguals, amb aquest objectiu 

afegirem SB 1X fins que tots els volums siguin iguals. A les mostres també 

afegim DTT (100 mM). 

4- Bullir les mostres durant 10 minuts a 95 ºC i centrifugar-les. 

5- Carregar les mostres i córrer el gel a 120-160 V. 
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Separador 

15% 

Separador 

12 % 

Separador 

10% 

Separador 

7,5% 

Concentrador 

3% 

Tampó (ml) 2,5 2,5 2,5 1,88 1,25 

Acrilamida 40% (ml) 3,75 3 2,5 2,5 0,5 

Aigua (ml) 3,75 4,5 5 5,62 3,25 

TEMED (�l) 12,5 12,5 12,5 12,5 5 

APS 10% (�l) 37,5 37,5 37,5 37,5 20 

Transferència a una membrana de nitrocel·lulosa 

 

Tampons. 

 • Tampó de transferència.  

  25 mM Tris-HCl pH 8.3. 

  192 mM Glicina. 

  10-15% Metanol. 

El % de metanol varia en funció del % d’acrilamida al gel separador. Quan més 

gran sigui el % d’acrilamida major és el % de metanol que s’ha d’utilitzar. 

 

Protocol.

1- Activar la membrana durant 1 minut amb metanol i rentar-la amb aigua. 

2- Muntar els cassetts tipus sandwich. 

3- Transferir durant 1hora i quart a 400 mA. 

 

Immunoblot 

 

Tampons. 

 • TBS. 

  20 mM Tris-HCl pH 7,5. 

  137 mM NaCl. 
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• TBS-T. 

  20 mM Tris-HCl pH 7,5. 

  137 mM NaCl. 

  0,1% Tween. 

 • Solució al 5% de llet en pols preparada en TBS-T. 

 

Protocol.

1- Bloquejar la membrana durant 1 hora amb llet per evitar les unions 

inespecífiques. 

2- Incubar la membrana amb l’anticòs primari diluït en llet i amb un 0,05% 

d’acida sòdica durant tota la nit. 

3- Rentar 3 cops la membrana amb TBS-T durant 5 minuts. 

4- Incubar la membrana amb l’anticòs secundari diluït en llet durant 1 hora a 

temperatura ambient. 

5- Rentar 2 cops la membrana amb TBS-T durant 5 minuts. 

6- Rentar la membrana amb TBS durant 5 minuts. 

7- Revelar per quimioluminiscència. 

Quantificació 

 

Els films s’escanegen i densitometren amb el programa Multi Gauge V3.0, Fujifilm, 

per tal de calcular la intensitat de cada banda. El resultat es refereix a una proteïna 

normalitzadora, habitualment �–tubulina. 

Reutilització de membranes 

Solucions.

 • Solució de stripping. 

62,5 mM Tris-HCl pH 6,8. 

  2% SDS. 

 Abans d’utilitzar afegir �-mercaptoetanol 100 mM. 
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Protocol.

1- Activar la membrana amb metanol durant 1 minut i rentar-la amb aigua. 

2- Incubar la membrana en la solució d’stripping durant 30 minuts a 50 ºC. 

3- Rentar 3 cops la membrana amb TBS-T durant 10 minuts. 

Anticossos utilitzats 

Anticòs Casa comercial Referència Dilució 
AKT Santa Cruz SC1618 1:500 
�-sinucleïna Chemicon AB5038 1:500 
ATF6 Alexis ALX-804-381 1:100 
ATG5L  Abgent AP1812b 1:500 
ATG12 Abgent AP1816a 1:500 
�-tubulina Sigma T9026 1:4000 
BAX Pharmingen 554104 1:1000 
BCL-2 Dako  M0887 1:1000 
Beclina Transduction 612112 1:500 
BNIP3 Sigma B7931 1:500 
BNIP3L Calbiochem PC525 1:500 
Caspasa 3 Pharmingen  557035 1:200 
Caspasa 7 Cell Signaling 9494 1:1000 
C/EBP� Santa Cruz SC150 1:100 
D2/D3 Receptor Chemicon AB1502 1:500 
DARP32 Chemicon AB1556 1:500 
DAT Chemicon  MAB369 1:500 
ECL Anti-goat Dako P0449 1:2500 
ECL Anti-mouse Healthcare NA931 1:5000 
ECL Anti-rabbit Healthcare NA934V 1:5000 
GADD153 Santa Cruz SC7351 1:100 
GRP78 Transduction 610978 1:500 
HIF-1� Transduction 610958 1:250 
LC3 T. Yoshimori*  1:2000 
mTOR Cell Signaling 2972 1:1000 
p53 Labvision  MS186-P1 1:200 
PARP Santa Cruz SC7150 1:200 
Phospho-ACC Upstate 07-303 1:100 
Phospho-AKT (Ser473) Cell Signaling 9271 1:1000 
Phospho-AKT (Thr308) Cell Signaling 9275 1:1000 
Phospho-mTOR Cell Signaling 2971 1:1000 
Phospho-p53(ser15) Cell Signaling 9284 1:1000 
Phospho-p70 S6K Cell Signaling 9206 1:2000 
PUMA Abcam AB9645 1:2000 
Proteïnes Ubiquitinitzades Biomol international PW8810 1:1000 
PTEN Cell Signaling 9552 1:1000 
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* L’anticòs anti-LC3 utilitzat ha estat cedit pel Dr. Tamotsu Yoshimori del National 

institute of genetic, Mishima, Shizouka-ken, Japó, al qual estic molt agraït per la seva 

col·laboració desinteressada.  
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TÈCNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR 
 

 

Aïllament d’RNA 
 

Per aïllar l’RNA de les cèl·lules es fa servir el kit comercial Ultraspect RNA Isolation 

System (Biotech). El kit es basa en la tècnica de purificació del RNA descrita per 

Chomczynski, et al., 1987. 

  

Reactius.

 • Ultraspect. 

 • Aigua DEPC estèril. 

 

Protocol.

Per obtenir la major quantitat de RNA es treballa amb plaques de Petri. Tot el 

procés es fa en gel, amb guants i utilitzant material estèril. Els dissolvents orgànics 

com l’ultraspect i el cloroform s’han d’ afegir en una campana d’extracció. 

 

1- Posar les plaques en gel.  

2- Rentar 2 cops amb PBS fred i estèril. 

3- Afegir 1 ml d’ultraspec i escrapejar les plaques.  

4- Recollir les mostres en un Eppendorf. 

5- Afegir 200 �l de cloroform i vortejar. 

6- Centrifugar a 4º C 10 minuts a 13000 rpm. 

7- Recuperar el sobrenedant. 

8- Afegir el mateix volum del recuperat d’isopropanol fred per precipitar l’RNA. 

9- Vortejar i deixar a –20 ºC un mínim d’una hora o tota la nit. 

10- Centrifugar 20 minuts a 4º C i 13000 rpm. 

11- Treure isopropanol i afegir 500 �l d’etanol 75% fred. 

12- Vortejar i centrifugar 10 minuts a 4º C i 13000 rpm. 

13- Treure l’etanol i deixar secar fins que el precipitat es vegi de color blanc. 

14- Resuspendre amb 50 �l d’aigua DEPC prèviament escalfada a 65 ºC. 
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Obtenció de cDNA 
 

Per sintetitzar el cDNA a partir del RNA aïllat de les cèl·lules es va fer servir el kit 

comercial de retrotranscripció Ready-To-Go T-Primed First-Strand Kit (Amersham) 

seguint el protocol del fabricant. La quantitat de RNA utilitzada pot variar entre 1 i 5 �g. 

 

Amplificació del cDNA per PCR 

Les PCRs es realitzen en un volum final de 50 �l que conté 0,3 mM de cadascun 

dels dNTPs, 1,5 mM de MgCl2 i 1,25 unitats de Taq polimerasa (Ecogen). 

 

El programa de la PCR és diferent segons els primers utilitzats i la temperatura 

d’anellament depèn del percentatge de G i C. El número de cicles (20-35) dependrà de 

la quantitat de cDNA del gen que estem estudiant. També cal tenir en compte que el 

temps d’elongació dependrà de la longitud del fragment a amplificar.  

 

Exemple: 

 

 1- Desnaturalització  94 ºC, 5 minuts 

 2- Cicles: 25   Desnaturalització   94 ºC, 30 segons   

Anellament  55 ºC, 30 segons 

     Elongació  72 ºC, 1 minut 

 3- Elongació    72 ºC, 10 minuts 

 

Extracció de bandes en un gel d’agarosa 
 

Per extraure les bandes d’un gel d’agarosa s’utilitza el Glassmilk que és una resina 

que atrapa el DNA. 

 

Reactius.

 • Glassmilk (Genclean II). 

 • New wash (Genclean II). 
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Protocol.

1- Extreure la banda amb un bisturí al transiluminador. 

2- Incubar la banda amb NaI 6M (1 ml o 3 volums del pes de la banda). 

3- Vortejar. 

4- Dissoldre completament l’agarosa situant-la en un bany a 55 ºC. 

5- Afegir el Glassmilk (5 �l), que haurem prèviament dissolt totalment. 

6- Vortejar i agitar durant 10-15 minuts a temperatura ambient. 

7- Centrifugar 1 minut a 12000 rpm i fer 3 rentats amb New wash. 

8- Deixar secar el pèl·let 10-15 minuts. 

9- Resuspendre amb aigua (5 �l) i tris 1 mM pH 7,5 (2 �l). 

10- Centrifugar 1 minut a 12000 rpm i recollir el sobrenedant. 

 

Nota: Per recollir més quantitat de mostra podem tornar a resuspendre el pèl·let 

amb aigua i tris i recollir de nou el sobrenedant. 

 

Digestions

Les digestions es preparen tenint en compte el tampó més adient pel/s enzim/s 

que es van a utilitzar. La temperatura d’incubació també dependrà del/s enzim/s. El 

volum afegit d’enzim no pot ésser superior al 10% del volum final degut al contingut de 

glicerol. Per calcular el temps d’incubació es té en compte que una unitat d’enzim talla 

1 �g de DNA per hora a la temperatura recomanada pel fabricant. 

 

Exemple del que s’ha d’afegir a un Eppendorf estèril per realitzar una digestió: 

  

42,7 �l d’aigua milliQ estèril. 

 2 �l de DNA (1 �g/�l). 

 5 �l del tampó corresponent. 

 0,3 �l d’enzim  
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Lligacions
 

Per fer les lligacions s’utilitzan 50 ng de plàsmid. 

 

La quantitat de ng del instert es dedueix amb la formula: 

 nginsert = ngvector x pbinsert / pbvector 

 

En la lligació la relació insert:vector que s’utilitza és de 3:1. 

 

Cal tenir en compte que al fer la lligació es fan servir 2 tubs, el 3:1 i el 0:1, aquest 

últim no conté insert i és el control de la lligació. Un cop transformades i sembrades els 

bacteris hauria d’haver-hi més colònies a la placa 3:1 que a la 0:1.  

 

Reactius. 

 

 Llligasa T4.  

 Buffer 10X. 

 

Protocol.

Afegir a cada tub el següent per a un volum final de 20 �l: 

 0:1 3:1 

Insert - �l calculats 

Vector �l calculats �l calculats 

Buffer 10X 2 �l 2 �l 

Llligasa T4 1 �l 1 �l 

Aigua milliQ estèril Fins a 20 �l Fins a 20 �l 

Els tubs es deixen tota la nit a 16 ºC. 
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Transformació 

Material.

 • Bacteris competents. 

 • Medi de cultiu LB. 

 • Plaques d’LB-agar amb l’antibiòtic d’elecció. 

 

Protocol.

1- Descongelar en gel una alíquota de bacteris competents. 

2- Afegir uns 50 ng del plasmidi que es vol transformar (en cas que provingui 

d’una lligació s’afegiran 2 �l) en 100� �l de competents. 

3- Realitzar un xoc tèrmic fred-calor. Els competents es deixen 30 minuts en 

gel, després 45 segons a 42 ºC i finalment 2 minuts en gel. 

4- Afegir 500��l d’LB sense antibiòtic a la campana de bacteris. 

5- Incubar 1 hora a 37 ºC en agitació. 

6- Plaquejar uns 100 �l a les plaques d’LB-agar amb l’antibiòtic d’elecció. 

 

 

Preparació d’stocks de glicerol 

Material.

 • Glicerol 80% (v/v) estèril. 

 • Medi de cultiu LB. 

 

Protocol. 

 

1- Créixer els bacteris amb LB i l’antibiòtic d’elecció durant tota la nit a 37 ºC. 

2- A 810 �l del cultiu de bacteris afegir 190 �l de glicerol 80% de manera que 

el percentatge final és del 15%. 

3- Mesclar i congelar a -80 ºC. 
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Electroforesi en gel d’agarosa 

La concentració d’agarosa (0,75-2%) depèn del tamany del fragment que volem 

visualitzar, quan més petit sigui el fragment, major haurà d’ésser el percentatge del 

gel. 

 

Reactius i tampons. 

 • Agarosa. 

• TAE 1X. 

 40 mM Tris-acetat. 

 1 mM EDTA. 

 • Buffer de DNA 6X. 

  60% Glicerol. 

 60 mM EDTA. 

 • Bromur d’etidi 10 mg/ml. 

 

Preparació. 

1- Dissoldre l’agarosa amb TAE 1X al microones. 

2- Afegir el bromur d’etidi (0,5-1��g/ml). 

3- Montar l’aparell. 

4- Afegir el buffer de DNA a les mostres (dilució 1:6). 

5- Carregar les mostres i corre-les a 25-100 V. 

Purificació de DNA plasmídic 

Minipreps 

 

Per realitzar les minipreps el dia anterior es pica una colònia i es deixa créixer a 

37ºC i amb agitació durant tota la nit en 4 ml d’LB i l’antibiòtic d’elecció. Les minipreps 

es van realitzar amb el kit Wizard®plus minipreps (Promega) seguint les indicacions 

del fabricant. 
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Maxipreps 

 

Per realitzar les maxipreps es pica una colònia i es deixa incubar durant 8 hores a 

37 ºC i amb agitació en 4 ml d’LB i l’antibiòtic d’elecció. Un cop han passat les 8 hores 

els 4 ml d’LB es situen en un Erlenmeyer que conte 250 ml d’LB i l’antibiòtic d’elecció i 

es deixa créixer a 37 ºC i amb agitació durant tota la nit. Les maxipreps es van realitzar 

amb el kit QIAfilterTM Plasmid Maxi kit (Qiagen) seguint les indicacions del fabricant. 

 

Clonació de GADD153 
 

Per a la clonació de GADD153 es van utilitzar els següents primers dissenyats a 

partir de la seqüència al GenBank S40706: 

 

 GADD153-forward:   5�-CAAGAAGGAAGCTTATCTTCATA-3� 

 GADD153-reverse:   5�-CAATCTCTAGATACAAGCTGAG-3� 

 

El primer forward contè una diana de restricció per HindIII i el reverse una per XbaI. 

Aquest enzims no presenten dianes a l’interior de la seqüència de GADD153. 

 

A partir del RNA de cèl·lules tractades amb DA 500 �M durant 24 hores es va 

obtenir el cDNA mitjançant una retrotranscripció en la que es va fer servir el primer 

reverse. 

 

El cDNA es va utilitzar per realitzar una PCR amb una temperatura d’anellament de 

56 ºC. El resultat de la PCR es va analitzar mitjançant un gel d’agarosa al 1% i la 

visualització es va realitzar mitjançant bromur d’etidi. El fragment corresponent al 

tamany esperat (751 pb) es va purificar. 

 

Per clonar el fragment purificat al interior del plàsmid pcDNA3.1 (+) (Invitrogen) es 

van tallar el fragment i el plasmidi amb els enzims de restricció XbaI i HindIII. Els 

productes de la digestió es van córrer en un gel d’agarosa i les bandes corresponents 

als tamanys esperats es van purificar per realitzar la lligació.  
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Un cop realitzada la lligació es van transformar bacteris competents amb el 

plasmidi obtingut i es van creixer en plaques d’LB-agar amb l’antibiòtic ampicil·lina (50 

�g/ml).  

 

De les colònies obtingudes es van fer minipreps que es van tallar amb diferents 

combinacions d’enzims de restricció per comprovar que el plàsmid obtingut era el 

pcDNA 3.1 amb el gen de GADD153 inserit. Un cop comprovat que el plàsmid obtingut 

era el correcte es va fer una maxiprep a partir de la miniprep. La maxiprep també es va 

comprovar mitjançant la restricció enzimàtica de diferents combinacions d’enzims.  

RT-MLPA (Retrotranscriptase multiplex ligation-dependent probe amplification)

Fonament. 

 

L’RT-MLPA és una tècnica que permet la quantificació relativa de fins a 45 

seqüències d’àcids nucleics en una sola reacció. Cada sonda de l’RT-MLPA consisteix 

en 2 oligonucleòtids, un dels quals presenta una regió no hibriditzant que té una 

longitud i una seqüència diferent per cada àcid nucleic, permetent la seva separació 

mitjançant una electroforesis capil·lar. Com les sondes estan marcades amb un 

marcador fluorescent (FAM), un cop separats els productes es calcula l’àrea de 

fluorescència que és emesa per cada producte, el tamany de la qual serà proporcional 

a la quantitat inicial de l’mRNA del gen d’interés.  

Material.

• Kit R011 Apoptosi (MRC-holland), per a la detecció simultània de 38 mRNA. 

 

Protocol.

200 ng d’RNA total van ser retrotranscrits utilitzant primers específics pels gens 

d’interès. El cDNA obtingut va ser incubat durant 16 hores amb les sondes del kit a 

60ºC. Els oligonucleòtids van ser lligats afegint la Ligase-65 durant 15 minuts a 54 ºC. 

Els productes de la lligació van ser amplificats per PCR (35 cicles, 30 segons a 95 ºC, 

30 segons a 60 ºC i 1 minut a 72 ºC). Els fragments amplificats, productes de la PCR, 

van ser separats per electroforesi capil·lar en un 48-capillary ABI-Prism 3730 Genetic 

195



Materials i mètodes 

Analyzer (Applied Biosystems/Hitachi, Foster City, CA). L’àrea de cadascun dels pics 

va ser analitzada utilitzant el programa Genemapper analysis software (Applied 

Biosystems). Els nivells de cadascun dels mRNAs van ser normalitzats respecte al gen 

�-glucuronidasa (GUS). 

                 Primer X 

                     Primer Y 

 Seqüència Stuffer     
(diferent per cada sonda) 

Esquema representatiu de les sondes utilitzades al RT-MLPA i dels productes de l’amplificació. 

 

 

 

1

2

   45

   Seqüència d’hibridació      Seqüència d’hibridació 
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ABREVIACIONS





Abreviacions 

3-MA    3-Metiladenina 

5-HT   Serotonina 

6-OHDA  6-hidroxidopamina  

AIF    Apoptosis inducing factor 

AR    Àcid retinoic 

ATF    Activating transcription factor 

ATG    AuTophaGy-related gens 

ATV    Area tegmental ventral 

ATZ    �1-antitrypsin Z 

BH    BCL-2 homology 

BH4    Tetrahidrobiopterina 

CaMKII   Quinasa II depenent de Ca2+  

C\EBP   CCAAT/enhancer binding proteins 

CHOP/GADD153  C/EBP homology protein/Growth-arrest DNA damage-inducible 

153 

CMA    Chaperone-mediated autophagy 

COMT   Catecol-O-metiltransferasa 

CPY    Carboxipeptidasa Y 

CVT    Cytosol-to-vacuole-targeting 

DA    Dopamina 

DAA                            Descarboxilasa dels aminoàcids aromàtics 

DAcr    Dopaminocrom 

DAPK    Death-associated protein kinase 

DAT    Transaportador de dopamina 

DD    Death domain 

DED    Death effector domain 

DISC    Death-inducing signaling complex 

DOPAC    Àcid dihidroxifenilacètic 

DOPAL   3,4-dihidroxifenilacetaldehid 

DRP1    Death-associated related protein kinase 1 

EDEM    ER degradation–enhancing �-mannosidase-like protein 

eIF2�    �-subunit of eukaryotic translational initiaton factor 2 

ERAD    Endopasmic Reticulum-assodiated degradation 

ERSE   Endoplasmic reticulum stress response element       

FBS    Fetal bovine serum 

GAIP    G-interacting protein 

GRP78   Glucose-regulated protein 78 
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Abreviacions 

GSH    Glutatió 

GUS    �-glucoronidasa 

HIF    Hypoxia-inducible factor 

HPLC    High-Performance Liquid Chromatography 

HRE    Hypoxia responsive element 

HVA    Àcid homovanílic 

IAPs    Inhibitors of apoptosis proteins 

IGF    Insulin-like growth factor 

IRE1    Inositol requirement 1 

IRS    Insulin receptor substrate 

LB    Lewy body 

LRRK2   Leucine-rich repeat kinase 2 

LC3    Microtubule-associated protein 1 light chain 3 

MAO    Monoamino-oxidasa 

MES    Mitjana del error estàndard 

MOMP   Mitochondrial outer membrane permeabilization 

MPTP    N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridini 

MTT   1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazan

NAC    N-acetilcisteïna 

NACP    Component no amieloide �/A4 de la malaltia d’Alzheimer  

NM    Neruomelanina 

OS9    Osteosarcoma 9 

PARP-1   Poly (ADP-ribose) polymerase-1 

PAS    Pre-autophagosomal strucure 

PD    Parkinson’s disease 

PE    Phosphatidylethanolamine 

PI3K    Phosphatidylinositol 3-phosphate kinase 

PINK1   Phosphatase and tensin homolog (PTEN)-induced putative

 kinase 1 

PKA    Protein kinase A 

PKC    Protein kinase C 

PLD2    Fosfolipasa D2 

PtdIns    Phosphatidylinositol 

RE    Reticle endoplasmàtic 

RNS   Reactive nitrogen species 

ROS   Reactive oxygen species 

SAM   S-adenosilmetionina
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Abreviacions 

SNC    Sistema nerviós central 

SNpc    Substantia nigra pars compacta 

SOD    Superòxid dismutasa 

tBOOH   Tert-butilhidroperòxid 

TCP    Tranilcipromina 

TGN    Trans-Golgi network 

TSC2    Tuberous sclerosis complex 2 

TH    Tironisa hidroxilasa 

UCH-L1   Ubiquitin C-terminal esterasa L1   

UP    Unfolded proteins 

UPR    Unfolded protein response 

UPS    Ubiquitin proteasome system 

VMAT    Transportadors vesiculars de monoamines 

XBP1    X-box binding protein 1 

XTP3B   XTP3-transactivated gene B
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