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1. Introduccio






1.1. Sistema adreneérgic

El sistema nervidos autonom el conformen el sistema nervids simpatic i el
parasimpatic. El sistema nervids simpatic pot actuar de manera directa, mitjangant
I'alliberament del neurotransmissor noradrenalina des de les seves terminals
nervioses, aixi com també indirectament a través de l'alliberament d’adrenalina de
les glandules adrenals al torrent sanguini. Tant la noradrenalina com I'adrenalina
tenen la capacitat d’'unir-se i activar els mateixos receptors, anomenats receptors
adrenergics. Per altra banda, el sistema nerviés parasimpatic actua mitjangant

I'alliberament d’acetilcolina i la conseqlient activacié dels receptors muscarinics.

En general, podem dir que les funcions d’aquests dos sistemes nerviosos soén
oposades. Mentre que l'activacido del sistema simpatic situa el cos en situacid
“d’emergencia”, preparat per a realitzar esforgos vigorosos, |'excitacié del sistema
nervids parasimpatic produeix |'efecte contrari, preparant el cos per restar en un
estat “vegetatiu”. A nivell fisidlogic, per exemple, I'activitat simpatica augmenta la
freqliéncia cardiaca i la pressio arterial, alhora que afavoreix el flux sanguini des de
la pell i les visceres en direccidé als musculs, i també redueix la mobilitat intestinal;
totes aquestes respostes so6n apropiades en cas de tenir la necessitat d’'una fugida
rapida. Per altra banda, el sistema parasimpatic disminueix la freqliiencia cardiaca i la
pressid arterial, i promou la circulacié sanguinia cap a l'intesti, aixi com I'augment de

la seva mobilitat; aquestes accions, en canvi, sén apropiades pel repos i la digestio.

1.1.1. Les catecolamines: estructura molecular i receptors cel-lulars

Estructuralment, les catecolamines estan formades per un nucli catecol (un
anell aromatic amb dos residus hidroxils contigus) unit a una cadena carbonatada
amb un grup amino (figura 1). Petites modificacions en aquesta estructura originen
les diferents catecolamines existents, com per exemple, la dopamina, Ila
noradrenalina i I'adrenalina. La dopamina actua com a neurotransmissor en el cervell,
i de forma autocrina i paracrina en la periféria de I'organisme, afavorint I'acumulacié
de sodi intracel-lular. La noradrenalina i I’'adrenalina, com ja hem dit, sén hormones

clau en la senyalitzacié del sistema nervids simpatic.

Els receptors de la noradrenalina i 'adrenalina sén els receptors adreneérgics.
Actualment, es coneixen dos grans grups de receptors, els de tipus a i els de tipus B.
Dins de cada grup, pero, trobem diferents subtipus. Aixi doncs, dins del grup dels

receptors a trobem dos subgrups, els al i els a2, i en ambdds casos encara els



dividim en al,, alg o alp, i en a2,, a2z 0 a2¢ (1). Per la seva banda, els receptors 8

també es poden dividir en tres subtipus: B1, B2 o B3 (2).

NH!
HO Dopamina
H
HO
NH
HO OH Noradrenalina
H
HO
HH\
HO .
OH €H. Adrenalina
H
HO
Figura 1. Estructura molecular de les catecolamines. Les modificacions terminals en la
cadena hidrocarbonada unida al grup catecol diferencien les diferents catecolamines. Imatge
adaptada de Goldstein (3).

Tots els receptors adrenérgics pertanyen a la superfamilia dels receptors amb
set dominis transmembrana acoblats a proteina G. Els diferents subtipus de receptors
s'uneixen a diferents subunitats a de la proteina G. En general, els receptors al
s’uneixen a la proteina Gg/11, mentre que els receptors a2 s’uneixen a la proteina G;, i
els B a la Gs. No obstant, aquesta relacié no és sempre aixi, ja que se sap que alguns
receptors poden interactuar amb més d’una proteina G, com per exemple el receptor
adrenergic de tipus B2, el qual pot unir-se tant a Gs com a G; (4). De forma general,
pero, la unié dels receptors a la proteina Gg/11 indueix I'activacié de la fosfolipasa C
(PLC), la qual processa els fosfolipids de membrana alliberant inositol 1,4,5-trifosfat
(IP3) i diacilglicerol (DAG). El primer, viatja pel citosol fins al reticle endoplasmatic
on provoca l'alliberament de Ca®* del reticle cap a l'interior cel-lular. El DAG, per la
seva banda, activa la PKC, la qual s’encarrega de fosforilar altres proteines i activar

altres vies.

Per la seva banda, l'activacié de la proteina Gs indueix l'activacié de |'adenil
ciclasa (AC), la qual provoca un augment intracel-lular dels nivells de cAMP i la

conseqlient activacio de la proteina quinasa A (PKA), la proteina efectora d’aquesta



via. Contrariament, |'activacié de la proteina G; inhibeix l'accié de I'AC, disminuint els

nivells intracel-lulars de cAMP i l'activacio de PKA.

Aguesta variabilitat en la unid a diferents proteines G implica diferéncies en la
senyalitzacio a través de cada tipus de receptor (veure figura 2). Es per aquest fet,
doncs, que l'expressio diferencial dels diferents subtipus de receptors adrenergics
condicionara els efectes tant de la noradrenalina com de I’'adrenalina en els seus llocs

d’accio.

1.1.2. Expressio dels receptors adreneéergics

En aquest apartat parlarem, basicament, de I’‘expressid6 dels receptors
adreneérgics tant a cor com a ronyo, ja que son els organs on hem focalitzat els

nostres estudis.

En el cor trobem practicament tots els tipus de receptors, tant de tipus a com B,
tot i que aquests Ultims son els més abundants, amb una proporcié aproximada
respecte als a de 1:9 (5). En cardiomiocits, la proporcié de receptors alg respecte els
als és de 8:2 (5), mentre que la preséncia dels alp és gairebé inexistent. De la
mateixa manera, en cardiomiocits també podem trobar els receptors B1 i B2 en una
proporcido aproximada de 8:2 (5), mentre que els receptors B3 s’expressen de
manera negligible. Els receptors de tipus a2 no s’expressen en els cardiomiocits
propiament, perd si en canvi a les sinapsis de les neurones del sistema nervids
simpatic que innerven el miocardi (majoritariament a2¢), i s’encarreguen d’inhibir la

secrecié de noradrenalina des de la sinapsi quan se n’allibera una gran quantitat (6).

En el ronyd, l'expressio dels receptors adrenérgics no esta tant ben
caracteritzada, especialment pel que fa als receptors de tipus a. En aquest sentit, en
humans s’han detectat els mRNAs dels tres subtipus de receptors al, sent els més
abundants els al, (45%) (7). Els receptors alg es van localitzar a la zona medul-lar,
mentre que els alp son els menys abundants i es van localitzar especificament en
vasos intra-renals (7). Ara bé, aquestes expressions d’'mRNAs no s’han pogut
confirmar posteriorment a nivell de proteina. En rates, els receptors al, i alg també
s’han localitzat en els diferents segments de la nefrona, sent la seva expressid
superior en el cortex i inferior a mida que ens endinsem cap a la medul-la. En
general, I'expressid dels dos subtipus és similar, tot i que en la zona interior de la

medul-la predominen els receptors alg (8;9).



Els receptors a2, en canvi, s’han detectat tant a nivell d’'mRNA com de proteina,

sent els més abundants els a2,. Els subtipus a2g i a2c també s’expressen, pero en

molta menor quantitat. En els tres casos, I'expressié dels diferents mRNAs s’ha

localitzat tant a nivell de cortex com de medul-la (7).

A ¥ :
Wew SN AC Inactiva
'!'F[‘F'LE 3 AC AC Activa
k AC
g; - GTP
c [\l
A cAMP
\ caMP anf@e» cAMP
PKA inactiva PKA activa
B

PKC Activa

PKC inactiva

Reticle endoplasmic

Figura 2. Esquema reduit de les principals vies de transducciéo de senyal a través
dels receptors acoblats a proteines G; (A) 1 Gg/11 (B). Les proteines G; produeixen

I'efecte invers a les proteines Gs inactivant I'enzim AC.

Pel que fa als receptors adrenérgics de tipus B, la seva expressido a ronyo ha

estat bastant més ben caracteritzada. En general, la seva expressio és superior en el

cortex en comparacid a la medul-la. En general, trobem més receptors del subtipus

B1 que no pas del B2, amb unes relacions de 65:35, dels quals el 70% es troben al

cortex i l'altre 30% a la medul-la (10). Analitzant més profundament la seva



distribucio, es descriu que els B1 es localitzen en les cél-lules mesangials, les cel-lules
granulars juxtagromerulars, I'epiteli de la macula densa, en els tubuls proximals i
distals i en les cél-lules intercalades de tipus A secretores d’acid dels tubuls corticals i
medul-lars. Per la seva banda, els receptors de tipus B2 es localitzen sobretot en les
zones apicals i sub-apicals de |'epiteli dels tubuls proximals, perdo també dels tubuls
distals, tot i que en menor proporcid. Els dos subtipus, tant els 1 com els B2, també
s’expressen abundantment en les membranes de les cél-lules musculars llises de les

artéries renals (10).

1.1.3. Efectes del sistema adrenergic en el cor

El sistema adrenérgic juga un paper molt important en la regulacioé de la funcio
contractil del cor. Els efectes principals de |'adrenalina al cor sén els d’augmentar
tant la forca (inotropia) com el ritme de contraccid (cronotropia), aixi com també la

forca de relaxacio o lusotropia.

A la literatura, els treballs amb l'objectiu de determinar la importancia relativa
dels diferents subtipus de receptors sobre la funcié contractili han sigut molt
coherents respecte a l'accié dels receptors B-adrenérgics, perdo molt menys en el cas
dels a-adrenérgics. Aixi doncs, sembla ser que en condicions normals no
patologiques, son els receptors Bl els maxims responsables del control de la funcié
contractil (11). Com ja hem comentat anteriorment, els receptors Bl sén els
majoritaris al cor i via proteina Gs, AC, cAMP i PKA provoquen un increment de Ca**
intracel-lular que acaba incrementant la inotropia, la cronotropia i la lusotropia. El
mecanisme que ho explica és mitjancant la PKA, la qual fosforila diferents proteines,
entre altres els canals de Ca?* de tipus L presents a la membrana citoplasmatica,
afavorint aixi I'entrada de Ca®* extracel-lular (12). També fosforila la troponina I,
provocant canvis conformacionals en aquesta que bloquegen la seva funcié
inhibidora, facilitant d’aquesta manera que els caps de miosina s’uneixin als filaments
d’actina (13). La PKA també fosforila els caps de la miosina, incrementant-ne la seva
activitat ATPasa, fet que permet un lliscament més efectiu dels filaments d’actina.
Finalment, la PKA també fosforila la proteina fosfolamban (13), la qual una vegada
fosforilada ja no és capac d’inhibir la bomba de Ca®* del reticle (SERCA), facilitant

una reabsorcié del Ca®* intracel-lular més eficac.

Contrariament a l'efecte dels receptors B, I'efecte dels receptors a-adrenérgics
no queda clar a la bibliografia, fins al punt que sovint trobem contradiccions. Tant en

cardiomiocits aillats com en musculs papil-lars s’han observat respostes bifasiques



(inicialment cardiotonica i posteriorment cardiodepressora) (14;15), perd també
respostes Unicament cardiodepressores (16;17) o cardiotoniques (18). En estudis en
cor perfés s’han observat també els dos patrons de resposta, un de bifasic (19) i uns
altres Unicament cardiodepressor (20) o cardioestimulador (21). S’han descrit
diferéncies en la proporcié i tipus de receptors presents en el cor en funcié de
I'espécie i l'edat de l'animal, les quals podrien explicar, en part, els resultats

divergents descrits fins ara a la bibliografia (2).

Tot i el paper clau del sistema adrenérgic a I'hora de controlar certs aspectes
del metabolisme del cor, un excés de senyalitzacié a través de les catecolamines pot
provocar |'aparicié de lesions i disfuncions contractils. Aquests efectes perjudicials de
les catecolamines s’han observat en diferents models experimentals, com per
exemple en cardiomiocits aillats (22), en cor perfds (19) i en I'animal sencer (19;23).
En general, s’accepta que |'aparicié d’aquestes lesions és deguda a l'accié dels
receptors B, concretament els Bl (24;25), mentre que el paper dels receptors a
sembla ser molt menys rellevant, exceptuant I'aparici6 d’hemorragies sub-
endocardiques, tot i que fins i tot en aquest cas, és necessaria la senyalitzacio
simultania a través dels dos tipus de receptors, a i B, per a qué siguin rellevants
(19;26).

El mecanisme molecular responsable de [|aparici6 d’aquestes lesions és
I’activacio dels receptors B adrenérgics, els quals via PKA, provoguen un increment
excessiu de Ca’* intracel-lular, comportant la conseqiient pérdua de I'homedstasi
ionica en el cor. Aquest fet bloqueja la cadena respiratoria, provocant la generacio
d’especies reactives de |'oxigen (ROS) i una forta davallada del contingut d’ATP
intracel-lular. Addicionalment, la propia metabolitzacié de les catecolamines encara
provoca un augment més gran de la producciéo de ROS. L'estrés oxidatiu és, segons

molts autors, el principal responsable de I'efecte nociu de les catecolamines (27;28).

A nivell cel-lular i sub-cel-lular, les lesions generades per les catecolamines es
caracteritzen per la degradacié de l'estructura dels sarcomers, els quals se separen
dels discs intercalars i dels sarcomers contigus, sovint compactant-se fins a formar
les anomenades bandes de contraccié. La cel-lula pateix un inflament molt evident
producte del desequilibri osmotic, provocant que la membrana plasmatica se separi
dels sarcomers. Les mitocondries també presenten una morfologia dilatada degut a
les mateixes causes (26). A nivell histologic, s‘observa un increment molt important
del nombre de cél-lules infiltrades, aixi com d’hemorragies i destruccié focal de fibres
(19;29).



1.1.4. Efectes del sistema adreneérgic en el ronyo

El ronyd és l'0rgan encarregat de mantenir el volum, la composicié mineral i
I'acidesa del fluid corporal mitjancant I'excrecidé i la reabsorcié d’aigua i electrolits
inorganics, com per exemple: sodi, potassi, clor, calci, magnesi, sulfat, fosfat i
hidrogenions. Aquest fet ajuda a mantenir els balancos correctes d’aquests ions en el

cos i mantenir la seva concentracio dins d’'un rang adequat en el fluid extracel-lular.

El sistema nervids autonom juga un paper clau en la regulacié de les funcions
renals mitjancant els sistemes simpatic i parasimpatic (30). Anatomicament, Muller i
Barajas ja van demostrar el 1972 com axons adrenérgics i colinérgics estaven en
contacte directe amb diverses zones dels tubuls proximals i distals, només separats
per la membrana basal (31). Actualment, se sap que els terminals pertanyents al
sistema simpatic estan en contacte directe amb les membranes basals de tots els

segments tubulars, aixi com també amb les cel-lules granulars juxtaglomerulars.

L'augment de la senyalitzacié adrenérgica al ronyd pot afectar tant la circulacio
renal com les funcions tubulars. A nivell circulatori, un augment de la senyalitzacié
adreneérgica produeix una disminucié del flux de sang renal (RBF), i per tant, de la
taxa de filtracido glomerular (GFR). A nivell tubular, un increment en la senyalitzacié
adreneérgica produeix un augment de la secrecié de renina per part de les cel-lules
juxtaglomerulars, aixi com també un increment de la reabsorcié tubular de Na*. Es
important tenir en compte, pero, que la intensitat de I'estimul nerviés necessaria per
desencadenar cadascuna d’aquestes respostes difereix lleugerament (veure figura 3).
Aixi doncs, l'increment de la secrecid de renina es dona en estimuls nerviosos
d’'intensitat sub-llindar per a la disminucié de I’'excreci6 de Na* en orina, i a la
vegada, la disminucié de Na* en orina es ddna en estimuls d’intensitat sub-llindar per
a la disminucié del RBF. Inversament, estimuls que disminueixen el RBF comporten

també augments de la secrecié de renina i de la reabsorcié tubular de Na* (30).

A nivell de receptors, els receptors adrenergics de tipus a2 soén els principals
encarregats de regular l'alliberament de noradrenalina des dels terminals pre-
sinaptics del ronyd (32). Aquests receptors poden ser activats per noradrenalina
endogena, establint-se aixi un sistema de retro-inhibicié. L'augment de la reabsorcid
tubular de Na*, i consequent disminucié de I'excreci6 de Na* en orina, es dodna
mitjancant l'estimulacié dels receptors alg-adrenérgics en les cél-lules de I'epiteli
tubular renal (33), mentre que la disminucié del RBF es déna a través dels receptors

de tipus al, de les artéries renals (34). Finalment, I'augment de la secrecidé de renina



i la conseqlient activacid del sistema renina-angiotensina es ddéna mitjangant
I'activacio dels receptors B-adrenérgics de les cel-lules granulars juxtaglomerulars
(35). L'activacié dels receptors B-adrenérgics i la conseqlient activacié de la via del
cAMP i PKA a través dels receptors units a proteina Gs és el principal estimul per tal
que les cél-lules juxtaglomerulars secretin els granuls de renina (36). Contrariament,
estimuls que augmentin el Ca’?* intracel-lular de les cél-lules juxtaglomerulars
disminueixen aquesta secrecié de renina. Per tant, agents vasoconstrictors com ara
I’'angiotensina II, I'endotelina, la vasopressina i la noradrenalina sén capagos de
disminuir la secrecidé de renina (36), en el que es podria entendre com un sistema de

regulacié local de la secrecié de renina.
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Figura 3. Resposta del rony6 a I'estimulacié del sistema nerviés simpatic. Relacio
dels efectes de I'estimulacid del sistema nervidés simpatic renal (SNR) sobre les respostes a
la secrecio de renina (increment), excrecié de sodi (descens), i del flux de sang renal (RBF)
(descens) obtinguts d’estudis en diferents models animals. Adaptacié de DiBona i Kopp
(30).

La senyalitzacié adrenérgica al ronyé té un efecte cabdal en el control de la
pressié sanguinia de l'organisme. L'excés de senyalitzacié adrenergica és la causa
principal d’'una de les malalties més esteses actualment com és la hipertensid. De fet,

s’ha demostrat que la senyalitzacié adrenérgica es troba incrementada en varies
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formes d’hipertensid, com ara la hipertensié essencial (37), la hipertensid relacionada
amb l'‘obesitat (38) o la preeclampsia (39). També trobem alts nivells de
senyalitzacid adrenérgica en pacients amb insuficiéncia renal cronica (CRF) (40;41),
fins al punt en qué els nivells de noradrenalina plasmatica sén indicadors tant de la
supervivéncia com dels incidents cardiovasculars en pacients amb malaltia renal en
etapa final (42).

A nivell histologic, I'augment de la senyalitzacié adrenérgica pot causar atrofia i
dilatacions dels tubuls, aixi com també I'augment de la infiltracié de monocits. De fet,
hi ha un increment de I'expressié del Factor de Creixement Transformant B (TGF-B)
gue es correlaciona amb un augment de la deposicié de col-lagen de tipus IV a l'espai
intersticial (43;44). La hiperactivitat del sistema nervidés simpatic, a més a més,
també contribueix a I'aparicié de glomeruloesclerosi (45), aixi com a l'acceleracié de
I'aterosclerosi, la vasoconstriccié i la proliferacié de cél-lules musculars llises i
fibroblasts en les parets dels vasos (46). L'augment de la senyalitzacié adrenérgica
també sembla jugar un paper important en la induccié de les lesions provocades per
la isquémia/reperfusid (47). Tots aquests efectes contribueixen a la progressio del

dany renal.

L'origen de la hipertensié no es deu Unicament a I'augment de l'activitat del
sistema nervids simpatic, sind a la interaccié entre diferents processos com son
I'estrés oxidatiu, la inflamacié i el ja comentat augment de la pressié arterial.
Independentment de quin d’ells sigui el desencadenant, qualsevol dels tres processos
és capag d’activar els altres dos, formant-se un bucle de retroalimentacié positiva; si
no s’interromp, aquest bucle acaba provocant la progressiva aparicidé de

vasculopaties i danys cardiac i renal acompanyats de disfuncio (48).

1.2. Receptors ErbB

Els receptors ErbB, pertanyen a la subclasse I de la familia de receptors amb
activitat tirosina quinasa. Aquesta familia, que rep el seu nom per ser I'homoleg
cel-lular de I'oncogen v-erbB (responsable de |'eritroblastosi aviar de tipus B), esta
formada per quatre membres: el receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR,
també anomenat ErbBl o HER-1), ErbB2 (Neu o HER-2), ErbB3 (HER-3) i ErbB4
(HER4) (49;50). Aquests receptors han desvetllat un interés creixent ja que s’ha anat
descobrint que alteracions en la seva expressié i/o activitat estan en la base de

multitud de cancers diferents (51;52).
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En condicions fisioldgiques normals, I'activacié dels receptors ErbB és controlada
per l'expressid espaial i temporal dels seus lligands, els quals son membres de la
familia de factors de creixement de I'EGF (53). La complexitat del sistema és gran, ja
que un unic receptor pot ser activat per diferents lligands, i un mateix lligand pot
activar diferents receptors (53;54) (veure figura 4). Dins els lligands de la familia de
I'EGF diferenciem tres grups: el factor de creixement epidérmic (EGF), el factor de
creixement transformant a (TGF-a), I'amfiregulina (AR) i I'epigen (EPG) s’uneixen
Unicament al receptor ErbB1; per altra banda, el factor de creixement epidermic
semblant a I'EGF i amb afinitat per I'heparina (HB-EGF), la betacel-lulina (BTC) i
I'epiregulina (EPR) tenen la capacitat d’unir-se tant a ErbB1 com a ErbB4. El tercer
grup el formen les neuregulines (NRG). Hi diferenciem dos subgrups: les que sén
capaces d’unir-se tant a ErbB3 com a ErbB4, és a dir, la NRG-1 i la NRG-2, i les que

nomeés tenen la capacitat d’unir-se a ErbB4, com soén la NRG-3 i la NRG-4.

La unié del lligand al receptor indueix la formacié de diferents homo- o
heterodimers, activant aixi el domini intracel-lular amb activitat tirosina quinasa dels
receptors i provocant la fosforilacid de residus de tirosina especifics del seu domini
citoplasmatic. Aquests residus fosforilats serveixen d’‘ancoratge a una série de
proteines senyalitzadores, les quals acaben desencadenant l'activacié de diferents

vies de senyalitzacid intracel-lular (49;55).

Actualment no es coneix cap lligand especific per a ErbB2, pero si que se sap
que dimeritza amb els altres receptors de forma preferent (56). A més a més, la
formacio de dimers amb ErbB2 incrementa l’estabilitat del dimer, i quan dimeritza

amb ErbB1 en limita la internalitzacio i degradacié lisosomal (50).

Per altra banda, ErbB3 conté un domini d’unié a lligand funcional, pero li manca
I'activitat tirosina quinasa degut a unes substitucions en residus critics en aquest
domini (57). Fins recentment, aquest fet feia pensar que, igual que ErbB2, per a
poder dur a terme la seva funcié biologica, ErbB3 havia de formar dimers
necessariament amb altres membres de la familia que poguessin fosforilar-lo. En un
estudi publicat aquest 2010 per Shi i col. (58), perd, aquests autors intenten
demostrar com malgrat les substitucions critiques esmentades anteriorment, el
domini tirosina quinasa d’ErbB3 encara reté suficient activitat com per poder

fosforilar el seu propi domini citoplasmatic.
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Figura 4. Estructura i nomenclatura dels receptors de la familia dels ErbBs. El
receptor conté 3 regions: una extracel-lular d’unié a lligand, una altra transmembrana i una
tercera citoplasmatica amb un domini amb activitat tirosina-quinasa. El domini d'unié a
lligand inactiu d'ErbB2 i el domini quinasa inactiu d’'ErbB3 estan indicats amb una X. Sobre
cada receptor s‘indiquen els lligands amb alta afinitat. (EGF, Factor de Creixement
Epidermic; AR, amfiregulina;, TGFa, Factor de Creixement Transformant a; BTC,
betacel-lulina; HB-EGF, Factor de Creixement semblant a I'EGF i amb afinitat per I'Heparina;
EPR, epiregulina; NRG, neuregulines; EPG, epigen). Adaptat de Roskoski i col. (54) i de
Dreux i col. (59).

1.2.1. Estructura molecular

Els receptors ErbB mantenen un alt percentatge d’homologia entre les seves
seqliencies, que va des d'un 53% entre ErbB1 i ErbB3, fins a un 64% entre ErbB1 i
ErbB2 (60). El domini més conservat és el que conté l'activitat tirosina quinasa,
mentre que la zona més heterogenia és la C-terminal. En general, els quatre
receptors ErbB comparteixen una arquitectura molecular comuna, representada a la

figura 4 i comentada en detall pel receptor ErbB1.
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ErbB1 és una glicoproteina transmembrana inicialment sintetitzada amb 1210
aminoacids i processada pel seu extrem N-terminal, originant-se aixi una proteina de
1186 aminoacids i un pes molecular aproximat de 170 kDa que és transportada a la
membrana plasmatica (61). Estructuralment els receptors ErbB, en aquest cas ErbB1,

es troben dividits en 4 parts:

(@) una zona extracel-lular caracteritzada per la preséncia de 4 dominis, dos
d’ells rics en cisteines i implicats en la dimeritzacié (62), i dos més implicats

en la unié del lligand, en aquest cas I'EGF (63).

(b) una zona hidrofobica formada per 23 aminoacids que s’estén per la
membrana cel-lular, la integritat de la qual és essencial per a la correcte

transduccié del senyal.

(c) una zona juxtamembrana, implicada en la modulacié de les funcions del
receptor; en aquesta zona es troben la thr654, diana per a la PKC, i la
Thr669, la fosforilacid de les quals inhibeixen |’activitat tirosina quinasa del

receptor (64).

(d) una regid citoplasmatica dividida en dues sub-regions; en una hi trobem el
domini amb activitat tirosina-quinasa, i en [laltre, situat a I'extrem
carboxiterminal, hi trobem una série de diferents tirosines fosforilables: Y-
992, Y-1045, Y-1068, Y-1086, Y-1148 i Y-1173 (55).

Segons el model proposat per Ullrich i Schlessinger 1'any 1990 (65), la regid
extracel-lular se subdivideix en 4 dominis (I-IV). Quan els receptors no estan units a
cap lligand, els dominis II i IV es troben intimament units mitjancant ponts disulfur
formats entre els diferents residus de cisteina presents en els dos dominis. A més a
més, el domini II presenta una protuberancia (bra¢ de dimeritzacié) que en estat
basal queda amagada a linterior de l'estructura. La unid del lligand a la regid
compresa entre els dominis I i III provoca un canvi conformacional i I'alliberament
del brac de dimeritzacid, fent-lo accessible a altres receptors i possibilitant aixi la

dimeritzacié entre aquests (60;66;67).

En el cas d’ErbB2, canvis en residus especifics dels dominis extracel-lulars
impossibiliten la unié dels lligands coneguts fins ara; interaccions directes entre els
dominis I i III, que no es donen en els altres receptors, redueixen l'espai necessari

per interaccionar amb un lligand. Addicionalment, alguns d’aquests canvis també
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distorsionen la unié entre els dominis II i IV, de manera que el brag de dimeritzacio6
gueda constantment exposat (68). Per aquestes raons, ErbB2 no només no uneix cap
lligand, sind que a més a més sempre esta en una conformacié activa, preparada per

dimeritzar amb qualsevol altre receptor.

Com acabem de dir, la unié dels lligands als receptors ErbB indueix la seva
dimeritzacié. Aquests canvis conformacionals, pero, no només afecten als dominis
extracel-lulars, sind que també s’estenen als dominis citoplasmatics, produint un
augment de l'activitat tirosina quinasa intrinseca dels receptors. Aquesta activacio
comporta la fosforilacid en trans o en cis de les tirosines dels extrems
carboxiterminals. Aquestes tirosines fosforilades atrauen una série de proteines que
s’'uneixen als receptors de forma directa o indirecta a través de proteines
adaptadores. Aquestes unions es donen a través de dominis SH2 (Src homology 2) i
PTB (phosphotyrosine binding), ambdds amb afinitat per les fosfotirosines (55). La
unié o no d’una proteina amb un domini SH2 a una fosfotirosina també depéen de la
seqliencia que envolta aquesta fosfotirosina. Aixi doncs, les diferéncies en la zona
carboxiterminal de cadascun dels receptors ErbB impliquen que diferents grups de
proteines s’uniran a diferents receptors, incrementant aixi les diferéncies en la
senyalitzacié entre els diferents receptors (Figura 5). Per afegir més complexitat al
sistema, els receptors ErbB son capacgos de fosforilar ells mateixos algunes de les
proteines unides a la seva zona carboxiterminal, activant-les o produint aixi més llocs

d’unio per altres proteines amb dominis SH2 o PTB (55).

A la figura 6 podem observar de forma esquematica les diferents vies principals

de senyalitzacié implicades en l'accié biologica dels ErbB, que son:

-Cascada de les MAP-quinases: la proteina adaptadora Grb2 s’uneix al
receptor activat mitjancant dominis SH2 i atrau a la proteina Sos cap a la
membrana plasmatica (69), on activen la proteina Ras pel bescanvi de GDP
per GTP. Posteriorment, Ras s’uneix a la Ser/Thr-quinasa Raf-1, activant
finalment la cascada de les MAP-quinases (70). La unié de Grb2 també pot
ser indirecta, via la proteina Shc, que s’uneix al receptor gracies a dominis
SH2, i una vegada fosforilada, s’uneix a Grb2 també mitjangant dominis
SH2.

-Fosfolipases: tant la fosfolipasa D, com la fosfolipasa Cy (PLCy) soén activades

pels receptors ErbB, sent l'activacio de la PLCy la més estudiada (71).
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Aguesta activacio genera IP3, el qual permet la mobilitzacié de calci des del

reticle endoplasmic, i DAG, que juntament amb el calci, activen la PKC (72).

-Fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K): la subunitat reguladora, p85, s’associa als
receptors mitjancant dominis SH2 i activa aixi la subunitat catalitica, p110
(73). La sintesi de PIP; facilita la translocacié a la membrana plasmatica de
la proteina quinasa B (PKB o Akt) unint-se al PIP;. Alla és activada
mitjancant una fosforilacié per part de la serina/treonina quinasa PDK-1

(quinasa depenent de fosfatidils inositols).

-Src: és un membre de la familia de les proteines tirosina-quinasa
citosoliques. La seva implicacio en la senyalitzacio dels ErbB és ampliament
reconeguda, tot i que no queda clar si és activada pel receptor o,
contrariament, participa en l'activaci6 d’aquest independentment de la
preséncia de lligand, mitjancant la transactivacié. Entre algunes proteines
activades per Src, destaquen la PI3K (fet que permet l'activacido indirecta
d’aquesta per ErbBl) i la proteina GAP, ambdues molt implicades en la

reestructuracié del citoesquelet.

A banda d’aquestes cascades, existeixen algunes proteines inactives que es
troben associades directament al receptor no fosforilat, i només son
activades o translocades a una altra localitzacié cel-lular quan el receptor
s’'uneix al seu lligand. Aquest és el cas, per exemple, dels factors de
transcripcid6 STAT units a ErbB1, concretament les isoformes 1, 3 i 5
(74,;75).

Com es pot veure a la figura 5, les diferents vies activades pels ErbB depenen
majoritariament de les afinitats de les proteines senyalitzadores per les diferents
tirosines fosforilades dels extrems carboxiterminals dels receptors. Aixi doncs, per
exemple, podem veure com tots els receptors tenen la capacitat d’activar la via de

les MAP quinases, mentre que només ErbB1 és capag d’activar la PLCy (55).

Aproximadament d'un 40 a un 60 % dels receptors ErbB presents a la
membrana plasmatica es troben localitzats en uns microdominis anomenats caveoles
(76). Aquesta local, perd elevada, densitat de receptors es pot entendre com un
mecanisme per a estimular la formacié de dimers inactius a I'espera de l'arribada del
lligand (60). En el cas d’ErbB1, la unié del lligand indueix una migracié dels receptors

cap a regions riques en clatrina, on es produeix una rapida internalitzacio del

16



receptor mitjancant vesicules de clatrina (77;78). Després de la internalitzacid, els
complexes van a parar a endosomes primaris. Durant el periple pel compartiment
endosomal els receptors poden reciclar-se i tornar a la superficie cel-lular o bé dirigir-
se cap als endosomes tardans i lisosomes, lloc on tant el lligand com el receptor soén

proteoliticament degradats (77;78). En el cas dels altres receptors (ErbB2-4), el

@ Grb? < - PI3K-pBS BB STATS 4 Crk <8 Src/CSK
| She @lle Chl PTP-2c [ MNck SH3BGRL
EGFR ErbB2 ErbB3 ErbB4
] I [
| 1
|
|
! I L )
1 53 H
- I pY-0885 Y A0 pY-0807
| ; pY-0TEQ pY-0B33
AY-DTGs e piY-0823 p¥-0B75
AY-0B01 """2_’,; pY-D&24
nY-0y
Y-0E1 Z pY-0868
e ? AY-DE0G pY-0888 pY-0850
oY-0827 OY-0B35 I ‘
p¥-0BES pY-0B76
pY-0831 . pY-0981 pY-1022 i
o pY-1035
i Y-0952 pY-1056
| e pY-1054 p¥-1066
¥-1005 | ¥-1132 ¥-1081
pY-05 4. P == P pY-108
' | pY-1023~ pY-1156 |8 pr-1128
- — pY-1107 pY-1150
= pY-1112 | pv-1162
__— pY-02c8)| = pY-1127 pY-1180 |
=] | Y1016 ov_1130 ' oY-1183 ===
-‘é" o-1089 AT py-123z2 pY-1202 oD
nY-1092 - pr=-1198 | pY-1234 o¥-1208 ‘
=P w1110 pY-1221 pY-12680 ov-1221 G
| pY-11104 pv-1125 o , v-1262 D —
AY-1222 . r p¥-1242
i g pY-1276 | =
BY= - i -1
pY-1246 [ pY-1288 predacs
I py-1282
3 [ aY-1172 F‘ pY-1307 pY-1266
Y. rd} + =
pE-AT py-1328 | ' '-"-*--2°31
pY-1284
pY-1301

Figura 5. Resum de les possibles unions de proteines senyalitzadores i adaptadores
als residus tirosina fosforilats dels receptors ErbB. Les interaccions formades estan
indicades amb simbols. El domini quinasa dels receptors esta dibuixat amb forma ovalada.
Els residus de tirosina subratllats i amb color marquen regions idéntiques entre diferents
receptors; les regions que envolten els residus en color tenen un alt grau d’homologia entre
els receptors. La majoria de les interaccions tenen lloc en el domini citoplasmatic, fora del
domini quinasa. ErbB1 té multiples parelles d’interaccid, la majoria per Grb2. ErbB2 no en té
gaires, entre elles Shc. ErbB3 interactua principalment amb la subunitat p85 de la PI3K i
ErbB4 en canvi, mostra forga varietat, amb bastants Illocs d’unié per a Grb2. Es mostra un

exemple de dimeritzacié per ErbB1. Adaptat de Schulze i col. (79).
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procés d’internalitzacié també té lloc, perd a una taxa molt més lenta que no pas la
d’ErbB1. De la mateixa manera, la seva degradacié lisosomal també és més reduida
(77). Tot i que la transduccié del senyal comenga a nivell de la superficie cel-lular,
aquest fenomen no queda restringit a aquest compartiment; hi ha evidéncies de que
també hi ha transduccié del senyal a través dels receptors localitzats al compartiment

endosomal (80).

Erb B Tots els ErbB ErbB3i ErbB4
w v W w W

membrana
plasmatica

e -
¥ b
|Ras |—h- Raf

MEK
Erk
o J/ & membrana
v s oza
Cg-Jun

cedos >

Figura 6. Esquema reduit de les principals vies de transduccié de senyal a través
de la familia ErbB. En verd a la membrana plasmatica es representen homodimers o
heterodimers dels receptors. Sobre ells s’indica quins dels ErbB estimulen de forma directa o
indirecta les diferents vies de transduccié de senyal cap al nucli. Adaptat de Jorissen i col.
(60) i Holbro i Hynes (50).

Aquest sistema d'internalitzacié dels receptors després de ser activats es pot
entendre com una manera de regular la duracié i la intensitat de la senyalitzacié per
part de la cél-lula. No obstant, hi ha casos en qué el sistema escapa al control
cel-lular. Per exemple, s’ha vist com la sobrexpressié d’ErbB2 inhibeix la

internalitzacié d’ErbB1 i en provoca la conseqlient activacié constitutiva (81).
1.2.2. Distribuci6 tissular
L'expressid dels receptors ErbB durant les fases del desenvolupament oscil-la

ampliament. La seva categoria de receptors de factors de creixement els atorga un

paper molt important durant la fase embrionaria. Aixd no vol dir, perd, que en
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I'animal adult la seva expressié desaparegui, perd si que en general es redueix. A
I'organisme adult, els receptors ErbB s’expressen en una gran varietat de teixits
d’origen epitelial, mesenquimal i neuronal. Estudis immunohistoquimics en teixits
humans d’individus adults mostren com aquests receptors estan ampliament
distribuits a l'organisme; els trobem al tracte gastrointestinal, urinari i respiratori,
aixi com també al sistema circulatori, nervids i reproductiu. Evidentment, també els

trobem a la pell (veure taula 1).

ErbB1° ErbB2° ErbB3¢ ErbB4“

Estomac - + ++ ++

Fetge ++ - ++ ++
Pancrees (acinus) ++ - - +
Bronquis ++ ++ ++ ++

Cortex adrenal - - +++ ++
Medul-la adrenal - - + +

Cervell - - +++ +
Testicles - - ++ +

Ovaris - + ++ +
Epidermis ++ ++ ++ ++

Taula 1. Expressio dels ErbBs a diferents organs i teixits humans. Els teixits
van ser puntuats amb una escala semi-quantitativa basada en la intensitat del
marcatge: negatiu (-); suaument positiu (+); moderadament positiu (++);
fortament positiu (+++). a, descrit per Damjanov i col. (82); b, descrit per Press i
col. (83); c, descrit per Pringent i col. (84); d, descrit per Srinivasan i col. (85).

1.2.3. Activitat biologica dels ErbB

El sistema de receptors ErbB és essencial per l'organisme, tant durant
I'ontogenia com en la vida adulta. Estudis realitzats en animals knock-out per
cadascun dels receptors han mostrat la seva letalitat ja en I'estadi embrionari. Aixi,
mitjancant ratolins knock-out per ErbB1l es va demostrar com aquest receptor és
essencial pel correcte desenvolupament de I'embrid, o en el millor dels casos, del
nounat. Els animals transgénics moren en estat embrionari (aproximadament als 15
dies) o bé arriben a néixer, en funcié del seu fons genétic. En tots els casos, pero, la

seva viabilitat es troba altament reduida i en cap cas superen els pocs dies de vida.
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Els animals presenten greus defectes en el desenvolupament de l'intesti, els ronyons,
els pulmons, i una hipertrofia evident de les valvules cardiaques (86-88). Ja en
I'animal adult, s’ha vist com la inhibicié especifica d’ErbB1 en cardiomiocits
mitjancant la induccié d’un receptor dominant-negatiu provoca hipertrofia cardiaca,

juntament amb l'aparicié de lesions i una disfuncié contractil (89).

S’han aconseguit 4 Knock-out diferents per a ErbB2. Els convencionals moren
durant la gestacié (aproximadament el dia 10 de la fase embrionaria) degut a la
malformacié de les trabécules del cor, estructures imprescindibles per a la correcta
funcio contractil del cor embrionari (90). El fet que els animals morissin en un estadi
tant inicial, i les sospites de la més que probable implicaci6 d'ErbB2 en el
desenvolupament del sistema nerviés degudes a la seva preséncia notable en la
majoria d’estructures nervioses, va portar a la generacid d'un Knock-out amb
I'expressié cardiaca d’ErbB2 parcialment recuperada. Aquests animals moren en fase
perinatal, amb greus defectes en el desenvolupament del sistema nervios periféric i
insuficient maduracié de les glandules mamaries (91). Mutants condicionals pel
sistema nervids han demostrat la importancia d’ErbB2 en el manteniment del sistema
nerviés enteric (92). També s’han generat mutants condicionals cardiacs, que tot i
sobreviure a la fase perinatal, a les pogques setmanes desenvolupen un procés molt
similar al de la cardiomiopatia dilatada, amb aprimament de les parets dels ventricles
i dilatacio de les cambres ventriculars (93;94). La funcid contractil d’aquests cors
també esta altament deprimida. A nivell cel-lular, s’observen cardiomiocits clarament

hipertrofiats .

En el cas d’ErbB3, només s’ha desenvolupat un Knock-out, el qual també mor
en fase embrionaria, aproximadament als 13 dies. Aquests animals presenten
deficiencies greus en la formacié dels cimuls endocardics i en el desenvolupament

tant del sistema nervids central com del periféric (95).

Pel que fa a ErbB4, s’han desenvolupat 4 models animals Knock-out. El primer,
un Knock-out classic, mor durant la fase embrionaria, més o menys als 10 dies, amb
una clara manca de desenvolupament de les trabecules i del sistema nervids central
(96). En altres dos models animals modificats genéticament (amb expressié d'ErbB4
ventricular recuperada o condicionals pel sistema nervids), els animals superen la
fase perinatal perd0 mostren greus defectes en el desenvolupament del sistema
nerviés (97), i un d'ells també de les glandules mamaries (98). Finalment, animals
adults mutants condicionals d’ErbB4 en el muscul cardiac pateixen una severa

cardiomiopatia dilatada, escurcant la seva supervivéncia. Aquests animals presenten
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dilatacié ventricular, una reduccié de la contractilitat i un retardament de la
conduccié de l'estimul electric (99). De fet, aquests trets ressemblen el fenotip
observat en animals amb una inactivacié condicional d’ErbB2 a cor (94), apuntant a
la teoria que els dos receptors actuen conjuntament en el manteniment de

I'estructura d’aquest organ.

1.3. La familia del factor de creixement epidéermic

L'EGF pertany a una familia de proteines amb un elevat grau d’homologia,
anomenada familia de I'EGF, els membres de la qual actuen com a lligands dels
receptors de la familia ErbB (53). Els membres d’aquesta familia de lligands sén: el
mateix EGF, el TGF-a, I'HB-EGF, I'AR, I'EPR, la BTC, les 4 neuregulines (NRG-1, NRG-
2, NRG-3 i NRG-4) i I'EPG. Durant el transcurs d’aquesta tesi ens hem centrat
sobretot en els efectes produits tant per I'EGF com per la NRG-1B; és per aix0 que en

aquesta introduccié ens centrarem sobretot en ells.

Tant I'EGF com les NRGs presenten una série de caracteristiques estructurals

comunes:

- Comparteixen I'anomenat domini “EGF-like” o domini d’homologia amb I'EGF, un
domini d’aproximadament 6-9 kDa on es troben altament conservats sis residus
de cisteina que formen tres ponts disulfur per a poder desenvolupar la seva
activitat bioldgica (100).

- Se sintetitzen com a precursors, amb un domini hidrofobic que permet el seu
ancoratge a la membrana plasmatica. Tot i que s’han descrit efectes de tipus
autocri o juxtacri atribuibles als precursors, en general, sén processats per a
originar factors solubles. Les proteases de la familia ADAM (“a disintegrin and
metalloprotease”) sén considerades a dia d’avui les maximes responsables del

processament dels diferents precursors.

1.3.1. EGF

1.3.1.1. Estructura molecular i caracteristiques generals

L'EGF va ser descobert per Stanley Cohen I'any 1960 (101) durant la purificacio

del Factor de Creixement Nervids (NGF) a partir de les glandules submaxil-lars de
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ratoli. Va observar que injeccions diaries de certes fraccions d’extractes glandulars a
ratolins nounats produien canvis en el desenvolupament no atribuibles al NGF; es
produia una obertura prematura de les parpelles i una erupcié avangada dels incisius.
Dos anys després d’aquest descobriment, s‘ailla i es purifica I'EGF de les glandules

submaxil-lars de ratoli mascle.

El seu precursor (de 1217 aminoacids i aproximadament 160 kDa) s‘anomena
prepro-EGF (102). La regié corresponent a I'EGF madur esta situada a prop de
I’extrem C-terminal (residus 971-1023). També conté 8 estructures del tipus “EGF-
like”, la funcié de les quals es va especular que podria ser la d’interaccionar amb
altres receptors o lligands (103). Es considera a I’ADAM 10 la maxima responsable

del processament del prepro-EGF (104).

L'EGF de ratoli és un polipéptid no glicosilat de cadena simple constituit per 53
aminoacids (Figura 7) amb un pes molecular de 6 kDa (105), el qual té una gran

termoestabilitat i una elevada resisténcia a la digestidé per tripsina, quimotripsina i

pepsina.
A. B.
Asn Ser Tyr Pro Gly Cys Pro Ser Ser Tyr  Asp Gly Tyr Cys Leu ;/
Asn Gly Gly Val Cys Met His Ile Glu Ser  Leu Asp Ser Tyr Thr )
Cys Asn Cys Val Ile Gly Tyr Ser Gly Asp  Arg Cys GIn Thr Arg
Asp Leu Arg Trp Trp  Glu Leu Arg ”‘\\

Figura 7. Seqiiéncia d’aminoacids (A) i model d’estructura terciaria (B) de I'EGF de
ratoli. En la seqliéncia d’'aminoacids es mostren en blau les cisteines que participaran en la

formacié dels ponts disulfur. (Dades i imatge obtinguda de swiss-prot.com)

Encara que I'EGF més ben descrit és el de ratoli, també s’ha descrit que el gen
de I'EGF en humans, anomenat inicialment urogastrona, es troba localitzat al
cromosoma 4 i consisteix en un complex de 24 exons separats per regions no
codificants (106).
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1.3.1.2. Sintesi i distribucio

Les glandules submaxil-lars sén el principal lloc de sintesi, emmagatzematge i
secrecido d’'EGF en els ratolins. La sintesi té lloc més concretament a les cel-lules
granuloses dels tubuls contornejats, on també se sintetitzen altres peéptids
biologicament actius com, per exemple, el NGF i la renina (107). En humans la
concentraciéo d’EGF a les glandules salivals és molt inferior, i sembla ser que les
glandules parotides serien les principals encarregades de la seva secrecio (108). A la
taula 2 es troben representades de forma resumida les concentracions d'EGF

determinades a diferents teixits i fluids del ratoli.

Teixits Fluids
SMG (nmol/g) Plasma 0,17 £ 0,04
Nounats 0,19 + 0,04 Bilis 28 + 17
Femelles adultes 5+1 Orina 83 + 26
Mascles adults 141 £ 7
Fetge (pmol/g) 53+ 5
Ronyd (pmol/g) 54 + 4
Cor (pmol/qg) ND
Taula 2. Concentracié d’EGF en teixits i fluids de ratoli. Es mostren mitjanes i
errors estandard. ND, no detectable. Obtingut de Grau i col. (109).

Els estimuls de tipus a;-adrenérgics produeixen una rapida secrecié d’EGF des
de les glandules submaxil-lars, el qual va a parar majoritariament a la saliva
(secrecio exocrina), tot i que una fraccid va a parar directament a la sang (secrecié
endocrina) (110;111). En condicions basals trobem unes concentracions d'EGF en
saliva de 150 nM; en canvi, la concentracido en plasma és molt menor, al voltant de
0,2 nM (109). En models més fisiologics d’estimulacié adrenérgica, com ara l'estrés
provocat per la confrontacid entre mascles, la concentracié d’EGF en plasma pot
augmentar gairebé 1000 cops respecte al basal, fins a valors propers a 100 nM
(112).

El fetge sintetitza EGF (113), per0 també és el maxim responsable de

I'aclariment plasmatic de I'EGF. Durant aquest procés en deriva un petit percentatge

23



cap a la bilis (114;115), on la concentracio aproximada d’EGF és de gairebé 30 nM
(109).

En el ronyd de ratoli es detecten grans quantitats d’'mRNA del seu precursor,
perdo no d’EGF, ja que aquest és rapidament excretat a l'orina (116), on la seva
concentracid és molt elevada (prop de 100 nM) (109;117). Aquesta secrecié és
sensible a l'activacié de receptors B-adrenérgics (118). Cal dir que el ronyd també
contribueix a l'aclariment plasmatic d’EGF, per tant, una petita part de I'EGF excretat
a l'orina prové també d’aquesta funcié (111). També al tracte gastrointestinal trobem
EGF: pancrees, estomac, intesti (amb un gradient proximo-distal), colon, i també als
diferents fluids que en deriven, com el suc gastric, pancreatic o duodenal (107;117).
Les glandules de Brunner, localitzades en la submucosa del duodé proximal, son,
juntament amb les glandules submaxil-lars i el ronyd, un lloc de sintesi forga

important.

Altres teixits on es pot trobar EGF soén la glandula tiroide, els testicles, el
cervell, els pulmons, les glandules lacrimals, pituitaria i adrenals (107;117), pero
sempre en concentracions molt més baixes. Alguns llocs s6n de sintesi, encara que
molt menys importants que els descrits anteriorment, i altres, en canvi, reben I'EGF

procedent de la circulacio.

1.3.1.3. Activitat biologica

L'EGF té funcions rellevants tant en l'ontogénia com en l'animal adult. S’ha
pogut observar que la deficiéncia materna d’EGF durant la gestacié incrementa el
percentatge d’avortaments en el ratoli (119). Complementant aquesta informacid, en
un altre treball on s’administrava EGF a rates gestants, s‘observa una acceleracio en
el creixement del fetus (120). Tot i aixd, la produccié de ratolins transgénics Knock-
out pel gen de I'EGF no ha demostrat I'existéncia de cap anormalitat observable
(121), a diferéncia del que succeeix amb el seu receptor (EGFR o ErbB1), el qual és
indispensable pel correcte desenvolupament de lindividu, com hem comentat

anteriorment.

En I'animal adult s’han descrit nombrosos efectes de I'EGF en diferents teixits i
organs. Un dels més importants i més ben descrits és la funcio citoprotectora del
tracte digestiu. En humans, un dels primers efectes descrits per I'EGF (urogastrona)
va ser la inhibicié de la secrecié gastrica. La manca d’EGF endogen en el ratoli

incrementa la susceptibilitat de patir Ulceres gastriques alhora que se’n retarda la
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curacié (122). De forma molt similar, en rates on s’induien ulceracions per estres
(123), tant I'EGF endogen com l'‘administrat experimentalment reduien I'efecte
ulcerds de l'estrés, basicament inhibint la secrecié gastrica i estimulant la mitosi de

les cél-lules de la mucosa.

A l'epidermis I'EGF indueix l'obertura prematura de les parpelles i I'erupcio
avancada dels incisius en ratolins nounats. Aquest fet és conseqiéncia d’un
increment del gruix i de la queratinitzacio de I'epidermis (124;125). En I’'animal adult
s’ha descrit que I'EGF intervé en el manteniment del gruix de I'epidermis (126). En
humans, I'EGF que s’allibera des de les plaquetes produeix un augment de la divisio
cel-lular i sintesi de DNA, migracié cel-lular, increment de la deposicid de matriu
extracel-lular i sintesi de col-lagen, totes aquestes respostes dirigides al tancament
de la ferida (127). Recentment, s’ha descrit que 1I'Us terapéutic de gels amb EGF pot
prevenir la formacié anormal de col-lagen a les ferides, tenint aixi un efecte

beneficidés per a la seva correcta cicatritzacié (128).

També s’han descrit efectes de I'EGF a I'aparell reproductor. Aixi, en femelles,
els nivells d’EGF incrementen a la glandula mamaria durant la gestacid, participant
en el desenvolupament d’aquesta glandula durant aquest periode; posteriorment,
durant el periode de lactancia, els nivells d’EGF recuperen els valors previs. Son
moltes les hormones encarregades de controlar la unié de I'EGF a les glandules
mamaries, entre elles la prolactina, la progesterona, les hormones tiroidals i els
estrogens (129). En el cas dels mascles, s’ha descrit la sintesi d’EGF als testicles, on
esta implicat en la fase meiotica de I'espermatogénesi (130) i en la capacitacié de
I'espermatozoide (131). Addicionalment, estimula la produccié de testosterona per

part de les cel-lules de Leydig in vitro (132).

L'alliberament d’EGF des de les glandules submaxil-lars sota estimuls a;-
adreneérgics va portar el nostre grup a estudiar I'acci6 de I'EGF sobre els efectes
metabolics de l'adrenalina i es va observar que I'EGF interfereix en alguns dels
efectes metabolics més caracteristics de les catecolamines tant en el fetge com en el

teixit adipds.

Tebar i col. (133) descriuen que en adipocits aillats de rata I’'EGF disminueix la
lipolisi estimulada per lisoproterenol (agonista B-adrenérgic) i demostren que
aquesta interferéncia es produeix a nivell de la interaccié de les proteines G i G; en el
control de I'AC. Posteriorment, es van observar els mateixos efectes en |'animal

sencer, on tant I'EGF alliberat per les glandules submaxil-lars, com aquell administrat
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exdgenament, disminueixen la resposta lipolitica de I'adrenalina in vivo en el ratoli
(134).

Per la seva banda, Grau i col. (135) van estudiar l'efecte de I'EGF en el
metabolisme glucidic en el fetge. En primer lloc, van demostrar que |efecte
glicogenolitic de l'adrenalina era mediat tant per l'estimulacié dels receptors B-
adrenérgics com dels a;-adrenérgics. Quantitativament, lIincrement de Ca?* mediat
pels receptors ai-adrenérgics té una participaci6 major que l'augment de cAMP
mediat pels receptors B-adrenérgics. L'EGF té un efecte anti-glicogenolitic (136),
actuant sobre el component B-adrenérgic (135). En aquest organ, la disminucié de la
concentracio de cAMP sembla implicar alguna fosfodiesterasa. Estudis posteriors del
grup de Houslay van demostrar que quinases implicades en |'accié de I’'EGF fosforilen

i activen la fosfodiesterasa anomenada PDE4D1 (137).

L'EGF també juga un paper important en el cor i en el ronyd, tal i com

comentarem més endavant (veure apartats 1.4 i 1.5).

1.3.2. Neuregulines

1.3.2.1. Estructura molecular i caracteristiques generals

Les primeres noticies sobre les NRGs les trobem als anys 1992-1993, quan 4
grups van descriure el descobriment de 4 factors de creixement. Dos d‘ells estaven
cercant un lligand per al receptor ErbB2 (138;139). Un tercer grup cercava la
identificacio del factor responsable de I'estimulacié de la proliferacié de cel-lules de
Schwann (140;141). Finalment, el quart grup estava cercant el factor que
incrementava la sintesi de receptors d’acetilcolina en el muscul, el neurotransmissor
més expressat a les sinapsis neuromusculars en desenvolupament (142).
Actualment, perd, sabem que les quatre proteines aillades per aquells grups estan

codificades pel mateix gen, al qual ara anomenem NRG-1.

El diferent objectiu que va portar al descobriment de la NRG-1 ha fet que es
conegui amb diferents noms, com son: factor diferenciador de Neu (NDF), heregulina
(HRG), factor de creixement glial (GGF) i receptor inductor d’activitat acetilcolina
(ARIA). Actualment es coneixen fins a 4 gens pertanyents a la familia de les NRGs
(NRG-1, -2, -3 i -4). En tots els casos, les NRGs s’originen mitjancant splicing

alternatiu d’un dels quatre gens descrits, generant aixi multiples variants.
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Com a exemple, parlarem de la NRG-1, la més ben estudiada fins ara. Aixi
doncs, el gen de la NRG-1 codifica almenys per a 15 variants obtingudes per splicing
alternatiu i la utilitzacié de diferents promotors (143). Totes les isoformes de la NRG-
1 presenten un domini EGF, el qual és necessari i suficient per activar els seus
receptors. L'splicing alternatiu afecta basicament a tres caracteristiques estructurals
de les NRGs que estan intimament lligades a la seva funcié in vivo i a les propietats

biologiques de les cel-lules (143). Aquests trets caracteristics afecten:

- el tipus de domini EGF: diferéncies en I'splicing de la regié6 C-terminal del

domini EGF origina les anomenades variants a i B.

- la sequiéncia N-terminal: I’splicing alternatiu en la zona N-terminal determina
la generacido de les isoformes classificades com a tipus I, II i III. Les
isoformes I i II presenten un domini immunoglobulina a la regid
extracel-lular. La diferéncia entre aquestes dues isoformes es troba en la
presencia d’'un domini de funcié desconeguda a |'extrem N-terminal en les
de tipus II. Per altra banda, gran part de les isoformes de tipus I presenten
un domini de N- o O-glicosilacié entre els dominis Ig i EGF. Per altra banda,
les isoformes de tipus III no presenten aquest domini Ig, pero si en canvi
una regio rica en cisteines, la qual segurament és un domini transmembrana

addicional.

- la sintesi de la NRG com a proteina transmembrana o proteina soluble: en
funcio del processament del domini de tall s’originen isoformes solubles o de

membrana, mancades del domini transmembrana o no, respectivament.

A la figura 8 es mostra un esquema dels diferents processaments possibles per
a la NRG-1.

Les formes no solubles (o pro-NRGs) son les precursores de les formes solubles
i sén processades per les ADAM, especialment I'ADAM 17 i I'ADAM 19 (també
anomenada meltrina-B) (104). Cal assenyalar, pero, que el processament de la NRG-
1 de tipus III no implica la seva solubilitzacid, ja que es manté ancorada a la
membrana gracies a la preséncia d’'un domini hidrofobic a la seva regié determinant
de tipus (143).
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Figura 8. Esquema de les diferents formes teoriques de la NRG-1 després del
processament diferencial del seu mRNA. Cada caixa correspon a un exd i cada linia a un
intré. Resseguint les linies es poden construir multiples estructures, no totes elles
d’existéncia demostrada. Per una banda, les abreviatures 1, 3 i 4, i per l'altra a, b i c fan
referencia a la nomenclatura habitual dels tres exons possibles en el domini de tall i
citoplasmatic, respectivament. L'asterisc indica preséncia d'un codd stop. Imatge adaptada
de Falls (143)

1.3.2.2. Sintesi i distribucié

Les NRGs poden actuar tant de forma paracrina com juxtacrina. En el primer
cas, les encarregades de portar a terme la senyalitzacié son les NRGs solubles,
mentre que en el cas de la senyalitzacidé juxtacrina, I'accido es ddéna mitjangant les
formes ancorades a membrana, com per exemple, la NRG-1 de tipus III (143). En

general, pero, i a diferéncia de I'EGF, el radi d’actuacié de les NRGs és de caire local.

La diferent expressidé tant a nivell temporal com espacial de les NRGs suggereix
I’existéncia de rols especifics per cadascuna de les diferents isoformes. De les quatre
NRGs, la NRG-1, que fins ara ha estat la més ben caracteritzada, mostra el patro
d’expressié més ampli ja durant el desenvolupament embrionari i també en I'adult.
La NRG-1 s’expressa sobretot en neurones i glia, perd també en el cor, el fetge,
I'estémac, el pulmo, el ronyd, la melsa i la pell (144). En el sistema nervids, la NRG-1
s’expressa tant en neurones del sistema nervids central com del periféric (145). En el
cervell, s’ha detectat la seva expressid en el cortex, I'hnipocamp i el cerebel en

diferents tipus neuronals (piramidals, interneurones, cel-lules de Purkinge del cerebel
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i cél-lules de Golgi, entre altres) (146). També s’ha observat la seva expressid en

neurones motores.

L'expressié de la NRG-1 en el cor és detectable tant en estat embrionari com en
I'animal adult. Les isoformes de la NRG-1 de tipus I sén especialment abundants a
I’endoteli de la microcirculacié coronaria i a I’endocardi, perd no als cardiomiocits
(147). De les 15 isoformes detectades en diferents teixits, 11 s’expressen en el cor, 3
del sub-tipus a i 8 del sub-tiupus B. Quantitativament, pero, les més abundants son
les del sub-tipus a (148).

Les altres tres NRGs tenen un patrd d’expressio bastant més reduit. La NRG-2
s’expressa sobretot en el sistema nervids, especialment en el cerebel, I'hipocamp i en
el bulb olfactori, perd també s’ha trobat en el pulmo, el fetge i en el cor embrionari
(149;150). L'expressid de la NRG-3 s’ha observat basicament en el sistema nervids;
concretament s’ha trobat en totes les regions del cervell excepte en el cos callos
(151). Finalment, la NRG-4 s'ha localitzat en teixit muscular i sobretot en el

pancrees, perd no en canvi, en el sistema nervids (152).

1.3.2.3. Activitat biologica

Les NRGs tenen un paper fonamental en l‘organisme, especialment durant el
desenvolupament, pero també en I'animal adult. Tant és aixi, que animals Knock-out
per totes les isoformes de la NRG-1 moren molt aviat durant la fase embrionaria,
aproximadament als 10 dies (153). Aquests animals moren amb greus defectes
cardiacs en les trabécules ventriculars, el septe atri-ventricular i en la formacio dels
cumuls endocardics (153). També mostren una reduccié important en el nombre de
diferents tipus cel-lulars que deriven de la cresta neural, com son les cel-lules de
Schwann, la glia del sistema nerviés periféric, neurones sensorials del crani i

neurones del sistema simpatic (154;155).

Per tal de poder aprofundir en el paper de la NRG-1, s’han generat diferents
animals Knock-out que afectaven a diferents isoformes de la NRG-1. D’aquesta
manera es va poder observar com animals en els quals s’havien inactivat totes les
isoformes amb un domini Ig, és a dir els subtipus I i II, morien aproximadament als
deu dies de la fase embrionaria per problemes en el desenvolupament cardiac, de les
neurones sensorials del crani i del sistema simpatic (156). Aixd si, presentaven un
desenvolupament correcte dels precursors de les ceél-lules de Schwann. Per altra

banda, animals on s’havia inactivat el domini CRD (tipus III), presentaven un fenotip
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cardiac normal. Aquests animals morien al néixer perqué no podien respirar degut a
la falta de sinapsis neuromusculars funcionals. També presentaven una reduccié en el
nombre de precursors de les cél-lules de Schwann, una degeneracié dels nervis
periferics i cranials, i una reduccié del 50% en el nombre de neurones sensorials i

motores espinals (157).

Seguint el mateix plantejament, també es van generar animals Knock-out que
inactivaven totes les isoformes a de la NRG-1. Aquests animals arribaven a la vida
adulta i presentaven un desenvolupament cardiac i del sistema nerviés normal, pero
tenien greus defectes en el desenvolupament de la glandula mamaria (158). Els
animals Knock-out per les isoformes B, en canvi, morien la majoria durant la fase

embrionaria, tot i que alguns arribaven a néixer (158).

La majoria de defectes observats en animals Knock-out per les diferents
isoformes de la NRG-1 son també els mateixos que trobem en els animals Knock-out
pels receptors ErbB. Aquest fet implica que la preséncia de les altres NRGs (NRG-2, -
3 i -4) durant el desenvolupament no és tan essencial com la de la NRG-1. De fet,
animals Knock-out per la NRG-2 no presenten defectes cardiacs i sobreviuen a la fase
embrionaria, tot i que després presenten un creixement inicial retardat i una menor

capacitat reproductiva (159).

A part de les funcions comentades en el sistema nervids i el cor, les NRGs
també juguen un paper important en altres teixits com ara el muscul, on no només
son fonamentals per la formacié de les sinapsis neuromusculars, sind que també
participen en altres processos, com per exemple, la miogenesi. L'alliberament de
NRGs des de mioblasts mononuclears promou la unié de diferents mioblasts per tal
de formar miotubs multinucleats de manera autocrina (160). Posteriorment, durant
el desenvolupament postnatal del muscul, les NRGs col:laboren, juntament amb el
sistema nervids, evitant l'apoptosi i promovent la supervivéncia de les fibres
musculars (161). Les NRGs també juguen un paper important en el metabolisme
muscular. Durant la contraccid muscular, I'augment del Ca®* intracel-lular activa el
processament de les pro-NRGs mitjancant les metal-loproteases. Les NRGs aleshores
promouen la translocacié del transportador de glucosa GLUT4 a la membrana
plasmatica i el conseqiient augment de la captacié de glucosa per part del muscul, en

un efecte additiu al produit per la insulina (162).
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1.4. El sistema ErbB en el cor

Tal i com ja hem comentat, el sistema que conformen els receptors ErbB i els
seus lligands tenen un rol fonamental durant el desenvolupament cardiac. En I'adult,

pero, també estan implicats en una llarga série de processos.

Per comencar, ja hem esmentat anteriorment que animals adults Knock-out
condicionals per ErbB2 (93;94) i ErbB4 (99) desenvolupen cardiomiopatia dilatada.
En aquest sentit, també s’ha observat tant en animals com en humans, que en
situacions de fallada cardiaca els nivells d’ErbB2 i ErbB4 es troben disminuits en
pacients en comparacié amb els subjectes control (163;164), confirmant el paper
essencial que tenen aquests dos receptors en el manteniment de I'estructura
cardiaca. En el cas d’ErbB1, la seva inhibicid mitjancant la induccié d’un receptor
dominant-negatiu també comporta efectes deleteris en el cor, on trobem hipertrofia

cardiaca, juntament amb |'aparicié de lesions i una disfuncié contractil (89).

A nivell de lligands, s’han realitzat molts estudis en cultius cel-lulars on s’ha vist
gue molts processos estan regulats mitjancant la senyalitzacié a través de la NRG-18
i els seus receptors ErbB. Entre aquests processos trobem el creixement cel-lular. La
NRG-1B indueix la sintesi de proteina i la hipertrofia cel-lular de midcits neonatals en
cultiu (165-167), aixi com també la proliferacié de cardiomiocits mononuclears

diferenciats in vivo (168).

La NRG-1B promou la supervivéncia cel-lular de cardiomiocits en cultiu sense
serum (165). Arrel del descobriment dels efectes cardiotoxics en pacients de cancer
de la combinacié del Trastuzumab, un anticos humanitzat contra ErbB2, i les
antraciclines, també es va observar que la NRG-1B protegeix el cor de |'apoptosi
produida per l'administracié d’antraciclines (169-173). L'addici6 de NRG-1B evita
I'aparicié d’estrés oxidatiu (172;174) i la desestructuracié de les miofibril-les (169),
entre altres efectes. En general, la hipertrofia provocada per la NRG-1B es dodna
principalment mitjancant l'activacid de les quinases ERK1/2, mentre que els efectes
anti-apoptotics sén fruit de I'activacié de la via de la PI3K i Akt (166;170).

A part de jugar un paper important en la protecciéo de la integritat del teixit
cardiac, el sistema NRG-1B/ErbB també interacciona amb el sistema neurohormonal
cardiovascular. Concretament, I'addici6 de NRG-1B disminueix I'apoptosi provocada
per I'adrenalina a cor (175) mitjancant el desplacament de la corba dosi-resposta a

I'isoproterenol gairebé una unitat logaritmica (176). Aquest fet emula la senyalitzacio
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dels receptors muscarinics colinérgics, ja que els dos sistemes semblen actuar
mitjancant l'activacié de I’'0Oxid nitric sintasa endotelial (eNOS) i la conseqlent
produccié d’oxid nitric (NO) (176).

Tant la fenilefrina com |'angiotensina II disminueixen |'expressido de la NRG-13
en cel-lules endotelials de la microvasculatura cardiaca (167). Aquest fet, juntament
amb el descrit en el paragraf anterior, han provocat que s’hagi suggerit la NRG-1
com a efector d’un sistema molt sensible de regulacié de I'activitat adrenérgica en el
cor (177). En aquest sistema, la deteccié dels nivells d’adrenalina i angiotensina II
circulants, els quals s’alliberen en condicions de baixa pressio arterial, faria que les
cél-lules de I'endoteli cardiac disminuissin la sintesi de NRG-1B; contrariament, en
situacions d’alta pressié arterial, I'expressido de la NRG-1B augmentaria, de manera
que l'expressio de la NRG-1B es regularia sempre en funcié de les necessitats del
sistema periféric. De tota manera, cap d’aquests resultats ha estat encara validat in

Vivo.

Sembla ser que el sistema NRG-1B/ErbB també juga un paper important en la
regulacié de les unions cel-lula-cél-lula i cel-lula-matriu extracel-lular mitjangant
I'activacio de la Quinasa de les Unions Focals (FAK). En cardiomiocits, la FAK esta
involucrada en el manteniment dels sarcomers, aixi com també en la viabilitat
cel-lular (178;179). Aquesta interaccié podria tenir molta importancia en la creacidé o
reparacié de l'arquitectura del teixit cardiac a través del control de les unions cél-lula-
cél-lula. Finalment, s’ha suggerit que la NRG-1B pot estar implicada en altres
processos que tenen lloc en el cor, com son la regulaciéo del metabolisme muscular
(162;180) o I'angiogénesi (181).

L'EGF és un altre dels lligands dels receptors ErbB actius a nivell cardiac. Un
dels primers estudis sobre |'efecte de I'EGF en el cor el van desenvolupar Rabkin i col.
(182). Observaren que l'addicié d’'EGF a cel-lules cardiaques en cultiu procedents de
nounats de rata provoca un increment de la freqiiencia de contraccid. El mateix autor
va demostrar que el bescanvi Na*/H* és un dels mecanismes implicats en l'accié de
I'EGF en el cor (183). D'altra banda, era conegut que en diferents teixits I'EGF
estimulava tant la captacié de Ca** com de Na®. Aixd fa pensar que probablement és
Iincrement en la concentracid intracel-lular de Ca?* induit per I'EGF el responsable de

I’activacio del bescanvi Na*/H*.

S’han desenvolupat diversos estudis per a determinar |'efecte de I'EGF sobre la

funcidé contractil in vivo. El resultat més evident és una clara divergéncia de l'efecte
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en funcié de l'espécie estudiada. Per exemple, en estudis realitzats amb rates, la
infusid continuada d’EGF durant 20 minuts provoca un increment de la pressio
arterial mitjana i de la freqliéncia cardiaca (184). Aquesta resposta a I'EGF es podria
explicar per |'efecte vasoconstrictor descrit en fragments aillats d’aorta de rata (185).
Per altra banda, en micos, 'administraci6 d’EGF provoca una forta davallada de la
tensi6 arterial mitjana acompanyada, pero, d‘un significatiu increment de la

freqliencia cardiaca (184).

L'any 1993, un estudi en cors perfosos de rata va demostrar que la infusio
d’EGF produia un efecte inotropic i cronotropic positiu en els cors (186). Aquest
efecte és fruit de l'activacié per part de I'EGF de la proteina G, la consequent
activacio de I'AC i I'augment del cAMP intracel-lular (29;187). De fet, s’ha observat
gue la capacitat per augmentar el cAMP requereix I'expressié de la isoforma V de I'AC

(188), que és la isoforma predominant al cor.

En el nostre laboratori també hem observat que I'EGF incrementa de forma
moderada la concentracié de cAMP en cardiomiocits aillats. Aix0 es tradueix en un
lleuger increment de la cronotropia i la inotropia del cor perfés de rata (29). Ara bé,
en preséncia de senyalitzaciéo B-adrenergica aguda, I'EGF interfereix en la resposta
del cor a l'adrenalina disminuint els nivells de cAMP (29). Aquesta disminucié de
cAMP en presencia d’EGF davant un estimul adrenérgic agut també s’ha observat en
altres teixits com son el fetge (135) i el teixit adipés (133). En aquests casos, pero,
els mecanismes a través dels quals I'EGF afecta el contingut de cAMP son diferents;
en el fetge 'EGF activa una fosfodiesterasa (135), mentre que en el teixit adipos
activa una proteina G; (133). El fet que els mecanismes d’accié de I'EGF variin en
funcio del teixit no permeten extrapol-lar quin és el mecanisme mitjangant el qual
I’EGF disminueix els nivells de cAMP al cor durant un estimul adrenérgic. En tot cas,
pero, se sap que |'efecte d’aquesta interferéncia del sistema adrenérgic és protectora,

ja que protegeix el cor tant a nivell estructural (189) com funcional (29).

En ratolins, de fet, aquesta interaccié entre I’'EGF i la senyalitzacié adreneérgica
protegeix el cor durant els episodis de lluita entre mascles. En aquests episodis
d’estres agut, l'adrenalina circulant indueix l'alliberament d’EGF de les glandules
submaxil-lars a través dels seus receptors a-adrenérgics, i aquest EGF, part del qual
va a la saliva i part a la circulacié sanguinia, és I'encarregat de disminuir els efectes
perjudicials de l'adrenalina al cor (189). Tenint en compte que en ratolins la lluita
entre mascles forma part de la seva etologia, aquest sistema es pot considerar una

adaptacié per tal de mantenir el cor en bon estat.
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També s’ha observat un efecte protector de I'EGF i la NRG-1B en cors perfosos
sotmesos a situacions d’estrés agut mitjancant la combinacié d'isquémia i adrenalina
(190). En aquest cas, la infusido d’EGF i NRG-1B durant el periode isquemic diminueix

I'alliberament d’enzims, reflex d’'una menor mort cel-lular.

Finalment, I'HB-EGF també aporta el seu gra de sorra a la fisiologia cardiaca.
Estudis en animals Knock-out han demostrat que I’'HB-EGF és també essencial durant
el desenvolupament cardiac. La majoria dels animals moren durant la primera
setmana de vida, i els supervivents mostren greus problemes en I'estructura cardiaca
(cors engrandits, miocits hipertrofiats, malformacié de les valvules, dilatacié de les
cambres ventriculars) i funcionals (funcid sistolica reduida) (191;192). En el mateix
sentit, en altres estudis s’ha observat que animals on no es déna el processament del
pro-HB-EGF, i per tant, no hi ha HB-EGF soluble, mostren un fenotip semblant al dels
animals Knock-out (193), assenyalant el processament de I'HB-EGF com un procés
clau per la seva correcta senyalitzacié. En general, els defectes observats en els
animals Knock-out per I'HB-EGF ressemblen aquells descrits en animals Knock-out,
tant d’ErbB1 (86) com d’ErbB2 (93;94) i ErbB4 (96), suggerint que I'HB-EGF actua en

el cor mitjancant aquests receptors.

L'HB-EGF també té un paper clau en alguns processos d’hipertrofia cardiaca
mitjancant la transactivacié d’ErbB1. Aixi doncs, se sap que algunes molécules
vasoactives, com ara la noradrenalina (194), lI'angiotensina II (195) o l'endotelina
(196), i la hipertensid, provocada, per exemple, per la constriccido aortica (197),
indueixen la hipertrofia cardiaca mitjangant la transactivacidé d’ErbB1 a través de
diferents receptors units a proteina G. La inhibicid6 de la metal-loproteinasa
encarregada del processament de I'HB-EGF reverteix la hipertrofia provocada tant

pels agents vasoactius, com per la constriccié aortica (197).

Hipertrofia cardiaca i ErbBs

La hipertrofia cardiaca és l’engrandiment del cor mitjancant I'augment de mida
dels cardiomiodcits, perd no del seu niumero. Aquest procés adaptatiu es déna com a
resposta fisiologica a una major demanda de treball cardiac, ja sigui per un augment
del volum o de la pressié arterial. En funcié de quin sigui I’'estimul desencadenant,
pero, aquesta hipertrofia pot ser compensada, és a dir fisiologica, o patologica, la
qual pot acabar derivant en una insuficiéncia cardiaca. En general, s’accepta que
I'augment del volum arterial provocat, per exemple, durant la practica de l'esport,

indueix hipertrofia fisiologica. Aquesta hipertrofia implica un creixement proporcionat
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de tots els elements que integren l'estructura cardiaca, de manera que el cor passa a
estar capacitat per a efectuar un major treball cardiac amb totes les garanties. Per
altra banda, la hipertensid o la senyalitzacid via angiotensina II, endotelina o
receptors adrenergics (tant a com ), desencadenen una reestructuracié no
homogenia del cor. Els fibroblasts produeixen un excés de col-lagen, alliberat a
I'espai intersticial, provocant fibrosi en el teixit. Aquesta situacié provoca la mort per
apoptosi o necrosi de cardiomiocits, els quals sén substituits per altres fibroblasts,
amb la consequient produccié de més col-lagen. Tot plegat afecta la funcidé contractil

del cor i pot derivar en una insuficiéncia cardiaca si els estimuls persisteixen (198).

Els mecanismes que porten I'organisme a desenvolupar una o altra hipertrofia
encara no estan clars del tot. No obstant, perd, sembla ser que la hipertrofia
fisiologica és fruit de la senyalitzacié del Factor de Creixement semblant a la Insulina
1 (IGF-1) a través de la sub-unitat p110a de la PI3K i la posterior activacié d’Akt
(199;200). Contrariament, la hipetrofia patologica és fruit de I'activacié de receptors
acoplats a proteines Gg/1; i la transactivacié d’ErbB1. En aquest procés hi juga un
paper important la senyalitzacié a través de la sub-unitat 110y de la PI3K (activada
per les sub-unitats By de la proteina Gg1: (201)), conjuntament amb |'activacié de
les vies de les quinases p38 i INK, les quals se sap que promouen processos fibrotics
i apoptotics (199) (veure figura 9).

El sistema ErbB també juga un paper essencial en el desenvolupament de la
hipertrofia cardiaca, sobretot a través de [|'HB-EGF. Poc després del seu
descobriment, ja es va observar que estimuls associats a hipertrofia induien la
sobreexpressio d’HB-EGF en miocits aillats de nounat i també de rates adultes.
Addicionalment, també es va observar que I'HB-EGF secretat per cél-lules COS induia
hipertrofia en aquests miocits (202). Més endavant, i com ja hem comentat al final
de l'apartat anterior, s’ha comprovat que molts dels estimuls hipertrofics actuen a
través de la unié a receptors acoplats a proteina G i la posterior transactivacio
d’ErbB1. Aquest procés és depenent del processament del pro-HB-EGF per part de les
metal-loproteinases (197;203), aixi com també de la funcionalitat del mateix ErbB1,
com ho demostra el fet que la seva inhibicid evita el desenvolupament d’hipertrofia

ventricular en animals espontaniament hipertensos (204).
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Figura 9. Vies de senyalitzacio en la hipertrofia cardiaca fisiologica (A) i
compensada (B). A. L'exercici o l'estimulaciéo per part del factor de creixement de la
insulina 1 (IGF-1) inicien la senyalitzacio fisiologica, a través de I'activacié de la PI3Ka. La
PI3Ka és clau ja que inactiva la glicogen sintasa quinasa 3B (GSK3B) i promou la hipertrofia
sense apoptosi ni fibrosi via I'activaciéo d’Akt. B. La senyalitzacié patologica s’inicia degut a
una sobrecarrega continua o per l'activacioé dels receptors acoblats a proteines G (GPCR) via
diversos agonistes, com ara l‘angiotensina II, I'endotelina-1 o activadors dels receptors B-
adrenérgics. La subunitat Goq de la GPCR activa les quinases efectores ERK1/2, p38 i JNK a
través de la MEK1/2, MEK3/6 i la MEK4/7, respectivament. L’activacié d’aquestes quinases
és clau durant la hipertrofia patologica ja que inicien els processos que promouen la
disminucié de la contractilitat, fibrosi i la hipetrofia. Imatge adaptada de Wakatsuki i col.
(199).

1.5. El sistema ErbB en el ronyo

El fet que els quatre receptors ErbB es trobin més expressats en el ronyo
embrionari que no pas en l'adult ja ens deixa entreveure la possible implicacio
d’aquests receptors durant el desenvolupament del rony6. De tota manera, la mort
prematura dels embrions Knock-out per ErbB2 i ErbB4 per problemes neuronals i

cardiacs no ha permés l'estudi a fons del paper exacte que juguen aquests receptors
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durant el desenvolupament renal. No ha succeit el mateix, per sort, amb ErbB1. Tot i
que els animals Knock-out per ErbBl no presenten anomalies en la majoria dels
segments de la nefrona, els tubs col-lectors si que presenten un fenotip dilatat, en el
qual les cél-lules epitelials tenen una morfologia aplanada en comptes de |'habitual
forma cuboidal (88). Addicionalment, la inhibicié d’ErbB1 en cultius de cél-lules
embrionaries de ronyd redueix en gran part la ramificacié d’aquestes cel-lules per tal
de formar tubuls (205).

L'estudi dels diferents lligands reforca aquest possible rol d’ErbB1 en el procés
de ramificacidé necessari per a la formacié del ronyd, ja que s’ha demostrat que tant
I'EGF (206) com el TGFa (207) i I'HB-EGF (208;209) tenen capacitat per incrementar
la formacid de noves branques a partir de cél-lules embrionaries de ronyd in vitro.
Per altra banda, i també mitjancant experiments in vitro, la NRG-1 és capag de
promoure el creixement de les cel-lules embrionaries de ronyd, pero no d’induir-ne la

seva ramificacio (210).

En I'animal adult, el sistema ErbB-lligands també desenvolupa algunes funcions
importants. Per exemple, la infusid d’EGF al ronyd provoca una disminucié tant del
RBF com del GFR a través de la constriccio de les arterioles pre- i post-glomerulars,
aixi com també una contraccié de les cél-lules mesangials (211). L’'HB-EGF produeix
unes alteracions hemodinamiques similars a les que indueix I'EGF, tot i que en aquest
cas s’ha estudiat en situacions on préviament s’ha provocat una glomerulonefritis
(212).

El binomi ErbB1-EGF també ha estat implicat en el control del metabolisme
ionic. De fet, diferents estudis apunten que I'EGF inhibeix el transport de Na* a través
del canal de sodi epitelial (ENaC) en els tubuls col-lectors (213;214). Recentment,
pero, aquesta afirmacié s’ha posat en dubte, ja que també s’ha postulat la possibilitat
gue estiguem davant d’una regulacid bifasica, en la qual una estimulacié aguda amb
EGF estimularia el transport de Na* a través d’ENaC mitjancant la via de la PI3K,
mentre que una estimulacid cronica produiria I’'efecte contrari, és a dir, la inhibicio
d’ENaC a través de la via de les MAPK1/2 (215). El TGFa també ha estat implicat en
el control d’ENaC de la mateixa manera que I'EGF, per0 produint un efecte més

potent, ja que amb menys quantitat s’aconsegueix el mateix resultat (214;215).
ErbB1 ha estat Ultimament relacionat també amb el metabolisme del Mg?*. El

primer indici d’'una possible correlacié entre la funcionalitat d’'ErbB1 i la reabsorcié de

Mg?* es va donar en un grup de pacients de cancer que estaven sent tractats amb

37



cetuximab, un anticds monoclonal contra ErbB1. Ocasionalment, aquests pacients
desenvolupaven hipomagnesémia (216), una malaltia consistent en la pérdua de
Mg?* a nivell intestinal o renal. En condicions normals, el 70% del Mg** filtrat és
reabsorbit a nivell del TAHL i els tubuls distals, una zona de la nefrona on també hi
trobem gran quantitat d’ErbB1. De fet, en un estudi posterior amb persones que
patien hipomagnesémia, es van detectar alguns pacients amb una incapacitat per
processar el prepro-EGF, una inadequada activacié d’ErbB1 i una activacio insuficient
del canal epitelial de Mg** anomenat TRPM6 (217).

Sembla ser que l'activacié d’ErbB1 pot afectar a la regulacié del transport de
fosfats en els tubuls proximals a través de la regulacidé del cotransport de Na*-Pi. El
que no queda clar a la bibliografia és si I'EGF potencia (218), o pel contrari redueix
(219;220) aquest transport. Finalment, 'EGF també sembla estar implicat en el
control del metabolisme de la glucosa en el ronyd. Diferents estudis han demostrat in
vitro que en els tubuls proximals I'EGF inhibeix tant la captacié de glucosa a través
del seu transportador (SGLT) (221), com la formacié de glucosa de novo, és a dir, la
gluconeogénesi (222). La senyalitzacid a través d’ErbB1 també ha estat relacionada

amb el desenvolupament de patologies renals com ara la nefropatia diabética (223).

Per altra banda, estudis realitzats in vitro en linies cel-lulars provinents de
tubuls renals han permés observar el gran ventall de respostes biologiques
promogudes pels lligands d’ErbB1. Aixi doncs, se sap que l'addicié d’aquests lligands
en diferents cultius promou, per exemple, la proliferacié cel-lular (224), la migracio
(225), la produccié de matriu extracel-lular (226) i la transdiferenciacié epiteli-

mesenquima (227).

Aquests efectes observats in vitro van fer pensar en un possible paper d’ErbB1
en la recuperacié de lesions renals. De fet, aviat es va observar com |'addicié6 d’EGF
exogen a animals sotmesos tant a isquémia/reperfusié renal com a agents
nefrotoxics (HgCl, o gentamicina) accelera la recuperaciéo de les zones afectades,
principalment els tabuls proximals (228-231). Un estudi posterior amb ratolins de la
soca waved-2, els quals presenten una mutacio en el gen d’ErbB1 de manera que la
seva activitat tirosina quinasa queda reduida al 10%, va demostrar que quan aquests
animals sén sotmesos a un agent nefrotoxic com I'HgCl,, es recuperen més
lentament que no pas els animals control amb un ErbB1 plenament funcional (232).
També en aquesta linia, s’ha observat com les lesions provocades tant per la

isquémia/reperfusid com per alguns agents nefrotoxics com I'HgCl, o l'acid folic
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indueixen la sobrexpressié tant d’ErbB1 (230;233), com d’HB-EGF (233-235) i TGFa
(233).

En el cas de I'EGF endogen, pero, lI'analisi és més complex. En condicions
normals, ErbBl es troba localitzat a les membranes basolaterals dels diferents
segments tubulars, mentre que I'EGF es troba a les membranes apicals del TAHL i els
tubuls distals. Conseqlientment, en el seu recorregut cap a l'orina, I'EGF produit al
ronyd no té accés als receptors ErbB1. De fet, alguns treballs mostren com I'mRNA
del prepro-EGF al ronyd i 'EGF en orina disminueixen immediatament després d’un
tractament d’‘isquémia/reperfusié o amb agents nefrotoxics, en aquest cas cisplatina
(236;237). No obstant, en un altre estudi es postula que mentre I'mRNA del
preproEGF disminueix en el ronyd rapidament després d’una lesiéo isquémica, la
concentracio d’EGF soluble en el ronyd afectat augmenta en un primer moment,
matenint-se elevada fins ben bé les primeres 72 h després de la lesié (238). En
aquest darrer estudi, s’hipotetitza que davant una lesié tubular, l'epiteli podria
quedar danyat i les unions intercel-lulars afectades, de manera que I'EGF alliberat al
lumen podria tenir accés als receptors ErbB situats a les membranes basolaterals i
aixi participar en la recuperacié de I'epiteli. En aquest sentit, s’ha observat que I'EGF

augmenta la funcionalitat de les unions intercel-lulars (239).

Tot i l'efecte beneficios que sembla tenir el sistema ErbB1-lligands en la
resposta primerenca al dany renal agut, el seu paper durant les malalties renals
progressives sembla que és més aviat perjudicial. En un treball en el qual es van
utilitzar ratolins transgénics que sobrexpressaven una isoforma dominant-negativa
d’ErbB1, es van sotmetre els animals o bé a una reduccié del 75% de la massa renal
o bé a una isquémia renal prolongada. Quan els animals transgenics sotmesos a la
reduccié de massa renal eren analitzats als 8 mesos, mostraven una dilatacié dels
tubuls renals menor que no pas els animals control. Per altra banda, els animals
transgénics sotmesos a una isquémia prolongada mostraven menor atrofia tubular

aixi com també una menor fibrosi intersticial 28 dies després de la isquémia (240).

L'efector final del sistema renina-angiotensina, I'’ANG II, és responsable de
I’evolucidé d’algunes lesions progressives en el ronyd. Molts dels estimuls proliferatius
i mitogenics de I’Ang II tenen lloc a través de la transactivacido d’ErbB1 mitjangant
I'activacio de I'ADAM 17 i el conseqlient processament del proTGFa (241-243).
Diferents estudis han demostrat que el bloqueig de qualsevol d’aquests tres

elements, ErbB1, ADAM 17 o TGFa, disminueix les lesions provocades per la infusid
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cronica d’Ang II, reduint la glomeruloesclerosi, I'atrofia tubular, la fibrosi, la infiltracio

de cel-lules mononucleades i la proteinuria (242;243).
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2. Objectius






Durant els darrers anys, el nostre grup d’investigacié ha centrat la major part
dels seus esforgos en estudiar els efectes de I'EGF sobre la resposta aguda de
diferents teixits a les catecolamines. L'objectiu era explicar I'elevat increment d’EGF
en plasma que s’‘observa en els ratolins mascles després de I’administracio
d’agonistes al-adrenérgics, o en models més fisiologics d’estimulacié adrenergica

com ara |'estrés per immobilitzacié, o la confrontacié entre mascles.

Fruit del treball d'altres membres del grup, es va demostrar que I'EGF interferia
en la resposta metabolica a I'adrenalina del teixit adipds blanc i del fetge. En el cor,
el nostre grup va demostrar que hi ha una interferéncia directa de I'EGF sobre la
resposta contractil a les catecolamines, reduint la magnitud de la resposta i de les
disfuncions contractils. També es va demostrar el paper clau de I'EGF derivat de les

glandules submaxil-lars en la proteccié del cor després d’un estimul adrenérgic agut.

Simultaniament als estudis fets al nostre laboratori, d'altres van demostrar la
implicacid de diferents receptors i lligands del sistema ErbB en el procés d’hipertrofia
induit per diferents estimuls (197;204). Es per aixd, doncs, que en el master
experimental de Miriam Navarro-Sobrino es van posar a punt diferents models
d’estimulacié adreneérgica cronica en ratoli, per tal d’estudiar el paper de I'EGF durant
el procés d’hipertrofia que se’n deriva. Aquesta tesi fou concebuda com la continuacid
i desenvolupament d’aquests estudis. La hipotesi inicial era que, sabuda la implicacidé
dels diferents receptors ErbB en la hipertrofia cardiaca, 'EGF de les glandules
submaxil-lars contribuiria com un dels lligands activadors d’aquest sistema. Es per

aix0, que ens vam proposar com a primer objectiu:

- Determinar la possible implicaciéo de I'EGF i els receptors ErbB en el procés
d’hipertrofia cardiaca induida per diferents agonistes adreneérgics

(isoproterenol i fenilefrina) en el ratoli.

Els resultats obtinguts en aquest primer estudi van indicar que I'EGF no
semblava jugar un paper important durant la induccié de la hipertrofia cardiaca. De
la realitzacié d’aquest primer estudi, perd, se’n van derivar algunes observacions
molt interessants relacionades amb el sistema de receptors ErbB. Tenint en compte
que els resultats obtinguts en aquest primer apartat no eren del tot satisfactoris, vam

decidir desenvolupar algunes d’aquestes observacions.

Durant la caracteritzacié prévia de l'expressio dels receptors ErbB en el cor,

vam observar la preséncia del receptor ErbB3 en cors de ratolins adults. En el cor
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només s’havia descrit la preséncia dels receptors ErbB1, ErbB2 i ErbB4, mentre que
es considerava que ErbB3 només s’expressava durant el desenvolupament
embrionari, pero no en I'animal adult. Aixi doncs, vam decidir aprofundir en aquesta

qlestiod i d’aqui en va sortir el segon objectiu d’aquest treball:

- Demostrar I'expressio i funcionalitat del receptor ErbB3 en el cor de ratoli
adult.

Paral-lelament, durant els experiments d’estimulacié adrenérgica cronica, vam
prestar atencido també a altres teixits relacionats amb I'EGF, com per exemple, el
fetge (principal responsable de I'aclariment de I'EGF circulant) i el ronyd (important
lloc de sintesi d’EGF). Vam realitzar un analisi de I’'expressioé dels receptors ErbB en el
fetge i el ronyd durant els diferents tractaments adrenérgics cronics, i vam observar
que en el ronyd, el tractament cronic amb isoproterenol induia la sobrexpressio dels
receptors ErbB. Aquest fet ens va encuriosir i vam decidir convertir-lo en el nostre

tercer objectiu:

- Estudiar la sobrexpressié dels receptors ErbB en el ronyé durant el

tractament cronic amb catecolamines: causes i efectes.
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3. Materials i Metodes






3.1. Animals i condicions d’estabulacio

Com a animals d’experimentacid hem emprat ratolins mascles de la soca CD1.
En el moment de la seva utilitzacié els ratolins tenien un pes compres entre els 28-42
grams. Els ratolins eren proporcionats per Harlan Interfauna Ibérica, S.A.
(Barcelona). Els animals eren lliurats pel proveidor directament a la cambra d’animals
situada al Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, on passaven un periode
de quarantena i adaptacié d’una setmana. A partir d’aquest moment podien ser

utilitzats per I'experiment.

Durant el procés d’estabulacié els animals tenien accés ad libitum a |'aigua i al
pinso (Global Diet 2018, Harlan Interfauna Ibérica, Barcelona) proporcionat per
I'estabulari de la facultat. Les condicions ambientals presents durant |’'estabulacio
eren d‘una temperatura ambiental de 21 £ 1 °C, una humitat relativa del 50 £ 5% i
un cicle de 12:12 h de llum:foscor (sent el periode de llum de 08:00 - 20:00 h).

En alguns experiments voliem utilitzar animals de diferents edats de vida
postnatal. Per dur a terme aquest experiment vam utilitzar sis femelles distribuides
en gabies de dues en dues i amb un mascle a cadascuna d’elles. Al cap de deu dies
de convivéncia vam enretirar el mascle i vam separar les femelles en gabies
individuals fins al moment del part. Cada femella va tenir de 10 a 13 fills. Els ratolins
van ser sacrificats quan tenien 1, 5, 10, 30 i 90 dies de vida. Per no alterar el
creixement dels ratolins, a I'hora de sacrificar-los ho vam fer per camades, de
manera que els ratolins sempre van estar envoltats de com a minim 9 germans
durant les tres primeres setmanes de vida. Passat aquest temps vam separar

mascles i femelles i vam agrupar els animals de 4 en 4 fins al moment del sacrifici.
Els diferents protocols als quals sotmetiem els animals van ser préviament

aprovats pel Comite Etic d’Experimentaciéo Animal de la Universitat de Barcelona.

3.2. Models experimentals

3.2.1. Estimulacio B-adrenergica cronica
Per a l'estudi de l'estimulacié B-adrenérgica cronica ens vam basar en els

estudis realitzats anteriorment al nostre laboratori per la Miriam Navarro (244). En el

seu estudi, els animals van ser tractats durant 7 o 14 dies amb isoproterenol i va
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observar que no hi havia diferéncies en la induccié d’hipertrofia cardiaca si I'agonista
era injectat diariament o difonia continuament mitjangant mini-bombes osmotiques.
En el nostre cas, els diferents periodes de tractament van ser de 2, 4, 7 o 14 dies.
Durant el tractament, els animals rebien una dosi de 60 pmols d’isoproterenol /
Kg*dia, distribuida en dues injeccions subcutanies (a les 09:00h i a les 18:00) de 30
HMmols mitjangant una solucié d’isoproterenol 10,5 mM dissolta en PBS (100 ul per un
animal de 35 g; corregiem el volum administrat en funcié del pes de I'animal). Els

animals control eren punxats amb PBS.

En un experiment concret vam voler fer un seguiment més curds dels ratolins
sotmesos a l'estrés B-adrenérgic cronic. Per fer-ho, vam utilitzar unes gabies
metaboliques (Tecniplast®, model 3600M021) adaptades per a un sol ratoli. Per tal
d’evitar 'estrés que impliquen aquestes gabies pels ratolins, els animals van passar
per un procés d’habituacid. Aquest procés va consistir en passar-se 3, 8 i 24 h dins la
gabia metabolica durant tres dies consecutius. Passats aquests tres dies, es deixava
el ratoli a la gabia comuna durant un dia sencer i al seglient es comencava
I'experiment. Durant I'experiment el ratoli va ser introduit a la gabia durant el
primer, el quart i el seté dia. La resta dels dies els va passar a la gabia comuna amb
altres animals. Els animals d’una mateixa gabia eren introduits en diferents gabies
metaboliques el mateix dia. Vam recollir mostres d'orina de 24 h i dades sobre la

ingesta de pinso i aigua.

En alguns experiments concrets vam voler estudiar la proliferacio cel-lular que
tenia lloc als ronyons dels animals sotmesos a una estimulacié B-adrenérgica cronica.
Per fer-ho vam tractar els animals amb isoproterenol durant 2, 4 i 7 dies. Els animals
control van ser tractats amb PBS. Dues hores abans dels sacrifici, els animals van ser
punxats intraperitonealment amb una solucié de BrdU (Sigma) (150 pl d'una solucié
de 40 mg BrdU / ml d’una solucié de NaCl 0,9% i etanol 20%).

3.2.2. Recuperacio després de I'estimulacio B-adrenérgica cronica

En aquest experiment vam voler observar com es recuperaven els animals
després de ser sotmesos a 7 dies d’estimulacid B-adrenérgica. Per fer-ho,
primerament vam sotmetre els ratolins al tractament amb isoproterenol durant 7
dies. Passats els 7 dies vam parar el tractament. Els animals van ser sacrificats als O,
2, 7 i 14 dies després d’'acabar el tractament. Els animals control van ser punxats

amb PBS durant 7 dies i sacrificats tot just acabat el tractament.
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3.2.3. Estimulacio a;-adreneérgica cronica

Per a l'estudi de l'estimulacié a;-adrenérgica cronica ens vam basar en els
estudis realitzats anteriorment al nostre laboratori per la Miriam Navarro (244). En el
seu estudi, els animals van ser tractats durant 7 o 14 dies amb fenilefrina. En el
nostre cas, els diferents periodes de tractament van ser de 2, 7 o 14 dies. Durant el
tractament, els animals rebien una dosi de 60 pmols de fenilefrina / Kg*dia,
distribuida en dues injeccions subcutanies (a les 09:00h i a les 18:00) de 30 pmols /
kg mitjancant una solucié de fenilefrina 10,5 mM dissolta en PBS (100 pl per un
animal de 35 g; corregiem el volum administrat en funcié del pes de I'animal). Els

animals control eren punxats amb PBS.

3.2.4. Sialoadenectomia

En alguns experiments vam voler estudiar la resposta a I'estimulacio
adrenérgica en animals als quals haviem extret préviament les glandules
submaxil-lars (SMG) mitjancant la sialoadenectomia. Eliminant les glandules
submaxil-lars estem eliminat la principal font de sintesi i secrecié d’'EGF en el ratoli
(107).

Per a realitzar aquesta operacio, els animals eren anestesiats mitjangant una
injeccié intraperitoneal de 50 pl d’una solucié de ketamina (Imalgene 1000®, Merial)
/ xilacina (Rompin®, Bayer) en una relacié 3:1 i diluida 1/2 en aigua destil-lada. L’Us
d'aquest anestesic (ketamina) combinat amb un relaxant muscular (xilacina) permet

la rapida recuperacio dels animals després de |'operacio.

A continuacié, una vegada l'animal ja es trobava ben adormit, es col-locava
sobre una superficie plana en posicié supina, immobilitzavem les quatre extremitats
amb cinta adhesiva i realitzavem una petita incisié al coll per tal d’exposar les
glandules submaxil-lars. Seguidament s’estirava les glandules cap a l'exterior amb
molta cura per tal de poder lligar-les amb un fil; el nus es lligava a nivell dels vasos
qgue irriguen les glandules, les quals eren immediatament extirpades fent un tall just
per sobre del nus. Netejavem molt bé la ferida amb PBS i aplicavem un desinfectant
com és la sulfanilamida en pols (Kern Farma) per evitar infeccions. Un cop fet aixo,
tancavem la incisi6 amb dos o tres punts de sutura, netejavem les restes de sang
amb PBS, aplicavem de nou sulfanilamida i deixavem els animals recuperar-se de
I'operacié sota una font de calor per tal d’evitar la hipotérmia. Aquests animals sense

glandules submaxil-lars s'anomenaren sialoadenectomitzats (SIALO).
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Com a controls dels animals sialoadenectomitzats vam utilitzar un altre grup
d’animals als quals vam realitzar una operacié simulada. Aquests animals patien una
operacid en la qual se seguia el mateix protocol que durant la sialoadenectomia, amb
la diferencia que les glandules submaxil-lars eren exposades, pero ni lligades ni

extirpades. Aquests animals els vam anomenar SHAM.

Una vegada realitzades totes les operacions, els animals es posaven en gabies
grans amb una reixeta, per evitar que la ferida es pogués infectar en contacte amb
els encenalls. Durant les primeres 24 h es mantenien en dejuni per tal d'uniformitzar
les diferéncies d’ingesta que es donen just després de |'operacié. Passades 48 h

després de |'operacio, els animals comencaven a rebre el tractament corresponent.

3.2.5. Estimulacié a;-adrenergica aguda

En aquest estudi, els animals van rebre una dosi de 30 pmols de fenilefrina
mitjangant una injeccié subcutania d’una solucié de fenilefrina 10,5 mM dissolta en
PBS (100 pl per un animal de 35 g; corregiem el volum administrat en funcié del pes
de l'animal). Els animals van ser sacrificats a 1, 4, 12 o 24 h després de

I'administracio. Els animals control no van rebre cap injeccié abans de ser sacrificats.

Un altre grup d’animals va ser tractat durant dos dies amb fenilefrina. Passats
els dos dies, la meitat dels animals van ser sacrificats, mentre que l'altre meitat van
rebre una ultima dosi de 30 umols de fenilefrina mitjangant una injeccié subcutania i

sacrificats al cap d'1 h.

En algun experiment, els animals van rebre una dosi de 30 pmols de fenilefrina
just 30 min després de |'operacié de sialoadenectomia, o operacié simulada en els
controls. L'administracié es va realitzar mitjancant una injeccié subcutania d’una
solucié de fenilefrina 10,5 mM dissolta en PBS. Els diferents grups d’animals van ser

sacrificats a 1, 4, 12 0 24 h després de la injeccié de fenilefrina. Els controls SIALO i

SHAM van ser sacrificats 30 minuts després de |'operacio.

3.3. Extraccio i processament de les mostres

3.3.1. Material

-Pinces i tisores

50



-Cinta adhesiva
-Xeringues d'1 ml (Rubilabor)

-Bomba peristaltica (Gilson, mod. Minipuls 2)

3.3.2. Reactius

-PBS
-Solucié de pentobarbital sodic (90 mg/kg)
-Solucié d’heparina (Sigma) (170 U/ml)

-Paraformaldehid 4% (Panreac) (veure apartat 3.5.1.)

3.3.3. Procediment

Per sacrificar els animals primer de tots se’ls injectava intraperitonealment 100
ul de pentobarbital sodic dissolt en PBS. Un cop I'animal estava adormit, es col-locava
en posicid supina sobre una superficie plana i se li immobilitzaven les extremitats
anteriors i posteriors amb cinta adhesiva. A continuacio, se li realitzava una
laparotomia mitjana i apartavem el paquet intestinal cap a la dreta per tal de poder
accedir a la vena cava inferior. Procediem aleshores a I'extraccié de sang de la vena
cava inferior mitjancant una xeringa heparinitzada. Un cop extreta, la sang era
traspassada a un tub eppendorf i es deixava en gel fins a la seva posterior

centrifugacio.

En la majoria d’experiments, una vegada haviem extret la sang, procediem a
I'extraccié dels diferents teixits d'interés. Aquests eren: el cor, el fetge, els ronyons,
el muscul, l'estdbmac, les glandules submaxil-lars i les glandules parotides. Una
vegada extrets, els teixits eren etiquetats i rapidament congelats en nitrogen liquid.
Una vegada recollides totes les mostres, centrifugavem la sang durant 20 min a
12000 g en una microcentrifuga a 4 °C per tal d’obtenir el plasma. Finalment les

mostres de teixits es guardaven a -80 °C fins al moment de la seva utilitzacio.

En els experiments on voliem obtenir mostres per observar-ne la histologia, el
processament de l'animal era diferent. Proves prévies de fixacié i processat van
determinar que la millor manera per obtenir mostres en bones condicions era
perfonent I'animal sencer amb el fixador. Per a dur a terme la perfusié, vam utilitzar
una bomba peristaltica que, un cop graduada, ens permetia tenir un flux constant de
4 ml/min. Acoblat a la bomba hi teniem un sistema de canules de tres diametres

diferents. La més prima (Critchley Electrical, Australia. Diametre intern/diametre
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extern: 0,50/0,80 mm) s’introduia al ventricle esquerra del cor; la més gruixuda
(diametre intern: 1,52 mm) envoltava el sistema de bombeig de I'aparell; i la d'un
diametre intermedi (diametre intern: 1,02 mm) acabava a linterior d'un vas de
precipitats on hi havia la solucid a infondre. Aixi doncs, un cop teniem el ratoli
adormit i en posicié supina, portavem l|'animal dins una campana d’extraccié de
gasos. Alla realitzavem en primer lloc una laparotomia, apartavem el paquet
intestinal i acte seguit, amb I'ajuda d’unes pinces corbes, passavem un fil de nild just
per sota de la vena i l'artéria renal esquerra. A continuacié féiem un doble nus,
impedint aixi la irrigacidé del ronyo i seguidament procediem a l'extraccié del ronyd
amb l'ajuda d’unes pinces i unes tisores. Aquest ronyd era etiquetat i rapidament
congelat en nitrogen liquid. Sense perdre temps tallavem el diafragma i obriem la
cavitat toracica de I'animal, localitzavem el cor i hi introduiem la canula al ventricle
esquerra. A continuacié tallavem la vena porta i enceniem la bomba peristaltica.
Durant els primers 2 min perfoniem I'animal amb PBS per tal de treure tota la sang i
netejar els vasos. Passat aquest temps substituiem la solucié de PBS per la de
paraformaldehid al 4% i ho deixavem perfondre uns 7 min més. Arribats a aquest
punt, extreiem el rony6é dret i el submergiem en uns 20 ml de solucid de
paraformaldehid al 4%. Per evitar que el fixador s’'escampés, manteniem I'animal en

una safata durant tota I'operacio.

3.4. Obtencio de cardiomiocits aillats de ratoli

Fonament

De forma general podem afirmar que I'aillament de cél-lules a partir de diferents
fonts, consisteix en digerir la matriu extracel-lular que les envolta, separar les
cél-lules de la matriu extracel-lular per acci6 mecanica i mitjancant rentats del teixit,
recuperar-les en forma de suspensio cel-lular. Evidentment durant tot el procés és
imprescindible que les cél-lules estiguin en tot moment en unes condicions fisico-
quimiques adequades per a la seva supervivéncia. Per preservar la viabilitat de les
cél-lules aillades és molt important escollir bé el metode emprat per a digerir la
matriu extracel-lular. S’utilitzen diferents enzims amb activitat proteolitica entre els
quals destaquen les col-lagenases. La majoria de col-lagenases disponibles
comercialment son extractes parcialment purificats del medi de cultiu de diferents
soques de Clostridium histolyticum. En aquests extractes, a més a més de |'enzim
amb elevada afinitat pel col-lagen (clostridiopeptidasa A), hi ha altres proteases com

la tripsina, la clostripaina i diverses proteases neutres. Aquesta combinacié de
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diferents activitats proteasiques i especialment de la col-lagenasa, és la que permet
la digestié de la matriu extracel-lular. Ara bé, evidentment, moltes proteines de la
membrana cel-lular dels cardiomiocits també poden ser hidrolitzades per l'accié de
les col-lagenases comercials, de manera que cal aconseguir unes condicions
experimentals que permetin un equilibri optim entre el grau de digestié de la matriu
extracel-lular (factor clau en el rendiment de l'aillament) i el manteniment de les

cel-lules aillades (fonamental per assegurar la seva viabilitat).

Nosaltres hem aplicat el protocol desenvolupat per Jordi Lorita en el nostre
laboratori a partir de Carley i col. (245). En primer lloc, i utilitzant una perfusié pel
metode Langendorff, rentem el cor de la sang que conté, i posteriorment, perfonem
amb la solucié de col-lagenasa desitjada, tot aprofitant el sistema vascular coronari
per facilitar I'accés de I'enzim de forma molt homogénia a tot el teixit cardiac. En
segon lloc, i després del fraccionament del cor, realitzem una digestid6 d’aquests
fragments per immersié en una solucié de col-lagenasa sota una agitacié constant.
Aqguestes digestions i |'agitacid permeten que els cardiomiocits se separin de la

matriu extracel-lular i es puguin recuperar mitjangant rentats del teixit.

Materials

- Perfusor de Langerdorff (Harvard Apparatus)

- Bany termostatitzat amb agitacio circular (New Brunswick Scientific Co. Inc.; model
G76)

- Centrifuga per a tubs Falcon de 50 ml (P Selecta; model desconegut)

- Bomba d’infusié (Infors HT, mod. Precidor)

Reactius

- NaCl (Panreac)

- NaHCOs (Panreac)

- KCI (Panreac)

- MgS0, (Panreac)

- NaH,PO4 (Panreac)

- Glucosa (Panreac)

- CaCl;, (Panreac)

- Taurina (Sigma)

- 2,3 Butanedione monoxime (Sigma)

- Col-lagenasa tipus 2 (265 u/mg) (Worthington)
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- Heparina (Sigma)

Tampons

-Tampoé Krebs-Henseleit enriquit (KHB): a la taula 3 es mostren les
concentracions a les quals eren preparades les solucions mare i la concentracio final
del tampo. Les solucions mare es guardaven en ampolles de vidre durant un periode
maxim d’1 mes a 4 °C o bé en pots de plastic congelats durant un periode maxim de
2 mesos. El KHB es preparava diariament a partir d’aquestes solucions mare. La
taurina i la 2,3 butanedione monoxime, pero, es pesaven i es dissolien en el tampd

KHB diariament. Totes les solucions eren preparades amb aigua miliQ.

Reactiu Concentracié mare Concentracio al tampé
NacCl 1,2M 120 mM
NaHCO; 200 mM 100 mM
KCl 540 mM 5,4 mM
MgSO, 120 mM 1,2 mM
NaH,PO4 120 mM 1,2mM
Glucosa 560 mM 5,6 mM
CaCl, 100 mM 6 mM
Taurina 5,8 mM
2,3 Butanedione monoxime 10 mM
Taula 3. Composicié del KHB i de les solucions mare emprades en la seva
preparacio

- Solucié de col-lagenasa: diariament preparavem 4 ml d’aquesta solucié dissolent

30 mg de col-lagenasa amb 4 ml de tampd KHB.

Sistema de perfusio

Vam utilitzar el model comercial de Harvard Apparatus subministrat per Panlab S.L.
(Barcelona), especificament dissenyat per a la perfusid mitjancant el sistema
Langendorff de cors de rata i d'altres de mida superior. Per tal d’adaptar el sistema a
les perfusions de cors de ratoli vam haver d’introduir alguns canvis sobre el model

basic.
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Les diferents parts que composaven el sistema de perfusid, es poden observar a

les figures 10 11:

6 —E

Figura 10. Sistema de perfusio

-suport fisic: consistent en un eix d’acer fixat sobre una base metal-lica que
permetia acoblar les altres parts del sistema entre elles tot conferint estabilitat al
conjunt. No representat a I'esquema.

-reservori de tampé (1): ampolla de plastic d’aproximadament 800 ml de capacitat
en la posicid més apical del sistema, tot conferint una algada suficient respecte el cor

(7) que permetés desenvolupar la pressié hidrostatica desitjada.
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-sistema de gasejat (2): permetia la saturacio del tampd KHB amb carbogen (95%
0O, i 5% CO;) a mesura que sortia del reservori i penetrava progressivament al
serpenti (3). Aquesta etapa era imprescindible, en primer lloc per permetre
I'oxigenacid del medi i, per tant, també del miocardi un cop el cor era perfés; pero
també per mantenir el tampo6 de perfusié a un pH constant de 7.4 gracies a l'efecte
tamponador del sistema CO, / H,CO3 / HCO5".

-sistema de temperament: permetia mantenir el tampd a una temperatura
constant de 37 °C. En el nostre cas el tampd es temperava mitjancant un serpenti
(3), el qual estava connectat a un circuit d'aigua destil-lada recirculant i temperada
gracies a un bany termostatitzat (4; Grant Instruments mod. KD) a una temperatura
habitualment compresa entre els 42 i els 45 ©C, fixada en funcié de la temperatura
ambient amb I'objectiu d’aconseguir el temperament del tampd a 37 °C en arribar a
la canula.

-canula aortica (5): gracies al reduit diametre de la part inferior (0,9 mm)
permetia la canulacio de I'artéria aorta del ratoli.

-clau triple (6): permetia controlar I'entrada de tampd a la canula des de dos
origens diferents; per una banda la columna de perfusié, i per l'altra, la bomba
d'infusio. Aquesta clau permetia que el tampd entrés Unicament des d’una de les
dues vies o des d’'ambdues simultaniament.

-trampa de bombolles: per evitar I'entrada de bombolles d’aire al cor s’usen les
anomenades trampes de bombolles, mecanismes col-locats just sobre la canula
aortica consistents en un petit reservori de tampd d'una amplada i volum més gran
que els de la canula i que asseguren que l'aire provinent de la part superior de la

columna és segrestat dins d’aquest reservori.

Procediment

-Preparacio dels tampons: en primer lloc es preparava el tampo KHB i es gasejava

amb carbogen durant un minim de 45 min.

-Preparatius de la perfusio: com a preparatiu inicial calia muntar tot el sistema de
perfusid descrit anteriorment. Per evitar I'acumulacié d’aire, ompliem el sistema amb
el tampd gasejat comencant per la part més inferior d’aquest i feiem ascendir el
tampd amb I'ajuda d’'una bomba peristaltica. Aixo ens permetia evitar I'acumulacié de
petites bombolles d’aire dins el sistema que podien impedir una correcte perfusioé del
cor un cop era muntat. El gasejat previ era absolutament necessari, doncs el volum
de tamp¢ situat més distalment del reservori, al ser omplert per la part inferior, no

arribava a estar en contacte en cap moment amb el sistema de gasejat propi de
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I'aparell. Un cop plena de tampd tota la columna, es tancava la bomba peristaltica i
abans d’enretirar el tub que sortia de la bomba fins el lloc d’insercido de la canula
aortica, es tancava la clau triple, de manera que al treure el tub, el sistema restava
tancat. Aleshores col-locavem la canula a la seva posici6 i obriem el sistema durant
uns 5 s, permetent I'eliminacié de l'aire que no haviem eliminat de l'interior de la
canula. En aquests moments només ens calia esperar que el tampo6 assolis la

temperatura de 37 °C i aleshores el sistema estava apunt per ser utilitzat.

Columna de perfusio

Clau triple

Canula flexible I)

™~

Trampa de bombolles

Bomba d'infusié

Canula aortica

’

Figura 11. Modificacions de la canula emprada en les perfusions de ratoli.

-Heparinitzacié i anestésia de I'animal: en primer lloc heparinitzavem |'animal
amb una injeccid intraperitoneal d’heparina (100 pl d'una solucid de PBS/heparina
(170 U/ ml)). Al cap de 15 min procediem a adormir-lo amb una injeccid

intraperitoneal de pentobarbital sodic (90 mg / kg) dissolt en PBS.
-Aillament del cor i canulacié: un cop els animals eren anestesiats i heparinitzats

correctament, es procedia a l'aillament del cor; per fer-ho, es practicava una incisi6 a

la pell de I'animal a nivell del torax amb I’ajuda d’unes pinces i unes tisores, per
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rapidament, obrir el torax tallant totes les costelles en direccié sagital pel costat dret
de I'esternum. Es localitzava el cor a l'interior de la caixa toracica i es procedia a
extreure’l amb l'ajuda d’unes pinces corbes, els extrems de les quals coincidien amb
I'arc aortic. Es pingava l'arc i es tallaven tots els vasos que quedessin per sota. Aixi
alliberavem el cor i el podiem extreure. Durant aquesta manipulacié es tenia especial

cura de no malmetre el cor amb les pinces o les tisores.

Un cop aillat, el cor es col-locava rapidament en una placa de Petri plena amb
uns 15 ml de tampd gasejat amb carbogen préviament i refredat a 4 °C. Degut a les
reduides dimensions del cor de ratoli, I'aillament de l'aorta i la seva canulacié era
complicat i lent. Per evitar problemes d’anoxia perllongada durant el procés, el cor se
submergia en tampd fred, ja que aix0 permetia I'aturada metabolica i funcional del

cor i ens proporcionava el temps suficient per canular-lo.

Amb el cor dins el tampd, es localitzava I'artéria aorta, s'agafava amb un parell
de pinces per les seves parets de manera diametralment oposada, s’'acostava el cor a
la canula, i es muntava en el sistema tot introduint-la per la llum de l'aorta fins a
I'inici de la cavitat del ventricle esquerra, perd sense arribar a penetrar al seu
interior. Immediatament es lligava |'aorta sobre la canula amb un doble nus amb un
fil de nilé de 0,25 mm. En aquell moment ja es podia obrir la triple clau i permetre el

pas del tampd a través del cor.

-perfusio: la perfusié tenia lloc en dues fases:

-rentat: just després de la canulacié i mitjangant el perfusor, perfoniem el cor pel
metode Langerndorff amb tampd KHB durant 5 min a una pressié constant de 60
mmHg i a una temperatura de 37 °C. Durant aquesta fase era imprescindible
assegurar-nos que la perfusié es desenvolupava adequadament. Si el rentat era
poc homogeni o insuficient ni la digestidé ni la viabilitat assolien nivells acceptables

i el cor era descartat.

-digesti6: passats els 5 min, moviem la clau de pas de manera que permetés
I’entrada del tampd amb col-lagenasa a través de la bomba d’infusié. La bomba
estava programada per subministrar un flux d’uns 0,3 ml/min, un valor
aproximadament deu vegades inferior al provocat per la columna de perfusid; aixi
doncs, la col-lagenasa quedava diluida aproximadament 1/10 a l’'entrada de
I'aorta. La solucidé de col-lagenasa era infosa durant 10 min. A partir del minut 5

recolliem 10 ml de I'afluent coronari en un tub Falcon de 50 ml (Falcon A).
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-Incubacions i rentats:

-Incubaciéo amb col-lagenasa: passats els 10 min, el cor era alliberat de les
auricules i els vasos apicals, posteriorment tallat en quatre trossos i posat en el
Falcon A, on haviem recollit I'afluent coronari feia uns instants. Incubavem els
trossos 10 min més al bany termostatitzat a 37 °C i amb agitaci6 mecanica suau,
agitant manualment cada 2 min. Passats els 10 min d’incubacio, tallavem
cadascun dels trossos per la meitat i ho pipetejavem tot amb suavitat durant 2

min més amb una pipeta Pasteur.

Arribats a aquest punt, deixavem reposar el Falcon A uns instants (uns 10 s) i
recolliem el sobrenedant en un altre Falcon de 50 ml (Falcon B) (al fons del
Falcon A ens quedaven els trossos que no haviem pogut disgregar, i que per tant,

no ens servien).

-Rentats post-digestio: afegiem tampd KHB al Falcon B fins arribar als 15 ml, el
centrifugavem durant 2 min a 50 g i descartavem el sobrenedant. Resuspeniem el
pellet en 15 ml més de tampé KHB i repetiem |‘operacid del centrifugat.
Finalment, resuspeniem el pellet en 5 ml de tampd KHB i donavem l'aillament de
miocits per finalitzat. Ens miravem els miocits al microscopi i si tenien bon

aspecte seguiem endavant. En cas contrari eren rebutjats.

-Fixacié i obtencio de les preparacions de cardiomiocits: una vegada
obtingudes les cél-lules i confirmada la seva validesa, centrifugavem els cardiomiocits
durant 2 min a 50 g dins del tub Falcon, n’extréiem el sobrenedant i afegiem
aproximadament 20 ml de la solucié de fixacié. Ho deixavem de 15 a 20 min a
temperatura ambient, agitant per inversi6 cada 4 min. Passat aquest temps,
realitzavem dos rentats de 5 minuts amb tampd de rentat i ho resuspeniem finalment
amb 4 ml de la mateixa solucié de rentat. Seguidament ens disposavem a preparar

els portaobjectes.

Per a I'obtencié de les preparacions de cardiomiocits, basicament haviem de fer
dos passos; en primer lloc escampavem 50 ul de la solucié de cardiomiocits per sobre
d’un portaobjectes SuperFrost Plus (Rubilabor) de manera que s’ocupés tota la part
central. A continuacid, deixavem assecar el portaobjectes a una planxa préviament
escalfada a 40 °C. Una vegada secs, els portaobjectes ja podien ser utilitzats per a

immunocitoquimica.

59



3.5. Analisi histologica

3.5.1. Obtenciod de blocs de parafina

Reactius

-Paraformaldehid (Panreac)

-Etanol absolut (Panreac)

-Etanol 90% v/v, preparat a partir de |I'etanol absolut amb H,O destil-lada

-Etanol 70% v/v, preparat a partir de I'etanol absolut amb H,O destil-lada

-Butanol purissim (Panreac)

-Parafina (Panreac)

-Solucié de Paraformaldehid al 16%. Es preparava un estoc pesant 16 grams de
paraformaldehid i dissolent-los en 75 ml d‘aigua miliQ aproximadament. S’afegien
uns 2 ml d’hidroxid sodic (NaOH) 0,2 M i s’escalfava la solucio fins als 70 °C més o
menys. Un cop el paraformaldehid s’havia dissolt s’enrasava fins als 100 ml amb
aigua miliQ. Es guardava congelat a -20 °C en aliquotes de 50 ml.

-Solucié de Paraformaldehid al 4% en PBS. Era preparat en fresc diariament. Per
preparar-ne 100 ml es barrejaven 10 ml de PBS x10, 25 ml de paraformaldehid al
16% i 65 ml d’aigua destil-lada.

Procediment

Després de la fixacid in situ dels ronyons, els tallavem per la meitat amb I'ajuda
d’un bisturi i els submergiem dins uns 20 ml de solucié de paraformaldehid al 4% i
ho manteniem en agitacido a 4 °C durant 4 h. Després, ja a temperatura ambient,
feiem tres rentats de 5 min amb PBS i un rentat de 30 min amb alcohol al 70%.
Posteriorment, renovavem l’alcohol al 70% i ho deixavem o bé 1 h o bé tota la nit a
4 OC. A continuacié, procediem amb la deshidratacié del ronyd mitjancant una
incubacié d’1 h amb alcohol al 90%, dues incubacions de 30 min amb alcohol absolut
i una incubacié de 30 min amb butanol. El butanol és I'agent intermediari, més apolar
que l'etanol i miscible amb la parafina a 60 °C. Per aquest motiu el procés continuava
amb una incubacié de 12 h amb butanol-parafina en una relacié 1:1 a l'estufa a 60
OC, per tal de facilitar I'entrada de la parafina a l'interior del teixit. Posteriorment
realitzavem el canvi de la solucid de butanol-parafina per parafina pura i ho

deixavem tota la nit a I'estufa per assegurar una inclusié completa amb parafina.

60



Finalment, al mati segient es construia el bloc. Per obtenir el bloc s’utilitzava
un motlle de plastic de 3 x 2,5 x 2 mm, l'interior del qual s’'omplia de parafina liquida
i, rapidament, s’hi introduia el ronyé amb l'ajuda d’unes pinces. El ronyd es
col-locava en posicié horitzontal i s’etiquetava. Tant bon punt la parafina comencava
a solidificar-se, se submergia el bloc en aigua durant uns minuts i es deixava acabar

de solidificar a temperatura ambient un minim de 24 h abans de comengar a tallar-lo.

3.5.2. Obtencio de talls histologics

Un cop fet el bloc, s’obtenien talls de 4 a 7 ym amb un microtom de rotacid
(AS325 Anglia Scientific. Cambridge) del Departament de Biologia Cel-lular de la
Facultat de Biologia de la UB. Els talls obtinguts es deixaven inicialment en un
cristal-litzador ple d’aigua destil-lada escalfada previament a 40 °C per tal d’obtenir
uns talls més planxats. Un cop ben estesos, es recollien en portaobjectes Super Frost
Plus (Rubilabor), s'eixugaven les vores dels suports i es deixaven en una planxa unes

hores a 40 °C per tal que els talls quedessin ben adherits.

Una vegada obtinguts els talls i enganxats als portaobjectes, aquests ja estaven
preparats per a ser utilitzats per a diferents tincions. Tenint en compte, pero, que la
majoria de colorants i anticossos son o es troben en solucions aquoses, era
imprescindible desparafinar i hidratar els talls préviament a comencar els diferents

protocols. Nosaltres ho vam fer seguint aquest protocol:

- 3 incubacions de 10 min en xilé

- 2 incubacions de 5 min en etanol absolut
- 2 incubacions de 5 min en etanol al 90%
- 2 incubacions de 5 min en etanol al 70%

- 2 incubacions de 5 min en aigua destil-lada

A no ser que s’indiqui el contrari, totes les incubacions i tincions es realitzaven
dins uns cristal-litzadors plens amb 150 ml de les solucions emprades. Els temps
indicats per als colorants son aproximats, ja que varien segons el gruix del tall o el
temps que faci que el colorant esta preparat. Hi ha alguns colorants que, amb el
temps, perden les seves propietats tintorials, mentre que d‘altres en guanyen. Tot
aixo obliga a fer proves de temps per tal d’establir el més adequat quan es vol dur a

terme la tincié després d’un temps de no haver utilitzat les solucions colorants.

61



3.5.3. Muntatge de preparacions permanents

Un dels medis de muntatge més emprats per fer preparacions permanents en
microscopia optica és el DPX (Panreac), un medi totalment hidrofobic. Per tant, per a
dur a terme el muntatge ens calia primer deshidratar els talls. Nosaltres ho vam fer

seguint el segluent protocol:

- 1 incubacié de 5 min en etanol al 70%

- 1 incubacié de 5 min en etanol al 90%

- 2 incubacions de 5 min en etanol absolut
- 2 incubacions de 5 min en xilé

- Muntatge amb DPX

Per altra banda, per muntar les preparacions per a la microscopia de
fluorescéncia vam utilitzar un medi de muntatge amb glicerol. Vam emprar un kit de
muntatge dissenyat no només per preservar la mostra, sindé també per preservar la
seva fluorescéncia (SlowFade® Antifade Kit, Molecular Probes™, Invitrogen). El
protocol constava de dos passos; en primer lloc aplicavem un tampd basic per
equilibrar la mostra, ja que s’ha vist que el protector de la fluorescéncia funciona
millor a pH basic. Al cap de 5 min substituiem el tampd pel medi de muntatge (amb
el protector de la fluorescéncia incorporat), al qual nosaltres haviem afegit el colorant
DAPI préviament. Aquest colorant fluorescent s’uneix al DNA marcant especificament

el nucli cel-lular.

Una vegada afegit el protector de la fluorescencia, col-locavem un cobreobjectes
sobre la mostra i segellavem els seus extrems amb laca d’ungles. Les mostres les

conservavem a les fosques i a 4 °C fins al moment de la seva observacié.

3.5.4. Observacié microscopica

Un cop tenyides, contrastades i muntades, vam procedir a |‘observacid
microscopica de les mostres. Per a les mostres de microscopia optica vam utilitzar el
microscopi Optic AxiostarPlus de la casa Zeiss. Vam realitzar observacions amb
objectius de 10, 40 i 100 augments. Les fotografies les vam fer amb una camera

digital Power Shot G5 de Canon acoblada al microscopi.
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Per altra banda, per a l'observacié i captacido d'imatges de les mostres amb
fluorescéncia vam utilitzar el microscopi confocal de fluorescéncia Leica TCS-SP2 dels

Serveis Cientificotecnics de la Universitat de Barcelona.

3.5.5. Tincié amb Hematoxilina-Eosina

La tinci6 amb Hematoxilina-Eosina és una doble tincié basada en I'afinitat de les
estructures cel-lulars per a un o altre colorant. L’'hematoxilina tenyeix de color violeta
estructures principalment acides, per la qual cosa ens tenyia els nuclis cel-lulars. Per
altra banda, 'eosina és una tetrabromofluoresceina de caracter acid que tenyeix de

color rosat les estructures basiques com ara el citoplasma cel-lular.

Reactius

-Solucié d’hematoxilina de Friendlander (Flucka), diluida %> en H,0 destil-lada

-Eosina Y (Sigma)

-Eosina aquosa a 1'1%: es preparava a partir de l'eosina Y, dissolent-la amb H,0
destil-lada fins a I'L% (p/v) i afegint unes gotes d’acid aceétic glacial

-Acid aceétic glacial purissim (Panreac)

-Xilé (Panreac)

-DPX, Medi de muntatge (Panreac)

Procediment

Una vegada ja s’havien desparafinat i hidratat els talls, aleshores procediem a la
tincié. Primerament tenyiem els talls amb hematoxilina durant aproximadament 30 s.
Seguidament submergiem els talls en un recipient que contenia aigua corrent de
I'aixeta i ho deixavem 5 min amb renovacié d’‘aigua constant. Passats els 5 min
tenyiem els talls amb l'eosina aquosa a |I'1% durant 30 s més. En acabar ja

comencavem el muntatge de la mostra (veure apartat 3.5.3.).

3.5.6. Tinciod tricromica de Mallory
La tincid tricromica de Mallory és util per tal de visualitzar el teixit conjuntiu.

Les fibres de col-lagen apareixen en blau, les fibres musculars en vermell i les

fibril-les d’elastina apareixen en taronja vermellds.
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Reactius

- Sublimat corrosiu: Cl,Hg en solucié aquosa saturada (Panreac)
- Fucsina acida a I'1% (Panreac)

- Acid fosfomolibdic a I'1% (Panreac)

- Liquid e Mallory (Panreac)

- Blau d'anilina alcoholica (Panreac)

- Xilé (Panreac)

- DPX, Medi de muntatge (Panreac)
Procediment

Una vegada ja s’havien desparafinat i hidratat els talls, aleshores procediem a la
tincié. Primerament submergiem els talls durant 15 min en sublimat corrosiu per tal
que actués de mordent. Després de fer un rentat rapid amb aigua destil-lada,
submergiem les mostres durant 15 s en fucsina acida. Rentavem les mostres de nou i
posavem els talls durant 60 s en acid fosfomolibdic. Tornavem a rentat els talls
durant un instant amb aigua destil-lada i els deixavem 75 s en liquid de Mallory.
Finalment, i després d’un ultim rentat diferenciavem els talls amb blau d’anilina
alcoholica uns 10 s. En acabar ja comengavem el muntatge de la mostra (veure
apartat 3.5.3.).

3.5.7. Immunohistoquimica

Fonament

La immunohistoquimica i la immunocitoquimica so6n dues técniques
histologiques basades en la capacitat d’un anticos per unir-se a un antigen concret en
una seccidé de teixit organic o una ceél-lula correctament fixats. Aquest anticos, que
anomenarem primari, és reconegut posteriorment per un anticos secundari unit a un
fluorocrom o0 a un enzim capac de transformar un substrat incolor en visible. Aquest
sistema permet la identificacio i localitzacié de diferents sistemes cel-lulars dins de

mostres tissulars aixi com també la distribucié d’un antigen dins d’una cél-lula.

En el nostre cas hem emprat dos protocols diferents d‘immunohistoquimica i un
per a la immunocitoquimica. A continuacié detallarem els diferents passos de
cadascun d’ells, que tot i mantenir una mateixa esséncia, difereixen en certs

aspectes que cal remarcar.

64



3.5.7.1. Immunohistoquimica per detectar la incorporacié de BrdU al DNA

Aguesta técnica només es va realitzar en ronyons d’animals que havien estat
injectats amb BrdU 2 h abans del sacrifici (veure apartat 3.2.1.). Hem seguit el

procediment posat a punt préviament en el nostre laboratori per Irma Buira (246).

Reactius

-PBS

-PBS-trit6: Trité X-100 (Sigma) al 0,2% en PBS

-PBS-gelatina: gelatina (Merck) al 0,2% en PBS

-Tris-HCI: Trizma base (Roche) 0,1 M en aigua destil-lada a pH 7.6 o 8.5 (s’indica
més endavant)

-Fab: fragment variable d’immunoglobulines de cabra contra Ig G (H+L) de ratoli
(Jackson Laboratories). Conservat a 4 °C

-Solucié de blocatge de les peroxidases endogenes: metanol (Panreac) al 10%, H,0,
(Panreac) al 3% i Tritd X-100 (Sigma) al 0,2 % en PBS

-Solucié de desnaturalitzacié del DNA: HCI (Panreac) 2 M en PBS 0,5 M

-Solucié de borat: borat sodic (Na,B40) (Panreac) 0,1 M a pH 8.5

-Solucié de blocatge de les unions inespecifiques: serum de cabra (Gibco) al 10%,
Tritd X-100 (Sigma) al 0,5%, glicina (Panreac) 0,2 M i Fab (Jackson Laboratories)
1/75 en PBS-gelatina

-Anticos primari: anticos monoclonal de ratoli anti-BrdU (M0744, clon Bu20a) (Dako)
-Anticos secundari: anticos policlonal de cabra anti-ratoli (Jackson Immunoresearch)
-Solucié de revelat: 3’,3’-Diaminobenzidina (DAB) (Sigma) al 0,025%, Sulfat de
Niquel Amoni (Sigma) al 0,165% i H,O, (Panreac) al 0,005 % en tampd Tris-HCI a pH
7.6

-Solucié d’hematoxilina de Friendlander (Flucka), diluida %2 en H,0 destil-lada
Procediment
Les mostres de partida ja havien estat desparafinades i hidratades (veure

apartat 3.5.2.). A partir d’aqui vam realitzar la immunohistoquimica seguint els

seglients passos:
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Blocatge de les peroxidases enddgenes

Ja que el revelat consisteix en la reaccié de les peroxidases unides a l'anticos
secundari amb la soluci6 de revelat, és imprescindible inhibir previament les
peroxidases propies del teixit, ja que sind obtindriem un marcatge inespecific de
BrdU en el teixit. En aquest pas, les mostres s’incubaven durant 10 min amb la
soluci6 de blocatge de les peroxidases endogenes; després es realitzava una

incubacié de 5 min en PBS abans de continuar amb la desnaturalitzacio.

Desnaturalitzacié del DNA

Aquest pas és imprescindible per tal que les dues cadenes de DNA quedin
separades i I'anticos primari pugui accedir a la BrdU que s’hagi incorporat durant la
fase S del cicle cel-lular. Per fer-ho, incubavem les mostres en la solucido de
desnaturalitzacid durant 1 h a temperatura ambient. Passat aquest temps era
necessari aturar la reaccid, aixi que submergiem les mostres a la solucié de borat
durant 10 min. Posteriorment realitzavem quatre rentats de 5 min en PBS i finalment

una incubacié de 15 min en PBS-trito.

Blocatge

La funcié del blocatge és evitar les unions inespecifiques dels anticossos primari
i secundari. La incubacié es realitzava amb la solucié de blocatge durant 2 h a
temperatura ambient perd dins una cambra humida. En aquesta cambra hi teniem
dos suports rectangulars de vidre sobre els que disposavem els portaobjectes.
Transcorregudes les 2 h, eliminavem la solucié de blocatge amb dos rentats de 5 min
amb PBS-trito.

Incubacié amb |’anticos primari

L'anticos primari era un anticos monoclonal obtingut en ratoli, que reconeix i
s’uneix a la BrdU incorporada a les cadenes senzilles de DNA. L'anticos es diluia 1/75
en una solucié que contenia: serum de cabra al 10%, Trité X-100 al 0,5%, azida
sodica al 0,02% en PBS-gelatina. La incubacid es duia a terme durant tota la nit a 4
oC a la cambra humida. Per evitar que s’escolés I'anticos, cobriem els portaobjectes

amb uns cobreobjectes que tenien una miqueta de laca a les cantonades.
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L’endema deixavem temperar les mostres durant uns minuts i posteriorment
féiem dos rentats de 5 min amb PBS-tritd per tal d’extreure I'anticos no unit a la

mostra.

Incubacié amb |’anticos secundari

La deteccié de I'anticos primari es realitzava mitjangant un anticos secundari
conjugat amb peroxidasa de rave (HRP). Aquest es diluia 1/100 en una solucié que
contenia: sérum de cabra al 10% i Trité X-100 al 0,3% en PBS-gelatina. Incubavem
les mostres amb I’anticos secundari durant 2 h a temperatura ambient. Passat aquest
temps realitzavem un rentat de 5 min amb PBS, i dos rentats més de 5 min amb
PBS-tritd.

Finalment, abans de procedir al revelat, submergiem les mostres en tampo Tris-

HCl a pH 7.6, fent tres rentats de 5 min cadascun.

Revelat

El revelat es basa en l'oxidacié del fluorocrom 3’,3’-diaminobenzidina (DAB) en
preséncia d'H,0,, a través d’'una reaccié catalitzada per la peroxidasa. Les sals de
sulfat de niquel amoni incrementen la resolucié de la senyal, precipitant

especificament en els llocs on es déna la reaccio.

Per a preparar la solucidé de revelat partiem de les segilents solucions:

- solucié A: DAB al 0,03% en tampo Tris-HCl a pH 7.6 (protegit de la llum)
- solucié B: sulfat de niquel amoni a I'1% en tampd Tris-HCl a pH 8.5

- solucié C: H,0, a I'1% en tampd Tris-HCl a pH 8.5

Just abans del revelat, barrejavem les solucions A i B en una proporcié 5:1 i
afegiem el volum necessari de la solucié C per acabar obtenint una concentracié final
d'H,0, del 0,003%. Tot seguit submergiem les mostres en aquesta solucié i ho
manteniem alla aproximadament entre 5-10 min abans d‘aturar la reaccié
submergint les mostres en aigua miliQ. Posteriorment feiem tres rentats més de 5

min amb aigua miliQ.

Finalment, després de revelar i rentar, contrastavem les mostres breument amb

hematoxilina (de 8 a 10 s), extréiem l'excés de colorant amb un rentat rapid amb
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aigua destil-lada (per evitar el viratge de I'hematoxilina) i muntavem les mostres
amb DPX (veure apartat 3.5.3.).

3.5.7.2. Immunohistoquimica per detectar la preséncia i localitzacié dels

receptors ErbB en talls de ronyo

Reactius

-PBS

-PBS-Tween: Tween-20 (Sigma) al 0,05% en PBS

-PBS-BSA: Albumina sérica bovina (BSA) al 2% en PBS

-Tris-HCI: Trizma Base (Roche) 0,1 Mi pH 7.6

-Solucié de blocatge de les peroxidases enddogenes: metanol (Panreac) al 10% i H,0,
(Panreac) al 3% en PBS

-Solucié de blocatge de les unions inespecifiques: serum de cabra (Gibco) al 2% i
glicina (Panreac) 0,1 M en PBS-BSA

-Anticossos primaris: veure taula 4

-Anticossos secundaris: veure taula 5

-Solucié de revelat: 3’,3’-Diaminobenzidina (DAB) (Sigma) al 0,05% i H,0, (Panreac)
al 0,01% en tampo Tris-HCl a pH 7.6

Procediment

En aquesta immunohistoquimica els passos a seguir eren practicament els
mateixos que en la deteccié del BrdU, a excepcid, és clar, de la desnaturalitzacié del
DNA, ja que en aquest cas els antigens eren proteines i no DNA.

Les mostres de partida ja havien estat desparafinades i hidratades (veure
apartat 3.5.2.). A partir d’aqui vam realitzar la immunohistoquimica seguint els

seglients passos:

Blocatge de les peroxidases enddgenes

En aquest cas consistia en una incubacié de 15 min amb la solucié de blocatge
de les peroxidases endogenes. Passat aquest temps realitzavem tres rentats de 10
min amb PBS.
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Blocatge

Per tal de bloquejar les unions inespecifiques aplicavem 300 ul de la solucié de
blocatge a cada portaobjectes i els deixavem dins una cambra humida durant 1 h a
temperatura ambient. Passat aquest temps extréiem la solucid de blocatge per

decantacié i afegiem la solucié que contenia I'anticos primari.

Incubacié amb I’'anticds primari

L'anticos primari estava diluit en una solucid que contenia: serum de cabra a
I’1%, Tween-20 al 0,05% i azida sodica al 0,03% en PBS-BSA. La relacié d’anticossos
utilitzats amb aquesta técnica es pot veure a la taula 4. La incubacié es duia a terme
durant tota la nit a 4 °C a la cambra humida. Per evitar que s’escolés |'anticos,
cobriem els portaobjectes amb uns cobreobjectes que tenien una miqueta de laca a

les cantonades.

L'endema deixavem temperar les mostres durant uns minuts i posteriorment

féiem tres rentats de 5 min amb PBS-Tween per tal d’extreure 'anticos no unit a la

mostra.
Espeécie Referéncia Casa Comercial
Anti-ErbB1 Policlonal Conill 1005: sc-03 Santa Cruz
Anti-ErbB2 Policlonal Conill C18: sc-284 Santa Cruz
Anti-ErbB3 Monoclonal Ratoli 05-390: clone 2F12  Upstate/Millipore
Anti-ErbB4 Policlonal Conill C18: sc-283 Santa Cruz

Taula 4. Relacio d’anticossos primaris en immunohistoquimica i immunocitoquimica

Incubaciéo amb |'anticos secundari

La deteccié de l'anticos primari es realitzava mitjancant un anticos secundari
conjugat amb peroxidasa de rave (HRP). Aquest estava diluit 1/200 en una solucid
gue contenia serum de cabra a 1'1,5% en PBS. L’anticos secundari utilitzat depenia

de I'anticos primari (veure taula 5). Incubavem les mostres amb |'anticos secundari
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durant 1 h a temperatura ambient i dins de la cambra humida. Passat aquest temps,

realitzavem tres rentats de 5 min amb PBS.

Finalment, abans de procedir al revelat, submergiem les mostres en tamp6 Tris-

HCl a pH 7.6 i feiem tres rentats de 5 min cadascun.

Referéncia Casa Comercial
. , Jackson
Anticos de cabra contra IgGs de ratoli 115-035-008
unit a peroxidasa Immunoresearch
Anticos de cabra contra IgGs de conill Jackson
) . 111-035-008
unit a peroxidasa Immunoresearch
Anticos de cabra contra IgGs de ratoli Jackson
115-295-003
unit a Rhodamin Red Immunoresearch
Anticos de cabra contra IgGs de conill Jackson
111-095-003
unit a Fluorosceina (FITC) Immunoresearch

Taula 5. Relacié d’anticossos secundaris en immunohistoquimica i

immunocitoquimica

Revelat

Per revelar, primerament preparavem la solucié de revelat, perd no afegiem
I’'H,O, fins just abans de comencar. Una vegada tot preparat, submergiem les
mostres dins la solucid de revelat i les deixavem alla entre 5 i 15 min, depenent de la
intensitat de senyal que obteniem. Quan consideravem que ja era suficient, aturavem
la reaccié de revelat submergint les mostres en aigua miliQ. Posteriorment feiem tres

rentats més de 5 min amb aigua miliQ.
Finalment, després de revelar i rentar, contrastavem les mostres breument amb

hematoxilina (de 8 a 10 s), extréiem I’excés de colorant amb aigua corrent de l'aixeta

durant 5 min, i muntavem les mostres amb DPX (veure apartat 3.5.3.).
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3.5.7.3. Immunocitoquimica de fluorescencia

Reactius

-Solucié de rentat: glicina (Panreac) 20 mM en PBS

-Solucié de permeabilitzacié: Trité X-100 (Sigma) 0,1% en PBS

-Solucié de blocatge: Albumina Sérica Bovina (BSA) a I’'1% en tampd de rentat

Procediment

Les mostres de partida son les preparacions de cardiomiocits obtingudes de

I'aillament de cardiomiocits de ratoli (veure apartat 3.4.).

Permeabilitzacié

En el moment de la seva utilitzacid, les preparacions de cardiomiocits estaven
deshidratades, aixi que el primer que feiem era hidratar-les mitjancant dos rentats
de 5 min amb la solucié de rentat. Seguidament incubavem cada portaobjectes amb
1 ml de la solucié de permeabilitzacié durant 10 min a temperatura ambient. Aquest
pas té com a finalitat permetre |'entrada dels anticossos dins les cel-lules, ja que a
diferéncia dels talls de parafina, en aquest cas partim de cél-lules senceres, i si no
permeabilitzéssim la membrana, seria impossible que els anticossos tinguessin accés

a l'interior cel-lular.

Passats els 10 min, realitzavem dos rentats més de 5 min amb tampd de rentat.

Blocatge de les unions inespecifiques

El blocatge el realitzavem incubant els portaobjectes amb 1 ml de la solucié de
blocatge durant 20 min a temperatura ambient. En principi el blocatge es donava
tant a la cara cel-lular externa com a l'interior cel-lular. Passats els 20 min procediem

a incubar les mostres amb |'anticos primari.

Incubacié amb |'anticos primari

L'anticos primari estava diluit 1/50 en solucié de blocatge. La relacio
d’anticossos utilitzats en aquesta técnica es pot veure a la taula 4. La incubacié es

duia a terme durant tota la nit a 4 °C a la cambra humida. Per evitar que s’escolés
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I’'anticos, cobriem els portaobjectes amb uns cobreobjectes que tenien una miqueta

de laca a les cantonades.
L'endema deixavem temperar les mostres durant uns minuts i posteriorment
féiem dos rentats de 5 min amb la solucié de rentat per tal d’extreure I'anticos no

unit a l'antigen.

Incubacié amb |’anticos secundari

La deteccié de l'anticos primari es realitzava mitjangant un anticos secundari
conjugat a un fluorofor, és a dir, a una molécula organica fluorescent. Depenent de
les caracteristiques de la molécula, aguesta emet fluorescéncia a una longitud d’ona
0 a una altra; en el nostre cas vam utilitzar anticossos units a FITC (maxim
d'absorci6 a 492 nm i maxim d’emissi6 a 520 nm) i Rhodamine Red (maxim

d’absorcié a 570 i maxim d’emissié a 590 nm).

L'anticos secundari estava diluit 1/200 en una solucié que contenia sérum de
cabra a I'1,5% en PBS. La incubacié era d’1 h a temperatura ambient dins la cambra
humida i a les fosques per tal de no afectar la fluorescéncia. De fet, a partir d’aquest
moment i fins al final, les mostres sempre estaven a les fosques. Passat aquest
temps, realitzavem dos rentats de 5 min amb tampd de rentat i deixavem les

mostres llestes per ser muntades (veure apartat 3.5.3.).

3.6. Quantificacié d’'EGF a teixits, orina i plasma

3.6.1. Fonament

L'ELISA (“Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay”) utilitzada per Ia
quantificaci6 d’EGF en teixits, orina i plasma és del tipus indirecte d’inhibicié per
antigen. S’ha emprat el metode descrit per Grau i col. (109), basat en la competéncia
que s’estableix entre I'EGF adsorbit a la placa de valoracié i I'EGF existent a la
mostra/patrd per la unié als anticossos comercials de conill anti-EGF de ratoli. Per tal
gue tingui lloc aquesta competéncia, la concentracié d'aquest anticos primari ha de

ser limitant.

Amb l'objectiu de determinar la quantitat d’anticos que quedava finalment unit

a la placa, es va utilitzar una immunoglobulina G de cabra anti-conill conjugada amb
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peroxidasa (anticos secundari). En preséncia de peroxid d’hidrogen, la peroxidasa
catalitza la transformacioé d’un substrat incolor, la O-fenilendiamina, en un producte
de color. Aquest, permet la lectura de la placa a una longitud d'ona de 492 nm.
D’aquesta manera es quantificava I'EGF present a la mostra, ja que una major
densitat Optica del pou era indicatiu d’'una major unié dels anticossos comercials de
conill anti-EGF a I’'EGF adsorbit a la placa, i per tant, d'una menor concentracié d’EGF

a la mostra analitzada.

3.6.2. Material

-Placa d’elevada adsorci6 de poliestire de 96 pous per ELISA (Costar-Cultek,
referencia 3590)

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

3.6.3. Reactius

-PBS

-EGF de ratoli 9,1 yM (Roche)

-Plasma de rata (obtingut al nostre laboratori) (només s’utilitza per mesurar EGF a
plasma)

-Solucié fixadora: isopropanol (Fluka) 25% i acid acétic 10% v/v en aigua destil-lada
-Solucié de blocatge: llet en pols desnatada (Central Lechera Asturiana) al 5% en
PBS

-MTP: llet en pols desnatada al 0,5% i Tween-20 (Sigma) al 0,1% en PBS

-Anticos primari: anticos policlonal de conill anti-EGF de ratoli (Upstate, #06-102)
-Anticos secundari: immunoglobulines G de cabra anti-conill conjugades amb
peroxidasa (Jackson Immunoresearch)

-Solucié de revelat: O-fenilendiamina (Sigma) 0,4 mg/ml, H,O, (Panreac) 60 ppm en
tampod citrat (Panreac) 0,15 M a pH 5

-HCI (Panreac) 2,5 M

3.6.4. Processament de les mostres
Material
-Balanga de precisio (Sartorius BP61S)

-Morter de porcellana (Afora)
-Disruptor cel-lular (Ultra-turrax T25, IKA® LABORTECHNIK)
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-Ultracentrifuga (Beckman coulter, Optima™ L-90K; rotor Sorvall® T-875)

-Tubs de policarbonat per a la ultracentrifuga (Beckman Coulter)

Procediment

Es pesaven els teixits a la balanca de precisié i després es col-locaven dins un
morter on eren fragmentats. A continuaci6 agafavem wun tros de teixit
d’aproximadament 300 mg i el submergiem en 2 ml de PBS. Per homogenitzar els
teixits es va utilitzar un disruptor cel-lular (a una velocitat mitjana de 3.000 rpm)
mantenint sempre el tub amb la mostra submergit en aigua amb gel. El temps
necessari per a una total homogenitzacié era d’aproximadament 30 s. Una vegada
homogeneitzats, agafavem el contingut dels tubs i el col-locavem en els tubs de
policarbonat per a la ultracentrifuga. Centrifugavem els tubs a una velocitat de

100.000 g i a 4 °C. Els sobrenedants recollits es guardaven a -20 °C.

El dia de la valoracio, la mostra era més o menys diluida en MTP en funcié del
teixit, i a partir d’aquesta dilucié es quantificava la concentracié d’EGF a cadascuna
de les mostres. Les dilucions eren de: 1/5000 per a les glandules submaxil-lars,
1/1000 per l'orina, 1/4 per a les glandules parotides, 1/10 pel ronyé i el fetge i 1/5

pels plasmes.

3.6.5. Preparacio de la corba patré

La patro tenia una composicié diferent en funcié de la mostra que haviem de
mesurar. Aixi doncs, utilitzavem una patré per mesurar les mostres de plasma i una
altra pels teixits i I'orina. La ra6 és que vam observar que en el plasma hi ha un
element que ens interfereix en la valoracié de I'ELISA; aquest element es troba no
nomeés en el plasma de ratoli, sind també en el de rata, pero el nostre anticos primari
només és capac de detectar 'EGF de ratoli. Es per aixd que vam decidir utilitzar
plasma de rata diluit 1/5 amb MTP a la patré en comptes d’'MTP sol. Amb aquesta
incorporacid6 a la patré6 vam esquivar les interferéncies observades quan
guantificavem I'EGF en plasmes. Les proves realitzades per validar el metode van ser

satisfactories.
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A continuacid mostrem com realitzavem les diferents dilucions d’EGF de la

patro:

EGF 66,6 nM 5,9 pl d’EGF 9,1 pl + 794 pl MTP*
EGF 20 nM 135 ul d’EGF 66,6 nM  + 315 pl MTP
EGF 6,6 nM 45 pl d’EGF 66,6 nM + 405 pl MTP
EGF 2 nM 45 pl d’EGF 20 nM + 405 pl MTP
EGF 0,66 nM 45 pl d’EGF 6,6 nM + 405 pl MTP
EGF 0,2 nM 45 pl d’EGF 2 nM + 405 pl MTP
EGF 0,066 nM 45 pl d’EGF 0,66 nM + 405 pl MTP
EGF 0,02 nM 45 pl d’EGF 0,2 nM + 405 pl MTP
EGF 0,0066 nM 45 pl d’EGF 0,066 nM  + 405 pl MTP
EGF 0,002 nM 45 pyl d’EGF 0,002 nM  + 405 pl MTP

Aquestes solucions es preparaven en fresc cada dia ja que I'EGF no es pot

congelar a concentracions inferiors a 10 nM.

*A la patré per mesurar mostres de plasma, on diu MTP nosaltres afegiem
plasma de rata diluit 1/5 en MTP.

3.6.6. Procediment de la quantificacioé

Primer de tot es preparava una soluci6 d’EGF 2 nM diluint 2 pl de la solucid
mare d’EGF (9,1 pl) en 11 ml de PBS. Seguidament es posaven 100 pl d’aquesta
solucio a cada pou (equivalent a 1 ng) i es deixava adsorbir I'EGF a la placa tota la nit
a 4 °C en una cambra humida. L'’endema es fixava aquest EGF afegint 100 pul de
solucio fixadora a cada pou. La fixacio es realitzava a temperatura ambient durant 15
min a la cambra humida. A continuacié es realitzaven tres rentats d’1 min cadascun
amb PBS per tal d’eliminar la solucid fixadora. Per tal de buidar els pous totalment
després d’abocar el liquid a la pica, es donaven uns quants cops amb la placa

invertida sobre una superficie tova feta de paper de filtre.

Per evitar la unié inespecifica de l'anticos a la placa, realitzavem un blocatge
afegint 350 pl de la solucié de blocatge a cada pou, i ho manteniem durant 30 min
dins la cambra humida en un bany a 37 °C amb agitacié suau. Posteriorment es
rentava la placa tres vegades amb MTP (1 min per rentat). Arribats a aquest punt,
carregavem la placa amb la mostra o patrd i I'anticos. Primerament posavem 50 pl

de la mostra o patrd (aquesta per triplicat) i sequidament afegiem 50 pl de I'anticos
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primari (diluit 1/2500 amb MTP) per pou; es deixava la placa incubant durant 4 h

dins la cambra humida i en el bany a 37 °C amb agitaci6 suau.

Passades les 4 h, es realitzaven 3 rentats de la placa amb MTP (1 min per cada
rentat) i procediem a la incubacié de l'anticos secundari afegint 100 pl per pou
d’aquest anticos (diluit 1/10000 amb MTP). La incubacié amb l‘anticos secundari
durava 90 min i es realitzava també a la cambra humida i al bany a 37 °C amb
agitaciéo suau. Acabada la incubacio es feien els 3 Ultims rentats amb MTP (1 min

cadascun) i aleshores afegiem 100 pl de la solucié de revelat a cada pou.

El revelat de la placa tenia lloc a les fosques i s’aturava aproximadament als 10
min (depenent de la intensitat del color) afegint 50 ul d’HCI 2,5 M; a continuacio

llegiem I'absorbancia de la placa a 492 nm.

3.6.7. Calculs

La corba patré de I'ELISA del tipus indirecte d‘inhibicié per antigen queda
ajustada a l'equacio:
Ab = Abg - ( C*Dmax / (CDo,5 + C))

on:
Ab = absorbancia
Aby = absorbancia a la concentracié d’EGF igual a 0
C = concentracié d'EGF
Dmax = (Abg - Ab)

CDy,5s = concentracio d’EGF a la qué s’obté 2 de Dpax

Els parametres abg, Dmax i CDos s’estimaven mitjangant el metode de minims

quadrats.
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3.7. Valoracio de proteines

Fonament

Per a la quantificacido de proteines de teixit, aixi com també de plasma, es va
utilitzar el metode descrit per Lowry i col. (247), posteriorment modificat per Zak i
Cohen (248). Aquest metode colorimetric es basa en |'aparicié de color al reaccionar
el reactiu fenol de Folin Ciocalteau amb els residus dels aminoacids de les proteines,

especialment la tirosina i el triptofan.
Material

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

Reactius

-NaOH (Panreac) 2 Mi 0,1 M

-Solucié A: Na,COs (Panreac) al 2% en NaOH (Panreac) 0,1 M (es guardava a la
cambra freda)

-Solucié B: CuS04:5H,0 (Panreac) a I'1l% en aigua destil-lada (es guardava a la
cambra freda)

-Solucié C: Tartrat-Na-K (Panreac) al 2% en aigua destil-lada

-Solucié D: 9,8 ml de la soluciéo A + 0,1 ml de la solucié B + 0,1 ml de la solucié C
-Solucié de Folin-Ciocalteau: reactiu de Folin-Ciocalteau (Panreac) diluit 1/4 amb
aigua destil-lada

-Solucié d’albumina sérica bovina (BSA) (Sigma) a I’1% (p/v) en aigua destil-lada
Processament de les mostres

Introduiem 50 pl de la mostra en un tub eppendorf i hi afegiem 50 pl d’'NaOH 2
M. A continuacio, bulliem les mostres durant 5 min per tal d’obtenir una perfecta
digestid del teixit. Una vegada les mostres ja s’havien refredat, diluiem la mostra
1/100 amb NaOH 0,1 M. Aix0 ho aconseguiem barrejant 10 pl de la mostra digerida
amb 990 ul d’NaOH 0,1 M. En aquest moment la mostra ja estava preparada per ser

valorada.
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Preparacio de la corba patré

Primerament diluiem la solucié mare d’albimina 1/10 amb NaOH 0,1 M per tal
d’obtenir una concentracié d'1 mg/ml. A partir d’aqui realitzavem dilucions 1/2 de la

manera com s’indica:

500 wpg/ml proteina: 500 pl BSA 1 mg/ml

250 pg/ml proteina: 500 pl BSA 500 pg/ml
125 pg/ml proteina: 500 pl BSA 250 pg/mi
62,5 pg/ml proteina: 500 pl BSA 125 pg/ml
31,2 pg/ml proteina: 500 ul BSA 62,5 pg/ml
15,6 pg/ml proteina: 500 ul BSA 31,2 pg/ml

500 pl de NaOH 0,1 M
500 pl de NaOH 0,1 M
500 pl de NaOH 0,1 M
500 pl de NaOH 0,1 M
500 pl de NaOH 0,1 M
500 pl de NaOH 0,1 M

+ + + + + +

El blanc el feéiem amb NaOH 0,1 M.

Procediment

Primerament pipetejavem per duplicat 50 pyl de cada mostra diluida o patrd en
una placa Corning de 96 pous; a continuacioé preparavem la solucié D i n‘afegiem 200
pl @ cada pou. Al cap d’'uns segons ja s’han format unions amb el coure i aleshores
afegiem 50 pl de la solucié de Folin-Ciocalteau a cada pou. Deixavem que la reaccio
tingués lloc durant 60 min a temperatura ambient. Passat aquest temps, realitzavem

la lectura de la densitat optica a una longitud d’ona de 590 nm.

3.8. Altres determinacions

3.8.1. Aspartat transaminasa (AST) en plasma

La L-aspartat: 2-oxogluterat aminostransferasa (AST) E.C. 2.6.1.1, s‘anomena

també Glutamat Oxalacetat Transaminasa (GOT)
Fonament

L'activitat de I'AST a plasma va ser determinada seguint el fonament del
metode espectrofotomeétric descrit per Rej i Horder (249). Segons aquest métode,

I'oxalacetat format en la reaccidé de transaminacié produida per I’AST és reduit al seu

hidroxiacid corresponent, el malat, gracies a I'actuacié de la malat deshidrogenasa.
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La sequéncia de reaccions és:

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

L-Aspartat: 2-oxoglutarat aminotransferasa

Oxalacetat + NAD+H* — L-malat + NAD?

Malat deshidrogenasa

Dins linterval de linealitat de la reaccid, el descens de la densitat Optica
mesurada a 340 nm deguda a l'oxidacié del NADH és proporcional a l'activitat de
I'enzim, en aquest cas I’AST. Per tal que la reaccié sigui limitada Unicament per
I'activitat de I'AST, tant el NADH com l’enzim malat deshidrogenasa han d’estar

presents en excés.

Material

-Cubetes semimicro (Rubilabor)
-Espectrofotometre (Shimadzu UV-160A)

Reactius

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

-Solucié d’Aspartat (Panreac) 297 mM en tampd Tris

-Solucié de 2-oxoglutarat (Sigma) 144 mM en tampé Tris

-Solucié de Piridoxal-fosfat (Sigma) 5,8 mM en tampo Tris

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

-NADH, dissodium salt (Roche)

Procediment
Es preparava la solucid reactiva barrejant 10 ml d’aspartat, 250 pl de piridoxal
fosfat, 50 pyl de la barreja enzimatica malat deshidrogenasa / lactat deshidrogenasa i

1,5 mg de NADH. Un cop preparada la barreja de reaccid la temperavem a

temperatura ambient, juntament amb la solucié de 2-oxoglutarat.
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Es descongelaven els plasmes i es pipetejaven en una cubeta semimicro 10 pl
de cada mostra i 1 ml de la soluci6 reactiva. S’agitava per inversié i ho deixavem 10
min a temperatura ambient. Passat aquest temps, afegiem 100 pl de la solucié
d’oxoglutarat a totes les cubetes i de nou agitavem per inversio. Als 90 s es feia una
primera lectura de I'absorbancia a 340 nm (DO;). La segona mesura es realitzava 10

min després (DOs). Durant aquest temps es mantenia la linealitat.
Calculs

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

ADO340nm 1 1 VvVt 10° umol
uKat/l(umol/s/l) = X X X X
6,317%10% *mol ™ *mm™  10mm 600  Vm 1mol

on:
ADO3z40nm = (DO - DOy)

10 mm = amplada de la cubeta

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

Vm = volum de mostra (ul)

6,317*102 I*mol**mm™ = coeficient d’absorcié molar del NADH a 340 nm i 30 °C

3.8.2. Alanina transaminasa (ALT) en plasma

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

també Glutamat Piruvat Transaminasa (GPT).
Fonament

L'activitat de I'ALT a plasma va ser determinada segons el metode descrit per
Horder i Rej (250). Es tracta d’'un meétode espectrofotométric pel qual el piruvat

format en la reaccio de I’ALT és reduit al seu hidroxiacid corresponent, el lactat, en

presencia de lactat deshidrogenasa.
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La sequéncia de la reaccio és:

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

L-Alanina: 2-oxoglutarat aminotransferasa

Piruvat + NADH + H* — L-lactat + NAD"

Lactat deshidrogenasa

Dins linterval de linealitat de la reaccid, el descens de la densitat Optica
mesurada a 340 nm deguda a l'oxidacié del NADH és proporcional a l'activitat de
I’enzim, en aquest cas I'ALT. Per tal que la reaccié sigui limitada Unicament per
I'activitat de I'ALT, tant el NADH com l’enzim lactat deshidrogenasa han d’estar

presents en excés.

Reactius

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

-Solucié de L-Alanina (Panreac) 615 mM en tampo Tris

-Solucié de 2-oxoglutarat (Sigma) 180 mM en tampd Tris

-Solucié de Piridoxal-fosfat (Sigma) 5,44 mM en tampo Tris

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

-NADH, dissodium salt (Roche)

Procediment

Es preparava la solucid reactiva barrejant 10 ml d‘alanina, 250 ul de piridoxal-
fosfat, 50 pl d’'LDH i 1,65 mg de NADH. Un cop preparada la barreja de reaccio, la

temperavem a temperatura ambient, juntament amb la solucié de 2-oxoglutarat.

Es descongelaven les mostres de plasma i es pipetejaven en una cubeta
semimicro 10 pl de cada mostra i 1 ml de la solucié reactiva. S’agitava per inversid i
ho deixavem durant 10 min a temperatura ambient. Passat aquest temps afegiem
100 ul de la solucié d’oxoglutarat a totes les cubetes. De nou agitavem per inversio.
Als 90 s realitzavem la primera lectura de l'absorbancia a 340 nm (DO;). La mesura

es repetia 10 min més tard (DOs). Per cada valoracio calia fer un blanc amb 10 ul de
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PBS ja que vam observar que fins i tot sense mostra I’'absorbancia a 340 nm baixava
lleugerament durant els 10 min i aix0 ens hauria fet sobrevalorar |'activitat ALT.

Durant els 10 min en qué realitzavem la reaccié es mantenia la linealitat.
Calculs

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

ADO3400m 1 1 VvVt 10° umol
uKat/l(umol/s/l) = X X X X
6,317%10% *mol ™*mm™  10mm 600  Vm 1mol

on:
ADO3z40nm = (DOf - DO;) = (DOpgst — DOpgs;i)

10 mm = amplada de la cubeta

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

Vm = volum de mostra (ul)

6,317*102 I*mol**mm™ = coeficient d’absorcié molar del NADH a 340 nm i 30 °C
3.8.3. Lactat deshidrogenasa (LDH) en plasma

La lactat deshidrogenasa (LDH) E.C.1.1.1.27, és |I'enzim que catalitza I'oxidacié
del L-lactat a piruvat, utilitzant com a acceptor d’electrons el NAD*. La reaccid és
reversible i assolit I'equilibri s’afavoreix la reaccié revers, és a dir, la produccidé de
piruvat i NADH.
Fonament

L'activitat de I'LDH va ser determinada segons el métode espectrofotometric
descrit per Vassault (251); esta fonamentat en la reduccié enzimatica del piruvat a

lactat en preséncia de lactat deshidrogenasa al medi.

La reaccio és:

Piruvat + NADH + H* — L-lactat + NAD*

Lactat deshidrogenasa

82



Reactius

-Tampo Tris-NaCl: Trizma Base (Roche) 81,3 nM i NaCl (Panreac) 203,3 mM a pH 7.2
-Solucié de NADH (Roche) 244 uM en tampd Tris-NaCl
-Acid pirtvic (Sigma) 9,76 mM en tampd Tris-NaCl

Procediment

Les solucions de NADH i piruvat eren descongelades i es temperaven a
temperatura ambient fins al moment de la seva utilitzacié. Es descongelaven les
mostres de plasma i es pipetejaven en una cubeta 4 pl de mostra, 835 ul de la
soluci6 de NADH i 166 pl de piruvat. S’agitava per inversid i es mesurava
I'absorbancia a 340 nm (DO;). Passats 5 min repetiem la mesura (DOs), ja que en

aquest periode es mantenia la linealitat.
Calculs

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

ADO340nm 1 1 Vt 10° umol
uKat/l(umol/s/l) = X X X X
6,317*10 1*mol " *mm’ 10mm 300 Vm 1mol

on:

ADO340nm = (DOs - DOy)

10 mm = amplada de la cubeta

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

Vm = volum de mostra (ul)

6,317*%102 I*mol **mm™ = coeficient d’absorcié molar del NADH a 340 nm i 30 °C

3.8.4. a-hidroxibutirat deshidrogenasa (a-HBDH o LDH-1) en plasma

L'enzim lactat deshidrogenasa anteriorment descrit (veure apartat 3.8.3.) té
una especificitat per diversos substrats a-hidroxiacids i oxoacids, a més a més de I'L-
lactat. Quan un d’aquests substrats, |'a-oxobutirat, és reduit a a-hidroxibutirat per
part de la lactat deshidrogenasa, parlem d’activitat a-hidroxibutirat deshidrogenasa.
Dues de les cinc formes de I'LDH, I'LDH-1 i I'LDH-2, especialment abundants a cor,

son relativament més actives amb I'‘a-oxobutirat com a substrat que no pas amb el

83



piruvat. Quan aquests dos isoenzims sén presents, la reduccié de I'a-oxobutirat de la
mostra té lloc a una taxa considerable; en canvi, la resta d’'isoenzims de I'LDH sén
molt menys actius. Es per aixd, doncs, que s’ha proposat la mesura de I'a-HBDH com
a alternativa a la determinacié dels isoenzims de I'LDH. La mesura de I'a-HBDH pot

ser considerada fonamentalment com una mesura dels isoenzims cardiacs.
Fonament

El métode utilitzat per a determinar I'activitat a-hidroxibutirat deshidrogenasa
va ser el métode espectofotometric descrit per Henderson (252), el qual esta basat

en la reduccié de I'a-cetobutirat en preséncia de I'a-hidroxibutirat deshidrogenasa.

La reaccio és:

a-oxobutirat + NADH + H® — a-hidroxibutirat + NAD™

a-hidroxibutirat deshidrogenasa

L'aparici6 de NAD* com a producte d’aquesta reacci6 és directament

proporcional a la disminucio de I'absorbancia del NADH a 340 nm.

Reactius

-Tampo fosfat: Na,HPO, (Panreac) 16 mM i KH,PO, (Panreac) 13 mM en aigua
destil-lada

-Solucié de 2-oxobutirat (Sigma) 71 mM en tampd fosfat

-NADH, dissodium salt (Roche)

Procediment

Es preparava la solucié reactiva barrejant 25 ml de tamp¢d fosfat i 3,8 mg de
NADH i es temperava a temperatura ambient fins al moment de la seva utilitzacid. Es
descongelaven els plasmes i es pipetejaven 20 pl de mostra, 1 ml de la solucié de
NADH i 50 pl de la solucié de 2-oxobutirat en una cubeta semimicro. S’agitava per
inversido i es mesurava l'absorbancia a 340 nm (DO;). Passats 4 min repetiem la

mesura (DOy) ja que sabiem que durant aquest periode es mantenia la linealitat.
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Calculs

L’activitat a-HBDH de la mostra es calculava segons la férmula:

ADO340nm 1 1 Vvt 10° pmol
uKat/l(umol/s/1) = X X X X
6,317%107 I*mol " *mm™"' 10mm 240 Vm 1mol

on:
ADOs40nm = (DOs - DOy)

10 mm = amplada de la cubeta

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

Vm = volum de mostra (ul)

6,317*107 I*mol™ *mm™ = coeficient d’absorcié molar del NADH a 340 nm i 30 °C

3.8.5. Determinacions automatiques de metabolits en plasma i/o

orina

Les determinacions de creatinina, urea i concentracid de proteines en orina les
vam realitzar amb meétodes automatitzats a |'aparell Metrolab 2300 (RAL, Laboratory
Techniques, Barcelona) amb reactius subministrats per la casa Ral. Per altra banda,
les determinacions dels ions Na* i K* es van realitzar a I'aparell Cobas Mira Plus (ABX
Ibérica, Madrid).

3.8.5.1. Concentracio de proteines en orina

Les proteines, juntament amb el vermell de pirogallol i el molibdat, formen un
complex de color vermellds. El color és directament proporcional a la concentracié de
les proteines. Amb aquesta técnica automatitzada es poden determinar
concentracions entre 20 i 3000 mg/I.

3.8.5.2. Concentracio de creatinina

La creatinina es va determinar en mostres de plasma i orina. Es va utilitzar un

metode enzimatic basat en la segient seqliéncia de reaccions:
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Creatinina + H,0 « ----------- — Creatina

Creatininasa

Creatina + H,0 « ----------- — Sarcosina + Urea

Creatinasa

Sarcosina + O, + H,0 « ----------- — Glicina + HCHO + H,0,

Sarcosina Oxidasa

H,O, + TOOS + PAP « ----------- — Quinona

Peroxidasa

L'absorbancia del compost de quinona és directament proporcional a Ia
concentracio de creatinina a la mostra. Amb aquesta técnica automatitzada es poden

determinar concentracions de creatinina entre 0,02 i 30 mg/dl.

3.8.5.3. Concentracio d'urea

La urea es va determinar en mostres de plasma i orina. Es va utilitzar un

metode enzimatic basat en la seglient seqliéncia de reaccions:

Urea + 2H,0 — 2NH4* + 2HCO;3"

Ureasa

2-Oxoglutarat + NHs* + NADH — L-Glutamat + NAD* + H,0

Glutamat deshidrogenasa

La disminucié de l'absorbancia produida per la desaparici6 del NADH és
directament proporcional a la concentraci6 d‘urea. Amb aquesta técnica
automatitzada es poden determinar concentracions d’urea entre 2 i 300 mg/dl.

3.8.5.4. Concentracio de Na* i K*

El Na* i el K* es van determinar utilitzant el métode de I'eléctrode selectiu.
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3.9. Western Blot

3.9.1. Homogenitzacio de les mostres per a western blot

Material

-Disruptor cel-lular (Ultra-turrax T25, IKA® LABORTECHNIK)
-Centrifuga (Eppendorf, 5415 R)
-Morter de porcellana (Afora)

-Balanga de precisid (Sartorius BP61S)

Reactius

-Tampo Tris-HCI: Trizma Base (Roche) 50 mM i NaCl (Panreac) 150 mM en aigua
destil-lada i pH 7.4

-Tampo d’homogenitzacio: EGTA (Sigma) 1 mM; NaVO, (Sigma) 1 mM; NaF (Merck)
1 mM; PMSF (Roche) 1 mM; aprotinina (Roche) 0,3 uM; pepstatina (Roche) 1 uM;
leupeptina (Roche) 1 uM en tampd Tris-HCI

-SDS (Merck)

-Tritdé X-100 (Sigma)

-Deoxicolat sodic (Sigma)

-Nonidet P-40 (USB Corporation)

Procediment

Els teixits sempre els teniem congelats a -80 °C. Aixi doncs, en el moment de
I’'hnomogenitzacio els teixits eren submergits en nitrogen liquid per tal de transportar-
los i mantenir-los congelats durant |'espera. Primerament, preparavem el tampod
d’homogenitzacié sense detergents. Un cop preparat, n‘afegiem 2 ml en un tub de
poliestiré submergit en gel i alla hi afegiem el tros de teixit a homogenitzar,
préviament pesat a la balanca (en alguns casos el teixit era massa gran i haviem de
fragmentar-lo amb un morter i agafar-ne el tros que necessitavem). Vam
homogenitzar els diferents teixits mitjancant un disruptor cel:-lular (uns 30 s a 4000
rpm), sempre amb el tub en contacte amb gel. A continuacié afegiem 0,73 ml més de
tampd i també els detergents*, ho agitavem amb vortex i ho deixavem en gel.
Durant 1 h manteniem els homogenats en gel agitant amb vortex cada 15 min.

Passada I|'hora, repartiem el contingut dels tubs en tubs eppendorfs i ho
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centrifugavem durant 10 min a 12.000 g. Finalment, recuperavem el sobrenedant en

un altre tub eppendorf i el conservavem a -80 °C fins a la seva utilitzacié.

*Els detergents utilitzats depenien de la técnica per a la qual estiguéssim preparant
els homogenats. Aixi doncs, si la finalitat era realitzar una electroforesi i western
blot, aleshores la combinacié de detergents emprada era: SDS al 0,1%, Trité X-100 a
I’1% i Deoxicolat sodic al 0,5%. Ara bé, si es volien utilitzar els homogenats per a fer
una immunoprecipitacid, aleshores afegiem 0,91 ml de tampd en comptes de 0,73, i
el detergent utilitzat era el Nonidet P-40 a una concentracio de I'1l%. Aix0 és aixi
perqué la combinacié dels tres detergents és més efectiva a I’'hora d’alliberar les
proteines de les membranes; ara bé, és massa agressiva i no ens permetria realitzar
les immunoprecipitacions ja que interferiria en la unié dels anticossos a les boles de
Proteina G-Sefarosa. El Nonidet P-40 no és tant efectiu a I’'hora de disgregar les
membranes, perd no interfereix tant en aquesta unié i permet fer les

immunoprecipitacions correctament.

3.9.2. Aillament de membranes

Material

-Homogenitzador manual (Anorsa)
-Centrifuga (Eppendorf, 5415 R)

-Morter de porcellana (Afora)

Reactius

-Tampo6 Sacarosa-Hepes: Sacarosa (Panreac) 250 mM i Hepes (Roche) 10 mM en
aigua destil-lada i pH 7.5

-Tampd d’homogenitzacié: EDTA (Sigma) 1mM; NaVO, (Sigma) 1 mM; NaF (Merck) 1
mM; PMSF (Roche) 1 mM; aprotinina (Roche) 0,3 uM; pepstatina (Roche) 1 uM;

leupeptina (Roche) 1 M en tampd Sacarosa-Hepes
Procediment

Els teixits sempre els teniem congelats a -80 °C. Aixi doncs, en el moment de
I’'hnomogenitzacio els teixits eren submergits en nitrogen liquid per tal de transportar-

los i mantenir-los congelats durant l'espera. Primerament, preparavem el tampo

d’homogenitzacié. Un cop preparat, n‘afegiem 3 ml a l'interior de I'homogenitzador i
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ho deixavem en gel. Un cop refredat el tampd, procediem a pesar el teixit i a
introduir-lo dins de I’homogenitzador amb el tampd. Homogenitzavem la mostra
manualment durant aproximadament 2 min, fins que ens semblava que ja haviem
disgregat tot el teixit. Aleshores traspassavem |I'homogenat a tubs eppendorfs i
realitzavem una primera centrifugacid durant 15 min a 1.000 g. Amb aquesta
primera centrifugacid en principi precipiten cél-lules senceres, nuclis i mitocondris. Un
cop acabada, recolliem el sobrenedant en un segon tub eppendorf i descartavem el
pellet. Aquests tubs eren novament centrifugats, aquesta vegada durant 30 min a
16.100 g. En aquesta segona centrifugacio separavem les membranes (pellet) de les
vesicules i el citoplasme (sobrenedant). Acabada la centrifugacié recolliem de nou el
sobrenedant en un tercer eppendorf i resuspeniem el pellet en el mateix segon
eppendorf amb 0,8 ml de tampd d’homogenitzacid. Tant el sobrenedant com el pellet

eren guardats a -80 °C fins a la seva utilitzacio.

3.9.3. Immunoprecipitacio dels receptors ErbB

Fonament

La immunoprecipitacié és una técnica emprada per a l'aillament d’una proteina
o d'un complex de proteines concretes d’una solucié on hi ha moltes altres proteines.
Per a aix0, és necessari tenir un anticdos que s’uneixi especificament a la proteina que
ens interessa aillar. També és necessari aconseguir que |'anticos s’uneixi a alguna
estructura solida, ja que sera aquesta unid la que finalment ens permetra separar la
nostra proteina d’interés de totes les altres que estan a la solucié. En el nostre cas,
aquesta estructura solida van ser petites boles de sefarosa unides a proteina G, la
qual té la capacitat d'unir-se especificament a les regions Fc de moltes

immunoglobulines de mamifer.

En general, aquesta técnica s’utilitza tant per aillar i concentrar una proteina
d’interés com per estudiar unions entre proteines, ja que si la proteina d’interés es
troba formant un complex amb altres proteines, al baixar-la és possible que també

baixem els altres components del complex.
Material
-Agitador orbital (P. Selecta)

-Centrifuga (Eppendorf, 5415 R)
-Pipeta Hamilton (Sigma Aldrich)
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Reactius

-Tampo6 d’homogenitzacié Tris-HCl o Sacarosa-Hepes (depenent de la mostra a
utilitzar) (veure apartats 3.9.1. i 3.9.2. respectivament) amb el detergent NP-40
incorporat a una concentracié de I'1%

-Boles de Sefarosa unides a Proteina G (Sigma, Protein G-Sepharose® 4B)

-Tampo6 de carrega x1 (veure apartat 3.9.4.3.)

Procediment

Durant el procés de la immunoprecipitaci6 hi trobem tres passos ben
diferenciats: 1, interaccié entre l'anticos i I'antigen; 2, formacidé del complex triple
amb les boles de Sefarosa unides a Proteina G; 3, recuperacié i separacidé del

complex triple i aillament de la proteina d’interés.

1. Interaccié entre I'anticos i I'antigen

En primer lloc descongelavem les mostres i preparavem el tampo
d’homogenitzaciéd corresponent a les mostres que teniem. En aquesta ocasid els
tampons ja portaven incorporat el detergent (NP-40). Aleshores, en un tub eppendorf
de 0,5 ml de capacitat, hi afegiem 1000 mg de proteina de I'homogenat de la mostra
i 2 ug de l'anticos que ens interessés, en un volum final de 0,2 ml. En el cas de les
mostres provinents de l'aillament de membranes, hi afegiem un petit suplement
d’'NP-40 per tal d’aconseguir que la concentracié final dins I'eppendorf fos de I'1%
(recordem que aquests homogenats havien estat realitzats sense detergents). Aixi

doncs, dins I'eppendorf hi teniem:

X Ml de mostra (1000 mg) + y ul d'anticos (2 pg) + z yl d’aigua destil-lada
+ (k pl d’'NP-40 si s’escau)

on:x+vy+z+ (k) =200 pl
Una vegada ja teniem els eppendorfs amb tots els elements, aquests eren

enganxats en un agitador orbital amb cinta adhesiva i deixats a 4 °C durant tota la

nit donant voltes de manera que s’agitessin per inversié constantment.
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2. Formacié del complex triple amb les boles de Sefarosa unides a Proteina G

Al mati seglent preparavem més quantitat del tampd d’homogenitzacié
corresponent. Aliquotavem aproximadament 30 pl de boles de Sefarosa en un segon
tub eppendorf de 0,5 ml de capacitat i realitzavem dos rentats amb 0,4 ml de tampo
d’homogenitzacié. Cada rentat consistia en afegir el tampd, agitar I'eppendorf per
inversid unes quantes vegades, deixar-ho reposar uns instants i centrifugar
I’eppendorf durant 1 min a només 1000 g. Finalitzats els rentats, extréiem el maxim
de tampdé amb una pipeta, deixant les boles netes i equilibrades dins I'eppendorf.
Aleshores agafavem |'eppendorf que contenia la barreja d’homogenat i anticos i
traspassavem tot el seu contingut al segon eppendorf on hi havia les boles de
Sefarosa. Ho agitavem per inversid i ho tornavem a enganxar a l'orbital. En aquesta

ocasio ho deixavem a 4 °C durant 2 h donant voltes.

3. Recuperacié del complex triple i aillament de la proteina d’interes

Després de les 2 h d’incubacid, en principi els anticossos ja s’han unit a la
Proteina G. Aixi doncs, el seglient pas era primerament aillar el complex triple de tota
la resta de proteines i, posteriorment, desfer el complex per poder recuperar la
nostra proteina. Per aillar el complex realitzavem una centrifugacié de 2 min a 1000
g. Recolliem el sobrenedant en un altre tub i féiem tres rentats del pellet amb 0,4 ml
de tampd d’homogenitzacié cadascun. Després del tercer rentat extréiem tot el
tampdé amb l'ajuda duna pipeta Hamilton. En aquell moment ja teniem aillat el
complex triple. Només ens faltava trencar les unions entre els anticossos i I'antigen i
desfer-nos de les boles de Sefarosa. Per aconseguir-ho afegiem al complex 30 ul de
tampd de carrega x1, barrejavem les boles i el tampd amb un vortex i ho bulliem
durant 5 min. En el tampd de carrega hi ha SDS i DTT, dos agents que en principi
han de trencar les unions entre l'antigen i I'anticds i entre aquest i la Proteina G.
Aleshores, centrifugavem l’eppendorf durant 2 min a 16.100 g per separar el tampd
de les boles de Sefarosa unides encara a la Proteina G. Recolliem el sobrenedant, és
a dir, el tampd amb, entre altres, la nostra proteina, i ho posavem en un Uultim
eppendorf. Tornavem aleshores a afegir 30 pul més de tampd de carrega x1 a les
boles de Sefarosa i repetiem el procés de barrejar, centrifugar i recollir el
sobrenedant, aquesta vegada, perd, amb una pipeta Hamilton per tal de recuperar el
maxim de tampd de carrega possible. Afegiem aquest segon sobrenedant a 'anterior
i donavem per acabada la immunoprecipitacié. En aquell moment podiem fer
directament I’electroforesi (veure apartat 3.9.4.) o bé congelar I'immunoprecipitat a -

20 °C i fer I'electroforesi un altre dia.
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3.9.4. Electroforesi (SDS-PAGE)

3.9.4.1. Fonhament

La separacio de proteines mitjangant gels de poliacrilamida en condicions
desnaturalitzants, gracies a la preséncia de dodecilsulfat sodic (SDS) i d’'un agent
reductor com el dithiotreitol (DTT) permet separar les proteines presents en una
mostra en funcié del seu pes molecular. En aquest tipus d’electroforesi s’utilitzen dos
gels de diferent concentracié d’acrilamida: un gel concentrador i un gel separador. El
primer presenta un entramat molecular més lax (en el nostre cas consistia en una
barreja d’acrilamida-bisacrilamida al 3%), i el gel separador forma en canvi un
entramat molecular més dens (6 o 12%, depenent de la proteina a analitzar). Quan
apliqguem el corrent eléctric, les proteines migren a través del gel concentrador i
queden solapades a la interfase dels dos gels; aix0 fa que les proteines entrin al gel
separador al mateix temps. Dins aquest gel és on les proteines se separen en funcid
del seu pes molecular, avancant més aquelles que tenen un pes molecular menor i
quedant més enrere les d’un pes molecular més elevat. La preséncia d'SDS i DTT
durant l’electroforesi ens permet obviar la carrega i la conformacio original de les
proteines, provocant la seva desnaturalitzacio i conferint-los una carrega negativa
proporcional al seu pes molecular. D’aquesta manera, doncs, les proteines migraran

Unicament en funcio del seu més molecular.

3.9.4.2. Material

-Sistema d’electroforesi Mini-PROTEAN III Cell (BioRad)
-Font d’electroforesi Power Pack-200 (BioRad)

-Paper Whatman 3 mm (Whatman)

3.9.4.3. Reactius

-Barreja acrilamida-bisacrilamida: acrilamida (Panreac) al 29,2% (p/v), bisacrilamida
(BioRad) al 0,8% (p/v), preparat amb aigua bidestil-lada. Un cop la barreja estava
preparada, la filtravem amb paper Whatman i la guardavem a 4 °C protegida de la
llum

-Tampo Tris 1,5 M: Trizma Base (Roche) preparat amb aigua destil-lada i ajustant el
pH a 8.8

-Tampo Tris 0,5 M: Trizma Base (Roche) preparat amb aigua destil-lada i ajustant el
pH a 6.8
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-Solucié d’SDS: SDS (Roche) preparat al 10% (p/v) amb aigua destil-lada

-Solucié de persulfat amonic (PSA) (BioRad) preparat al 10% (p/v) amb aigua
destil-lada. Un cop preparat es conservava a -20 °C

-TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilediamina) (BioRad)

-Tampd d’electroforesi: Trizma Base (Roche) 25 mM, Glicina (Panreac) 191,8 mM i
SDS (Roche) al 0,1% (p/v) preparat amb aigua destil-lada

-Tampo de carrega (concentrat x3): Trizma Base (Roche) 300 mM, Glicerol (Panreac)
al 30% (p/v), SDS (Roche) al 10% (p/v) i blau de bromofenol (Sigma) al 0,01%,
preparat amb aigua destil-lada, pH a 6.8. El dia de l'electroforesi afegiem DTT

(Sigma) a una concentraciéo de 100 mM.

3.9.4.4. Procediment

Preparacidé de les mostres

Primerament, descongelavem el tampd de carrega x3, li afegiem el DTT i ho
diluiem fins a obtenir tampd de carrega x2. Les mostres, totes provinents
d’homogenats de teixits, eren aleshores descongelades. De 50 a 100 ug de proteina
(segons la proteina a analitzar) eren pipetejats i posats en un nou eppendorf.
Afegiem llavors la quantitat d’aigua necessaria per arribar als 50 pl i tot seguit
afegiem 50 pl de tampd de carrega x2. D’aguesta manera igualavem les
concentracions de totes les mostres. Ho vortejavem uns segons i seguidament ho

bulliem 5 min. Carregavem 20 ul de cada mostra.

Preparaci6 dels gels i condicions de |'electroforesi

Muntavem els vidres (anteriorment netejats amb etanol) on polimeritzarien els
gels seguint les instruccions del fabricant, amb separadors d'1,5 mm d’amplada.

Seguidament preparavem la solucié del gel separador (al 6 o al 12%):

6% 12%
Aigua destil-lada (ml) 5,5 3,4
Acrilamida-bisacrilamida 30% (ml) 2,1 4,2
Tampo tris 1,5 M (pH 8.8) (ml) 2,63 2,63
SDS 10% (pl) 110 110
PSA 10% (ub) 150 150
TEMED (pl) 10,5 10,5
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Barrejavem tots els reactius seguint I'ordre indicat ja que quan afegim el PSA i
el TEMED comenga el procés de polimeritzacié. Agitavem per inversio i introduiem la
barreja entre els dos vidres (aproximadament uns 5 cm des de la base). Rapidament
afegiem una mica d’aigua destil-lada per sobre el gel (200 pl) per tal d’assegurar una
superficie llisa del gel i també per evitar el contacte amb l'aire i excloure I'oxigen, el
qual inhibiria la polimeritzacié. Mentre el gel separador polimeritzava, es preparava la

solucié del gel concentrador (3,3%):

3,3%
Aigua destil-lada (ml) 3,4
Acrilamida-bisacrilamida 30%(ml) 0,6
Tampo tris 0,5 M (pH 6.8) (ml) 1,38
SDS 10% (ul) 55
PSA 10% (ul) 75
TEMED (pl) 5,5

Una vegada el gel separador havia polimeritzat, eliminavem |'aigua de sobre el
gel per capil-laritat mitjangant la introduccié de paper de cel-lulosa entre els dos
vidres. En aquest moment afegiem el TEMED a la solucié del gel concentrador,
agitavem per inversié i I'abocavem entre els dos vidres sobre el gel concentrador. A
continuacié col-locavem amb molta cura la pinta per definir els pous del gel i ho

deixavem polimeritzar.

Una vegada polimeritzat, ja podiem col-locar els vidres amb els gels sobre el
suport que constitueix la cubeta interna del sistema Mini Protean III Cell. L'ompliem
amb 150 ml de tampd d’electroforesi, assegurant-nos que el gel concentrador
quedava totalment submergit. Arribats a aquest punt, només ens quedava retirar la
pinta i carregar els pous amb les mostres (20 ul per pou carregats amb pipeta). A
continuacié tancavem el circuit omplint la cubeta externa amb 350 ml de tampd
d’electroforesi i aplicavem un voltatge constant de 100 V durant 100-120 min, fins
que el front (indicat pel blau de bromofenol del tampé de carrega) arribava a la part

inferior del gel.
3.9.5. Western Blot
3.9.5.1. Fonament
L'analisi del tipus Western Blot és una técnica d‘immunodeteccié emprada per a

la deteccié d’antigens especifics d’interés en barreges complexes de proteines. La
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técnica parteix d’'una mostra en la que les proteines han estat separades préviament
en funcié del seu pes molecular mitjangant técniques d’electroforesi (SDS-PAGE).
Aquestes proteines son aleshores transferides a una membrana per a la seva més
facil manipulacio; sobre aquesta membrana és on es realitzara la immunodeteccié de

la proteina desitjada.

3.9.5.2. Material

-Mini Trans-Blot (Bio Rad)

-Font d’electroforesi Power Pack-200 (BioRad)

-Paper Whatman 3 mm (Whatman)

-Membrana de difluorur de polivinil (PVDF), inmobilon-P (Millipore)
-Aparell d'obtencié d'imatges LAS 3000 (Fugifilm)

3.9.5.3. Reactius

-Tampo de transferéncia: Trizma Base (Roche) 25 mM, Glicina (Panreac) 192 mM,
SDS (Roche) al 0,1% i metanol (Panreac) al 10% (v/v) preparat amb aigua
destil-lada

-PBS

-Solucié de blocatge: llet en pols desnatada (Central Lechera Asturiana) al 5% en
PBS

-MTP: llet en pols desnatada (Central Lechera Asturiana) al 0,5% i Tween-20 (Sigma)
al 0,05% en PBS

-Kit de quimioluminiscéncia ECL (Amersham International)

-Anticossos primaris i secundaris (veure taula 6 i 5, respectivament)

3.9.5.4. Procediment

Transferéncia

Inicialment, submergiem la membrana de PVDF amb metanol durant uns 30 s i
després en aigua destil-lada durant 5 min. Seguidament la submergiem en tampé de
transferéncia per tal que s’equilibrés. Per una altra banda, muntavem el sistema de
transferéncia segons les especificacions del fabricant i abans de posar la membrana
sobre el gel, també deixavem que aquest s’equilibrés durant 5 min en tampé de
transferencia. Una vegada la membrana i el gel s’havien equilibrat per separat,

acabavem de muntar el sistema. Vigilavem especialment que no quedessin bombolles
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entre la membrana i el gel, ja que aixo dificultaria una correcta transferéncia. El gel
doncs, quedava en contacte directe amb la membrana, en el costat més proper al

catode.

Refrigeravem el tampo de transferéncia submergint parcialment la cubeta del
Trans-Blot en gel, alhora que introduiem dins la mateixa un petit recipient amb aigua
congelada préviament, proporcionada per BioRad a tal efecte. Per tal que el tampd
estigués fred continuament i homogénia, ens ajudavem d’una petita barra magnética

situada dins la cubeta de transferéncia.

La transferéncia es realitzava a 400 mA d’amperatge constant durant 90 min.

Immunodeteccid

Amb aquesta técnica es poden identificar les proteines fixades sobre la
membrana en el procés anterior (transferéncia) mitjangant el seu reconeixement
especific amb anticossos. Consta de diferents passos: 1, blocatge de la membrana;
2, incubacié de la membrana amb un anticos primari especific; 3, incubacié de la
membrana amb un anticos secundari unit a una peroxidasa; 4, visualitzacié del

complex proteina-anticos.

Blocatge de la membrana

Finalitzada la transferéncia incubavem la membrana amb 100 ml de la solucié
de blocatge durant 60 min a temperatura ambient i en agitacidé constant. Aquesta
operacio es realitza per tal d’ocupar els possibles llocs d’unié inespecifica de I'anticos

a la membrana mitjangant una solucié de proteines.

Incubacié amb I'anticos primari especific

Després del blocatge incubavem la membrana amb la solucié de l'anticos
primari en un petita cubeta durant tota la nit a 4 °C (per veure la relacié d’anticossos
utilitzats i les seves dilucions veure la taula 6). Finalitzada aquesta incubacié, feiem 4
rentats de 5 min amb 159 ml d’'MTP cadascun. Els rentats es duien a terme en

cubetes cristal-litzadores.
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Anticos Refréncia Dilucio i teixit
1005: sc-03 1/500 cor
ErbB1 Policlonal conill .
Santa Cruz 1/1000 ronyo
C18: sc-284 1/1000 cor
ErbB2 Policlonal conill
Santa Cruz 1/500
C17: sc-285 1/1000 cor
ErbB3 Policlonal conill ]
Santa Cruz 1/1000 ronyo
06-572 1/1000 cor
ErbB4 Policlonal conill ]
Upstate/Millipore 1/500 ronyd
Monoclonal de 1111 876 1/10000 cor
Tubulina ) .
ratoli Boehringer Mannheim  1/10000 ronyd

Taula 6. Anticossos primaris utilitzats per a Western blot

Incubacié amb l'anticos secundari

Acabats els rentats incubavem la membrana amb la solucié de Ianticos
secundari pertinent. La incubacié tenia lloc en una petita cubeta a temperatura
ambient durant 1 h. Finalitzada aquesta incubacié, realitzavem 4 rentats de 5 min
amb MTP i 3 rentats més de 5 min amb PBS. Els anticossos secundaris eren utilitzats

a una dilucié d'1/200. La relacié d’anticossos emprats es pot veure a la taula 5.

Visualitzacié

Per a la deteccié de les bandes de proteina vam emprar el reactiu ECL seguint
les especificacions del fabricant. Aquest métode es basa en I'emissié de llum després
de l'oxidacié del luminol en preséncia d’'H,0,, en una reaccidé catalitzada per la
peroxidasa. La llum produida és proporcional a la quantitat de proteina detectada
pels anticossos. Aquesta llum és captada per I'aparell LAS3000, el qual digitalitza les

imatges tant bon punt les obté.

Quantificacio

La quantificaciéo la realitzavem amb el programa Image Gauge de la casa

Fugifilm seguint les especificacions del fabricant.
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3.9.6. Decapatge (stripping) de les membranes

Fonament

La utilitzacié del decapatge (stripping) és molt util en els casos en qué disposem
de poca quantitat de mostra. Ens permet reutilitzar una mateixa membrana per a
mirar diferents antigens a partir d’'una sola electroforesi i Western Blot, evitant-nos

aixi la necessitat de realitzar multiples electroforesis per a cada grup de mostres.

La técnica es basa en la capacitat de l'agent reductor B-mercaptoetanol i del
detergent SDS per a trencar les unions que s’han produit entre els anticossos
primari, secundari i l'antigen que es troba a la membrana durant les diferents
incubacions. Una vegada desenganxats i rentats, la membrana es pot incubar de nou
amb un altre anticos primari i secundari. Aquest protocol es pot aplicar diverses
vegades a la mateixa membrana. Tot i que en alguns casos s’ha descrit que
I’aplicacié del protocol implica una petita péerdua de proteina de les membranes, en el
cas de la membrana de PVDF aquesta pérdua es considera practicament inexistent,

validant aixi la seva utilitzacio.

Material

- Bany termostatitzat amb agitacié circular (New Brunswick Scientific Co. Inc.; model
G76)

Reactius

-Metanol (Panreac)

-Tampo d’stripping: Trizma Base (Roche) 62,5 mM; SDS (Merck) 2% (p/v); B-
mercaptoetanol (Sigma) 100 mM en aigua destil-lada

-PBS

-PBS-Tween: Tween (Sigma) 0,1% en PBS

Procediment
Primerament, preparavem el tampd d’stripping, perd sense afegir el B-
mercaptoetanol. Paral-lelament escalfavem el bany fins als 50 °C de temperatura.

Per fer I'stripping utilitzavem un recipient de plastic amb tanca. Una vegada el bany

assolia els 50 °C, posavem el tampd dins el recipient i aquest al bany per tal
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d’escalfar el tampd. Mentrestant, agafavem la membrana i la submergiem en
metanol durant 30 s i posteriorment la deixavem en aigua destil-lada. Passats 5 min,
anavem a la campana d’extraccié de gasos i alla afegiem primer el B-mercaptoetanol
al tampd, i tot seguit col-locavem la membrana dins el recipient (amb la cara on hi
havia les proteines mirant amunt). Aleshores agafavem el recipient i el posavem dins
el bany amb agitacié moderada durant 30 min. Passat aquest temps, tornavem a la
campana de gasos i traspassavem la membrana a un cristal:litzador. Alla realitzavem
primer un rentat de 5 min amb PBS i després tres rentats més de 5 min amb PBS-
Tween. Una vegada finalitzats els rentats, la membrana havia de ser blocada de nou i
posteriorment ja podiem procedir amb la incubacié d’un altre anticos primari (veure

apartat 3.9.5. pel blocatge i les incubacions).

3.10. PCR a temps real (real-time PCR)

3.10.1. Aillament d'RNA

Fonament

Per aillar I'RNA hem utilitzat el métode d’extraccié basat en la utilitzaciéo d'un
reactiu que conté fenol i tiocianat de guanidina desenvolupat per Chomczynski i
Sacchi 'any 1987 (253) i millorat pel primer el 1993 (254). Durant I’'hnomogenitzacid
del teixit, el reactiu en questio trenca les cel-lules i desnaturalitza les nucleases
endogenes. Posteriorment s’afegeix cloroform a la barreja i se centrifuga provocant la
separacio de la mostra en tres fases en les que trobem separadament I'RNA, el DNA i
les proteines de la mostra. En el nostre cas agafem la fase on hi ha I'RNA i el

recuperem fent-lo precipitar amb isopropanol.

Material

-Disruptor cel-lular (Ultra-turrax T25, IKA®-Sabortechnik)

-Tubs de RIA préeviament esterilitzats amb llum ultravioleta (Deltalab)
-Puntes de pipeta amb filtre (Corning Incorporated)

-Tubs eppendorfs esterilitzats

-Centrifuga (Eppendorf, 5415 R)

-Termo-agitador (Eppendorf, 5437)
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Reactius

-Tripure Isolation Reagent (Roche)
-Isopropanol purissim (Panreac)

-Etanol 75%: etanol purissim (Panreac) al 75% diluit en aigua bidestil-lada

Procediment

Per a realitzar I'aillament d’RNA sempre partiem de mostres que havien estat
congelades a -80 ©°C. Aixi doncs, primerament recuperavem les mostres del
congelador i les deixavem en nitrogen liquid fins al moment de la seva utilitzacio.
Pesavem aproximadament 50 mg de teixit, evitant en tot moment la seva
descongelacié i, ja dins la campana de gasos, submergiem el tros de teixit dins un
tub amb 1 ml del reactiu Tripure. Homogenitzavem el teixit mitjangant un disruptor
cel-lular durant 15 s i ho deixavem reposar durant 5 min a temperatura ambient per
tal de trencar els complexes de nucleoproteines. Aprofitavem aquest temps per a
traspassar el contingut del tub a un tub eppendorf. Passats els 5 min afegiem 0,2 ml
de cloroform, barrejavem el contingut del tub amb vortex i ho incubavem 10 min a
temperatura ambient. Després de la incubacid, centrifugavem la mostra durant 15
min a 12.000 g i a 4 °C. Durant la centrifugacid es formaven tres fases facilment
diferenciables: una fase superior, aquosa i incolora, que contenia I'RNA; una fase
intermédia de color blanquinds que contenia el DNA; i finalment, la fase inferior,

aquosa i vermella, que contenia les proteines.

En el nostre cas ens interessava només aillar I'/RNA, aixi que amb una pipeta
recuperavem la fase superior i la traspassavem a un segon tub eppendorf. Alla hi
afegiem 0,5 ml d’isopropanol, ho agitavem per inversié unes quantes vegades i ho
deixavem incubant durant 10 min més a temperatura ambient. Passat el temps,
centrifugavem el tub de nou, pero aquesta vegada durant 10 min també a 12.000 g i
a 4 °C. La preséncia d’isopropanol fa precipitar 'RNA, de manera que després de
centrifugar el tub, apareixia un petit pellet de color blanc. Amb una pipeta extreiem
tot el liquid del tub amb molt de compte de no endur-nos el pellet, i un cop extret,
afegiem 1 ml d’etanol al 75%. Agitavem de nou per inversié i amb vortex, de manera
que veiéssim el pellet surar en l'etanol. Aleshores tornavem a centrifugar el tub,
aquesta vegada, perd, només durant 5 min a 7.500 g i a 4 °C. En acabar, tornavem
a tenir el pellet blanc al fons, aixi que extréiem tot I’etanol amb una pipeta i amb
molta cura. Tot i que no ho deia el protocol, nosaltres repetiem el pas de I’'etanol una

segona vegada per assegurar-nos que haviem eliminat tot l'isopropanol de la mostra.
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Un cop extret I’etanol per segona vegada amb una pipeta, deixavem assecar el pellet
per eliminar tot I'etanol. Ho aconseguiem deixant els tubs en un termomixer durant

aproximadament 10-20 min a 37 °C.

Finalment, resuspeniem I'RNA aillat en el volum desitjat amb aigua miliQ

(normalment en uns 100 pl) i ho deixavem a -20 °C fins a la seva utilitzacio.

3.10.2. Retrotranscripcio

Fonament

La retrotranscipcid inversa és una técnica que ens permet passar I'RNA a DNA
mitjancant la utilitzacié de la retrotranscriptasa clonada del virus de la leucémia
murina (MuLV). Aquest pas és imprescindible de cara a realitzar posteriorment una
real-time RT-PCR. Sempre intentavem retrotranscriure a la vegada totes aquelles
mostres que havien de ser posteriorment comparades entre si, ja que se sap que
I'eficiéncia de la retrotranscripcio no és sempre la mateixa. En un principi, pero,
s’assumeix que l'eficiéncia és del 100 %, i per tant, que tot I'RNA afegit a la reaccid

és retrotranscrit a cDNA.

Material

-Termociclador Gene Amp® System 2700 (Applied Biosystems)

-Puntes de pipeta amb filtre (Corning Incorporated)
Reactius
-Kit de retrotranscripci6 GeneAmp® RNA PCR (Applied Biosystems)
Procediment

Per realitzar la retrotranscripcié partiem de les mostres d’RNA aillat pel métode
anteriorment descrit (veure apartat 3.10.1.). En primer lloc, igualavem les
concentracions d’'RNA de les mostres diluint-les si era necessari amb aigua miliQ. A
continuacio preparavem el tampo de reaccié a partir dels reactius subministrats pel

kit de retrotranscripcio i seguidament pipetejavem als tubs corresponents la quantitat

necessaria de tampd i de mostra per tal de dur a terme la reaccié. En general les

101



retrotranscripcions es realitzaven en un volum final d’entre 10 i 20 pl i la quantitat

d’'RNA retrotranscrit era de 0,5 a 2 ug. En cada tub de retrotranscripcié hi havia:

Volum final 10 pl Volum final 20 pl
Mostra 3,85 7,7
Tampo de RT Tagman 10x 1 2
MgCl, 2,2 4,4
Barreja de Deoxy NTPs 2 4
Hexamers aleatoris 0,5 1
Inhibidor d’/RNAses 0,2 0,4
Retrotranscriptasa 0,25 0,5

Una vegada preparats tots els tubs, portavem les mostres al termociclador i

aplicavem el seglient programa:

5’a95°C

30°a 48 °C

10’ a25°C

wa4d°C

Una vegada finalitzat les mostres eren guardades a -80 ©°C fins a la seva posterior

utilitzacio.

3.10.3. PCR a temps real (real-time PCR)

Fonament

La reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR) va ser desenvolupada el 1985 per
Saiki i col. (255). El métode permet lI'amplificaci6 de petits fragments de DNA
(normalment entre 100 i 600 bases) en DNA de cadena doble. Per a aconseguir-ho,
la PCR necessita dos primers d'uns 20 nucledtids cadascun que siguin
complementaris d’una seqliéncia concreta de cadascuna de les dues cadenes de DNA.
Aguests primers son utilitzats com a punt de partida per una DNA polimerasa per tal
de copiar el tros de cadena que ens interessa amplificar. Després de realitzar la
primera copia, aquests primers poden tornar a ser utilitzats, perd aquesta vegada no

només per a copiar el DNA que ha estat introduit la primera vegada, sin6 també
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aquell que ha estat sintetitzat durant la primera ronda de sintesi. Aixi doncs, seguint
aquest procés s’aconsegueix una amplificacié exponencial. Tenint en compte que a
cada cicle és necessari separar les cadenes complementaries de DNA augmentant la
temperatura, el descobriment d’'una DNA polimerasa estable a altes temperatures
(Tag polimerasa) provinent d’un bacteri que creix en aiglies calentes (Thermus
aquaticus) va ser un gran aveng. D’aquesta manera no és necessari afegir DNA
polimerasa a cada cicle. En un primer temps, després d’uns aproximadament 40
cicles, el producte generat per la PCR era analitzat mitjancant una electroforesi en un
gel d'agarosa i tenyit amb bromur d’etidi. Aquest procés permetia obtenir dades
sobretot de caracter qualitatiu de preséncia, abséncia o degradacié i, en alguns
casos, també semi-quantitatives; perd no servia com a quantificacié absoluta ja que
en molts casos s’havia demostrat que no sempre existia una relacio directe entre la
guantitat de DNA inicial i la intensitat de la banda obtinguda després de la tincié amb

bromur d’etidi.

Per tal de mesurar els RNAs, es va desenvolupar un sistema mitjangant el qual
I'RNA era primerament retrotranscrit a cDNA, el qual era aleshores amplificat per PCR
i analitzat a través d’una electroforesi en un gel d’agarosa. Tot i que aquest fet
permetia quantificar els RNAs, la seva fiabilitat és encara menor degut a la

introduccié d’un pas extra com és la retrotranscripcio.

El 1992, aquests problemes van quedar resolts gracies al desenvolupament de
la real-time PCR per Higuchi i col. (256). A la real-time PCR, la quantitat de producte
format a cada cicle és monitorada mitjangant la quantificacié de la fluorescéncia
produida per fluorocroms presents a la reaccid, els quals emeten una quantitat de
fluorescéncia proporcional a la quantitat de producte present a cada moment.
D’aquesta manera és possible saber la quantitat de cicles necessaris per tal d’obtenir

una certa quantitat de molécules de DNA de cada mostra.

Hi ha diversos sistemes al mercat per tal de realitzar una real-time PCR. En el
nostre cas, vam optar per utilitzar la tecnologia TagMan® de la casa comercial
Applied Biosystems. Aquest sistema de senyalitzacié utilitza ['activitat 5’-3’
exonucleasa de la Taqg DNA polimerasa, la qual, una vegada s’han donat els passos
d’hibridacié i extensid, degrada la sonda de DNA fluorescent (257). Les sondes
TagMan, les quals tenen una seqlieéncia especifica en funcié del gen que es vol
estudiar, estan marcades tant amb una molécula fluorescent indicadora (extrem 5’),
com amb un segrestador de la fluorescéncia (extrem 3’). Mentre la sonda no esta

hibridada, aquestes dues molécules estan molt properes fisicament, i la transferéncia
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d’energia de ressonancia (FRET) de la molécula fluorescent cap al segrestador
aconsegueix suprimir la fluorescéncia de la molécula indicadora. Generalment, els
sistemes TaqMan utilitzen el fluorofor indicador fluoresceina (FAM) i el segrestador de

fluorescéncia rhodamina (TAMRA).

En el moment de la hibridacid, la sonda TagMan esta dissenyada per hibridar en
I’'espai que hi ha entre els dos encebadors. Aixi doncs, durant el procés de sintesi per
part de la Taq polimerasa, la sonda és degradada per l'activitat 5’-3’ exonucleasa
d’aquesta. Si no hi ha producte, la sonda no es pot unir enlloc i no és degradada, i
per tant, la fluorescéncia segueix segrestada. La degradacid de la sonda, en canvi,
provoca l'alliberament de la molécula indicadora i, conseqlientment, I'acumulacié al
medi de fluorescéncia proporcional a la quantitat de producte format. Aquest sistema
de senyalitzacié és molt eficient i especific ja que requereix la hibridacié de fins a tres

cadenes complementaries a diferents seqiiéncies d’'un mateix gen.

Normalment, aquesta técnica s’utilitza per detectar patogens, analisi d’expressid
génica, analisi de polimorfismes d‘un sol nucledtid (SNP) i estudi d’aberracions
cromosomiques, entre d’altres. En el nostre cas I'hem emprada per |'estudi de
I'expressié genica durant diferents processos com soén la hipertrofia cardiaca i el

desenvolupament postnatal.

Materials

-Sistema d'alt rendiment de PCR quantitativa en temps real ABI Prism 7900 HT
(Applied Biosystems)

-Plaques de 384 pous (Applied Biosystems)

-Films per tapar les plaques (Applied Biosystems)

-Puntes de pipeta amb filtre (Corning Incorporated)
Reactius

-Universal Master Mix (Applied Biosystems)

-Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)

-Primers especifics per a cada gen a analitzar; (veure la taula 7) (Tagman, d’Applied

Biosystems)
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GAPDH Mm99999915_g1

ANF (Atrial Natriuretic Factor) Mm01255748_m1
ErbB1 MmO00433023_m1
ErbB2 MmO01306795_m1
ErbB3 Mm01159999_m1
ErbB4 Mm01256814_m1

Taula 7: Relacio de primers utilitzats en la real-time RT-PCR

Procediment

Per a realitzar la real-time PCR partiem de les mostres que contenien el cDNA
obtingut anteriorment (veure apartat 3.10.2.). Primerament, preparavem la barreja
de la Master Mix i els primers que voliem utilitzar, de manera que a l'hora de
carregar la placa només haguéssim de pipetejar dues vegades a cada pou: una per
introduir-hi la barreja de reaccid i l'altre per pipetejar-hi la mostra. Una vegada
preparada, pipetejavem primerament la barreja de reaccié a cada pou i després hi
pipetejavem la mostra (de 50 a 100 ng), utilitzant una punta de pipeta diferent per a

cada pou, evitant aixi possibles contaminacions. A cada pou hi havia doncs:

Volum a cada pou (ul)

Master Mix x2 7,5
Primers x20 0,75
H,O miliQ 4,75
Mostra (de 50 a 100 ng) 2

Una vegada carregada la placa, la cobriem amb un film i ens asseguravem que
el film quedava ben enganxat sobre la placa, evitant qualsevol tipus d’entrada o
sortida de reactius o transvasament entre pous. En aquell moment, només ens
guedava portar la placa als Serveis Cientificotécnics i realitzar la PCR a |'aparell ABI

Prism 7900HT. El programa utilitzat en tots els casos va ser:
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40 repeticions

10> a 95 °C 0.15>a95°C

2>a50°C 1’ a 60 °C

Calculs

Quan es realitza una real-time RT-PCR, es pot fer un analisi de quantificacio
absoluta, és a dir, determinar el nUmero exacte de copies d‘'un RNA especific, o bé,
determinar els nivells relatius d’aquest RNA, és a dir, comparar-los amb els nivells
d’'un altre RNA. Per a la quantificacié absoluta, és necessaria la realitzacid6 d'una
corba patré amb I'RNA del gen d’interés. Es qliestié de fer un banc de dilucions d’una
quantitat de copies coneguda del gen d’interés i realitzar la real-time RT-PCR.
Posteriorment, es comparen els resultats de les mostres amb la corba patrd i

s’extreuen els valors del nombre de copies inicials de cada mostra.

El métode més utilitzat, pero, a I'hora de realitzar un analisi del tipus real-time
RT-PCR és l'anomenat 272 (258). Aquest métode parteix de la base que es
compleixen dues condicions; en primer lloc, dona per suposat que l'eficiencia de la
reaccié és del 100%, és a dir, que a cada cicle es dobla la quantitat de producte
format. Aquest fet s’acostuma a donar si el fragment a amplificar és menor de 120
bases. Per altra banda, requereix que hi hagi un gen que ens serveixi com a control
endogen. Aquest control endogen ha de ser un gen que tingui uns nivells d’expressio
similars entre totes les mostres de l’experiment, que no varii en funcid de les
diferents condicions experimentals i que durant la realitzacié de la real-time RT-PCR
estigui sotmés a la mateixa cinética que el gen d’interés. En el nostre cas aquest gen

control va ser la GAPDH.

A I'hora de realitzar els calculs, doncs, vam aplicar I'equacié segtient (figura
12):

9-AACt _ o - (CT,GIT - CT,GCT) - (CT,GIC - CT,GCC)
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On:

Cr = Cycle threshold, és a dir, el nivell llindar, és el cicle a partir del qual
trobem una certa quantitat de mostra

Crarr = valor Ct del gen d'interés a la mostra tractada

Ct,ccr = valor Ct del gen control a la mostra tractada

Crcic = valor Ct del gen d’interés a la mostra control

Cr,ccc = valor Ct del gen control a la mostra control
Quantificacio per Real time qPCR
2-MC! =2" (CT.GIT - CT,GCT) - (CT,GIC - C‘I',GCC)
L]
]
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Figura 12. Exemple dels resultats obtinguts en una Real-time RT-PCR i el calcul

que se’n deriva. Adaptat de Vanguilder i col. (259).

3.11. Analisi estadistica

Per cadascun dels experiments presentats es va realitzar una analisi estadistica
dels resultats. De cada grup experimental es va calcular la mitjana i el seu error
estandard. A l'hora de determinar si les diferéncies existents entre grups
experimentals eren significatives o simplement eren degudes a la variabilitat
biologica o experimental, vam utilitzar el test de la t d’Student quan voliem comparar

parelles de valors o el test de ’ANOVA (d’un o de dos factors) quan voliem comparar
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entre si més de dos grups experimentals. En alguns casos, les dades van haver de

ser transformades en el seu logaritme per tal de poder realitzar aquests analisis.

En aquells casos en que I'’ANOVA revelava diferéncies significatives entre els
grups, empravem un post-test per identificar-les. En funcié de I’'hnomogeneitat de
variancies entre els grups, s’aplicava els tests de Bonferroni o Tukey (quan les
variancies no eren significativament diferents) o la T2 de Tamhane (metode no

parametric que empravem en cas contrari).

En tots els experiments, vam considerar que si el p-valor obtingut en les
analisis anteriors era inferior a 0,05, la diferéncia observada entre les mitjanes dels
grups que comparavem era significativa i no deguda a l'atzar o a |lerror
experimental. A les grafiques i taules, aquesta significativitat es representava

mitjancant un asterisc (*).

L'analisi estadistica presentat en aquest treball es va realitzar amb el programa

Prisma de GraphPad.

108



4. Resultats. Articles






Departament de Bioquimica i Biologia Molecular
Facultat de Biologia

UNIVERSITAT DE BARCELONA

B

Ignasi Ramirez i Sunyer i Maria Soley i Farrés, directors de la tesi d’en Genis Camprecids i
Figueras titulada ‘Els receptors ErbB en la resposta a I’'estimulacié adrenérgica cronica en el
ratoli’, certifiquem que el doctorand ha participat, de la forma que s’indica a continuacid, en els

seglents articles:

1.- Lorita, J., Camprecidés, G., Soley, M., Ramirez, I. (2009) ErbB receptors protect the
perfused heart against injury induced by epinephrine combined with low-flow ischemia. Growth
Factors 27, 1-11. En aquest article el doctorand ha fet tots els experiments que s’inclouen en
la figura 1.

Index d'impacte 2009: 2.5

2.- Camprecids, G., Navarro, M., Soley, M., Ramirez, I. (2009) Acute and chronic adrenergic
stimulation of submandibular salivary glands. Effects on the endocrine function of epidermal
growth factor in mice. Growth Factors 27, 300-308. En aquest article el doctorand ha fet tots
els experiments que es mostren. La Dra. Navarro havia fet experiments preliminars, dels que
s’inclouen algunes dades.

Index d’impacte 2009: 2.5

3.- Camprecios, G., Lorita, J., Pardina, E., Peinado-Onsurbe, J., Soley, M., Ramirez, 1. (2010)
Expression, Localization and Regulation of the Neuregulin Receptor ErbB3 in Mouse Heart. J.
Cell. Physiol. (En premsa). En aquest article el doctorand ha fet tots els experiments que es
mostren. El Dr. Lorita va col.laborar en experiments amb miocits aillats i les Drs. Pardina i
Peinado van col.laborar en els estudis de RT-PCR. L’article va ser escrit pel doctorand i
posteriorment revisat pels directors.

Index d’impacte 2009: 4.6

4.- Camprecios, G., Sanchez-Vizcaino,E., Soley, M., Ramirez, 1. (2010) Chronic B-adrenergic
stimulation increases ErbB receptors and cell proliferation in mouse kidney. En el moment de
preparar aquest escrit, l'article esta en procés de revisié pels editors de Amer. J, Phyisiol.
Renal Physiol (Index d'impacte 2009: 3.7). En aquest article el doctorand ha fet tots els
experiments que sinclouen. La Sra. Sdanchez-Vizcaino ha col.laborat en algunes

determinacions. L'article ha estat escrit pel doctorand i posteriorment revisat pels directors.

Barcelona, 6 d’octubre de 2010.

Ignasi Ramirez Maria Soley






Article 1

ErbB receptors protect the perfused heart against injury

induced by epinephrine combined with low-flow ischemia

Growth Factors, 2009; 27(4): 203-213






Resum

Els receptors ErbB protegeixen el cor perfés contra la lesioé provocada per la

combinacio6 d’adrenalina i isquémia de baix flux

Els receptors amb activitat tirosina quinasa ErbB son importants pel
manteniment de la integritat estructural del cor i en la induccié d’hipertrofia.
Addicionalment, l'activacié in vivo d’ErbB1 per I'EGF protegeix el cor del dany
provocat per l'estrés agut. Nosaltres hem estudiat aqui la possible proteccio del
sistema ErbB en cors aillats als quals se’ls ha provocat I'estrés in vitro mitjancant la
combinacié d’isquémia i la infusié d’adrenalina. En cors de ratoli perfosos, I'EGF va
induir la fosforilacié en tirosines d’ErbB1, perd no d’ErbB2. La Neuregulina-1B (NRG-
1B) va induir la fosforilaci6 en tirosines tant d’ErbB4 com d’ErbB2. També vam
observar diferéncies en les cascades de senyalitzacié activades per cada factor de
creixement. Per tal d’estressar el cor de ratoli, vam combinar I'adrenalina amb la
isquemia de baix flux. Aix0 va resultar en (i) perdua de la forca de contraccio del
ventricle esquerra (+dP/dt(max)) i de la pressié desenvolupada (LVDP) després d'un
curt periode d’hipercontractilitat, (ii) augment del metabolisme anaerobic (produccio
de lactat), i (iii) lesid6 dels miocits (alliberament de lactat deshidrogenasa (LDH)).
L'EGF i la NRG-1B van provocar efectes diferents en la contractilitat dels cors
estressats. L'EGF va reduir a la meitat la perdua tant del +dP/dt(max) com del LVDP.
Per altra banda, la NRG-1B va potenciar encara més la hipercontractilitat just després
de la reperfusié. Aquest fet és coincident amb un increment transitori del flux
coronari després de la reperfusio. Tot i les diferéncies produides en la contraccid, tant
I'EGF com la NRG-1B van induir efectes similars en la proteccié primerenca tal i com
ho indica la reduccié en l'alliberament d’LDH. Els nostres resultats mostren que el
sistema ErbB protegeix el cor perfés de les lesions provocades per l'estrés agut i

reforcen la rellevancia dels receptors ErbB i els seus lligands en la fisiologia cardiaca.
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Article 2

Acute and chronic adrenergic stimulation of submandibular
salivary glands. Effects on the endocrine function of epidermal

growth factor in mice

Growth Factors, 2009; 27(5): 300-308






Resum

Estimulacié aguda i cronica de les glandules salivals submaxil-lars. Efectes

sobre la funcio endocrina de I'EGF

Les glandules salivals submaxil-lars sén la major font d’EGF en el ratoli. La
secrecié aguda d’EGF des d’aquestes glandules protegeix el cor de lesions provocades
per les catecolamines. Actualment es té poc coneixement sobre I'estimulacio
adrenérgica cronica de les glandules submaxil-lars i la possible contribucié de I'EGF
acumulat a la hipertrofia adaptativa del cor derivada d’aquesta estimulacio
adrenérgica. Nosaltres mostrem aqui que el contingut d’EGF de les glandules
submaxil-lars no va recuperar els seus valors normals després de 24 h d’una sola
injeccié de fenilefrina o d’un episodi agressiu de lluita. La repeticio (2 vegades al dia
durant 2 dies) de I'estimulacié adrenérgica va resultar en una disminucié de gairebé
el 90% del contingut d’EGF de les glandules submaxil-lars. En aquestes condicions,
una nova estimulacié adrenérgica no va provocar un increment en plasma de la
concentraci6 d’EGF, ni l'activacié dels receptors de I'EGF (ErbBl) en el fetge.
L'administracié cronica d’isoproterenol o fenilefrina (7 dies) va induir I'expressié del
factor natriurétic atrial en el cor i un increment tant de la massa ventricular com de
la proteina. L'extraccié quirdrgica de les glandules submaxil-lars (sialoadenectomia)
no va afectar aquestes respostes adaptatives del cor. Nosaltres concloem que I'EGF
de les glandules submaxil-lars no contribueix a la hipertrofia cardiaca, una de les

respostes adaptatives induides per I'estimulacié adrenérgica cronica.
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Article 3

Expression, Localization, and Regulation of the Neuregulin

Receptor ErbB3 in Mouse Heart

Journal of Cellular Physiology, 2011; 226(2): 450-455






Resum

Expressio, localitzacio, i regulacié del receptor de Neuregulina ErbB3 en el

cor de ratoli

Les Neuregulines (NRGs) pertanyen a la familia de factors de creixement de
I’EGF, els quals son lligands dels receptors ErbB. La seva expressio en el cor adult és
essencial, especialment quan se sotmet el cor a estimuls cardiotdoxics com poden ser
els produits per les antraciclines. Es considera que ErbB4 és I'Unic receptor de les
NRGs expressat en el cor adult. Quan és activat pel lligand, ErbB4 segurament
dimeritza amb ErbB2 per tal d’iniciar la senyalitzacié intracel-lular. No obstant,
nosaltres mostrem aqui la preséncia d’ErbB3 en cors de ratoli des del naixement fins
a la vida adulta mitjancant Western blots i real-time RT-PCR. Els nivells d’expressio
de I'mRNA d’ErbB3 eren inferiors als observats per ErbB2 i ErbB4, per6 era més
estables durant tot el desenvolupament postnatal. En cardiomiocits aillats de ratoli,
vam localitzar ErbB3 a les linies Z amb una distribuci6 semblant a la d’ErbB1. La
perfusio de cors aillats amb NRG-1B va induir la fosforilacié d’ErbB3, aixi com també
d’ErbB2 i ErbB4. En ratolins adults, la induccié d’hipertrofia cardiaca va provocar la
rapida disminucié dels nivells tant d’ErbB2 com ErbB3, perd no d’ErbB1 ni ErbB4. En
conclusio, els nostres resultats demostren que ErbB3, a més a més d’ErbB4, és un

receptor per la NRG-1B en el cor adult de ratoli.
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Article 4

Chronic B-adrenergic stimulation increases ErbB receptors and

cellular proliferation in mouse kidney

Growth Factors, 2009; 29(2-3): 94-101






Resum

L'estimulaciéo B-adrenérgica cronica provoca un increment dels receptors

ErbB i la proliferacié cel-lular en el rony6 de ratoli

Tot i que el sistema nervids simpatic esta involucrat en les lesions provocades
en el ronyd causades per diversos agents estressants, com ara la hipertensié o la
isquémia/reperfusid, sabem poca cosa sobre els efectes de |'estimulacié adrenérgica
cronica en el ronyd. En cas de lesid, pero, el ronyd té una gran capacitat per
promoure la regeneracid cel-lular en els tubuls i la recuperacié funcional. El receptor
ErbB1 i els seus lligands juguen un paper essencial en aquest procés. Nosaltres hem
estudiat els efectes de I|'administracié cronica d‘isoproterenol (un agonista B-
adreneérgic) en el ronyo de ratoli. L'isoproterenol va induir una pérdua moderada i
reversible de la massa renal i del contingut de proteina no associada a disfuncio
renal. Vam observar un augment de la proliferacié de cél-lules tubulars (marcatge
amb bromo-deoxyuridina) tant en la zona periferica com interior del cortex dels
animals tractats amb isoproterenol. Els receptors ErbB1 (el receptor de I'EGF), aixi
com també ErbB2 i ErbB3 (el receptor de la neuregulina) estaven sobrexpressats en
els ronyons dels ratolins tractats amb isoproterenol a nivell de proteina, perd no
d'mRNA. Tots els receptors es van localitzar en les mateixes zones de la nefrona i els
mateixos tipus cel-lulars. Els estudis d‘immunoprecipitacié després de |'estimulacio
amb EGF i NRG-1B van mostrar una interaccié dinamica entre els tres receptors. En
conseqliéncia, nosaltres concloem que els receptors ErbB potser cooperen en la

resposta a |'estimulacio B-adrenérgica cronica.
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Annex Article 4

ErbB4 en el ronyo: localitzacid, desenvolupament i resposta a

I'’estimulacio cronica dels receptors B-adreneérgics






ErbB4 en el ronyo: localitzacid, desenvolupament i resposta a

I'’estimulacio cronica dels receptors B-adrenérgics

Alguns estudis mostren la preséncia d’ErbB4 en el ronyd (1-3). En el transcurs
de l'estudi dels receptors ErbB en el rony6é de ratoli en resposta a l'estimulacio
adreneérgica cronica, no només vam estudiar els receptors ErbB1, ErbB2 i ErbB3, sind
que també vam abordar I'estudi del receptor ErbB4. La rad per la qual no vam afegir
aquests resultats a l'article 4 va ser perquée malauradament, els anticossos contra
ErbB4 dels que disposavem no van funcionar prou bé en totes les tecniques
emprades i no ens van permetre obtenir uns resultats tant consistents com els

obtinguts pels altres tres receptors.

Sense dubte, els anticossos contra ErbB4 funcionaven molt bé en
immunohistoquimica. Aixi, vam poder observar que es trobava ampliament distribuit
per tota la nefrona; concretament vam observar marca en els tubuls proximal i distal,
en la nansa de Henle i en els tubs col-lectors (Figura 1). A diferéncia dels altres tres
receptors, perd, no vam observar ErbB4 ni al glomeérul ni a les cél-lules de la linia
parietal de la capsula de Bowman. De tota manera, podem dir que el receptor ErbB4
co-localitza amb els altres receptors ErbB1, ErbB2 i ErbB3 en la majoria de zones de

la nefrona.

A I'hora d’estudiar la interaccié del receptor ErbB4 amb els altres receptors,
perdo, vam xocar frontalment amb la ineficacia dels anticossos contra ErbB4. Vam
observar que |'anticos contra el receptor ErbB4 no servia per a realitzar experiments
d’'immunoprecipitacié6 amb seguretat, ja que tal i com es pot observar a la figura 2,
aconseguiem co-immunoprecipitar més quantitat d’ErbB4 amb qualsevol dels altres
anticossos contra ErbB1, ErbB2 o ErbB3, que no pas amb els anticossos especifics
contra ErbB4. Tot i no poder tenir les dades completes, pero, en aquest experiment si
que vam poder corroborar que tant ErbB1, com ErbB2 i ErbB3 heterodimeritzen amb

el receptor ErbB4 en el ronyd.

De tots els anticossos utilitzats, el d’ErbB4 va ser el que donava resultats menys
nitids en la técnica de Western blot. En el decurs d’estudis de desenvolupament dels
diferents receptors ErbB en el cor (veure article 3), també vam analitzar mostres de
ronyé (Figura 3). Aqui es pot veure la menor nitidesa del senyal obtingut amb
I'anticos contra ErbB4. Tot i aix0, podem dir que observem dos patrons diferents
d’expressid; mentre els receptors ErbB1, ErbB2 i ErbB4 presenten una alta expressid

a dia 1 i una subseqlient disminucié dels seus nivells a mida que I'animal es fa gran,
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el receptor ErbB3 presenta un increment de I'expressio als 5 i 10 dies de vida, i una
posterior disminucié als 30 i 90 dies, recuperant els mateixos nivells que tenia a dia
1. L'alta expressiéo dels receptors durant el periode de creixement del ronyo és
conseqlient amb la seva capacitat d’induir proliferacié cel-lular, contribuint aixi en el
desenvolupament postnatal del ronyd. El fet que trobem dos patrons diferents
d’expressid, pero, sembla posar de manifest que no tots els receptors de la familia
ErbB deuen estar contribuint de la mateixa manera al desenvolupament renal.
Hipotetitzar quines podrien ser les funcions dels diferents receptors, pero, seria
aventurar-se massa, ja que malauradament, no s’han realitzat gaires estudis sobre la

funcio dels receptors ErbB en el desenvolupament del ronyo.

Els resultats dels estudis de I’'estimulacié B-adrenérgica cronica indiquen que el
receptor ErbB4 en el ronyd respon d’una manera semblant a la dels altres tres
receptors. Per comengar, vam observar que els nivells d’ErbB4 es trobaven
augmentats en els ronyons dels ratolins sotmesos al tractament cronic amb
isoproterenol durant 7 dies, pero no en els tractats amb fenilefrina ni en els animals
control (Figura 4). Aquests nivells augmentats de proteina, perd, no es
correlacionaven amb els nivells d’'mRNA d’ErbB4 que vam observar durant el
tractament cronic amb isoproterenol (Figura 5). De fet, els nivells d'mRNA es

mantenien constants durant els 7 dies que durava el tractament.

Una vegada finalitzat el tractament, el receptor ErbB4 va recuperar els nivells
basals als dos dies (Figura 6), tal i com passava també amb els receptors ErbB1,
ErbB2 i ErbB3.

Els resultats obtinguts per ErbB4 en el ronyd de ratoli sotmeés a estimulacio B-
adrenérgica cronica els hem de situar en el context del quart article. Es aqui on les
dades sobre ErbB4, conjuntament amb aquelles sobre ErbBl, ErbB2, ErbB3 i
I'augment de proliferacié cel-lular, ens ajuden a entendre el paper que pot estar
jugant el sistema ErbB en el ronyd durant I'estimulacié B-adrenérgica cronica en el
ratoli. Nosaltres creiem que la induccié del sistema de receptors ErbB, entre ells,
probablement també ErbB4, és deguda a la necessitat del ronyé d’augmentar la
proliferacié cel-lular en aquelles zones lleugerament danyades per l'estimulacié B-

adrenérgica cronica per tal de mantenir la funcionalitat d’aquest.
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Resultats - Annex

Figura 1

Figura 1. Distribucio del receptor ErbB4 en el rony6 de ratoli. La deteccid d’ErbB4 es va

realitzar mitjancant immunohistoquimica en talls de rony6 de ratoli.
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Resultats - Annex

Figura 2
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Figura 2. Immunoprecipitacié dels receptors ErbB. El ronyé d'un ratoli va ser processat

per a fer immunoprecipitacions amb els anticossos contra els receptors ErbB. Posteriorment es
va realitzar un Western blot contra els diferents receptors ErbB.

143



Figura 3
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Figura 3. Receptors ErbB en el ronyo6 de ratoli durant el desenvolupament postnatal.
Els ronyons van ser agafats dels ratolins quan aquests tenien 1, 5, 10, 30 i 90 dies de vida tal i
com s’‘indica a la llegenda. Els nivells de proteina dels receptors ErbB es van analitzar
mitjancant Western Blot (A) i la seva posterior quantificacié (B). Les dades s’expressen amb la

mitja £ EEM de 4 animals per grup. *p < 0.05 vs els ratolins d’1 dia.
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Figura 4
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Figura 4. Efecte de I'estimulaciéo B-adrenérgica cronica en I'expressio del receptor
ErbB4 en el ronyd de ratoli. Els ratolins eren injectats dues vegades al dia durant 7 dies
amb isoproterenol (ISO) o fenilefrina (PHE) 30 umol/kg s.c. Els animals control eren injectats
amb PBS. L’expressié del receptor ErbB4 va ser analitzada per Western Blot (A) i les imatges
quantificades amb el programa Multi Gauge (B). Les dades s’expressen amb la mitja £ EEM de
4 animals per grup.
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Figura 5
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Figura 5. Efecte de I'estimulacié B-adrenérgica cronica en I’'expressiéo de 'mRNA del
receptor ErbB4 en el ronyo de ratoli. Els ratolins eren injectats dues vegades al dia durant
2 (IS02), 4 (IS0O4) i 7 (1S0O7) dies amb isoproterenol (30 pymol/kg s.c.). Els animals control
eren injectats amb PBS. Els nivells d’'mRNA d’ErbB4 van ser analitzats mitjangant real-time RT-

PCR. Les dades s’expressen amb la mitja £ EEM de 4 animals per grup. El gen de la GAPDH va
ser utilitzat com a control.
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Figura 6
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Figura 6. Recuperacié d'ErbB4 en ronyo de ratoli després de l'estimulaciéo B-
adreneérgica cronica. Els ratolins eren injectats dues vegades al dia durant 7 dies amb
isoproterenol (30 pmol/kg s.c.) i sacrificats al cap de 0 (ISO7+0), 2 (ISO7+2) i 7 (ISO7+7)
dies després de I'Ultima injeccio. Els animals control eren ijcetats amb PBS. L'expressio
d’ErbB4 va ser analitzada mitjancant Western blot (A) i les imatges quantificades amb el

programa Multi Gauge (B). Les dades s’expressen amb la mitja £ EEM de 4 animals per grup.
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5. Discussio general






5.1. L'EGF de les glandules submaxil-lars en la resposta a

I'’estimulacié adrenérgica cronica

El sistema nervids simpatic controla processos de vital importancia,
especialment en situacions en les quals l'organisme necessita treure el maxim
rendiment d’ell mateix, com sén les situacions de fugida o lluita, per exemple. A
vegades, per0, aquesta descarrega de catecolamines derivada de l'activacié del
sistema simpatic, tot i necessaria, pot arribar a provocar lesions en determinats
organs, com ara el cor (19;112). En el nostre grup, fa temps que es va observar com
I'EGF tenia la capacitat de disminuir la resposta de diversos teixits a I'estimulacié
adrenergica interferint directament en la seva via de senyalitzacié. En el teixit adipés,
la presencia d’EGF durant I'estimulacié adrenérgica disminueix la lipolisi mitjancant
I'activacié d’una proteina G; (133;134), mentre que en el fetge, 'EGF disminueix la
glicogenodlisi mitjancant I'activacié d’una fosfodiesterasa (135). En el cor, I'EGF també

disminueix els nivells de cAMP durant 'estimulacié adrenérgica (29).

En el cor, aquesta interferéncia de I'EGF sobre l'accio de les catecolamines
sembla tenir un paper protector. En experiments realitzats tant en cors perfosos com
en l'animal sencer, s'ha observat que la preséncia d’EGF durant |'estimulacid
adreneérgica disminueix les lesions provocades per les catecolamines tant a nivell
estructural (189), com funcional (190). Per altra banda, se sap que I'EGF de les
glandules submaxil-lars és alliberat al plasma davant un estimul a-adreneérgic. De fet,
en un estudi in vivo portat a terme al nostre laboratori, van demostrar que I'EGF
procedent de les glandules submaxil-lars era necessari per tal de protegir el cor de
les lesions cardiaques provocades per la lluita entre mascles (189). En aquest estudi,
la inhibicido d’ErbB1 remetia els efectes beneficiosos de I'EGF. En aquest context, els
resultats obtinguts en l'article 2 confirmen aquestes dades, ja que veiem com 1 h
després d'injectar fenilefrina, la concentracié d’EGF en plasma es troba augmentada
10 vegades (Article 2, Figura 1), fet que el fa accessible a qualsevol organ. Com a
exemple, els receptors ErbB1 a fetge, el teixit amb més receptors ErbB1, es troben
clarament activats 1 h després de la injeccié de fenilefrina (Article 2, Figura 5). Aixi
doncs, estem davant d'un sistema coordinat d’autoprotecci6 en el qual, les
catecolamines provoquen l‘alliberament de I'EGF de les glandules submaxil-lars, el
qual activa els receptors ErbBl en el cor, entre altres, i aquests, finalment,
interfereixen en la senyalitzacié de les propies catecolamines. D’aquesta manera, el
propi sistema adrenergic és el responsable de |'activacié dels sistemes necessaris per

tal de protegir el cor dels seus efectes nocius durant una estimulacié aguda.
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Durant l'estimulacié adrenérgica cronica, pero, aquest sistema d’autoproteccio
no sembla estar actuant. 24 h després d’una sola injeccié de fenilefrina, el contingut
d’EGF de les glandules submaxil-lars encara és molt inferior al basal, i després de dos
dies de tractament amb fenilefrina, aquest contingut és només del 10% (Article 2,
Figures 1 i 4). Conseqlientment, una nova estimulacié adrenéergica després de dos
dies de tractament amb fenilefrina no produeix cap increment en la concentracid
d’EGF en plasma, ni l'activacié dels receptors ErbB1 en el fetge (Article 2, Figures 4 i
5). La prolongacié del tractament en el temps, tampoc indueix una major sintesi
d’EGF en les glandules, en les quals sempre hi trobem una quantitat molt baixa
d’EGF, que s’allibera rapidament en rebre un nou estimul adrenérgic (Article 2,
Figures 4 i 5). D’alguna manera, la frequéncia de repeticié d’estimuls adrenérgics en
el nostre model no permet la recuperacié del contingut d’EGF de les glandules
submaxil-lars, és a dir, que la velocitat d’alliberament d’EGF supera la seva velocitat
de sintesi. De fet, en models més fisiologics també s’ha pogut constatar aquest fet, ja
que després d’un episodi de lluita entre ratolins mascles, el contingut d’EGF de les
seves glandules submaxil-lars també es veu reduit a la meitat, i a les 24 h de

I’episodi segueix sent aproximadament d‘un 50% (Article 2, Figura 2).

En aquest sentit, és important destacar que en estudis més fisiologics d’estres
cronic en ratolins, com sén la immobilitzaci6 o la lluita, els animals acaben
desenvolupant un fenomen d’habituacié (112). Aquest fet implica que davant del
mateix estimul estressant, I'animal allibera una menor quantitat de catecolamines, i
per tant, disminueix la toxicitat de la resposta adrenérgica (260). Aixi doncs, tot
sembla indicar que I'EGF procedent de les glandules submaxil-lars té una clara funcio
protectora en episodis d’estrés agut, perd no en situacions d’estrés cronic, en les

quals I'habituacié sembla complir aquesta funcid protectora.

En el cor, l'estimulacié adrenergica cronica indueix hipertrofia. En aquest
procés, ErbB1 hi juga un paper important, com ho demostra el fet que la seva
inhibicid evita el desenvolupament d’aquesta hipertrofia (204). Paral-lelament, se sap
gue el processament d’altres factors de creixement de la familia de I'EGF en el cor,
com per exemple I'HB-EGF, és un pas clau en el desenvolupament d’aquest procés
(197), molt possiblement actuant a través d’ErbB1. Contrariament al que haviem
hipotetitzat inicialment, els nostres resultats ens porten a concloure que I'EGF de les
glandules submaxil-lars no participa com a lligand en el procés d’hipertrofia cardiaca
induida per les catecolamines. En primer lloc, perqué la concentraci6 d’EGF en
plasma no varia respecte els valors basals en el tractament cronic amb isoproterenol

(Article 2, Figures 4 i 6). Addicionalment, els parametres que caracteritzen la
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hipertrofia cardiaca no es veuen alterats en animals sialoadenectomitzats (Article 2,
Figura 8), ni tampoc els nivells de receptors del sistema ErbB (Article 2, Figura 7).
Per tant, la participacié de I'EGF de les glandules submaxil-lars no sembla que pugui
prendre part en aquest procés, ja que, a diferencia dels episodis amb estimulacié
adrenérgica aguda, en situacions d’estrés cronic, la seva disponibilitat en el cor és

molt limitada.

5.2. ErbB3 en el cor de ratoli adult

La senyalitzacio a través dels receptors ErbB en el cor és essencial durant el
desenvolupament, ja que tant la manca d'ErbB2 com d’ErbB4 provoca greus defectes
en la formacié de les trabécules cardiaques (90;96), mentre que la falta d’ErbB3
provoca defectes greus en la formacié dels cumuls endocardics (95). Els animals
Knock-Out per la NRG-1B presenten la suma de tots aquests defectes (153), fet que
indica la importancia de la senyalitzacio de la NRG-1B a través de tots aquests

receptors durant el desenvolupament.

En el cor adult, les NRGs també estan implicades en un gran nombre de
processos, com ara proliferacié i creixement cel-lular, estructuracio i organitzacié dels
miofilaments, supervivéncia, captacid6 de glucosa i angiogénesi, entre altres
(165;169;181;261). Des de fa ja uns anys, tots aquests efectes produits per les
NRGs s’han atribuit Unicament a la senyalitzacié a través d’ErbB4, ja que, a
diferéncia del cor embrionari, en el cor adult només s’ha descrit la preséncia dels
receptors ErbB1, ErbB2 i ErbB4 (163;165;262). Al comencament dels treballs que
han conformat aquesta tesi, vam caracteritzar els receptors ErbB en el cor de ratoli
adult i com s’activaven (fosforilaven) en ser estimulats amb EGF o NRG-1B (Article 1,
Figura 1). Com en el transcurs d'uns experiments preliminars nosaltres vam detectar
també la preséncia d’ErbB3 tant en el cor sencer com en miocits aillats de ratoli adult

(Article 3, Figura 1), vam decidir caracteritzar la seva preseéncia en el cor.

Els estudis de l'expressi6 dels receptors ErbB en el cor durant el
desenvolupament postnatal del ratoli, en cap cas suggereixen la desaparicido d’ErbB3
en I'animal adult, sin6 tot el contrari, ja que I'expressié d’ErbB3 als 90 dies de vida és
superior a l'observada en nounats d’1 sol dia, tot i que en general, es manté forca
estable durant tot el desenvolupament postnatal (Article 3, Figura 2). En aquest
sentit, el patréo d’expressié d’ErbB3 durant els primers 90 dies de vida difereix

sensiblement de |'‘observat en els receptors ErbBl, ErbB2 i ErbB3, els quals
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presenten alts nivells d’expressid en el moment de néixer, perd van disminuint
progressivament fins assolir els nivells més baixos durant I'estadi adult. Aquest fet ja
havia estat descrit préviament pels receptors ErbB2 i ErbB4 (263), i, de fet, és un
patré d’expressid esperable per a receptors de factors de creixement com els ErbB,
altament implicats en processos de proliferaciéo. Aquest comportament diferencial
entre les expressions d’ErbB3 i la resta de receptors ErbB durant el desenvolupament
postnatal, podria ser degut al fet que estiguin participant en diferents processos. De
fet, en el desenvolupament embrionari ja observem un fenomen semblant, ja que, tal
i com hem comentat, mentre ErbB2 i ErbB4 estan involucrats en la formacié de les
trabécules, ErbB3 participa en la formacié dels cimuls endocardics. La millor qualitat
dels anticossos i la major sensibilitat dels meétodes de real-time RT-PCR actuals
poden molt bé ser la causa que diferencii els nostres estudis d’aquells realitzats

anteriorment i en justifiqui les diferéncies.

Un dels requeriments pels receptors ErbB a I’hora de senyalitzar és la de formar
homo- o heterodimers. En el cas d’ErbB3, el fet que el seu domini tirosina-quinasa no
sigui funcional deixa, doncs, I’heterodimeritzaci6 com [|'Unica via possible de
senyalitzacid a través d'aquest receptor. ErbB2 i ErbB4 es troben a nivell dels tubuls
T a les linies Z dels miocits, amb especial preséncia d’ErbB2 també en els discs
intercalars (99;264). En l'article 3, mostrem com tant ErbBl1 com ErbB3 també
localitzen a les mateixes zones que ErbB2 i ErbB4 (Article 3, Figura 3), tot i que amb
un patré de distribucié lleugerament diferent. Mentre el receptor ErbB4 es troba
distribuit homogéniament al llarg de tot el tubul T, des de la zona més superficial fins
a la zona més interior del miocit, en els casos d’ErbB1 i ErbB3, nosaltres només hem
observat la seva preséncia a les zones més superficials d’aquests tubuls T, amb poca
o nul-la preséncia dels receptors en les zones més interiors. En tot cas, el fet que els
quatre receptors co-localitzin en algunes de les zones del miocit és suficient per
pensar que |'heterodimeritzacié entre ells és fisicament possible. En aquest sentit, la
infusié dels cors amb NRG-1B indueix la fosforilacid dels receptors ErbB2, ErbB3 i
ErbB4 (Article 3, Figura 4), fet que demostra que el receptor ErbB3 a cor no només hi
és present, sind que a més a més també és funcional. En tot cas, la diferent
distribucié al llarg dels tubuls T dels receptors ErbB3 i ErbB4, els dos receptors per la
NRG-18, torna a suggerir rols complementaris per aquests dos receptors en el cor
adult.

Tot i que tant ErbB3 com ErbB4 son receptors per la NRG-1B, la senyalitzacid a

través de cadascun d’ells difereix lleugerament. Tal i com es pot veure a la figura 5,

els dominis citoplasmatics de tots dos receptors tenen afinitats diferents per algunes
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de les principals molécules senyalitzadores, com ara Grb2, Shc o p85, la subunitat
reguladora de la PI3K. Aixi doncs, en el cor, en funcié de quin receptor activin les
NRGs o la proporcié d’aquests receptors en una zona i un moment concrets,
determinaran la resposta final dels midcits. En aquest sentit, hem observat com
després de 7 i 14 dies d’estimulacié cronica amb isoproterenol, trobem els nivells
dels receptors ErbB2 i ErbB3 disminuits respecte els animals control, perd no aixi els
nivells d’ErbB4 (Article 3, Figura 5). Aquest fet, a part d’indicar una regulacié
independent per cadascun dels receptors, també posa de manifest una alteracio en la
relacio entre els receptors ErbB3 i ErbB4, i per tant, possiblement una alteracié de la

senyalitzacio en el cor a través de la NRG-1B.

Actualment, tots els efectes demostrats per la NRG-1B en el cor han estat
atribuits a la senyalitzaciéo a través d’ErbB4 i ErbB2. No obstant, un estudi recent
sobre la funcié cardioprotectora de la NRG-1B en cors sotmesos a cardiotoxicitat amb
doxorubicina, han demostrat que la inhibicié del receptor ErbB4 no evita la proteccid
promoguda per la NRG-1B, pero en canvi, si la inhibicié d’ErbB2 (171). Aquest treball
sembla indicar, doncs, que la NRG-1[B necessita algun altre receptor a part d’ErbB4
per tal de portar a terme la seva funcid. Aquest receptor hauria de ser ErbB3. Tenint
en compte que la presencia d’ErbB3 en el cor ha estat obviada durant molt temps,
fins ara ningl ha dedicat esforcos a estudiar quines consequéncies pot tenir la
senyalitzacio a través d’ell. En tot cas, perd, creiem que sera important incorporar
ErbB3, conjuntament amb ErbB2 i ErbB4, en els propers estudis que es realitzin amb
NRG-1p en el cor adult.

5.3. Els receptors ErbB en la resposta a I'estimulacio

adreneérgica cronica en el ronyo

Tal i com passa en el cor, el sistema adrenergic exerceix un gran control sobre
el ronyd, concretament sobre la seva funcidé excretora i de control del volum i la
pressié arterials. El desajust en aquesta senyalitzacid, perd, és sovint l'origen
d'algunes patologies renals. Les catecolamines, per exemple, participen en el dany
causat en el model d'isquémia/reperfusié del ronyd (47). Paral-lelament, s’ha
observat com una sola injeccié d’'isoproterenol augmenta l'oxidacié lipidica, aixi com
també I'aparici6 d’enzims antioxidants, com ara la superoxid dismutasa o la
metalotioneina (265;266), en el ronyd. En molts casos, les lesions renals no sén
conseqiéncia d'un efecte agut, sind més aviat cronic. Aixi, se sap que una elevada i

sostinguda estimulacié adrenérgica en el ronyd acaba desenvolupant hipertensio,
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fibrosi intersticial i glomerulosclerosi, entre altres (37;45). En cas de lesi6 amb mort
cel-lular, el ronyd posseeix una gran capacitat de regeneracidé mitjancant la
proliferacié de les cel-lules supervivents, les quals es divideixen i ocupen l'espai

deixat per les cél-lules mortes (267).

En aquest context, en el nostre model d’estimulacié adrenérgica cronica
nosaltres no hem observat cap tipus de lesié renal mitjangant diferents tincions
histologiques, ni tampoc alteracions en els parametres que caracteristicament
defineixen la funcié renal (Article 4, Figura 1 i Taules 2 i 3). El que si que hem
observat, pero, és una disminucié de la massa renal i el contingut de proteina dels
ronyons d’aquells animals tractats cronicament amb isoproterenol (Article 4, taula 1),
juntament amb un augment de la proliferacié en aquests ronyons (Article 4, Figura
2), i una recuperacio posterior tant de la massa com del contingut de proteina dos
dies després d’acabar el tractament. Aquestes observacions ressemblen bastant el
que podria ser un model de mort cel-lular seguit de regeneracié. En aquest sentit, el
patré de distribucié en petites arees de proliferacio, especialment localitzades en les
zones més profundes del cortex renal, reforca aquesta teoria, ja que podria molt bé
ser el reflex de la recuperacié de zones anteriorment danyades durant el tractament

cronic amb isoproterenol.

Tot i no haver observat directament una lesié renal, sabem que la prolongacio
en el temps de l'estimulacié B-adrenérgica acaba induint I'aparicié d’hipertensio i
proteinuria (44). Aixi doncs, nosaltres creiem que en el nostre model, la proliferacié
observada esta emmascarant momentaniament el possible dany produit pel

tractament cronic amb isoproterenol.

Durant la regeneracio, les cel-lules supervivents han de desdiferenciar-se,
proliferar, migrar a les zones danyades i diferenciar-se altra vegada en cél-lules
endotelials. En aquest procés hi juga un paper clau el receptor ErbB1 (268). De fet,
en situacions d'insuficiéncia renal aguda provocada per isquemia/reperfusié o per
diversos agents nefrotoxics, s’ha observat com tant ErbB1l com alguns dels seus
lligands (TGF-a i HB-EGF) se sobrexpressen rapidament (233;234) i son
imprescindibles per tal que tingui lloc la regeneracié en les zones afectades (232). En
aquesta direccié és, doncs, com entenem els resultats obtinguts amb els receptors
ErbB, on veiem que tant ErbB1, el receptor ErbB més estudiat al ronyd, com els seus
familiars ErbB2, ErbB3 i ErbB4, presenten nivells de proteina més elevats en els
ronyons dels animals tractats cronicament amb isoproterenol que no pas en els

animals control (Article 4, Figura 3; Annex, Figura 4). Aquesta sobrexpressid, pero,
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no té lloc tant rapidament com en la resposta al dany agut (233), sind que presenta
un patré més progressiu, amb nivells lleugerament elevats dels receptors ja als dos
dies, pero assolint el maxim als set dies de tractament (Article 4, Figura 4). Un cop
acabat el tractament, els receptors recuperen els nivells basals (Article 4, Figura 5;
Annex, Figura 6) aproximadament als dos dies, tal i com s’observa també en models

de lesiod renal aguda (233).

A diferéncia del que succeeix en el dany agut, pero, en aquest cas I'augment de
proteina d’aquests receptors no va acompanyat d’un augment en els nivells dels seus
mRNAs (Article 4, Figura 4; Annex, Figura 5). Aquest fet apunta a una regulacio
post-transcripcional de I'expressié dels receptors ErbB com a possible causa de
I'acumulacié de proteina durant el tractament adrenérgic. El que no sabem és si es
tracta d’'un augment de la traduccié dels mRNAs ja existents o d’'una disminucid en la
velocitat de recanvi dels receptors, amb la conseqlient acumulacié d’aquests. En tot
cas, tots aquests resultats posen de manifest les diferéncies entre la resposta del
ronyd en el nostre model d’estimulacid cronica amb isoproterenol, de la resposta
observada en models de lesid aguda. Aquestes diferencies sén, segurament,
conseqliéncia de l'origen més progressiu de les lesions provocades per

I'isoproterenol.

Arribats a aquest punt, és important ressaltar que la pérdua de massa renal
coincideix amb l'augment de proliferacio cel-lular, aixi com també amb I'acumulacid
de tots els receptors ErbB en el ronyd, i que, per la seva banda, la posterior
recuperacié de la massa renal també coincideix amb la recuperacidé dels nivells basals
d’expressid dels diferents receptors. Conjuntament, doncs, aquests resultats semblen
posar de manifest la importancia que poden estar tenint els receptors ErbB durant els

processos de proliferacié derivats del tractament cronic amb isoproterenol.

El fet que els quatre receptors ErbB es comportin d’'una manera similar durant
I'estimulacié cronica amb isoproterenol, suggereix la possibilitat que estiguin
col-laborant conjuntament en la resposta del ronyd, especialment en el procés de
proliferacié cel-lular. Per poder col-laborar, pero, els diferents receptors han d’estar
fisicament a prop, ja que sind, les interaccions entre ells no sén possibles. A favor
d’aquesta teoria tenim el fet que els quatre receptors s’expressen majoritariament en
les mateixes zones de la nefrona (Article 4, Figura 6; Annex, Figura 1).
Addicionalment, en els experiments d’immunoprecipitaci6 hem observat també com
aquests receptors interaccionen dinamicament entre ells i com aquestes interaccions

es poden veure afectades per la unié als seus lligands (Article 4, Figura 7; Annex,
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Figura 2). Aixi doncs, els resultats obtinguts en aquest treball apunten tots en la
mateixa direccio i presenten alguns dels possibles mecanismes d’accié que es poden

estar donant en el ronyé durant el tractament cronic amb isoproterenol.

5.4. Consideracions finals

Aquesta tesi va ser inicialment concebuda amb I'objectiu d’estudiar la implicacio
del sistema de receptors ErbB en el cor de ratoli en resposta a |'estimulacié cronica
amb catecolamines. Tot i haver ampliat els limits del cor i haver aprofundit també en
altres organs com ara el ronyd, en general, no ens hem allunyat mai del sistema
ErbB ni tampoc de les catecolamines. I és que de fet, el cor i el ronyd son
precisament dos organs amb molta influéncia mdtua i sotmesos a una regulaciéo molt
acurada per part del sistema nervids. Normalment, el bon funcionament del cor és un
requisit indispensable pel bon funcionament del ronyd, i viceversa. En el moment en

que algun dels dos defalleix, I'altre en pateix rapidament les conseqtiéncies (269).

En els nostres estudis, la durada de |'estimulacié cronica escollida (7 dies) no ha
estat suficient per tal d’observar disfuncions en el ronyé. No obstant, en el cor vam
observar una clara induccié d’hipertrofia, mentre que en el ronyd vam detectar una
perdua de massa renal, la qual vam interpretar com una lesié amb mort cel-lular. En
ambdos casos, la prolongacié del tractament segurament hauria comportat I'aparicio
de disfuncions que a la llarga haurien derivat en insuficiencies cardiaca i renal. El fet
que haguem escollit aquest temps de tractament, pero, ens ha permes estudiar els
rols dels receptors ErbB i/o els seus lligands en el cor i el ronyd durant la fase inicial
del tractament amb catecolamines, és a dir, en els estadis inicials de la resposta

d’aquests organs a |'estrés cronic per catecolamines.

Sabem que I'EGF procedent de les glandules submaxil-lars pot exercir un efecte
cardioprotector durant |'estimulacié adrenérgica aguda. Aqui hem vist, perd, que no
és aixi durant l'estimulacié adrenergica cronica. Aquesta resposta manté certa
similitud amb el qué s’observa en el ronyé en situacions d’insuficiencia renal aguda.
En aquestes situacions, s’ha observat com la concentracié d’EGF en el ronyo i en
orina disminueix drasticament a les 24 h, i no es recupera fins més enlla dels 7 dies
(236;237). Alguns autors, pero, han observat com aquesta disminucié de I'EGF en el
ronyd va precedida per un alliberament massiu d’aquest factor en el mateix ronyd,
qui sap si amb la finalitat de promoure la regeneracié del dany causat (238). Aixi

doncs, sembla ser que I'EGF emmagatzemat en els dos grans llocs de sintesi, com

158



son les glandules submaxil-lars i el ronyd, és alliberat en situacions d’estrés agut amb
finalitats protectores. Per altra banda, altres lligands d’ErbB1 com sén el TGF-a o
I'HB-EGF també es veuen alterats durant la senyalitzacid adrenérgica o el dany
tissular, pero en aquest cas, la seva accidé té lloc més tardanament que la de I'EGF i
en un radi d'acci6 més limitat (funcié autocrina i paracrina). En concret, I'HB-EGF
esta involucrat en el desenvolupament de la hipertrofia cardiaca (197), mentre que
tant I'HB-EGF com el TGF-a se sobrexpressen en el rony6 durant els processos de
regeneracié en resposta al dany causat per isquémia/reperfusid6 o per agents
nefrotoxics (233;234).

Aixi doncs, podem observar com hi ha certa especialitzacié entre els diferents
lligands de la familia de receptors ErbB, i com la regulacié temporal i espacial de la
seva expressio és essencial a I’hora de participar en diferents processos. En aquest
cas, I'EGF sembla ser l'encarregat de parar el primer cop d'una manera general,
mentre que els altres dos factors, el TGF-a i I'HB-EGF, sén els responsables locals a

I’nora de gestionar una resposta a més llarg termini.

Es per aixd0 que pensem que I'EGF no tindria un paper important en la
proliferaci6 observada en el ronyd dels animals tractats cronicament amb
isoproterenol. L'acumulacié d’ErbB1 suggereix un possible rol del TGF-a i I'HB-EGF
durant aquest procés. Paral-lelament a l'acumulacié d’ErbB1, pero, també hem
observat l'acumulacié dels receptors ErbB2, ErbB3 i ErbB4. Aquest fet amplia el
ventall de lligands a considerar, i entre els possibles candidats, trobem les NRGs. En
el cor, les NRGs disminueixen |'apoptosi provocada per l'adrenalina (176), mentre
gue per l'altra banda, és reconegut el seu paper en la supervivéncia i el creixement
cel-lular (165). Es per aixo, doncs, que creiem que les NRGs serien bones candidates
a l'hora de realitzar estudis de dany renal, o com en aquest cas, d’estimulacid
adreneérgica cronica, juntament amb els altres lligands comentats anteriorment. Hem
de destacar que no existeixen, fins alla on coneixem, estudis sobre la funcid

protectora de les NRGs en el ronyd.

Tal i com ens indiquen els patrons d’expressié dels receptors ErbB durant el
desenvolupament postnatal tant del cor com del ronyd, aquests receptors estan
altament implicats en els processos de proliferacié cel-lular. No és estrany, doncs,
gue en situacions en qué observem proliferacid, observem també una paral-lela
sobrexpressio dels receptors ErbB, tal i com passa en els ronyons d’animals tractats
cronicament amb isoproterenol. Tenint en compte que se sobrexpressen els quatre

receptors i no només un, caldra estudiar quina és la funcié de cadascun d’aquests
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receptors, i en especial dels seus lligands, que al cap i a la fi sén els encarregats de

comengar qualsevol senyalitzacio.

Finalment, el rol dels receptors ErbB en el control del cicle cel-lular els ha situat
en l'epicentre dels estudis en oncologia. No obstant, en aquesta tesi hem intentat
remarcar també el paper que juguen o poden jugar aquests receptors en molts altres
processos en el cor o en el ronyd. Un dels factors importants a I'hora de plantejar un
estudi i d’extreure’n conclusions és la de tenir totes les cartes sobre la taula. La
majoria d’estudis en el cor, pero, s’han centrat basicament en ErbB2 i ErbB4, mentre
que en el ronyo el receptor estrella ha estat sempre ErbB1. En aquesta tesi, nosaltres
hem demostrat la preséncia i la localitzacié en les mateixes zones de tots els
receptors ErbB tant a cor com a ronyo, i a partir d’aqui n’hem estudiat la resposta a
I'estimulacié adrenérgica cronica. Sera bo, doncs, que a partir d’ara es tingui en
compte tot el sistema ErbB i no només algun element per separat, ja que sin6 es
tenen molts nimeros per no obtenir una visid exacte, sind només parcial del que

sigui que s’estigui estudiant.
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6. Conclusions






- L'EGF procedent de les glandules submaxil-lars només pot tenir funcio
cardioprotectora en situacions d’estimulacié adrenérgica aguda, perd no en la
cronica, ja que els nivells en glandula es recuperen molt lentament després d’una
primera estimulacid. En coheréncia amb aquestes observacions, |'extirpacié de les
glandules submaxil-lars en el ratoli no afecta la hipetrofia cardiaca induida per
I'estimulacié adrenérgica cronica ni els nivells dels receptors ErbB. Per tant, I'EGF de
les glandules submaxil-lars no intervé com activador del sistema ErbB en el procés

d’hipertrofia cardiaca.

- El receptor ErbB3 s’expressa tant en el cor en desenvolupament com en el cor adult
de ratoli. Aquest receptor és funcional i regulable per I'estimulacié adrenérgica. A
meés a més, es localitza en els tubuls T de les linies Z, tal i com també succeeix amb

altres receptors ErbB.

- La disminucid reversible del pes i el contingut de proteina del ronyd, aixi com
I'increment d’incorporaciéo de BrdU després de l'estimulacié B-adrenergica cronica,
indica un procés de lesid i posterior regeneracio. Nosaltres suggerim la participacio

de tot el sistema ErbB en la regeneracio tubular.
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