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1. INTRODUCCIO

1.1 ISQUEMIA/REPERFUSIO INTESTINAL

1.1.1 U'intest{ prim

L'intesti prim és un segment del tub digestiu situat entre I'estémac i el colon o intesti gruixut. Té
una longitud de 4 a 7 metres en humans i d'uns 50 a 70 cm en la rata. Es divideix en tres
segments: duodé, jeju iili i, tot i que existeixen petites diferéncies en la histologia de la mucosa
dels tres segments de I'intesti prim, no s'observen limits precisos entre ells.' La funcié principal de
I'intesti prim és 'absorcié de nutrients, tot i que també presenta altres funcions, com ara la
immunitaria, ja que d'una banda conté ganglis limfatics agrupats formant les anomenades
plaques de Peyer i, d’'altra banda presenta al llarg de tota la lamina propia macrofags amb gran
capacitat de fagocitosi, constituint la primera linia de defensa de l'organisme davant dels
microorganismes que poden envair la mucosa des de la llum. Una altra funcié de l'intesti és
I'endocrina, a través d’'una poblacié heterogénia de cél-lules endocrines.’

Si partim de la llum intestinal, la primera regié que s’observa és la tiinica mucosa. La primera capa
d’aquesta regié esta formada per una monocapa de cél-lules epitelials, les quals revesteixen les
prolongacions digitiformes denominades vellositats intestinals (villi) i les invaginacions o criptes
de Lieberkiihn de l'intesti prim. Les cél-lules de |'epiteli estan organitzades de manera jerarquica,
de manera que es van diferenciant en sentit ascendent, és a dir, al llarg de I'eix cripta-villi (Figura

1).

illi . capil-lar
el capillar  |imfatic
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|':- I'i. t'.: |
Il | .L |
i £
'.-. I: | !.
. . | | B
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Figura 1. Histologia de l'intesti prim. Visié de les capes de l'intesti prim, mostrant també les vellositats

intestinals.
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Per sota de les vellositats s’estén una capa de muscul llis que constitueix la [amina muscular de la
mucosa. Entre I'epiteli i la capa muscular de la mucosa hi ha un teixit conjuntiu lax que forma la
lamina propia. Aquesta lamina propia esta formada per cél-lules fixes i mobils que es situen sobre
una delicada trama de fibres elastiques i reticulars, i que conté una gran xarxa de capil-lars situats
sota I'epiteli. A més, conté les branques terminals d'un plexe limfatic submucés (vasos quilifers)
que constitueixen una important via pel transport de lipids absorbits i d’altres nutrients.” La
lamina muscular de la mucosa separa la mucosa de la resta de capes que constitueixen l'intesti, és
a dir, la submucosa, la muscularila serosa.

Les cél-lules epitel-lials moren per apoptosi espontania i sén o bé fagocitades o bé eliminades
quan arriben a la llum intestinal. Aixd ofereix una estructura polaritzada amb cél-lules
diferenciant-se a mida que envelleixen, migrant des de la base de la cripta cap amunt, en un
procés que triga de dos a tres dies en rosegadors i de tres a sis dies en humans. Els procés de
regeneracié comporta la implicacié de cinc linies epitelials diferents (Figura 2), les cél-lules
columnars o enterocits, que sén les cel-lules més abundants en I'epiteli i estan especialitzades per
a l'absorcié gracies a la preséncia en la part apical de microvilli. Les cél-lules de Goblet o
caliciformes secreten moc per protegir I'epiteli de I'abrasié i impedir 'adheréncia i invasié de les
bactéries patogenes.

El tercer tipus cel-lular sén les cél-lules enteroendocrines que secreten diferents substancies
(entre elles hormones péptides) amb capacitat emulsiva i que afavoreixen la motilitat intestinal.
Un altre tipus cel-lular sén les cél-lules de Paneth, les quals es troben quasi exclusivament en la
base de les criptes de l'intesti prim, i que expressen i secreten diverses proteines, entre elles
lisozimes i defensines antibacterianes que ajuden a mantenir la cripta estéril. Aquests tipus
cel-lulars sén els Gnics que poden migrar de la base de la cripta durant la diferenciacié. El cinque
tipus cel-lular sén les cél-lules M, les quals solament es troben prop de les plaques de Peyer i on

se les relaciona amb el transport d’antigens (Figura 2).
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Figura 2. Distribucié dels diferents tipus epitelials en I'intesti prim. A 'esquerra es mostra una vellositat
amb una cripta que contribueix a la renovacié de l'epiteli. A la dreta es mostren les quatre classes de

cél-lules terminalment diferenciades.

El patré de migracié cel-lular de la cripta cap al villi esta molt ben establert, assumint-se des de fa
més de tres décades que les cél-lules mare es troben a la base de les criptes.” Perd no ha estat
fins I'any 2007 que gracies a la identificacié d'un marcador especific per a les cél-lules mare
intestinals (Lgr5) s’ha confirmat aquest fet.* Amb aquest marcador s’ha determinat que cada
cripta intestinal conté de 4 a 6 cél-lules mare, cadascuna de les quals tindria la capacitat
regenerativa essencial requerida per a produir tots els diferents tipus de cél-lules epitelials
terminalment diferenciades que es troben en I'intesti (Figura 2).”

En I'intesti el procés de regeneracié opera continuament, éssent les cél-lules en divisié (cel-lules
mare i cél-lules en transit) confinades a les criptes de Lieberkiihn. La descendéncia migra cap
amunt; una vegada superada la cripta ja no succeeixen més divisions i totes les cél-lules semblen
ser completament diferenciades. Les cél-lules en transit tenen la finalitat d'amplificar el namero
de progeénie que resulta de cada divisié d'una cél-lula mare. Aquestes cél-lules anomenades en
concret cél-lules de transit amplificadores no es consideren cél-lules mare ja que tota la seva
progeénie es diferencia i mor.°®

L'intesti es caracteritza per tenir una gran densitat i una gran permeabilitat vascular. En estat de
repos la circulacié esplacnica (part de la circulacié sistémica que irriga la porcié abdominal del
tub digestiu, aixi com la melsa, el pancrees i el fetge) representa el 25% de la despesa cardiaca
total. La circulacié intestinal compleix dues funcions basiques: proveir d’oxigen als teixits i
tranferir els nutrients absorbits a la resta del cos. Almenys un 75% del fluxe intestinal es

distribueix a la mucosa i la submucosa, porcions d’elevat requeriment metabolic per les seves



Introduccié

funcions d’absorcié i excrecié. La resta del fluxe correspon a les tiniques musculars, responsables

de la propulsié del contingut intestinal.”

1.1.2 Lesi6 per Isquémia/Reperfusié intestinal

La lesié isquémica succeeix quan un organ, o part del mateix, es troba amb un déficit de rec
sanguini privant a I'organ de I'aport d’oxigen i de nutrients. Quan el flux sanguini es restableix, de
manera que la sang i 'aportament d’oxigen i nutrients tornen a arribar a I'organ, es produeix
I'anomenada lesié per reperfusié. Aquesta lesid, al contrari del que cabria esperar, és superior a
la lesi6 isquémica. El conjunt d’esdeveniments fisiopatologics que succeeixen com a
conseqiiéncia del restabliment del flux sanguini després d'un periode d'isquémia es denomina
Sindrome d’lsquémia/Reperfusié (IR).?

El dany per Isquémia/Reperfusié intestinal succeeix per tant quan hi ha una reduccié o tall total
del flux sanguini a l'intesti, sequit pel restabliment d’aquest flux o reperfusié del teixit. La IR
intestinal provoca un dany al teixit de l'intesti caracteritzat per un augment de la permeabilitat
de la mucosa i una disfuncié de la barrera intestinal combinat amb canvis hemodinamics i
cardiovasculars’. Aquest dany produit per la IR intestinal és un problema clinic amb una elevada
mortalitat del 70%, la qual no ha disminuit durant décades, i que pot ser degut tant per motius
patofisiologics com per diferents procediments quirtdrgics, com ara un bypass cardiovascular o un
transplantament intestinal.'’ Una oclusi¢ de l'artéria mesentérica, ja sigui deguda a una
trombosis, a émbols o a una vasoconstriccié irreversible provocada per un shock hemorragic o
sepsis pot donar lloc a una isquémia intestinal, essent el diagnostic dificil de predir ja que el
simptoma principal és l'aparicié de manera repentina d'un sever mal abdominal." El grau i la

importancia de la lesié dependra del temps de privacié del rec sanguini cap a I'organ.

1.1.3 Classificacié histopatologica del dany intestinal després d’una Isquémia/ Reperfusié
Actualment el dany tissular s’avalua segons la classificacié descrita per Park I'any 1989, qui
descriu una série de criteris microscopics en el teixit intestinal i els hi atorga un grau (de I'1 al 8)
en funcié del dany que presenta el teixit (Taula 1)."

Els cinc primers graus descrits per Park coincideixen amb la primera classificacié realitzada per
Chiu l'any 1970, qui va descriure els canvis de la mucosa intestinal després de periodes

Lo . L 13
d'isquémia i els hi va atorgar una graduacié en una escala de I'1 al 5.

Grau Descripcié
0 Mucosa normal
1 Espai sub-epitelial a la punta dels villi
2 Espai sub-epitelial més gran
3 Aixecament epitelial als costats del villi
4 Villi sense epiteli
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Pérdua del villi
Dany en la cripta

Tota la mucosa necrotica

0 N o0 U

Infart transmural

Taula 1. Classificacié histologica del dany epitelial segons Park.

D’aquesta manera el grau 0 de l'avaluacié microscopica de l'intesti es defineix com a mucosa
normal, mentre que els graus 1-5 indiquen diferents nivells (en increment) de dany en el villi. La
lesié en el grau 1 és el desenvolupament d’un espai sub-epitelial a les puntes dels villis, el qual és
més extens en el grau 2, mentre que en el grau 3 hi ha un aixecament (/ifting) epitelial pels
costats del villi. En el grau 4 el villi es troba sense epiteli mentre que el grau 5 es caracteritza per
la perdua del villi en si mateix. En el grau 6 la cripta intestinal es troba danyada i en el grau 7 tota
la mucosa intestinal es troba necrotica. El grau 8 ja presenta un infart transmural (per exemple

una necrosi de la lamina propia i de la mucosa).

1.1.4 Classificacié6 i tipus d'isquémia intestinal

Durant molt de temps hi va haver certa controvérsia al voltant de la terminologia referida a la
isquémia intestinal. Alguns investigadors classificaven la isquémia intestinal d’acord amb la causa
d’oclusié dels vasos (Taula 2), mentre que d’altres investigadors es cenyien en la seva patogeénesi,

independentment de si la causa clinica de la patologia era aguda o cronica.

1. Isquémia intestinal oclusiva
a. Oclusié arterial (¢mbol o trombus)
1. Isquémia aguda

2. Isquémia cronica
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b. Colitis isquémica
c. Oclusié de la vena

2. Isquémia intestinal no oclusiva

Taula 2. Classificacié de la isquémia intestinal segons el mecanisme d’obstruccié.

L'any 2000 I'Associacié Americana de Gastroenterologia (AGA) va publicar un article classificant
la isquémia intestinal en tres grans categories (Taula 3), focalitzant-se en les caracteristiques
cliniques: isquémia mesentérica aguda, isquémia mesentérica cronica (també anomenada angina
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intestinal) i isquémia del colon (també anomenada colitis isquémica).

1. Isquémia mesentérica aguda

a. Oclusié arterial major

b. Oclusié arterial menor

c. Embol major

d. Trombosi de vena mesenteérica

e. Vasoconstriccié esplacnica (isquémia mesenteérica no oclusiva)
2. Isquémia mesentérica cronica (angina intestinal)

3. Colitis isquémica

Taula 3. Clasificacié de la isquémia intestinal proposada per la Associacié Americana de Gastroenterologia

I'any 2000.

La isquémia mesentérica aguda (IMA) causada per I'obstruccié de I'artéria mesentérica superior

L . . - . 15
és també anomenada com sindrome mesentérica arterial aguda.

1.1.5 Estat actual del tema

La isquémia mesentérica aguda és una emergeéncia vascular que presenta una mortalitat entre el
60% i el 80% , el qual s'estd comprovant recentment que va en augment.'® El punt final d’una
isquémia mesentérica aguda és un procés que resulta en una isquémia dels budells o necrosi. Tot
i els avengos en el diagnostic i en el tractament, la supervivéncia no ha millorat gaire durant els
altims 70 anys degut a la continua dificultat en reconéixer I'estat abans de que l'infart hagi
ocorregut. Els simptomes caracteristics d'aquest tipus d'isquémia és un mal abdominal molt fort,
desproporcionat amb el resultat d’'una exploracié fisica. Moltes vegades es presenten pacients
amb simptomes forts i no se'ls hi troba la causa, i s’ha descrit que els pacients que presenten
simptomes i tenen més risc de patir una isquémia mesenteérica aguda s6n persones majors de 50
anys amb arritmies cardiaques, un infart de miocardi recent, hipovolémia, hipotensié o sepsis.'’
Els pacients amb IMA solen tenir una historia de trombos venosos, embolismes arterials, malalties

del col-lagen o dany cronic postprandial.”’ Si els pacients no sén diagnosticats rapidament, els hi

10
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succeeixen una série d'esdeveniments que culminen en una miltiple disfuncié dels organs i la
mort. Aixi doncs, el temps per a fer el diagnostic i els métodes terapéutics per a restablir el flux
sanguini sén els punts primordials per a reduir I'elevada mortalitat associada amb la isquémia
- 18

mesenteérica aguda.

LA IMA té quatre causes especifiques: embolisme arterial, trombosi arterial, isquémia
mesentérica no oclusiva i trombosi de la vena mesentérica. D'aquestes, 'embolisme arterial és la
causa més comu, essent la responsable del 40-50% dels casos, mentre que un 25-30% de totes les

. N 7 . 16
isquémies és degut a una trombosi aguda.

1.1.6 Diagnostic i tractament

Com que la isquémia mesentérica aguda progressa rapidament cap a un infart intestinal i la
subsegiient mort, un rapid diagnostic i tractament sén decisius. Una elevada suspicacia a I'hora
d’examinar la historia clinica i al realitzar I'examen fisic sén factors claus per a un diagnostic
inicial de la isquémia mesentérica. La IMA ha de ser considerada en el diagnostic diferencial de
qualsevol pacient major de 60 anys que tingui una historia recent d’infart miocardic i/o émbols
arterials, dolor abdominal postprandial i perdua de pes. La supervivéncia s'acosta al 50% quan el
diagnostic es realitza en les 24 hores segiients al primer simptoma, mentre que aquest
percentatge disminueix fins a menys d’un 30% quan el diagnastic es retarda."®

El tractament per a la IMA es pot classificar en quatre punts principals: prevencié, rapid
diagnostic i tractament, una decisié intraoperativa encertada i una gestié agressiva del
postoperatori per a evitar el dany produit per la reperfusié, la formacié de coaguls i el dany
septic.

Quan s’ha diagnosticat la IMA mitjangant una angiografia, un catéter angiografic s’ha d’introduir
en l'intesti prim , sempre que sigui possible, per a administrar vasodilatadors. Si no hi ha
contraindicacions per a la utilitzacié d'anticoagulants, s’ha d’administrar heparina intravenosa
per tal de reduir la possibilitat d’'una futura progressié del trombus arterial. Una vegada s’ha
iniciat I'anticoagulacié i 'hemodinamia del pacient ha millorat, I'atencié s’ha de dirigir a reduir
I'angiospasme mesentéric (contraccié de les capes musculars del vas sanguini) associat amb la
reperfusié. Per a tal efecte s’ha d’administrar glucagé intravenés. L'allopurinol, inhibidors de
I'enzima convertidora de I'angiotensina i inhibidors dels radicals lliures d'oxigen poden ajudar a
reduir la sindrome de reperfusié i la mortalitat associada.”’ Prevenir les complicacions séptiques
inclou I'ds d’'antibiotics d’ampli espectre per protegir tant de bacteris gram-negatius, com de
gram-positius i anaerobics.

Si es decideix que el pacient ha de ser operat, la revascularitzacié s’ha de realitzar abans de la
reseccié de l'intesti en un esforg per a intentar salvar tant intesti prim com sigui possible i evitar
els efectes devastadors de la “sindrome de l'intesti curt”. En situacions en que la viabilitat de

I'intesti és qiiestionable, s’Tha de realitzar una segona operacié 24-48 hores després de la
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primera. Les intervencions quirdrgiques associades a la IMA sén I'embolectomia, la
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trombendaracterectomia, el bypass de I'artéria mesentéricai lareseccié de l'intesti.

1.1.7 Isquémia/Reperfusié i disfuncions del metabolisme cel-lular

Aconteixements cel-lulars durant la Isquémia/Reperfusié

A nivell cel-lular la isquémia provoca el pas del metabolisme aerobic al metabolisme anaerobic,
que resulta en una rapida disminucié dels nivells intracel-lulars d’ATP. Les vies normals del
metabolisme energétic es detenen, és a dir, es bloqueja la fosforilacié oxidativa a nivell
mitocondrial i disminueix la sintesi d’ATP i altres nucleotids d’adenina productors d’energia.
Associat a aquests esdeveniments es troba un augment de NADH i una depleci6 de NAD" a
I'interior de la mitocondria, degut a la detencié dels enzims encarregats de transportar-los a
través de la membrana mitocondrial. Per tant, s"acumula NADH i es consumeix ATP. La glucolisi
anaerobia que es posa en marxa, i que només és capag d’aprofitar un 5% del potencial energétic
de la glucosa origina I'acumulacié d'ions lactat i H". Aquesta acumulacié provoca una disminucié
del pH cel-lular amb la ruptura de la membrana, alliberacié d’enzims lisosomals i mort necrotica
cel-lular.”!

Aixi doncs, la hipoxia produida durant la isquémia provoca la degradacié6 d’ATP a AMP i la
conseqiient deplecié d’energia cel-lular. Aquest AMP és sequidament degradat a adenosina,
inosina i finalment hipoxantina i xantina, la qual pot ser metabolitzada a acid dric en teixits
isquémics.22 Al mateix temps, la hipoxia provoca la conversié per proteolisi de la xantina
deshidrogenasa (XDH) a xantina oxidasa (XO). En una cél-lula sana, la forma XDH és la
predominant, catalitzant el pas d’hipoxantina cap a acid dric utilitzant NAD" com a acceptor
d’electrons, pero, com ja s’ha dit, en condicions isquémiques la XDH es converteix en XO, que
utilitza 'O, com a acceptor d’electrons, formant radicals lliures. Aixi doncs, durant la reperfusié
I'entrada d’oxigen permet a la XO generar xantina a partir de la hipoxantina acumulada, tot
augmentant la produccié de les espécies reactives de I'oxigen o radicals lliures de I'oxigen (ROS)
i "'amplificacié del dany (Figura 3).”

Una altra caracteristica de la isquémia és I'edema cel-lular, que lesiona les membranes
citoplasmatica, mitocondrial i lisosomal. Aquest edema s’origina per I'aturada de la bomba de
sodi/potassi (Na'/K* ATPasa) degut a la disminucié dels nivells d’ATP, conduint a un desequilibri
ionic intracel-lular, fet que provocara la despolaritzacié de la membrana, que pot portar al xoc
hiposmatic.”* El Na*s'acumula a I'interior de la cél-lula amb la corresponent pérdua de la carrega
negativa intracel-lular. Aixd permet al Cl” entrar dins la cél-lula i al K" sortir cap a l'interstici. Per
altra banda, els ions Na" es mobilitzen cap a I'interior de la cél-lula arrossegant amb ells aigua per
tal de mantenir I'equilibri osmotic amb I'espai intersticial del voltant. Amb la pérdua de I'efecte
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osmotic i I'entrada d'aigua dins la cél-lula aquesta s'’edematitza i perd I'arquitectura.
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Figura 3. Esquema de la degradacié de fosfats d'alta energia durant la isquémia i de la produccié de
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La disfuncié dels enzims depenents de I'ATP també afecta a les ATPases depenents de Ca’,
provocant una rapida acumulacié de calci intracel-lular després de la IR. Aquest calci citosolic
provoca l'activacié de diversos enzims sensibles a aquest element, com ara les fosfolipases,

;o 26
degradant els fosfolipids de les membranes.
En condicions normals I'ATP regula la contraccié de les fibres d'actina i la seva interaccié amb
proteines i components de membrana plasmatica, ja que contribueix a I'esterificacié d’acids
grassos i resintetitza fosfolipids. La seva desregulacié provoca també una desorganitzacié del
citoesquelet que dona lloc a una manca de components fosfolipidics de membrana i I'acumulacié
de productes de degradacié fosfolipidica. Tots aquests fets ajuden a les membranes a
i . . 27

desestabilitzar-se, perdent les seves funcions estructurals i de membrana.
La irreversibilitat de la lesi6 isquémica esta relacionada amb la incapacitat per restaurar la
funcionalitat de les mitocondries i amb la lesi6 de les membranes citoplasmatiques, essent
aquesta afuncionalitat de les membranes una caracteristica tipica de la lesié isquémica

. . 28
irreversible.

Radicals lliures de I'Oxigen i 'Oxid Nitric
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El dany iniciat durant la isquémia es veu agreujat durant la reperfusié, degut majoritariament a
I'entrada d’oxigen al teixit; pero al mateix temps, aquest pas és un prerequisit fonamental per la
recuperacié del teixit i el restabliment del subministrament d’energia, tot i que paradoxalment
sigui el causant de més dany. Aquesta reoxigenacié condueix a una produccié massiva de ROS,
toxics per a la cél-lula. La toxicitat dels ROS va associada a la seva alta reactivitat amb un no-
radical produint nous metabolits més o menys reactius que 'original. Hi ha tres radicals lliures de
I'oxigen principals: (1) I'anié superoxid (O;), (2) el peroxid d'hidrogen (H,0,) i (3) el radical
hidroxil (-OH’). El peroxid d’hidrogen, tot i no ser estrictament un radical, ja que no té un electré
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lliure, és considerat com a tal degut a la seva capacitat com a donador d’ions hidroxil.

(MO, +e —W;

(2)2:0,+2H"  +0,+ 0,

(3)-0, +H,0, _Qp+2-OH"

L'oxid nitric (NO) és una molécula protectora davant la lesié per IR en diferents teixits, pero, en
contacte amb els radicals superoxid déna lloc a la generacié de peroxinitrit (ONOQO’), que és
extremadament reactiu en les cél-lules.”’ En condicions normals, la produccié d'NO excedeix en
gran mesura la produccié de superoxid, cosa que permet a I'NO actuar com a captador endogen
(scavenger) de superoxid; perd després d'uns minuts de reperfusié, en un teixit isquémic la
formacié de superoxid supera ampliament la formacié d’'NO. En aquestes condicions els nivells
d’'NO reaccionen amb el superoxid generant el citat peroxinitrit. La resta de superoxid lliure
genera, al mateix temps, altres radicals lliures, com sén -O, i H,0,. Aquests no triguen en iniciar
o augmentar la inflamacié en les vénules i en el sistema circulatori, promovent |'expressié i
I'activacié de molécules d'adhesié i, en conseqiiéncia, I'adhesié i migracié de neutrofils cap a
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I'interior del teixit, iniciant la reaccié inflamatoria.

1.1.8 Infiltracié de neutrofils en la Isquémia/Reperfusié intestinal

Després d'un periode d’hipoxia o isquémia, la mucosa intestinal, que és probablement un dels
teixits més sensibles al dany per IR,*"*? pateix com a conseqiiéncia de I'actuacié dels ROS una
peroxidacié lipidica de les membranes cellulars amb la subseqiient alliberacié de
quimioatraients (entre ells, leucotrien B, i tromboxan Az),33 conduint a una acumulacié de
leucocits polimorfonuclears (neutrofils) en el teixit. Durant la reperfusid, les cél-lules endotelials
sén propenses a I'adhesié de neutrofils i plaquetes, incrementant-se la permeabilitat d’aquestes
cél-lules endotelials i I'activacié cel-lular, facilitant el transvasament de cél-lules inflamatories cap

. . .34
a l'interior del teixit.
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Aquesta infiltraci6 de neutrofils activats en el teixit contribueix també de manera molt
significativa a la produccié de radicals d'oxigen. Els neutrofils després de la reperfusié
s'acumulen en els capil-lars i vénules del teixit alliberant grans quantitats de ROS i gran varietat
de citocines, les quals a la vegada atrauen i activen a més neutrofils cap a la zona inflamada.***
D’aquesta manera, els neutrofils activats incrementen la reaccié inflamatoria, essent un dels

principals mediadors del dany tissular després d'una IR intestinal i una de les alteracions
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microvasculars caracteristiques d’aquesta lesié.

1.2 ELS NEUTROFILS

1.2.1 Generalitats. Sistema immunitari

El sistema immunitari és el responsable de que el cos huma tingui la capacitat de resistir les
infeccions a les que esta constantment exposat. Aquest sistema es composa de dues subdivisions,
el sistema immunitari no especific o innat, i el sistema immunitari especific o adaptatiu. Les
defenses innates es caracteritzen per una rapida assimilacié, molt important en una situacié
d’emergéncia, i per una resposta no especifica de duracié limitada. Per altra banda, les respostes
adaptatives es desenvolupen més tard, perd sén especifiques i de més llarga duracié.”

Totes les cél-lules del sistema immunitari tenen el seu origen en la medul-la ossia, i s'inclouen les
mieloides (neutrofils, mastocits, eosinofils, macrofags i cél-lules dendritiques) i les limfoides

(limfocits B, limfocits T i “natural killers”(NK)) (Figura 4).

cél'lula progenitora

) ©

AL

\ /
plaquetes

w o eosinofils O
neutrofils monocits

i mastomts céllules T cél'lules B 4. )yles NK
eritrocits

cél'lules
dendritiques

macrofags

Figura 4. Esquema de les diferents linies cel-lulars hematopoietiques.



Introduccié

En la resposta innata, sén els neutrofils i els monocits les cél-lules que juguen el paper principal
en la migracié dels leucocits. Els fagocits mononuclears (monocits i macrofags) i els neutrofils sén
basics en la reaccié inflamatoria aguda de les defenses immunologiques efectores innates, essent
agents defensius claus degut a la seva capacitat fagocitica i la seva amplia distribucié per tots els
teixits i organs del cos.

En determinades situacions pero, la resposta inflamatoria pot danyar teixits sans com a
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conseqiiéncia dels productes toxics produits per la propia resposta immunitaria.

1.2.2 Neutrofils

Els neutrofils sén cél-lules polimorfonuclears que representen un 50-60% del total de leucocits
circulants en sang i constitueixen la “primera linia de defensa” de I'organisme contra agents
infecciosos o altres substancies que travessen la barrera fisica del cos. Un cop s’'ha iniciat una
resposta immunitaria, els neutrofils sén les primeres cél-lules a ésser reclutades a les zones
d'infeccié o dany.”

En la maduracié de la linia granulocitica la primera cél-lula que es diferencia és el mielobast,
céllula que es caracteritza per ésser de tamany gran amb un nucli de cromatina i de 2 a 5
nucléols ben delimitats (Figura 5). La seva relacié nucli-citoplasma és elevada. Aquestes cél-lules
constitueixen del 0.5 al 2% de la medul-la ossia. A mida que maduren, els mieloblasts es
converteixen en promielocits neutrofils, amb un nucli voluminés de cromatina més condensada i
on quasi no es veu el nucléol. El seu citoplasma és débilment basofil, ple de granulacions
azurofiles i neutrofiles. Els promielocits representen del 2 al 8% de les cél-lules medul-lars i donen
lloc als mielocits. Aquestes cél-lules tenen un diametre de 15 pm, un nucli lleugerament arrodonit
i un citoplasma amb nombroses granulacions neutrofiles i algunes azurofiles. Aquestes cél-lules
representen del 5 al 20% de les cél-lules medul-lars i sén les tltimes de la linia granulocitica amb
capacitat de mitosis. Dins |'estadi post-mitotic, el metamielocit té un nucli en ferradura i un
citoplasma similar al del mielocit. Finalment el granulocit neutrofil, de 10 a 15 pm de diametre,
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té un nucli segmentat en diversos lobuls i el citoplasma ple de granuls ™.

Medul-la ossia
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Figura 5. Diferenciacié dels neutrofils en la medul-la dssia. (CLP: progenitor comd dels limfocits, CMP:

progenitor comu dels mieldids, GMP: progenitor granuldcits/macrofags).
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Per a realitzar la seva funcié defensiva, els neutrofils contenen aquests granuls citoplasmatics i
vesicules secretores equipats amb tota una série de proteases i substancies bactericides, a més
dels components necessaris per a generar grans quantitats de ROS. Els diversos granuls
citoplasmatics contenen també una amplia gama de receptors de membrana per a molécules
d’adhesié endotelial, proteines de la matriu extracel-lular i mediadors solubles de la inflamacié.
Es la mobilitzacié controlada d’aquests organells citoplasmatics el que permet la transformacié
dels neutrofils d'ésser unes cél-lules circulants passives a ser una potent cél-lula efectora de la
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immunitat innata.

1.2.3 Granuls i vesicules secretores dels neutrofils

Els granuls citoplasmatics van ésser observats per primera vegada per Paul Erhlich, descobridor
dels leucocits polimorfonuclears. A mesura que les técniques de laboratori avangaven es van
distingir dos tipus de granuls amb diferents afinitats per a ser tenyits; els granuls azurofils que es
tenyien amb la tincié basica d’azur A en I'estadi promielocitic, i els granuls especifics que no es
tenyien. Una clara distincié entre els dos grups de granuls es va establir quan el métode de tincié
de la peroxidasa mitjangant microscopia electronica es va adoptar per identificar la
mieloperoxidasa (MPO), la qual es troba només en els granuls azurofils. Tradicionalment, els
granuls especifics es caracteritzen per ser granuls secretors importants en el inici de la resposta
inflamatoria, mentre que els granuls azurofils (MPO) es solen considerar com a lisosomes
particularment actius en la digestié de material fagocitat. Aquesta visié simplista dels granuls ha
anat variant i per microscopia electronica s’ha identificat un tercer tipus de granuls, que
apareixen de manera tardia durant la maduracié mieloide. Aixi mateix també es va identificar un
organell d'emmagatzematge exocitotic addicional, la vesicula secretora.”*

De totes maneres, els granuls es poden classificar depenent de molts criteris, ja sigui per la seva
mida, per la seva morfologia, densitat electronica o per una proteina donada. S’ha de tenir en
compte pero, que qualsevol classificacié dels granuls sera sempre arbitraria, doncs formen un
continu des dels granuls azurofils fins als de gelatinasa, compartint proteines en alguns casos, o,
per al contrari, algunes proteines es poden utilitzar com a marcadors especifics.

Esta ben definit que les majors diferéncies entre els granuls es troben en la mobilitzacié
d’aquests, tant in vitro com in vivo. Els granuls de gelatinasa (identificats per la gelatinasa) es
mobilitzen més de pressa que els granuls especifics (identificats per lactoferrina), els quals sén
exocitats amb més rapidesa que els granuls azurofils (identificats per MPO). Aixi doncs, sembla
logic que des d’un punt de vist funcional, els granuls es classifiquin en granuls peroxidasa-positius
(o azurofils o primaris), definits pels seu contingut de MPO, i sub-dividir els peroxidasa negatius
en granuls especifics (o secundaris), definits pel seu contingut de lactoferrina, i els granuls de

gelatinasa (o terciaris) definits per la seva elevada concentracié de gelatinasa. El contingut dels
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diferents granuls i de les vesicules secretores el trobem en la Taula 4.
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R-Trombospondina
R-TNF

R-activador
plasminogen

VAMP-2
R-vitronectina
b,-microglobulina

colagenasa
gelatinasa

h-CAP
histaminasa
lactoferrrina
lisozima

NGAL
act.plasminogen
sialidasa
leucolisina
estomatina
heparanasa

prot. uni6 vitamina
Biy
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de gelatinasa
CD11b/CD18
citocrom b

enzim deac.
diacilglicerol

R-fMLP
SCAMP

R-act.
plasminogen

VAMP-2
ATPasa

acetiltrans-
ferasa

microglo-bulina
gelatinasa

lisozima
NRAMP-1
leucolisina
SNAP-23,-25
CRISP-3

Taula 4. Contingut dels granuls i vesicules secretores dels neutofils.

Vesicules secretores

fosfatasa alcalina

CR1
citocrom b

CD11b/CD18
CD14

CD16

R-fMLP
SCAMP

R-act. plasminogen
ATPasa
VAMP-2

CD10

CD13

CD45
receptor q C1
DAF

prot. de plasma

C1q/R
leucolisina

VAMP-2

Quan estan estimulats, els neutrofils poden sintetitzar diferents citocines i quimiocines, les quals
amplifiquen la inflamacié reclutant encara més neutrofils i altres cél-lules immunologiques a la
zona inflamada. S’han descrit a les proteases produides pels propis neutrofils importants funcions
en la reqgulaci6 de la xarxa de citocines inflamatories. Aquestes funcions inclouen la degradacié
de citocines, activacié proteolitica de precursors de citocines, separacié de receptors de
citocines de les membranes cel-lulars, i activacié de factors de creixement mitjangant la

degradacié de proteines d’unié. Moltes citocines i quimiocines que sén potents quimioatractius o
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activadors dels neutrofils sén, a la vegada, dianes de les proteases, el que suggereix un bucle
regulador.* La majoria d’estudis sobre la sintesi de citocines en neutrdfils s'han realitzat in vitro,
tot i que les observacions posteriors jn vivo han confirmat la validesa de les dades.® EI patré
d’expressié de les citocines dels neutrofils és similar al dels monocits/macrofags (Taula 5), ja que
s6n capacos de secretar tant citocines pro-inflamatories, com quimiocines i factors

S L 46
angiogenics.

IL-3 IP-10 IL-1a/(3
M-CSF KC IL-1ra
G-CSF GROa IL-12

SCF IL-8 IFNa
CD30L MIP-2 GM-CSF
GROB MIP-10/[3 IL-6
IL-10 TGFB MCP-1

Taula 5. Citocines produides pels neutrofils.

Els neutrofils presenten apoptosi (mort cel-lular programada) espontaniament en abséncia de
citocines o d'altres agents proinflamatoris abans d'ésser retirats pels macrofags. Aquesta
eliminacié mitjangant fagocitosi dels neutrofils apoptotics evita que alliberin el seu contingut
L . . . S . I .47
citotoxic al medi extracel-lular, situacié que succeiria si les cél-lules morissin per necrosi.” De
totes maneres, si els mecanismes fagocitics es troben sobresaturats, els neutrofils apoptotics
esdevindrien en necrosi secundaria. Aquests neutrofils necrotics es desintegren i alliberen
molécules citotoxiques. La fagocitosi de les restes cel-lulars per part dels macrofags indueix la

s N . \ e . ., 48
produccié de citocines proinflamatories com ara TNF, amplificant la inflamacié.

1.2.5 Neutrofils en la inflamacié. Del reclutament a I'extravasacié.
Els neutrofils sén reclutats a les zones d’infeccié mitjangant senyals quimiotactiques provinents
Lo . . . . . . 49
de quimiocines, citocines, metal-loproteinases i productes dels microorganismes invasors.
El reclutament dels neutrofils des de els vasos sanguinis cap al teixit danyat succeeix en una série
. 50 N s .

d’etapes perfectament coordinades.”™ L'activacié i reclutament d’aquestes cél-lules per mitja dels

diferents senyals esta estrictament requlat, ja que un defecte en I'adhesié leucocitaria pot
. N . . .. 51

provocar una resposta inflamatoria inapropiada enfront un dany o una infeccié.

El model original de reclutament dels neutrofils es va descriure al segle XIX i comprenia les

etapes de rodament (rolling), adhesié i extravasacié. Més endavant, quan es van descobrir les

integrines, les selectines i els seus respectius lligants, el model proposava que la cascada

d’adhesié leucocitaria tenia una especificitat combinatorial en les tres etapes: el rodament

mitjangant les selectines, l'activacié promoguda per les quimiocines i la parada o adhesié

. . . 52
provocada per les integrines, tal com mostra la Figura 6.
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°
J

)

"8

Fagocitosi

Degranulacio: fusié de granuls citoplasmatics amb el fagosoma
i alliberament d’enzims citotoxics o alliberament extracel-lular de
contingut citotoxic

Produccié de superoxids

Figura 6. Model original de reclutament i activacié dels neutrofils.

De totes maneres, recentment han aparegut evidencies de que succeeixen altres etapes
addicionals durant 'adhesié leucocitaria, de manera que s’ha proposat una versié6 ampliada de la
cascada original que comprén les segiients etapes (Figura 7): captura, rodament, rodament lent
(rolling lent), activacid, parada i adhesié, forta adhesid, reptacié i extravasacié (paracel-lular o

52
transcel-lular).

I

extravasacio

adhesio

paracel-lular

reptacio

transcel-lular

)

cél-lules endotel-lials

Figura 7. Versié ampliada de la cascada d'adhesié leucocitaria.

La captura és el primer contacte entre els neutrofils i I'endoteli de les vénules post-capil-lars. En
aquesta primera etapa, aixi com en el rodament, les selectines juguen un paper molt important.
Les selectines sén glicoproteines de membrana de tipus | formades per un domini de lectina de
tipus C amino-terminal, un domini EGF-like, de dos a nou petits dominis repetits (SCR), una regié
trans-membrana i una cua citoplasmatica. Aquesta familia de proteines inclou tres molecules

: . o ., 51,53
diferents que presenten diferents patrons d’expressié i funcié.
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El rodament és promogut per la L-selectina, la P-selectina i la E-selectina, que interactuen tant
amb el lligand 1 de la glicoproteina P-selectina (PSGL1) com amb d’altres Iligands glicosilats. La
L-selectina I'expressen la majoria de leucocits mentre que la E-selectina i la P-selectina sén
expressades per les cél-lules endotel-lials inflamades. La unié del PSGL1 a la L-selectina motiva
I'aparicié d'interaccions entre leucocits mitjangant les quals els leucocits adherents i fragments
derivats d’ells faciliten la captura de leucocits secundaris. Aquesta captura secundaria permet
que leucocits que no expressen lligands per la E-selectina o la P-selectina també arribin a la zona
d'inflamacié.”? Durant el rodament, I'endoteli té un rol actiu, expressant tant E-selectines com P-
selectines. Les senyals produides per aquestes interaccions de les selectines es transmeten no
només directament a través de les seves unions siné també a través de receptors acoblats a
proteina G (GPCRs), tot hi que aquestes cascades de senyalitzacié6 encara no es coneixen
completament . En aquesta etapa cal destacar també la participacié de les integrines, que
permeten una forta adhesié dels leucocits a I'endotel:li i generen senyals intracel-lulars que
requlen certes funcions cel-lulars, entre elles la motilitat, fagocitosi, produccié de superoxids,
degranulacié, proliferacié i apoptosi.”">

Diversos estudis han demostrat que la frenada dels leucocits després del rodament és rapidament
promoguda per quimiocines i altres quimioatraients, i que succeeix mitjangant la unié de les
integrines leucocitaries (principalment de les subfamiles 31 i 3, ) a membres de la superfamilia de
les immunoglobulines, com ara ICAM-1 i VCAM-1, expressades per les cél-lules endotel-lials.”* La
modulacié de l'afinitat d'una integrina per al seu lligand és un pas crucial en la parada
leucocitaria induida per les quimiocines i en I'adhesié, essent aquesta afinitat depenent de canvis
conformacionals de les integrines promoguts per les propies quimiocines.52

La transmigracié a través de les parets dels vasos sanguinis o extravasacié és I'tltim pas en el
procés de reclutament leucocitari cap als teixits inflamats. Abans de travessar les parets de les
vénules post-capil-lars, els neutrofils i els monocits repten pels vasos sanguinis de manera
depenent de MAC-1 i ICAM-1, buscant la zona preferent per a la transmigracié. Aquesta
migracié a través de I'endotel-li, que pot ser per via paracel-lular o transcel-lular, succeeix gracies
a la interaccié de les integrines leucocitaries amb els lligands expressats en les cél-lules
endotel-lials (ICAM-1 i VCAM-1). La migracié paracel-lular succeeix a través de les unions
cel-lulars de I'endotelli. Implica I'alliberament de cadherina vascular endotel-lial (VE-cadherina) i
és facilitada per certs compartiments de membrana intracel-lulars i per molecules d’'unié de les
cel-lules endotel-lials (nectines). Per altra banda la migracié transcel-lular succeeix a través de les
cel-lules endotel-lials, en les zones menys gruixudes de I'endotel-li, de manera que la distancia de
migraci6 dels leucocits es menor. En aquest cas es produeixen uns organuls vesiculo-vacuolars
que formen un canal intracelllular a través del qual un leucocit pot migrar al teixit

. 49,52,55,56
inflamat.

1.2.6 Resolucié de la inflamacié. Paper dels macrofags.
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La fagocitosi de les cél-lules apoptotiques juga un paper molt important en molts processos
biologics fonamentals, incloent-hi la renovacié tissular, el desenvolupament del sistema
immunitari i la resolucié de la inflamacié.”” La retirada de cél-lules apoptotiques, entre elles
neutrofils, per part dels macrofags ja va ser descrita a finals del segle XIX per Elie Metchnikoff.
Aquest bioleg rus observa a través d'un simple microscopi optic com “microfags” (neutrofils) eren
englobats per macrofags en zones on hi havia inflamacio.”®

En els neutrofils, és de vital importancia que una vegada han realitzat la seva funcié defensiva,
entrin en apoptosi i siguin reconeguts, fagocitats i eliminats pels macrofags per tal d'evitar
I'alliberacié del seu contingut toxic. El reconeixement dels neutrofils i la seva degradacié sén
processos molt rapids si es comparen amb el temps que triga el procés apoptdtic en la cél-lula.”
Aquesta eliminacié és un mecanisme que permet controlar el nombre de neutrofils sense
alliberar granuls toxics ni factors quimiotactics al fluid extracel-lular, facilitant, per tant, la
resolucié de la inflamacié.”’ A més, quan les cél-lules apoptotiques sén reconegudes i
fagocitades, provoquen un resposta anti-inflamatoria mitjangant citocines, on es pot destacar
una supressié de la produccié i alliberacié de mediadors com ara TNF-0 o I'estimulacié de la
produccié de la citocina anti-inflamataria TGF-B.”

La fagocitosi per part dels macrofags es pot veure influenciada per mediadors solubles com ara
citocines, prostaglandines o hormones glucocorticoides. S’assumeix que aquests fagocits
reconeixen canvis en la superficie de les cél-lules apoptotiques que les distingeix de las resta de
cél-lules vives i sanes, tot i que aquestes alteracions en la superficie cel-lular encara no han estat
completament caracteritzades. Es pensa que les alteracions en la membrana confereixen una
unié especifica per a les opsonines solubles que podrien unir-se a la superficie cel-lular i iniciar el
procés de fagocitosi. Les opsonines classiques que es troben constitutivament en el sérum, com
ara anticossos o proteines del complement podrien unir-se a les cél-lules apoptotiques iniciant la
fagocitosi, oferint un mecanisme d’eliminacié que no requeriria cap receptor cel-lular avui dia
desconegut.””*"

L'eliminacié doncs dels neutrofils apoptotics per part dels macrofags de manera no inflamatoria
mostra l'apoptosi com un mecanisme de resolucié de la inflamacié, permetent I'erradicacié de

cél-lules inflamatories destructives de manera no perillosa.

1.3 NEUTROFILS EN HIPOXIA | ISQUEMIA

1.3.1 Generalitats

La vida d’un neutrofil sol ser curta (8-20 hores), perd es pot allargar quan es troben en una
situacié d'infeccié o en un teixit inflamat. En una inflamacié aguda, el nombre de neutrofils
infiltrats en els teixits pot ser molt elevat degut a la seva gran afluéncia des de la circulacié pero
també degut a que la seva apoptosi constitutiva es veu retardada per I'accié de mediadors locals
d’inflamacid. Molts estimuls que activen els granulocits i que estan abundantment presents en les

zones d'inflamacié (per exemple, GM-CSF, LPS o el fragment de complement C5a) retarden
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. L fl 62,63 . . . . - .
I'apoptosi dels neutrofils.””” Diverses situacions proinflamatories s’han associat amb un retard de
I'apoptosi dels neutrofils, entre les que cal destacar les sindromes coronaries agudes i el dany per
s . 64-66
isquemia/reperfusid.
Quan els neutrofils migren de la circulacié cap a la zona d'inflamacié, s’han d’adaptar i funcionar
en condicions de tensié d’oxigen molt menors que les que es troben en el sistema circulatori,
_— . . . . 67
doncs se sap que en practicament totes les zones inflamades els nivells d’oxigen sén baixos.” En
els teixits sans, la tensié d'oxigen es troba generalment entre 20 i 70 mmHg (2.5-9% oxigen),
mentre que una inadequada perfusié en els teixits danyats pot provocar la formacié de maltiples
N S . . . . 67
arees d'hipoxia, on s’han descrit tensions d'oxigen menors de 10 mmHg (menys d'1% oxigen).
En una de les primeres respostes al dany, els neutrofils dels vasos afectats aturen el seu rodament
i s"adhereixen, situacié que pot comportar la formacié d'agregats i, per tant, una oclussié del vas i
una reduccié del fluxe sanguini. La reduccié del fluxe juntament amb l'increment en el nombre
s . . L . 68 s .
de céllules condueix també a una deplecié local de I'oxigen.”™ Aquesta disminucié d’oxigen o
hipoxia també és capag de provocar una profunda i reversible inhibicié de I'apoptosi dels
s g . S 69 g
neutrofils tan /n vivo com in vitro.”” Aquesta inhibicié en els neutrofils contrasta amb el majoritari
- . N - . 70 g L
efecte proapoptotic que té la hipoxia en la majoria de tipus cel-lulars.”” Els neutrofils a més, al
contrari que la majoria de cel-lules, no utilitzen la respiracié mitocondrial encara que es trobin en
ambients oxigenats. Aquests neutrofils amb una major longivitat es mantenen funcionalment
- 4 - N s 65
actius i contribueixen al dany tissular local o a complicacions sistemiques.
S’ha suggerit que el retard en I'apoptosi dels neutrofils induit pels mediadors inflamatoris és
associat a una inhibici6 de I'activacié de les caspases a través de la familia de proteines Bcl-2, el

. . . T
que li donaria un paper molt important a la mitocondria.

1.3.2 HIF-1a

L'HIF és un factor de transcripcié regulat a nivell protéic per I'oxigen. L'estabilitat de la subunitat
a (HIF-10) esta regulada per una familia de prolil-hidroxilases (PHL) depenent d’oxigen i ferro. La
seva acci6é dirigeix a HIF-1a cap a la seva degradacié mitjangant la via de la ubiquitina-
proteosoma, en un procés depenent de la interaccié amb la proteina supressora de tumors von
Hippel-Lindau. (vHL). En hipoxia, I'activitat de la prolil-hidroxilasa és inhibida, de manera que
HIF-1a s'acumula i es transloca al nucli, on s'uneix a la constitutivament expressada HIF-1(.
L'heterodimer resultant s’'uneix a elements de resposta hipoxica (HREs) de seqiiéncies

reguladores de gens diana (Figura 8).
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respostes fisiologiques
i cel-lulars a la hipoxia

concentracio
d’oxigen

proteina

HIF-PH

@-33 [

i _ mRNA
+- acorcs R
degradacié \

elements de

proteosomica resposta hipoxica

Figura 8. Activacié de la resposta transcripcional d'HIF. En situacions oxigenades HIFQ és rapidament
degradat per la via del proteosoma. En manca d'oxigen, HIFQ s’acumula i entra al nucli permetent
I'heterodimeritzacié amb la subunitat nuclear HIF[3, unint-se als elements de resposta hipoxica i conduint a

la transcripcié dels gens diana.

A part de la seva resposta a la hipoxia, actualment hi ha evidéncies que el sistema HIF també es
veu afectat independentment de l'oxigen. Tot i que és I'O, el factor més determinant en
I'activitat de les prolil-hidroxilases, I'enzim és sensible també a alteracions en el balang redox de
la cél-lula, al ferro o a 'lhomeéstasi de metabolits.”? Quan s’'analitza un teixit en busca d’'HIF-10,
normalment aquest no es troba o es troba en quantitats molt petites, ja que la concentracié
d’oxigen tissular es manté relativament alta. El fluxe sanguini, doncs, esta adaptat per aportar
unes quantitats d'oxigen apropiades, no deixant opcié a l'activacié d'HIF-10. Contrariament, en
els texits inflamats les concentracions d'oxigen es troben per sota les pressions parcials
fisiologiques, de manera que grans quantitats d'HIF-10s’acumulen, a més, el nombre de cél-lules
inflamatories augmenta i 'activacié d’aquestes produeix gran varietat de citocines, ROS i NO.”®
En aquestes condicions doncs, els neutrofils produeixen grans quantitats de ROS a través de la
NADPH oxidasa. Aquesta situacié no només és critica per l'accié bactericida dels neutrofils sino
que també és perillosa per I'hoste si la formacié de ROS esdevé incontrolable. L'increment en la
formacié de ROS comporta també I'estabilitzacié d’'HIF-1a degut a la inhibicié de les PHLs a
través dels radicals lliures produits per la NADPH oxidasa.”

Diversos grups han confirmat també que el NO, administrat exdgenament o produit de manera
endogena estabilitza també la proteina HIF-10, produint la transactivacié d’"HIF-10 en condicions
de normoxia. El NO bloquejaria la ubiquitinacié d'HIF-1a jn vitro i disminuiria I'activitat de les
PHLs, suggerint que la hipoxia i el NO utilitzen el mateix mecanisme per a estabilitzar I'HIF-10.”*

Aixi doncs, no només la disminucié en les concentracions d’oxigen sino també l'increment de
ROS durant la inflamacié o la preséncia de NO contribuirien a 'acumulacié d’'HIF-1a i la seva

activacié.
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HIF-1a regula I'expressié d'almenys 30 gens, essent els gens diana classics enzims glucolitics,

transportadors de glucosa, eritropoietina, gens implicats en I'estrés cel-lular, en I'apoptosi o el

67,75,76

factor angiogenic VEGF. El procés de reclutament dels neutrofils en inflamacié, que depén

de les integrines, és regulat també per HIF-1 (induint I'expressié del gen CD18 que codifica per
la integrina 52)77, essent un altre mecanisme mitjangant el qual I'oxigen pot directament
modificar la inflamacié (Figura 9).”® Estudis posteriors han mostrat també que en neutrdfils el
factor de transcripcié NFKB depén d'HIF i que aquest esta clarament relacionat amb la resposta

inflamatéria i la inhibicié de 'apoptosi en els neutrofils (Figura 9).””®

* A Expressio CD18
e Circulacio

B

Extravasacié ' Endoteli

A\ Expressié CD18
medi
inflamatori

Aactivitat HIF-1a

/ \\\\

NATP /T\activitat —X
NF-kB

Apoptosi
AN uncié

Reconeixement pels
macrofags i fagocitosi

Figura 9. Tres mecanismes depenents d'HIF relacionats amb la regulacié de la funcié de les cél-lules
mieldides: augment de la funcié dels neutrofils, sobre-expressié de la integrina 3, i inhibicié de I'apoptosi

dels neutrofils a través de NFKB.

Estudis sobre la funcié d'HIF-1aen les activitats bactericides dels neutrofils han demostrat nivells
elevats d’aquest factor de transcripcié en resposta a gran varietat d’espécies bacterianes, entre
elles Streptococcus aureus o Salmonella typhimurium, suggerint-li un rol en les interacions
bacteri-hoste. Experiments en ratolins on les cél-lules mieloides careixen d'HIF-1a han mostrat
una major susceptibilitat d’aquests ratolins a les infeccions, a la vegada que experiments Jin vitro
han descrit una disminucié en la fagocitosi de bacteris per part d'aquestes cél-lules carents del
factor de transcripcié, suggerint un important paper d'HIF-10 en els mecanismes de defensa de
I'hoste.”

El factor de transcripcié HIF-1a és el principal regulador del retard en I'apoptosi dels neutrofils
en situacions hipoxiques/anoxiques, tot i que el mecanisme a través del qual succeeix encara no

esta del tot entés.”’
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1.3.3 HIF-1a en els neutrofils

La inhibicié de I'apoptosi dels neutrofils en condicions hipoxiques pot ser reproduida per la
inhibici6 competitiva d’enzims d’hidroxilasa amb una marcada estabilitzacié d'HIF-1a. El rol
directe d'HIF-1d en la inhibicié hipoxica de I'apoptosi dels neutrofils va ser demostrat mitjangant
experiments amb neutrofils murins deficients per HIF-10, els quals mostraren una reduida
supervivéncia després de procediments anoxics.”’
De totes maneres, el mecanisme a través del qual HIF regula I'apoptosi dels neutrofils continua
sense ésser establert, tot i que la inhibicié de la supervivéncia hipoxica mitjangant gliotoxina i
partenolide implica que el factor NF-K[3 és un important efector de la resposta depenent d'HIF-

10. L'estabilitzacié d’'HIF-10 comporta un increment del transcrit p65, la reexpressié de NF-KBi la

persisténcia en la unié al DNA de p65 i p50.79

1.3.4 Factor de transcripcié NFKB

La familia NFKB es composa, en els mamifers, de cinc factors de transcripcié: p50, p52, RelA
(també anomenat p65), c-Rel i RelB. Aquests factors de transcripcié contenen un domini Rel a
través del qual poden formar homodimers i heterodimers que es poden unir a moltes seqiiéncies
diana del DNA (anomenades seqiiéncies KB) i modular I'expressié de gens. En moltes cél-lules els
complexes de NFKB es troben inactius en el citoplasma, formant un complex amb qualsevol de
les proteines inhibidores de la familia IKB. Quan la via s’activa, la proteina IKB es degrada i el

complex NFKB entra al nucli i modula I'expressié dels gens diana (Figura 10).2"%

Figura 10. Via de senyalitzacié NFKB.
Dimers de NFKB (normalment

p50/RelA) es troben en el citoplasma

gl 'EM NEMO ‘ interactuant amb una molécula IKB
\/ r IKK
J (normalment IKBd). La wunié d'un

lligand al receptor provoca el

reclutament del complex IKK, que

\ fosforila IKB en dos residus de serina,
degradacié o
proteosomal el que provoca la seva ubiqiitinitzacié

i posterior degradacié pel
"Q proteosoma. NFKB entra aleshores al
[
:..l nucli per a activar els gens diana.
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Un dels primers gens induits una vegada activada la via NFKB és la proteina inhibidora IKBQ, ja
que s’ha observat que el promotor d’aquesta proteina conté una regié d'unié a NFKB. Aquesta
IKBa sintetitzada de novo pot entrar en el nucli i treure NFKB dels promotors génics,
transportant-lo cap al citoplasma, el que representaria un important mecanisme regulador de la
via.®® Aixi doncs, aquesta via es troba regulada mitjancant la degradacié de IKBd en el citoplasma
i la posterior translocacié de NFKB al nucli, aixi com per I'entrada de nova IKBQ al nucli cel-lular.®
En els neutrofils s’ha demostrat que NFKB és important per la seva supervivéncia, inhibint tant
I'apoptosi constitutiva d’aquestes cél-lules com la induida per mediadors pro-inflamatoris.?’ A la
vegada, NFKB és també un factor clau en la produccié d’enzims que generen prostaglandines i
espécies reactives de l'oxigen (tant iINOS com Cox sén gens diana de NFKB). Les
metal-loproteases de matriu (MMPs) sén també mediadors crucials de la inflamacié local i de la
quimiotaxis dels leucocits, i la seva expressié esta també requlada per NFkB.*'

NFKB controla I'expressié de diversos gens de supervivéencia, entre d’altres els membres de la
familia Bcl-2, i s'ha observat que la seva inhibicié és un potent inductor d'apoptosi en els
neutrdfils.®® En situacions andxiques, I'estabilitzacié del factor de transcripcié HIF-1a comporta
un augment en lI'expressié de la subunitat p65, demostrant que NFKB és una via efectora de la
resposta depenent d’HIF-10 en front de la hipoxia.”

Aixi doncs, el factor de transcripcié NFKB, que en els neutrofils s'indueix en situacions anoxiques,
és un factor crucial en la resposta inflamatoria de I'organisme, modulant entre d’altres, 'apoptosi

i 'expressié de gens proinflamatoris dels neutrofils reclutats en la zona d'inflamacié.

1.4 APOPTOSI DELS NEUTROFILS

1.4.1 Generalitats. Apoptosi vs. necrosi

La paraula apoptosi va ser proposada per Kerr, Wyllie i Currie I'any 1972 per a definir un tipus de
mort cel-lular morfologica, bioquimica i molecularment diferent a la necrosi, que realitza una

funcié reguladora fonamental en el control del manteniment de les poblacions cel-lulars, essent
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complementaria, perd oposada, a la proliferacié cellular.™ L'apoptosi o mort cel-lular
programada succeeix quan una cél-lula d'un organisme mor mitjangant un mecanisme orquestrat
. i . , T (e 4

per proteines codificades pel propi genoma de I'hoste. El proposit d’aquest procés és matar
cél-lules que ja no es volen o que és preferible que no visquin, i aquest fet es pot donar per tres
. . . N . . 87
situacions: pel desenvolupament i homedstasi, com a mecanisme de defensa o per envelliment.
Per altra banda la necrosi es defineix com una mort cel-lular accidental o com un “assassinat”
cel-lular, que pot succeir degut, entre d'altres, a toxines, a la pérdua de nutrients vitals, a un dany

fisic o a temperatures extremes. La necrosi primaria ve provocada per estimuls toxics i sol afectar
a tot un conjunt de cél-lules. La caracteristica principal d'aquest tipus de mort és que les cél-lules
que moren es desintegren i alliberen el seu contingut cel-lular al medi, produint sempre una
resposta inflamatoria. Hi ha un segon tipus de necrosi, anomenada necrosi secundaria, que

succeeix quan una cél-lula es desintegra després d’haver patit inicialment apoptosi perd no ha
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pogut ésser fagocitada pels macrofags. Aquesta necrosi secundaria es donaria quan el nombre de

\ . . ros 48
cél-lules mortes supera la capacitat dels mecanismes fagocitics.

1.4.2 Caracteristiques de la necrosi

La necrosi primaria és un mecanisme passiu caracteritzat per un inflament de la cél-lula que
condueix a que aquesta s'acabi desintegrant i alliberant els organuls i el contingut cel-lular a
I'exterior. La necrosi és un procés toxic i un estimul proinflamatori en la majoria de teixits.*®
L'alliberacié dels constituents cel-lulars al teixit del voltant provoca una inflamacié que s'associa
amb la infiltracié de neutrofils i monocits. S’ha descrit que les cél-lules necrotiques provoquen
I'alliberacié de IL-10 per part dels macrofags o d'altres cél-lules sensibles, i que aquesta citocina
s'uneix al seu receptor en una cél-lula responding la qual allibera quimioatraients que dirigeixen
els neutrofils cap a les cél-lules necrotiques. Aquestes cél-lules anomenades responding no sén
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derivades de la medul-la 6ssia, de manera que sén cél-lules no immunitaries del teixit danyat.

1.4.3 Caracteristiques de I'apoptosi

L'apoptosi d'una cél-lula es defineix técnicament per les caracteristiques morfologiques de la
cél-lula que mor, en particular, la condensacié de la cromatina acompanyada per la fragmentacié
nuclear.

La membrana plasmatica de la cél-lula apoptotica s'altera i es formen unes protuberancies
caracteristiques anomenades comunament blebs’® El volum cellular es redueix
considerablement i el citoplasma es condensa, mentre que la mitocondria sofreix una série de
disfuncions:

- desacoblament de la cadena de transport d’electrons i detencié del metabolisme energétic;

- produccié6 de ROS;

- alliberacié de citocrom c al citosol cel-lular;

- fallida en el manteniment del potencial de membrana;

- formacié de porus en la membrana mitocondrial a causa de I'actuacié de les proteines de la
familia Bcl-2.”"

El nucli es redueix, la cromatina es fa més densa i es col-lapsa, i el DNA es fragmenta en
subunitats regulars que resulten del tall a I'atzar entre els nucleosomes. Finalment la cél-lula es
trenca en petits cossos apoptotics, envoltats de membrana. La cél-lula apoptotica, aixi com
qualsevol cos apoptotic, és en general rapidament fagocitada pels macrofags, evitant qualsevol
resposta inflamatoria.”® Aquest fet en concret constitueix una gran diferéncia amb els processos

necrotics cara a la resposta dels teixits i les cel-lules adjacents.
1.4.4 Mecanismes moleculars de I'apoptosi. Via intrinseca i via extrinseca.

L'apoptosi cel-lular pot succeir a través de dues vies, la via intrinseca i la via extrinseca. La via

intrinseca es déna en resposta a un ampli ventall d’estimuls generats dins la propia cél-lula, com
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pot ser I'activacié d'oncogens o un dany en el DNA. Per altra banda, la via extrinseca s'inicia per
la unié d'un lligand extracel-lular (death ligand, DL) al seu receptor de la membrana cel-lular
(death receptor, DR).” Les dues vies convergeixen en |'activacié de la caspasa 3, tot i que la via
extrinseca es pot creuar també amb la via intrinseca a través del trencament de Bid mitjangant la
caspasa 8.”""

En la via intrinseca la mitocondria juga un paper principal, alliberant certes proteines de l'espai
intermembrana al citoplasma en resposta a estimuls apoptotics (pérdua de proteines anti-
apoptotiques de la familia Bcl-2, ROS, deteriorament de DNA..) que provoquen la
despolaritzacié de la membrana mitocondrial. Membres pro i anti-apoptotics de la familia Bcl-2
controlen la permeabilitat de la membrana exterior de la mitocondria i regulen I'alliberacié del
citocrom c i dels altres constituents de I'espai intermembrana. Els membres anti-apoptotics de la
familia, com ara Bcl-2 i Bcl-x, inhibeixen l'alliberacié de factors mitocondrials, mentre que els
membres pro-apoptotics, com ara Bax, Bak, Bid, Bad i Bim la promouen.93 Algunes de les

proteines alliberades estan molt ben caracteritzades, incloent-hi el citocrom ¢, SMAC (segon

activador de caspases derivat de la mitocondria)/DIABLO (inhibidor directe de I'apoptosi (IAP)-

proteina d'unié amb baix pl), AIF (factor inductor d’apoptosi) i 'endonucleasa G (Figura 11).

-1

mitocondria

citocrom ¢ Bk
o=

Figura 11. Esquema general de I'apoptosi on apareixen les molécules més caracteristiques de la via.
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El citocrom c alliberat s'uneix i activa la proteina APAF1 (proteasa apoptotica activadora del
factor 1) en el citoplasma, de manera que s'indueix un canvi conformacional que permet a
APAF1 unir-se a ATP/dATP i formar I'apoptosoma, juntament amb la caspasa 9. Aquesta caspasa
9 és aleshores activada i permet propagar I'avis de la mort cel-lular mitjangant I'activacié de tota
la cascada de caspases (Figura 12).”

La via extrinseca s'inicia amb la unié, com hem dit, d'un DL, com ara Fasl, al seu DR, com ara Fas,
de la membrana cel‘lular. La unié d’aquests dos components forma un complex que recluta altres
factors citosolics, com ara FADD (proteina amb domini de mort associada a Fas) i caspasa 8,
formant un complex de senyalitzacié anomenat DISC. La formacié de DISC permet I'activacié de
la caspasa iniciadora caspasa 8, la qual s'uneix i activa la caspasa efectora caspasa 3 (Figura 12).
La funcié de DISC en l'activacié de la caspasa 8 es considera analoga a que fa I'apoptosoma en
I'activacié de la caspasa 9. Com ja hem comentat, aquesta via es pot creuar amb la via intrinseca a
través del trencament proteolitic de Bid mitjangant la caspasa 8. Aquest Bid trencat (tBid) es
transloca a la mitocondria on promou l'alliberament de citocrom c promovent la formacié de

’ 92,93
I'apoptosoma.

FADD
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Pro-caspasa 8

caspasa 8
activa

600
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Figura 12. Esquema de les vies d'activacié de la caspasa durant I'apoptosi. La via extrinseca succeix
mitjangant l'unié d’un lligand a DR, mentre que la intrinseca comporta l'alliberacié de citocrom c de la

mitocondria al citoplasma. Les dues vies es poden creuar amb el trencament de Bid per la caspasa 8.

1.4.5 Mecanisme apoptotic dels neutrofils
En una inflamacié aguda el nombre de neutrofils infiltrats és molt elevat i, per tant, el potencial

inflamatori per causar dany en el teixit mitjangant l'alliberacié de ROS i enzims dels granuls, com
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ara proteases, és molt alt. Una correcta regulacié del mecanisme apoptotic dels neutrofils, que
en abséncia d'estimuls moren espontaniament, és de vital importancia per assegurar el
manteniment del nimero de neutrofils en circulacid, I'eliminacié eficient dels patdogens invasors i
la resolucié de la resposta inflamatoria.”

Els neutrofils perden les seves propietats funcionals durant l'apoptosi i presenten les
caracteristiques morfologiques i bioquimiques d'una cél-lula apoptotica, com ara la compactacié
de la cromatina o la fragmentacié nuclear. També presenten alteracions moleculars en la
superficie celllular, com per exemple una disminucié en I|'expressi6 de membres de la
superfamilia de la immunoglobulina (com ara CD31, CD50, CDé66abcde, CD63 i CD87) i de
receptors de membrana (entre ells CD15, CD16, CD32 i CD35). La fosfatidilserina, que és un
marcador de cél-lules apoptotiques, també apareix en la superficie cel-lular, ja que la simetria
dels fosfolipids de membrana esta alterada. Aquesta externalitzacié de la fosfatidilserina facilita
el reconeixement dels neutrofils apoptotics per part dels macrc‘)fags.47

Els neutrofils sén unes cél-lules programades per morir a curt termini, en condicions normals la
mort constitutiva dels neutrofils (o mort espontania) esta associada tant a una sobre-regulacié de
les vies que condueixen a la mort com també a una sub-regulacié de les senyals de supervivéncia.
Per exemple, s’ha descrit que el factor de supervivéncia i anti-apoptotic proteinasa B(PKB)/AKT
decreix durant la mort d’aquestes cél-lules.®® Com succeeix en molts altres tipus cel-lulars,
I'execucié de la via apoptotica en els neutrofils és promoguda per les caspases. Els neutrofils
expressen diverses caspases, tant efectores com reguladores, incloses la caspasa 1, 3, 4 i 8.
Aquesta dada, juntament amb el fet que els neutrofils humans no expressen les proteines
antiapoptotiques Bcl-2 ni Bcl-X, pero si expressen constitutivament les proteines pro-
apoptotiques Bax, Bid, Bak i Bad, ha suggerit que la mitocondria juga un paper molt important en
la seva apoptosi constitutiva. Aquestes proteines formen part de la familia Bcl-2, que juga un
paper crucial en el control de I'apoptosi en molts tipus cel-lulars. Aquesta familia de proteines,
I'accié de les quals succeeix majoritariament a nivell mitocondrial, pot ser dividida en dos grups,

les proteines pro-apoptotiques i les proteines anti-apoptotiques (Taula 6).”

Proteines pro-apoptotiques Proteines anti-apoptoques
Bax Bcl-2
Bad Bcl-X,
Bid Mcl-1
Bik A1/Bfl1
Bak

Taula 6. Membres de la familia Bcl-2
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Els alts nivells de les proteines proapoptotiques de la familia Bcl-2 podrien contribuir de forma
important a la curta vida que tenen els neutrofils en la circulacié, tot i que encara hi ha molta
controveérsia al respecte.47'94'96

L'apoptosi dels neutrofils esta associada amb la translocacié de Bax citosolic cap a la membrana
externa mitocondrial, aixi com amb la subseqiient alliberacié de citocrom c i I'activacié de la
cascada de caspases.96 Els nivells de caspasa 9 sén tan elevats tot i la petita quantitat de citocrom
c que s’ha suggerit que aquest baix contingut podria ser compensat per I'elevada expressié
d’Apaf-1.%

Un altre mediador apoptotic en els neutrofils sén els radicals lliures de l'oxigen, que es
produeixen en grans quantitats en els neutrofils activats a través, sobretot, de la NADPH oxidasa.
Els ROS produeixen una alteracié del DNA i una activacié de p53, que comunament indueix
apoptosi després d'un dany genotoxic. Alternativament, els ROS poden alterar directament
I'activitat de vies de senyalitzacié intracel-lulars relacionades amb la supervivéncia/mort dels
neutrofils, com ara NF-KB i MAPK.°

També s'ha suggerit a les calpaines un rol apoptétic en els neutrdfils.”” Les calpaines sén una
familia de cistein-proteases (no caspases) constitutivament actives en els neutrofils aillats. Durant
la mort cel-lular espontania els nivells de calpastatina, un inhibidor intrinsec especific de les
calpaines, decreix, comportant un augment drastic de I'activitat de les calpaines. Les calpaines
actives s’'uneixen al factor pro-apoptotic Bax conduint a una alliberacié de citocrom c de la
mitocondria i la subseqiient activacié de la caspasa 3. Es important destacar que la inhibicié de
I'activitat de les calpaines per si sola no és suficient per inhibir la mort constitutiva dels neutrofils.
Una important inhibicié6 només es detecta quan tant les calpaines com la funcié del proteosoma

son bloquejades, suggerint un efecte sinérgic entre aquests dos factors.”

1.4.6 Modulacié de I'apoptosi dels neutrofils

Diverses malalties inflamatories, agudes i croniques, s’han associat a una disminucié de I'apoptosi
dels neutrofils i a un augment del nombre d’aquests, com ara I'artritis reumatoide o la malaltia
inflamatoria intestinal,” i cada vegada hi ha més evidéncies que agents que modulen
farmacologicament I'apoptosi, augmentant-la, administrats in vivo incrementen la resolucié de la
inflamacié. Per altra banda, també s’ha demostrat el contrari, agents inhibidors de I'apoptosi dels
neutrofils administrats in vivo retarden la resolucié de la inflamacié.” Aixi doncs, la modulacié
de les vies associades a |'apoptosi poden oferir noves dianes terapéutiques per al tractament de
diverses malalties inflamatories.*>”’

Una de les possibles dianes terapéutiques proposades ha estat la via NF-KB. S’ha demostrat que
la seva inhibicié augmenta I'apoptosi dels neutrofils d'una manera depenent de caspases, pero,

com que el paper que juga aquesta via en la inflamacié és molt complex, la possibilitat d'inhibir
q | paper que juga aquesta vi la infl It plex, la possibilitat d'inhibi
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NF-KB per a modular I'apoptosi i millorar la inflamacié s’ha de considerar amb cautela.
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S’ha demostrat també que la inhibicié de I'apoptosi dels neutrofils infiltrats en pulmons danyats
pot ser revertida mitjangant la inhalacié d’'Escherichia coli morta i opsonitzada, millorant el

dany.m0

En model de rata de dany pulmonar, els neutrofils infiltrats en els pulmons pateixen un
retard en la seva apoptosi, promovent el dany tissular. Una vegada els neutrofils reconeixen la
E.coli, 1a fagociten i entren en apoptosi promoguda per ROS. Sookhai i col-laboradors demostren
que l'augment de I'apoptosi dels neutrofils es correlaciona amb un augment de la millora del
dany pulmonar i de la supervivéncia general del grup tractat. Aixi doncs, la directa modulacié de
I'apoptosi dels neutrofils pulmonars pot ser un nou mecanisme per a tractar pacients que
presenten una sindrome respiratoria aguda (ARDS)."*""'

L'apoptosi dels neutrofils pot, per tant, ésser modulada farmacologicament de manera
especifica, i pot ser clau en el desenvolupament de noves drogues terapéutiques per al
tractament de diverses malalties inflamatories, entre elles les associades a la fallida intestinal. Les
primeres aproximacions en aquest sentit es van centrar en la reduccié o deplecié del nombre de

neutrofils o neutropénia, cara a la millora de la malaltia, com va ser el cas de models d’artritis
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inflamatoria o en models de glomerulonefritis per anticos.

1.5 Lipocalina associada a la gelatinasa dels neutrofils (NGAL/ 24p3)

1.5.1 Generalitats

NGAL (lipocalina associada a la gelatinasa dels neutrofils) és una proteina de la familia de les
lipocalines de 25 kDa identificada per primera vegada en els granuls de neutrofils humans
associada amb la gelatinasa/MMP9, formant un complex covalent d’'una massa molecular de
135kDa.'® Les lipocalines sén una familia de diverses proteines amb una limitada similitud en les
seqiiéncies d'aminoacids, perd amb una estructura terciaria comd, amb un tub 3 de vuit cadenes
anti-paral-leles revoltant la zona interior d’'unié a un lligand, revestida de residus d’aminoacids

hidrofobics (Figura 1 3).103

Figura 13. Proteina NGAL.
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Les lipocalines actuen normalment com a molécules transportadores amb una gran afinitat per
unir-se a diferents substancies lipofiliques, entre elles, acids grassos, retinols, colesterols,
prostaglandines, biliverdines i feromones.'™ Analisis cistal-lografics han demostrat pero que el
lligand del NGAL sén siderofors ferrics bacterians, utilitzats pels bacteris per agafar el ferro, que
és el seu nutrient essencial.'”

La proteina NGAL també s'anomena lipocalina humana neutrofilica, mentre que el seu homoleg
muri, amb qui comparteix un 62% de la seva seqiiéncia, s'anomena 24p3, Sip24, lipocalina 2 o
uterocalina. Per la seva banda, 'homoleg en rata s'anomena NRL i té en comd un 63.5% de la

PN . 105
seva seqiiéncia amb el NGAL.

1.5.2 Distribucié del NGAL/24p3

Com ja s’ha comentat, el NGAL es va aillar per primera vegada en neutrofils humans, en forma de
monomer i d’homodimer, aixi com unit a un complex de gelatinasa. Experiments de
fraccionament subcel-lular en gradients de densitat han demostrat que és un component
especific dels granuls dels neutrofils. Els granuls peroxidasa negatius dels neutrofils es
distribueixen des dels rics en NGAL peroé amb poc contingut de gelatinasa fins als granuls rics en
gelatinasa pero carents de NGAL, passant per aquells granuls que presenten tant NGAL com
gelatinasa.'” Per la seva banda, 'homoleg muri 24p3 també s’ha trobat en els neutrofils
circulants de ratoli.'®
De totes maneres hi ha d’altres tipus cel-lulars que expressen també aquesta gelatinasa, com per
exemple els adipc‘)cits,107 els condrocits, la microglia,108 les cél-lules epitelials i endotel-lials'” o
els macrbfags.110 Estudis de distribucié per teixits han mostrat també expressié de NGAL en
diversos teixits, entre els que cal destacar la traquea, els pulmons, I'estomac, les glandules
salivals, I'ater, 'apéndix, els tubuls renals, les glandules mamaries i I'intesti.”""
Hi ha diversos estudis que mostren que I'expressié6 de 24p3 s'indueix en diverses cél-lules en
situacions de dany amb preséncia de radicals d'oxigen, com ara en un cancer, una intoxicacid,
una infeccié o en una inflamacié.'” Després d'un dany per isquémia/reperfusié en el ronyd, el
transcrit 24p3 és un dels més clarament induits, i representa un marcador urinari de dany renal
isquémic.113 En el fetge 24p3 s’expressa durant una fase aguda i es troba sobre-regulat localment
en la mucosa epitelial del colon en situacions d’apendicitis i en la malaltia inflamatoria intestinal.
A més, la seva expressi6 es troba incrementada localment en adenocarcinomes de colon i en les
céllules epitelials en contacte amb el tumor.'” Estudis d’exposicié a raigs X han demostrat
també que en el fetge 24p3 esta sobre-requlat degut a 'augment de ROS produits per la
radiacio, el que suggeriria que aquesta proteina actuaria com un protector per a les cél-lules en
front els ROS.""

Aixi doncs, s’Tha demostrat que 24p3s’expressa en diversos teixits, tant normals com patologics, i
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en molts teixits normalment exposats a microorganismes.
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1.5.3 Funcions del NGAL/24p3

Les lipocalines es consideren generalment molécules transportadores amb diverses funcions,
incloent-hi la regulacié de les respostes immunitaries, la modulacié del creixement cel-lular i el
metabolisme, el transport de ferro i la sintesi de prostaglandines.104 Fins ara el NGAL s’ha
considerat com una proteina de fase aguda, I'expressié de la qual es troba sobre-regulada,
tipicament en ceél-lules epitelials, en diverses situacions inflamatories. Perd més enlla d'aixo, les
seves funcions segueixen sense ésser clarament definides.'”” D’una manera generalista, el NGAL
es troba implicat en la immunitat innata, la regulacié del creixement cel-lular, la diferenciacié de
certs tipus cel-lulars i en I'apoptosi.

El NGAL sembla ser un component important de la immunitat innata en front d’'una infeccié
bacteriana. Les bactéries produeixen siderofors per segrestar ferro de I'espai extracel-lular i
utilitzen transportadors especifics per recuperar el complex “siderofor-ferro”, assegurant-se el
subministrament de ferro. El NGAL s’uneix a siderofors férrics carregats negativament actuant
com un agent bacteriostatic prevenint el creixement de les soques bacterianes, segrestant el
ferro. Aquest efecte anti-bacteria és absolutament especific per les bactéries que adquireixen el
ferro a través dels siderofors capagos d'unir-s’hi el NGAL, per exemple I'enteroquelina i la

. . 105,116,117
micobactina.

De totes maneres, el NGAL sembla tenir unes funcions molt més complexes
a part del seu efecte anti-microbia. Hi ha evidéncies de que modula diverses respostes cel-lulars
tan importants com la proliferacié, I'apoptosi i la diferenciacié, tot i que el mecanisme encara no
es coneix completament. Alguns d’aquests efectes pero, augmenten quan el NGAL és associat
amb siderofors, i podria ser que en abséncia d'una infeccié bacteriana fossin molécules
endogenes les que s'unissin al NGAL per promoure les seves propietats d’unié al ferro.'"®

Una altra funcié del NGAL en certs tipus cel-lulars és regular el seu creixement. L'expressié de
NGAL en fibroblasts estimulats amb diversos factors de creixement, entre ells sérum i ésters de
forbol, o, la induccié de la seva sintesi en cél-lules renals durant la transicié de I'estat quiescent a
I'estat proliferatiu mostraria el rol d'aquesta proteina en el creixement cel-lular. L'expressié de
NGAL en el colon inflamat on suposadament hi ha un recanvi cel-lular molt rapid o en diversos
tumors malignes també suporten aquesta hipof)tesi.1()3’112 Els factors de creixement IGF i TGF-a
indueixen marcadament també I'expressié6 de NGAL en queratinocits primaris humans, donant
suport a la hipotesi d’una activitat proliferativa per a aquesta prote'l'na.118
La participacié del NGAL en la diferenciacié de certs tipus cel-lulars ve reconeguda per diversos
estudis que han mostrat que la seva expressié esta relacionada amb una desregulacié de la
diferenciacié dels queratinocits. A més s’ha demostrat in vitro que la seva expressié esta molt
augmentada en la diferenciacié de queratinocits induida per calci, el que podria suggerir-li un
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rol en el manteniment de 'homeostasi de la pell. " Per altra banda, el NGAL apareix com un

factor clau en la diferenciacié de progenitors renals, promovent la diferenciacié epitelial a la
periféria del ronyé en desenvolupament on es troben les cél-lules de I'estroma i les progenitores
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de 'epiteli. ~ A més, en cél-lules epitelials tubulars cultivades el NGAL promou 'organitzacié de
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les cél-lules epitelials en estructures tubulars, després d'ésser estimulades amb factor de
creixement d’hepatocits (HGF), un factor que es troba molt sobre-expressat durant el
desenvolupament renal."’
En un ronyé madur post-isquémic, el NGAL esta sobre-regulat predominantment en els tubuls
proximals tot i que també en segments distals de les nefrones. En el tibul proximal es troba co-
localitzat, al menys en part, amb les cel-lules epitelials proliferatives. Aquest fet podria suggerir
que els tabuls danyats expressen NGAL per tal d'induir la re-epitelitzacié, ja que a més es sap que
I'aportacié6 de ferro a les cél-lules és crucial per a la regeneracié renal després d'un dany
nefrotoxic. EIl NGAL podria ser endocitat pel tabul proximal, reciclant el ferro a les cél-lules
viables, i estimulant la regeneracié de l'epiteli renal després d’'un dany isquémic. Estudis han
demostrat que I'administracié exdogena de NGAL provoca una millora del dany estructural
provocat per una IR renal.’”’
En d'altres tipus cel-lulars el NGAL té un efecte proapoptotic. Per exemple, en la linia cel-lular de
ratoli pro-B limfocitica, la retirada de citocines resulta en una marcada induccié de NGAL aix{
com un augment de I'apoptosi.'*> Céllules epitelials de glandules mamaries i de I'Gter expressen
també alts nivells de NGAL coincidint temporalment amb els periodes de maxima apoptosi.'>> A
I'Gter, el NGAL s’expressa a nivells molt elevats en els periodes propers al part, quant aquest
organ pateix una renovaci6 tissular molt extensa degut a 'embaras i molt estrés i dany del teixit

durant el propi part.124

S’ha descrit també que I'expressié de NGAL és requlada en les glandules
mamaries a través de la gestacié i la lactancia, i que es troben nivells molt elevats d’aquesta
proteina durant la catagénesi i després del part en les glandules mamaries i en I'ater."? Els alts
nivells de NGAL durant la fase de catagénesi han suggerit que aquesta proteina podria prevenir
I'acumulacié de leucocits durant aquest periode induint I'apoptosi dels neutrofils que entren al

... 123,125
teixit.

1.5.4 24p3i'apoptosi en els neutrdfils

L'apoptosi de les cél-lules hematopoiétiques pot ser induida mitjangant la retirada de citocines,
com ara IL-3. Devireddy i col-laboradors van fer un estudi mitjangant microarrays de DNA per
buscar gens promotors de mort cel-lular que sén transcripcionalment activats en cél-lules
hematopoiétiques FL5.12 pro-B limfocitiques privades de IL-3. Aquesta linia cel-lular de ratoli és
depenent de la citocina IL-3 per a créixer, de manera que passades 6 hores, en abséncia
d’aquesta citocina les cél-lules comencen a morir per apoptosi. El resultat del seu estudi mostra
que el major increment en I'expressié génica entre aquestes cél-lules amb preséncia o abséncia
de IL-3 el presentava 24p3’.122
A més, I'estudi demostrava que 24p3 promou l'apoptosi de moltes, tot i que no totes, les linies

cel-lulars leucocitaries, destacant els timocits primaris, els limfocits primaris i els neutrofils. Per

altra banda, certes cél-lules no hematopoiétiques i els macrofags derivats de monocits sén
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resistents, demostrant que I'habilitat de 24p3 per induir I'apoptosi és especifica del tipus cel-lular
(taula 7).122
La identificaci6 d'un producte cel-lular alliberat que pot induir I'apoptosi en ceél-lules
susceptibles, entre elles els neutrofils, implica que aquest mecanisme pot jugar un paper molt

- - - \ o 126
important en I'apoptosi espontania dels granulocits.

Tipus cel-lular Susceptibilitat a 24p3
Cél-lules no leucocitaries

Hela (humanes) -

COS-7 (mono) -

NIH 3T3 (ratoli) -

U20S (humanes) -

Ceél-lules primaries

Timocits primaris (murins) +
Esplenocits primaris (murins) +
Cél-lules primaries de la medul-la dssia (murines) +
Neutrofils primaris (humans) +
Limfocits de sang periférica (humans) +

Macrofags primaris (humans) -

Taula 7. Especificitat cel-lular a 'apoptosi induida per 24p3 (Devireddy LR. Science (2001). 293:829-834).

La resposta inflamatoria implica una infiltracié i activacié dels leucocits, de manera que les
cél-lules tissulars corren el risc de ser destruides per la forta resposta neutrofila. 24p3 pot ser un
mecanisme per a suprimir l'activitat dels leucocits mitjangant la seva habilitat per induir-los
apoptosi. Moderar el nombre de neutrofils pot ser una de les principals funcions de 24p3 durant
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la resposta inflamatoria, quan hi ha una rapida expansié de la poblacié de neutrofils.

1.5.5 Receptors de 24p3

1.5.5.1 24p3R

L'especificitat que presenta 24p3 per induir apoptosi depenent del tipus cel-lular només pot ser
explicada per la preséncia d'un receptor amb una gran afinitat per a 24p3 i una distribucié
cel-lular molt selectiva.'”? Aquest receptor, anomenat 24p3R va ser descobert i aillat per
Devireddy i col-laboradors (la seqiiéncia de DNA d’aquest receptor coincidia en les bases de
dades amb una entrada proposada per a un transportador de cations, NM_021551), i van veure
que l'expressi6 ectopica d’aquest receptor conferia a les cél-lules (en aquest cas, cél-lules Hela)
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la capacitat d'unir i internalitzar 24p3.“* S’ha hipotetitzat que la internalitzacié de 24p3 unit a
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ferro (forma holo-) impedeix I'apoptosi cel-lular, mentre que la internalitzacié de 24p3 que no
conté ferro (forma apo-) indueix apoptosi (Figura 14)."""*

D’aquesta manera es proposa que els efectes de 24p3 depenen de si la proteina en si conté ferro
(unit a un siderofor) o no. El receptor 24p3R s'uneix a les dues formes, holo- i apo-24p3, i és
capag de la seva internalitzaci6é per endocitosi. 24p3R permet a la forma holo- donar ferro a les
cél-lules i prevenir lI'apoptosi, mentre que la internalitzacié de apo-24p3 s'uneix a ferro
intracel-lular provinent d'un siderofor hipotétic, provocant una disminucié de ferro que resulta
en apoptosi promoguda per Bim. Aquest holo-24p3 que s’ha generat dins la cél-lula surt per

. . 127 . 7 . 7 .
exocitosi. ** Els detalls de com succeeix tot aquest procés encara no estan clars i sé6n necessaris
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més estudis per confirmar aquesta hipotesi.

A Holo-24p3 B Apo-24p3
@ Complex siderofor-Fe
Y Holo-24p3 Y Apo-24p3
24p3R 24p3R
Endocitosil Endocitosi l
H
\\ il Siderofor-Fe ?
J OO\Fe ®) .\
l tre intracel'lularj l vFe intracel-lularj
{ YR { 41iR1 2
¥ Bim 4 Ferritina 4 Bim y Ferritina ?
exocitosi?l INHIBICIO DE exocitosi?l ESTIMULACIO DE
L’APOPTOSI L’APOPTOSI
| |
R Apo-24p3 5 Holo-24p3

Figura 14. Model esquematic del transport de ferro mitjangant NGAL/24p3 (Richardson DR. Cell (2005)
123:1175-1177).

L'expressié de 24p3R pot ser requlada a nivell transcripcional mitjangant la via de senyalitzacié
anomenada Wnt, que promou la formacié de diferents isoformes del receptor. Aquesta via Wnt
també regula I'expressié de 24p3, de manera independent de ferro. La diferent expressié del gen
24p3juntament amb la també diferent expressié de les isoformes de 24p3R pot determinar el rol

bioldgic de 24p3en cél-lules que tenen aquesta via Wnt activa.'”’

1.5.5.2. Megalina (LRP2)

L'any 2005, Hvidberg i col-laboradors mostraren que la megalina s'uneix a NGAL/24p3 amb gran

afinitat.”*°
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La megalina és una glicoproteina de membrana que pertany a la familia de receptors per a
lipoproteines de baixa densitat (LDL), anomenada en nomenclatura cientifica com LRP2 o
proteina gp330. La proteina té una massa molecular de 519 kDa i consisteix d’'una regié
extracel-lular de 4398 aminoacids, una regié transmembrana de 23 aminoacids i una regié
intracellular carboxi-terminal de 209 aminoacids."’

S’ha suggerit que la megalina pot participar en cascades de senyalitzacié especifiques,
possiblement modulant l'activitat de segons missatgers intracel-lulars. Es troba expressada en
teixits epitelials, entre ells I'epiteli de I'oida interna, el neuro-epiteli del tub neural, I'epiteli
respiratori o en els gloméruls i els tabuls renals proximals."’

Una particularitat d’aquest sistema és que el mateix receptor s'uneix a gran varietat de lligands
que no tenen res a veure ni estructuralment ni funcionalment entre ells. Aixi doncs, la unié i
incorporacié de 24p3 no és especifica, perdo podria significar una part important de la

internalitzacié de 24p3en certes cél-lules, com ara en les cél-lules epitel-lials tubulars.

1.5.6 Requlacié transcripcional de 24p3
S’ha descrit que 24p3 es troba sobre-requlat en certes condicions inflamatories, com ara en
cél-lules alveolars i bronquials de pulmons inflamats, d’'una manera depenent de la via de

132 . 7 .
De totes maneres, s’havia observat que només IL-1(3 era capag d’estimular

senyalitzacié NFKB.
I'expressié de 24p3, mentre que TNF-Q per si sola era incapag d’induir la seva produccié. Aixé va
portar a pensar en la preséncia d'un co-factor induit solament per IL-1B que actuaria
conjuntament amb NFKB en I'activacié de 24p3.

Estudis posteriors del promotor van demostrar I'existéncia d'un co-factor d'uni6 a NFKB
anomenat IKB{, que controla I'activacié transcripcional de 24p3 (Figura 15)."° Aixd és
particularment important ja que grans quantitats d’estimuls convergeixen en l'activacié de la via
NFKB, de manera que les cél-lules han desenvolupat mecanismes addicionals per a respondre
apropiadament a estimuls diversos durant els processos inflamatoris.

La induccié de 24p3 mitjangant NFKB s’ha descrit també en estudis de promotors en les cél-lules

de Sertoli, on s’ha vist que 24p3juga un paper important en el desenvolupament dels testicles."*
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Inflamacioé

IL-1p

funcions cel-lulars

Figura 15. Esquema simplificat de la regulacié transcripcional de 24p3a través de la via NFKB.

Tenint en compte que cada vegada hi ha més observacions que suggereixen un rol critic de NFKB
en gran varietat de condicions fisiopatologiques, i que 24p3 juga un paper important en
processos inflamatoris, essent regulat per la propia via NFKB, aquest sistema pot ser de gran
importancia per a futures aplicaciones farmacologiques i terapéutiques.

Recentment, Ziegler i col-laboradors van identificar 24p3 com un gen diana de la via de

o 135
senyalitzacié Whnt.

1.6 ViaWNT

Els wnts comprenen una gran familia de glucoproteines hidrofobiques secretades responsables
d'importants processos en el desenvolupament i 'homeostasi en tot el regne animal. El nom Wnt
denota la relacié d’aquesta familia amb el gen de polaritat dels segments de la Drosophila
melanogaster Wg (Wingless) i el seu ortoleg en vertebrats Int1, un protooncogen de ratoli. S’han
aillat al voltant de 100 gens Wnt de diverses espécies, i en humans s’han identificat 19 proteines
Whnt que comparteixen entre el 27% i el 83% de la seqiiéncia d’aminoacids i un patré conservat
de 23 o 24 residus de cisteina. Cal destacar que els membres de la familia Wnt es defineixen per
la seva seqiiéncia aminoacidica, i no per les seves propietats funcionals.”**"*’

Aquesta familia de proteines esta intimament relacionada amb vies de senyalitzacié cel-lular que
juguen un rol en diversos processos que impliquen proliferacié, diferenciacié, patrons cel-lulars
durant I'embriogénesi, orientacié, adhesid, supervivéncia i apoptosi.137 Noves observacions

impliquen la via Wnt en la renovacié de les cél-lules mare hematopoiétiques, la maduracié de
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cél-lules dendritiques, I'activacié i migracié de les cél-lules T perifériques i el desenvolupament
de leucémies; de manera que l'interés per aquesta via ha augmentat recentment de manera
considerable per part d'immunolegsii hema’cc‘)legs.138

Les proteines wnt s'uneixen a receptors transmembrana de la familia frizz/led, concretament es
poden unir a set d’aquests receptors (en el genoma huma hi ha 11 membres) els quals poden
interactuar amb els co-receptors LRP5 i LRP6 (lipoprotein receptor-related protein-5 i 6) formant
un complex ternari. Intracel-lularment, les senyals de Wnt es transmeten a través d’almenys tres
vies diferents, la via WNT candnica i les vies no candniques WNT/Ca®* i WNT/PCP (planar cell

136-138 . . . . . .
Els receptors trans-membrana frizz/led estan implicats en les tres vies diferents, i

polarity).
contenen una zona intracel-lular d'unié a la familia de proteines Dishevelled (DVL1, DVL2, DVL3).
En aquest nivell de la via, les senyals de Wnt es poden separar cap a qualsevol de les tres
cascades de senyalitzacié diferents, que s6n dependents dels tres dominis altament conservats de
DVL. Com a resultat, DVL és un transductor clau de la senyal de WNT que actua tant a la
membrana plasmatica com al citoplasma en les tres Wnt-frizzled vies de senyalitzacic’).137 Les
cascades de senyalitzacié resulten finalment en canvis en la transcripcié de gens, essent un dels
gens regulats el 24p3."*"%

L'estudi que enmarca a 24p3 es va basar en analisis de microarrays de DNA on es van determinar
diferents gens de resposta a Wnt. Analisis del promotor de 24p3 mitjangant construccions amb
reporters de luciferasa van demostrar que 24p3 es trobava regulat quan s’activava la via Wnt amb
liti. Posteriors estudis del mateix grup van mostrar que 24p3 es trobava regulat de manera
independent pel contingut intracel-lular de ferro i per I'activacié de la via Whnt."” Tenint en
compte que la via Wnt requla la proliferacié cel-lular, la diferenciacié, I'oncogénesi o I'apoptosi,

la implicacié de 24p3 seria congruent degut a les seves diverses funcions descrites, tant com un

factor pro-apoptotic com proliferatiu.

1.6.1 Via WNT candnica

La via canodnica és la via més estudiada i més ben coneguda, en la qual la beta-catenina (f3-
catenina) juga el paper principal. La caracteristica definitoria d’aquesta via és l'acumulacié
citoplasmatica de B-catenina i la seva posterior translocacié al nucli.

En abséncia d’'un lligand de WNT al seu receptor de membrana, els nivells de [-catenina
citoplasmatics es mantenen baixos a través de I'acci6é del “complex multiprotéic de destruccié”.
Aquest complex format per la proteina de sustentacié Axina |, la proteina APC (adenomatous
polyposis coli), la quinasa glicogen-sintasa 3 (GSK-3) i la quinasa caseina | (CSK1), fosforilla la -
catenina permetent el seu reconeixement per part de la proteina BTRCP, conduint-la a la seva
ubiqiiitinacié i posterior trencament per part del proteosoma (Figura 16a). D’aquesta manera hi
ha poca [B-catenina citoplasmatica i els gens diana de la via es troben transcripcionalment

L. 136,138,139
reprimits.
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La via canonica s’activa quant una proteina wnt s'uneix al receptor transmembrana Frizzled en

preséncia del co-receptor LRP-5/6."*

Whnt1, Wnt2, Wnt2B, Wnt3, Wnt3A, Wnt6, Wnt8A, Wnt8B, Wnt10A i Wnt10B (Figura 16).""’

Les proteines WNT considerades de la via canénica sén

a DKKI b
Membrana Membrana
plasmatica plasmatica
00000000000A00000A0N000]
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DVL
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Figura 16. Esquema de la via Wnt candnica. a- En abséncia de wnt els nivells de 3-catenina en el citoplasma
i en el nucli sén baixos deqgut a la seva fosforilacié i posterior degradacié pel proteosoma. b- Quan s’uneix
una proteina wnt al complex receptor, s'activa la cascada de senyalitzacié i la B-catenina és translocada al

nucli formant un factor de transcripcié amb TCF.

Quan un d’aquests lligands wnt s’uneix a frizzled es forma el complex Frizzled-LRP5/LRP6
juntament amb la proteina Dishevelled (DVL), promovent-se la fosforilacié de LRP-5/6 a través
de les quinases CK1 i GSK3[3 (les mateixes quinases que fosforilen la 3-catenina en el “complex
multiprotéic de destruccié”). La fosforilacié6 de LRP-5/6 permet la unié d’Axina | als residus
fosforilats de LRP, de manera que I'axina | deixa de formar part del “complex de destruccié”.'* El
reclutament de I'axina | a la membrana plasmatica impedeix la fosforilacié i degradacié de la 3-
catenina (Figura 16a), de manera que aquesta s’acumula al citoplasma, permetent la seva
translocacié al nucli (Figura 16b). En el nucli, la formacié del complex [-catenina-TCF factor de

S . s . 138,143
transcripcié culmina en l'activacié dels gens diana de WNT.

1.6.2 Vies WNT no canodniques

L'expressié dels co-receptors LRP-5/6 i la B-catenina no es requereixen en les vies WNT de
senyalitzaci6 no canoniques. Aquestes vies no canoniques, també anomenades vies de
senyalitzaci6 Wnt-Frizzled atipiques, consisteixen en dues cascades de senyalitzacié

intracel-lular, la via Wnt/Ca®" i la via Wnt/PCP. Les proteines wnt considerades no candniques

sén, entre d'altres, Wnt5A, Wnt5B i Wnt1 1.4
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La via PCP s’inicia normalment per Wnt5A i Wnt11 a través de Frizzled i DVL, el qual s’associa
amb DAMM (activador de morfogénesi associat a Dishevelled) activant la via RHOA-ROCK, la
qual regula la reorganitzacié del citoesquelet.138'144 A més, DVL també activa la GTPasa RAC1,
que juntament amb la petita GTPasa RHOA activen la via de resposta quinasa JUN N-terminal
(JNK), que modifica el citoesquelet i regula I'expressié genica (Figura 17a). La via PCP requla
senyals posicionals en diversos organismes i és important en l'adhesié cel-lular i la migracié,
mitjancant la regulacié de canvis en el citoesquelet. A més, DVL pot activar altres vies que
regulen l'actina citoesquelética i la polaritat cel-lular, tot i que en certs tipus cel-lulars, com ara
en les céllules del sistema immune encara no s’ha demostrat.'*®

En la via Wnt/Ca®", la proteina wnt s'uneix als receptors trans-membrana Frizzled estimulant les
proteines heterotrimériques G i activant la fosfolipasa C (PLC). Aixo condueix a I'escissié del
fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (Ptdins(4,5)P,) en inositol trifosfat (InsP3) i diacilglicerol (DAG) el
qual activa la proteina quinasa C (PKC) (Figura 17b). InsP; s'uneix al receptor del magatzem de
Ca” intracel-lular conduint a un increment dels nivells de Ca®* citoplasmatics, que normalment es
troben baixos. Aquest augment de la concentracié de Ca’ activa la fosfatasa calcineurina i
diverses quinases dependents de calci, entre elles PKC. L'augment de calcineurina i de PKC
comporta una gran varietat d’efectes, com per exemple |'activacié de factors nuclears, entre ells

NFAT, i d'altres factors de transcripcic’>.137’138
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Figura 17. Esquema de les vies Wnt no candniques. a- Via PCP, en la que no participa la B-catenina i que
condueix a canvis citoesquelétics i en I'adhesié i motilitat cel-lular. b- la via Whnt/Ca®* succeeix a través de

proteines G i condueix a un augment en els nivell citoplasmatics de calci.

1.6.3 Via Wnt i I'apoptosi
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Com ja s’ha comentat amb anterioritat, la familia de proteines WNT esta implicada en varies vies
de senyalitzacié cel-lulars que participen en diversos processos, entre els quals podem destacar la
proliferacié cel-lular, la diferenciacié i I'apoptosi. De totes maneres, com aquesta via regula
aquestes funcions encara no esta completament descobert, depenent molt del lligand Whnt, les
interaccions de les diferents vies Wnt entre elles i amb d’altres vies de senyalitzacié i del tipus
cel-lular implicat.

S’ha vist que la sobre-expressié de [-catenina promou l'apoptosi de certes linies cel-lulars
mamaries.'> A més, la inhibicié6 d’aquesta proteina mitjancant siRNA inhibeix aquesta mort
cel-lular, mentre que I'expressié estable de 3-catenina provoca apoptosi en cél-lules epitelials de
la superficie dels ovaris humans.'*
Zhang i col-laboradors han demostrat recentment que Wnt3a indueix apoptosi en cél-lules H9C2
durant hipoxia/reoxigenacié a través també de la via canonica, i que la proteina Sfrp2 (secreted
frizzled related protein 2) protegeix aquestes cél-lules de la mort inhibint I'efecte pro-apoptotic
de Wnt3a. La proteina Sfrp2 s’uniria a Wnt3a prevenint l'activacié de la cascada de senyalitzacié
Wht. En aquest tipus cel-lular la inhibicié de B-catenina mitjancant siRNA també resulta en una

.z .. 147
reduccié de l'activitat de les caspases.

Per altra banda, s'ha descrit Wnt3a implicat en la
proliferacié de cél-lules mare embrionaries, hematopoiétiques, neurals i mesenquimals. Aixi com
s’ha descrit un efecte proliferatiu i anti-apoptotic en cél-lules HEK2933 sobreexpressant Wnt3a
en condicions de falta de sérum.'*®

Per altra banda, diversos treballs mostren que Wnt1 inhibeix I'apoptosi a través de la B-catenina,
i fins i tot que cél-lules Rat-1 que expressen Wnt1 sén resistents a I'apoptosi provocada per la
quimioterapia anti-cancerigena, inhibint I'alliberacié de citocrom c i la posterior activacié de la
caspasa 9. A més, en aquest model es mostra que la inhibicié de la [-catenina bloqueja la
supervivéncia cel-lular provocada per Wnt1 i torna les cél-lules sensibles als estimuls
apoptc‘)tics.149

Molts gens importants, inclosos c-myc, ciclina D1 i metal-loproteinasa, relacionats amb
I'oncogénesi, han estat identificats com a gens regulats per I'activacié de la transcripcié per [3-
catenina/TCF."*"® Mutacions en components de la via Wnt que provoquen una activacié
constitutiva de la transcripcié per B-catenina/TCF han estat associades amb diversos cancers en
humans. Per exemple, mutacions somatiques del gen APC s’associen amb el 80% dels adenomes
colorrectals i carcinomes, mentre que mutacions en els llocs de fosforilacié per GSK3[3 en la 3-
catenina s’han trobat en diversos cancers, com ara el colorrectal, el carcinoma hepatocel-lularii el
melanoma."”’

Generalment es creu que l'activacié constitutiva de la via WNT canodnica promou la proliferacié
cel-lular i la tumorogénesi, tot i que hi ha estudis que defensen que nivells relativament alts de
Whnt condueixen a l'apoptosi, i que sén els nivell relatius de Wnt els que comporten que una

. - Lo \ L. 151
cél-lula proliferi o esdevingui apoptotica.
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Estudis focalitzats en les vies WNT no canoniques han mostrat també un paper pro-apoptotic
quant sén induides en certs tipus cel-lulars. En el cas dels timocits diversos articles destaquen la
via WNT canonica com a essencial per al seu desenvolupament. De totes maneres, Liang i
col-laboradors demostren també que els senyals de Wnt5a a través de la via no canonica
Whnt/Ca** regulen la supervivéncia de la linia de timocits OB. La pérdua de Wnt5a disminueix
I'expressié de Bax i promou I'expressié de Bcl-2, inhibint 'apoptosi. A més, els seus resultats
mostren una inhibicié de la [-catenina quan es sobreexpressa Wnt5a, mentre que una
deficiéncia en aquest component comporta un increment de -catenina en els timocits. Aquest
estudi conclou que I'activacié de la via Wnt/Ca’* altera la via de senyalitzacié canénica, i és
critica per al desenvolupament de céllules T normals."?

Altres estudis també han mostrat una interaccié entre les vies no canodniques i la B-catenina,
entre d'altres en cél-lules HEK293 I'addicié de Wnt5a indueix I'estabilitzacié de la B-cateninai la
sobre-requlacié de l'activitat del promotor TCF/LEF, aixi com provoca una inhibicié de la via
candnica sense alterar els nivells de B-catenina, depenent del receptor que expressa la cél-lula. Es
a dir, Wntba pot activar o inhibir les senyals de B-catenina/TCF depenent del receptor, arribant a
tenir maltiples i, a vegades, oposats, rols en el creixement cel-lular i desenvolupament.'*'*?

Aixi doncs, tot i els estudis realitzats fins al moment i el cada vegada més gran coneixement
d'aquesta via de senyalitzacié, el complert funcionament d'aquesta i les seves funcions,
especialment pel que fa a I'apoptosi i la proliferacié no estan encara aclarides, i resten encara
moltes preguntes per resoldre, la resposta de les quals podra ajudar a resoldre situacions

patologiques de la sang i el sistema immune.

1.7 Esfingosina-1-fosfat

1.7.1 Generalitats

Els esfingolipids sé6n segons missatgers implicats en la modulacié de senyals bioquimiques
intracel-lulars, aixi com lligands extracel-lulars. Durant els dltims anys s’ha vist que els
esfingolipids sén una font important de molécules de senyalitzacié i que els seus metabolits, com
ara la ceramida o l'esfingosina-1-fosfat, sén molécules bioactives molt potents implicades en
diversos processos cel-lulars com ara la diferenciacié cel-lular, la proliferacié i I'apoptosi.154’155
L'esfingomielina (SM), el major esfingolipid de membrana, és el precursor de totes les molécules
bioactives i quan s’hidrolitza mitjangant les esfingomielinases es forma la ceramida. Per la seva
banda la ceramida pot ser metabolitzada per les ceramidases en esfingosina, la qual pot ser a la
vegada fosforilada a través de les esfingosina quinases (SPHKs) generant I'esfingosina-1-fosfat
(S1P) (Figura 18). Aquest lisofosfolipid bioactiu (S1P) pot actuar com a segon missatger i com a
lligand extracel-lular de receptors especifics regulant moltes funcions cel-lulars, com ara la
proliferacié, la diferenciacié, la quimiotaxis o la produccié de citocines i quimiocines.””® Hi ha
dues d'SPHKs, I'SPHK1 i I'SPHK2, i sén aquests enzims els que controlen el balang entre els

diferents mediadors lipidics, la ceramida, I'esfingosinai I'S1P.
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| Esfingosina quinasa |
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Figura 18. Via metabolica dels esfingolipids a partir de I'esfingosina.

En les cél-lules immunes les SPHKs i I'S1P estan molt relacionats amb els punts principals de
I'activacié de les cél-lules immunes i de la diferenciacié, i se’ls relaciona amb respostes
fisiologiques com la supervivéncia, la mobilitzacié del calci, la reorganitzacié del citoesquelet i la
quimiotaxi. A més, incrementen la inflamacié provocant potents senyals pro-inflamatoris en
cél-lules immunes efectores, incloent la produccié de citocines i prostaglandines, aixi com
participant en les respostes mitotiques i quimiotactils de les cél-lules immunes i en l'activacié de
les cél-lules endotelials vasculars.™*">>"’

La majoria dels efectes provocats per I'S1P succeeixen a través de 5 receptors de membrana
acoblats a la proteina G (GPCRs) de la familia Edg. Els 5 receptors (S1P;-S1Ps) s’associen a
diverses subunitats de proteines G heterotrimériques: G;, G, i Gy,13 i es poden unir a STP amb
molta afinitat, activant diferents vies de senyalitzacié intracel-lulars.’®"’

La degradacié de S1P pot succeir per dues vies diferents: una és la reversible defosforilacié cap a
esfingosina altre cop, duta a terme per fosfatases especifiques. La segona via és la degradacié
irreversible per una S1P liasa piridoxal depenent de fosfat cap a hexadecenal i fosfoetanolamina,

que sén subseqiientment reutilitzades per a la biosintesi de fosfatidiletanolamina (Figura 18)."

1.7.2 Esfingolipids i apoptosi
L'esfingosina-1-fosfat promou el creixement i la supervivéncia en diversos tipus cel-lulars, mentre
. . . . 7 . I

que els seus precursors (ceramida i esfingosina) s’han associat generalment amb I'aturada del

creixement i la mort cel-lular. Com aquests metabolits sén interconvertibles, s’ha proposat que no
. . - . . . . . 2 159 .

son les concentracions absolutes sin6 els nivells relatius els que determinen la situacié. >’ Tot i

que el paper que juguen els esfingolipids en |'apoptosi de diversos tipus cel-lulars esta

ampliament descrit, en els neutrofils, on I'apoptosi és qui dirigeix la vida d'aquestes cél-lules, la

seva implicacié es troba molt poc estudiada.

La ceramida en concret es considera un lipid amb una funcié pro-apoptotica i s’han descrit

relacions d'aquesta molécula amb la proteina supressora de tumors p53 i amb diversos membres

de la familia Bcl-2, modulant la fosforilacié de bcl-2 i Bax simultaniament. Experiments /in vitro
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han demostrat també que la ceramida incrementa la permeabilitat de la membrana externa
mitocondrial a certes proteines, incloent-hi el citocrom c. A més, la ceramida activa també la

160
Per altra banda,

proteasa catepsina D, un mediador de mort cel-lular depenent de p53.
diversos estudis han mostrat el rol especific de I'esfingosina en la induccié de la mort cel-lular
independent de la ceramida. La induccié de I'apoptosi per inhibicié de I'SK i la conseqiient
acumulacié d'esfingosina impliquen a aquest lipid com una molécula activa en la mort
cel-lular.”®" En els neutrofils, 'addicié d’esfingosina és capag¢ també d’induir o d'incrementar la

162

seva apoptosi, aixi com també succeeix en les cél-lules HL60."" L'apoptosi promoguda per

I'esfingosina s’ha vist que ocorre per la via depenent de caspasa, induint el trencament de Bim,
. L . s S T
I'alliberacié de citocrom c de la mitocondria i 'activacié de les caspases efectores 3 0 7.
Antagonisticament als efectes de la ceramida i I'esfingosina es troben els efectes de I'S1P, que
promou la proliferacié, la supervivéncia i la inhibicié de I'apoptosi. Una de les primeres
observacions implicant S1P com a lipid proliferatiu va ser I'habilitat de PDGF i de sérum fetal de
vedella d'induir creixement via |'activacié de SK i la formacié de S1P, aleshores anomenat com a
. . 163 ) . . . . -
segon missatger intracel-lular.”” La inhibicié de I'apoptosi per S1P també s’ha vist mitjangant la
s . N s \ 164 . .
sobreexpressié de I'SK i la subseqiient acumulacié de S1P en cél-lules de Jurkat, ™ aixi com en
. . . \ L[ 165 [
d’altres experiments en diversos tipus cel-lulars, com ara en cél-lules endotel-lials.”> A més,
recentment, s’ha observat que en condicions d’hipoxia I'SK1 i I'S1P modularien el factor de
ranscripcié - ue com ja hem vist, inhibeix |'apoptosi dels neutrofils. En condicions
t HIF-1 h t, inhibeix I’ tosi del trofils. E d
hipoxiques I'SK1 semblaria que augmenta de manera depenent de ROS, tot i que el mecanisme
. 166
encara es desconeix.
En el cas dels neutrofils, les esfingosina quinases posseeixen una gran activitat, i una gran part de
o . . R 167 .
I'S1P generat per aquesta activitat és alliberat d’aquestes cel-lules.”” Conseqiientment,
l'alliberacié d'S1P dels neutrofils és capag¢ de generar senyals intra-cel-lulars en aquestes
mateixes cél-lules per un mecanisme autocri o paracri, ja que s’ha trobat que els neutrofils

posseeixen també receptors Edg per a S1P."® L’

S1P inhibeix l'apoptosi espontania en els
neutrofils segurament mitjangant una proteina G sensible a PTX, el que suggeriria una implicacié
dels receptors acoblats a proteina G. A més, aquest mecanisme de supervivéncia esta, en part,
reqgulat per la via de senyalitzacié p38 MAPK, un mecanisme que seria diferent al que es suposa

. - . - 168
que succeeix en la majoria de tipus cel-lulars mitjangant ERK.

1.7.3 Inhibicié de I'apoptosi per S1P i activacié de NGAL mitjangant NFKB

Com ja hem comentat, Chihab i col-laboradors han proposat que I'activitat de p38 MAPK juga un
paper important en la inhibicié de I'apoptosi per S1P en els neutrofils. Es sap que I'activitat de
p38 MAPK esta relacionada amb la via NFKB, via que com ja s’ha explicat inhibeix I'apoptosi dels
neutrofils,” i s’ha vist que aquesta via és activada per S1P a través de receptors Edg en certs tipus

cel-lulars. Per exemple, s’ha vist que sén els receptors Edg-3 i Edg-5, pero no Edg-1, els que
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promouen l'activaci6 de NFKB en el cas de les cél-lules HEK293, requerint PKC i calci,
probablement per I'activacié de Gq.w9

A part d'inhibint I'apoptosi, I'efecte biologic de l'activacié de NFKB mitjangant S1P és molt
important, entre d'altres, sobre-regulant la molécula d’adhesié de cél-lules vasculars (VCAM) i la
E-selectina.”’® A més, en els altims anys s’ha observat que I'activacié de NFKB regula I'expressié
de NGAL/24p3 en diversos tipus cel-lulars, de manera que el promotor del gen NGAL presenta
una zona d'unié a NFKB potencialment critica per a la regulacié de I'expressié de NGAL/ 24p3.""
Aquesta zona d'unié perd, necessitaria d’'un factor de transcripcié6 anomenat IKB{ (també
anomenat MAIL o INAP), altament homoleg de Bcl-3, un altre cofactor de NFKB de la familia
IKB."”? IKB{ és una proteina que s'acumula de manera estable en el nucli on inhibeix o activa la

S . . 173,174
transcripcié de NFKB, essent un mecanisme nou de control de la via NFKB.

Després de ser
estimulat (per IL-1B o TLRs, per exemple) IKB{ forma un complex estable amb NFKB, actuant com
un activador transcripcional essencial en el promotor de 24p3 amb una zona d'unié a NFKB i

. 175
I'element cis.
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Objectius

2. OBJECTIUS

La inflamacié associada a la IR intestinal es troba majoritariament mediada pels neutrofils, els
quals contribueixen a perpetuar la inflamacié i conseqiientment, el dany tissular.

Les diferents terapies anti-neutrofiliques utilitzades en aquests casos han aportat una proteccié
limitada enfront del dany, a més de problemes en I'aplicacié clinica. Ninguna d'aquestes terapies
s’ha centrat en la modulacié de I'apoptosi del neutrofil en la inflamacié intestinal derivada de la
Isquémia/Reperfusié.

L'apoptosi té implicacions terapéutiques potencials doncs, al contrari de la necrosi, es tracta d’'un
procés actiu amb reguladors genétics i efectors bioquimics que poden ser especificament
manipulats per a ajudar o alleugerir el dany inflamatori induit per IR.

La nostra hipotesi és la segiient: és possible aconseqguir una resolucié o reduccié fisiologica de la
inflamacié associada a una IR intestinal mitjangant la modulacié de I'apoptosi del neutrofil
infiltrat.

Per a verificar la hipotesi, el nostre objectiu general és: descobrir si la modulacié de I'apoptosi
retardada del neutrofil infiltrat durant la inflamacié associada a una IR intestinal facilita la

resolucié de la malaltia.

Per a tal s’han desenvolupat quatre objectius especifics:

OBIJECTIU 1: Caracteritzar I'apoptosi dels neutrofils en la inflamacié induida per IR intestinal.
OBIJECTIU 2: Determinar el mecanisme del retard apoptotic del neutrofil en el model. Implicacié
de 24p3.

OBIJECTIU 3: Determinar la implicacié de la via WNT i del seu gen diana 24p3 en el control de
I'apoptosi del neutrofil.

OBIJECTIU 4: Coneixer el paper de I'esfingosina-1-fosfat en I'apoptosi del neutrofil anoxic.
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3. MATERIAL | METODES

3.1 MODEL EXPERIMENTAL IN VIVO

3.1.1 Model animal

Els experiments d’aquesta tesi s’han realitzat amb rates mascles de les soques Sprague Dawley i
Brown Norway (Charles River, Franga) amb pesos compresos entre 300 i 350 grams, estabulats a
la Facultat de Medicina de la Universitat de Barcelona com a minim durant una setmana abans de
comengar els experiments. Les condicions d’estabularitzacié es mantenien constants, amb una
temperatura de 21-22°C i una humitat relativa del 70%. Els cicles de llum/foscor tenien com a
duracié 12 hores respectivament. Els animals s'alimentaven amb una dieta estandard (AO4)
(Panlab; Barcelona, Espanya) i aigua ad /ibitum.

Tots els procediments als que van ésser sotmesos els animals sequien les directrius del Ministeri
d’Espanya (Real Decreto 1201/2005; BOE n°252 de 21/10/2005) i de la Unié Europea

(86/609/EU) per a la manipulacié d’animals experimentals.

3.1.2 Anestesia i sacrifici

Els animals es van anestesiar amb isofluorane (Abott Laboratories, Madrid, Espanya) (4%) amb un
flux d’oxigen d’1.51/min. Durant tot el procediment quirdrgic els animals van ésser mantinguts a
un flux constant d'isofluorane de 1.5% i 1.5 I/min d’oxigen. Una vegada finalitzada la intervencié

els animals eren sacrificats amb sobredosi d’anestésic.

3.1.3 Isquémia/Reperfusié intestinal

Per a induir la isquémia intestinal, els animals anestesiats es col-locaven en posicié supina amb la
temperatura corporal mantinguda durant tot el procés a 36-37°C. Una vegada realitzada la
laparotomia, s'aillava I'artéria mesentérica i, mitjangant un clamp atraumatic es procedia al
clampatge d'aquesta. La desaparici6 de moviment en les arterioles intestinals, aixi com
I'immediat canvi de color del teixit de l'intesti confirmaven I'éxit del clampatge (Figura 19).
L'area abdominal es cobria amb una gasa humida amb sali per a evitar la deshidratacié. Una
vegada finalitzat el periode isquémic, el clamp era retirat, permetent de nou el pas del flux
sanguini i iniciant d’aquesta manera la reperfusié. Durant aquest temps I'area abdominal era
també coberta amb una gasa humida.

Al finalitzar la reperfusié, el teixit era retirat, la sang recollida i es procedia al sacrifici de I'animal.
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Figura 19. Procediment de clampatge intestinal per a realitzar la IR. A. Aspecte d'un intesti de rata abans

de patir una IR intestinal (situacié control). B- aillament de I'artéria mesentérica. C- Clampatge de I'artéria

mesentérica. D- Aspecte de l'intesti després dels periodes d'isquémia i reperfusid.

3.1.4 Recollida de mostres

Al final de la reperfusié, la sang total de la rata era extreta a través de la vena cava i recollida en
tubs heparinitzats i immediatament procesada per a I'aillament dels neutrofils circulants. El teixit
intestinal era també recol-lectat per a analisis histologics (fixat en formol) o immediatament

congelat a -80°C per a futures determinacions.

3.1.5 Aillament de neutrofils de sang periférica de rata

Les cél-lules polimorfonuclears van ser aillades de la sang heparinitzada mitjangant gradients de
centrifugacié. En tubs de vidre s’afegien 2 mL de mono-poly resolving medium (densitat:
1.114+0.002 g/ml) (Eurobio; Les Ulis, Franca), 2mL de Lymphoprep (densitat: 1.077+0.001 g/mL)
(Axis-Shield; Oslo, Noruega) i 2-3 mL de sang. El procediment es repetia fins concloure el volum
total de sang extreta (aprox. 8 mlL). Després d’'una centrifugacié de 30 minuts a 500g a T2

ambient els neutrofils quedaven aillats en un anell situat entre les dues densitats dels productes
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comercials.El procediment es repetia de nou amb I'anell extret per a una segona centrifugacié de
purificacié (Figura 20). Per a confirmar la puresa de l'aillament dels neutrofils es realitzava la

tincié de Giemsa May-Griinwalds.

TN
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N ()
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./ <+—— mondcits
—
<«—T—— Lymphoprep 5009 x2 30’
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<«—— Mono-poly

S resolving medium \’ <+— eritrocits

Figura 20. Esquema representatiu de I'aillament de neutrofils per gradient de densitats.

3.2. MODEL EXPERIMENTAL IN VITRO

3.2.1 Cultiu cel-lular

Per a I'experimentacié /in vitro s’ha utilitzat la linia cel-lular MPRO, clon 2.1 (ATCC; Manassas,
Estats Units). Aquesta linia cel-lular prové de cél-lules de la medul-la 6ssia de ratolins mascles
BDF1 infectats amb el vector retroviral LRARalpha403SN. Les cél-lules infectades van ser
seleccionades en un medi amb G418 i GM-CSF, les quals proliferaven i es mantenien
morfologicament immadures.

Aquesta linia cel-lular progenitora de neutrofils és depenent de GM-CSF i té la caracteristica de
diferenciar-se a neutrofils perdo no a monocits, mastocits ni basofils. Les cél-lules mostren
caracteristiques promielocitiques, entre elles la preséncia de nombrosos granuls primaris
azurofils i I'expressié d'antigens especifics de membrana cel-lular.

Pel nostre experiment les cél-lules promielocitiques eren cultivades en medi /scove’s modified
Dulbecco (IMDM) (LGC Standards; Barcelona, Espanya) suplementat amb 10% de sérum de
cavall (LGC Standards) i GM-CSF (Invitrogen; Nivelles, Bélgica) sequint les indicacions de la casa
comercial. El cultiu es va realitzar en flascons de 75 cm’ en 25 mL de medi suplementat, no
superant mai les 2-10° cél-lules/mL. Aquestes cél-lules eren diferenciades a neutrdfils afegint al
medi 10UM d’acid retinoic (ATRA)(Sigma-Aldrich; Madrid, Espanya) durant 96 hores, tal i com
esta descrit.'’® Una vegada s’havien obtingut neutrdfils complerts, els experiments es realitzaven
en medi IMDM suplementat amb sérum de cavall pero sense el factor de creixement GM-CSF,

per a evitar I'efecte anti-apoptdtic d’aquesta citocina'’’.

3.2.2 Model de cultiu cel-lular andxic

Els experiments d'anoxia es varen dur a terme en un incubador Galaxy R amb control d'oxigen

(RSBiotech; Irvine, Escocia) en condicions anoxiques (0.6% 0,/5% CO, amb balang¢ compensat
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amb nitrogen) durant tota la nit (overnigh?). Per a la reoxigenacié les cél-lules anoxiques

passaven per tres hores de cultiu normoxic (21% 0,/5% CO5).

3.3 GRUPS EXPERIMENTALS
Estudi 1: Caracteritzar I'apoptosi dels neutrofils en la inflamacié induida per IR intestinal.
La primera part d’'aquest estudi tenia com a finalitat obtenir el grau de dany més idoni per
I'estudi després d’'una IR intestinal i caracteritzar I'estat apoptotic dels neutrofils circulants en
dues soques de rates, Sprague Dawley i Brown Norway. Per aquest efecte es van realitzar els
seglients grups experimentals:
- Sham (SHAM): en aquest grup les rates van ser anestesiades i se’ls hi va realitzar una
laparotomia mitja.
- Isquémia de 45 minuts/Reperfusié de 180 minuts (145/R180): els animals van ser sotmesos a
una isquémia de I'artéria mesentérica de 45 minuts seguits per 180 minuts de reperfusié.
- Isquémia de 90 minuts/Reperfusié de 60 minuts (I90/R60): en aquest grup es va realitzar
una isquémia intestinal de 90 minuts seguida per una reperfusié de 60 minuts.
- Isquémia de 90 minuts/Reperfusié de 180 minuts (190/R180): les rates d’aquest grup van
ésser sotmeses a 90 minuts d’'isquémia intestinal sequits per 180 minuts de reperfusié.
En tots els grups, una vegada finalitzada la reperfusié es va extreure la sang periférica per a
I'aillament de neutrofils i es va processar el teixit intestinal.
La segona part de I'estudi es va centrar en la modulacié de I'apoptosi dels neutrofils circulants i
en determinar I'impacte sobre el dany. La soca escollida per aquest estudi va ser la Sprague
Dawley i els grups foren:
- Sham (SHAM): es va procedir de la mateixa manera que I'explicada anteriorment.
- Isquémia de 45 minuts/Reperfusié de 180 minuts (IR).
- Isquémia de 45 minuts/Reperfusi6 de 180 minuts amb administracié d’£.co/i morta i
opsonitzada (IR + £.cof)): els animals van ser sotmesos a una isquémia intestinal de 45 minuts
i, a l'inici de la reperfusié se’ls hi va injectar en I'arteria aorta 500pL d'£. coli morta i
opsonitzada (Orpegen Pharma; Heidelberg, Alemanya) dissolta en PBS a una concentracié
final de 10”/mL.
- Control amb administracié d’F.coli morta i opsonitzada (C + F.col)): grup control amb
administracié en l'arteria aorta de 500pL d’£. coli dissolt en PBS a una concentracié final de

10°/mL durant 180 minuts.

Estudi 2: Determinar el mecanisme del retard apoptotic del neutrofil en el model. Implicacié de
24p3.
Aquest estudi pretenia determinar el mecanisme implicat en el retard de l'apoptosi dels

neutrofils centrant I'atencié en la proteina 24p3. Per a la seva realitzacid, va ser dividit en dues
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parts. En la primera part es va utilitzar una linia cel-lular de neutrofils (MPRO), essent els grups

estudiats els seglients:
- control (CONTROL): cél-lules amb completa diferenciacié a neutrofis, cultivades en
condicions normoxiques.
- Anoxia (A): neutrofils completament diferenciats cultivats en condions anoxiques (0.6% O,)
overnight (aproximadament 16 hores).
- Anoxia/Reoxigenacié (AR): neutrofils cultivats en condions anoxiques van ser sotmesos
posteriorment a una reoxigenaci6 (3 hores).
- Anoxia/Reoxigenacié amb addicié d’'E.co/i morta i opsonitzada (AR + E.col)): les cél-lules
eren cultivades en les mateixes condicions que el grup AR pero amb administracié d'E.coli
(10:1) a l'inici de I'anoxia.
- Anoxia/Reoxigenacié amb addicié d’'£.co/i morta i opsonitzada i anticos anti-24p3 (AR +
E.coli+ Ab24p3): aquest grup era realitzat igual que el grup AR + F.coli pero amb
administracié d’'anticos especific anti-24p3 (80 ng/mL) (R&D systems; Minneapolis, Estats
Units) a l'inici de I'anoxia.
- control amb addicié d’F.coli morta i opsonitzada (C + E.col)): els neutrofils eren cultivats
com en el grup control pero amb administracié d’£.co/i (10:1).
- control amb addicié de DPI (C + DPI): grup tractat en les mateixes condicions que el control
peréo amb administracié de 25pM de DPI (inhibidor de la NADPH oxidasa) (Sigma-Aldrich)
durant les tres ultimes hores de I'experiment.
- Anoxia/Reoxigenacié amb addicié de DPI (AR + DPI): les cél-lules eren sotmeses al mateix
procediment que el grup AR pero amb administracié de 25uM de DPI durant les 3 hores de
reperfusié.
- Anoxia/Reoxigenacié amb addicié de proteina recombinant 24p3 (AR + 24p3): grup amb el
mateix procediment que AR peré amb administracié a l'inici de 80 ng/ml de proteina 24p3
(ProtEra; Floréncia, Italia).
- Anoxia/Reoxigenacié amb addicié de proteina recombinant 24p3i DPI (AR + 24p3 + DPI):
les cél-lules eren tractades com el grup anterior peré6 amb administracié de 25pM de DPI

durant tota la reperfusié.

La segona part de I'estudi es va focalitzar en I'estudi /n vivo amb rates Sprague Dawley per a
confirmar que el mecanisme apoptotic dels neutrofils en circulacié succeia a través de 24p3.
- Sham (SHAM).

- Isquémia de 45 minuts/Reperfusié de 180 minuts (IR).

- control amb administracié d’anticos anti-24p3 (C + Ab24p3): animals tractats com el grup
control amb administracié intravenosa de 200 g d’anticos Anti-24p3 durant tota la duracié

de I'experimentacié (180 minuts).
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- Isquémia de 45 minuts/Reperfusi6 de 180 minuts amb administracié de la proteina
recombinant 24p3 (IR + 24p3): grup tractat com IR perd amb administracié intravenosa de
500pL de proteina recombinant 24p3 (1mg/ml) a l'inici de la reperfusié.

- Isquémia de 45 minuts/Reperfusi6 de 180 minuts amb administracié d'£.coli morta i
opsonitzada i anticos anti-24p3 (IR + E.coli+ Ab24p3): en aquest grup es sotmetien les rates a
una isquémia intestinal de 45 minuts i, a I'inici dels 180 minuts de reperfusié s'administraven
intravenosament 500pL d'£. coli dissolt en PBS a una concentracié final de 10°/mL. Passats 5

minuts s'administraven 200 Ug d’anticos Anti-24p3.

Estudi 3: Determinar la implicacié de la via WNT i del seu gen diana 24p3 en el control de
I'apoptosi del neutrofil.
En aquest tercer estudi es pretenia averigiiar si la via Wnt modulava I'apoptosi dels neutrofils en
condicions d'anoxia a través del seu gen diana 24p3. Aixi doncs, els grups estudiats amb la linia
cel-lular in vitro foren:
- control (CONTROL).
- Anoxia/Reoxigenacié (AR).
- Anoxia/Reoxigenacié amb addicié d’£.co/imorta i opsonitzada (AR + E.col)).
- control silenciat el gen 24p3 (si24p3 C): cél-lules en condicions normoxiques en les quals
se'ls afegina RNA d'interferéncia per silenciar I'expressié del gen 24p3.
- Anoxia/Reoxigenacié silenciat el gen 24p3 (si24p3 AR): neutrofils amb el gen 24p3silenciat
es sotmetien a les condicions d’AR.
- Anoxia/Reoxigenacié amb addicié de BIO (farmac activador de la via Wnt canonica) (AR +
BIO): neutrofils sotmesos a AR se’ls hi administrava 10pM de l'inductor de la via Wnt BIO
(Sigma-Aldrich) a I'inici de I'anoxia.
- Anoxia/Reoxigenacio silenciat el gen 24p3 amb addicié de BIO (si24p3 AR + BIO): cél-lules
en les mateixes condicions que el grup si24p3 AR pero amb administracié de 10pM de BIO al
principi de I'anoxia.
- Anoxia/Reoxigenacié amb addicié d’'una sonda siRNA no homologa a cap gen (scrambled
siRNA AR): grup tractat igual que grup siZ4p3 AR perdo amb una sonda de silenciacié no
homologa a cap gen i, per tant, amb incapacitat d'impedir I'expressié génica.
- Andxia (A).
- control amb addicié de CoCl; (compost quimic utilitzat com a estabilitzador d'HIF-10 en el
citoplasma) (C + CoCl,): neutrofils cultivats en condicions normoxiques amb addicié de
150pM de I'estabilitzador d'HIF-1a CoCl, (Sigma-Aldrich).
- control amb addicié de CoCl, i BIO (C + CoCl, + BIO): neutrofils cultivats com el grup C +

CoCl;, amb addicié de 10UM de BIO a l'inici de I'experiment.
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- control amb addicié de WIF (proteina secretable que s'uneix a les proteines Wnt inhibint la
seva activitat) (C + WIF): neutrofils cultivats en condicions control amb addicié a les O hores

de 50 nM de WIF (Wht inhibitor factor) (R&D systems).

Seguidament es va voler determinar si la via WNT jugava algun paper en el retard de I'apoptosi
dels neutrofils circulants després d'una IR intestinal /n vivo, i si la seva modulacié revertia els
efectes tan a nivell cel-lular com tissular. Per a respondre a aquestes preguntes els grups que es
van estudiar foren:

- Sham (SHAM).

- Isquémia de 45 minuts/Reperfusié de 180 minuts (IR).

- control amb administracié de BIO (C + BlIO): animals administrats intravenosament amb

10uM de BIO.

- Isquémia de 45 minuts/Reperfusié de 180 minuts amb administracié de BIO (IR + BIO):

animals tractats com el grup IR peré6 amb administracié intravenosa de 10uM de BIO una

hora abans de la isquémia.

- Grup control amb administracié d’anticos especific anti-24p3 (C + Ab24p3).

- Grup Isquémia de 45 minuts/Reperfusié de 180 minuts amb administracié de BIO i anticos

anti-24p3 (R + BIO + Ab24p3): animals tractats com el grup IR + BIO amb administracié

intravenosa d’anticos anti-24p3 a l'inici de la reperfusié.

- Grup control amb administracié d’lgG (C + IgG): animals tractats com el grup C + Ab24p3

perd amb administracié d’'lgG (R&D systems) en comptes de 'anticos anti-24p3.

Estudi 4: Conéixer el paper de I'esfingosina-1-fosfat en 'apoptosi del neutrofil andxic.
Per a determinar el paper del S1P en els neutrofils anoxics i la relacié amb 24p3 es van utilitzar
agonistes tant selectius com no selectius (FTY720, SEW2871) i antagonistes competitius
(VPC23019) dels receptors d'aquest esfingolipid aixi com la técnica d'interferéncia del gen
SPHK2 (esfingosina quinasa 2) en els neutrofils cultivats /n vitro. Els grups estudiats van ser:
- control (CONTROL).
- Anoxia/Reoxigenacié (AR).
- control amb addicié de FTY720 (analeg estructural de I'esfingosina, agonista dels receptors
S1P4, S1P3, S1P4, S1Ps) (C + FTY720): neutrofils en condicions normoxiques als quals se’ls hi
administrava overnight 100nM de I'agonista FTY720 (Cayman chemical; Ann Arbor, Estats
Units).
- control amb addici6 de SEW2871 (agonista selectiu d'S1P4, no relacionat estructuralment
amb S1P, no es fosforila al unir-se al receptor S1P4) (C + SEW2871): neutrofils en normoxia
amb administracié de l'agonista de receptors SEW2871 (Cayman chemical) a una

concentracié de 50 mg/mL.
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- control amb addici6 de VPC23019 (antagonista selectiu dels receptors S1P; i S1P;3) (C +
VPC23019): neutrofils en normoxia amb administracié de 2uM overnight de I'antagonista de
receptors d'S1P VPC23019 (Cayman chemical).

- Anoxia/Reoxigenacié amb addicié de VPC23019 (AR + VPC23019): cél-lules cultivades com
el grup AR amb administracié de 2pM de I'antagonista de receptors d’S1P VPC23019 a l'inici
de 'anoxia.

- control silenciat el gen Esfingosina-quinasa 2 (C siSPHK2): cél-lules en condicions
normoxiques en les quals se’ls hi silenciava I'expressié del gen SPHK2.

- Anoxia/Reoxigenacié silenciat el gen Esfingosina-quinasa 2 (ARsiSPHK2): neutrofils amb el

gen SPHK2 silenciat eren sotmesos al procés d’AR.

3.4 DETERMINACIONS BIOQUIMIQUES | MOLECULARS
3.4.1 Activitat de caspasa 3
Un dels parametres utilitzats per a detectar 'apoptosi va ser mesurar l'activitat de caspasa 3

mitjangant dues técniques, una per espectrofluorimetria i I'altre per citometria de flux.

3.4.1.1 Deteccié de l'activitat de caspasa 3 per espectrofluorimetria

Aquesta técnica es basa en la medicié del trencament proteolitic del substrat N-acetyl-Asp-Glu-
Val-Asp-7-amino-4-methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC) (Biomol; Plymouth Meeting, Estats Units).
La caspasa 3 s’activa en les primeres fases de I'apoptosi, i participa en la proteolisi de diverses
molécules, entre elles poly-ADP ribosa polimerasa (PARP). Ac-DEVD-AMC és un substrat
fluorogeénic sintétic de caspasa 3, que conté la seqiiéncia d'aminoacids per on es trenca PARP. La
caspasa 3 trenca la molécula alliberant d’aquesta manera el fluorogénic AMC, que pot ser
quantificat mitjangant un espectrofluorimetre a longituds d'ona de 380-nm d’excitacié i 450-nm
d’emissié.

Les cél-lules eren lisades i sonicades en un tampé de lisi (100 mM HEPES, pH=7.5, 10% sucrosa,
0.1% (w/v) CHAPS, 1mM PMSF, 1mM dithiothreitol). Els homogenats es centrifugaven a 10.000g
durant 10 min a 4°C i els sobrenedants eren recol-lectats. 75lig de proteina dels sobrenedants
eren carregats amb 12uUM d’ac-DEVD-AMC a una placa de 96 pouets per a la medicié. L'AMC
alliberat es quantificava espectrofluorométricament a intervals de 5 minuts durant 95 minuts a
37°C.

El teixit intestinal era homogenitzat i sonicat en un tampé de lisi (50 mM HEPES, pH=7.5, 10%
sucrosa, 0.1% (w/v) CHAPS, 5 mM GSSG, 10mM dithiothreitol) i es deixava reposar 30 minuts en
gel. Posteriorment es centrifugaven els homogenats a 10.000g durant 10 min a 4°C i els

sobrenedants eren recol-lectats. Una vegada mesurada la quantitat de proteina present en els
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sobrenedats, 250 Ug d’aquesta eren carregats en una placa de 96 pouets amb 12uM d’ac-DEVD-

AMC, per a realitzar-se la medicié en les mateixes condicions anteriorment explicades.

3.4.1.2 Deteccié de 'activitat de caspasa 3 per citometria de flux

Aquesta técnica es va realitzar amb el kit de detecci6 de caspasa 3 activa Apo Active 3 (Bachem
Immunology; Weil am Rhein, Alemanya) seguint les instruccions del fabricant. Aquest kit utilitza
un anticos policlonal de conill d’elevada afinitat per als aminoacids 163-175 de la caspasa 3
murina, juntament amb un anticos de cabra anti-conill conjugat amb ficoeritrina (PE) que permet
la visualitzacié de I'anticos unit.

Els neutrofils eren rentats dues vegades amb PBS i ressuspesos en 500 pl de solucié de fixacié
(1-10° - 3-10° neutrdfils/500 pl). Després de 20 minuts a temperatura ambient es tornaven a
rentar les mostres 2 vegades en PBS i es ressuspenien en 1mL de PBS + 1% saponina (Sigma-
Aldrich). 100pl de les mostres es passaven a tubs eppedorffs de 2 mL i s'afegien 10 pl I'anticos de
conill anti-caspasa 3. Després de vortejar es deixava 60 minuts a temperatura ambient. Una
vegada transcorregut el temps, es rentaven les mostres dues vegades en PBS + 1% saponinai en
I'Gltim rentat s'afegia en el pellet 10 pl de I'anticos secundari de cabra anti-conill carregat amb
PE i es deixava 30 minuts a temperatura ambient en foscor. Finalment, s'afegien 2mL de PBS + 1%
saponina i es centrifugaven les mostres a 300g durant 5 minuts. El pellet es ressuspenia en 2mL
de PBS + 2% BSA (Sigma-Aldrich) i es tornava centrifugar a 300 g 5 minuts. El pellet es
ressupenia en 500 pl de PBS + 2% BSA i les mostres s’analitzaven en un citometre de flux Cell
labQuanta SC (Beckman coulter; Brea, Estats Units). En tots els experiments es va utilitzar sempre
un control positiu en el qual es feia tot el procediment sense afegir I'anticos primari de conill

anti-caspasa 3.

3.4.2 Anexina V / Pl per citometria de flux

Aquesta técnica de deteccié de cél-lules apoptotiques es basa en la rapida i alhora selectiva unié
de la proteina Anexina V amb la fosfatidilserina present en la membrana extracel-lular a I'inici del
procés apoptotic. Durant 'apoptosi, la membrana plasmatica pateix alteracions, entre elles una
redistribucié de la fosfatidilserina, que passa de la cara interna de la membrana cellular a
I'exterior d’aquesta, permetent que I'Anexina V se li uneixi. A la vegada aquesta técnica ens
permet visualitzar també les cél-lules que pateixen necrosi o una apoptosi en estat molt avangat
gracies a I'addicié de iodur de propidi (Pl). Quan les cél-lules entren en necrosi, la membrana
cel-lular es permeabilitza, permetent que el iodur de propidi entri a I'interior cel-lular i s'uneixi al
DNA, emetent fluorescéncia.

D’aquesta manera, aquesta técnica ens permet visualitzar quatre estats cel-lulars diferents:

Cél-lules vives Anexina V negatives / Pl negatives

Ceél-lules iniciant apoptosi Anexina V positives / Pl negatives
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Cél-lules amb apoptosi molt avangada Anexina V positives / Pl positives

Cél-lules necrotiques Anexina V negatives / Pl positives

Els neutrofils eren rentats en PBS i ressuspesos a 2-3-10° cél-lules/mL en tampé d’unié (10 mM
HEPES/NaOH, pH=7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl,). Aliquotes de 200 pl s'incubaven en gel
amb 1 pl d’Anexina V FITC (Invitrogen; Nivelles, Bélgica) durant 5 minuts en foscor. Passat aquet
temps es centrifugava la mostra i es ressuspenia en 100 pl de tampé d’'unié amb 1pg/mL de PI
(Invitrogen) i s'incubava durant 5 minuts en gel en foscor. Passat aquest temps, s'afegien 400 pl

de tamp6 d'unié i s'analitzaven les mostres per citometria de flux.

3.4.3 Tincié DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol)

Aquesta tincié tenyeix els nuclis cel-lulars de color blau quan es mira sota un filtre DAPI en un
microscopi de fluorescéncia. D'aquesta manera s’observen clarament els tipics canvis que
succeeixen en el nucli, entre ells la condensacié de la cromatina i la fragmentacié nuclear, deguts
a l'apoptosi.

Després d'enganxar els neutrofils en un portaobjectes mitjangant una citocentrifugacié, les
mostres es fixaven en 4% paraformaldehid durant 5 minuts. Després de rentar dues vegades 5
minuts amb PBS, s'incubava amb solucié DAPI (0.2 pg/mlL) (Sigma-Aldrich) durant 5 minuts en
obscuritat. Una vegada transcorregut aquest temps, les mostres es tornaven a rentar 3 vegades
amb PBS, i finalment es muntaven en Mowiol i es guardaven en obscuritat fins a ser quantificades

per microscopia de fluorescéncia.

3.4.4 Determinacié6 de la concentracié de proteines

La concentracié de proteines es va determinar mitjangant el métode colorimétric de Bradford
amb un reactiu comercial (Biorad; Munich, Alemanya). Aquesta determinacié es basa en la
reaccié6 d'una solucié acida del colorant blau de Coomassie en resposta a diferents
concentracions de proteines. La concentracié de proteines és directament proporcional a
I'absorbancia observada a la longitud d’ona de 595 nm. Com que el métode Bradford és molt
sensible al serum d’albimina bovina (BSA), una solucié d’aquesta proteina s’aplicava com a corba

estandard en cada determinacié, amb un punt maxim de 4.375 pg/mL.

3.4.5 Activitat de mieloperoxidasa
La mieloperoxidasa (MPO) del teixit intestinal va ser mesurada espectrofotométricament tal i

178

com esta descrit. "~ El métode es basa en la reaccié de la tetrametilbenzidina (TMB), que és un

substrat cromogeénic que reacciona amb les peroxidases, catalitzada per la MPO.

MPO
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H,0,+ TMB———»TMB,, + H,0

La MPO és un enzim que es troba en els granuls dels neutrofils, i s’Tha demostrat que la preséncia
d’aquest enzim en l'intesti és un métode quantitatiu per a determinar la inflamacié."”’
El teixit intestinal es va homogenitzar en un 1mL de tampé sense detergent (3.5 M KH,PO,
pH=6.0) i es va centrifugar a 20.000g durant 20 minuts per a fer precipitar els granuls que
contenen la MPO, deixant les peroxidases inespecifiques en el sobrenendant. Posteriorment, es
ressupenia el pellet amb 1 mL del tampé en preséncia del detergent hexadecil trimetil amonium
bromide (HTMAB), trencant d’aquesta manera els granuls. Després de sonicar s'incubaren les
mostres durant 2 hores a 60°C per a destruir els inhibidors endogens de la MPO del teixit i es van
centrifugar a 15.000 g durant 15 minuts. El sobrenedant es va recullir i, abans de la medicié, se li

afegi la tetrametil benzidina (TMB) i I'H,O, i es va procedir a la lectura del TMB oxidat a una

longitud d"ona de 620 nm (lectures cada 20 segons durant 3 minuts).

3.4.6 Nivells de lipoperoxid

La peroxidacié lipidica dels homogenats intestinals va ser determinada com un index d’estrés
oxidatiu mitjangant la reaccié del tiobarbiturat, mesurant la formacié de malondialdehid (MDA)
tal i com esta descrit."*>"®'

A les mostres homogenades en tampé (1.15% p/v KCl) se’ls hi afegia 2 mL d’acid tricloroacetic
(TCA). Després de barrejar i centrifugar 10 minuts a 3.000g al sobrenedant se li afegia 5 pl EDTA
(0.14 mM), 40 pl BHT (0.2% p/v), 1mL H3PO,4 (3%) i 0.6 mL de solucié aquosa de tiobarbiturat
(TBA 1%). Aquest sobrenedant era bullit durant 60 minuts i, després de parar la reaccié amb gel,
0.6 mL de la mostra eren mesclats amb 0.6 mL de butanol i agitats. Després de centrifugar a

2.000 g durant 15 minuts, 200 pl de la fase butolica superior eren carregats a una placa de 96

pouets i mesurada espectrofotométricament la densitat optica a 530 nm.

3.4.7 Real-Time RT-PCR

3.4.7.1 Real-Time RT-PCR per SYBR Green

RT-PCRs quantitatives es van dur a terme en un iCycler iQ Real-time-PCR detection System
(Biorad) utilitzant un kit de deteccié de SYBR Green (Biorad), d'acord amb les instruccions del

fabricant i sequint el protocol d’amplificacié presentat a continuacié (Taula 8).

Cicle Descripcié del cicle Repeticions Pas Temperatura, °C Temps
Desnaturalitzacié 1 1 95 5 min
Hibridacid i 30-40 1 95 15s
extensié 2 50-60 45s
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3 72 2 min
Corba melting 80 1 55 10s
0.5

Taula 8. Protocol de PCR.

La deteccié de I'amplificacié amb la técnica de SYBR Green es basa en la uni6é de dobles cadenes
de DNA, que amb excitacié6 emeten llum. Es a dir que, quant més producte s'acumula, més
fluorescéncia hi ha. Un problema que presenta aquesta técnica és que el SYBR Green s'uneix a
qualsevol doble cadena de DNA, inclosos possibles dimers formats pels primers mateixos o altres
dobles cadenes generades per inespecificitats. Per aquesta raé, la corba de mefting és molt
important i s’ha d'interpretar amb precisié.

Les mostres eren preparades com s’indica a la Taula 9 per a dur a terme la técnica, i sempre eren

carregades per triplicat.

SYBR Green Supermix 10 pl

10 nmol forward primer | 1 [l

10 nmol reverse primer | 1 [l

Aigua lliure d'RNAsa 7 Ml
cDNA 1l

Taula 9. Components per a deteccié de I'amplificacié per SYBR Green.

Com s’indica a la taula anterior (Taula 9), la Rea/-7ime RT-PCR la realitzavem a partir de cDNA de
les mostres. Aixi doncs, abans de comencar la técnica s’havia d’aillar 'RNA de les cél-lules o del

teixit corresponent i, posteriorment, sintetitzar el seu cDNA, tal i com s’indica a continuacié.

3.4.7.2 Aillament de RNA

L'RNA total dels neutrofils es va aillar utilitzant el RNeasy mini kit (Qiagen; Barcelona, Espanya)
seguint el protocol recomanat. En primer lloc, les cél-lules es lisaven amb un tampé
desnaturalitzant, que inactivava les RNases per a assegurar-nos un RNA intacte. Seguidament
s'afegia el mateix volum d’etanol per a obtenir les 6ptimes condicions d'uni6 a les membranes de
les columnes Mini spin del kit. Els lisats s'afegien llavors a la columna, on I'RNA s’unia a la
membrana, i els contaminants eren eliminats mitjangant una série de centrifugacions. Finalment
I'RNA quedava dissolt en 30 Ul d'aigua lliure d'RNAses.

En el cas del teixit intestinal, 'RNA era extret mitjangant el reactiu de TRIzol (Invitrogen) sequint
les instruccions del fabricant. Aproximadament 50 mg de teixit intestinal eren homogenitzats en

1 mL de TRIzol, i el material insoluble era eliminat de la mostra per mitja d'una centrifugaci6 de
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10 min a 12.000 g i 4°C. El sobrenedant d'aquesta centrifugacié contenia 'RNA. Seguidament,
s'afegia cloroform i es centrifugava a 12.000 g durant 15 min a 4°C, de manera que es formaven
tres fases separades. En la fase aquosa es trobava I'RNA, que precipitava mitjangant I'addicié
d'isopropanol. Després d'una centrifugacié 'RNA es trobava en el pellet, el qual es rentava
afegint etanol al 75% i centrifugant a 7.500 g durant 5 min a 4°C. Amb el pellet resultant es
comengava el protocol d’aillament de RNA com si de cél-lules es tractés, per a obtenir un RNA el
més pur possible.

Les concentracions de RNA es calculaven a partir de les mesures de A, realitzades en un
Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies; Wilmington, Estats Units). Per a asseqgurar-nos
que no hi havia impureses ni restes de proteines en les mostres, es determinava també I'A;go, de

manera que es calculava I'’Ays0/ Azgo. Un resultat entre 1.8-2.0 era considerat com a optim.

3.4.7.3 Sintesi de cDNA
El DNA complementari (cDNA) es va sintetitzar utilitzant el iScript cDNA synthesis Kit (Biorad)

seguint el protocol que recomanava la casa comercial (Taula 10).

5x iScript Reaction Mix 4 pl

iScript Reverse Transcriptase (RT) | 1 pl
Aigua lliure de RNAses 15 pl
RNA (1pg) x pl

Taula 10. Components per a la sintesi de cDNA seguint les instruccions del fabricant.

La transcriptasa reversa (iScript Reverse Transcriptase) s'utilitza per a generar un cDNA a partir
de RNA. Aquest enzim és una DNA polimerasa RNA depenent aillada d’'un retrovirus (MMLV).
Afegint I'iScript Reaction Mix, que conté tots quatre deoxinucleotids trifosfats, ions fosfat i ions
magnesi i un pH neutre, la transcriptasa reversa sintetitza un cDNA d'acord amb el mRNA que
s’ha afegit i que és la seva diana. Les condicions per a la reaccié es van optimitzar utilitzant un

termociclador MyCycler (Biorad) seguint el procediment descrit en la taula 11.

cicle Temperatura, °C Temps, min Funcié

1 25 5

2 42 30 Retrotranscripcié
3 85 5 Inactivacié RT

4 4 e

Taula 11. Protocol de sintesi de cDNA.
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3.4.7.4 Primers utilitzats
Els primers utilitzats per a dur a terme les Real-Time RT-PCR es mostren en la taula 12, on també

s'indica la mida (en parells de bases — bp) i la temperatura d’hibridacié, aixi com la casa comercial

que els proveeix.

Gen Proveidor Seqiiencia T2 hibridacié, °C Mida, bp
Mn_GADPH 5-TGA-AGC-AGG-CAT-CTG-AGG-C-3'
Invitrogen 50 102
NM_008084 Revers: 5'-CGA-AGG-TGG-AAG-AGT-GGG-
AG-3’
Rn_GADPH 5'-CCG-CCA-ATG-TAT-CCG-TTG-TG-3’
Invitrogen 48 207
NM_017008 Revers 5'-TAG-CCC-AGG-ATG-CCC-TTT-AGT-
3'
Rn_Lcn2 5'-CAA-GTG-GCC-GAC-ACT-GAC-TA-3’
Invitrogen 48 192
NM_008491 Revers 5'-GGT-GGG-AAC-AGA-GAA-AAC-GA-
3’
Rn_IL-10
Qiagen Quantitec primer assay 50 69
NM_012854
Rn_Tp53
Qiagen Quantitec primer assay 50 80
NM_030989
Mn_Wnt3a
SABiosciences RT“qPCR primer assay 60 86
NM_009522
Mn_Wnt5a
SABiosciences RT“qPCR primer assay 60 178
NM_009524
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Mn_Wnt1

SABiosciences RT*qPCR primer assay 60 125
NM_0.21279
Mn_Gapdh

SABiosciences RT“qPCR primer assay 60 140
NM_008084
Mn_Slc2a1

SABiosciences RT“qPCR primer assay 60 141
NM_011400
Mn_Vegfa

SABiosciences RT“qPCR primer assay 60 191
NM_009505

Taula 12. Primers utilitzats en les Real-Time RT-PCR.

3.4.8 Silenciacié de RNA

L'RNA d’interferéncia (RNAi) és considerat com un mecanisme natural de silenciacié geénica
utilitzat en recerca degut a la seva alta especificitat, versatilitat i eficiéncia. La utilitzacié de RNAi
va ser descrita per primera vegada en el nematode C. elegans al 1993."®

La silenciacié génica es realitza mitjangant una petita seqiiéncia de RNA anomenada smal/
interfering RNA (siRNA), formada per dues cadenes simples de 19-21 nucleotids de llargada. Una
vegada s’ha dut a terme la transfeccié en una cél-lula, els diplex de siRNA es separen en el
citoplasma mitjangcant un complex multiprotéic anomenat RISC (RNA-induced silencing
complex). Aleshores, aquest RISC s’uneix a les molécules complementaries de RNA degut a
I'emparellament de la seqiiencia de siRNA anti-sentit amb la seqiiencia de mRNA. Aquest mRNA
unit al complex és aleshores degradat i, per tant, no es pot formar la proteina (Figura 21).

Les dobles cadenes sintétiques d’oligonucleotids de siRNA van ser incorporades als neutrofils
mitjangant el reactiu Lipofectamina 2000, sequint les indicacions del fabricant (Invitrogen). Els
neutrdfils eren cultivats en 2mL de medi en plaques de 6 pouets a una densitat de 1.5-10°
cél-lules/mL. Per a cada pouet silenciat, 50 pl de siRNA (20 mM) eren dissolts en 500 pl de medi
sense sérum ni GM-CSF i incubats durant 15 minuts a 37°C. Per altra banda, 5 pl de lipofectamina
eren dissolts en 250 pl de medi en les mateixes condicions i incubats també durant 15 minuts a
37°C. Passat aquest temps, les dues solucions eren mesclades i incubades 15 minuts més a 37°C.

L'abséncia de serum i de GM-CSF era per evitar qualsevol possible interferéncia en I'eficiéncia de
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la transfeccié. Al final d’aquest periode d’incubacié, els neutrofils cultivats eren centrifugats i
ressuspesos en 750 pl de la solucié amb 1.250 pl de medi sense serum ni GM-CSF. D’aquesta
manera les cél-lules eren cultivades en 2 mL de volum final en les plaques de 6 pouets. Aquests
neutrofils amb el medi de silenciacié eren cultivats durant 6 hores a 37°C en l'incubador normal.
Després d'aquest periode, les cél-lules eren centrifugades i ressuspeses en medi complert.
L'eficiéncia de les transfeccions es mesurava mitjangant Real-Time RT-PCR del gens silenciats.

En els experiments de silenciacié sempre s’afegia un control negatiu diplex de RNAi com a

control intern de la tranfeccié (Stealth RNAi negative control; Invitrogen).

Els oligonucleotids de siRNA utilitzats van ser els segiients:
24p3:5'- GCC CAG GAC UCA ACU CAG AACUUG A - 3’ (Invitrogen)
SPHK2: Mm_Sphk2_1 HP siRNA validat (Qiagen)

dsRNA

Mmall interfering RNA

4

L Ih RISC

reconeixement de la seqiiéncia mRNA

mRNA— JOOIE  AAAA

trencament i
degradacié de mRNA

P

- -~ —tuaii
e - RISC és reciclat

4

Figura 21. Esquema representatiu del mecanisme de silenciacié génica.

3.4.9 ELISA

La quantificacié de la proteina 24p3 es va dur a terme mitjangant la técnica d’ELISA (enzyme-
linked-immunosorbent assay), tant en els sobrenedants cel-lulars com en els homogenats
intestinals. Aquesta técnica permet la deteccié d’'una proteina mitjangant la unié a un anticos
especific. Hi ha diversos métodes de detecci6 en aquesta técnica, en aquest cas, per a la deteccié

de la proteina 24p3 es va utilitzar el sistema d’avidina-biotina. La biotina és una molécula que pot
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ser facilment enganxada a un anticos o a un antigen, mentre que |'avidina es pot conjugar amb
enzims. Aquestes dos molécules, a més, s'uneixen entre si de manera molt especifica.

Els sobrenedants cel-lulars es van obtenir després de centrifugar les mostres a 3.500 r.p.m durant
5 minuts. El teixit intestinal es va homogenitzar en un tampé de lisis (PBS, pH:7.0, 2uM PMSF,
cocktail inhibidor de proteases) i es va centrifugar a 15.000 g durant 15 minuts a 4°C, deixant les
proteines a mesurar en el sobrenedant.

Una placa d’ELISA de 96 pouets era coberta amb I'anticos anti-Lcn2 de ratoli/Lcn2 anticos
monoclonal (R&D systems) durant 1 hora a temperatura ambient (o overnight en camera freda).
Passat aquest temps, la placa era rentada en un tampé de rentat i 100 Ul de les mostres eren
afegides a la placa i incubades durant una hora a temperatura ambient (de manera que la
proteina que es volia determinar s’unia al seu anticos especificament). Després de rentar, s'afegia
I'anticos biotinilat anti-Lcn2 de ratoli/anticos Len2 (R&D systems). Posteriorment, i després de
rentar la placa, s'afegia I'avidina conjugada amb HRP (Horseradish peroxidase) (Invitrogen) i es
deixava incubar una hora, permetent la unié entre la biotina i I'avidina. Finalment s’afegia a la
placa el reactiu colorant (OPD Tablets)(Dako; Glostrup, Dinamarca) que feia de substrat per la

peroxidasa, juntament amb 5% H,0; i es mesurava la formacié de color a 490nm.

3.4.10 WESTERN BLOT

La técnica de Western blot permet la deteccié de proteines d'extractes cel-lulars o de teixits
homeogenats immobilitzant-les en una membrana sintética. Les proteines sén inicialment
separades mitjangant una electroforesi en un gel de poliacrilamida i posteriorment transferides
mitjangant l'aplicacié d’'un camp eléctric perpendicular al gel a una membrana sintética.
Seguidament es saturen tots els llocs d’'unié de proteines de la membrana per a evitar la unié no
especifica dels anticossos i s'incuba la membrana amb I'anticos primari de la proteina d’interes.
Una vegada finalitzada aquesta incubacié, es torna a incubar la membrana amb un anticos
secundari normalment unit a un enzim (com ara una peroxidasa) que actua de lligant de I'anticos
primari. Finalment les bandes de proteines es fan visibles amb els substrats apropiats per I'enzim
de I'anticos secundari, emetent [lum.

Per a la deteccié de la proteina [-catenina, les mostres (100 [g) eren diluides en 4X SDS-PAGE
sample buffer (250mM TRIS, pH:6.9, 4% SDS, 20% glicerina, 2 mM DTT, 0.004% Bromofenolblau)
i desnaturalitzades a 95°C durant 10 minuts sequits de 5 minuts en gel. Les proteines eren llavors
carregades en el gel de poliacrilamida al 10% (taula 13) amb 1X SDS running buffer (Running
buffer 10X: 250mM Tris base, 1.0 M glicina, 0.05M SDS). Per a la deteccié de la proteina HIF-1a
les mostres eren carregades en un gel de poliacrilamida al 7.5% (taula 13).

Al gel d’acrilamida se li aplicava llavors corrent eléctric (100V) durant 120 minuts de manera que
les proteines de les mostres es separaven entre si segons el seu pes. Una vegada transcorregut

aquest temps, les proteines eren transferides a una membrana de nitrocel-lulosa mitjangant una
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transferéncia semi-humida en el cas de la B-catenina durant 50 minuts a 70 mA en un tampé
especial de transferéncia (0.025 M Tris base, 0.192 M glicina, 25% MeOH en aigua milliQ). Pel
que fa ala proteina HIF-10Q, la transferéncia era humida, a un voltatge de 100V durant 90 minuts.
Una vegada transferides les proteines a la membrana, es comprovava la técnica mitjangant la
tinci6 de Ponceau (Sigma-Aldrich). Aquesta tincié permet visualitzar de manera rapida i
reversible les bandes de proteines en una membrana de nitrocel-lulosa. Una vegada visualitzades

les bandes es feia desaparéixer aquesta tincié mitjangant rentats amb 0.6% Tween TBS (TTBS).

Gel inferior (10%) | Gel inferior (7.5%) | Gel superior (4%)

Acrilamida 40% 25 mL 1.87 mL 400 dI

SDS 10% 100 i 100 i 40 pi

Perosulfat d’amoni (APS)

(0.1 g/mL aigua milliQ) 60 i 60 i 20 ul
TEMED 14 ul 14 4
Aigua milliQ 4.9 mL 5.53 mL 2.6 mL
Tris inferior 25 mL 2.5 mL -

(1.5M Tris/HCI pH 8.8)

Tris superior - - 1mL

(0.5 M Tris pH:6.8)

Taula 13. Components dels gels de poliacrilamida.

Una vegada rentada la membrana, es bloquejaven les unions inespecifiques amb tampé de
bloqueig (5% llet en TTBS) durant 45 minuts. Sequidament, s'incubava la membrana amb I'anticos
primari monoclonal de ratoli Anti-B-catenina (BD biosciences; Madrid, Espanya) a una
concentracié 1:400 o amb I'anticos primari de conill Anti-HIF-1a a una concentracié 1:1000
(Novus Biologicals; Cambridge, Regne Unit) en TTBS/5% llet durant dues hores a temperatura
ambient o overnight a 4°C. Passat aquest temps la membrana era rentada tres vegades amb TTBS
i incubada amb l'anticos secundari anti-ratoli o anti-conill respectivament conjugat amb
peroxidasa (Sigma-Aldrich) a una concentracié 1:1000 en TTBS/5% llet durant una hora a
temperatura ambient. Una vegada finalitzada aquesta incubacié la membrana era rentada tres
vegades en TTBS i la deteccié de proteines després d’afegir el substrat Luminol (Biorad) es duia a

terme en un Quantity One imaging system (Biorad).
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En la mateixa membrana es detectava també la proteina Actina (anti-actin; Sigma-Aldrich) o la
proteina GAPDH (anti-gapdh; Sigma-Aldrich) com a marcador de carrega per a comprovar que

s’havia carregat la mateixa quantitat de proteina en tots el carrils del gel.

3.4.11 Activitat de les esfingosina kinases (SPHK1 i SPHK?2)

Les esfingosina kinases (SPHKs) fosforilen I'esfingolipid esfingosina (SP) i el converteixen en
esfingosina-1-fosfat (S1P). Per mesurar l'activitat d’aquests dos enzims (SPHK1 i SPHK2) varem
utilitzar la técnica de I'assaig enzimatic fluorescent, tal i com esta descrit.'®’ Per a aquesta técnica
s'utilitza una esfingosina unida a un grup fluorescent 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole (NBD).
Aquest derivat de I'esfingosina té tres grups metilé menys que I'SPH natural i, a més, conté un
grup NH que fa la funcié de /inker. Aquest derivat de I'esfingosina s'incuba amb les mostres que
es volen analitzar i, després de barrejar bé la mescla es mesura la formacié del NBD-S1P
fluorescent dels sobrenedants com a marcador d’activitat de les esfingosina kinases.

Les mostres de neutrofils van ser trencades mitjangant sonicacié (1 minut) en un tampé de lisis
(50 mM TRIS, pH 7.4, 10% glicerol, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mM NaF, 40 mM 0.44%
NaPyroP, 15 mM B—glicerofosfat, 1X cocktail inhibidor de proteases, 2 mM DTT, 2mM Na;VO,,
10 pg/mL PMSF) i la concentracié de proteines mesurada mitjangcant el métode de Bradford. 10
pl de mostra lisada com a maxim o 15 pl de sobrenedant cel-lular s’afegiren a 100 pl del tampé de

la esfingosina a analitzar (Taula 14) i van ser incubats a 30°C durant una hora.

Tampé SPHK1 Tamp6 SPHK2

50 mM HEPES 50 mM HEPES

15 mM MqCl, 15 mM MqCl,
1% Triton-X-100 1 M KCI

1X cocktail inhibidor de proteases

1X cocktail inhibidor de proteases

1 mM ATP

1 mM ATP

10 mM NaF

10 mM NaF

1.5 mM semicarbazida

1.5 mM semicarbazida

10 pM NBD-esfingosina

10 pM NBD-esfingosina

pH:7.4

pH:7.4

Taula 14. Tampons per a I'analisi de I'activitat de les SPHKs.

Passat aquest temps es van afegir 100 pl de tampé de fosfat de potassi (1 mM KH,PO,, pH: 8.5) i
500 pl de cloroform/metanol (2:1), i les mostres es van vortejar durant 10 segons. Finalment les
mostres es van centrifugar durant 1 minut a 15.000 g i 100 pl de la fase aquosa superior dels
centrifugats es van dispensar en una placa de 96 pouets opaca. La intensitat de fluorescéncia es

va mesurar a 485 nm d’excitacié i 538 nm d’emissié.
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3.5 HISTOLOGIES I TINCIONS

3.5.1 Hematoxilina/Eosina

El teixit intestinal era inclos en blocs de parafina, tallat en seccions de 5 Um i tenyit amb la tincié
d’hematoxilina/eosina. Aquest métode permet lanalisi morfologic d'un teixit ja que
I'hematoxilina (tint basic) tenyeix el nuclis, que sén acids, de color blau, mentre que l'eosina (tint
acidic) tenyeix els components citoplasmatics aixi com els eritrocits d'un color vermell intens.
Amb aquesta técnica, en un microscopi optic, s'analitzava el grau de dany que presentava un

el e . ofe .z 12
teixit intestinal basant-nos en la classificacié de Park *.

3.5.2 Tincié de Giemsa May-Griinwalds

La tincié de Giemsa May-Griinwalds és un procediment molt utilitzat en hematologia, ja que
tenyeix de manera diferencial el nucli i el citoplasma de les cél-lules sanguinies. La solucié basica
(Giemsa) tenyeix el nucli de les cél-lules degut a les carregues negatives dels grups fosfat de les
molécules de DNA i RNA, aixi com també tenyeix els granuls citoplasmatics dels neutrofils.

Per a dur a terme la tincié es realitzava de manera regular una citocentrifugacié per tal de situar
les cél-lules en suspensié en un portaobjectes. Una vegada els neutrofils es trobaven enganxats
en el portaobjectes s'afegien 50 [l de la solucié de May-Griinwalds 1.5 min. Una vegada passat
aquest temps, el portaobjectes era rentat en aigua corrent i s'afegien 50 [l de la solucié de
Giemsa, préviament diluida 1:10 en aigua destil-lada, 10 min. Passat aquest temps, el
portaobjectes tornava a ser rentat en aigua corrent i, una vegada seca la mostra es procedia al
muntatge amb el medi de muntatge especific DPX (Sigma-Aldrich). Una vegada muntada, la

mostra era visualitzada en el microscopi optic.

3.5.3 Immunofluorescéncia de 24p3

Per a visualitzar la proteina 24p3 en els neutrofils, es va fer servir la técnica de microscopia
d'immunofluorescéncia. Els neutrofils (50.000 cél-lules) eren enganxats en un portaobjectes
mitjangant una citocentrifugacié a 1.000 r.p.m. durant 10 minuts. Una vegada feta la
centrifugacié les mostres eren fixades amb 4% paraformaldehid/PBS a 4°C durant 5 minuts i
permeabilitzades posteriorment amb acetona en les mateixes condicions. La mostra era aleshores
bloquejada durant 60 minuts amb sérum de cabra i rentada amb PBS. L'anticos primari (1:500)
anti-Lcn2 de ratoli/Lcn2 anticos monoclonal (R&D systems) diluit en PBS amb 2% sérum de cabra
era afegit a la mostra i es deixava incubar durant 60 minuts a temperatura ambient. Passat aquest
temps es feien tres rentats amb PBS i s’afegia I'anticos secundari cabra anti-rata (Invitrogen)
1:1000 dil-luit en sérum de cabra durant 30 minuts en condicions de foscor. Posteriorment es
retirava la resta d’anticos mitjangant dos rentats amb PBS i la mostra es muntava amb mowiol per

a poder ésser visualitzada en el microscopi de fluorescéncia.
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3.5.4 Immunocitoquimica de B-catenina

Els neutrdfils citocentrifugats eren incubats amb I'anticos de ratoli anti-B-catenina a dil-lucié
1:50 durant una hora a temperatura ambient seguit per una incubacié amb I'anticos secundari
biotinilat de cabra anti-ratoli IgG (Vector Laboratories; Burlingame, Estats Units) a dil-lucié 1:100
durant una hora més. Després de diversos rentats les mostres es van tenyir amb el métode
d’avidina-peroxidasa conjugada durant una hora en camera humida i finalment es va afegir la
solucié DAB (Vector Laboratories) com a substrat.

Per a poder visualitzar els nuclis cel-lulars, es va realitzar una contratincié d'aquests amb

hematoxilina per a coplementar el procediment.

3.5.5 Tincié de les mitocondries (MITOTRACKER)

Les mitocondries dels neutrofils en suspensié van ser visualitzades per microscopia de
fluorescéncia mitjangant la tincié de Mitotracker (Invitrogen) seguint les indicacions de la casa
comercial. Aquesta técnica tenyeix les mitocondries cel-lulars mitjangant un producte que no és
fluorescent en solucions aquoses, essent només fluorescent quan s'acumula en un ambient lipidic
com ara la mitocondria. D'aquesta manera, la fluorescéncia inespecifica és practicament
negligible.

Els neutrofils (3-10° cél-lules) que eren cultivats en un pouet d'una placa de sis pouets eren
centrifugats (3.500 r.p.m 5 minuts) i ressuspesos en medi de cultiu pre-calentat (37°C) contenint
500nM de Mitotracker. Les cél-lules eren incubades en un pouet d'una placa de sis pouets en
foscor durant 45 minuts en condicions de creixement (en incubador). Passat aquest temps, es
recollien les cél-lules i es tornaven a centrifugar i a ressuspendre en medi de cultiu pre-calentat i
tornaven a ser dispensades en un pouet de la mateixa placa. Finalment les cél-lules eren

visualitzades a 490 nm en un microscopi de fluorescéncia invertit Leica.

3.6 ANALISIS ESTADISTICS

L'estudi estadistic es va realitzar mitjancant I'analisi de la varianga (ANOVA) i la determinacié del
nivell de significanga estadistica amb el test Newman-Keuls. Els resultats es presenten com a
mitjana * |'error estandard de la mitjana (SEM) i els p valors menors de 0.05 es van considerar

significants.
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4. RESULTATS

4.1 Objectiu 1. Estudi 1. Caracteritzacié de 'apoptosi dels neutrofils en la inflamacié induida per
la isquémia/reperfusié.

L'acumulacié de neutrofils és una de les caracteristiques més ben definides dins de les alteracions
microvasculars associades al dany per isquémia/reperfusié i que juga un paper principal en els
fenomens d’inflamacié associats a la sindrome.

Curiosament durant una IR intestinal, encara que esta molt ben documentada la gran migraci6 i
acumulacié de neutrofils, no s’ha determinat si aquestes cél-lules presenten, igual que en el cas
d’altres teixits sotmesos a hipoxia o isquémia, un retard en l'apoptosi constitutiva.

Per assolir aquest primer objectiu es van utilitzar dues soques de rates préviament descrites, una
com a sensible als processos isquémics (Sprague Dawley, SD) i I'altre com a resistent en front al

dany per isquémia (Brown Norway, BN)

4.1.1 L'apoptosi retardada dels neutrofils es relaciona amb la sensibilitat a la isquémia.

Amb la finalitat d’obtenir el grau de dany més idoni per I'estudi tenint en compte un procés
isquémic suficient per provocar una inflamacié perd no excessiu per provocar una pérdua de
teixit, es varen realitzar en les dues soques diferents insults isquémics. El grau de dany es va
avaluar mitjangant mostres histologiques (Figura 22, 23 i Taula 15) i determinant la mort per
apoptosi del teixit intestinal. Aixi els resultats reflexen que en la soca SD les isquémies de 45
minuts i de 90 minuts amb reperfusions de 180 i 60 minuts respectivament provoquen un dany
histologic de grau 4-5 en l'escala de Park, caracteritzat principalment per la pérdua de villi i
exposicié de la lamina propia (Figures 22B i C). El grup amb un insult més sever (190/R180)
presentava un dany més elevat de grau 6, caracteritzat per la destruccié del villi i dany en les
criptes intestinals (Figura 22D). Com era d’esperar el grup sham (Figura 22A) no va mostrar dany

tissular, presentant un patré histologic normal.
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Figura 22. Tinci6 Hematoxilina/eosina per avaluar el dany histologic en els diferents grups de rates

Sprague Dawley. A- grup sham, B- grup 145/R180, C- grup I90R60, D- grup 190/R180.

Seguint la mateixa clasificacié histologica, els grups de la soca BN va presentar clarament menys
dany histologic que la soca SD. Les rates del grup 145/R180 (Figura 23B) presentaven un dany de
grau 3 a l'escala de Park exhibint zones amb grans espais sub-epitel-lials, mentre que les
sotmeses a una isquémia de 90 minuts amb una reperfusié de 60 minuts (190/R60) (Figura 23C)
presentaven la lesié més greu (grau 4), amb pérdua de vellositats. Per la seva banda, les rates del
grup 190/R180 (Figura 23D) presentaven un dany de grau 3-4, amb pérdua de I'epiteli de les
vellositats i zones amb grans espais sub-epitel-lials. Les rates sham presentaven un patré

histologic normal (Figura 23A).
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Figura 23. Mostres histoldgiques

de teixit

hematoxilina/eosina. A- grup sham, B- 145/R180, C- grup 190/R60, D- grup 190/R180.

intestinal de rates Brown Norway tenyides amb

Per tant, les rates Sprague Dawley s6n més sensibles al dany provocat pel procediment d’'IR

intestinal.
GRUP SOCA DANY CARACTERISTIQUES
(segons Park)
sD 0 Patro histologicnormal. Vellositatsallargades
SHAM amb epiteli normal
BN 0 Patro histologicnormal. Vellositats allargades
amb epiteli normal
SD 4-5 Destrucci6 massiva de les vellositatsamb
145/R180 exposicid de lalamina propia
BN 3 Zones amb grans espais sub-epitelialsi
denudacb del vértex de les vellositats
Destrucci6 massiva de les vellositatsamb
SD 4-5 exposicid de lalamina propia. Pérdua de teixit
190/R60 vellositari
BN 4 Lifting massiu de les vellositatsi pérdua de villi
sD 6 Destrucci6 i pérdua massivadel villiamb danya
190/R180 la cripta intestinal.
BN 3.4 Zones amb grans espais sub-epitelialsi zones
amb un massiu desprendimentde I'epiteli

Taula 15. Taula de dany per IR segons la classificacié de Park. SD: Sprague Dawley, BN: Brown Norway.

En els mateixos grups es va analitzar I'activitat de caspasa 3 en homogenats de teixit intestinal

(Figura 25) i de mucosa intestinal (Figura 26) com un index de mort cel-lular i dany tissular

mitjangant la técnica del trencament del substrat DEVD-AMC per fluorimetria.
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La segiient figura (Figura 24) mostra de manera esquematica les zones diferenciades on s’ha

mesurat l'activitat de caspasa 3.

Lp-Activitat caspasa 3
de mucosa

Activitat caspasa 3
de teixit

Figura 24. Esquema representatiu de les seccions d’intesti on es va analitzar I'activitat de caspasa 3 amb

técnica fluorimétrica com a indicador de dany intestinal.

En lasoca SD (Figura 25A), 'activitat de caspasa 3 en els teixits homogenats dels grups 145/R180 i
190/R60 presentava un increment significatiu respecte al grup sham, mentre que el grup d’insult
isquémic més sever (190/R180) presentava uns valors inferiors respecte els altres grups isquémics.
Aquesta disminucié era dequda a un major grau de necrosi.

Per la seva banda, en la soca BN (Figura 25B) els resultats mostraven com una IR intestinal en
aquestes rates no comporta un augment significatiu de l'activitat de caspasa 3 en el teixit de
I'intesti respecte les rates sham. De manera semblant al que succeia amb la soca SD, el grup
190/R180 presentava també una disminucié en l'activitat de caspasa 3, que s’explica amb un
augment en |'estat necrotic del teixit.

Els resultats d’activitat de caspasa 3 tissulars confirmen les dades obtingudes préviament amb les
mostres histologiques, concluint que la soca Brown Norway presenta una major resisténcia al

dany produit per una IR intestinal.

soca SD soca BN
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Figura 25. Activitat de caspasa 3 en homogenats de teixit intestinal (hnM AMC/min/mg proteina). A- soca

Sprague Dawley, B- soca Brown Norway. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs. sham.

Seguidament es va mesurar també I'activitat de caspasa 3 en la mucosa intestinal (Figura 26), la
qual presentava un major increment en el grup 190/R180, mentre que la resta de grups

presentaven valors similars als del grup sham.
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Figura 26. Activitat de caspasa 3 en homogenats de mucosa intestinal (hM AMC/min/mg proteina). A- soca

Sprague Dawley, B- soca Brown Norway. Els resultats s'expressen com a mitjana = SEM. * p<0.05 vs. sham.

Aquest resultat venia a confirmar el fet de que el grup 190/R180 és el que presentava un dany

més elevat.

Com a index d'inflamacié intestinal es va mesurar I'activitat de la mieloperoxidasa en tots els
grups de I'experiment (Figura 27). Aquest parametre mostra també el grau més elevat després
d'una isquémia de 90 minuts seqguida per una reperfusié de 180 minuts, en les dues soques, tot i

que en la soca BN el valor és considerablement més baix. El grup 145/R180 mostrava una elevada
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inflamacié en la soca SD, mentre que en la soca BN els valors eren similars als del grup sham,

confirmant la resisténcia d’aquesta soca en front el dany isquémic.
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Figura 27. Nivells de mieloperoxidasa intestinal. A- soca Sprague Dawley. B- soca Brown Norway. Els

resultats s'expressen com a mitjana * SEM. * p<0.05 vs. sham.

El dany tissular es va determinar mesurant els nivells de malondialdehid (MDA) com un index de
lipoperoxidacié (Figura 28). La soca SD presentava valors significativament elevats de MDA en
els tres grups IR respecte al grup sham, mentre que la soca BN tornava a mostrar la seva menor

afectacié per la isquémia no mostrant diferéncies significatives entre els grups.
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Figura 28. Valors de malondialdehid. A- soca Sprague Dawley. B- soca Brown Norway. Els resultats
s’expressen com a mitjana * SEM. * p<0.05 vs. sham.

4.1.2 l'apoptosi dels neutrofils circulants es troba retarda després d'una IR intestinal.

Una vegada determinat el dany intestinal produit per la IR en les dues soques de rata, es va voler
caracteritzar I'estat apoptotic dels neutrofils circulants en ambdues soques. Com a comprovacié
de la puresa de l'aillament dels neutrofils de sang circulant, es van realitzar tincions de Giemsa

May-Griinwalds aconseguint una puresa de neutrofils sanguinis d'un 90% aproximadament, tal i

com es mostra a la Figura 29.
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Figura 29. Imatges representatives a diferents augments de la tincié6 de Giemsa May-Griinwalds en

neutrofils aillats de sang.

La determinacié de I'activitat de caspasa 3 mitjangant la proteolisi del substrat especific AMC en
els neutrofils circulants va mostrar una disminucié de l'activitat d’aquest enzim en els grups
isquémics respecte als grups controls en les dues soques de rates (Figura 30A i B)
independentment de la seva resisténcia o no al procés isquémic. De manera general el grup
145/R180 de la soca SD és el que va mostrar la major diferéncia respecte als neutrofils del grup

sham, tot i que no hi havia diferéncies significatives entre tots els grups isquémics entre si.

05- soca SD soca BN
— 0.30+
2 Zos
cga o =025
53 2., * 55
4= * £ 8 201
SgE * T gSE
zg’%“z' T Bes M= % T *
Ta< =2 o
Sa £ 22 0101
NS Sm<
s E0H £ F
& £005
0-0' é é & Qm_ . .
g S S
6}@‘\ & & & xS & &
& & & a s K & & B

Figura 30. A- Activitat de caspasa 3 de neutrofils circulants de la soca Sprague Dawley (nM AMC/min/|g
proteina) B- Activitat de caspasa 3 dels neutrofils circulants de la soca Brown Norway (nM AMC/min/g

proteina). Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs. sham.

Es interessant destacar que, tot i que les dues soques presentaven un retard en 'apoptosi dels
neutrofils després d’un procés isquémic, els valors d’activitat de caspasa 3 en la soca BN eren
considerablement menors. Els nivells de I'activitat d’aquesta caspasa en les rates sham de la soca
resistent era practicament la meitat en comparacié amb els valors obtinguts en la soca SD. Una
menor apoptosi constitutiva dels neutrofils podria ser un dels factor implicats en el mecanisme

de resisténcia d’aquestes rates en front d'una IR.
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Per a comprovar que el procés d'IR intestinal produia un retard en I'apoptosi dels neutrofils
circulants, pero no en d’altres cél-lules sanguinies, es va determinar I'apoptosi de cél-lules
mononuclears circulants mesurant I'activitat de la seva caspasa 3 (Figura 31A i B). Cap dels quatre
grups d’estudi presentava diferéncies significatives entre ells, resultat que suggeria que el procés

isquémic no provocava cap efecte en I'apoptosi d’aquestes cél-lules.
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Figura 31. Activitat de caspasa 3 de cél-lules mononuclears circulants aillats de la sang mitjangant gradients

de ficoll. Els resultats s’expressen com a mitjana * SEM.

Aquests resultats van confirmar que una Isquémia/Reperfusié intestinal provoca un retard en

I'apoptosi dels neutrofils circulants, tal i com esta descrit que succeeix en d'altres organs.

Amb tots els resultats en conjunt fins ara, es va concloure que la soca Sprague Dawley era la
idonia per a la realitzacié dels estudis, ja que era més sensible al dany per Isquémia/Reperfusié
intestinal que la soca Brown Norway i, a més, presentava un major retard en |'apoptosi dels seus
neutrofils circulants. Per a la continuacié dels estudis, el grup escollit va ser 145/R180, doncs els
resultats mostraren que presentava un sever dany pero sense arribar al nivell d'irreversible, a més

d’un significatiu retard en I'apoptosi dels seus neutrofils.

4.1.3 La modulacié de I'apoptosi retardada dels neutrofils després d'una IR intestinal millora el
dany tissular.

Una vegada determinat el retard apoptotic del grup isquémic respecte el sham, es va pretendre
modular I'apoptosi dels neutrofils circulants de rates Sprague Dawley després d'una IR intestinal i
determinar les conseqiiencies d’aquesta modulacié en el teixit de I'intesti.

Per modular I'apoptosi constitutiva vam emprar l'administracié sistemica d'£f.co/i morta i
opsonitzada que havia sigut descrit préviament com un activador selectiu de I'apoptosi dels

neutrofils sense una activacié inflamatoria o immunologica per part de les cél-lules sanguinees.
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La mesura de I'activitat de caspasa 3 va ser una de les técniques utilitzades per a la deteccié de
I'apoptosi. Els resultats van demostrar que el grup IR mantenia el retard en I'apoptosi dels
neutrofils circulants, mentre que quan s’administrava £.co/i morta i opsonitzada es revertia

aquest efecte, incrementant de manera significativa I'apoptosi dels neutrofils (Figura 32).
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Figura 32. Activitat de caspasa 3 de neutrofils circulants (h\M AMC/min/n® neutrofils circulants). Els

resultats s'expressen com a mitjana * SEM. * p<0.05 vs. sham, + p<0.05 vs. IR.

El nimero de neutrofils circulants es va contabilitzar com un parametre d’eficiéncia de la técnica
(Figura 33). Després d'una IR intestinal el nombre de neutrofils circulants augmentava
considerablement, dada que suggeria que molts més neutrofils es trobaven en la circulacié
sanguinia de camf{ a la zona inflamada i que, segurament, la seva mort programada es trobava
retardada. L'administracié d’E.coli provocava una drastica disminucié de neutrofils en circulacio,

segurament degut al seu poder inductor de I'apoptosi.
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Figura 33. Numero de neutrofils aillats de la sang mitjangant gradients de ficoll i contabilitzats per Trypan-

blue. Els resultats s'expressen com a mitjana = SEM. * p<0.05 vs. sham, + p<0.05 vs. IR.

Un altre marcador d’apoptosi utilitzat en les cél-lules aillades va ser I'expressié del gen p53
mesurat per Real-Time RT-PCR (Figura 34). Aquest resultat mostra el mateix patré que l'activitat
de caspasa 3; una disminucié en el grup IR respecte el grup sham, aixi com una re-induccié

significativa de I'expressi6 d’aquest gen després de I'administracié d’£.coli.

2.00-
1.75+

GAPDH

Expressié de mRNA de p53
de neutrofils normalitzada a

Figura 34. Expressi6 de mRNA de p53 mesurat per RT-PCR en neutrofils circulants corregida per GAPDH.

Els resultats s'expressen com a mitjana = SEM. * p<0.05 vs. sham, + p<0.05 vs. IR.

Per visualitzar els nuclis cel-lulars apoptotics vam utilitzar la tincié fluorescent de DAPI (Figura

35). Com era d’esperar, el grup IR era el que presentava menys cél-lules amb les caracteristiques
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d’apoptosi (Figura 35B), mentre que el grup IR+£.coli (Figura 35C) era el que mostrava més

cél-lules apoptotiques, amb el nucli condensat i la formacié de cossos apoptotics.

Figura 35. Fotografies representatives de la tinci6 DAPI en els diferents grups d'estudi. A- Imatge
representativa dels grups sham i control + E.coli, B- grup IR, C- grup IR+E£.coli. Les fletxes assenyalen les

cél-lules apoptotiques.

Totes aquestes dades confirmen que els neutrofils circulants presenten un retard en la seva
apoptosi després d'un IR intestinal, i que aquest retard pot ser revertit mitjangant 'administracié

d’'E.colimorta i opsonitzada.

Per a determinar les conseqiiéncies en el teixit de la reversié del retard en l'apoptosi dels
neutrofils després d’una IR intestinal es van mesurar diversos parametres de dany i inflamacié
tissulars.

La inflamacié intestinal es va determinar mitjangant els nivells de mieloperoxidasa presents en els
homogenats tissulars (Figura 36). Els resultats indiquen que el grup IR presentava uns nivells
significativament superiors al grup sham, mentre que la reactivacié de I'apoptosi dels neutrofils
mitjangant 'administracié d’'£.coli va comportar una disminucié significativa de la inflamacié

intestinal.
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Figura 36. Nivells de mieloperoxidasa en el teixit intestinal. Els resultats s'expressen com a mitjana + SEM. *

p<0.05 vs. sham, + p<0.05 vs. IR.

El dany tissular també es va determinar mitjangant la medicié dels nivells de malondialdehid
(MDA) com a index de peroxidacié lipidica (Figura 37). Els valors més elevats de MDA els trobem
en el grup IR, mentre que el grup IR+£.coli presenta una disminucié significativa respecte a IR,

indicant una millora del dany quan I'apoptosi dels neutrofils és re-induida.
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Figura 37. Valors de MDA en homogenats de teixit intestinal. Els resultats s’'expressen com a mitjana + SEM.

* p<0.05 vs. sham, + p<0.05 vs. IR.

Per altra banda també es va determinar I'expressié de la interleucina anti-inflamatoria IL-10 en el
teixit de l'intesti (Figura 38). Els resultats indiquen un augment en la seva expressié després de la
IR en resposta al dany, mentre que és significativament superior quan s'administra E.coli

opsonitzada.
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Figura 38. Expressi6 de mRNA de IL-10 mesurat per RT-PCR corregida per GAPDH. Els resultats s'expressen

com a mitjana * SEM. * p<0.05 vs. sham, + p<0.05 vs. IR.

Finalment les mostres histologiques van ésser emprades també per a determinar el grau de dany
intestinal sequint la classificacié de Park (Figura 39). Els resultats van confirmar la millora de la
integritat del teixit en els grups en que els neutrofils no mostraven una apoptosi retardada. El
grup sham i el grup C+£.coli (Figura 39A) presentaven una arquitectura tissular normal (grau 0),
mentre que el grup IR (Figura 39B) presentava pérdua epitel-lial en el villi i dany en la lamina
propia (grau 4). Per la seva banda el grup IR+£.co/i (Figura 39C) mostrava un dany intestinal

menor respecte a IR (grau 2-3), amb aixecament epitel-lial en el villi.
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Figura 39. Imatges representatives de la tinci6 Hematoxilina/Eosina en els diferents grups d’estudi. A- grup

sham i control + E.coli, B- grup IR, C- grup IR+E.coli.

En resum, les dades d’aquest primer estudi confirmen la participacié del retard de I'apoptosi dels
neutrofils en el dany produit per una IR intestinal. Després d’una IR intestinal I'apoptosi dels
neutrofils circulants es veu retarda, 'administracié d’'£.co/i morta i opsonitzada reverteix aquest
retard i millora el dany intestinal. La resisténcia genética a la isquémia també va acompanyada
d'un menor retard de l'apoptosi dels neutrofils circulants, o dit d’'una altra manera, d'un

manteniment de I'apoptosi constitutiva després d'un insult per IR intestinal.

4.2 Objectiu 2. Estudi 2. La proteina secretable dels neutrofils 24p3 és determinant en la re-
induccié de la seva apoptosi.

24p3 ha estat descrit com un inductor de |'apoptosi especific segons el tipus cel-lular en diferents
leucocits, com ara en els neutrofils. Tot i que els neutrofils s’ha vist que produeixen 24p3, aquesta
proteina secretable s'ha vist involucrada en diversos mecanismes que inclouen linici de
I'apoptosi en granulocits en condicions de falta de sérum. Aquestes evidéncies otorguen a 24p3
un paper en la induccié de I'apoptosi en granulocits madurs o en 'homeostasi dels leucocits en
general. De totes maneres, el seu rol en I'apoptosi constitutiva dels neutrofils no ha estat encara
definit, ni tan sols en malalties inflamatories, on el retard en I'apoptosi dels neutrofils és
determinant per la progressié de la patologia.

Per aprofundir en el mecanisme del retard apoptotic en el nostre model i la seva relacié amb
24p3, ens vam centrar en estudis anoxics in vitro, utilitzant la linia cel-lular de neutrofils MPRO

clon 2.1.

4.2.1. Posada a punt del cultiu cel-lular /n vitro.

La linia cel-lular progenitora de neutrofils MPRO, que mostra clarament caracteristiques
promielocitiques, és depenent de GM-CSF i té la capacitat de diferenciar-se a neutrofils, pero no
a d'altres tipus cel-lulars com ara mastocits ni basofils.

Per aconseguir la seva diferenciacié a neutrofils, les cél-lules van ser cultivades amb acid a//-
trans-retinoic i es va observar la seva morfologia cada 24 hores mitjangant la tincié de Giemsa
May-Griinwalds. A les 96 hores de diferenciacié ja s’obtingueren neutrofils completament

diferenciats (Figura 40).
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Figura 40. Imatges representatives del procés de diferenciacié del cultiu cel-lular tenyit amb Giemsa May-

Griinwalds.

Una de les caracteristiques principals dels neutrofils és la seva curta vida, doncs pateixen
apoptosi constitutiva, arribant a un 70% de mortalitat a les 16-20 hores.

Per comprovar que les cél-lules diferenciades mantenien aquestes caracteristiques, vam mesurar
I'apoptosi de neutrofils diferenciats mitjangant la medicié de I'activitat de caspasa 3 en abséncia
de factor de creixement (GM-CSF) al llarg de 24 hores de cultiu (Figura 41). Es va observar com

I'apoptosi incrementava al llarg del temps, arribant a un pic maxim a les 16 hores de cultiu. A
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partir d'aquest punt l'activitat de caspasa 3 presentava una estabilitzaci6 amb tendéncia a

remetre, segurament degut a 'augment de cél-lules necrotiques.
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Figura 41. Cinética de I'activitat de caspasa 3 de neutrofils diferenciats in vitro cultivats durant 24 hores. Els

valors s’expressen com a mitjana + SEM.

L'apoptosi dels neutrofils es va determinar també per citometria de flux mesurant I'anexina-V/PI
(Figura 42). Les cel-lules positives per anexina-V (cél-lules apoptotiques) augmentaren al llarg de

les 24 hores.
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Figura 42. Cinética del percentatge de cél-lules positives per Anexina-V al llarg de 24 hores de cultiu. Els

valors s’expressen com a mitjana + SEM.

Aquestes observacions van confirmar la correcta diferenciacié de les cél-lules MPRO cap a

neutrofils completament funcionals.

L’Anoxia/Reoxigenacié retarda I'apoptosi dels neutrofils in vitro
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Seguidament es va determinar si, tal i com succeia en els neutrofils circulants, I'anoxia disminuia
I'apoptosi dels neutrofils en cultiu.

Sequint la prévia experiéncia del grup en models anoxics/hipoxics es va escollir una anoxia
overnight (16 hores). Primerament, per a confirmar I'eficiéncia en la realitzaci6é de I'anoxia en els
cultius cel-lulars, es va mesurar el Factor Induible per la Hipoxia (HIF-10) mitjancant la técnica de
Western Blot. Com es pot observar en la figura 43, després del periode anoxic les cél-lules
expressaven de manera contundent la proteina HIF-10, en contraposicié amb les cél-lules
control, les quals, com era d’'esperar, no expressaven aquest factor. La proteina actina es va

determinar com a control de carrega. Aquest resultat confirma I'eficiéncia del sistema.

Figura 43. Western Blot de la proteina HIF-1a (105
HIF-1a, . kDa) i de la proteina actina (42 kDa) en neutrofils

cultivats in vitro en condicions control i en condicions

actina - - d'anoxia (16 hores).
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Una vegada confirmada la correcta realitzacié de I'anoxia vam determinar si el dany per
anoxia/reoxigenacié (AR) era capa¢ de disminuir 'apoptosi que presentaven els neutrofils in
vitro, tal i com els hi succeia als neutrofils /n vivo després d’una IR intestinal. Per a tal efecte es
van mesurar diferents parametres d’apoptosi (activitat de caspasa 3, anexina-V/Pl i la tincié de
Hoetch-Pl). En les quatre técniques es va comprovar que l'apoptosi d’aquestes cél-lules es
trobava també significativament disminuida després d'una AR (Figura 44).
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Figura 44. Determinacié d'apoptosi en els neutrofils diferenciats in vitro. A- activitat de caspasa 3

mesurada per fluorimetria, B- activitat de caspasa 3 mesurada per citometria de flux. La linia negra
representa el control negratiu. C- cél-lules positives per Anexina-V/Pl, D- Hoetch-Pl. Els resultats

s’expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs. control.

4.2.2 24p3 modula I'apoptosi dels neutrofils in vitro

Un cop posat a punt el sistema /n vitro es va procedir a comprovar si la proteina 24p3 participava
en l'apoptosi. Per aquest proposit i, al igual que en el sistema Jin vivo, es va utilitzar E.coli
opsonitzada com a eina reactivadora de I'apoptosi retardada. Per a determinar la implicacié de
24p3vam bloquejar I'accié de la proteina mitjangant I'as d'un anticés monoclonal.

La deteccié de I'apoptosi en els diferents grups d’estudi inclosos en aquest experiment es va
realitzar mitjangant la medicié de I'activitat de caspasa 3 pel trencament de DEVD-AMC (Figura
45). Els resultats indiquen que, tal i com succeia /in vivo, 'administracié d’E.coli reverteix |'efecte
anti-apoptotic de I'anoxia/reoxigenacid, mentre que I'administracié d'un anticos anti-24p3en el
grup AR+E.coli tornava a inhibir l'apoptosi, suggerint de manera directa la implicacié de

I'activitat de la proteina 24p3en la re-induccié de la mort cel-lular programada..
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Figura 45. Activitat de caspasa 3 de neutrofils diferenciats in vitro(nM AMC/min/[g proteina). Els resultats

s’expressen com a mitjana = SEM. * p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR, # p<0.05 vs. AR+£.coli.

La determinacié de I'expressié del gen p53, igual que la mesura de I'activitat de caspasa 3, també
mostra una recuperacié en els nivells d’apoptosi després de l'addicié d'£.coli a les cél-lules AR,
mentre que en el grup amb anticos anti-24p3 els valors de p53 es trobaven disminuits

significativament (Figura 46).
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Figura 46. Expressi6 de mRNA de p53 de neutrofils diferenciats corregida per GAPDH. Els resultats

s’expressen com a mitjana * SEM. * p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR, # p<0.05 vs. AR+£.coli.

Per a confirmar el rol de 24p3 en els neutrofils es va mesurar I'expressié del seu gen aixi com la
quantitat de proteina alliberada al medi. L'expressi6 de 24p3 es va mesurar per Real-Time RT-
PCR normalitzada amb el gen GAPDH (Figura 47A), mentre que la quantitat de proteina
alliberada es va mesurar mitjangant la técnica d’ELISA en els sobrenendants dels cultius cel-lulars

(Figura 47B).
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Els resultats mostren que el grup AR presenta una disminucié en I'expressié d'aquest gen tot i que
quan s'administrava £.coli aquest valor es revertia. Curiosament, I'expressié de 24p3 també es
veia reduida quan s’administrava anticos anti-24p3, suggerint un resposta de feed-back negatiu.
Sequint el patré de l'expressi6 del gen, la quantitat de proteina expressada es trobava
disminuida en el grup AR, mentre que en el grup AR+£.coli la situacié es reverteix arrribant a

nivells com el grup control.
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Figura 47. A- Expressi6 de mRNA de 24p3 de neutrofils diferenciats corregida per GAPDH. B- Nivells de
proteina 24p3 mesurats per la técnica d’ELISA. Els resultats s'expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs.

control, + p<0.05 vs. AR.

Donat que existeixen receptors coneguts per la proteina 24p3, vam mesurar I'expressié del
receptor de 24p3 en els nostres grups per Real-time RT-PCR (Figura 48). L'expressié disminuia
significativament en el grup AR respecte el control, mentre que I'administracié d'£.coli revertia
aquest efecte. Per altra banda, I'administracié d'anticos Anti-24p3 no comportava cap canvi en
I'expressié del seu receptor. L'expressié de l'altre receptor descrit per a 24p3 anomenat
megalina, es va mesurar també per Real-time RT-PCR, no mostrant diferéncies entre cap dels

grups estudiats.

Expressio de mRNA de
receptor 24p3 normalitzada a
GAPDH
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Figura 48. Expressié del gen del receptor de 24p3 en neutrofils /n vitro normalitzada a GAPDH. Els resultats

s’expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR.

Per tant, aquests resultats van mostrar que després d'una AR, tant I'expressié com la sintesi 24p3
es troben disminuits en els neutrofils, coincidint amb el retard en I'apoptosi.

Pel contrari, la re-induccié de I'apoptosi mitjangant £.col/i provoca un augment en |'expressié i la
proteina 24p3. El bloqueig d'aquesta proteina durant la re-induccié inhibeix I'apoptosi

obtinguda, suggerint que el mecanisme pro-apoptotic succeeix a través de 24p3.

4.2.3 La modulacié de I'apoptosi per 24p3implica als ROS

S’ha descrit que 24p3 s'indueix en condicions d’estrés oxidatiu i que la capacitat de 24p3 en
modular I'apoptosi es troba mediada per la formacié de ROS. El segiient pas en I'estudi, doncs, va
ser comprovar si la modulacié de l'apoptosi dels neutrofils a través de 24p3 implicava la
participacié de radicals lliures de 'oxigen. Per determinar aquest fet, vam administrar I'inhibidor
de la NADPH oxidasa (el principal enzim formador de ROS en els neutrofils) a grups amb elevada
preséncia de 24p3, i conseqiientment, amb elevat index d’apoptosi.

La determinacié de l'apoptosi en els diferents grups es va mesurar per citometria de flux
mesurant el percentatge de cél-lules apoptotiques per anexina-V/Pl (Figura 49). El grup AR
disminuia significativament la seva apoptosi quan se li administrava I'inhibidor de la NADPH
oxidasa DPI, de la mateixa manera que disminuia quan s’administrava al grup AR + 24p3. En canvi

quan DPI era afegit a un grup control no s'apreciaven diferencies en aquest marcador apoptotic.
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Figura 49. Percentatge de cél-lules positives per Anexina-V. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. *

p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR, # p<0.05 vs. AR + 24p3.

La immunofluorescéncia de calceina-AM es va realitzar com un marcador de l'activitat oxidativa

dels neutrofils i de la preséncia de ROS intracel-lulars. La calceina-AM és un component que no
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emet fluorescéncia, tot i que sota estimuls oxidatius es pot converir en calceina, alliberant
fluoresceéncia.

La figura 50 mostra la composicié de la fluorescéncia emesa per la calceina amb la visié optica
obtinguda directament pel microscopi. El grup tractat amb DP| mostrava, com era d'esperar una
clara disminucié de calceina respecte el grup control. Per altra banda, el grup AR+24p3 mostrava
un augment en la formacié de ROS respecte al grup AR, el qual presentava menys radicals que les

cél-lules control.

AR + 24p3

Figura 50. Immunofluorescéncia de calceina en els diferents grups d’estudi.
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Donada la implicacié de la mitocondria en I'apoptosi i en la produccié de ROS, vam determinar
per immunofluorescéncia la localitzacié i integritat de la mitocondria i I'alliberacié de citocrom ¢
en els grups. Els canvis mitocondrials s'observaren per fluorescéncia amb el marcador especific
de mitocondries Mitotracker (verd), un marcador que es difon passivament a través de la

membrana plasmatica i s'Tacumula en la mitocondria activa.

La immunofluorescéncia de citocrom ¢ combinada amb mitotracker es va realitzar en els grups
control i AR (Figura 51). Es va observar com el grup control presentava una fluorescéncia per al
citocrom c en forma de petits granuls per tota la morfologia cel-lular, mentre que el grup AR

presentava una tincié més homogeénia i intensa, concentrada sobretot en la zona nuclear.

citocrom ¢ Citocrom ¢ + mitotracker

citocrom ¢ Citocrom ¢ + mitotracker

Figura 51. Fotografies representatives de la immunofluorescéncia de citocrom c i mitotracker. A- grup

control. B- grup AR.

4.2.4 24p3es troba implicat en I'apoptosi dels neutrofils circulants in vivo

Una vegada confirmat que 24p3 participava en el mecanisme apoptotic dels neutrofils /in vitro,
vam voler esbrinar si 24p3 es trobava també implicat en I'apoptosi dels neutrofils in vivo. Amb
aquesta finalitat es van tractar animals isquémics amb la proteina 24p3 recombinant o bé amb un
anticos contra aquesta. Els resultats van mostrar que les rates tractades amb I'anticos anti-24p3
presentaven una disminucié de 'activitat de caspasa 3 i per tant de |'apoptosi respecte al grup
sham (Figura 52A) o respecte al grup control+£.coli (Figura 52B). Per altra banda, 'administracié
de la proteina 24p3 en rates isquémiques va provocar un augment significatiu de I'apoptosi dels

seus neutrofils (Figura 52A).
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Aquest resultat confirmava que la proteina 24p3 juga un paper tant en l'apoptosi constitutiva

dels neutrofils, com en I'apoptosi re-induida per £.coli.
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Figura 52. Apoptosi de neutrofils circulants mesurada per I'activitat de caspasa 3. A- influéncia de 24p3 en
I'apoptosi dels neutrofils en rata. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs. sham, + p<0.05
vs. IR. B- bloqueig de I'apoptosi induida per E.coli mitjangant Ab24p3. Els resultats s'expressen com a

mitjana * SEM. * p<0.05 vs. C+£.coli, + p<0.05 vs. IR+£.coli.

Les conseqiiéncies en el teixit intestinal es van determinar mesurant els nivells de MPO en
homogenats tissulars com a marcador d'inflamacié (Figura 53). Els nivells de MPO disminuien
significativament quan s’administra la proteina recombinant en una rata isquémica (Figura 53A),
mentre que els nivells augmenten de manera significativa quan s’injecta l'anticos anti-24p3 en

rates IR + £.coli (Figura 53B).

1.25+
*
1.25-
- T
I 1.004 .
a =
0.75 °©
f=1] =
E 2 0.754 |
5 + g
S 0.50 s
g 5 0.50- N
=
0.254 0.25- |
0.00- , 0.004 . .
IR & & @
4552‘ v x‘l?Q'b A G{a & ?'6" B
w© & A
x N d}
<o &
\Q-K

Figura 53. Nivells de MPO en el teixit intestinal. A- conseqiiéncies inflamatories de 'administracié de 24p3
en rates IR i anticos anti-24p3 en rates sham. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs.
sham, + p<0.05 vs. IR B- augment dels nivells de MPO en rates tractades amb £.co/ii anticos anti-24p3.. Els

resultats s'expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs. C+E.coli, + p<0.05 vs. IR+£.coli.
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Els nivells de lipoperoxid en el teixit intestinal es van mesurar mitjangant la determinacié de
MDA (Figura 54). El grup administrat amb I'anticos anti-24p3 conjuntament amb E.coli

presentava els majors nivells de lipoperoxidacié.
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Figura 54. Nivells de MDA en teixit intestinal. Els resultats s’expressen com a mitjana * SEM. * p<0.05 vs.

C+E.coli.

Per tant, les dades obtingudes confirmen que quan es bloqueja I'apoptosi dels neutrofils per
mitja d’'un anticos anti-24p3 els parametres de dany augmenten significativament, revertint

I'efecte beneficids tant de 'administracié d'£.co/icom de I'administracié de la propia proteina.

Addicionalment es va mesurar |'expressié de 24p3 en els neutrofils circulants dels grups
experimentals implicats en I'estudi. Els resultats indiquen que I'expressié d’aquest gen augmenta
de forma significativa quan s'administra £.coli opsonitzada a les rates sotmeses a IR, tot i que

aquest increment era curiosament revertit quan a les rates se’ls hi injectava I'anticos anti-24p3

(Figura 55).
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Figura 55. Expressié de 24p3 en els neutrofils circulants, normalitzada a GAPDH. Els resultats s’expressen

com a mitjana * SEM. * p<0.05 vs. C+£.coli, + p<0.05 vs. IR+E.coli.

L'expressié del receptor de 24p3 en els neutrofils circulants també es va mesurar per Real-time
RT-PCR (Figura 56). Tot i que el grup IR + E.colisemblava presentar una disminucié de I'expressié
del receptor respecte el grup C + £.coli, aquesta no era estadisticament significativa. Igualment,
I'administracié de I'anticos Anti-24p3 semblava revertir la situacid, tot i que tampoc s'observaren

diferéncies estadistiques.
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Figura 56. Expressié del gen del receptor de 24p3 normalitzada a GAPDH. Els resultats s’expressen com a

mitjana = SEM.

Els resultats, doncs, en aquest estudi indiquen que la proteina secretable dels neutrofils 24p3 es
troba directament implicada en I'apoptosi dels neutrofils, actuant com a factor pro-apoptotic en
aquestes cél-lules. Durant I'anoxia/reoxigenacié el retard apoptotic és degut a una disminucié de
24p3. El bloqueig de la proteina mitjangant I'administracié d'un anticos especific inhibeix
I'apoptosi tant constitutiva com la que es re-indueix amb F£.co/i comportant un augment del
dany.

4.3 Objectiu 3. Estudi 3. La via Wnt esta implicada en I'apoptosi dels neutrofils a través de
I'expressié del seu gen diana 24p3

La via Wnt s’ha descrit que participa en diversos processos cel-lulars, entre ells la proliferacié, la
diferenciacié i I'apoptosi. Curiosament s’ha identificat I'expressié del gen 24p3 com un gen diana
de la via de senyalitzacié Wnt. En canvi, la implicacié de la via Wnt en neutrofils i la seva relacié
amb 24p3 no ha estat encara descrita.

En aquest sentit aquest estudi va ser dissenyat per avaluar la importancia de la via de
senyalitzacié Wnt en I'apoptosi dels neutrofils i per aprofundir en el seu paper com a modulador

de I'expressié de 24p3 durant 'anoxia.

4.3.1 Lavia Wnt i el seu gen diana 24p3 es troben disminuits en els neutrofils anoxics.

104



Resultats

Per determinar la via Wnt vam mesurar I'expressié de tres gens (Wnt1, Wnt3A, Wnt5A) implicats
en les vies canonica i no canonica de la via Wnt. Wnt1 i Wnt3A poden activar les proteines
citoplasmatiques dishevelled, les quals inhibeixen la degradacié de la -catenina (via candnica),
permetent la seva translocacié al nucli cel-lular. Per altra banda Wnt5A és independent de la la
B-catenina en un procés que depén del receptor tirosina-quinasa Ror2 (vies no candniques).

Es va observar que I'expressié dels tres gens es trobava significativament disminuida en el grup
AR coincidint amb el retard apoptotic i amb la menor expressié de 24p3. L'administracié d’£.coli
a aquest grup revertia la situacié, arribant a valors significativament més alts que el grup control

coincidint amb la reactivacié de I'apoptosi i amb un increment en la produccié de 24p3 (Figura

57)
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Figura 57. Expressié dels gens Wnt1, Wnt3A i Wnt5A normalitzada al gen GAPDH en els tres grups

d’estudi. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR.

Aquest resultat mostra la participacié de la via Wnt en els neutrofils anoxics, aixi com la seva

implicacié en la re-induccié de I'apoptosi per £.coli.

Una vegada confirmat que la via Wnt es trobava disminuida en els neutrofils anoxics, per tal de
confirmar una implicacié directa amb 24p3i 'apoptosi, es va administrar el farmac activador de
la via Wnt canonica BIO (6-bromoindirubin-3’oxime) i també es va silenciar el gen 24p3
mitjangant siRNA.

L'expressié dels gens Wnt1, Wnt3A i Wnt5A es va mesurar per Rea/-Time RT-PCR en els diferents
grups (Figura 58A). En els mateixos grups es va mesurar també la proteina diana de la via Wnt 3-

catenina mitjangant la técnica de Western Blot (Figura 58B i C).
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Figura 58. Components de la via Wnt. A- Expressié dels gens Wnt1, Wnt3A i Wnt5A en els neutrofils
cultivats corretgida per GAPDH. B,C — Western Blots de 3-catenina (92 kDa) i de la proteina de control de

carrega GAPDH (36kDa) dels neutrofils /in vitro. A la dreta de les imatges es mostra la densitat optica dels
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carrils dels Western Blot, corretgida pel control de carrega. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. *

p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR, # p<0.05 vs. AR+BIO.

Els resultats mostren que I'expressié dels gens Wht, aixi com la proteina [3-catenina, es trobaven
disminuits en el grup AR, mentre que aquest efecte era revertit quan s'administrava |'activador de
la via BIO, tal com era d’esperar. La silenciacié de 24p3 no provocava cap efecte significatiu en la

quantitat de B-catenina, tot i que I'expressié dels gens si que variava en els grups anoxics.

L'expressié del gen 24p3 en aquests grups es va mesurar també per Real-Time RT-PCR (Figura
59A) i la quantitat de la proteina per la técnica d'ELISA en els sobrenedants cel-lulars (Figura
59B). Les dades mostren que l'expressi6 de 24p3 i la quantitat de proteina es troben
significativament augmentades quan s'administrava BIO a un grup AR, aixi com disminuien de
forma molt important (arribant a valors de reduccié de més del 50%) en els grups on aquest gen
es trobava silenciat, confirmant d’una part I'eficiéncia de la técnica de I'RNA d’interferéncia, i de
I'altra la capacitat de 'activador de la via Wnt en augmentar I'expressié i transduccié de 24p3.
Aquesta dada confirma també 24p3 com a gen diana de la via Wnt. Com era d'esperar, el grup
scrambled siRNA AR no presentava diferéncies amb respecte el grup AR.
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nivells de proteina 24p3
en sobrenedant (ng/mL)
n

Figura 59. Determinacié de 24p3 en el cultiu cel-lular. A- Real-Time RT-PCR de 24p3 normalitzada a
GAPDH. B- ELISA de 24p3 en els sobrenedants cel-lulars. Els resultats s'expressen com a mitjana = SEM. *
p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR, # p<0.05 vs. AR+BIO.

L'apoptosi dels neutrofils /n vitro es va determinar mesurant l'activitat de caspasa 3 per
fluorimetria (Figura 60A), el percentatge de cél-lules positives per a aquesta caspasa per
citometria (Figura 60B), les cél-lules positives per Anexina-V/PI (Figura 60C) i I'expressi6 del gen
p53 (Figura 60D). Tots aquests parametres confirmen que I'administracié de I'activador de la via
Whnt BIO indueix 'apoptosi d’aquestes cél-lules, mentre que la silenciacié de 24p3 en aquest grup
reverteix la situacié. Aixo reafirma que encara que s’indueixi la via Wnt, la produccié i preséncia
de 24p3 és indispensable per a l'activacié de I'apoptosi depenent de Wnt. Paral-lelament, la
silenciacié del gen 24p3 tant en situacions control com en AR resultava també en una
significativa disminucié de l'activitat de caspasa 3 aixi com del percentatge de cél-lules positives
per Anexina-V/Pl i de I'expressié del gen p53.
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Figura 60. Apoptosi dels neutrofils cultivats /in vitro. A- activitat de caspasa 3. B- Percentatge de cél-lules
positives per Anexina-V, C- expressié del gen p53 normalitzada a GAPDH. Els resultats s'expressen com a

mitjana £ SEM. * p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR, # p<0.05 vs. AR+BIO.

Els resultats obtinguts en aquesta primera part de |'estudi demostraren que l'anoxia disminuia
significativament la via Wnt, presentant el mateix patré que |'expressié de 24p3. La induccié de
la via mitjangant BIO provoca un augment considerable de la proteina 24p3, dada que es
correlacionava amb la re-induccié de I'apoptosi dels neutrofils. La silenciacié de 24p3 mostra que
I'apoptosi es trobava disminuida tot i la preséncia del inductor de la via Wnt, el que suggeri que
I'activacié de Wnt participava en el control de I'apoptosi dels neutrofils mitjangant la produccié
de 24p3.

Tot seguit vam determinar la relacié directa de I'anoxia en el procés mitjangant la implicacié del

factor induible per la hipoxia HIF-1a.

4.3.2 HIF-1adisminueix la via Wnt en condicions d’anéxia.

El factor HIF-1a és descrit com un mediador de I'apoptosi dels neutrofils en anoxia. Com que
I'activitat de la via Wnt es troba disminuida en els neutrofils anoxics es va voler determinar si
aquest factor induit per la hipoxia regula la via Wnt.

El factor de transcripcié HIF-10 es va determinar mitjangant Western Blot, utilitzant la proteina
actina com a control de carrega (Figura 61A). Es va utilitzar clorur de cobalt (CoCl;) com a
estabilitzador d’'HIF-1a en el citoplasma cel-lular, evitant la seva degradacié proteosomica. Com
era d'esperar, el grup control no presentava la proteina HIF-10, mentre que els grups anoxiai C +
CoCl, presentaven una quantitat similar d'aquest factor de transcripcié. La mateixa tendéncia
presentava 'expressié dels gens diana d’"HIF-10, Glut-1 i VEGF, essent I'expressié d’aquests gens,
com era d'esperar, significativament augmentada en els grups que presenten HIF1-Q estabilitzat

(Figura 61B).
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Figura 61. Determinacié d'HIF-10. A- Western Blot d'HIF-1a (105 kDa) i del control de carrega actina

(42kDa). B- Expressié dels gens diana d’'HIF-1a Glut-1 i VEGF mesurada per Real-Time RT-PCR i

normalitzada a GAPDH. Els resultats s'expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs. control.

Aquesta estabilitzacié, ja fos per mitja de I'anoxia o per I'addicié de clorur de cobalt comporta

una disminucié en la quantitat de [-catenina en les cél-lules, tal i com es pot apreciar en les

immunocitoquimiques de B-catenina amb contratincié del nucli amb hematoxilina (Figura 62B).

Aquest resultat demostra com HIF-1a inhibeix la via Wnt. En la Figura 62A es pot apreciar en

detall la tincié de la B-catenina, la qual es pot trobar primerament en el citoplasma i a mesura

que avanga l'apoptosi es transloca cap al nucli.
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Figura 62. A- Imatges representatives de la diferent distribucié de la B-catenina en els neutrdfils. Es pot

apreciar com primerament la proteina es troba citoplasmatica (1 i 2) i posteriorment es transloca al nucli (3

i 4) B- Immunocitoquimica de [B-catenina amb el nucli contratenyit amb hematoxilina en els diferents

grups d’estudi. El grup control mostra més preséncia d’aquesta proteina respecte els altres dos grups

d’estudi. (x60).

Per a confirmar el resultat anterior es va determinar per Real-Time RT-PCR I'expressié dels tres

gens de la via Wnt (Figura 63). En linia amb els resultats de la immunocitoquimica, la preséncia

d'HIF-10 comporta una disminucié en l'expressié de tots 3 gens, confirmant que el factor

induible per la hipoxia-1a disminueix la via de senyalitzacié Wnt durant 'anoxia.
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Figura 63. Expressié6 de mRNA en els tres grups d’estudi. Els resultats s'expressen com a mitjana + SEM. *

p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR.

L'apoptosi dels neutrofils es veu afectada per la regulacié d’'HIF-10sobre la via Whnt.

En aquest estudi hem determinat que l'apoptosi dels neutrofils es troba retarda com a

conseqiéncia de la inhibicié la via Wnt per I'anoxia.
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Com era d’esperar, I'apoptosi dels neutrofils es trobava disminuida no només en anoxia sino
també quan s’administrava clorur de cobalt, suggerint que HIF-10 controlava la mort cel-lular
dels neutrofils en abséncia d’oxigen. La re-induccié de la via Wnt mitjangant 'administracié de
BIO va revertir el procés i provoca l'increment de I'apoptosi dels neutrofils, tal i com s’observa en
els analisis citomeétrics d’Anexia/Pl (Figura 65A), d'activitat de caspasa 3 (Figura 65B) i en els
parametres morfologics, indicant que I'efecte d’'HIF-10 sobre I'apoptosi dels neutrofils pot ser
atribuit a 'efecte d’aquest factor sobre la via Wnt (Figura 64). La inactivacié de la via mitjangant
el factor inhibidor de Wnt (WIF) bloquejant I'apoptosi constitutiva d'aquestes cél-lules demostra
també la capacitat pro-apoptotica de la via Wnt activa.
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Figura 65. Implicacié d'HIF-1a en I'apoptosi dels neutrofils. A- Determinacions per anexina/Pl, B- Activitat

de caspasa 3. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. C+CoCl,.

4.3.3 La modulacié de la via Wnt per HIF-1ainhibeix 'apoptosi dels neutrofils a través de 24p3
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Finalment, per a determinar que HIF-1a0 modulant Wnt convergia en un control de 24p3 com a
component efector en I'apoptosi, es mesura I'expressié de 24p3i la quantitat de proteina en els
diferents grups d'estudi (Figura 67). La proteina 24p3, que es troba en poca quantitat en
neutrofils andxics, es mantenia també escasa en cél-lules control tractades amb CoCl,. La mateixa
tendéncia mostra I'expressié del gen 24p3, resultats que suggerien una relacié directa entre
aquesta lipocalina i HIF-10 en els neutrofils.

L'expressié de la proteina es pot visualitzar per la preséncia de fluorescéncia citoplasmatica en
forma d’actimuls fluorescents repartits per tot I'interior cel-lular, tal i com es veu en I'exemple, de

forma ampliada, de la Figura 66.

Figura 66. Detall representatiu de la
immunocitoquimica de 24p3 en neutrofils

(X100).
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Figura 67. A- Expressié de 24p3 mesurada per Real-Time RT-PCR i normalitzada a GAPDH. B- Imatges

representatives de la immunofluorescéncia de 24p3en els diferents grups d’estudi. Els resultats s’expressen

com a mitjana = SEM. * p<0.05 vs. Control, +p<0.05 vs. Anoxia, # p<0.05 vs. C+CoCl,

La re-activacié6 de l'apoptosi per mitja de BIO va revertir els efectes d’'HIF-10, mostrant un
increment significatiu en la quantitat de proteina 24p3en el citoplasma dels neutrofils juntament
amb una elevada expressié del gen. L'administracié de l'inhibidor de Wnt WIF presenta uns
resultats semblants als anoxics, mostrant poca quantitat de proteina 24p3 i poca expressi6 del

seu gen.
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Totes aquestes dades confirmaren que en condicions anoxiques, quan I'HIF-10 es troba
estabilitzat, aquest modula la via Wnt i, en conseqiiéncia, el seu gen diana 24p3, el qual inhibeix

I'apoptosi dels neutrofils.

4.3.4 La induccié de I'apoptosi dels neutrofils mitjangant BIO després d'una IR millora el dany
intestinal.

Havent demostrat /n vitro que el retard en |'apoptosi dels neutrofils succeeix a través de la via
Whnt i del seu gen diana 24p3, varem focalitzar aquesta part de I'estudi en re-induir I'apoptosi
dels neutrofils després d’una IR intestinal mitjangant I'activacié de la via Wnt per tal de reduir el
dany tissular.

Amb aquesta finalitat es va administrar BIO intravenosament una hora abans de les isquémies. La
figura 68 mostra I'habilitat de I'inductor de la via Wnt en promoure I'apoptosi dels neutrofils
circulants una vegada esta disminuida per la isquémia. L'administracié conjunta de BIO i Ab24p3

en canvi provocava una disminucié en aquest parametre.
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Figura 68. Activitat de caspasa 3 dels neutrofils circulants. Els resultats s’expressen com a mitjana = SEM. *

p<0.05 vs. sham, + p<0.05 vs.IR, # p<0.05 vs. IR + BIO.

L'activitat de Wnt en els neutrofils circulants dels animals va ser mesurada per la deteccié de la
proteina [3-catenina per Western Blot (Figura 69). L'administracié de BIO provocava una augment
en la quantitat d’aquesta proteina, mentre que I'administracié d'un anticos anti-24p3 no alterava
aquest valor. Els neutrdfils de les rates subjectes a una IR presentaven menys quantitat de [3-

catenina que les rates del grup sham. La proteina GAPDH es va utilitzar com a control de carrega.
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Figura 69. Quantitat de proteina [-catenina (92 kDa) en neutrdfils mesurada per Western Blot. El control

de carrega utilitzat fou la proteina GAPDH (36 kDa).

L’habilitat directa de l'activacié de Wnt en promoure |'expressié de 24p3 queda palesa en la

figura 70.
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Figura 70. Real-Time RT-PCR del gen 24p3 en neutrofils circulants. El resultat s’expressa com a mitjana *

SEM. + p<0.05 vs.IR

Les conseqiiéncies en el teixit intestinal de I'administracié de BIO en rates IR es van determinar
mesurant l'activitat de mieloperoxidasa en homogenats intestinals (Figura 71A), aixi com
mesurant els nivells de lipoperoxid (Figura 71B) i I'analisi histopatologic (Figura 71C). En totes les
determinacions el grup IR + BIO presentava una disminucié molt significativa del dany respecte

al grup IR.
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Figura 71. Marcadors de dany intestinal. A- nivells de MPO en homogenats de teixit intestinal. B- nivells de
lipoperoxidacié en lintesti. C- imatges histoldogiques representatives de teixit intestinal tenyit amb

hematoxilina/eosina. Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. + p<0.05 vs.IR.

Tots aquests resultats mostraren que, una vegada activada la via Wnt Jin vivo |'apoptosi dels

neutrofils era re-induida, conduint a una millora significativa del dany intestinal produit per la IR.

4.4 Objectiu 4. Estudi 4. L'esfingosina-1-fosfat en I'apoptosi del neutrofil andxic
Recentment s’han descrit els metabolits dels esfingolipids, com ara I'esfingosina-1-fosfat, com a

molécules implicades en diversos processos cel-lulars, com ara la proliferacid, la diferenciaci6 i
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I'apoptosi. La implicacié d’aquestes molécules en el metabolisme dels neutrofils i, en concret, en
la seva apoptosi ha estat molt poc discutit.

En aquest estudi es pretenia, per tant, averigliar si certs metabolits dels esfingolipids, com ara
I'esfingosina i I'S1P, podien estar implicats en I'apoptosi dels neutrofils i la seva possible relacié

amb 24p3.

4.4.1 L'esfingosina-1-fosfat modula I'apoptosi dels neutrofils

L'apoptosi dels neutrofils cultivats es va mesurar fluorimétricament mitjangant la medicié de
I'activitat de la caspasa 3 (Figura 72). Els grups tractats amb agonistes dels receptors de S1P
(FTY720, SEW2871) presentaven una disminucié en I'activitat de caspasa 3, mentre que el grup
AR + VPC23019 no presentava el retard de I'apoptosi caracteristic del grup AR. Per altra banda

els grups silenciats pel gen SPHK2 presentaven un agument significatiu en la seva apoptosi.
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Figura 72. Activitat de caspasa 3 de neutrofils cultivats /n vitro. Els resultats s'expressen com a mitjana *

SEM. * p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR.

Aquesta dada suggeria la possible implicacié del metabolisme dels esfingolipids en I'apoptosi
dels neutrofils, essent les molécules agonistes d’S1P aparentment anti-apoptotiques. La
silenciacié de I'SPHK2, que evitava la formacié d’S1P, acumulant-se per tant, esfingosina,

promovia I'apoptosi en els neutrofils.

La possible relacié d’aquests metabolits amb 24p3 es va dur a terme mesurant I'expressié del gen
24p3 mitjancant Real-Time RT-PCR (Figura 73A) i quantificant la proteina present en els
sobrenedants cel-lulars amb la técnica d’ELISA (Figura 73B). Els grups administrats amb agonistes
dels receptors de S1P (FTY720, SEW2871) presentaven una disminucié tant de I'expressié del gen

com de la quantitat de proteina en el sobrenedant, com és el cas també del grup AR. Per altra
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banda el grup AR silenciat per la SPHK2 presentava un augment significatiu en I'expressié del

gen, indicant aparentment també que la preséncia d’S1P inhibiria la formacié de 24p3.
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Figura 73. Determinacié de 24p3. A- Expressi6 del gen 24p3 normalitzada a GAPDH. B- Quantificacié de la
proteina 24p3 en el sobrenedant cel-lular, mesurat per ELISA. Els resultats s’expressen com a mitjana *

SEM. * p<0.05 vs. control, + p<0.05 vs. AR.

Els nivells de S1P es van mesurar tant intracel-lularment com en els sobrenedants cel-lulars
(Figura 74A i B). Les dades ens van confirmar que els grups tractats amb agonistes dels receptors
de S1P presentaven, com era d’esperar, nivells alts de I'esfingolipid en els dos casos, mentre que

el grup AR, curiosament i al contrari de I'esperat, presentava una disminucié d"aquests nivells.
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Figura 74. Mesura dels nivells de S1P. A- nivells intracel-lulars de S1P (ng/mL). B- nivells extracel-lulars de

S1P (ng/ml). Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM. * p<0.05 vs. control.

Tot i que quan s’administren els agonistes d'S1P, I'apoptosi dels neutrofils i els valors de 24p3
concorden, els nivells obtinguts d’S1P mostren un comportament diferent entre les cél-lules
anoxiques i les cél-lules tractades farmacologicament, suggerint que ambdés mecanismes

succeeixen per vies diferents.

120



Resultats

L'activitat de l'esfingosina quinasa 2 també es va mesurar tant a nivell cel-lular com en els
sobrenedants dels cultius (Figura 75), tornant a suggerir que les cél-lules anoxiques es comporten

de manera diferent que les tractades farmacologicament.
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Figura 75. Activitat enzimatica de I'esfingosina quinasa 2. Els valors es mostren en unitats relatives. Els

resultats s'expressen com a mitjana = SEM. * p<0.05 vs. control.

Els resultats obtinguts fins ara en aquest estudi mostren una relacié entre el metabolisme dels
esfingolipids i I'apoptosi dels neutrofils. La implicacié d'S1P en els neutrofils anoxics no sembla
coincidir amb els tractaments farmacologics, suggerint una via d’actuacié diferent. Els resultats
suggereixen que farmacologicament I'S1P podria modular 24p3. En els experiments anoxics
sense modulacié exogena de I'esfingosina, els nivell d’S1P sequeixen la mateixa tendéncia que

24p3.
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Discussié

5. DISCUSSIO

Els processos patologics d’origen isquémic sén la primera causa de mort en els paisos
desenvolupats. En el cas de l'intesti, la isquémia (sigui quin sigui el seu origen) s’ha convertit en
un serids, freqiient i creixent problema clinic amb una inacceptable mortalitat, que oscil-la al
voltant del 70%. El percentatge de supervivéncia no ha millorat substancialment en els tltims 70
anys, degut a que es tracta majoritariament d'una sindrome poc previsible i amb uns simptomes,
moltes vegades sub-clinics, que fan que no es descobreixi abans de I'infart intestinal.'®"’

Tot i que es desconeix la incidéncia real, es cita que de cada 1000 intervencions quirargiques
d’'urgéncies, entre 1 i 4 d'aquestes s6n degudes o es compliquen amb una isquémia intestinal. En
I'actualitat el tractament més utilitzat és 'administracié de vasodil-latadors que arriben a reduir
la mortalitat dels pacients fins a un 40-50%. Sigui com siqgui, els pacients amb simptomes clinics
de fallada intestinal sén tractats després de que el dany s’hagi desenvolupat, excepte en el cas de
pacients als que se'ls hi practica un transplantament.

Tot i 'impacte clinic de les isquémies intestinals i dels esforgos cientifics invertits en el seu estudi,
el coneixement complert de les causes i mecanismes que originen i formen part d'una isquémia
intestinal és pobre.

Les cél-lules inflamatories vasculars, principalment polimorfonuclears, tenen un paper clau
contribuint a I'amplificacié del dany del teixit induit per la IR mitjangant la produccié de
citocines pro-inflamatories, radicals lliures d'oxigen i lalliberacié d’enzims hidrolitics.
L'acumulacié de neutrofils és una de les caracteristiques més ben definides dins de les alteracions
microvasculars associades al dany per IR i la que juga un paper primordial en els fenomens
d'inflamacié associats a la sindrome.*

Aquestes cél-lules, en circulacié, tenen un vida mitja molt curta (8-20 hores), pero es coneix que
la hipoxia allarga la seva supervivéncia augmentant-la una vegada penetren en el teixit isquémic.
Aixo, al contrari de ser una avantatge, permet a la cél-lula viure més del desitjat, amplificant el
dany."”’

De totes maneres, en el cas concret de la IR intestinal no hi ha dades sobre aquest paper de la

isquémia en el retard apoptotic dels neutrofils.

Estudi 1. Caracteritzacié de 'apoptosi dels neutrofils en la inflamacié induida per la

isquémia/reperfusié.
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La mucosa intestinal és probablement un dels teixits més sensibles al dany per isquémia, essent
I'acumulacié de neutrdfils una de les alteracions microvasculars caracteristiques.”'

Els neutrofils circulants sén cél-lules d'una vida mitja molt curta, les quals experimenten
constitutivament apoptosi. En una situacié d'inflamaci6 fisiologica o controlada, després de que
aquestes cél-lules hagin realitzat la seva funcié, moren per apoptosi i les seves restes sén
retirades pels macrofags, conduint a una millora de la inflamacié. Per contra, un retard en
I'apoptosi dels neutrofils s’ha associat a diverses situacions proinflamatories, com ara en la
sindrome respiratoria aguda, en sindromes coronaries agudes i en certs models de dany per
isquémia/reperfusié.***>"®*'® Curiosament, després d’una IR intestinal perd no s’ha descrit que
aquestes cél-lules presentin un retard en la seva apoptosi constitutiva.

L'apoptosi dels neutrofils és un procés clau en la ressolucié de la inflamacié i una desregulacié
d'aquest mecanisme contribueix a la progressié del dany i la patogénesi. Per tant, hi ha
evidéncies que suggereixen que una modulacié farmacologica de I'apoptosi dels neutrofils pot
ésser capag de millorar el dany en un procés inflamatori.”

Tenint en ment que la reduccié de neutrofils en teixits isquémics millora el dany, els diferents
tractaments farmacologics dissenyats fins ara s’han basat en mermar la carrega de neutrofils a
través de diferents vies, pero cap d’aquests treballs ha intentat modular I'apoptosi del neutrofil i,
menys encara, induir-la per a resoldre la inflamacié intestinal derivada de la isquémia/reperfusié.
En la primera part d’aquest estudi, ens vam centrar en I'obtencié del grau de dany més idoni per
al nostre estudi, tenint en compte que haviem de provocar una isquémia suficient per induir una
inflamacié perdo no excessiva que comportés una pérdua tissular irreversible. Per aix6 vam
realitzar primer diferents processos isquémics en dues soques de rates. D’aquestes dues soques,
una és coneguda com a sensible als insults isquémics (Sprague Dawley), mentre que l'altra esta
descrita com a resistent (Brown Norway).186

Aixi vam mesurar en el teixit intestinal dels diferents grups amb diferents graus d'isquéemia,
activitat de caspasa 3 tissular, analisis histopatologics, activitat de MPO i nivells de MDA. Les
dades mostraren que el grup 145/R180 de la soca SD presentava una elevada inflamacié i un
dany tissular considerable pero no irreversible. En canvi les altres isquémies més intenses patien
molta pérdua de teixit i un augment considerable de necrosi, descartant aquests insults
isquemics per I'estudi.

D’altra banda la soca BN mostrava en el temps escolit (145/R180) uns valors similars al sham,
confirmant la resisténcia d’aquesta soca en front el dany isquémic. Els altres insults isquémics en
aquesta soca mai arribaren al nivell de dany obtinguts amb SD.

Recolzant la nostra hipotesi, la determinacié de I'apoptosi dels neutrofils circulants mesurant
I'activitat de caspasa 3 va mostrar una disminucié d’aquest enzim en tots els grups isquémics
respecte als grups control en ambdues soques de rata, independentment de la seva resisténcia o

sensibilitat a la IR. El grup sotmés a una isquémia de 45 minuts seguits de 180 minuts de

reperfusié (145/R180) en la soca SD és el que mostra la major disminucié en el parametre
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apoptotic mesurat. De totes maneres, és interessant destacar que els valors d’apoptosi de la soca
BN eren remarcablement inferiors que els de la soca SD, no només en els grups isquémics sino
també en el grup control. Aquesta dada suggeriria que una menor apoptosi constitutiva dels
neutrofils podria ser una dels factors implicats en el mecanisme de resisténcia de la soca BN en
front un procés isquémic.

En aquest estudi vam determinar també que el procés d'IR intestinal no produia retard en
I'apoptosi d'altres cél-lules sanguinies, com sén les cél-lules mononuclears circulants. Cap dels
quatre grups estudiats presentava diferéncies entre ells, suggerint que, al contrari del que
succeeix amb els neutrofils, la IR intestinal no provoca cap efecte sobre I'apoptosi d’aquestes
cél-lules.

Amb totes les dades obtingudes fins aquest punt es va concloure que la soca Sprague Dawley era
la idonia per a la realitzacié dels estudis, ja que presentava un major dany en front de la IR
intestinal, a la vegada que presentava també un major retard en l'apoptosi dels seus neutrofils
circulants. Dins d’aquesta soca, es va escollir el grup 145/R180 (IR) com el més adient per a
I'experimentacié, doncs presentava un dany intestinal important pero reversible i un significatiu
retard en I'apoptosi dels neutrofils circulants.

Una vegada confirmat el retard apoptotic en el grup IR, en una segona etapa de I'estudi vam
modular I'apoptosi dels neutrofils circulants després de la IR intestinal i es van determinar les
conseqiiéncies d'aquesta modulacié en el teixit de l'intesti.

Per modular l'apoptosi constitutiva es va administrar sistémicament FEschericia coli morta i
opsonitzada, que ha estat descrita com un activador de la mort programada dels neutrofils de
manera especifica, sense una activacié inflamatoria o immunologica per part de les cél-lules
sanguinees. L'administracié en forma d’aerosol d’'£.co/i morta i opsonitzada s’ha demostrat que

100,101 ..
conduint a una

re-indueix I'apoptosi dels neutrofils després d'un dany pulmonar per IR,
millora del dany d’aquest 6rgan i a una major taxa de supervivéncia, essent un nou mecanisme de
modulacié de I'apoptosi dels neutrofils i de la millora del dany produit per una IR.

Les conseqiiéncies en el teixit intestinal de la reversié del retard de I'apoptosi dels neutrofils era
clara, mostrant una significativa disminucié dels parametres de dany tissular, tal i com es mostra
en les figures 36, 37 i 39; aixo és, els nivells de mieloperoxidasa i de lipoperoxidacié similars als
presentats per les rates control. Per altra banda, el major augment de IL-10 durant I'administracié
d’'E.coli suggereix que el teixit genera un ambient anti-inflamatori ajudant a la ressolucié del
dany.

El namero de neutrofils aillats de la sang periférica es va comptabilitzar, mostrant un augment
significatiu després d'una IR intestinal, indicant que molts més neutrofils es trobaven en
circulacié cap a les zones inflamades i que, probablement la seva apoptosi es trobava retardada.

Una vegada s'havia administrat I'inductor apoptotic £.coli el nombre de neutrofils aillats

decreixia considerablement, confirmant I'eficiéncia de la técnica i el seu poder pro-apoptotic.
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Aixi doncs, aquest estudi confirma que el retard en I'apoptosi dels neutrofils participa en el dany
produit per una IR intestinal, en concret que I'apoptosi dels neutrofils es troba retardada després
d’una IR intestinal. La re-induccié d'aquest retard mitjangant I'administracié d £.coli és capag de
millorar el dany de l'intesti.

La resisténcia genética al dany isquémic ve acompanyada d'un menor retard en I'apoptosi dels
neutrofils circulants, és a dir, d'un manteniment de |'apoptosi constitutiva després d’'un insult per

IR intestinal.

Estudi 2. La proteina secretable dels neutrofils 24p3 és determinant en la re-induccié de la seva
apoptosi

Els neutrofils presenten la proteina secretable 24p3 en els seus granuls. 24p3 ha estat descrita
d’ésser capag d'induir 'apoptosi de manera especifica depenent del tipus cel-lular, essent els

s . . 102,103
neutrofils un dels tipus susceptibles.

Aquesta proteina secretable es troba involucrada en
diversos mecanismes en aquestes cél-lules, entre ells, I'apoptosi en condicions de deprivacié de
. 122 . ) . N

factors de creixement. °* De totes maneres, el paper que juga en I'apoptosi constitutiva dels
neutrofils, aixi com en malalties inflamatories on I'apoptosi dels neutrofils es troba retardada no
ha estat encara definida.

Els neutrofils presenten mort cel-lular espontania en abséncia de citocines o d'altres agents pro-
inflamatoris, perod en condicions d’anoxia/hipoxia, al contrari que molts d’altres tipus cel-lulars,

presenten un retard en la seva apoptosi.69 La linia cel-lular promielocitica MPRO clon 2.1 es pot

diferenciar a neutrofils adults en preséncia de factor de creixement GM-CSF i d'acid all-trans
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retinoic (ATRA). D’aquesta manera aquestes cél-lules demostren una activacié completa i
funcional cap a neutrofils, essent un model d’estudi que reflecteix de manera acurada la

. - s g . 176
capacitat funcional dels neutrofils murins adults.

Aquesta linia cel-lular va ser la utilitzada en la
primera part d’'aquest estudi, que tenia com a finalitat establir un cultiu de linia cel-lular de
neutrofils per aprofundir en el rol de 24p3 en I'apoptosi del neutrofil durant I'anoxia. Aixi doncs,
després de cultivar les cél-lules durant 96 hores en preséncia de 10 UM d’ATRA i obtenir
neutrofils madurs (Figura 40), vam comprovar que en abséncia de la citocina GM-CSF, els
neutrofils entraven en apoptosi de forma progressiva (figures 41, 42), la qual podia ésser
retardada quan les cél-lules eren cultivades en condicions d’anoxia/reoxigenacié (AR, 0.6% O,).
Tots els parametres apoptotics mesurats (entre ells, activitat de caspasa 3, cél-lules positives per
Anexina/Pl i immunofluorescéncies) recolzaren aquest comportament cel-lular (Figura 44).
Aquesta observacié confirmava també la correcta diferenciacié del cultiu cel-lular MPRO cap a
neutrofils madurs completament funcionals.

Una vegada establert el model /in vitro vam voler estudiar la implicacié de la proteina 24p3 en
I'apoptosi dels neutrofils. Per aquest proposit, i reproduint les condicions en que es va treballar in
vivo, es va utilitzar £.coli morta i opsonitzada com a re-activador del retard de la mort cel-lular
programada.

Tal i com succei in vivo, I'administracié6 d'E.coli va revertir I'efecte anti-apoptotic de
I'anoxia/reoxigenacié. L'administracié d’'un anticos especific bloquejant l'accié de 24p3 en
aquest grup tornava a inhibir 'apoptosi, suggerint de manera directa un paper per a la lipocalina
24p3en lare-induccié de la mort cel-lular programada.

A més, en condicions d’AR, 24p3 es trobava disminuit, tant a nivell d’expressié génica com a nivell
proteic. La re-induccié de l'apoptosi per mitja d'E.coli comportava la reversié d'aquest fet,
augmentant ambdés parametres. Es destacable que quan s'administra I'anticos anti-24p3,
I'expressié génica de 24p3 disminui, el que podria suggerir algun tipus de resposta feed-back
negativa. La quantificacié de la proteina pel metode d’ELISA en aquest grup no va poder ésser
quantificada per possibles interferéncies en la técnica entre els diferents anticossos.

Aixi doncs, després d'una anoxia/reoxigenacio, tant 'expressié com la sintesti de 24p3 es troben
disminuits en els neutrofils, coincidint amb el retard apoptotic. La re-induccié de I'apoptosi a
través d’'E.coli provoca una augment en els dos parametres de 24p3. El bloqueig d’aquesta
proteina mitjangant l'aplicacié d'un anticos durant la re-induccié inhibeix I'apoptosi obtinguda,
suggerint que el mecanisme pro-apoptotic succeeix a través de 24p3.

El fet que I'apoptosi en diferents tipus cel-lulars succeeixi a través de 24p3 mentre que d’altres
tipus cel-lulars no semblen afectats per aquesta proteina ha suggerit que podria haver un
receptor cel-lular per a 24p3 molt selectiu.'”” Per a comprovar si en les diferents condicions de
cultiu els neutrofils podien expressar diferencialment el receptor per a 24p3, es va mesurar la
seva expressié génica. El resultat mostra que no solament es trobava implicada I'expressié de

24p3sin6 que el propi receptor cel-lular presentava la mateixa tendeéncia, el que faria augmentar
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els efectes dins la cél-lula. Aixi doncs, en una situacié d’AR on els neutrofils presenten una
apoptosi disminuida, les expressions tant de Z24p3 com del seu receptor es troben també
decrescudes, mentre que quan es reverteix aquesta situacié mitjangant 'administracié d’£.coliles
expressions dels dos gens augmenten significativament. Per altra banda, un neutrofil control amb
una apoptosi programada i rapida presenta nivells alts tant de 24p3 com del seu receptor.
L'administracié de I'anticos bloquejant I'accié de 24p3 no comportava cap canvi en I'expressié
del seu receptor.

L'expressi6 de la megalina, l'altre receptor descrit per a 24p3 no va mostrar diferéncies
significatives entre cap dels grups d’estudi.

S’ha descrit que la lipocalina 24p3 s'indueix en condicions d’estrés oxidatiu, essent la seva
expressié induida pels ROS, actuant, a més, com un mecanisme protector de la toxicitat produida
per H,0,.""*" ElI seglient pas en l'estudi va ésser comprovar si la modulacié de I'apoptosi dels
neutrofils a través de 24p3 implicava la participacié de radicals lliures d’oxigen. Aixi, en cél-lules
administrades amb la proteina 24p3 es va afegir al medi sulfat de difenileniode (DPI), un
inhibidor de la NADPH oxidasa (enzim principal en la formacié de ROS en neutrofils)'®, i es va
mesurar |'apoptosi (Figura 49). El resultat va mostrar com l'apoptosi re-induida mitjangant
I'administracié6 de 24p3 era bloquejada quan s’inhibia la NADPH oxidasa, suggerint que els
efectes de 24p3 involucraven els ROS. A més, la quantitat de ROS disminuia en els neutrofils en
condicions d’AR o quan s’administrava DPIl, com era esperable, tal i com es va poder observar
mitjangant la fluorescéncia alliberada per la calceina. L'administracié de 24p3 al grup AR
comporta la formacié de ROS en els neutrofils, confirmant la implicacié d’aquestes molécules en
el procés.

Una vegada confirmat que 24p3 participava en el mecanisme apoptotic dels neutrofils in vitro,
vam voler comprovar si aquesta proteina es trobava també involucrada en el nostre model d’IR
intestinal. Per a tal finalitat es van tractar animals isquémics amb la proteina recombinant 24p3i
també amb l'anticos anti-24p3.

L'administracié intravenosa d'un anticos anti-24p3 bloquejava I'efecte de la proteina, provocant
una disminucié tant de I'apoptosi constitutiva dels neutrofils circulants com de I'apoptosi re-
induida per E.coli. A més, en aquestes cél-lules es mostrava un augment en I'expressié del gen
24p3 quan les rates eren administrades amb £.cofi, confirmant que aquesta lipocalina jugava un
paper important en la re-induccié6 de l'apoptosi. L'administracié intravenosa de la propia
proteina 24p3 després d’'una IR intestinal provoca un augment significatiu de I'apoptosi dels
neutrofils circulants, demostrant el paper d’aquesta lipocalina en la induccié de I'apoptosi dels
granulocits /in vivo.

Tal i com s’havia observat quan es modulava l'apoptosi dels neutrofils mitjangant F.colj, la
modulacié d’aquesta apoptosi a través de I'administracié de la proteina 24p3 o de I'anticos anti-
24p3, tenia conseqiiencies en els parametres de dany intestinal. El bloqueig de la re-induccié de

I'apoptosi en els neutrofils provocat per I'administracié de I'anticos anti-24p3 en una rata IR
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tractada amb £.coliprovoca un augment del dany intestinal, mentre que la induccié de I'apoptosi
dels neutrofils mitjangant 'administracié de la proteina 24p3 en una rata subjecte a una IR
intestinal provoca una disminucié del dany en aquest teixit.

Aixi doncs, es pot concloure que la proteina secretable dels neutrofils 24p3 es troba directament
implicada en I'apoptosi dels neutrofils, actuant com a factor pro-apoptotic en aquestes cél-lules.
El retard apoptotic durant I’AR/IR és degut a una disminuci6é de 24p3. El bloqueig de la proteina
mitjangant l'aplicacié d'un anticos inhibeix tant I'apoptosi constitutiva com la re-induida a través

d’E.coli, comportant un augment en el dany.

Estudi 3. Lavia WNT i el seu gen diana 24p3 es troben disminuits en els neutrofils anoxics
Tot i que diferents models experimentals han demostrat que I'expressié de 24p3 és regulada per

133,134,189

la cascada de senyalitzacié6 de NFKB, també s’ha demostrat que la seva expressié depén

129,135

de la via de senyalitzacié Whnt. Els components de la via Wnt sén responsables d'importants

processos en el desenvolupament i 'homeostasi, incloent-hi la regulacié de la proliferacié i la
diferenciacié, I'organogénesi i 'oncogénesi, i I'apoptosi.’"?%"""

La inhibicié de la via Wnt per la hipoxia ha estat forga debatuda i s’han proposat diversos
mecanismes, centrats sobretot en models tumorigénics.”””'” La intencié d’aquest estudi fou
comprovar si I'anoxia/reoxigenacié inhibia la via WNT disminuint 'apoptosi dels neutrofils i
aprofundir en el paper modulador de I'expressié de 24p3 durant I'anoxia.

En el model cellular in vitro varem estudiar I'expressié de tres gens relacionats amb la via Wnt.
Whnt1 i Wnt3A formen part de la via canonica; es poden unir a frizzled permetent, la translocacié
de la B-catenina al nucli. Per la seva banda Wnt5A actua independentment de la B-catenina, a
través de I'anomenada via no canonica. Els resultats van mostrar com I’AR afectava a tots tres
gens de la via Wnt en els neutrofils, disminuint la seva expressié; a més, I'administracié d’£.coli
durant I'anoxia revertia la situacié augmentant significativament els valors de |'expressi6é de tots
tres gens.

Aixi doncs, el neutrofils in vitro presenten apoptosi espontania que pot ésser retardada
mitjangant una anoxia/reoxigenacié. El mecanisme apoptotic d'aquestes cél-lules ocorre a través
de 24p3ide l'activacié o inhibicié de la via de senyalitzacié Wnt.

Una vegada confirmat que la via Wnt es trobava disminuida en el nostre model
d’anoxia/reoxigenacié cel-lular varem implicar directament 24p3 i l'apoptosi mitjangant la
utilitzacié del farmac activador de la via Wnt candnica, el 6-bromoindirubin-3’-oxime (BIO). BIO
és un inhibidor especific de la GSK3[3, de manera que la seva actuacié permet I'estabilitzacié i
posterior translocacié de la B-catenina al nucli i la transcripcié de gens, essent, en definitiva, un
activador de la via Wnt candnica."

Els resultats confirmaren 'habilitat de l'activacié de la via Wnt en promoure |'expressié del seu

gen diana 24p3i, al mateix temps, la capacitat de reactivar I'apoptosi que s’havia retardat amb
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I'anoxia, demostrant d’'una manera directa que la via Wnt exerceix una funcié pro-apoptotica en
aquest model.

Les dades obtingudes van demostrar a més que |'anoxia disminuia de manera important la via
Wht, presentant la mateixa tendéncia que 24p3. Una vegada induida la via mitjangant I'addicié
de BIO, la proteina 24p3 augmentava, dada que es correlacionava també amb la re-induccié de
I'apoptosi. La silenciacié del gen 24p3 comportava una disminuci6é de I'apoptosi dels neutrofils,
independentment de I'addicié de BIO, el que suggeria que l'activacié de la via Wnt participava
en el control de I'apoptosi dels neutrofils mitjangant la produccié de 24p3 (Figura 60).
Seguidament es va voler determinar la relacié directa de I'andxia, mitjangant el factor induible
per la hipoxia HIF-10, factor descrit com a mediador de I'apoptosi dels neutrofils en anoxia. Es
ampliament reconegut que HIF-1a és un regulador de la supervivéncia dels neutrofils en
condicions de falta d'oxigen.79 Quan la concentracié d'oxigen disminueix, les prolil-hidroxilases
es tornen inactives de manera que I'HIF s’estabilitza i es pot unir rapidament a proteines dels
porus nuclears i translocar-se dins el nucli, permentent la seva activitat transcripcional.195
Addicionalment, estad descrit que en hipoxia, el complex TCF/B-catenina pot ésser dissociat
mitjangant I'actuacié d'HIF-10, el qual s'uniria a la B-catenina, suprimint la seva activitat i
reprimint la via de senyalitzatcié Wnt."”*"*® Al trobar-se la via Wnt disminuida en les condicions
de privacié d'oxigen, es volia determinar si és HIF-10 qui regula la via Wnt.

Per a induir farmacologicament HIF-1a i estabilitzant-lo en el citoplasma evitant la seva
degradacié proteosomica, es va administrar a les cél-lules Clorur de Cobalt (CoCl;), mimetitzant

. 197,198
I'efecte de I'anoxia sobre aquest factor. L

administracié de CoCl, en cél-lules control, al igual
que l'anoxia, va induir la formacié i estabilitzacié6 d'HIF-1a (Figura 61A), aixi com la seva
translocacié al nucli cel-lular permetent I'activacié dels seus gens diana, entre ells VEGF i Glut-1
(Figura 61B).

Els resultats van confirmar que HIF-1a inhibia Whnt, tant a nivell d’expressié génica dels
components mesurats com a nivell d’expressié de B-catenina. Com era d’esperar, el grup andxia
presenta el mateix resultat.

Seguint amb el clorur de cobalt com a estabilitzador d'HIF-10 vam relacionar la capacitat
inhibitoria d'HIF-1d sobre la via Wnt amb el retard de I'apoptosi en els neutrofils. La reactivacié
de la via Wnt mitjangant I'administracié de BIO en aquest grup va comportar un increment en
I'apoptosi dels neutrofils, reforcant que HIF-1d retarda I'apoptosi dels neutrofils inhibint Wnt i,
per tant, confirmant la hipotesi inicial.

Seguidament, vam mesurar si I'expressié i formacié de 24p3 es trobaven modulades per HIF-1aa
través de la via Wnt. Els nivells d’aquesta proteina es trobaven en poca quantitat en les cél-lules
amb HIF-1a estabilitzat en el citoplasma, com es el cas del clorur de cobalt i de I'anoxia (Figura
67). En canvi, I'addicié de BIO en el grup de clorur de cobalt anulava els efectes inhibitoris d’"HIF-
10, mostrant un augment significatiu en la quantitat de proteina 24p3 i de I'apoptosi de les

cél-lules. Aquests resultats confirmaven que en condicions de falta d'oxigen, quan HIF-1a es
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troba estabilitzat en el citoplasma cel-lular, aquest modula la via Wnt i, conseqiientment el seu
gen diana 24p3, el qual inhibeix I'apoptosi dels neutrofils.

Una vegada confirmat /in vitro que la inhibicié de I'apoptosi dels neutrofils succeeix a través de la
via Wnt i del seu gen diana 24p3, es va dirigir I'estudi en modular el retard de I'apoptosi dels
neutrofils circulants després d'una IR intestinal mitjangant |'activacié de la seva via Wnt per tal de
reduir el dany tissular.

La re-induccié de I'apoptosi dels neutrofils circulants mitjangant I'activador de la via Wnt BIO
succei, com s’esperava, a través del gen diana 24p3, comportant una disminucié del dany que
presentava el teixit intestinal després de patir una IR.

El procés d'IR intestinal comporta una disminucié en la B-catenina dels neutrdfils circulants, la
qual augmentava la seva concentracié quan s’administrava intravenosament BIO aixi com
I'apoptosi dels neutrofils, comportant una disminucié dels parametres de dany (MPO i MDA) i
una preservacié de la integritat intestinal. Per contra, 'administracié d'un anticos anti-24p3 en
els animals amb BIO bloqueja els efectes, confirmant que Wnt exerceix un control sobre
I'apoptosi del neutrofils circulants a través d’aquesta proteina. Paral-lelament, es confirma /in vivo

que 24p3s’activa mitjangant aquesta via de senyalitzacié.
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Discussié

Estudi 4. La esfingosina-1-fosfat en I'apoptosi del neutrofil anoxic.
Darrerament s’han descrit els esfingolipids com a molécules implicades en diversos processos

\ 5 . - . i . 154,155
metabolics, entre ells la proliferacié, la diferenciacié i I'apoptosi.

Tot i aixo, la implicacié
d’aquests metabolits en el metabolisme dels neutrofils i la seva apoptosi ha estat, fins ara, poc
discutit.

Previs estudis /n vitro realitzats en el nostre grup han demostrat que la produccié de
I'esfingosina-1-fosfat (S1P) es troba intimament lligat a la produccié i modulacié de 24p3. A més
a més, recentment s’ha descrit que l'activitat de I'esfingosina quinasa 2, enzim encarregat de la
formacié d'S1P a partir de la esfingosina, es troba activat per la hipoxia."”” Amb aquestes
premises, I'estudi plantejava si I'S1P pot estar implicat en I'apoptosi dels neutrofils en anoxia a
través d'una accié directa sobre 24p3.

Addicionalment, s’ha descrit que 24p3 és requlat transcripcionalment a través de la via de
senyalitzaci6 NFK[3, tenint un paper determinant el factor induible IKB-(, el qual seria
indispensable per a la formacié d’aquesta Iipocalina.189'199

La nostra hipotesi es basava doncs en que durant I'anoxia, una major acumulacié d’S1P actuaria
inhibint el factor de transcripcié NFK[3, disminuint la transcripcié de 24p3.

En aquest sentit els primers resultats de I'estudi apunten a que una modulacié de S1P en els
neutrofils és capa¢ de modular la seva apoptosi. Aixi, agonistes de receptors d'S1P retarden
I'apoptosi en neutrofils control a nivells similars als neutrofils anoxics, implicant S1P en el procés.
Paral-lelament, els valors de 24p3, tant a nivell proteic com d’expressié génica sequeixen la
situacié apoptotica de les cél-lules; de manera que la silenciacié de I'enzim productor d’S1P
(esfingosina quinasa 2) fa que augmentin els nivells de 24p3i, conseqiientment, 'apoptosi de les
cél-lules. Sorprenentment pero, els nivells d’STP mesurats intracel-lular i extracel-lularment
suggerien que la implicacié d’S1P en I'apoptosi del neutrofil anava en un altre sentit. Mentre que
I'efecte dels farmacs agonistes mostraven el resultat esperat, els nivells d'S1P en condicions
anoxiques tendien al contrari.

Aquests resultats, juntament amb les dades de I'activitat de I'esfingosina quinasa 2 en aquests
grups, indiquen que l'actuacié dels farmacs i I'actuacié de I'anoxia es comportarien de manera

diferent.

Aquest fet ens fa reconduir I'estudi en una altra direccié.
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Conclusions

6. CONCLUSIONS

1. El retard en I'apoptosi dels neutrofils participa en el dany produit per una IR intestinal.
L'apoptosi dels neutrofils es troba retardada després d’'una IR intestinal. La re-induccié d’aquest
retard mitjangant I'administracié d £.co/i és capag de millorar el dany de l'intesti.

La resisténcia genética al dany isquémic ve acompanyada d'un menor retard en I'apoptosi dels
neutrofils circulants, és a dir, d'un manteniment de I'apoptosi constitutiva després d’un insult per

IR intestinal.

2. La proteina secretable 24p3 es troba directament implicada en I'apoptosi dels neutrofils,
actuant com a factor pro-apoptotic. En condicions anoxiques/isquémiques 24p3 es troba

disminuit, conduint al retard en I'apoptosi d’aquestes cél-lules.

3. La via de senyalitzacié Wnt indueix I'apoptosi dels neutrofils a través de I'activacié del seu gen
diana 24p3. Durant I'anoxia, la manca d’oxigen provoca una estabilitzacié d'HIF-1a el qual
inhibeix la via Wnt, i per tant, impossibilita la formacié de 24p3, retardant conseqiientment

I'apoptosi del neutrofil anoxic.

4. L'esfingosina-1-fosfat actGa com un factor inhibidor de l'apoptosi dels neutrofils quan
s’administra exdgenament. En condicions anoxiques S1P no sembla participar directament en el
retard apoptotic d'aquestes cél-lules. No descartem la modulacié de 24p3 per S1P en aquestes

condicions.
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