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RESUM

L’enzim convertidor d’angiotensina (ECA) promou la formacié de I'angiotensina Il (Ang-Il).
Contrariament, 'ECA2, una monocarboxipeptidasa que presenta un 40% d’homologia amb I'ECA,
degrada I'Ang-Il (accions vasoconstrictores) a angiotensina 1-7 (Ang-(1-7) (accions vasodilatadores).
L’eix ECA2/Ang-(1-7) desencadena accions oposades a les de I'eix ECA/Ang-II. A nivell clinic, el
tractament amb inhibidors de 'ECA i/o bloquejants dels receptors d’angiotensina en pacients amb
nefropatia diabética (ND) ha demostrat disminuir I'albuminuria i frenar la progressio cap a malaltia
renal cronica (MRC). Donat aquest fet i que 'lECA2 és un regulador negatiu del sistema renina
angiotensina (SRA), hipotetitzem que la manca d’ECA2 contribuira a un augment de I'aparicié de la
diabetis i a una major progressié de la ND en un model experimental espontani de diabetis tipus 1, la
soca no obesa diabéetica (NOD). Amb aquesta finalitat s’ha generat la nova linia de ratolins
NOD.ACE2" i els respectius controls. L’estudi de la diabetis en els animals NOD.ACE2” s’ha
observat: 1) viabilitat, fertilitat i, fenotipicament, una alteracié de la coloracié del pelatge i menor pes
corporal, 2) major aparicio de diabetis acompanyada d’una alteracié en 'homeostasi de la glucosa i
3) augment en la sensibilitat a la insulina exogena. En I'estudi de la ND, els animals NOD.ACE2™"
mostren: 1) hipertrofia glomerular, expansié de la matriu mesangial i pérdua podocitaria sense
alteracions en la filtracid glomerular ni I'albuminudria, 2) menor activitat renal cortical ’'ECA. En
resum, la manca d’ECA2 en la soca NOD contribueix a un empitjorament en 'homeostasi de la
glucosa i de la insulina aixi com alteracions estructurals a nivell del glomérul que inclouen: augment

de l'area glomerular, expansioé de la matriu mesangial i pérdua podocitaria.

Angiotensin converting enzyme (ACE) promotes angiotensin Il (Ang Il) formation. Conversely,
ACE2, a monocarboxipeptidase that shares 40% homology with ACE, degrades promotes
angiotensin 1-7 (Ang- (1-7) (vasodilator actions) formation from Ang-Il (vasoconstrictor actions).
ACE2/Ang-(1-7) axis actions opposite ACE/Ang-Il axis actions. ACE inhibitors and/or angiotensin
receptor blockers treatment in patients with diabetic nephropathy (DN) have shown to blunt
albuminuria progression to chronic kidney disease (CKD). Given this and the fact that ACE2 acts as
a negative regulator of the renin angiotensin system (RAS), we hypothesize that ECA2 loss
contribute to an increase in diabetis development and a greater progression of DN in an experimental
model of spontaneous type 1 diabetes, the non obese diabetic (NOD) mice. With this aim, we have
generated a new experimental model, the NOD.ACE2” mice and their respective controls. The study
of diabetes onset in NOD.ACEZ2" showed: 1) viability, fertility and, phenotypically, a change in coat
color and lower body weight, 2) higher diabetis incidence accompanied by altered glucose
homeostasis and 3) increase in exogenous insulin sensitivity. Within the DN study, NOD.ACE2™"
mice showed: 1) glomerular hypertrophy, mesangial matrix expansion and podocyte loss without
changes in glomerular filtration rate nor albuminuria, 2) lower renal cortical activity.In summary, loss
of ACE2 in the NOD strain contributes to a glucose homeostasis and insulin impairment involving
structural alterations within the glomerulus, including: increased glomerular area, mesangial matrix

expansion and podocyte loss.
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. INTRODUCCIO
A. NEFROPATIA DIABETICA

A.1. DEFINICIO

La nefropatia diabética (ND) és el dany renal degut a diabetis mellitus (DM), tipus
1 (DM tipus 1) o tipus 2 (DM tipus 2), que classicament s’ha definit per la pérdua de
proteina per l'orina (Gross et al. 2005). Es tracta, doncs, d’'una complicacio
microvascular amb repercussio estructural i funcional a nivell renal.

La ND és la principal causa de malaltia renal cronica (MRC) i de mortalitat
cardiovascular en els paisos occidentals (Cooper 1998; Gross et al. 2005; Gilbertson
et al. 2005). A Catalunya segons les dades recollides pel Registre de Malalts Renals
del 2012, la majoria dels pacients que inicien terapia renal substitutiva presenten
malaltia diabética renal (Organitzacié Catalana de Trasplantaments (OCATT) 2012).
Les dades recollides a nivell d’Espanya per I'estudi EPIRCE (Epidemiologia de la
Insuficiencia Renal Cronica a Espanya) demostren que aproximadament el 10% de la
poblacié pateix MRC. En pacients amb hipertensié o DM la prevalenga de la MRC
augmenta fins al 35-40% (Otero et al. 2010).

A.2. SIMPTOMATOLOGIA CLINICA

La historia natural de la ND presenta una evolucié gradual. En una fase inicial
apareixen hiperfiltracio i hipertrofia renal. Posteriorment, es progressa cap a una ND
incipient, que es caracteritza per la deteccid d’albumina en orina (microalbuminuria)
determinada per valors en I'excrecio urinaria d’albumina (EUA) d’entre 30 i 299 mg
d’albuminal/gr de creatinina persistents en almenys dues ocasions. D’alli, s’evoluciona
cap a una ND establerta en la qué els valors d’EUA es situen per sobre dels 300mg/gr
(macroalbuminuria) (Gross et al. 2005). En una fase final, el pacient acaba progressant
cap a una insuficiencia renal amb una clara disminucié de la taxa de filtracio

glomerular (TFG) que condueix a la MRC terminal.

A més d’'aquestes alteracions funcionals, en la progressié de la ND també s’han
descrit una série d’alteracions estructurals a nivell renal (Schena & Gesualdo 2005):

- En un estadi inicial de la malaltia, s’observa un augment de la membrana

basal glomerular (MBG), seguida d’acumulacié progressiva i gradual de

matriu extracel-lular (MEC) al mesangi.
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- Posteriorment i a mesura que avanga la ND, també apareixen alteracions
estructurals addicionals com la formacié de ndduls mesangials i lesions

tubulointersticials.

La progressié de la malaltia perd, no condueix de manera rapida cap a la MRC
sind que es tracta d’un procés que es desenvolupa de forma larvada (Cooper 1998).
L’evolucié natural de la ND es va categoritzar I'any 1987 en una série d’estadis

successius (Mogensen 1987) encara vigents, tal i com s’exposa a la Taula 1.

TFG EUA
ESTADI ND DESIGNACIO CARACTERISTIQUES CANVIS ESTRUCUTRALS ) PA (mmHg)
(mL/min) | (malg)

1 Hiperfuncionalitat | hipertrafia i hiperfiltracio hipertrafia glomerular >150 <30 normal

. hipertrofia glomerular, engruiximent de la MBG
2 Silent normoalbumintiria _ B ) ) ~150 <30 normal
i expansio de la matriu mesangial

hipertrafia glomerular, engruiximent de la MBG
3 ND incipient microalbumintria _ ° _ _ ~130 | 30-299| elevada
i expansio de la matriu mesangial severes

4 ND establerta macroalbumintria hipertrofia glomerular general <100 >300 | hipertensio

fallada renal: )
X o glomeruloesclerosi (tancament glomerular), . -
5 Urémia insuficiéncia renal - S - 0-10 300 | hipertensié
atrofia tubular, fibrosi intersticial

cronica terminal

Taula 1.- Estadis de la ND. La taula exposa els diferents estadis, caracteristiques, canvis
estructurals i valors llindar de TFG, EUA i pressio arterial (PA) descrits per cada un d’ells. Taula
modificada de Mogensen (1987).

L’'estadi 1 es caracteritza per una hiperfuncionalitat renal deguda a una
hiperfiltracié glomerular que s’acompanya d’hipertrofia glomerular. A mesura que el
dany avanca, es detecten un seguit de canvis estructurals englobats en I'estadi 2 o
silent, que inclouen hipertrofia glomerular, engruiximent de la MBG, expansié de la
matriu mesangial causades per la presencia de dipdsits de matriu extracel-lular i una
lleugera expansio en linterstici tubular. Aquestes alteracions es troben de manera més
severa en I'estadi 3 o de ND incipient. En aquest estadi s’observen canvis en la TFG i
en la EUA, situant-se en el rang de la microalbuminuria (30-299mg/g). La
microalbuminuria té un important valor predictiu en el desenvolupament d’una
proteindria manifesta, sobre tot en la DM tipus 1. En I'estadi 4 o de ND establerta, els
valors de la EUA se situen en el rang de la macrolbuminuria, per sobre de 300mg/gr.
L’augment de I'albuminuria s’acompanya d’una clara disminucié en els valors de la
TFG i d’'un augment de la pressio arterial (PA). Finalment, I'estadi 5 o d’'urémia, es
caracteritza per una fallada renal que condueix a una insuficiéncia renal cronica
terminal. A nivell estructural s’observa glomeruloesclerosi, atrofia tubular i fibrosi

intersticial. A nivell funcional hi ha una caiguda drastica en els valors de la TFG
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(principal indicador de fallada renal) comportant la necessitat de programes de dialisi o

de transplantament renal del pacient (Mogensen et al. 1983; Cooper 1998).

A.3. ETIOLOGIA

La diabetis es defineix com un estat d’hiperglicémia cronica. Es coneix que la
preséncia de nivells de glucosa permanentment elevats provoquen danys a llarg
termini en diferents organs. Per tant, tot i que no s’ha designat un mecanisme clar, es
creu que els processos dependents de glucosa sén una de les causes principals de

I'establiment i progressié de la ND (Gross et al. 2005; Fioretto & Mauer 2007).

No obstant, altres factors com la genética i I'étnia (Seaquist et al. 1989; lyengar et
al. 2007), la preséncia d’hipertensié arterial (HTA), la dislipémia i I'habit tabaquic dels
pacients també son factors de risc importants en la progressié de la malaltia (Gall et al.
1997; Freedman et al. 2007).

A.4. FISIOPATOLOGIA

S’ha postulat que la ND és el resultat de la interaccié entre factors metabolics i
hemodinamics en la microcirculacié renal en un estat d’hiperglicémia cronica (Cooper
1998). Per tant, la glucosa i els processos dependents de la glucosa hi juguen un
paper clau. A nivell molecular s’ha comprovat que la hiperglicémia afavoreix: (i) la
produccié de productes avangats de la glicosilacié (AGE), (ii) I'activacioé de la via del
poliol (Dunlop 2000), (iii) la proteina quinasa C (PKC) (Derubertis & Craven 1994) i (iv)
la sintesi d’angiotensina Il (Ang-ll) mitjangcant lactivaci6 del sistema renina
angiotensina (SRA) (Yoo et al. 2007). La via del poliol s’activa en resposta a nivells
elevats de glucosa intracel-lular amb I'objectiu de metabolitzar la glucosa a sorbitol per
accié de I'enzim aldosa reductasa (AR). El sorbitol és convertit al seu torn en fructosa
per accié de I'enzim sorbitol deshidrogenasa (SDH). Tant els AGE, a través de la
interaccié amb el seu receptor (RAGE), com la via del poliol s’ha vist que promouen la
produccié d’espécies reactives d’oxigen (ROS) (Coughlan et al. 2009; Chung et al.
2003). Addicionalment, en preséncia d’elevats nivells de glucosa, aquestes ROS
poden ser produides també a través de l'activacié de l'activitat mitocondrial i la
produccio de nicotinamida adenina dinucleotid fosfat (NADPH) (Etoh et al. 2003). Se
sap que aquests mecanismes no només actuen cascada avall si no que també

interaccionen entre ells. No obstant, encara no s’ha pogut establir una hipotesi
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unificadora consensuada sobre com es produeixen aquestes interaccions (Brownlee
2001). L'excés de ROS activa un seguit de vies de senyalitzacié (entre les que
s’inclouen MAPK, p38, PI3K/Akt i JAK) que confluiran en activar els factors de
transcripcié NF-kB, AP-1, STAT i EGR1 (Chin et al. 2001; Lu et al. 2009). En darrera
instancia s'’iniciara, principalment, la transcripcié del factor de creixement transformant
beta (TGF-B), una citoquina pro-fibrotica que juga un paper clau en els
desenvolupament de la ND (Cooper 1998).

Per efecte de l'activacié del TGF-B, s’engruixeix progressivament la MEC i es
produeix hipertrofia cel-lular a nivell glomerular i disfuncié endotelial a través de
I'activacio del factor de creixement endotelial vascular (VEGF) (Kumar et al. 2012). A
mesura que la malaltia avanga, s'observen els canvis estructurals caracteristics de la
ND establerta com ara glomeruloesclerosi, atrofia tubular i fibrosi tubulointersticial que,

finalment, condueixen a una fallada de la funcié renal (Figura 1).

| e vy
naopH ][ Ace J(viapeLpouot | pre ]  (anai]
| ROS ]
( MAPK, p38, PI3K/AkL, JAK |
( NF-«B, APl STAT.EGR |

ALTERACIONS ESTRUCTURALS "/ ¢ \' ALTERACIONS FUNCIONALS

DISFUNCIO ENDOTELIAL

1
NEFROPATIA DIABETICA

Figura 1.- Esquema dels principals mecanismes moleculars implicats en la
fisiopatologia de la ND. En una situacié d’hiperglicemia, els factors metabolics i hemodinamics
extracel-lulars activen mecanismes moleculars a nivell intracel-lular. En dltima instancia,
l'activacioé de la transcripcié del TGF-B constitueix un dels efectors principals dels canvis
estructurals observats en la ND.
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A.5. HISTOLOGIA

El grup del Dr. Tervaert, mitjancant I'estudi de bidpsies humanes en pacients
afectes de ND, estableix una classificacié estandarditzada dels principals canvis
estructurals a nivell glomerular i els correlaciona amb una série de criteris per a la
caracteritzacio del grau de severitat de les lesions histoldgiques renals (Tervaert et al.
2010) (Taula 2).

CLASSE DESCRIPCIO CRITERIS D'INCLUSIO
Canvis lleugers o no especifics descrits per

- Les bidpsies no reuneixen cap dels criteris descrits en la classificaciéll, lll o IV
I microscopia optica o electronica -

engruiximent de la MBG comprovat - MBG >395nm en dones i >430nm en homes a partir dels 9 anys d'edat

- Les bidpsies no reuneixen els criteris descrits en la classificacié lll o IV

lla Expansio lleugera de la matriu mesangial
- Expansié lleugera en >25% del mesangi observat
- Les biopsies no reuneixen els criteris descrits en la classificacio lll o IV
b Expansio severa de la matriu mesangial
- Expansi¢ severa en >25% del mesangi observat
- Les biopsies no reuneixen els criteris descrits en la classificacio IV
Ll Esclerosi nodular (lesié Kimmelstiel-Wilson)
- Descripcié d'una lesié Kimmelstiel-Wilson convincent com a minim
- Les bidpsies reuneixen els criteris descrits en la classificaciode lalala lll
v Glomeruloesclerosi diabética avancada

- Esclerosi glomerular global en >50% dels gloméruls observats

Taula 2.- Classificacié dels principals canvis estructurals glomerulars que es donen

en la ND segons el grau de severitat. Taula modificada de Tervaert et al. 2010.

Els canvis histologics inicials inclouen un engruiximent de la MBG, hipertrofia
glomerular i una lleugera expansio del mesangi. A mesura que la patologia progressa,
es produeix una expansio severa de la matriu mesangial i, en un estadi més avangat,
una esclerosi nodular que cursa amb la preséncia de noduls de Kimmelstiel-Wilson
(Imatge 1). Els ndduls glomerulars consisteixen en arees amb marcada expansio
mesangial o hialinosi en forma de cabdells ovals d’aspecte fibril-lar amb abséncia de
nuclis que contribueixen a una pérdua de la funcié glomerular a més d’una compressio
dels capil-lars associats al glomerul (Fioretto & Mauer 2007). Més enlla de les lesions
estrictament glomerulars, també s’han descrit lesions a nivell de la vasculatura renal,
caracteritzades per un progressiu engruiximent de les parets capil-lars per deposicio
de hialina (hialinosi) i, a nivell tubular, englobant fibrosi intersticial i atrofia tubular
(Tervaert et al. 2010).
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Imatge 1.- Exemples representatius de les lesions histologiques de la ND establerta
en humans. a) Engruiximent de la MBG (fletxa negra) en una imatge de microscopia
electronica (ME). b) Noduls de de Kimmelstiel-Wilson (fletxa superior) i hialinosi arteriolar (fletxa
inferior) identificables per tincié positiva intensa amb metenamina de plata. Figura modificada
de Soler et al. (2012).

B. MODELS EXPERIMENTALS DE NEFROPATIA DIABETICA

B.1. CRITERIS DE VALIDACIO

Existeixen pocs models murins en I'actualitat amb capacitat per a reproduir la ND
que s’observa en humans (Soler et al. 2012; Ortiz et al. 2015). Amb finalitat d’unificar
criteris es va crear el Diabetic Complications Consortium (http://www.diacomp.org/) per

part del National Institute of Health dels Estats Units d’América. El consorci proposa
tres criteris principals per a la validacié de soques aptes com a models de ND (Taula 3):

) una disminucié major del 50% en la TFG durant la vida de 'animal

1)) un augment 10 vegades superior en els valors d’albuminuria en

comparacio als animals del grup control aparellats per edat i génere

1)) preséncia de canvis histopatologics que inclouen: avancada expansié
de la matriu mesangial, esclerosi nodular i mesangiolisi, engruiximent de
la MBG de més del 50% en comparacié al basal mesurat per técniques
de microscopia electronica, hialinosi arteriolar en qualsevol grau i fibrosi
tubulointersticial
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CRITERIS DE VALIDACIO Referents a la funcié renal
1 TFG disminuit >50% durant la vida de l'animal
2 Albumindria augmentada =10 vegades en comparacio als controls de la soca (aparellats per edat | sexe)

Referents a la patologia renal
Avangada expansit de la matriu mesangial tmesangiolisi | esclerosi nodular

Patologia glomerular

3 Esclerosi mesangial (augment >50% volum mesangial)
Patologia vascular Hialinosi arteriolar
Patologia tubulointersticial Fibrosi tubulontersticial

Taula 3.- Criteris de validacio funcionals i estructurals per a I’establiment de models

murins de ND experimental. Taula modificada del Diabetic Complications Consortium.

Com ja s’ha esmentat i malgrat els esforgos del consorci, no existeix actualment
cap model que reuneixi els tres punts descrits. Per tant, a I'hora de treballar amb
models murins de ND, cal enfocar els criteris de validacié com a objectius a assolir i no
pas com a condicions requerides (Brosius et al. 2009). Aixi, sembla necessaria la
creacio de nous models que s’apropin més a la ND en humans. En aquest sentit,
recentment han aparegut models amb modificacions de la via NOS en diabetis tipus 1 i

tipus 2 on les lesions histologiques sén més evidents (Soler et al. 2012).

B.2. MODELS MURINS DE NEFROPATIA DIABETICA: DIABETIS MELLITUS
TIPUS 1

Els models murins de ND en ratolins que imiten la diabetis tipus 1 es poden
subcategoritzar entre espontanis, induits farmacologicament i modificats genéticament

segons les caracteristiques dels animals a I'hora de desenvolupar la malaltia (Taula 4).

B.2.1. MODELS ESPONTANIS

No obés diabétic (NOD): es tracta d’'un model de ratolins que desenvolupen
espontaniament una DM de caracteristiques molt similars a la DM tipus 1 en humans.
Es tracta del model espontani de DM tipus 1 més extensament estudiat (Kong et al.
2013). Es va obtenir casualment durant I'obtencié d’'una linia de ratolins propensos al
desenvolupament de cataractes a partir de la linia exogénica Jcl:ICR (Makino et al.
1980). La soca NOD endogamica presenta una autoimmunitat d’origen poligénic que
afecta gens del MHC i que provoca una destruccid progressiva de les cél-lules

pancreatiques per insulinitis, amb un inici a les 3-4 setmanes de vida (Atkinson & Leiter

28



INTRODUCCIO

1999). Una altra caracteristica rellevant d’aquest model és la variable franja d’edat en
que pot apareixer la diabetis. La hiperglicemia en el model NOD té un marcat
dimorfisme sexual amb a una major taxa d’aparicioé de la diabetis en femelles, que és
d’'un 80% aproximadament a les 30 setmanes d’edat, en comparacio als mascles, que
és d'un 20% (Makino et al. 1980). A nivell renal s’ha demostrat que presenten
albuminuria, hipertrofia glomerular i expansié de la matriu mesangial aixi com
alteracions estructurals en el tubul proximal (Maeda et al. 2003; Riera et al. 2014). Un
dels principals problemes de la soca és la necessitat de la terapia amb insulina per
sobreviure durant un periode perllongat de temps (Kong et al. 2013). A més, s’ha
demostrat que la proliferacié com I'expansio de la matriu mesangial es produeixen a
través de l'activacio del TGFB i AGEs amb un mecanisme molt semblant al dels
humans (Sharma & Ziyadeh 1994; He et al. 2000). Malgrat I'abséncia d’'una soca
control estandard, existeixen una serie de models establerts que es poden comparar a
la soca NOD. Algunes de les soques lliures d’insulinitis i diabetis utils com a controls
so6n: NOR/Lt, NON/Lt, NOD-scid i ICR (Leiter 2001).

Insulin-2 Akita: aquest model presenta una mutacié autosdmica dominant en el
gen Ins-2 causant un mal plegament de la insulina. La insulina mal plegada és toxica
per les cél-lules B pancreatiques i, conseqientment, la capacitat dels illots per secretar
insulina es veu disminuida, desenvolupant DM tipus 1 (Yoshioka et al. 1997). Es tracta
doncs d’una alternativa a la toxicitat inespecifica causada per I'estreptozotocina (model
que s’explica amb detall més endavant). Els animals presenten hiperglicémia
(detectada en menor grau en femelles) i una discreta albuminuria (Fujita et al. 2001;
Kong et al. 2013). A nivell renal, s’ha descrit un augment de la matriu mesangial i
engruiximent de la MBG sense preséncia de mesangiolisi ni esclerosi nodular
mesangial. La mutacid inicialment originada en la soca C57BL/6 esta descrita en

diferents fons, que poden fer variar el fenotip renal (Gurley et al. 2010).

B.2.2. MODELS INDUITS FARMACOLOGICAMENT

Estreptozotocina (STZ): es tracta d’'un dels models d’induccié de DM tipus 1 més
extensament emprats. El seu mecanisme d’accio és el seguent: I'estreptozotocina
entra a la cél-lula a través de la unié al transportador GLUT-2 on actua com a agent
alquilant, induint danys a I'’ADN i provocant I'apoptosi per acumulacié de ROS. Tot i
que presenta citotoxicitat inespecifica, actua preferentment en les cél-lules B dels illots

de Langerhans degut a l'elevada expressié de GLUT-2 que presenten (Szkudelski
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2001). Es un model ampliament emprat en el fons C57BL/6, perd també s’ha reportat
el seu Us en d’altres soques (Wolf et al. 1984). El model de diabetis per STZ presenta
lesions a nivell renal com hipertrofia glomerular, expansié de la matriu mesangial (en
grau variable en funcié de la soca murina), hialinosi arteriolar o glomeruloesclerosi
nodular, només en algunes soques amb major susceptibilitat (Wolf et al. 1984). Es, per
tant, un model de toxicitat pancreatica ampliament establert, estudiat i reproduible que
presenta danys similars a la ND descrita en humans (Kong et al. 2013). Existeixen
dues formes estandaritzades per induir DB amb estreptozotocina. Un protocol a dosi
alta consistent en una sola dosi de 150-200mg/Kg que pot presentar toxicitat no
especifica (com per exemple nefrotoxicitat) i un protocol d’administracié a dosis baixes
que consisteix en injeccions de 40-60mg/Kg en 5 dies consecutius. Aquest ultim té
'avantatge de presentar menor nefrotoxicitat renal directa, perd també s’acompanya
d’'una menor taxa d’aparicié de diabetis i menys dany renal (Breyer et al. 2005). En
conclusid, malgrat que requereix ser ajustat en funcié de la soca, la induccié de
diabetis per STZ és un bon model per estudiar les lesions renals provocades per

diabetis.

B.2.3. MODELS INDUITS PER MODIFICACIO GENETICA

OVE26: es tracta d’'un model muri modificat genéticament sobre un fons FVB. Els
ratolins desenvolupen dany pancreatic per sobreexpressio del transgen de calmodulina
regulat pel promotor d’'insulina (Epstein et al. 1989). El model presenta albuminduria,
augment de la PA i disminucié de la TFG, factors que s’ha vist que es desenvolupen
de manera similar a la ND en humans. No obstant, els animals presenten una elevada
taxa de mortalitat i la necessitat de la terapia amb insulina per sobreviure durant un
periode prolongat (Brosius et al. 2009). A nivell de lesions renals, s’ha observat un
augment de la mida glomerular i una expansié nodular i difusa de la matriu mesangial,
expansié de la MBG, glomeruloesclerosi nodular i atrofia tubulointersticial amb

preséncia de fibrosi i infiltrats mononuclears (Zheng et al. 2004).
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MANIFESTACIONS
TIPUS MODEL MECANISME - HISTOPATOLOGIA RENAL
CLINIQUES
Autoimmunitatd'origen ) . ) B
L . L Hipertrofia glomerulari expansio
poligénic que afecta gens Hiperglicemia,
) o ) o de matriu mesangial .
NOD del MHC i provoquen una | albuminuria, polidipsiai
Alteracions estructurals en el
destruccio de les cél-lules polidria.
i tibul proximal.
ESPONTANIS B pancreatiques.
Mutacié autosomica ) L Augment de la matriu mesangial
. Hiperglicémia, discreta ] -
. ) dominanten el gen Ins-2 i engruiximent de la MBG,
Insulin-2 Akita albuminuria, polidipsiai o o
que causa mal plegament 4 sense preséncia de mesangiolisi
. . politria. . .
de la insulina. ni esclerosi nodular mesangial.
Hipertrofia glomerular. Expansio
de la matriu mesangial (el grau
Toxicitat pancreatica per Hiperglicémia, ) i
N varia en funcié de la soca).
INDUITS Estreptozotocina administraciéd’'un agent | albumindria, polidipsiai . .
) o Hialinosi arteriolar o
alquilant politria. .
glomeruloesclerosinodular
nomeés en algunes soques.
Hipertrofia glomerulari expansio
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Taula 4.- Resum dels principals models murins de ND degut a DM tipus 1 i les seves

caracteristiques.

B.3. MODELS MURINS DE NEFROPATIA DIABETICA: DIABETIS MELLITUS
TIPUS 2

Existeixen diferents models en DM tipus 2 que es poden classificar en espontanis,

induits i modificats genéticament (Taula 5).

B.3.1. MODELS ESPONTANIS
LepR*/LepR® (db/db): Obtinguda originalment en la soca C57BLKS, es tracta

d’'una mutacié autosdmica recessiva en el gen del receptor de leptina, encarregat de
regular la sensacié de sacietat (Hummel et al. 1966). Malgrat que és la primera
mutacioé descrita en ratolins que reprodueix un fenotip de DM tipus 2 en humans, cal
esmentar que les mutacions en el receptor de Leptina constitueixen una causa rara
d’obesitat i DM tipus 2 a nivell de la poblaci6é. S’ha observat que el model presenta

obesitat, hiperglicémia i albuminuria, perd no lesions estructurals renals a les 8
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setmanes d’edat (Ye et al. 2006). A partir de les 16 setmanes pero, I'estudi
histopatologic renal revela hipertrofia glomerular, expansié de la matriu mesangial i
engruiximent de la MBG sense presentar mesangiolisi ni esclerosi mesangial nodular
(Lee & Bressler 1981). Es tracta d'un model ampliament emprat en I'estudi de la

nefropatia diabética i 'obesitat morbida en la DM tipus 2 (Soler et al. 2012).

Lep°®/Lep® (ob/ob): Els ratolins ob/ob presenten una mutacié autosomica
recessiva en el gen de la leptina (Chua et al. 1996). Aquest model existeix en diferents
soques com C57BL/6J, DBA2/J i FVB, presentant obesitat, hiperglicémia i albuminuria
pero lleus efectes en la funcio renal (Chua et al. 2002). Per aquest motiu, actualment

esta en desus (Soler et al. 2012).

Agouti: Es tracta d’'un model basat en la mutacié en el gen agouti (A’) que afecta
al pelatge i la regulacio del pes corporal, provocant obesitat, DM tipus 2 i un fenotip de
pel groguenc en la soca KK. Els animals presenten hiperglicémia, albuminduria,
hipertrigliceridémia i uropatia obstructiva (Okazaki et al. 2002). A nivell renal, presenta
hipertrofia glomerular, expansido de la matriu mesangial entre lleu i moderada i
glomerulonefritis segmentaria progressiva (lto et al. 2006). Amb [Il'edat pero,
desenvolupen espontaniament hidronefrosi, pelvis dilatada i atrofia parenquimatosa,

fet pel qual no s'utilitza per a I'estudi de la ND avangada (Ninomiya et al. 1999).

New Zealand Obese (NZO): A diferéncia dels models monogénics anteriorment
esmentats, el model de ratolins NZO és una soca endogamica seleccionada per
obesitat d’heréncia poligénica que es manifesta només en mascles (Kanasaki & Koya
2011). S’ha observat que els animals NZO desenvolupen proliferacié glomerular,
diposits mesangials, engruiximent lleu de la MBG, glomeruloesclerosi que cursa amb
presencia de noduls eosinofilics en alguns glomeruls, hialinosi i inflamacié arteriolar
ocasional. La soca NZO presenta hiperglicemia i albuminuria i també certa
predisposicié a la malaltia autoimmune ja que s’han detectat caracteristiques de
nefritis lUpica i no només per diabetis (Melez et al. 1980), pel que no es un model

emprat en estudi de ND.

B.3.2. MODELS INDUITS

Dieta rica en greixos (“high fat diet” HFD): En aquest model la induccio
d’obesitat i la resisténcia a la insulina, es realitza a través d’'una dieta rica en greixos

en el fons C57BL/6 (Black et al. 1998). Tot i que I'efecte de la dieta varia molt en funcié
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de la soca (Black et al. 1998), esta considerat un bon model de ND i d'arteriosclerosi
en DM tipus 2 (Schreyer et al. 1998). A nivell renal els ratolins que segueixen una dieta
HFD presenten expansid mesangial i glomeruloesclerosi terminal juntament amb
acumulacio lipidica, infiltracié per macrofags i un augment de 'estrés oxidatiu (Deji et
al. 2009).

B.3.3. MODELS INDUITS PER MODIFICACIO GENETICA
eNOS*° / db/db: Resulta de creuar animals db/db de la soca C56BL/KS amb

animals deficients per la sintasa endotelial de I'dxid nitric (eNOS*°) (Zhao et al. 2006).
Els animals presenten obesitat, hiperglicemia, hipertensid, albuminuria i disminuci6 de
la TFG (Inagi et al. 2006). Es tracta d’'un model potent per a I'estudi de la ND ja que
presenta lesions tipiques de ND avangada: expansié de la matriu mesangial,
engruiximent de la MBG, hialinosi arteriolar, mesangiolisi, microaneurismes,
glomeruloesclerosi nodular segmental i focal, noduls Kimmelstiel-Wilson, acumulacio

de fibronectina glomerular, fibrosi tubulointersticial minima.

BTBR®"°": Recentment s’ha descrit la mutacié ob/ob en la soca BTBR (Clee et al.
2005). El model presenta un fenotip de ND molt semblant a la humana: dany
glomerular, expansié mesangial i mesangiolisi i pérdua podocitaria amb augment
progressiu de I'albuminuria amb I'edat. Es tracta doncs, d’'una soca molt atractiva per a
I'estudi de la ND en DM tipus 2 (Hudkins et al. 2010).
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MANIFESTACIONS
TIPUS MODEL MECANISME - HISTOPATOLOGIA RENAL
CLINIQUES
Mutacio en el gen del
) Obesitat, hiperglicémia, | _ )
receptor de la leptina Hipertrofia glomerular, expansio de la matriu
db/db » polidria, polidipsia, o .
que afecten la sensacié o o mesangiali engruiximent de la MBG.
) polifagiai albumindria.
de sacietat.
Mutacio en el gen de la | Obesitat, hiperglicémia,
oblob . ) . Efectes lleus en I'estructura renal.
leptina. polifagiai albumindria.
Mutacio en el gen agouti Hiperglicémia,
tecta ol pelatgei el Jbumindri Hipertrofia glomerular, expansio de la
Agouti que afecta al pelatge i e albuminuria, } _ ) .
ESPONTANIS (K?( AY) o matriu mesangial entre lleu i moderada i
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. . . glomerulonefritis segmental progressiva.
obesitati DM2. uropatia obstructiva.
Proliferacié glomerular, diposits mesangials,
engruiximent lleu de la MBG,
Inducci6 d’obesitati o ) o .
] ] ) Hiperglicémiai glomeruloesclerosi, preséncia de noduls
NZO diabetis per heréncia ) N . :
N albumintria. eosinofilics en alguns glomeéruls, hialinosi i
poligénica. . B i .
inflamacio arteriolar ocasional.
Caracteristiques de nefritis per lupus.
Induccio d'obesitat i ) L . o _
o . . Hiperglicémia, Expansio mesangial i glomeruloesclerosi
. resisténciaa la insulinaa o ) ) ) B
INDUITS HFD ) albumindriai sindrome terminal. Acumulacio lipidica, infiltracio
través d'una dieta alta en
) metabolic. (macrofags), augment de I'estrés oxidatiu.
greixos.
Expansié mesangial, engruiximent de la
Obesitat, hiperglicémia, MBG, hialinosi arteriolar, mesangiolisi,
hipertensid, polidria, microaneurismes, glomeruloesclerosi
eNOS--/ Creuament db/db amb o o _ .
polidipsia, polifagia, nodular segmentali focal, noduls
db/db eNOS-.
albumindriai Kimmelstiel-Wilson, acumulacio de
MODIFICATS T . s
GENETICAMENT disminuciodel TFG. fibronectina glomerular, fibrosi tabul-
intersticial minima.
Hiperglicémia, B o
. o Dany glomerular, expansié mesangial i
} Creuament de la soca hipertrigliceridémia,
BTBRobv® T o mesangiolisii pérdua podocitaria
BTEBR amb ob/ob. polifagiai albumindria
) progressius
progressiva amb I'edat

Taula 5.- Resum dels principals models murins de ND en DM tipus 2 i les seves
caracteristiques.

C. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

C.1. GENERALITATS

El sistema renina angiotensina (SRA) consisteix en una cascada hormonal amb
implicacions en la regulacié de la pressio arterial sanguinia aixi com en 'homeostasi
dels fluids i els electrdlits en I'organisme (Peach 1977).
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El sistema tal i com s’ha descrit classicament, s’inicia quan la renina, un enzim
proteolitic sintetitzat a I'aparell juxtaglomerular renal, s’allibera a la circulacié general
en resposta a vasodilatacid, nivells baixos de sodi i a 'augment de l'activitat simpatica
(Marcus et al. 2013). La renina trenca l'angiotensinogen (Agt) produint el decapétid
angiotensina | (Ang-l). Aquesta Ang-l sera degradada a l'octapéptid angiotensina Il
(Ang-Il) per accié6 d'una dicarboxipeptidasa coneguda com a enzim convertidor
d’angiotensina (ECA) (Figura 2). L’Ang-Il, principalment a través de la seva unié als
receptors d’angiotensina de tipus 1 (AT1R) exerceix una série d’accions a curt i llarg

termini que es citen a continuacié (Ruggenenti et al. 2010).
Entre les accions a curt termini s’enumeren:
a) Constriccio de les ceél-lules de la musculatura vascular llisa de les arterioles.
b) Reabsorcié de sodi a nivell dels tubuls renals.
c) Estimulacié de la secrecié d’aldosterona.
d) Augment de la resposta simpatica.
Altres efectes a llarg termini inclouen:
a) Estimulacio de la fibrosi, proliferaci6 i diferenciacio cel-lular.
b) Inflamacié.
c) Apoptosi.
d) Generacié de ROS.

e) En dultima instancia, la inhibicié de lalliberament de la renina al torrent

circulatori.

Els inhibidors d’ECA (iIECA) i els bloquejants dels AT1R (ARB) han demostrat les
importants implicacions que té el SRA a nivell cardiovascular i en la fisiopatologia de la
malaltia renal d’origen diabétic (Brenner et al. 2001; Lewis et al. 1993). Estudis
posteriors han demostrat una important interrelacio entre el sistema i patologies com la
diabetis (Bindom & Lazartigues 2009; Hardtner et al. 2013) o la insuficiéncia

respiratoria pulmonar aguda (Imai et al. 2005).
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A nivell clinic, el tractament amb iECA i/o ARB en pacients amb ND ha demostrat
disminuir 'albuminuria i ésser capacgos de frenar la progressio de la ND a malaltia renal

terminal, convertint-los en els farmacs d’eleccié preferent (De Zeeuw et al. 2004).
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Figura 2.- Esquema general del sistema renina angiotensina i dels seus principals
elements. Per acci6 de la renina, I’Agt es trenca a Ang-I que és degradada per ECA a Ang-Il,
exercint les seves accions, principalment a través del receptor AT1. L’acumulacié d’Ang-Il es
prevé gracies a l'accio d’ECAZ2 obtenint Ang-(1-7), que exercira efectes oposats a Ang-Il per
unié al receptor MAS. Les fletxes continues indiquen substrats, enzims i receptors d’accié

preferencial.

Com ja s’ha comentat, el sistema es va descriure, en un principi, com una cascada
endocrina circulant on els diferents components eren sintetitzats en teixits concrets
al fetge (Deschepper 1994), la de la renina a nivell renal (Imai et al. 1983) i la de TECA
al pulmé (Studdy et al. 1983). No obstant en les darreres décades s’ha demostrat la
preséncia dels elements del SRA en diferents drgans, donant suport a I'existéncia d’'un
SRA tissular (Leung 2007). Per tant, hi ha evidéncies clares sobre I'existéncia d’'un

SRA local amb accions paracrines, autocrines i intracrines independents de la funcio
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reguladora sobre la PA i 'homedstasi dels fluids corporals que coexisteix i interactua

via endocrina amb un SRA sistémic circulant (Astin et al. 2013; Paul et al. 2006).

C.2. ENZIM CONVERTIDOR D’ANGIOTENSINA (ECA2)

L’any 2000, amb I'objectiu de trobar I'enzim responsable de la formacié de I'Ang-
(1-7), es van realitzar estudis gendmics per obtenir sequéncies homologues a I'ECA a
partir d’'una llibreria d’ADN codificant procedent d'un ventricle de cor huma amb
insuficiencia cardiaca. D’entre les 19000 sequéncies obtingudes, es va clonar el gen
de I'enzim convertidor d’angiotensina 2 (ECA2) codificant per un péptid biologicament
actiu i amb un 42% d’identitat amb el domini catalitic de 'ECA, suggerint-ne un origen
per duplicacié a partir d’'un ancestre comu. Mitjancant I'analisi de I'expressid génica es
va determinar que 'ECAZ2 s’expressava especificament en I'endoteli cardiac, el ronyd i
en menor mesura en els testicles (Donoghue et al. 2000). Estudis realitzats
posteriorment sobre la distribucié tissular de 'ARN missatger (ARNm) en ratolins i
rates han determinat també la preséncia d’ECA2 en d’altres 6rgans com el pulmo, la
bufeta urinaria, I'estémac, ['ili, el colon, el tronc de I'encéfal i el teixit adipdés (Gembardt
et al. 2005; Hamming et al. 2004; Riviere et al. 2005) (Figura 3).
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Figura 3.- Estudi de I'’expressié de 'ARNm en diferents teixits de ratoli. A) Resultats
de 'RNAse protection assay en diferents teixits de ratolins de la soca C57BL/6. A I'esquerra:
bandes especifiques de 'ARNm d’ECAZ2 i de rl32 (control). A la dreta: expressio de les sondes
ECAZ2 i rl32. B) Quantificacio de I'assaig de proteccié de '’ARNasa en ratoli (barres blanques) i
en rata (barres negres). Valors expressats en percentatge en relacio a la quantificacio en el
pulmé establerta al 100% (N< 4). Les expressions s’han estudiat en: 1. ventricle, 2. ronyo, 3.

pulmé, 4. fetge, 5. testicles, 6. bufeta urinaria, 7. prosencéfal, 8. melsa, 9. tim, 10. estémac, 11.
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ili, 12. colon, 13. tronc de l'encefal, 14. auricula, 15. teixit adipds. *p<0,05; **p<0,01;

***p<0,0001 en ratoli en comparacié amb rata. Figura modificada de Gembardt et al. (2005).

S’ha identificat que el gen eca2 en humans es troba a la banda 22 del brag p del
cromosoma X (Xp22.2) (Crackower et al. 2002). En el genoma de ratoli, en canvi, tot i
que també es troba localitzat cromosoma X, el locus d’ECAZ2 es situa a la banda F5 del
brac q (Komatsu et al. 2002), entre la posicié 164139332 i la 16418842Mb de la
cadena + (XgF5). Com en humans, la seqiiéncia en el genoma de ratoli consta de 19
exons, 18 dells codificants per 'enzim ECA2, una proteina de 805 aminoacids de

llargada i un pes molecular de 90kDa (Tipnis et al. 2000) (Figura 4).

e ECAZ |19 axans)

H——HHHH—H— I H

Figura 4.- Localitzacié del gen eca2 en el genoma de ratoli (Mus musculus) segons
I'anotacié a la base de dades Ensembl. Esquema del bra¢ q del cromosoma X. Els diferents

colors corresponen a les citobandes.

L’ECA2 es una proteina transmembrana composta per un péptid senyal N-terminal
a la regid extracel-lular, una regi6 d'ancoratge a la membrana i una porciod
citoplasmatica C-terminal. En la regié extracel-lular es localitza el centre actiu que
conté una unica sequéncia HEMGH d’unié a zinc (Tipnis et al. 2000; Donoghue et al.
2000). A través d’aquest domini catalitic, 'TECA2 actua com a monocarboxipeptidasa,
ja que hidrolitza un sol aminoacid de I'extrem C-terminal de I'Ang-Il, afavorint la
produccio d’Ang-(1-7) i contrarestant aixi I'accié de I'eix ECA/Ang-Il (Der Sarkissian et
al. 2006). A través de la uni6 de 'Ang-(1-7) amb el receptor MAS acoblat a proteina G,
es desencadenen les accions de I'eix ECA2/Ang-(1-7), basicament contraposades a
les de I'eix ECA/Ang-Il entre les quals hi ha accions vasodilatadores i de proteccio
vascular, efectes anti-fibrotics, anti-proliferatius i anti-inflamatoris (Bindom &

Lazartigues 2009; Santos et al. 2008) (Figura 5). Tot i que s’han descrit altres
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substrats (apelina 13 i dinorfina A 1-13), ’Ang-Il constitueix I'inic substrat amb elevada
afinitat per ECA2 en el marc del SRA (Vickers et al. 2002).
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Figura 5.- Representaci6 de I'activitat enzimatica de la monocarboxipeptidasa ECA2.
La fenilalanina (hidrofobic) de I'extrem C-terminal de I’Ang-Il (un octapéptid) és hidrolitzat per
I'ECA2, a través del motiu HEMGH d’unié a zinc del centre actiu, alliberant Ang-(1-7).

L’ECA2 és una carboxipeptidasa amb accions principals a nivell del SRA i, per
extensio, amb impacte a nivell cardiovascular i renal. No obstant, se li han atribuit
altres funcions bioldgiques independents del SRA i que no impliquen la seva activitat
enzimatica. En primer lloc, a nivell pulmonar, TECA2 és un receptor funcional pel
coronavirus causant de la sindrome respiratoria aguda severa (SARS-CoV). A través
del domini N-terminal de I'enzim, la proteina Spike expressada pel SARS-CoV
interacciona amb ECAZ2, afavorint-ne I'endocitosi i la infeccid (Kuhn et al. 2004). A
nivell intestinal, s’ha demostrat que 'lECA2 a través del seu domini C-terminal, s’'uneix
al transportador d’aminoacids B°AT1. D’aquesta manera ECA2 afavoreix en lintesti
I'absorcié d’aminoacids neutres provinents de la dieta, de manera similar a I'accié en el
ronyé de la colectrina (Camargo et al. 2009) que és una proteina no catalitica
implicada en la reabsorcié d’aminoacids, la proliferacié de cél-lules B pancreatiques i
possiblement en I'exocitosi de la insulina (Cechova et al. 2013). En darrer lloc, altres
estudis han comprovat la unié entre ECA2 i la integrina B1 en homogenats de mostres
de cor dorigen huma amb fallada cardiaca, suggerint el paper d’ECA2 en la

senyalitzacio per integrines en malalties cardiovasculars (Clarke et al. 2012).

La varietat de funcions moleculars atribuides a 'ECA2 s’expliquen a través de la

seva estructura (Figura 6). D’'una banda, com s’ha comentat anteriorment, ECA2
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presenta un 42% d’identitat amb 'ECA en la regié N-terminal corresponent a la
sequéncia aminoacidica del centre actiu (Tipnis et al. 2000). D’altra banda, en el seu
domini transmebrana (regié C-terminal), 'enzim mostra un 48% d’identitat amb la
colectrina (Zhang et al. 2001). Per tant, ECA2 és una proteina quimeérica que presenta

una regio d’elevada homologia amb 'ECA perd també una altra amb la colectrina.

HEMGH EMGH
Ps / \ ™

ECA  nH, l COOH

HEMGH /

PS i ™
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= 1]

COLECTRINA NH, B coox

Figura 6.- Comparacié dels dominis en I'ECA, I'ECA2 i la colectrina. L’'ECA2 és una
proteina quimérica amb elevada homologia amb 'ECA en la regié N-terminal i amb la colectrina
en la regi6 C-terminal. PS= péptid senyal, TM= domini transmembrana, HEMGH= seqliéncia

d’unié a zinc corresponent al centre actiu. Figura adaptada de Turner & Hooper (2002).

Malgrat I'elevada similitud estructural, cal emfatitzar que 'lECA2 i 'ECA presenten
una seérie de diferéncies substancials (Figura 7). En primer lloc, ECA2 és una
monocarboxipeptidasa que conté un unic domini catalitic encarregat d’hidrolitzar un sol
residu del seu substrat (Donoghue et al. 2000). En canvi, 'lECA és una dipeptidil
carboxipeptidasa ja que conté dos centres actius idéntics encarregats d’hidrolitzar els
dos darrers residus del substrat Ang-l (Yang et al. 1971). A través d’aquesta
caracteristica doncs, s’explica el fet que 'ECA2 no és susceptible a l'accio dels
inhibidors de 'ECA (Turner et al. 2002). En segon lloc, com ja s’ha comentat, TECA2
€s un enzim que regula I'activaciéo del SRA: mentre que I'ECA afavoreix la produccio
d’Ang-ll, ECA2 la degrada i en prevé 'acumulaci6 (Figura 6).
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Finalment, en relacio a la distribucié renal, s’ha observat que ambdues proteines
s’expressen tant a nivell glomerular com tubular perd amb un patr6é diferenciat. Al
glomérul s’ha observat ECA2 en mesangi i també s’ha descrit la seva col-localitzacio
amb marcadors podocitaris, mentre que 'ECA, es troba principalment a les cél-lules
endotelials (Ye et al. 2006). D’altra banda, en els tubuls renals, I'expressié d’ECA esta
descrita en les membranes apicals i basolaterals de les cél-lules epitelials mentre que

ECAZ2 es localitza preferentment a la zona luminal (Warner et al. 2005).

ACE ACE2
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Figura 7.- Representacié comparativa de I'estructura entre els enzims ECA i ECA2.
ECA consta d’'un domini transmembrana i dos motius HEMGH d’unié a zinc al centre actiu i

ECAZ2 consta d’un domini transmembrana i un sol motiu HEMGH d’unié a zinc al centre actiu.

D. EL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA EN EL RATOLi NO OBES
DIABETIC (NOD)

Existeixen pocs estudis enfocats en el coneixement del SRA en el model de ratoli

diabétic NOD que s’exposen a continuacio.

Chipitsyna i cols. estudiaren el paper de I'Ang-ll en I'afectacié pancreatica i en
concret en la implicacié en la inflamacié dels illots. Els estudis realitzats in vivo en el
model NOD demostraren que el patré temporal d’expressié d’ECA es correlaciona amb
el de la progressi6 amb insulinitis (Figura 8). Els estudis histologics realitzats
demostren que existeix una col-localitzacié entre la tincid6 per ECA i la del marcador
d’'inflamacié MCP-1 (proteina de quimioatraccié de mondcits tipus 1) en cél-lules dels
illots pancreatics. En aquest estudi es demostra que a través de la sintesi d’Ang-ll

s’indueix I'expressio de MCP-1 en el pancrees (Chipitsyna et al. 2007).
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Figura 8.- Estudi de I'activacié del SRA en el model NOD. A) L’expressio proteica
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d’ECA augmenta en el pancrees del grup diabétic (13-15 setmanes d’edat) en comparaci6 al no
diabetic (2-4 setmanes d’edat). En el grup amb diabetis severa (20-22 setmanes d’edat)
l'augment es multiplica practicament per 3 en comparacié als no diabéetics. B) L’estudi de
I'expressio génica mostra el mateix patré temporal que I'expressié proteica. C) Col-localitzacio
d’ECA i MCP-1 en el pancrees endocri dels animals NOD (imatges a 200 augments). D) Analisi
in vitro de I'expressio génica de MCP-1 en cél-lules de pancrees d’animals NOD tractats amb
Ang-ll, amb o sense tractament previ amb IL-18 (un inductor de l'expressi6 de MCP-1 al
pancrees) i losartan (un ARB). L’Ang-Il indueix I'expressio génica de MCP-1 i es potencia per
efecte de la IL-1B. L’addicié de losartan bloqueja la induccié de MCP-1 a través d’Ang-Il. Figura
modificada de Chipitsyna et al. (2007).

En la linia de la interacci6 entre diabetis i SRA, s’ha pogut establir que la terapia
amb iECA contribueix a una millora en la hipertensié i malaltia renal en humans i, fins i
tot, a una prevencié del risc cardiovascular més enlla del seu impacte en el SRA (Imai
et al. 2011). Aquest fet també esta provat en diferents models experimentals. L’estudi
de Bucci i cols. avalua les modificacions en la contractilitat vascular, la glicosuria i la
poliuria, principals caracteristiques de la diabetis en el model NOD, en resposta a la
terapia amb iECA, en concret amb zofenopril i enalapril (Bucci et al. 2008) (Figura 9).
Els resultats mostren que en ratolins NOD diabétics, el tractament amb iECA
reestableix la contractilitat vascular, disminueix el grau de poliuria i, com a tractament
profilactic, alenteix I'aparicié de diabetis. En el treball també s’observen diferéncies en
els efectes dels dos IECA estudiats degut a, probablement, la preséncia d’un grup
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sulfhidril lipofilic en el zofenopril que n’assegura I'entrada i els efectes a llarg termini en

els teixits.
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Figura 9.- Efectes de la terapia amb iECA en la diabetis. A) Retard en I'edat d’aparicié
de la diabetis en el tractament amb zofenopril en comparacié al grup NOD diabetic no tractat.
B) Major reduccié de la polidria en els grups diabétics tractats amb zofenopril en comparacié6 al

tractat amb enalapril. Figura modificada de Bucci et al. (2008).

Més enlla de la diabetis estrictament i en referéncia a la ND, si bé hi ha certs
estudis que detecten albuminudria en ratolins NOD (Xiao et al. 2009), poca és la
informacio que existeix sobre el SRA en aquesta soca per altres criteris com serien la
TFG, la PA i la histopatologia. Per tant, tot i tractar-se d’'un bon model de DM1 a
bastament emprat en immunologia, el seu Us en nefrologia per a I'estudi de la ND no
esta massa estés i, en consequéncia, hi ha poca informacié sobre les alteracions

renals derivades de la diabetis a nivell del SRA en els ratolins NOD.

En el treball publicat per Maeda i cols. s’estudien lesions renals en la soca NOD i,
tot i que no caracteritza en profunditat el SRA, analitza els nivells de renina en la
progressi6 de la fase aguda de la diabetis (Maeda et al. 2003). Mitjangant
immunohistoquimica determinen tincid positiva per renina en les ceél-lules
juxtaglomerulars de l'arteriola aferent. Els resultats a 0, 10, 20, 30 i 40 dies de malaltia
sense I'administracié d’insulina, no mostren alteracions en I'expressio de renina, ni en

intensitat ni en localitzacié (Figura 10).
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Figura 10.- Valoraci6 de I’expressid de renina a nivell renal en la progressié de la
fase aguda de la diabetis. A) Imatge representativa de la deteccié de renina renal per
immunohistoquimica en animals NOD després de 40 dies de diabetis (esquerra) i als 6 mesos
d’edat (dreta) sense glicosuria (dreta). B) No s’observen diferéncies en I'analisi del nombre
d’arees positives per renina entre animals diabetics (a 0, 10, 20, 30 i 40 dies, barres blanques)
en comparacié a animals NOD no diabétics de 6 mesos d’edat (barra ratllada) i animals de la

soca ICR aparellats per edat (barra negra). Figura modificada de Maeda et al. (2003).

El grup de Segev i cols. també estudia la ND en el model NOD en femelles a partir
de les 12 setmanes d’edat perd centrant-se, no tant en la caracteritzacié del SRA, si no
en la terapia i, concretament, en els efectes d’analegs de la somatostatina en
comparacio als iECA, tractament estandard de la ND (Segev et al. 2004). En aquest
sentit, els resultats principals de I'estudi mostren una disminucié en la hipertrofia i
fibrosi renal, en la hiperfiltracié i en l'albumindria d’animals tractats. Aixi, com en
humans, el tractament amb iECA en el model NOD aconsegueix revertir el fenotip dels

criteris de ND estudiats després d’'un seguiment de 4 setmanes (Figura 11).
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Figura 11.- Efectes del tractament amb iECA i analegs de la somatostatina sobre la
ND. a) Analisi de l'aclariment de creatinina i de l'excrecié d’albumina. Els valors es troben
augmentats en el grup diabétic. Els diferents tractaments (dos analegs de la somatostatina (DS
i DO), iECA (DA) i la combinacié (DAS)) disminueixen el fenotip. b) Fotografies representatitves
de glomeruls a 400 augments amb tincié de col-lagen tipus IV (marcador de diposits de MEC)
en el grup control (C), el diabétic (D) i en els diferents tractaments emprats (DS, DO, DA i DAS).
Les terapies (incloent |[ECA) aconsegueixen disminuir la intensitat de la tinci6. Figura
modificada de Segev et al. (2004).

Un altre dels treballs que aprofundeix en la caracteritzacié del SRA en el model
NOD és el realitzat per el grup de Colucci i cols., on es valorava tant 'activitat com
'expressio proteica d’'ECA en diferents teixits, i especificament en el ronyd, de
femelles NOD (Figura 12). Els resultats obtinguts demostren un augment de l'activitat
enzimatica i I'expressié proteica de I'ECA renal en animals diabétics. La
immunohistoquimica revela un augment de I'expressio d’ECA en el cortex (tubuls
proximals) en animals diabétics en comparacioé als controls no diabétics. També es
descriu poc dany estructural sense presentar diferéncies en les concentracions d’Ang-I
i Ang-ll renals (Figura 12). En relaci6 a 'ECA2, s’observa una disminucié de
I'expressio proteica en ronyo. Els investigadors conclouen el model diabétic NOD
presenta un augment de 'lECA acompanyat d’'una disminucié de 'lECA2 en el ronyo,
fet que contribuiria a una major lesié renal i a desencadenar una ND manifesta. No
obstant el numero de ratolins emprats per a la realitzacié de I'estudi de I'expressié de
'ECAZ2 en ronyd no esta especificat (Colucci et al. 2011). En altres models estudiats
com el ratoli diabétic STZ (tipus 1) i el db/db (tipus 2) s’ha observat una disminucié de
'ECA i un augment del ECA2 a nivell cortex renal en comparacié amb els controls no
diabétics (Ye et al. 2006; Wysocki et al. 2006; Soler et al. 2007a).

Figura 12.- Analisi de I'activitat ECA i de la histologia renal en animals diabétics
NOD. A) Activitat enzimatica de 'ECA entre el grup control (CT-NOD) i el grup diabétic (D-

NOD) en diferents teixits. B) Histologia renal per tincié6 d’hematoxilina-eosina a 100 augments
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en el grup CT-NOD. C) Histologia renal per tincié d’hematoxilina-eosina en el grup D-NOD. No
s’observa un dany estructural evident en animals diabétics de la soca NOD. Figura modificada
de Colucci et al. 2011.

L’estudi publicat recentment en el nostre grup, va més enlla i analitza
detalladament 'TECA2 com a element del SRA implicat en ND tant incipient com
avancada emprant el ratoli NOD (Riera et al. 2014). Donat que s’ha descrit un
augment de l'activitat d’ECA2 sérica en pacients amb DM1 i alteracions renals i
cardiovasculars (Soro-Paavonen et al. 2012), en el treball s’estudia la funcié renal i
l'activitat de I'enzim en el sérum i l'orina de femelles de la soca NOD aixi com I'efecte
de l'administracié d’insulina. Es van observar alteracions tant en la PA com en els
indicadors de funcié renal (augment en 'EUA i en la TFG) aixi com alteracions
estructurals (disminucié del nombre de poddcits, augment del mesangi i engruiximent
de la MBG) en el grup diabétic. L’activitat ECA2 es va trobar augmentada en sérum i
orina aixi com en el cortex renal, on I'expressié proteica també era elevada en
comparacio als controls. El tractament amb insulina va aconseguir revertir les
alteracions secundaries a ND incipient (Figura 13). L’estudi conclou que el model NOD
de diabetis presenta caracteristiques corresponents a la ND incipient en humans i
alteracions de I'ECA2 en seérum i orina que es poden prevenir mitjancant

'administracio d’insulina.

. .

. .

(RFWplhr)
o K Ok B

Serum ACE2 activity
(RFUljueCrearhe)

Urine ACEZ activity

Comtrel Disbetic Distese Comtrol Ciabetic Disbetc Contrel Disbetic Disbwtic Control Disbetsc Dbt
S ] i -

Early Stage Group Late Stage Group Early Stage Group Late Stage Group

1]
o

~ /I 20

15 7

cortical ACE2 expression
{ACE2/{-actin)

Renal Cortical ACE2 activity
(RFUlug/hr}

Comtrol Dubetic Control Diatwtc Distw

s e NS
Early Stage Group Late Stage Group Early Stage Group

Figura 13.- Activitat enzimatica d’ECA2 en el sérum, orina i cortex renal i expressio

proteica en el cortex renal de ratolins NOR, NOD i NOD tractats amb insulina als 21 i 40

46



INTRODUCCIO

dies de diabetis. S'observa un augment en l'activitat enzimatica ECA2 en (A) sérum, (B) orina i
(C) cortex renal i també augment de I'expressié proteica ECA2 en cortex renal (D) en la soca
NOD diabética (barres negres) en comparacié a la soca NOR control (barres blanques), tant en
I'estadi de diabetis incipient com de diabetis avangada. Els efectes de la terapia amb insulina

es representen amb les barres ratllades. Figura de Riera et al. (2014).

També s’ha estudiat la implicaciéo del SRA en altres complicacions relacionades
amb la diabetis com seria la retinopatia diabética (RD) en el model NOD. La RD és la
primera causa de ceguesa en els paisos occidentals (Rossing 2005). Es tracta d’'una
complicacié microvascular de la diabetis que comporta l'alteracié de la circulaci6 retinal
a través de mecanismes vasoconstrictors. Donat que s’ha descrit la preséncia del SRA
en l'ull, i que en concret 'Ang-Il té accions vasoconstrictores entre d’altres, I'estudi
realitzat per Lee i Harris hipotetitza la implicacié de I'Ang-Il i el tromboxa en la
constriccid arteriolar i en la disminucié del flux sanguini vascular a nivell ocular en el
model NOD (Figura 14). Els investigadors, mitjangant I'administracié de losartan (un
ARB) i ozagrel (un inhibidor de la sintasa del tromboxa), conclouen, que l'accid
vasoconstrictora tant de I'Ang-lIl com el tromboxa contribueix a les complicacions
retinals en diabetis, confirmant la implicacié del SRA en els mecanismes d’accio (Lee
& Harris 2008).
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Figura 14.- Analisi de la taxa del flux arteriolar en la retina. En els animals diabetics hi
ha una disminucié significativa del flux (barra gris fosc) en comparacioé als controls no tractats
(barra blanca). El tractament amb ozagrel (barra ratllada gris fosc), losartan (barra negra) o el
combinat (barra negra ratllada) en animals diabéetics reverteix amb exit la disminucié del flux
arteriolar en comparacioé al grup diabetic (barra gris fosc). Figura modificada de Lee & Harris
(2008).
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E. ESTUDI DE L’ECA2 EN MODELS EXPERIMENTALS

Des de la seva identificacié I'any 2000 com a un regulador negatiu del SRA
(Donoghue et al. 2000), 'lECA2 s’ha proposat com una possible diana terapéutica
obrint tot un nou ventall de possibilitats en el tractament tant de malalties renals com
cardiovasculars. Per aquest motiu, tant la inhibicié a través de farmacs com I'ablacio
genética, han constituit una eina clau en l'estudi de I'impacte de 'ECA2 en la

fisiopatologia cardiovascular i renal en models experimentals.

E.1. EFECTES DE LA DELECIO DEL GEN eca2 EN EL SISTEMA
CARDIOVASCULAR

Es coneix que el SRA és un dels reguladors principals de la PA. Ja que 'ECA2 es
va descriure per primera vegada en ronyd i en cor, s’ha especulat en un possible paper

rellevant d’ECAZ2 a nivell cardiovascular.

L’any 2002, el grup de Crackower i cols. presenta el primer estudi en ratolins (en
un fons mixt derivat de les soques 129/SvEV i C57BL/6) amb delecio del gen de 'eca2
en la regio del centre actiu (Crackower et al. 2002). En l'estudi, els investigadors
demostren que els mascles de la soca C57BL/6 ECA2 knockout als 6 mesos d’edat
presenten una disminucio en la funcié contractil cardiaca i en la PA acompanyada d’'un
lleuger aprimament de les parets i un augment en les dimensions de la cambra
ventricular. Malgrat aquestes observacions, no es reporten signes d’hipertrofia i/o

fibrosi cardiaca (Figura 15).
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Figura 15.- L'absencia d’ECA2 en ratolins provoca defectes en la contractilitat
cardiaca en mascles als 6 mesos d’edat. A) Panells superiors: seccions de cor tenyides amb

hematoxilina/eosina mostren un engruiximent de la paret ventricular en animals ECAZko.
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Panells inferiors: abséncia de fibrosi intersticial en els animals ECA2ko. B) Els mascles ECAZ2ko
als 6 mesos d’edat presenten disminucié significativa de la PA. Figura modificada de
Crackower et al. (2002).

Posteriorment, el grup de Yamamoto i cols. genera un nou model knockout per
ECA2 a través de la delecié de I'exd 3 en ratolins derivats de les soques 129/SvEV i
C57BL/6. Els investigadors observen un fenotip cardiac diferent al descrit pel grup de
Crackower i cols., sense observar diferéncies en la funcid contractil ni en la morfologia
cardiaca entre les 12 i les 14 setmanes d’edat. L'estudi va més enlla i, a través de la
tecnica de la constriccio transversal de 'aorta (TAC) valora 'efecte de la delecio de
'ECA2 en resposta a una sobrecarrega de pressi6 com a model d’insuficiéncia
cardiaca. En abséncia d’ECA2, els ratolins presenten un augment de la hipertrofia
cardiaca i una major mortalitat per congestié pulmonar en comparacié als animals
controls (Figura 16). Per tant, segons els investigadors, I'abséncia ’ECA2 no mostra
un paper rellevant en la regulacié normal de la funcié cardiaca, perd si que influeix en
el desenvolupament d’hipertrofia cardiaca i en la reduccié de la contractilitat cardiaca

en resposta a una sobrecarrega de la pressié (Yamamoto et al. 2006).
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Figura 16.- Efecte de la delecié de 'ECA2 en un model de sobrecarrega de la pressio
cardiaca. A) Seccions de cor tenyides amb hematoxilina/eosina. Després de la TAC els
animals knockout presenten un engruiximent de la paret i dilatacio de la cambra ventricular, no
observable en condicions normals (panells superiors). El tractament amb I'’ARB candesartan
(TAC+C) atenua el fenotip post-TAC (panells inferiors). B) Quocient pes cor/pes corporal com a
index d’hipertrofia cardiaca. Els animals knockout presenten major hipertrofia després de la
TAC. C) Analisi de la mort cardiaca a través de la corba Kaplan-Meyer. Els animals knockout

presenten més mort per fallada cardiaca. Figura modificada de Yamamoto et al. 2006.
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Paral-lelament, el grup de Gurley i cols. genera una tercera linia de ratolins
knockout per ECA2 també a partir de la delecié de la seqiiéncia del centre actiu tant en
les soques congeéniques 129/SvEV i C57BL/6 com en diferents cohorts en un fons mixt
entre 129/SvEV i C57BL/6. Els resultats a les 24 setmanes d’edat mostren que,
contrariament a les dades recollides per Crackower i cols., no s’observen signes
rellevants d’hipertrofia ni alteracions en la funcidé cardiaca en cap de les tres linies
estudiades. En l'estudi de la PA, s’observa un augment significatiu en la pressio
arterial en els animals knockout per ECA2 en la cohort d’'animals amb un fons mixt i en
la soca C57BL/6 (Figura 17). Es interessant mencionar que amb la infusié d’Ang-lI
s’observa un increment significatiu de la PA en els ratolins knockout per ECA2
independent de la soca estudiada. L’analisi conjunta dels resultats suggereix que el
paper dECA2 a nivell cardiovascular és el de regulador de la PA a través del

metabolisme de ’Ang-Il (Gurley et al. 2006).
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Figura 17.- Troballes ecocardiografiques i de PA en animals ECA2 knockout. A)
Valors ecocardiografics obtinguts en ratolins conscients. S'observen diferéncies significatives
en els animals knockout pel que fa al diametre diastolic del ventricle esquerre (LVDd) en el fons
mixt i en la freqiiencia cardiaca (HR) en el fons C57BL/6. Altres parametres que es van avaluar
sense obtenir diferencies entre els grups estudiats soén: el diametre sistolic del ventricle
esquerre, la paret intraventricular, la paret posterior, el temps d’ejeccié, la fraccio
d’escurgcament, la massa del ventricle esquerre i la velocitat mitjana de I'escurgament de la
circumferencia de la fibra. B) Valors de PA obtinguts entre els grups estudiats. S’observa un
augment significatiu en els animals knockout en la cohort d’animals de fons mixt i en el fons
C57BL/6. C) Mesures continuades de la PA en animals knockout (cercles negres) en
comparaci6 als wild-type (cercles blancs). Abans de la infusié d’Ang-Il els valors de PA eren
similars en ambdés grups. Durant la infusié d’Ang-ll la PA augmenta significativament en el

grup knockout en comparacio al wild-type. *p<0,05. Figura modificada de Gurley et al. (2006).

50



INTRODUCCIO

E.2. EFECTES DE LA INHIBICIO | LA DELECIO DEL GEN eca2 EN LA
NEFROPATIA DIABETICA

Els estudis d’'inhibicié s’han realitzat principalment mitjangant 'administracié de
MLN-4760, un inhibidor especific de 'ECA2 no reversible. S’ha demostrat que la
inhibicié farmacologica de I'enzim comporta una major proteindria i dany glomerular i
tubular en ratolins diabétics (Ye et al. 2006; Soler et al. 2007).

L’estudi realitzat per Soler i cols. en un model de DM tipus 1 per estreptozotocina
en la soca C57BL/6J mostra com la inhibicié de TECA2 amb MLN-4760 condueix a un
augment de l'albuminuria i a lesions estructurals com ara expansié de la matriu
mesangial glomerular (Soler et al. 2007). La diabetis indueix un augment de I'expressio
d’ECA al glomérul i als vasos renals que s’amplifica amb la inhibici6 d’'ECA2 fent
pensar que les alteracions estructurals i funcionals en animals diabétics amb inhibicio
d’ECA2 es deuen a un possible augment de I'expressié d’ECA i la consequent

acumulacié d’Ang-Il (Figura 18).
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Figura 18.- Analisi histologica renal de la inhibicié farmacologica de I'ECA2. A,B,C)
Analisi de seccions renals amb tinci6 amb periodic acid-Schiff (PAS). Els animals diabétics
mostren lesions renals en comparacié als controls. Aquestes lesions s’accentuen per
I'administracié de l'inhibidor selectiu d’ECA2 (MLN-4760). D,E) Augment del percentatge de
tincié ECA al glomeérul i als vasos renals respectivament en diabétics i en diabétics tractats amb
MLN-4760. Figura modificada de Soler et al. (2007).

Aixi mateix, també s’ha estudiat I'efecte de la inhibicié del ECA2 en el ratoli db/db,
un model de DM tipus 2 (Ye et al. 2006). Els animals tractats amb MLN-4760 mostren
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un augment de l'albumindria i un augment en marcadors de fibrosi, tant en controls

com en animals diabétics (Figura 19).
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Figura 19.- Valoracié de I'EUA i el grau de fibrosi en animals db/db tractats amb
I'inhibidor de 'ECA2 MLN-4760. A) S’observa un augment del quocient albumina/creatinina
en animals diabétics tractats amb MLN-4760 (barra negra) en comparacié als diabétics no
tractats (barra blanca). El tractament amb telmisartan, un ARB, reverteix I'augment en el grup
amb MLN-4760 (barra gris). B) Percentatge de gloméruls tenyits amb fibronectina (un marcador
de diposits de MEC) en animals tractats amb vehicle (barra blanca) i tractats amb MLN-4760
(barra negra) en el grup control i el grup diabétic. El tractament amb MLN-4760 contribueix a un
augment de la fibronectina en animals controls (db/m) i diabétics (db/db). Figura modificada de
Ye et al. (2006).

Més enlla de la inhibicié6 farmacologica, altres grups han abordat I'estudi
mitjangant la delecié génica de TECA2. Com ja s’ha explicat, s’han generat diverses
linies de ratolins knockout per ECA2 amb la finalitat d’estudiar les implicacions
bioldgiques de la perdua d’ECAZ2 a nivell cardiovascular in vivo. No obstant, donada la
rellevancia del SRA a nivell renal, 'impacte de la delecié del gen també s’ha estudiat a
nivell renal. El grup d’Oudit i cols. va demostrar que en animals sans, la disrupcié del
gen de l'eca2 (Crackower et al. 2002) comporta per se el desenvolupament de
glomeruloesclerosi i augment de 'acumulacioé de col-lagen mesangial (Figura 20) que,
de manera progressiva contribueix a un augment de 'EUA i al dany renal clarament

present a les 12 mesos de vida (Oudit et al. 2006).
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Figura 20.- Estudi renal per tincié PAS. Comparativa a I'any de vida en mascles amb
ECA2 (ACE2+/y), en mascles sense expressi6 d’ECA2 (ACE2'/y) i en femelles sense ECA2
(ACE2'/') en imatges augmentades 600 vegades. Els mascles knockout presenten

glomeruloesclerosi, cicatritzacié segmental i hialinosi. Figura modificada d’Oudit et al. (2006).

Partint de les bases establertes pel treball d’Oudit i cols. i donada la implicacié del
SRA també en el dany renal per diabetis (Brenner et al. 2001), aquestes linies s’han
emprat per caracteritzar la influencia ’ECA2 en la patologia i la funcié renal en models
murins de ND.

Un dels primers estudis va ser el del grup de Wong i cols. A través d’un model
sorgit de creuar animals de la soca Insulin-2 Akita (model espontani de DM tipus 1) i
de la soca C57BL/6 knockout per ECA2 van estudiar animals mascle diabétics de 3
mesos d’edat. Els resultats obtinguts mostraven una hipertrofia renal acompanyada
d’'un augment en els valors d’albuminuria i, en relacié a la histopatologia, un augment
de la matriu mesangial i un engruiximent de la MBG (Figura 21). No es van observar
canvis en la PA. Tanmateix, els investigadors van concloure que 'lECA2 és un enzim
important per prevenir el dany renal en diabetis, donada la seva capacitat de degradar
Ang-ll (Wong et al. 2007).

Figura 21.- Valoraci6 de I'EUA i les lesions estructurals en el model Ins-2 Akita amb
delecid en el gen de I'eca2. A) Analisi de 'EUA en orina de 24h en animals control i diabétics.
L’EUA es troba significativament augmentada en els animals diabetics. L’absencia d’ECA2
accentua aquest augment fins a 2 vegades més. B) Fotografies representatives a 600
augments de la tinci6 PAS en glomeéruls d’animals diabétics amb preséncia (esquerra) i en
absencia (dreta) A’ ECAZ2. El grup ACE2%Ins2"/7C%Y presenta lesions estructurals a nivell renal.
Figura modificada de Wong et al. (2007).
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D’altra banda, el treball realitzat per Tikellis i cols. mostra resultats diferents en un
estudi on utilitza ratolins mascles ECA2 knockout (generat pel grup de Crackower i
cols.) diabetics per STZ en fons C57BL/6 (Figura 22). A les 10 setmanes de vida,
aquests animals presenten valors d’albuminuria elevats i augment de la PA sense
modificacions en la hipertrofia i fibrogénesi renal. Inesperadament varen observar una

atenuacio dels valors d’hiperfiltracié glomerular (Tikellis et al. 2008).

PES GLUCOSA  PRESSIO ARTERIAL EXCRECIO ACLARIMENT DE
CORPORAL (g) {mmolil) SISTOLICA (mmHg)  D'ALBUMINA (pgidia)  CREATININA (mlimin)
€57 (wild-type) 331 11,1416 12121 47 %+ 1,1 0,26£0,02
c57+diabetis 2641* 301,3° 11942 218w+ 1,1° 0,66£0,01*
ECAZKo 311" 9,1£1,1* 12242 35 /= 1,1° 0,33£0,02
ECAZko+diabetis 24+1%% 29,1£1°% 1264244 193 x/+ 1,1 0,45+0,03" 4

Taula 22.- Resum de diferents parametres representatius. Comparativa en animals no
diabetics (amb iECA, IECA2 i la combinacib), diabétics (amb inhibidors d’ECA, d’ECA2 i la
combinacié), ECA2ko, ECA2ko amb iECA, ECAZ2ko diabetics i ECA2ko diabétics tractats amb
IECA. Els animals diabétics i ECA2ko diabétics presenten menor pes, major glicemia, major
excrecio dalbumina i major aclariment de creatinina en comparacié al grup control. El grup
ECA2ko presenta una disminucié de la glicemia i de Il'excrecié d’albumina. Les dades
s’expressen com a mitjatdesviacié estandard de la mitja excepte per 'lEUA, que s’expressa
com a mitja geométrica x/+ 1,1 factor de tolerancia. *p<0,05 en comparacié a c57, 1p<0,05 en
comparaci6 a cb7+diabetis, 1p<0,05 en comparacié a ECA2ko. Figura modificada de Tikellis et
al. (2008).

Per tant, donat que els resultats obtinguts pels grups de Wong i cols. i Tikellis i
cols. respectivament, apunten en sentits diferents, la funci6 d'ECA2 en el
desenvolupament de la ND roman poc clara. Una possible explicacié sobre les
diferéncies trobades entre ambdds treballs pot ser deguda a la variacié de la duracio i
severitat de la diabetis. Amb la finalitat d’esbrinar-ho, el grup de Shiota i cols. indueix
diabetis amb STZ a mascles de la soca C57BL/6N knockout per ECA2 (generada per
Yamamoto i cols.) i n'estudia els canvis fisiopatologics a les 4 i a les 18 setmanes de
diabetis (corresponents a un estat inicial i avangat de la malaltia respectivament). En
resum, els resultats obtinguts en ratolins diabétics deficients per ECA2, mostren major
albuminuria i augment del dany glomerular i tubulointersticial (Shiota et al. 2010) en
consisténcia amb el treball de Wong i cols. Segons els propis investigadors, aquestes

troballes, que es mantenen en els dos punts de 'estudi, indiquen que 'ECA2 podria
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exercir de forma sostinguda una funcié protectora durant el desenvolupament de la ND

(Figura 23).
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Figura 23.- index de dany glomerular i EUA en animals diabétics induits amb
estreptozotocina amb i sense preséncia d’'ECA2. Augment de I'index de dany glomerular (A)
i tubulointersticial (B) en animals diabétics amb preséncia (barres blanques) i en abséncia
(barres negres) d’ECAZ2 a l'inici, 4 i 18 setmanes de diabetis. L’analisi va en concordan¢ca amb
la presencia d’albumina en orina (C). El tractament amb ARB en ambdoés grups (barres grises)

reverteix el fenotip. Figura modificada de Shiota et al. (2010).

E.3. EFECTES DE LA DELECIO DEL GEN eca2 EN L’HOMEOSTASI DE LA
GLUCOSA | LA INSULINA

En concordanga amb I'existéncia de SRA a nivell tissular, s’ha descrit la preséncia
d’ECA i ’ECAZ2 en el pancrees tant endocri com exocri en un model de rates amb DM
tipus 2 per obesitat (Tikellis et al. 2004). Més enlla, el mateix estudi revela la millora en
l'estructura i la funcié pancreatica en animals diabétics tractats amb bloquejants del
SRA (iIECA i ARB). En coheréncia amb aquest fet, en un model de ratolins amb DM
tipus 2, el bloqueig del SRA amb ARB també ha demostrat millorar la funcié de les
cél-lules B pancreatiques i la tolerancia a la glucosa (Chu et al. 2006). S’ha comprovat
que la sobreexpressid6 d’ECA2 huma mitjangant terapia génica emprant vectors
adenovirals en el model de ratoli de DM tipus 2 db/db s’associa a: una disminucié de la
glicémia, una millora en la tolerancia al bolus de glucosa, un augment en la secrecio
d‘insulina i proliferacio de les cél-lules B pancreatiques i una disminucié de I'apoptosi a
travées de I'Ang-(1-7) (Bindom et al. 2010). En conjunt, els diferents treballs
suggereixen la implicacié de I'activacié del SRA pancreatic a través de I'eix ECA/Ang-II
com un possible mecanisme en el desenvolupament de la diabetis i proposen I'eix

ECA2/Ang-(1-7) com a diana terapéutica.
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Per tal d’avaluar el paper de 'ECA2 sobre el metabolisme de la glucosa en
abséncia de diabetis es van realitzar tests de tolerancia a la glucosa, mesures de la
secreci6 de la insulina i tests de tolerancia a la insulina en mascles de la soca C57BL/6
knockout ECA2 a les 12, 24 i 48 setmanes d’edat (Niu et al. 2008). Els resultats
mostren que amb I'edat els animals s6n menys tolerants al bolus de glucosa i secreten
menys insulina en una fase inicial post-injeccié. Els animals continuen presentant la
mateixa sensibilitat a la insulina. El treball conclou que I'abséncia d’ECA2 condueix a

un empitjorament de 'homeodstasi de la glucosa en animals sans (Figura 24).
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Figura 24.- Estudi de I’'homeodstasi de la glucosa i la insulina en animals knockout
per ECA2 en comparacio6 als wild-type. A) Augment de I'area sota la corba (AUC) en tests de
tolerancia a la glucosa realitzats 12, 24 i 48 setmanes d’edat en el grup knockout per ECA2. B)
Disminucié de la secrecié d’insulina mesurada en serum (ng/mL) en animals knockout per
ECA?2 a les 24 setmanes d’edat. C) No s’observen diferencies en la sensibilitat a la insulina en
presencia o absencia d’ECA2 en animals als 6 mesos (24 setmanes) d’edat. Figura modificada

de Niu et al. (2008).

Aquest estudi perd, no va en la linia dels obtinguts posteriorment pel grup de Yuan
i cols., que, en animals sans, no reporta diferéncies en la tolerancia a la glucosa, ni en
la primera fase de la secrecio d’insulina ni en la sensibilitat a la insulina en ratolins de
23 setmanes d’edat (Figura 25). Els resultats doncs, indiquen que la delecio de TECA2
no sembla ser suficient per a conduir a l'alteracié del metabolisme de la glucosa en
una dieta estandard (SD). Addicionalment quan I'estudi trasllada la deficiencia d’ECA2
a un model de DM tipus 2 induit amb una dieta rica en greixos (HFD) durant 16
setmanes, els resultats mostren variacions degudes a ECA2 en el metabolisme de la
glucosa en animals diabétics: el grup knockout per ECA2 presenta pitjor tolerancia a la
glucosa i mala secrecié d’insulina en I'estudi de la primera fase de la secrecid, sense

observar-se diferéncies en la sensibilitat a la insulina (Yuan et al. 2013).
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Figura 25.- Estudi de I'homeostasi de la glucosa i la insulina en animals diabétics
induits per HFD knockout per ECA2 en comparaci6 als wild-type. A) Pitjor tolerancia a la
glucosa en el grup knockout (KH) en comparacié al wild-type (WH) amb HFD. B) Disminucié de
la primera fase de la secreci6é d’insulina en el grup knockout (KH) en comparacié al wild-type
(WH) amb HFD. C) Sensibilitat a la insulina sense modificacions entre els grups estudiats.
Figura modificada de Yuan et al. (2013).

D’altra banda, un tercer treball centrat en 'impacte d’ECA2 en el metabolisme de
la glucosa mostra com els animals alimentats amb dieta SD o HFD durant 12
setmanes, no presenten diferéncies significatives en preséncia o absencia d’ECA2 pel
que fa a la tolerancia a la glucosa i a la sensibilitat a la insulina a les 20 setmanes
d’edat (Bernardi et al. 2015). No obstant i en concordanga amb el grup de Yuan i cols.,
en la primera fase de la secrecié de la insulina s’observa una disminucié significativa
dels valors d’insulina en els animals knockout per ECA2 (Figura 26). Per tant, en
aquest treball, 'abséncia d’ECA2 modifica la secrecid de la insulina perd no la

tolerancia a la glucosa i la sensibilitat a la insulina, tant en animals sans com diabétics.
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Figura 26.- Estudi de I'homeostasi de la glucosa i la insulina en animals diabétics
induits per HFD. A) En el test de tolerancia oral a la glucosa, no s'observaren diferéncies entre
presencia i absencia d’ECA2 en el grup no diabetic-SD (cercles) i en el grup diabetic-HFD
(quadrats). B) Disminucié en la secrecié d’insulina en els grups SD i HFD, en abséncia d’ECA2

(quadrats blancs i cercles blancs) en comparacié als animals amb ECA2 (quadrats negres i
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cercles negres, respectivament).C) No hi ha diferéncies en la sensibilitat la insulina en
presencia d’ECAZ2 en SD (cercles negres) i HFD (quadrats negres) en comparacio a I'abséncia
d’ECAZ2 (cercles blancs i quadrats blancs, respectivament). Figura modificada de Bernardi et al.
(2015).

58



Il. HIPOTESI

59



HIPOTESI

Il. HIPOTESI

El SRA té importants efectes en 'homeostasi renal i cardiovascular ja que esta
implicat en la regulacié del sodi i 'aigua corporals i en el control de la pressio arterial.
L’activacio del SRA condueix a una acumulacié d’Ang-ll que exerceix efectes deleteris
a través de processos inflamatoris, proliferatius, fibrotics i de vasoconstriccié (Peach
1977). A nivell renal, la hiperglicémia i la hipertensié actuen com activadors del SRA
provocant modificacions estructurals com ara expansiéo mesangial i engruiximent de la
MBG en el glomerul i fibrosi tubulointersticial. Aquestes, al seu torn, comporten un
seguit d’alteracions funcionals provocant hiperfiltracié i albumindria que, juntament
amb un disfuncié endotelial, desencadenen en ultima instancia la ND (Chawla et al.
2010). L'eix ECA2/Ang-(1-7) suposa una via alternativa en I'activacié del SRA: a través
d'un efecte dual, ECA2 degrada Ang-ll prevenint-ne les seves accions i, al mateix
temps, afavoreix la sintesi d’Ang-(1-7) que té efectes anti-inflamatoris, anti-
proliferatius, anti-fibrotics i vasodilatadors, oposats als descrits per 'Ang-Il (Eriksson et
al. 2002). Degut a la funcié de 'TECA2 a 'hora de contrarestar 'acumulacié d’Ang-Il en
el si de l'activacié del SRA, I'eix ECA2/Ang-(1-7) actua com a regulador negatiu de I'eix
ECA/Ang-Il. En pacients amb nefropatia diabética, la terapia amb farmacs bloquejants
del SRA, ja siguin iECA o ARB, ha demostrat tenir accions renoprotectores a través
d’'una disminucio dels nivells de proteinudria i d’'un alentiment de la progressié cap a la
MRC (Hoogwerf 2010). No obstant, el SRA no restringeix les seves accions a nivell
renal i cardiovascular i la preséncia del SRA s’ha demostrat en diferents teixits
(Gembardt et al. 2005), donant suport a I'existéncia d’un sistema amb accions locals
que interactua amb un sistema circulant amb accions sistémiques (Paul et al. 2006).
En aquest sentit, s’ha detectat la preséncia d’elements del SRA en el pancrees tant
endocri com excocri (Chappell et al. 1992; Leung et al. 1999; Niu et al. 2008) i diversos
estudis en models experimentals i en pacients indiquen que el bloqueig del SRA també

té efectes en el desenvolupament de la diabetis (Tikellis et al. 2004; Lewis et al. 1993).

Donada la implicacié del SRA en l'aparicié de la diabetis i la progressio de la ND i
el paper de 'ECA2 com a regulador negatiu del sistema, la hipotesi de la present tesi
és que la delecid del gen de I'eca2 contribuira, d’'una banda, a un augment de I'aparicio
de la DM de novo i, d’altra, a una major progressidé de la nefropatia diabética en el

model experimental NOD de DM tipus 1.
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lll. OBJECTIUS

L’objectiu principal de la present tesi consisteix en estudiar in vivo en un model

experimental de DM tipus 1 I'efecte de la delecié génica de 'TECA2.
Els objectius plantejats desglossats son els seglents:

1. Obtenci6 de les noves linies de ratolins: NOD.ACE2™", model experimental de
DM tipus 1 que presenta una deleci6 en 'ECA2 i NOR.ACE2”, model

experimental resistent a la diabetis que presenta una delecié en 'ECA2.

2. Estudiar l'efecte en laparici6 de la diabetis en la nova linia de ratolins
NOD.ACE2".

3. Estudiar la progressié de la nefropatia diabética en la nova linia de ratolins
NOD.ACE2™.
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IV. MATERIALS | METODES

A. DISSENY EXPERIMENTAL
Per tal d’assolir els objectius establerts es va procedir en tres blocs que es

resumeixen a continuacié. Les técniques emprades en cada un dels blocs s’expliquen

detalladament al llarg de I'apartat.

a)

b)

Obtencié de les noves linies de ratolins NOD.ACE2” i NOR.ACE2" a
través d’un canvi de fons genétic. Amb l'objectiu d’obtenir un nou model
experimental que desenvolupés una diabetis autoimmune de manera
espontania i que no presentés I'enzim ECA2, els animals que portaven la
delecio del gen de I'eca2 (generats sota un fons C57BL/6) es van creuar amb
animals de la linia no obesa diabética (NOD/ShiLtJ) i amb la no obesa resistent
(NORI/LtJ) per a generar les noves linies NOD.ACE2" i els controls no diabétics
NOR.ACE2".

Estudi de ’homeostasi de la glucosa i de la insulina. Es va estudiar en un
grup d’animals a través de tests de sobrecarrega intraperitoneal de glucosa o
insulina i de I'estudi de la primera fase de la secrecié d’insulina en el sérum a
les 12, 16, 20 i 24 setmanes d’edat.

Estudi de la nefropatia diabética. En un segon grup d’animals seguits des de
les 12 setmanes d’edat, es van realitzar glicemies capil-lars basals cada dues
setmanes. Els ratolins amb dues mesures de glucosa en sang =250mg/dL en
dos dies consecutius es van incloure a I'estudi. Paral-lelament, per a la inclusio
de cada animal diabétic es va incloure un animal no diabétic de la soca NOR,
coincident en genotip i edat. Els animals es van seguir durant 30 dies,
mesurant-ne el pes, la glicemia setmanal i la pressidé arterial (PA) final.
Finalment es va mesurar la taxa de filtracié glomerular (TFG) mitjangant
'analisi de I'aclariment d’un bolus d’inulina-FITC i es van recollir teixits per a
'analisi posterior (orina, sang i teixits renal i pancreatic per a histologia i

extracci6 proteica).
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B. OBTENCIO DE LES NOVES LiNIES DE RATOLINS NOD.ACE2"" i
NOR.ACE2""

B.1. ANIMALS

Per generar les noves linies es van emprar les seglients soques de ratolins:

e Ratolins no obesos diabétics (NOD/ShiLtJ) (Jackson Laboratoy, Bar Harbor

ME, USA). La linia NOD/ShiLtJ es caracteritza per desenvolupar una diabetis mellitus
(DM) de tipus autoimmunitari a través de cél-lules T (CD4" i CD8") i que cursa amb la
preséncia d’auto-anticossos especifics contra les cél-lules 3 pancreatiques provocant
insulinitis (Wicker et al. 1995). Aquest fenotip ja és observable a les poques setmanes
de vida. A més, el model presenta alteracions en el complex major d’histocompatibilitat
similars a les que s’observen en la DM depenent d’insulina en humans, fent-lo
susceptible a ser un bon model experimental per a I'estudi de la DM tipus 1 (Leiter
2001; Segev et al. 2004). A les 30 setmanes d’edat, la soca de ratolins NOD mostra
una taxa d’aparici6 de DM d’'un 80% en les femelles i d’'un 20% en el mascles (Makino
et al. 1980), amb alta variabilitat en funcid6 de les condicions ambientals i de
manipulacié a la que estan sotmesos (Adorini et al. 2002). Per tal d’estandarditzar
I'aparicié de la diabetis en la nostra colonia es van estabular els animals en una zona
lliure de patdogens especifics (LPE) i es van seleccionar els ratolins femelles per a

'estudi.

¢ Ratolins no obesos resistents a la diabetis (NOR/ShiLtJ) (Jackson Laboratoy,

Bar Harbor ME, USA). Com a control es va escollir la linia NOR, una soca congénica
recombinant derivada de la linia NOD. Els ratolins NOR, tot i presentar la mateixa
acumulacié de limfocits T a nivell periféric i la mateixa resposta defectuosa dels
macrofags peritoneals que presenten els ratolins NOD, es caracteritzen per ser

resistents a la insulinitis i no desenvolupar diabetis (Serreze & Leiter 1994).

o Ratolins knockout pel gen ecaZ2. Els ratolins que presentaven la deleci6 del gen

'ECAZ2 es van obtenir en el fons genétic mixt C57BL/6-129SvEv al laboratori de la Dra.
Gurley (Gurley et al. 2006). Els animals eren viables i fértils sense presentar cap
anomalia estructural major. Igualment, a nivell cardiac no es van observar signes
d’hipertrofia. Aquest soca presenta un increment de la pressié arterial a les 24
setmanes d’edat, en abséncia ’ECA2 tant en el fons mixt com en la linia consanguinia
C57BL/6.
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Aixi, amb els models comentats amb anterioritat, es van generar els seglents
models experimentals en el nostre laboratori a través d’'un procés que es detalla més

endavant:

e Ratolins NOD.ACE2”: mitjancant creuaments successius fins a la desena

generacid, la deleci6 de 'ECA2 en ratolins C57BL/6 es va transferir a un fons
NOD/ShiLtJ i es va obtenir la nova linia NOD.ACE2"(Figura 27). Per assolir un 99,9%
de neteja del fons original mantenint el knockout, es van realitzar creuaments fins a

assolir la desena generacié (Wong 2002).

e Ratolins NOR.ACE2”: paral-lelament, la deleci6 de 'ECA2 també es va
transferir a un fons NOR/LtJ per a I'obtencié de la linia NOR.ACE2™"".

e Ratolins NOD.ACE2"™ i NOR.ACE2"": a més de les linies NOD.ACE2" i
NOR.ACE2" va ser necessaria la generacié de les respectives linies wild-type
(NOD.ACE2** i NOR.ACE2"").
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Figura 27.- Esquema de creacié de la nova linia NOD.ACE2": I'esquema mostra el
procés de creacid de la soca amb la neteja del fons realitzada entre les linies ECA2ko sota fons
C57BL/6 i NOD per a generar la linia NOD.ACE2” a la F10.
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Les coldonies es van estabular en microailladors ventilats en condicions LPE,
seguint un cicle de 12 hores de llum-foscor amb lliure accés a pinso i aigua. Tots els
procediments es van aprovar pel Comité Etic d’Experimentacié Animal del Parc de
Recerca Biomédica de Barcelona (CEEA-PRBB) i es van portar a terme d’acord amb
I'acreditacio del Servei de Biodiversitat i Proteccid dels Animals de la Generalitat de

Catalunya.

B.2. DELECIO DEL GEN eca?

Els animals que contenen la delecié del gen de I'eca2 (animals knockout o KO) es
van obtenir en el grup de la Dra. Gurley seguint els passos que s’expliquen a
continuacio. Es va generar un constructe que contenia el casset de gens NEO/URA3
flanquejat per la sequéncia genomica circumdant a la zona del centre actiu ’ECA2
(sequéncia HEMGH) en una soca de llevat. Es va obtenir el vector linealitzat d’aquest
constructe que es va electroporar a cél-lules mare embrionaries de ratolins de la linia
129/SvEVfBRTac. Per recombinacid homologa, el vector que contenia la regié del
centre actiu d’'ECA2 knockejada es va inserir al locus d’ECA2 del genoma de les
cél-lules mare (ES). Les cél-lules modificades es van injectar en blastocists de ratolins
de la soca C57BL/6H per a la generacié de quimeres (identificables pel pelatge de
color agouti). Les quimeres mascles es van creuar amb femelles de la soca C57BL/6J
per obtenir femelles heterozigotes que, al seu torn, es van creuar amb animals també
C57BL/6J per obtenir mascles knockout per ECA2 (Gurley et al. 2006).

B.3. OBTENCIO DE LES LINIES | COMPROVACIO DEL GENOTIP

B.3.1. PROCES DE CRIA
Per a l'obtencid de les noves soques NOD.ACE2” i NOR.ACE2" va ésser

necessari creuar animals de la soca C57BL/6 ECA2 knockout amb els de la soca
NOD/ShiLtd (NOD) i NOR/LtJ (NOR), respectivament.

Ja que les coldonies NOD i NOR han d’estar estabulades en una zona LPE per tal
d’assegurar I'aparicié del fenotip diabétic i la linia ECA2 knockout es trobava en una
zona convencional de I'estabulari, va ser necessari rederivar embrions de la linia ECA2
knockout cap a una femella pseudogestant estabulada en la zona LPE. Aquest
procediment el va realitzar el personal de I'estabulari. La femella receptora va dur a

terme la gestacio, part i alletament de les cries, sense aportacio de material genétic.
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Una vegada els animals C57BL/6 ECA2 knockout es van trobar en condicions
LPE, l'objectiu va consistir en la generaci6 de les noves linies congéniques
NOD.ACE2" i NOR.ACE2”. Es van creuar de manera successiva animals ECA2
knockout obtinguts a cada generacid6 amb animals de les soques NOD o NOR,
respectivament. Els creuaments es van anar succeint fins a la desena generacié, quan
es calcula que s’ha aconseguit transferir aproximadament el 99,9% del genoma de la
soca receptora (Wakeland et al. 1997).

Paral-lelament, també es van anar creuant de manera successiva fins la desena
generaci6 els animals que presentaven expressié ’ECA2 amb els de les soques NOD

i NOR respectivament per a I'obtencié de les linies wild-type.

B.3.2. PROCES DE GENOTIPAT

B.3.2.1. DISSENY DE PRIMERS

En primer lloc es va localitzar en el cromosoma X la seqiéncia nucleotidica que

codifica pel centre actiu ’ECA2 (motiu HEMGH d’unié a zinc).

Com mostra la Figura 28, el fragment CACGAGATGGGACAC inclos en la zona
delecionada de llargada de 230pb i que inclou la regié del centre actiu (ressaltat en
color groc) es va identificar i situar en una regié exdnica del genoma de ratoli
(sequiéncia en vermell). Per al disseny dels primers emprats per discernir animals
knockout i wild-type, es va incloure un regido més amplia. Usant el programa Primer3,
es va escollir un primer sentit i un primer antisentit (sequéncies en color verd) que es
localitzaren en les regions introniques que flanquegen I'exd (seqliéncies en negre); a
una distancia entre ells de 890pb, assegurant aixi que s’englobava el fragment

d’intereés.

ATATATATATATATATATATATATATATATATATACCCTOCTT GCACTGEAGAGGTGETTCAGTGET TAAGAGCACCEGCTGCTCTTTGAGAG
GACARAA AR TGTT TAT T T TAAT CACAC TT T TAT TAGC TCATC TTTGRCCTARTACATTGARAT TAGTCCTGRCAGATCAG GRARAC i
T T T T GG CAT T TG AT C AT GT T CC T T TCCATGCAAATTTGAT GETGTGACAT TCTAAAGCCGACCACTGATGAGAGGTACTTTC
AGTETCTATGT oA GCAGGGCCAGAGTAT CTGC CCAG T TCAAG TCAT T TCAT GG TAGACATCATCTTAAGAATTTAGCTTTTCGTCTCTTGTC
ACTTACACACTACT CATCTCAGRATTATGTAGCATAGAGCTCTATGTATCAT TTTCTGT TAGTGTAAGAGCACARGAATGGAACTTAGTCCTT
TATATTGAGTAMAT GGT TCATARGGEGCAMATAGTARAACCTCAGTGATGARTAGATCTTCATGTCATCCGACCCCCACARAARCTCTACTC TA
G AA T GARAGGARA T TAAGTAAGA TTCACT TTAATC T TETC LG T T T T TAT GO AGAATCAAGATGTETACAAAGEGTCACAAT GRACAACTTCTT
GARCAGCCCATCACGAGATGGEACACATCCAATATGACATGGCATATGCCAGGCAACCTT TCC TEC TAAGAAMDGGAGCCAATGAAGGETTCCA
TERAGC T GT T GEAGARATCATGTCACTTTCTGCAGC TACCCCC ARG CA T C TG AAATCOATTGETC T TCTECCATCCGATTT TCARGRAGATAG
CeETART T T T T T T T T GG T TG T T T RGGG e TAATCTGATATAGGGARA TG TATTTARCAGCATCTTATAGGARAATACTTGTTTTACTTTAT
GCTACT TEEEEGGARMATGTTTAT GEGACTTGC TACTGATAT AAAGCTTCTC TTT TG TARAG TG TGGATCCGAGCATGCAAACTGTGETTT AR
ACAAGGRATTAAGT GAGATAACTGAGCAATGEC CTGCARATGATCTACTAGARGCTGEGATGEGAT TTGEGAMGATGATARC TAGCCCACKGARN
CTTAACTGETTTGT TGAAGC CAT G GAGC T GC T CAG TG TCTGGAT T TTARATAGTTGECTGTCATTTT TAGG T TAAAAACAAAGS

68



MATERIALS | METODES

Figura 28.- Sequéncia de I’ADN gendmic del gen eca2 en el cromosoma X de ratoli:
seleccio de primers per PCR. Les regions en negre corresponen a les regions introniques i la
vermella a I'exonica. La seqliencia ressaltada en groc correspon a la seqiiencia codificant pel

centre actiu. En verd, les seqliéncies dels primers escollits per a identificar la delecié de I'eca2.

Per a I'obtencié de la linia wild-type va ser necessari discernir entre el genotip de
les femelles heterozigotes (+/-) i les wild-type (wt) pel gen de 'lECA2 mitjangant la
técnica de la PCR quantitativa (Wishart et al. 2007). Amb aquest objectiu, es va
seleccionar una regioé util per diferenciar el nombre de copies del gen entre els
animals. Amb el programa Pimer3, es va dissenyar la parella de primers (en color blau)
que amplificava aquesta regid i que englobava la zona de la delecié. Com a control
positiu intern es va escollir una altra parella de primers que amplificava fora de la regio

delecionada (en color taronja) (Figura 29).

ATATATATATATATATATATATATATATATATATACCCTCCTTGCACTGGAGAGGTGET TCAGTGET TAAGAGCACCGGCTGCTCTTTGAGAG
GACAARAGAATGTTTAT TTTAR T CACACTT T TAT TAGC TCAT C TTTGGCCTAATACAT TGAAATTAGTCCTGECAGATCAGGARAACGCCTCGA
T T TG T T GGG CAT TTRCATCCA TG T TCCC T T T A TG ARA T T TGAT GG TG TGACATT CTARAGCCGACCACTGATGAGAGGTACTTTC
AGTGTCTATGTGCAGCAGGECCAGAGTATC TGO CCAGT TCARG TCAT TTCAT GETAGACATCATCTTARGAATTTAGCTTT TCGTCTCTTGTC
ACTTACACAC TACT CATC T CAGAR T TAT G TAGC A TAGAGC TC T AT G TAT CAT TTTC TG TTAG TG TARGAGCACARGAATGGARCTTAGTCCTT
TATATTGAGTARAT GET TCATARG GGG ARRTAGTARARCCTCAGTGATGAA TAGATCTTCATGTCATCCGACCCCCACARARCTCTACTCTA
GOAATGARAGGARA TTAAGTARGATTCACTTTAATCTTGTCCGTTT T TATGCAGAATCAAGATGTGT ACARAGETCACAAT GGACAACTTCTT
GACAGCCCATCACGAGATGGERCACATCCAATATGACATGGCATATGCCAGGCAACCTTTCCTGC TAAGARACGEGAGCCAATGANGGGTTCCA
TEARGC TG T TeRAGARA T CAT G TCAC TTTC TG AGC TACCCC e ARG A T C T GARA T CCAT TG TCTTC TGO CATCCGATTT TCARGARGATAG
GG TRATTTT T T T T GGC T TG T T T GGG GGC T AR T CTGATATAGGGARA TG T AT T TARCAGCATCTTATAGGAARATACTTGTTTTACTTTAT
GCTACTTGEGGEGAAAATGTT TATGGGACTT TGATATANA ICTT T TGTARAG TG TGEGATCOGAGCATGCARACTGTGETTTAM
ACAAGGAATTAAGT GAGATAACTGAGS GCCT AAATGATCTACTAGAAGCTGGATGEGATTT GEGAAGATGATAM TAGCCCACAGAM
CTTAACTGETTTGT TRAAGC AT G RAGC T RCTCAG TG TCTGGA T TTTARATAGTTGGCTGTCATTTT TAGE T TARARARCARAGE

Figura 29.- Seqiencia de I'’ADN genomic del gen eca2 en el cromosoma X de ratoli:
seleccié de primers per qPCR. Localitzacié dels primers dissenyats per discernir entre
femelles heterozigotes i wild-type (en blau) i per a I'amplificacié de la seqiiencia control (en

taronja) en la regié circumdant a la seqiliencia del centre actiu (ressaltada en groc).

B.3.2.2. EXTRACIO D’ADN

L’extracci6 d’ADN es va fer a partir d'un petit fragment de teixit (2-4mm
aproximadament) de I'extrem apical de la cua dels ratolins mitjangant el tall i la
cauteritzaci6. L'extraccio i aillament de '’ADN genomic es va realitzar amb el kit
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) seguint les instruccions

proporcionades per la casa comercial. Breument, cada fragment tissular es va lisar per
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digesti6 enzimatica amb 500uL de solucid de lisi de nuclis, 120uL d’acid
etildiamintetraacétic (EDTA) 0,5M pH 8,5 i 17,5uL de proteinasa K (20mg/mL) i es va
incubar a 55°C durant 12 hores. Per descartar el contingut proteic, es van incubar les
mostres amb 200uL de solucié de precipitacié de proteines durant 5 minuts en gel.
Després d’'una centrifugacié de 4 minuts a 14000g, els acids nucleics presents al
sobrenedant es van transferir a un nou tub. Per a precipitar '’ADN es van afegir 600uL
d’isopropanol en cada tub i es va realitzar una segona centrifugacié6 d’1 minut a
14000g. El precipitat es va rentar amb 600uL d’etanol al 70% i després d'una
centrifugacié d’1 minut a 14000g es va obtenir un pellet ’ADN. L’excés d’etanol es va
extreure i la mostra es va deixar assecar a temperatura ambient per, finalment,
resuspendre-la en 100uL de solucié de rehidratacié i incubar-la a 65°C durant 60

minuts. L’ADN extret es va quantificar per espectrofotometria (NanoDrop® ND-1000).

B.3.2.3. GENOTIPAT

Durant la neteja de fons, els animals knockout es van identificar per genotipat
mitjangant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR). D’altra banda, per obtenir la
linia wild-type, va ser necessaria la distincid6 entre animals amb una copia
(heterozigots) o amb les dues copies d’'ECA2 (wild-type). La carrega génica es va

identificar mitjangant la técnica de PCR quantitativa (QPCR).

B.3.2.3.1. MITJANGANT LA REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR)

El genotipat dels animals knockout es va realitzar per mitja de PCR classica. La
técnica consisteix en I'amplificacié de les cadenes d’ADN a través de I'is de I'enzim

Taq polimerasa combinant cicles de baixes i altes temperatures, en els que els primers

s’uneixen a les cadenes i es generen copies de la zona d'interés.

Per a la reaccié de PCR es van utilitzar entre 15-60ng d’ADN en un volum final de

25uL. Els components de la reaccio eren els seguents:
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REACTIU VOLUM (uL/mostra) | CONCENTRACIO FINAL

Tampé de PCR 10x (Sigma) 25 1%
dNTPs 10mM (Sigma) 0,5 0,2mM
Primer sense 100mM (Sigma) 0,05 0,2mM
Primer antisense 100mM (Sigma) 0,05 0,2mM

H-0O miliQ QSP 25uL -

DNA polimerasa (TagDNA Pol, Sigma) 0,125
Mostra 15-60ng

Taula 6.- Reactius emprats per la realitzacié de la PCR.

Les sequencies dels primers usats per a la identificacio ECA2 i del gen control
gapdh van ser les seguents:

GEN A AMPLIFICAR SEQUENCIA (5'-3")
ECA2 sense GCCTCGATTCTCTTGTCTGG
antisense AGATCATTTGCAGGCCATTC
sense AACTTTGGCATTGTGGAAGG
GAPDH
antisense TGTGAGGGAGATGCTCAGTG

Taula 7.- Primers emprats per a I'amplificacio d’ECA2 i GAPDH.

Es van amplificar els fragments durant 25 cicles de PCR en les seglents
condicions:

PAS TEMPERATURA TEMPS (minuts:segons)
DESNATURALITZACIO 94°C 1:00
ALINEAMENT 55°C 0:45
ELONGACIO 72°C 1:20

Taula 8.- Programa de PCR emprat per a l'amplificaci6 d’ECA2 i GAPDH. La
desnaturalitzacio, aliniament i elongacié de la seqiiencia es va realitzar 25 cicles. Es van

amplificar les dues seqliencies (eca2 i gapdh) en la mateixa tanda de PCR pero en tubs
diferents.
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Una vegada finalitzada la PCR, el producte d’amplificacioé es va carregar en un gel
d’agarosa (Promega) preparat a '1% en tampd TBE 1X (Tris 220mM; Borat 180mM;
EDTA 5mM; pH8,3). Els productes de I'amplificacié es van separar en funcié del pes
molecular, fet que permetia visualitzar rapidament la preséncia o abséncia del gen de
'eca2 en les mostres estudiades. Com a marcador de pes molecular es va emprar el
1kb DNA Ladder (Sigma).

B.3.2.3.2. MITJANCANT PCR QUANTITATIVA (qPCR)

La caracteristica essencial de la técnica de gPCR és la capacitat de combinar la
PCR amb una detecci6 i monitoritzacié de la reaccié a temps real a través de I'is d’'un
agent intercalant amb un fluorocrom no especific (SYBRGreen). Aquest fluorocrom
emet una fluorescéncia basal que es veu incrementada en unir-se a les dobles
cadenes recent sintetitzades a partir d’'una molécula d’ADN motlle en una reaccié de
PCR. Per tant, a cada cicle de PCR, amb la progressiva generacio de les copies de
doble cadena d’ADN, hi ha una acumulacié de la senyal fluorescent. Quan aquesta
senyal supera el llindar del valor basal (o parametre C+, és a dir el cicle en el que se
supera el llindar de fluorescéncia basal), s’inicia la fase exponencial de la reaccid, on
la intensitat de la fluorescencia emesa es correlaciona proporcionalment amb el nou

producte format.

La tecnica de qPCR es va realitzar emprant SYBRGreen Master Mix 2x (excitacié
a 465nm i emissié a 510nm) amb I'equip LightCycler® 480 i es va analitzar amb el
software Light Cycler® 480 SW1.5 (Roche) amb una quantitat de 6ng d’ADN i un

volum final de reaccié de 10uL que contenia els seglents reactius:

REACTIU VOLUM (uL/mostra) | CONCENTRACIO FINAL
SYBR Green Master Mix 2x (Roche) 5 1%
Primer sense 100pM (Sigma) 0,025 0,25nM
Primer antisense 100pM (Sigma) 0,025 0,25nM
H,0 miliQ 2,95
Mostra 2

Taula 9.- Reactius emprats per a la realitzaci6 de la qPCR.

Les sequéncies dels primers per a identificar ECA2 entre animals homozigots i

heterozigots van ser les seglents:
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REGIO D'AMPLIFICACIO SEQUENCIA (5'-3')
GCCTCGATTCTCTTGTCTGG
CCATTGTGACCTTTGTACACATC
TGCTACTGATATAAAGCTTCTCTTTTG

AGATCATTTGCAGGCCATTC

sense
DELECIO D'ECA2
antisense

CONTROL POSITIU (regio fora de sense

la seqiiéncia delecionada) antisense

Taula 10.- Primers emprats per a I'amplificacié de I'ECA2 i la regi6 control per gPCR.

Es van amplificar els gens al llarg de 35 cicles de gPCR. Les condicions de cada

cicle es detallen a continuacio:

PAS TEMPERATURA TEMPS (minuts:segons)
DESNATURALITZACIO 95°C 0:10
ALINEAMENT 58°C 0:25
ELONGACIO 72°C 0:25

Taula 11.- Programa de qPCR emprat per a la distincié entre femelles heterozigotes i

wild-type per ECA2.

A partir de la diferéncia en el parametre C; entre el control intern i la regié
d’interés (AC+) en cada una de les mostres, es va determinar la carrega génica dels

animals (heterozigots o wild-type).

C. ESTUDI DE L’HOMESOSTASI DE LA GLUCOSA | DE LA INSULINA

En aquesta part del treball de tesi es va estudiar la homeostasi de la glucosa i la
insulina en animals no diabétics de les soques de I'estudi. Un grup d’animals femelles
es van comencgar a estudiar a les 12 setmanes d’edat i el seguiment es realitza
mensualment al llarg de 12 setmanes més, fins assolir les 24 setmanes d’edat. Els
animals es mantenien fins a les 25, moment en el qué se’ls mesurava a punt final la

glicémia basal abans de I'eutanasia.

Es realitza un registre de cada animal diabétic que es detectava en el si de la
colonia de seguiment, incloent la informacié de I'edat d’aparicié de la malaltia i el grup
al que pertanyien. Aquesta base de dades es va emprar per a fer el calcul de la

incidéncia de la diabetis sobre el total d’animals estudiats.
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C.1. TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA INTRAPERITONEAL

El test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal es va realitzar a les 12, 16, 20 i 24
setmanes d’edat d’acord amb el protocol publicat per Bindom i cols (Bindom et al.
2010). Els animals es van sotmetre a un deju de 12 hores i després d’aquest periode,
es van pesar i se’ls va mesurar la glicémia capil-lar basal obtinguda per massatge
caudal. Els valors de glucosa es van obtenir amb el glucometre Accu-Chek Compact®
(Roche). L’aparell detecta la glucosa present en una mostra de sang capil-lar fresca
(5uL) emprant tires reactives d’un sol Us emmagatzemades en cartutxos de 17 unitats.
Les concentracions de glucosa en sang apareixen en la pantalla de I'aparell passats 5
segons de determinacio i s’expressen en mg/dL. Quan un animal supera el limit de

600mg/dL I'aparell déna un missatge de valor massa elevat (high).

Posteriorment, es procedia a punxar un bolus de D-glucosa via intraperitoneal
(i.p.) a una dosi de 2g/Kg amb una agulla de 26G. Per a la seva preparacio, la D-
glucosa (Sigma) es pesava el dia anterior i es dissolia en solucié aquosa per obtenir
una concentracioé de 0,25mg/mL. La glucosa solida es troba principalment en forma a
malgrat que la forma 8 de la glucosa es transporta més rapidament en I'organisme. La
solucio es deixava a temperatura ambient tota la nit amb I'objectiu d’aconseguir un
equilibri entre la forma a (present en un 30-40%) i la predominant 3 (present en un 60-
70%). Com que s’ha d’injectar esteril en els animals, la solucid estoc es filtrava
emprant filtres de 0,22um de porus (Millex) i s’aliquotava, treballant sempre sota
campana esteéril de flux laminar. En cada animal es van realitzar les la monitoritzacio

dels nivells de glucosa sanguinia en els minuts 0, 15, 30, 60 i 120.

C.2. RECOLLIDA DE SERUM PER A LA MESURA DE LA CONCENTRACIO
D’INSULINA

El mateix dia de la realitzacié del test de glucosa, s’extreia sang al minut 0 (basal)
i posteriorment a I'administracié del bolus de glucosa, en els minuts 2, 5, 10 i 15
mitjangant la técnica del massatge caudal amb [l'objectiu d'obtenir sérum per
determinar el contingut d’insulina en sang. Els detalls del processat i la determinacio

de la concentracié d’insulina s’expliquen en el punt 3.4.
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C.3. TEST DE TOLERANCIA A LA INSULINA INTRAPERITONEAL

A les 24 hores de la realitzacio del test de la sobrecarrega de glucosa, els
mateixos animals es posaven en deju durant 5 hores i posteriorment es pesaven.
S’injectava una dosi d’insulina i.p. de 0,75U/Kg amb una agulla de 26G. La insulina es
preparava fresca sota campana estéril de flux laminar a partir d’'una solucié d’Humulina
R (Eli Lilly) a una concentraciéo estoc de 100U/mL diluida en sérum fisioldgic per

obtenir una concentracioé de treball de 0,25U/mL.

Els nivells de glucosa en sang provinent de la vena caudal es van mesurar amb
glucometre als 0 i als 15, 30, 60 i 120 minuts després de I'administracié del bolus
d’insulina per tal de monitoritzar els nivells de glicémia en resposta a la insulina
injectada. Els resultats es van expressar com al percentatge de disminucié de la

glicémia respecte el basal al minut O (Bindom et al. 2010).

C.4. MESURA DE LA CONCENTRACIO D’INSULINA EN SERUM

Les mostres de sang de la vena caudal obtingudes com es detalla en el punt 3.3,
es van recollir en un tub tipus eppendorf als 0, 2, 5, 10 i 15 minuts després d’una
puncio i.p. de 2g/Kg de D-glucosa. Posteriorment es van centrifugar durant 20 minuts a
2000g a una temperatura de 4°C i el sérum obtingut es va transferir en un segon tub

per al seu emmagatzematge a -20°C.

Per a la determinaci6 de la concentracié d’insulina es va usar el kit Ultra Sensitive
Mouse Insulin (Crystal Chem Inc.). Es tracta d'una técnica d’assaig per
immunoabsorcié lligat a enzims (ELISA) que es basa en la deteccidé dels nivells
d’'insulina en la mostra mitjangant la deteccid indirecta de la formacio
d'immunocomplexes. La insulina present a la mostra, s’'uneix a I'anticds anti-insulina
conjugat a la peroxidasa POD i en preséncia del substrat tetrametilbenzidina (TMB)

produeix una reaccio colorimétrica que es mesura per espectrofotometria.

Treballant amb duplicats, 5uL de sérum per cada mostra es van diluir en 95uL de
solucié de dilucié en una placa recoberta d’anticds anti-insulina. Es va procedir igual
amb la respectiva corba patré amb concentracions conegudes creixents d’insulina.
Després d’'una incubacio de 2 hores a 4°C, la placa es va rentar 5 vegades amb tampé
de rentat i es van afegir 100uL d’anticos anti-insulina POD-conjugat per pou. Després
de 30 minuts, es van realitzar 7 rentats més i es van afegir 100puL de substrat TMB.

Les mostres es van incubar de nou durant 40 minuts en la foscor per dur a terme la
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reaccio colorimeétrica, que es va parar mitjangant I'addicié de 100uL d’acid sulfuric 1N.
Les lectures d’absorbancia es van realitzar a 450 i 630nm i els valors es van extrapolar

a la recta patré obtinguda en la mateixa técnica (expressada en ng/mL).

C.5. CIRURGIA A PUNT FINAL D’ESTUDI

Tant als animals en qué se’ls va detectar hiperglicémia durant el seguiment com
en els que van arribar a final d’estudi sense desenvolupar diabetis (a una edat de 25
setmanes) es van eutanasiar per poder obtenir mostres de sang, teixit renal i teixit

pancreatic.

En els ratolins NOD.ACE2** (n=22) i els i NOD.ACE2" (n=23) cada animal es posava
individualment a la camera de CO, i es procedia a realitzar una punxada intracardiaca
per a I'obtencid de mostres de sang. A continuacio, es feia una incisié a la zona
abdominal i els ronyons s’extreien i pesaven. Una meitat d’'un rony6 es conservava en
una solucié de formalina (Sigma) per a la posterior inclusié en parafina. La resta del
teixit renal es congelava en nitrogen liquid i guardava a -80°C. El pancrees també es
recollia i conservava en la seva totalitat en solucié de formalina (Sigma) per a la
inclusié en parafina i pel posterior estudi histologic. La sang extreta es processava per
centrifugacié durant 10minuts a 8000g a 10°C de temperatura i el sérum obtingut,

transferit i guardat a -20°C.

C.6. IMMUNOTINCIO D’INSULINA EN ELS ILLOTS PANCREATICS

Es van tallar en micrétom seccions de 3um de gruix de teixit pancreatic incldos en
parafina. Per al marcatge de la insulina de les cél-lules B pancreatiques i I'estudi del
grau d’insulinitis, es va realitzar la técnica d'immunohistoquimica. El protocol emprat va
ser el seglient: els talls préeviament desparafinats, es van bullir 10 minuts en citrat sddic
0,01M pH6.0 per a assegurar-ne I'exposicié antigenica. Per a inhibir la peroxidasa
endogena es van incubar les mostres amb H,O, diluida al 3% en tampd Tris sali
tamponat 1x (TBS1x) durant 10 minuts protegits de la llum. El bloqueig de les unions
inespecifiques es va realitzar amb una solucié que contenia 1% d’albumina de sérum
bovi (BSA, AppliChem) i 1% de serum fetal bovi inactivat (FBS Premium South
America Origin, Biowest) en TBS1x durant 60 minuts a temperatura ambient. L’anticos
primari contra insulina (monoclonal de conill, C27C9 CellSignaling Technology) diluit

1/800 en solucié de bloqueig, es va incubar durant 90 minuts a temperatura ambient.
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L’anticos secundari, que es va incubar durant 45 minuts a temperatura ambient, és de
tipus monoclonal anti-conill (EnVision, Dako) i consisteix en un polimer marcat amb la
peroxidasa HRP i conjugat a immunoglobulines generades en cabra contra anticossos
de conill. El revelat es va realitzar amb un substrat cromogénic de I'HRP, la 3,3'-
diaminobenzidina (DAB), durant 3 minuts i el contratenyit dels nuclis amb hematoxilina
al 30% durant 30 segons. Les mostres es van deshidratar i muntar amb el medi de

muntatge DPX (una mescla de distire, tricresyl fosfat (un plastificant) i xilol).

C.7. ESTUDI D’APOPTOSI DE LES CEL-LULES B DELS ILLOTS
PANCREATICS

L’estudi de la mort cel-lular programada en els illots 8 pancreatics es va realitzar
mitjancant la técnica TUNEL (deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP-biotin
nick-end-labeling). Breument, la fluoresceina-dUTP s’uneix a I'extrem 3'OH de les
cadenes trencades d’ADN (o nicks) per mitja de I'enzim TdT. Al seu torn I'anticos anti-
fluoresceina conjugat a la peroxidasa POD s’uneix a la fluoresceina-dUTP. En afegir el
substrat cromogéenic DAB es duu a terme una reaccid colorimétrica sobre les
molécules de fluoresceina que la transferasa ha unit als extrems trencats 3'OH de
I’ADN, una de les caracteristiques de les cél-lules apoptotiques. L’analisi es va realitzar
mitjangant el comptatge de les cél-lules positives per tincid d’apoptosi a través del

microscopi optic Olympus BX61.

D. ESTUDI DE LA NEFROPATIA DIABETICA

D.1. DETERMINACIO DE LA GLICEMIA CAPIL-LAR

Per a I'estudi de I'evolucié de la nefropatia en animals diabétics, un segon grup
d’animals independent de 'estudi de 'homedstasi de la glucosa i de la insulina es va
comengar a controlar a les 12 setmanes d’edat per determinar-ne I'aparicio de diabetis.
Quinzenalment (a les 12, 14, 16, 18, 20, 22 i 24 setmanes d’edat) s’obtenien mostres
de sang de la vena caudal dels animals que s’analitzaven mitjancant el glucometre
Accu-Chek (Roche). Els animals diabétics (considerats aixi quan apareixen dues
mesures de glicémia capil-lar 2250mg/mL en dos dies consecutius) van formar part del

grup d’estudi de I'evolucio de la ND en la nova linia al llarg de 30 dies de seguiment.
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D.2. MESURA DE LA PRESSIO ARTERIAL | LA FREQUENCIA CARDIACA

Durant la darrera setmana dels 30 dies de seguiment de la diabetis es va mesurar
la PA tant sistolica com diastolica i la freqiiéncia cardiaca mitjancant el métode no
invasiu del manegot a la cua de l'animal (tail-cuff method; CODA, Kent Scientific
Corporation) (Figura 30). Els animals en estat conscient es van immobilitzar en un
receptacle cilindric deixant la cua lliure i es van col-locar sobre un placa térmica a
37°C. El sistema funciona amb una bomba que infla i desinfla el manegot col-locat a la
cua dels animals produint I'oclusié del flux sanguini i, en el moment de l'obertura, els
sensors detecten la PA i el ritme cardiac, expressats en mmHg i en batecs per minut
(bpm), respectivament. Es van realitzar un total de 30 mesures per dia per animal. Per
a la correcta obtenci® de mesures, va ser necessari habituar i entrenar els ratolins
(Krege et al. 1995).

CONTROLADOR
CoDA

IMMEVILITIADOR

PLATAFORMA
TERMICA
CCLUSORS

PANELL DE CONTROL
DE LA TEMPERATURA

Figura 30.- Aparell emprat per a la mesura de la PA mitjiangant el metode no invasiu del

manegot a la cua de I'animal.

D.3. CALCUL DE LA TAXA DE FILTRACIO GLOMERULAR PER BOLUS
D’INULINA

Una vegada passats els 30 dies de seguiment i préviament a la cirurgia final, es va
analitzar el filtrat glomerular dels animals mitjangant I'aclariment plasmatic d’un bolus

d’inulina marcada amb el fluorocrom FITC (inulina-FITC, Sigma).

Per a la seva preparacio, la inulina-FITC es dissolia en sérum fisiologic al 5%

escalfant la solucié al bany maria en aigua en ebullicié. Per eliminar la FITC residual
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no unida a inulina, es dialitzava la preparacié en una membrana Spectra/Por® 6 amb
un diametre del porus d’'1KDa (Spectrum Labs) amb sérum fisioldgic durant 24 hores a
temperatura ambient. Posteriorment s’esterilitzava la soluci6 emprant un filtre de
0,22um de porus (Millex) en campana estéril de flux laminar. Un cop preparada i
degudament aliquotada, es realitzava una valoracié de la fluorescéncia basal en fresc.
Treballant en placa, es pipetejaven répliques de 0,25 i 0,5uL d’inulina-FITC fresca i fins
a 5uL del serum d’'un animal que no havia rebut el bolus d’inulina-FITC. Donat que el
pH afecta el valor de fluorescencia de la molécula de FITC, s’afegien 45uL de tampd
HEPES 0,5M pH 7,4 i es mesurava el senyal per espectroscopia de fluorescéncia a

485nm d’excitacio i 538nm d’emissio (Tecan Infinite 200 reader, TECAN Instruments).

En els animals pesats préviament, immobilitzats i conscients, es va injectar una
dosi d’'inulina-FITC de 3,74 uL/gr de pes corporal via vena caudal mitjangant una agulla
de 30G. Es van extreure 20uL de sang per massatge caudal als minuts 3, 7, 10, 15,
35, 55 i 75 després de la injeccio del bolus, que es van recollir en tubs amb heparina
de liti (Microvette® 100, Starstedt). Les mostres es van centrifugar durant 10 minuts a
8000g a una temperatura de 4°C per a l'obtencié de plasma. La fluorescéncia es va
detectar directament en placa amb 5uL dels plasmes obtinguts i 45uL de tampé
HEPES 0,5M pH 7,4. Paral-lelament també es va mesurar la fluorescéncia basal
abans de la injeccid del bolus (control). Per I'obtencié del valor de fluorescéncia
contiguda en 1L de la solucié d’inulina-FITC, es van utilitzar répliques de 0,25 i 0,5uL
d’inulina-FITC sobrant de I'emprada per injectar els animals diluides en 5uL del seérum
d’'un animal al que no se li havia injectat el bolus i 45uL de tampé HEPES 0,5M pH 7,4.
Es va mesurar la senyal tant de les mostres com del control per espectroscopia de
fluorescéncia a 485nm d’excitacié i 538nm d’emissid (Tecan Infinite 200 reader,
TECAN Instruments)

Els valors de fluorescéncia obtinguts es van analitzar amb un model matematic
d’aclariment de dos compartiments. Segons aquest model, la fase de caiguda rapida
es correspon a la distribucid inicial del compost inulina-FITC del compartiment vascular
cap als teixits. En aquesta fase, I'aclariment a nivell sistémic constitueix una fraccié
irrellevant. En la segona fase de caiguda lenta, en canvi, I'aclariment sistémic del
compost inulina-FITC és el procés predominant. A partir d’aquest model i amb el
programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.), es va obtenir una corba de
descens exponencial de dues fases mitjangant una regressié no lineal, representada
segons l'equacid: Y=Ae™ + Be®™ + Plateau. En l'equacid, Y correspon a la

concentracié plasmatica de la inulina-FITC, A i B als valors d’interseccié de 'eix y de
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les dues taxes de decaiment (rapida i lenta) i a i B les constants de decaiment de les
fases de distribucio i eliminacioé respectivament, sent tx qualsevol punt de temps. Per
tant, mitjangant el pendent obtingut per cada una de les corbes de descens es van
obtenir els valors de I'aclariment de la inulina-FITC. A partir dels valors dels pendents
de cadascuna de les corbes de descens, el volum d’inulina injectat per animal i el valor
de la fluorescencia en 1uL d’inulina-FITC es van calcular els valors de TFG per animal.
Els resultats es van expressar en yL/minut (https://www.diacomp.org/, Sturgeon et al.
1998).

D.4. CIRURGIA | EXTRACCIO DE MOSTRES AL FINAL D’ESTUDI

Passats els 30 dies de seguiment es va procedir a 'eutanasia dels animals a punt
final d’estudi. Préviament a la injeccié del bolus d’inulina-FITC, es van obtenir les
mostres d’orina per massatge abdominal i de sang per massatge caudal. Passats els
75 minuts d’estudi del TFG, els animals es van anestesiar via i.p. amb una solucié de
pentobarbital (200mg/mL) diluida 1/10 en sérum sali a una dosi de 45mg/Kg. Havent
comprovat que els animals no presentaven reflex plantar, es va recollir sang per
punci6 cardiaca. Finalment es va provocar un pneumotorax i es va practicar una incisio
a l'auricula dreta. Mitjangant una puncié transcardiaca es van reperfondre els drgans
amb tampo fosfat-sali (PBS) fred per eliminar el contingut corporal sanguini. Es varen
extreure i pesar els ronyons per a la posterior valoracié del quocient pes renal/pes
corporal. La meitat del ronyé dret es va destinar a la conservacio en formalina (Sigma)
per a la inclusié en parafina i la posterior analisi histologica. La resta del teixit renal es
va congelar en nitrogen liquid i guardar a -80°C. Aixi mateix es va procedir a I'extracci6
del pancrees. La meitat del teixit es va destinar a la conservacié en formalina mentre
que l'altra meitat era congelada a -80°C tal i com es procedia amb el teixit renal.
També es va extreure i congelar a -80°C el cor, préviament pesat per a la valoracié del
quocient del pes cardiac/pes corporal. Les mostres sanguinies van ser processades
per centrifugacié durant 10minuts a 8000g a 10°C de temperatura i el sérum obtingut,
transferit i guardat a -20°C. Les mostres d’orina van ser netejades d’impureses

mitjangant un centrifugat rapid i es van guardar a -20°C.
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D.5. MESURA DE L’EXCRECIO URINARIA D’ALBUMINA

L’orina obtinguda al final de I'estudi es va utilitzar per a determinar els nivells
d’albuminuria. Al ser orina provinent d’una recollida puntual (spot urinari), es va
calcular la concentracié d’albumina i es va dividir per la concentracié de creatinina, un
metabolit de degradacié muscular d’eliminacié renal. Les determinacions es van fer

mitjangant kits comercials (Albuwell M i Creatinine Companion, ambdds d’Exocell).

De manera general, la deteccié de I'albumina es basa en una técnica d’'ELISA en
la qual la mostra (fase fluida) i I'anticos anti-albumina murina generat en conill
s’afegeixen en els pous recoberts amb albumina (fase estacionaria). En funci6 de la
quantitat d’albumina present en la mostra, I'anticos s’'uneix de manera preferencial a la
fase fluida o a I'estacionaria. Amb els rentats es descarta I'excés tant d’anticos com les
unions antigen-anticos de la fase fluida. Les unions restants en la fase estacionaria es
marquen amb un anticds conjugat a la peroxidasa HRP i es revelen en preséncia del
substrat TMB a través d’una reaccié cromogeénica. Es tracta, doncs, d’'una ELISA
competitiva indirecta on la quantitat d’albumina present a la mostra és inversament
proporcional a la intensitat del color detectat. Entrant en detall, per a la técnica es van
incubar durant 30 minuts a temperatura ambient 50uL de mostra diluida 1/13 i 50uL
d’anticos anti-albumina en placa, juntament amb la recta patrd. Passat aquest temps,
es van rentar 10 vegades els pous amb un tampd i, acte seguit, es varen afegir 100uL
de l'anticds secundari conjugat a peroxidasa HRP per a tornar a incubar durant 30
minuts en les mateixes condicions. Després de 10 rentats més, es van afegir 100uL de
la solucié de revelat TMB i, passats 5 minuts, la reaccio de viratge de color es va parar
amb l'addicié de 100uL d’acid sulfuaric 2N. L’absorbancia de la reaccié generada es va
mesurar per espectrofotometria a 450nm (Tecan Infinite 200 reader, TECAN
Instruments). Les mesures es realitzaren per duplicat. Els resultats obtinguts es van
extrapolar a la recta patrd expressada en escala semi-logaritmica, on I'absorbancia en
I'eix y es va representar en funcio de la concentracié d’albumina de la recta patro en
l'eix x, seguint 'equacio: log o [MSA]=mA4s+b, on MSA és la concentracié d’albumina
murina. La concentracié d’albumina en la mostra es va calcular a través del logaritme
invers de la concentracié extrapolada. Els resultats obtinguts es van expressar en ug

d’albumina/mL.

La deteccid de creatinina en les mateixes mostres d’spot urinari es va realitzar
segons la técnica classica descrita per Jaffé (Husdan & Rapoport 1968). Aixi, la
creatinina present a la mostra interacciona amb l'acid picric en una solucié alcalina

generant la formaciéo del complex acid picric-creatinina i una reaccié colorimétrica
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proporcional a la quantitat de creatinina present a la mostra. En concret, 20 yL de
mostra d’orina diluida 1/20 en H,O miliQ i 20uL de la recta patré6 es mesclaven amb
100uL de picrat alcali en plaques de 96 pous. Es va deixava incubar durant 10 minuts
a temperatura ambient i es mesuraven les mostres per espectrofotometria a 500nm
(Tecan Infinite 200 reader, TECAN Instruments). A continuacio, s’afegia la solucio
acida i després d’una incubacié de 5 minuts a temperatura ambient, es tornaven a
llegir les mostres per espectrofotometria en les mateixes condicions anteriorment
especificades. Les mostres es mesuraven en duplicat i els resultats obtinguts es van

expressar en mg de creatinina/dL.

Finalment els valors d’EUA es van calcular amb el quocient albumina/creatinina

que es van expressar en Jg d’albumina/mg de creatinina.

D.6. ANALISI DE L’AREA GLOMERULAR | L’INDEX MESANGIAL

A partir dels ronyons inclosos en blocs de parafina, es van obtenir, per microtom,
seccions de 3um de gruix que es van desparafinar en una bateria de xilols i rehidratar
en una bateria d’alcohols de concentracions decreixents. Amb la finalitat d’analitzar
lesions renals derivades de la diabetis, les seccions dels ronyons es van tenyir amb
PAS (periodic acid Schiff) en el qué la leucofucsina oxida els carbohidrats de la mostra
donant lloc a grups aldehid i resultant en una reacci6 colorimétrica. La técnica es va
realitzar a través d’'un procés automatitzat al servei d’Anatomia Patologica de I’'Hospital
del Mar. A partir de la tincié6 obtinguda es van analitzar I'area glomerular i I'index

mesangial.

Es van seleccionar a l'atzar 20 gloméruls per animal estudiat, assegurant la
preséncia del pol vascular per reduir la probabilitat d’incloure gloméruls tallats
tangencialment, i es van prendre fotografies amb el microscopi optic Olympus BX61 a
400 augments. L’'area glomerular es va calcular mesurant la mida del cabdell
glomerular amb el software ImagedJ (NIH), tal i com s’ha descrit préviament (Soler et al.
2007a).

La deteccié de l'acumulacié de matriu mesangial es va mesurar a partir dels
mateixos glomeéruls. Mitjangant Imaged, es va identificar la matriu mesangial
extracel-lular com a material PAS-positiu i es va obtenir I'area total només del material
intensament tenyit. Per tant, 'obtencié de I'index mesangial va resultar del quocient

area mesangial/area glomerular.
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D.7. ANALISI PODOCITARIA

Les cél-lules podocitaries es van identificar amb la técnica d’immunohistoquimica
per mitja d’'un anticds que reconeix la proteina del tumor de Wilm (WT-1) (Santa Cruz
Biotechnology Inc.), un marcador especific de pododcits (Riera et al. 2014). El protocol
emprat va ser el seglient: es van tallar en micrétom seccions de 3um de gruix de teixit
renal inclos en parafina. Els talls préviament desparafinats i rehidratats, eren bullits 5
minuts en citrat sodic 0,01M pH6.0 per a assegurar una correctaexposicié antigénica.
Per a inhibir la peroxidasa enddgena es van incubar les mostres amb H,O, diluida al
3% en TBS1x durant 20 minuts en fosc. El bloqueig de les unions inespecifiques es va
realitzar amb una soluci® que contenia 3% d’albumina de sérum bovi (BSA,
AppliChem) i 3% de sérum fetal bovi inactivat (FBS Premium South America Origin,
Biowest) en TBS1x amb 0,05% de Tween-20 (Sigma-Aldrich) (TBS-T0,05%) durant 45
minuts a temperatura ambient. L’anticos primari contra la proteina WT-1 (policlonal de
conill, sc-192 de Santa Cruz) diluit 1/1000 en solucié de bloqueig es va incubar durant
tota la nit a 4°C. Els dia seguent, I'anticos secundari (monoclonal anti-conill conjugat
amb HRP, EnVision, Dako) es va incubar durant 45 minuts a temperatura ambient. El
revelat es va realitzar amb el substrat DAB durant 30 segons i el contratenyit dels
nuclis amb hematoxilina al 30% durant 30 segons. Les mostres es van deshidratar i

muntar amb el medi de muntatge DPX.

Per tal de realitzar el comptatge de podocits presents en el glomérul, es va
realitzar una analisi quantitativa seguint la descripcio feta per Wiggins et al. 2005. Amb
el microscopi optic Olympus BX61 es van realitzar fotos de 20 gloméruls per cada
animal a 40 augments, assegurant la identificacioé del pol vascular. En el glomérul, les
cél-lules positives per WT-1 es van identificar com a podocitaries. Les dades

obtingudes es van expressar en nombre de cel-lules/glomérul.

D.9. OBTENCIO D’EXTRACTES PROTEICS DE TEIXIT

Fragments de les porcions congelades a -80°C de cortex renal i teixit pancreatic
es van homogeneitzar en gel amb un tampd que contenia 50mM HEPES a pH 7,4;
150mM NaCl, 0,025mM ZnCl,, 0,5% de Trité X-100 i 0,1M Pefabloc® SC Plus (Roche)
i 0,01M solucié protectora del Pefabloc® SC Plus i una barreja d’inhibidors de
proteases lliures EDTA (Roche). Les mostres es van centrifugar durant 10 minuts a
14000g a una temperatura de 4°C i els sobrenedants obtinguts es van transferir a un

nou tub.
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La concentracio de proteina es va determinar per la técnica de I'acid bicinconinic o
BCA (Micro BCA, Thermo Scientific) basada en la reaccié de biuret. Aquesta consisteix
en la reduccié en un medi alcali dels ions coure (Cu?** > Cu') degut la proteina
present en la mostra. La posterior deteccié del catié6 Cu' es realitza per colorimetria a
través de l'addici6 de BCA. Els resultats es van quantificar per espectroscopia
d’absorbancia a 562nm (Tecan Infinite 200 reader, TECAN Instruments) i es van
extrapolar a una recta estandard. La quantificacié de la proteina present en la mostra

es va expressar en ug de proteina/ pL d’extracte.

D.10. EXPRESSIO PROTEICA D’ECA | ECA2 EN TEIXIT

L’analisi de I'expressio proteica en teixit renal i pancreatic es va realitzar per
electroforesi en gel de poliacrilamida (PAGE). El gel SDS-PAGE d’'una dimensié esta
compost per la barreja d’acrilamida/bisacrilamida, Tris-clorhidric i el detergent dodecil
sulfat de sodi (SDS). La polimeritzacié de I'acrilamida/bisacrilamida conforma una
matriu sdlida que permet a les proteines migrar a través d’una xarxa reticular en funcié
del pes molecular. L’'SDS és un detergent que desnaturalitza les proteines
desestabilitzant-ne I'estructura terciaria i, addicionalment, els confereix una carrega
neta negativa, optima per a permetre que migrin en sotmetre’s a un camp eléctric. Per
a la correcta separacié proteica, s’'usen dues concentracions diferents de la barreja
acrilamida/bisacrilamida: en primer lloc, una de baixa per permetre que les proteines
es concentrin i s’apilin (en aquest cas s’ha emprant 4% d’acrilamida/bisacrilamida). En
segon lloc, una d’elevada per permetre que se separin correctament (en aquest cas
del 7%). Una vegada les proteines s’han separat en el gel SDS-PAGE, cal transferir-
les a una membrana de polifluorur de vinilidé (PVDF), que té la propietat de presentar
afinitat per aminoacids permetent que les proteines puguin ser accessibles als
anticossos. La transferéncia es realitza en preséncia d’'un camp eléctric i un tampé que
permeten que les proteines presents en el gel SDS-PAGE migrin cap a la membrana
PDVF. Un cop transferides, i amb [l'objectiu d’evitar unions inespecifiques dels
anticossos, s’incuba la membrana amb una solucié proteica, en aquest cas llet
desnatada. Finalment, es procedeix a detectar la preséncia de les proteines d’interés a

través de la incubacié amb anticossos especifics.

La separacio, deteccio i quantificacid de les proteines d’interés es va realitzar amb
20ug de proteina tant pels extractes renals com pancreatics. Es van diluir en un tampo
de carrega 4x que contenia 0,21M de TrisHCI pH6,8; 6% d’SDS; 34% de glicerol; 19%
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de beta-mercaptoetanol i blau de bromofenol i es van desnaturalitzar durant 5 minuts a
100°C de temperatura. Les mostres es van carregar en el gel SDS-PAGE i es va
realitzar I'electroforesi en preséncia d’'un tampé que contenia 25mM de Tris, 192mM de
Glicina i 0,1%. D’'SDS.Es va utilitzar Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
(Bio-Rad) com a marcador de pes molecular. Una vegada les proteines estaven
separades en funcio del seu pes molecular, es van transferir a una membrana de
PVDF (GE Healthcare Life Science) préviament activada amb metanol 100%. La
transferéncia es realitza mitjangant un sistema semi-sec (Trans-Blot® Turbo™, Bio-
Rad) en un tampé que contenia 25mM de Tris, 192mM de Glicina a pH8,3 i metanol al
10%. La membrana amb les proteines transferides es va incubar durant 30 minuts a
temperatura ambient en agitacid amb una soluci6 de bloqueig de les unions
inespecifiques que contenia 5% de llet desnatada en tamp6 TBS amb 0,1% de Tween-
20 (Sigma-Aldrich) (TBS-T0,1%). La incubacié amb els anticossos pertinents es va

realitzar en les condicions que es detallen a continuacio:

ANTICOS PRIMARI ORIGEN REFERENCIA piLucid ANTICOS SECUNDARI
ECA2 Rata (monoclonal) MAB3437, R&D Systems 1:4000 AST795, rata IgG (conill-HRP, Sigma (1:7000)
ECA Conill (policlonal) F940, Bioworld (Antibody BCN) 1:500 A0545, conill IgG (cabra)-HRP, Sigma (1:3000)
Pactina Ratoli (monoclonal) A1978, Sigma 1:10000 P0447, ratoli IgG (cabra)-HRP, Dako (1:15000)

Taula 11.- Anticossos emprats per al’analisi proteica.

Entre cada incubacio, les membranes es van rentar amb TBST-0,1%. La deteccio
de les proteines d’interés es va realitzar mitjangcant una reaccié de quimioluminiscéncia
(Clarity™ ECL Western Blotting Substrate, Bio-Rad) en pel-licules fotosensibles (X-
Ray Film, AGFA).

Per a la valoracié de I'expressio proteica d’ECA en el ronyd, es van densitometrar
les arees corresponents a les bandes proteiques revelades en els films amb I'ajuda del
software ImagedJ i es va obtenir la quantitat relativa de la proteina d’interés (ECA) en
relacio al control de carrega representat per una proteina expressada constitutivament

(Bactina). Per tant, els resultats es van expressar com a quocient ECA/Bactina.

D.11. ESTUDI DE L’ACTIVITAT ENZIMATICA DE L’ECA

L’estudi de I'activitat de 'ECA es va realitzar mitjangant la incubacio dels extractes

de cortex renal o les mostres de serum amb N-hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL, Sigma),
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un substrat sintétic que al ser tallat per 'enzim present en la mostra, allibera dipéptid
His-Leu. Aquest, en preséncia d’o-ftaldialdehid forma un adducte fluorescent
quantificable per espectroscopia a 360nm d’excitacio i 485nm d’emissio (Tecan Infinite
200 reader, TECAN Instruments) (Figura 31). La técnica per tant, es basa en la
mesura indirecta de l'activitat de 'ECA mitjancant la deteccid de la fluorescéncia
alliberada (Schwager et al. 2006).

Figura 31.- Esquema de les reaccions principals en el técnica de detecci6 de
I'activitat enzimatica de I'ECA. 1) L’ECA present a la mostra talla el substrat sintétic HHL per
generar acid hipuaric i el dipeptid histidil-leucina. 2) El dipéeptid forma un adducte fluorescent en

preséncia de I'o-ftaldialdehid.

L’activitat enzimatica de 'ECA mesurada en extractes renals i en el sérum dels
animals d’estudi, presenta certes diferéncies de procediment que es detallen a

continuacio.

Cortex renal: 1uL d’extracte proteic es va incubar amb 74uL d’'un tampé de treball que
contenia 0,4M de borat sodic pH 8,3 i 5,5mM del substrat sintétic HHL durant 25
minuts a 37°C. Per a aturar la reaccié es van afegir 180uL d’hidroxid sodic 0,28M i a
continuacio es van incubar les mostres amb 15uL d’o-ftaldialdehid (en metanol 100% a
una concentracié de 20 mg/mL) en fosc durant 10 minuts a temperatura ambient. La
formacié de l'adducte es va frenar afegint 30uL de d’acid clorhidric 3N i es van
centrifugar les mostres durant 5 minuts a 800g. El sobrenedant es transferir en placa

fosca (Nunc™ F96 MicroWell™ Black Polystyrene Plate, LabClinics) i es va mesurar la
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intensitat per espectroscopia de fluorescéncia. Els valors obtinguts es van corregir en
funcié de la quantificacié proteica. Les mostres es varen mesurar en duplicat. Els

resultats s’expressaren en unitats de fluorescencia relativa (RFU)/ug de proteina.

Sérum: 2L de la mostra diluida 1/8 en solucié salina i es van incubar amb 73uL d’'un
tampo de treball que contenia 0,4M de borat sddic pH 8,3 i 5,5mM del substrat sintétic
HHL durant 25 minuts a 37°C en plaques fosques per a protegir de la llum. Els
segients passos de la técnica es realitzaren com s’ha esmentat anteriorment. Les
mostres es varen mesurar en duplicat. Els valors obtinguts es van corregir pel factor de

dilucio (1/4) i els resultats es van expressar en RFU/ uL de sérum.

D.12. ANALISI ESTADISTICA

Les analisis estadistiques es van realitzar amb SPSS versié 18.0.0 per Windows.
Les variables quantitatives s’expressen com la mitja i I'error estandard de la mitja
(tEEM). Les variables qualitatives s’expressen com a percentatges. L'estudi de la
normalitat de les variables es va realitzar segons el test de Kolmogorov—Smirnov. S’ha
emprat el test de test de Xi-quadrat per a la comparacio de variables qualitatives. Per a
la comparacio entre mitges s’ha emprat els test de T-student i d’'U Mann-Whitney, en
els casos en qué la variable no segueix una distribucié normal. Per a la comparacio
entre mitjanes amb més de dues categories s’ha usat un test ’ANOVA. La significacio

estadistica es va establir per una p<0,05.
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V. RESULTATS
A. OBTENCIO DE LES NOVES LINIES NOD.ACE2™ i NOR.ACE2™

A.1. RESULTAT DEL GENOTIPAT

A.1.1. REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Per a realitzar el canvi de fons, i com a part del procés de cria, a cada generacio

es va realitzar el genotipat i la seleccid de progenitors per a la seglent generacio.

La preséncia d’'una banda de pes aproximat d’'1Kb (corresponent als 890pb de la
regido d’amplificacié) en el gel d’agarosa indicava que I'animal presentava el gen de
'eca2 i corresponia aixi al grup wild-type (WT). L’abséncia de banda en el carril del
gen de I'ecaZ2 indicava que I'animal era knockout (KO). Per a cada mostra també es va
amplificar el gen control gapdh (Imatge 2).

ANIMAL 1 ANIMAL 2 ANIMAL 3 ANIMAL 4 ANIMAL 5 ANIMAL 6 ANIMAL 7 ANIMAL 8 ANIMAL 9
(KO) (WT) (KO) (KO) (KO) wm (w1 (KO) (KO)

GEN GAPDH
GEN GAPDH
GEN GAPDH
GEN GAPDH
GEN GAPDH
GEN GAPDH
GEN GAPDH

MARCADOR
DE PES

GEN GAPDH
GEN GAPDH

GENECA2
GENECA2
GENECA2
GENECA2
GENECA2
GENECA2
GENECA2
GENECA2
GENECA2

1,5Kb
1Kb

0,5Kb

Imatge 2.- Analisi de la deleci6 del gen de I'eca2. En la figura es mostra el resultat d’un
genotipat en un gel d’agarosa durant el procés de canvi de fons. Els animals KO no presenten
banda per eca2 (en aquest cas: animals 1, 3, 4, 5, 8 i 9). Els animals WT presenten una banda
de 890pb (en aquest cas: animals 2, 6, 7). Paral-lelament, es va amplificar també el gen gapdh
per a cada animal com a control.

A.1.2. PCR QUANTITATIVA (qPCR)

Durant el procés de canvi de fons, es van obtenir animals heterozigots (+/-) i wild-
type (wt) pel gen de I'eca2, no diferenciables per PCR classica. Per aquest motiu, es
va fer un abordatge per mitja de gPCR (Imatge 3). Per a la determinacié de la carrega

génica d’'ECA2 en les nostres mostres es va emprar el valor C+, definit com el numero
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de cicles de PCR en qué se supera el nivell basal de fluorescéncia i s'inicia la fase
exponencial d’amplificacié génica. Per tant el valor Ct és inversament proporcional a la
quantitat de copies de 'ADN d’interés. Valors baixos de C; indicaven major carrega
génica d’ECA2 mentre que valors elevats indicaven menor carrega. La diferéncia de
cicles d’'amplificacio (AC+) entre la sequéncia del control intern (zona d’amplificacié que
no es troba en el fragment delecionat) i la seqiéncia de la mostra d’interés, va
conformar el criteri per a la distincié entre les femelles wild-type i les heterozigotes per
ecaZ2. Aixi, les femelles wild-type presenten les corbes d’amplificacié abans del control

intern (ACt=0) mentre que les femelles heterozigotes les presenten després (AC1<0).

Amplifiialiae Codvan

ey /
2 |
- | WT
: ui il
:i = :
| ]
s | _control
i lL‘l! f f’
- /
e f .~ HZ
| ! [
e f
e /)" KO
i /
{
= A E
Cpclen

Imatge 3.- Analisi de la deleci6 de I'eca2 per qPCR. Corbes representatives d’una
femella wild-type (WT), una heterozigota (HZ) i una knockout (KO) en relacié als respectives
sequiéncies controls. La femella WT inicia la fase exponencial de la corba d’amplificacié abans
de la corba del control. La femella HZ inicia la corba d’amplificacié després del la corba del

control. La femella KO no presenta corba d’amplificacié (en verd).

A.2. CARACTERISTIQUES FENOTIPIQUES

A.2.1. COMPROVACIO DE LA DELECIO DEL GEN eca2

Mitjangant la técnica de WB es va corroborar I'abséncia d’'ECA2 a nivell proteic en
teixit renal i pancreatic d’animals KO a la desena generacio. Com s’aprecia a la Imatge
4, els animals WT presenten una banda corresponent a ECA2 mentre que els animals
knockout per ECA2, no s’aprecia. Aquests resultats es confirmen tant per ronyé com

per pancrees.
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A)

Imatge 4.- Expressio proteica de I'ECA2 en rony0 i pancrees. Confirmacié del genotip
mitjiangant I'analisi de I'expressio proteica per técnica de WB en teixit renal (A) i teixit pancreatic
(B). En ambdés organs els animals identificats com WT mostren preséncia de la proteina ECA2
(pes molecular aproximat de 100KDa) i els animals KO no mostren senyal en aquesta algada.

El control de carrega es va fer a través de la deteccié de (-actina (45KDa).

A.2.2. COLOR DEL PELATGE

Varem observar que els animals knockout per ECA2 sota el fons genétic NOD o
NOR presenten un pelatge més fosc i groguenc en comparacié amb els ratolins wild-
type (Imatge 5).

KO WT

Imatge 5.- Color del pelatge en ratolins WT i KO per ECA2. Comparativa del pelatge en
la soca NOD, entre un animal amb deleci6 d’ECA2 (NOD.ACE2'/' a l'esquerra de la imatge) i
amb preséncia d’ECA2 (NOD.ACE2" a la dreta de la imatge).
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A.2.3. PES CORPORAL

A.2.3.1. LINIA NOD.ACE2™

Els animals NOD.ACE2" presenten menor pes corporal en comparacid als
NOD.ACE2"* abans i després d’un periode de deju, tant si aquest és curt després de 5
hores com perllongat després de 12 hores (*p<0,05 NOD.ACE2"* vs. NOD.ACE2™")
(Figura 32).

Per comprovar si els dos grups (knockout i wild-type) presenten diferéncies al llarg
de les 12 setmanes de seguiment (de la setmana 12 a la setmana 24), s’ha analitzat la
variancia dels resultats amb un test ANOVA de mesures repetides mensualment.
S'observa que els animals NOD.ACE2” presenten un menor pes corporal en
comparacié a NOD.ACE2"", tant abans del deju com després de 5 i 12 hores de deju

durant tot el periode de seguiment.

PES CORPORAL ABANS DEL DEJU
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5
s 24
w
o
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10 12 14 18 18 20 22 24
EDAT (setmanes)
—— NoD.AcE2H* — e« NOD.ACE2™"
PES CORPORAL DESPRES DEL DEJU PES CORPORAL DESPRES DEL DEJU
(5h) (12h)
30 30
28 * 28
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10 12 14 16 18 20 22 24 10 12 14 16 18 20 22 24
EDAT (setmanes) EDAT (setmanes)
—e— NOD.ACE2** -+~ NOD.ACE2™" —e— NOD.ACE2*/* -« NOD.ACE27"

*p<=0,05vs. NOD.ACE2™

Figura 32.- Evolucié del pes corporal expressat en grams a les 12, 16 20 i 24
setmanes d’edat en animals NOD.ACE2" i NOD.ACE2™". A) Comparativa entre els pesos
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abans de l'inici del deju. S’observa una diferencia d’1,21g, d’'1,80g, d’'1, 56g i d’'1,76g de pes

entre els ratolins KO i WT a les 12, 16, 20 i 24 setmanes d’edat respectivament. B)

Comparativa entre els pesos després del deju de 5 hores. C) Comparativa dels pesos després
+/+

del deju de 12h. Les linies continues corresponen als animals NOD.ACE2"", les linies
discontinues corresponen als animals NOD.ACEZ2™". *p<0,05 en NOD.ACE2"* vs. NOD.ACE2™".

A.2.3.2. LINIA NOR.ACE2™

Els animals NOR.ACE2" presenten menor pes corporal en comparacié als
NOR.ACE2"* (Figura 33) abans del dejd, a les 16 i 20 setmanes d’edat; passades 5
hores de deju, a les 12, 16 i 20 setmanes i a les 12 hores de deju, a les 12 i 16

+/+

setmanes d’edat, en comparacio als animals NOR.ACE2™" (Figura 33). No s’observen
diferéncies significatives en el pes a les 24 setmanes d’edat, ni abans ni després del

deju (p=NS). No s’observen diferéncies en relacié al pes al final del seguiment.

Si estudiem I'evolucié del pes en global, TANOVA de mesures repetides mostra
una disminucié significativa en el pes corporal al llarg del seguiment en el grup
NOR.ACE2" comparacié al NOR.ACE2"* només després de 12 hores de deju.
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* p<0,05 vs. NOR ACE2™"
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Figura 33.- Evolucié del pes corporal expressat en grams a les 12, 16 20 i 24
setmanes d’edat en animals NOR.ACE2" i NOR.ACE2"". A) Comparativa entre els pesos
abans de linici del deju. B) Comparativa entre els pesos després del deju de 5 hores. C)
Comparativa dels pesos després del deju de 12h. Les linies continues corresponen als animals
NOR.ACE2"", les linies discontinues corresponen als animals NOR.ACE2”. *p<0,05 en
NOR.ACE2"" vs. NOR.ACE2”,

B. ESTUDIDE L’HOMEOSTASI DE LA GLUCOSA | LA INSULINA EN EL
MODEL NOD.ACE2™

Per a l'estudi de la glucosa i la insulina, es van incloure el hombre d’animals
especificats a la Taula 12. Donat a que es coneix que la soca NOD és la que
desenvolupa diabetis i la soca d’interés principal en la delecié del gen de 'ECA2 es va

plantejar I’estudi inicial amb una inclusié major que en la soca NOR.

GRUP NOD.ACE2wt | NOD.ACE2ko | NOR.ACE2wt | NOR.ACE2ko

N estudiada 75 75 15 16

Taula 12.- N d’animals inclosos en I'estudi de la homeodstasi de la glucosa i de la

insulina.

B.1. EVOLUCIO DE LA GLICEMIA BASAL

S’han comparat els valors de les glicemies basals entre els diferents grups
d’estudi després del deju (de 12 i 5 hores en cada cas) abans de I'administracié dels
bolus de glucosa i d’insulina, respectivament. Els resultats es mostren en la Taula 13 i
Taula 14.

La Taula 13 mostra que els animals WT presenten diferéncies en la glicémia basal
després de 12 hores de deju. Aixi, els ratolins NOD presenten un augment significatiu
de la glicémia després de 12 hores de deju a les 16 en comparacido amb els NOR
(NOD.ACE2**: 78,3+1,2mg/dL vs. amb NOR.ACE2"*: 72,1+1,8; $p<0,05) i a les 24
setmanes d’edat (75,3+1,1mg/dL en NOD.ACE2"* vs. 68,6+2, en NOR.ACE2";
$p=<0,05).
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En els ratolins amb deleci6 ’ECA2 de la soca NOD en comparacio als de la soca
NOR, s’observa un augment significatiu de la glicemia passades 12 hores de deju a les
24 setmanes dedat (78,9+1,9mg/dL en NOD.ACE2" vs. 70,5+2,1mg/dL en
NOR.ACE2™"; *p<0,05).

D’altra banda, TANOVA de mesures repetides indica que en global, al llarg de les
12 setmanes de seguiment, els animals no diabétics WT de fons NOD presenten
valors de glicemia basal significativament superiors als animals de fons NOR després

d’'un deju de 12 hores.

GLICEMIA BASAL (mg/dL) DESPRES DE 12 HORES DE DEJU
12 setmanes | 16 setmanes | 20 setmanes | 24 setmanes
Mitja 79,7 78,3($) 79,7 75,3 ()
NoD.Ace2** N 75 71 63 55
EEM 1,0 1,2 1,4 1,2
Mitja 80,6 79,4 78,8 78,9 (%)
NOD.ACE27" N 74 70 62 47
EEM 1,1 1,3 1,6 1,9
12 setmanes | 16 setmanes | 20 setmanes | 24 setmanes
Mitja 79,2 72,1 76,4 68,6
NOR.AcE2** N 15 15 14 14
EEM 2,0 1,7 2,6 2,3
Mitja 77,9 76,2 78,8 70,5
NOR.ACE2”" N 16 16 16 16
EEM 2.4 2,7 3,1 2,1

* p<0,05 NOD.ACE2"- vs. NOR.ACE2"-
$ p<0,05 NOD.ACE2** vs. NOR ACE2**

Taula 13.- Glicémies basals a les 12 hores de deju. Mitja de les glicemies basals
obtingudes després de 12 hores de deji en els grups NOD.ACE2"*, NOD.ACEZ2”,
NOR.ACE2"* i NOR.ACE2™ a les 12, 16, 20 i 24 setmanes d’edat, Jjuntament amb el nombre
d’animals estudiats (N) i l'error estandard de la mitia (EEM). *p<0,05 NOD.ACE2-/- vs.
NOR.ACE2". $p<0,05 NOD.ACE2""* vs. NOR.ACE2"".

La Taula 14 mostra els valors de glicemia passades 5 hores de deju. Els ratolins
els ratolins de la soca NOD KO presenten alteracions en la glicémia en comparacio als
WT a les 16 (164,915,4mg/dL en NOD.ACE2""* vs. 150,4+4,4mg/dL en NOD.ACE2™:
*p<0,05) i a les 20 setmanes dedat (NOD.ACE2": 161,0+5,7mg/dL vs.
171,5+6,6mg/dL en NOD.ACE2™", *p<0,05).

95



RESULTATS

GLICEMIA BASAL (mg/dL) DESPRES DE 5 HORES DE DEJU
12 setmanes | 16 setmanes | 20 setmanes | 24 setmanes
Mitja 150,4 164,9 161,0 184,4
Nop.Ace2** N 75 71 60 55
EEM 3,3 54 57 7,6
Mitja 150,5 150,4 (*) 171,5 (%) 172,2
NoD.ACE2”" N 74 68 62 48
EEM 2,1 4.4 6,6 4.6
12 setmanes | 16 setmanes | 20 setmanes | 24 setmanes
Mitja 154,3 157,4 163,0 164,9
NOR.ACE2** N 15 11 14 14
EEM 3,2 3,5 3,3 4.8
Mitja 151,7 156,7 158,7 168,8
NOR.ACE2”" N 16 15 16 16
EEM 2,9 50 3,3 3,4

* p<0,05 NOD.ACE2-/- vs. NOR.ACE2-/-

Taula 14.- Glicemies basals a les 5 hores de deju.- Mitia de les glicémies basals
obtingudes després de 5 hores de deju en els grups NOD.ACE2"*, NOD.ACE2”, NOR.ACE2""
i NORACE2” a les 12, 16, 20 i 24 setmanes d’edat, juntament amb el nombre d’animals
estudiats (N) i I'error estandard de la mitja (EEM). *p<0,05 NOD.ACE2-/- vs. NOR.ACE2”.

B.2. APARICIO DE LA DIABETIS

+/+

Es van registrar un total de 24 animals diabétics NOD.ACE2™ i 34 animals
diabétics NOD.ACE2" sobre un total de 75 animals seguits per cada una de les linies.
A partir d’aquestes dades es va calcular el percentatge d’incidéncia acumulada de
diabetis i la taxa d’aparicio de la diabetis al llarg de les 13 setmanes de seguiment, des
de les 12 setmanes d’edat fins a la fi de I'estudi, a les 25 setmanes d’edat. També es

va estudiar I'edat de I'aparicié de la diabetis entre els animals KO i WT.

Els resultats (Figura 34) mostren que la incidencia acumulada de diabetis és
superior en els animals NOD.ACE2" (45,3%) en comparacié als NOD.ACE2"* (32%) a

punt final de I'estudi sense assolir la significacio estadistica (p=0,096).
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INCIDENCIA ACUMULADA DE DIABETIS
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Figura 34.- Incidéncia acumulada de diabetis entre els grups NOD.ACE2"" (barres

opaques) i NOD.ACE2™ (barres ratllades) al llarg de les 13 setmanes de seguiment.

D’altra banda, els animals NOD.ACE2" presenten una major taxa d’aparicié de
diabetis practicament al llarg de tot I'estudi, excepte en linterval 17-18 setmanes
(Figura 35).

TAXA D'APARICIO DE DIABETIS
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Figura 35.- Taxa d'aparici6é de diabetis entre els grups NOD.ACE2™" (linia continua) i
NOD.ACE2” (linia discontinua) al llarg de les 13 setmanes de seguiment en l'estudi de

I'homeostasi de la glucosa i la insulina.
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L’edat d’aparicié de la diabetis no presenta diferéncies significatives entre els dos
grups estudiats: en els animals WT la mitja d’edat és de 20,4+0,7 setmanes i en els
KO és de 20,8+0,6 setmanes. No obstant, en la linia NOD.ACE2" s’observen casos de
+/+

diabetis en animals més joves, ja a les 11 setmanes, en comparacio als NOD.ACE2

on I'animal més jove registrat tenia 15 setmanes d’edat (Figura 36).
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Figura 36.- Edat d’aparicié de la diabetis en les linies NOD.ACE2"" i NOD.ACE2".
Cada cercle representa un animal diabétic en funcié de l'edat de I'aparicié de la malaltia. Les

creus indiquen la mitja de I'edat de I'aparicié de la diabetis per cada grup.

B.3. TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA INTRAPERITONEAL

B.3.1. LINIA NOD.ACE2™

Els valors de glicemia obtinguts al llarg dels 120 minuts després I'administracid
d'un bolus de glucosa a una dosi de 2g/Kg s’expressen a continuacié en forma de

corbes per a cada punt d’edat del seguiment (Figura 37).

Els animals NOD.ACE2" en comparacié als NOD.ACE2"* presenten un major
augment de la glicemia en resposta a I'administracié del bolus de glucosa. S’observen
diferéncies significatives a les 12 i 16 setmanes en els minuts 15 i 30 post-injeccié i al
minut 120 a les 16 setmanes d’edat (*p<0,05).
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A) 12 SETMANES D’EDAT B) 16 SETMANES D’EDAT
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Figura 37.- Test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal en animals NOD. Corbes de

+/+

glicémia obtingudes en les linies NOD.ACE2™" i NOD.ACE2” en resposta a I'administracié d’un

bolus de glucosa a una dosi de 29/Kg durant un sequiment de dues hores. A) Corbes a les 12

setmanes d’edat. B) Corbes a les 16 setmanes d’edat. C) Corbes a les 20 setmanes d’edat. D)

+/+

Corbes a les 24 setmanes d’edat. Les linies continues corresponen al grup NOD.ACE2™". Les
linies discontinues corresponen al grup NOD.ACEZ2™". *p<0,05 NOD.ACEZ2” vs. NOD.ACE2""*,

S’ha calculat I'area sota la corba (AUC) dels valors obtinguts entre els minuts 0-60
i 60-120 del test de glucosa per cada punt d’edat, comparant ambdds genotips (Figura
38). Els ratolins amb delecié d’ECA2 mostren una disminuci6 en la tolerancia al bolus
de glucosa administrat en una primera fase (0-60minuts), presentant diferéncies
significatives en animals joves de 12 i 16 setmanes d’edat. En concret, la mateixa dosi
de glucosa indueix un increment de glicémia major en el grup NOD.ACE2" (a 12
setmanes dedat: 12343,9+3355 en NOD.ACE2" vs. 11026,0+246,26
(mg/dL)x60minuts en NOD.ACE2"*; i a 16 setmanes d’edat: 12955,8+402,1 en
NOD.ACE2" vs. 12004,3+411,1 (mg/dL)x60minuts en NOD.ACE2""*: p<0,05). A partir

de les 20 setmanes d’edat, no s’observen diferéncies en relacié a 'AUC. Tampoc
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s’observen diferéncies en 'AUC entre els minuts 60-120 del test en els grups

A)  Auc (0-60minuts) B) Auc (60-120min)
20000 12000
= = 10000
£ 15000 £ i
= S
3 10000 2 om0
E E
S 4000
< 5000 %
2000
0
EDAT (setmanes) EDAT (setmanes)
= noD.Ace2** NOD.ACE2™" = NOD.ACE2** @ NOD.ACE2™"
* p<0,05 vs. NOD.ACE2** -
estudiats.

Figura 38.- Valors de les AUC en animals NOD.ACE2" en comparacid als controls
NOR.ACE2" a les 12, 16, 20 i 24 setmanes d’edat. A) En una fase inicial, entre els minuts 0 i
60 del test. B) En una segona fase més tardana, entre els minuts 60 j 120 del test. Les barres

+/+

opaques corresponen al grup NOD.ACE2"". Les barres ratllades corresponen al grup

NOD.ACEZ2". *p<0,05 NOD.ACE2” vs. NOD.ACE2™".

B.3.2. LiINIA NOR.ACE2™

Les glicemies durant el test de sobrecarrega de glucosa per a cada punt d’edat

també es van mesurar en animals de la soca control NOR resistent a la diabetis

(Figura 39).

Contrariament al que s’ha observat en els animals amb el fons NOD, els animals
NOR.ACE2™" presenten menor increment de la glicémia en resposta a 'administracio

+/+

del bolus de glucosa en comparacié als NOR.ACE2"". S’observen diferéncies
significatives en els minuts 60 i 120 a les 16 setmanes i en els minuts 15, 30, 60 i 120

a les 24 setmanes d’edat (*p<0,05 en NOR.ACE2” vs. NOR.ACE2"").
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* p=0,05 vs. NOR.ACE2™

Figura 39.- Test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal en animals NOR. Corbes de

+/+

glicémia obtingudes en les linies NOR.ACE2™" i NOR.ACE2” en resposta a I'administracié d’un
bolus de glucosa a una dosi de 29/Kg durant un seguiment de dues hores. A) Corbes a les 12
setmanes d’edat. B) Corbes a les 16 setmanes d’edat. C) Corbes a les 20 setmanes d’edat. D)
Corbes a les 24 setmanes d’edat. Les linies continues corresponen al grup NOR.ACE2"*. Les

linies discontinues corresponen al grup NOR.ACE2”". *p<0,05 NOR.ACE2” vs. NOR.ACE2"".

Els resultats de les AUC calculades entre els minuts 0 i 60 mostren com en els
animals amb delecié de 'ECA2 hi ha una millor tolerancia a la injeccio del bolus de
glucosa (Figura 40), assolint significacid estadistica a les 24 setmanes d’edat
(15276,64547,9 en NOR.ACE2" vs. 17564,5+618,0
NOR.ACE2""*; *p=<0,05).

(mg/dL)x60minuts en

Els valors de les AUC en una fase més tardana del test (minuts 60-120) mostren
una millor tolerancia al bolus de glucosa en abséncia d’'ECA2 a les 16 setmanes
(7921,9+342,8 en NOR.ACE2" vs. 8894,0+324,8 (mg/dL)x60minuts en NOR.ACE2""*:
*p<0,05).
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B) Auc (60-120min)
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* p=0,05 vs. NORACE2**

Figura 40.- Valors de les AUC en animals NOR.ACE2™ en comparacio als controls
NOR.ACE2" ales 12, 16, 20 i 24 setmanes d’edat. A) En una fase inicial, entre els minuts 0 i

60 del test. B) En una segona fase més tardana, entre els minuts 60 j 120 del test. Les barres

+/+

opaques corresponen al grup NOR.ACE2"". Les barres ratllades corresponen al grup

NOR.ACEZ2”. *p<0,05 NOR.ACE2” vs. NOR.ACE2""*.

B.4. TEST DE TOLERANCIA A LA INSULINA INTRAPERITONEAL

B.4.1. LINIA NOD.ACE2™

Les glicémies obtingudes al llarg dels 120 minuts després de la injeccié d’'una dosi
de 0,75U/Kg d’insulina intraperitoneal s’expressen en les corbes per a cada punt
d’edat de seguiment (Figura 41).

En resposta a la mateixa dosi d’insulina, els animals NOD.ACE2" presenten una
major baixada de la glicémia i, per tant, una major sensibilitat al bolus d’insulina, en
comparacié als NOD.ACE2"* en els minuts 15, 30, 60 i 120 a les 12 setmanes i als
minuts 30, 60 i 120 a les 16 i 20 setmanes d’edat. A les 24 setmanes d’edat s’observen
diferéncies al minut 120 (*p<0,05 en comparacié a NOD.ACE2*").
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Figura 41.- Test de tolerancia a la insulina intraperitoneal en animals NOD. Corbes de
glicémia (expressades com a percentatge respecte el valor basal) obtingudes en resposta a
I'administracié d’un bolus d’insulina de 0,75U/Kg durant un seguiment de dues hores. A)
Corbes a les 12 setmanes d’edat. B) Corbes a les 16 setmanes d’edat. C) Corbes a les 20
setmanes d’edat. D) Corbes a les 24 setmanes d’edat. Les linies continues corresponen al grup
NOD.ACE2"". Les linies discontinues corresponen al grup NOD.ACE2”. *p<0,05 NOD.ACE2”
vs. NOD.ACE2"".

B.4.2. LINIA NOR.ACE2™

El test de sobrecarrega d’insulina per a cada punt d’edat de seguiment també es

va realitzar en animals de la soca NOR (Figura 42).

Contrariament a la soca NOD, s’ha observat que els animals de fons NOR amb
delecié de 'ECA2 presenten significativament menor sensibilitat a la insulina al minut
15 a les 12 i 16 setmanes d’edat comparacié a NOR.ACE2** (*p<0,05). No s’observen

diferéncies de comportament en les corbes a les 20 i 24 setmanes d’edat.
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A) 12 SETMANES D’EDAT B) 16 SETMANES D’EDAT
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Figura 42.- Test de tolerancia a la insulina intraperitoneal en animals NOR. Corbes de
glicémia expressades en relaci6 al percentatge del valor basal, obtingudes en resposta a
I'administracié d’un bolus d’insulina de 0,75U/Kg durant un seguiment de dues hores. A)
Corbes a les 12 setmanes d’edat. B) Corbes a les 16 setmanes d’edat. C) Corbes a les 20
setmanes d’edat. D) Corbes a les 24 setmanes d’edat. Les linies continues corresponen al grup
NOR.ACE2". Les linies discontinues corresponen al grup NOR.ACEZ2™". *p=<0,05 NOR.ACE2"
vs. NORACE2"".

B.5. ESTUDI DE LA PRIMERA FASE DE LA SECRECIO D’INSULINA

L’estudi de la secreci6 de la insulina s’ha determinat mitjangcant 'AUC dels nivells
de secreci¢ d’insulina entre els minuts 0 i 5 després de la injeccioé del bolus de glucosa.
La Figura 43 mostra que en el grup NOD.ACE2™" s’observa menor secrecié d’insulina

+/+

en comparacio al grup NOD.ACE2™" a les 12 setmanes d’edat, sense assolir la

significacio estadistica. Aquesta tendéncia s’accentua a les 16 setmanes (p=NS).
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SECRECIO D'INSULINA

AUC (ng/mLx5min)

mACE2** @ ACE2™"

Figura 43.- Valors de I’AUC de la secrecié d’insulina. Comparativa entre animals
NOD.ACE2” i NOD.ACE2"* a les 12 i 16 setmanes d’edat. NOD.ACE2” (n=13), NOD.ACE2"*

(n =10). L’AUC esta expressada com a (ng/mL)x5minuts.

B.6. ESTUDI DE LA HISTOLOGIA PANCREATICA

B.6.1. ANALISI DE L’EXPRESSIO D’INSULINA EN ILLOTS B
PANCREATICS

A través de la histologia pancreatica s’ha estudiat I'expressidé d’insulina en les
cél-lules B dels illots en animals no diabétics NOD.ACE2** (n=11) i NOD.ACE2"

(n=16) en el moment de finalitzar I'estudi, a 25 setmanes d’edat.

No s’observen diferéncies significatives en la mitjana del nombre d’illots en
preséncia o abséncia ECA2 (2445,9 illots de mitjana per animal en NOD.ACE2""* en
comparacio als 20+5,4 a NOD.ACE2™; p=NS) (Taula 16).

El grup NOD.ACE2" presenta una tendéncia a la disminucié en la mitjana de
l'area tenyida amb insulina per animal en comparacié al grup NOD.ACE2**
(334860,7+109179,4um? tenyits per insulina en NOD.ACE2"* en comparacié a

218438,0+67661,1 um? en NOD.ACE2™; p=NS) (Figura 43).

GRUP NOD.ACE2wt | NOD.ACE2ko
N animals " 16
MITJANA N ILLOTS 24 20
EEM 59 54
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Taula 16.- Resum dels animals per a I’estudi de I'expressi6 de la insulina. Es mostren
la mitiana d'illots i FTEEM en l'analisi de I'expressié d’insulina en els pancrees d’animals no
diabétics NOD.ACE2” vs. NOD.ACE2"" a 25 setmanes d’edat.

MITJANA D’AREA TENYIDA PER INSULINA

500000

334860,7

400000
218438,0

300000

200000

100000

AREA ILLOT TENYIDA (pm2)

0
= NoD.ACE2**(N=11) 2 NOD.ACE2™" (N=11)

Figura 43.- Analisi quantitativa de I’expressi6 d’insulina en I'illot pancreatic. Mitja de
I'area d'illot tenyida positivament per insulina per animal en pancrees del grup NOD.ACE2” vs.
NOD.ACE2"* no diabétics a 25 setmanes d’edat. La barra opaca correspon a animals
NOD.ACEZ2""*. La barra ratllada correspon a animals NOD.ACE2".

No s’han observat diferéncies estadistiques en I'area infiltrada per animal entre

animals knockout i wild-type no diabétics a 25 setmanes d’edat (dades no mostrades).

Imatge 6.- Immunohistoquimica d’insulina en [lillot pancreatic. Fotografies

representatives de la morfologia dels d’illots B pancreatics sense i amb infiltrat. A) lllot
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pancreatic intacte tenyit positivament per insulina. La tinci6 marré marca la insulina continguda
en les cél-lules B B) lllot pancreatic amb infiltrat tenyit positivament amb insulina. Les cél-lules
secretores d’insulina han quedat marcades de color marré. Una part de lillot es troba infiltrada.
La identificacié de linfiltrat es realitza per la contratinci6 amb hematoxilina. Fotografies a 400

augments.

B.6.2. ANALISI DE L’APOPTOSI DELS ILLOTS B PANCREATICS

En la soca NOD, s’ha estudiat el grau d’apoptosi en els illots d’animals no

diabétics knockout en comparacio a wild-type de 16 i 17 setmanes d’edat (Imatge 7).

S’ha detectat preséncia de cél-lules apoptotiques en els dos grups. No obstant, no
s’han pogut establir diferéncies significatives entre NOD.ACE2” en comparacié a
NOD.ACE2"* (p=NS) (dades no mostrades).

Al Bj

Imatge 7.- Tinci6 TUNEL en l'illot pancreatic. Fotografies representatives de I'apoptosi

en el pancrees. Les fletxes indiquen presencia de tinci6 marr6 que marca les cél-lules

+/+

apoptotiques. A) lllot pancreatic d’un animal NOD.ACE2"". B) lllot pancreatic d’'un animal

NOD.ACEZ2". Una part de lillot es troba infiltrada. La identificacié de l'infiltrat es realitza per la

contratincié amb hematoxilina. Fotografies a 200 augments.

C. ESTUDI DE LA NEFROPATIA DIABETICA EN ELS MODELS
NOD.ACE2” | NOR.ACE2”

Per a la inclusi6 dels animals a I'estudi de la ND, es realitza un seguiment de les
glicémies basals cada quinze dies. Només els animals amb mesures de glucosa en

sang >250mg/dL en dos dies consecutius eren considerats diabétics. La N final
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d’animals emprats per a I'estudi de la nefropatia als de 30 dies de diabetis és la que

s’especifica en la Taula 17.

GRUP NOD.ACE2wt | NOD.ACE2ko | NOR.ACE2wt | NOR.ACE2ko

N estudiada 13 10 13 10

Taula 17.- N dels animals inclosos en I'estudi de la nefropatia després de 30 dies de

diabetis.

C.1. DETERMINACIO DE PARAMETRES FISIOLOGICS

C.1.1. CARACTERISTIQUES DELS ANIMALS INCLOSOS

L’edat i els parametres dels grups estudiats a l'inici del seguiment de cada grup es

mostren en la Taula 18.

En el moment de la inclusi®é no s’observen diferencies entre les edats de cada
grup d’estudi (NOD.ACE2"*: 19,0+1,0 setmanes; NOD.ACE2”: 19,7+1,1 setmanes;
NOR.ACE2"*: 19,0+1,0 setmanes; NOR.ACE2”: 19,9+1,1 setmanes; p=NS).

Els animals diabétics WT presenten un menor pes corporal a l'inici del seguiment
en comparacié als controls ($p<0,05). En canvi, en animals KO no s’observen
diferéncies de pes significatives entre els animals diabétics en comparacié als no
diabétics. Els animals diabétics presenten hiperglicemia ja des de I'inici de I'estudi en

comparacio als no diabétics (*p<0,05).

INICI D'ESTUDI (setmana 0)
EDAT PES GLICEMIA
(setmanes) (g) (mg/dL)
++ MITJA 19,0 26,3(3) 376,9(3)
b EEM 1,0 05 29,8
NOD.ACE2"- MITIA 19,7 26,4 443,5(%)
EEM 1,1 0,5 33,2
NORACEZH* MITJA 19,0 28,4 1548
EEM 1,0 04 33
J- MITJA 19,9 26,6 165,8
bt EEM 1,1 09 4,1

$ p=0,05 vs NOR.ACE2+/+ * p=0,05 vs NOR.ACE2-/-

Taula 18.- Parametres d’edat (en setmanes), pes (en g) i glicémia (en mg/dL) a I'inici
de [l'estudi (setmana 0 de seguiment) en els grups NOD.ACE2"*, NOD.ACE2”,
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NOR.ACE2”* i NOR.ACE2”. *p<0,05 en NOD.ACE2" vs. NOR.ACE2”. $p<0,05 en
NOD.ACE2** vs. NOR.ACE2"".

C.1.2. EVOLUCIO DEL PES CORPORAL

L’evolucié del pes en els grups estudiats al llarg dels 30 dies de seguiment es

mostra en la Figura 45.

Passats 30 dies de diabetis, els animals NOD.ACE2** i NOD.ACE2” presenten
una pérdua significativa de pes en comparacio al seu pes inicial (26,3+0,5g en el grup
NOD.ACE2"* a inici d’estudi en comparacié a 22,6+1,0g al final d’estudi i 26,4+0,5g en
el grup NOD.ACE2™ a l'inici de I'estudi en relacié als 20,8+0,9g del final de I'estudi; #
p=<0,05).

+/+

La diabetis contribueix a un menor pes corporal en animals NOD.ACE2™" en
comparacié als animals NOR.ACE2** (*p<0,05). Aixi mateix també s'observa en
ratolins NOD.ACE2" en comparacié a NOR.ACE2” ($p<0,05). En fons NOD s’observa
una progressiva pérdua de pes entre el moment d’inclusié en comparacié amb els

mateixos animals a punt final d’estudi (#p<0,05).

L’ANOVA de mesures repetides mostra que, valorant els resultats al llarg de les 4

+/+

setmanes de seguiment, els animals NOD.ACE2"" presenten en general un pes

+/+

corporal significativament inferior als NOR.ACE2™".

EVOLUCIO DEL PES CORPORAL
30

28

PES CORPORAL (g)

=1 1] 1 2 3 4 5
TEMPS DE DIABETIS [setmana s)
—e— NODACEZ** --8- NOD.ACEZ™ —+— NORACEZ"*--#-- WORACEZ™

'

I
* p=0,05va, NOR AcEZ™ 5 p=0,05 v, NOR.ACEZ™ & p=0, 05 ve, SETMANA O
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Figura 45.- Evolucio del pes corporal dels animals des de I'inici de I’estudi i al llarg
de les 4 setmanes de seguiment de la diabetis. La linia grisa continua correspon al grup

NOR.ACE2". La linia grisa discontinua correspon al grup NOR.ACEZ2". La linia negra continua

+/+

correspon al grup NOD.ACE2"". La linia negra discontinua correspon al grup NOD.ACE2”,

$p<0,05 en NOD.ACE2” vs. NOR.ACE2”. *p<0,05 en NOD.ACE2"* vs. NOR.ACE2"". #p<0,05

en els valors de pes al final de I'estudi en comparacié a l'inici del seguiment.

C.1.3. EVOLUCIO DE LA GLICEMIA CAPIL-LAR

Les mesures i I'evolucio de glicémia en els grups estudiats al llarg dels 30 dies de

seguiment es mostra en la Figura 46.

Al final de I’estudi, els animals NOD.ACE2** i NOD.ACE2” presenten un augment
significatiu de la glicémia en comparacid6 a la glicemia a [linici de [I'estudi
(376,9+29,8mg/dL en el grup NOD.ACE2** a inici d’estudi vs. a 596,5+3,5mg/dL al
final d’estudi i 443,5£33,2mg/dL en el grup NOD.ACE2” a I'inici de vs. 600,0+£0,0mg/dL
del final de I'estudi; #p=<0,05).

No es detecten diferéncies en els valors observats entre animals WT i KO en la
soca NOD. Tampoc s’aprecien diferéncies entre WT i KO en la soca NOR. No obstant,
s’observen diferencies entre animals NOD (*p<0,05) i NOR (¥ p<0,05). En aquest
sentit TANOVA de mesures repetides mostra diferéncies significatives globals al llarg
de les 4 setmanes de seguiment en la glicemia dels animals de fons NOD en
comparacio als valors en el fons NOR. No s’observen diferéncies entre els ratolins KO
i WT pel gen de 'ECAZ2.
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EVOLUCIO DE LA GLICEMIA BASAL
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* p=0,05vs. NOR ACE2*/* $p<0,05vs, NOR.ACEQ_'L #p<0,05 vs. SETMANA 0

Figura 46.- Evolucio de la glicemia basal des de I'inici de I'estudi i al llarg de les 4
setmanes de seguiment de la diabetis. La linia grisa continua correspon al grup
NOR.ACE2". La linia grisa discontinua correspon al grup NOR.ACEZ2". La linia negra continua

+/+

correspon al grup NOD.ACE2"". La linia negra discontinua correspon al grup NOD.ACE2”,

$p<0,05 en NOR.ACE2” vs. NOD.ACE2”. *p<0,05 en NOR.ACE2"* vs. NOD.ACE2"". #p<0,05

en valors de pes al final de I'estudi vs. l'inici del sequiment.

C.2. MESURA DE LA PRESSIO ARTERIAL

C.2.1. PRESSIO ARTERIAL SISTOLICA

La pressio arterial sistolica (PAS) en els diferents grups d’estudi, expressada en

mil-limetres de mercuri (mmHg), es mostra a la Figura 47.

Els resultats mostren que la diabetis comporta un augment de la PAS tant en el
grup knockout com en el wild-type (PAS WT: 117,412,5 mmHg en NOD vs. 109,4+2,7
mmHg NOR; PAS KO: 117,14£3,3 mmHg en NOD vs. 104,2+2,4 mmHg en NOR;
*p<0,05).

No s’observen diferéncies en els valors de la PAS entre els animals knockout i

wild-type per ECA2 (p=NS).
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PRESSIO ARTERIAL SISTOLICA
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* p<0,05 vs. NOR

Figura 47.- PAS entre els animals knockout i wild-type per ECA2 en les soques NOD
. Barra negra opaca correspon al grup

+/+

i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2
NOD.ACE2"". Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACE2". Barra negra ratllada

correspon al grup NOD.ACE2™". *p<0,05 en NOD vs. NOR.

C.2.2. PRESSIO ARTERIAL DIASTOLICA

Els valors obtinguts de pressi6 arterial diastolica (PAD), expressats en mil-limetres

de mercuri (mmHg), entre els diferents grups estudiats es mostren en la Figura 48.

No s’observen diferéncies en la PAD entre els grups d’estudi (NOR.ACE2**:
84,2425 mmHg, NOR.ACE2™: 77,414 1mmHg, NOD.ACE2"*: 87,1+2,4 mmHg;
NOD.ACE2": 86,4+3,3 mmHg; p=NS).
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PRESSIO ARTERIAL DIASTOLICA
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Figura 48.- PAD entre els animals knockout i wild-type per ECA2 en les soques NOD

+/+

i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2"". Barra negra opaca correspon al grup

NOD.ACE2". Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACE2”. Barra negra ratllada
correspon al grup NOD.ACE2™.

C.2.3. FREQUENCIA CARDIACA

La valoracio del freqiiéncia cardiaca, expressada en batecs per minut (bpm) en els

diferents grups d’estudi es representa en la Figura 49.

Els animals NOD.ACE2” presenten una disminucié estadisticament significativa
de la freqiiéncia cardiaca en comparacié als NOR.ACE2” (591,8+13,2 bpm en NOD
vs. a 700,219,6 bmp en NOR; *p<0,05).

En el grup no diabétic KO per ECA2 s’observa un augment significatiu de la
frequéncia cardiaca en comparacié amb el grup WT (700,2+9,6 bpm vs. 657,6£17,5
bpm; $p<0,05).
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FREQUENCIA CARDIACA
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Figura 49.- Freqiiéncia cardiaca entre els animals knockout i wild-type per ECA2 en

+/+

les soques NOD i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2"". Barra negra opaca

+/+

correspon al grup NOD.ACE2™". Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACEZ2". Barra

negra ratllada correspon al grup NOD.ACEZ2”. *p<0,05 en NOD vs. NOR. $p<0,05 en
NOR.ACE2"* vs. a NOR.ACE2™.

C.2.4. PRESSIO ARTERIAL MITJA

A partir dels valors de PAS i PAD obtingudes, s’ha calculat la pressié arterial mitja

(PAM). La PAM es defineix com la mitja de la pressio en un cicle cardiac i s’estima a

1

AMz2PAD 4 ———— , . . .y
AN “3ipas-rap.. La PAM és un indicador de la pressio de

partir de la férmula:
perfusio cap als organs i s’utilitza com a mesura del risc cardiovascular (Sesso et al.
2000).

No s’observen diferencies en la PAM en els diferents grups estudiats
(NOR.ACE2"*: 92,6425 mmHg, NOR.ACE2”: 97,2+2,3mmHg, NOD.ACE2"*:
86,3+3,5 mmHg; NOD.ACE2”: 96,7+3,2 mmHg; p=NS) (Figura 50).
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Figura 50.- PAM entre els animals knockout i wild-type per ECA2 en les soques NOD
i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2"". Barra negra opaca correspon al grup

NOD.ACE2*"*. Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACE2”. Barra negra ratllada
correspon al grup NOD.ACE2™".

C.2.5. PRESSIO ARTERIAL DEL POLS
La pressio arterial del pols (PAP) s’obté de la resta entre la PAS i la PAD. La PAP,

com la PAM, és un marcador del risc cardiovascular (Kodama et al. 2014).

En els ratolins WT diabétics en comparacié amb els controls s’observa un
augment significatiu de la PAM (NOD.ACE2"*: 30,3+1,2mmHg vs. NOR.ACE2"*:

25,2+1,1mmHg; *p<0,05) (Figura 51).
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Figura 51.- PAP entre els animals knockout i wild-type per ECA2 en les soques NOD

+/+

i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2"". Barra negra opaca correspon al grup

NOD.ACE2"". Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACEZ2". Barra negra ratllada
correspon al grup NOD.ACE2”. *p<0,05 en NOD vs. NOR.

C.3. PES RENAL

Com mostra la Figura 52, al final de I'estudi s’'observa un augment significatiu
del pes renal en els animals diabétics en comparacié als no diabétics (en
NOD.ACE2"*: 0,34+0,17mg/dL vs. NOR.ACE2"*: 0,28+0,07mg/dL, $p<0,05 i en
NOD.ACE2": 0,32+0,16mg/dL vs. NOR.ACE2”: 0,24+0,08mg/dL, *p<0,05).
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Figura 52.- Pes renal entre els animals knockout i wild-type per ECA2 en les soques

+/+

NOD i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2"". Barra negra opaca correspon

al grup NOD.ACE2*"*. Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACE2”. Barra negra ratllada
correspon al grup NOD.ACE2”. *p<0,05 en NOD vs. NOR.

C.3. QUOCIENT PES RENAL/PES CORPORAL

El quocient pes renal/pes corporal expressat en percentatge es mostra en la
Figura 53. En els ratolins diabétics NOD s’observa un augment significatiu del
quocient pes renal/ pes corporal en comparacié amb els ratolins no diabétics, tant en el
grup WT com en el KO pel gen de l'eca2 (en NOD.ACE2**: 1,5+0,04% vs.
NOR.ACE2"*: 0,9+0,03% i en NOD.ACE2”: 1,5£0,05% vs. NOR.ACE2": 0,9+0,04%;
*p<0,05).

D’altra banda, no s’observen diferéncies entre animals knockout i wild-type per
ECA2 en les soques NOD i NOR (p=NS).
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Figura 53.- Quocient del pes renal/pes corporal entre els animals knockout i wild-

+/+

type per ECA2 en les soques NOD i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2™".
. Barra grisa ratllada correspon al grup

+/+

Barra negra opaca correspon al grup NOD.ACE2
NOR.ACEZ2". Barra negra ratllada correspon al grup NOD.ACE2”. *p<0,05 en NOD vs. NOR.

C.4. QUOCIENT PES CARDIAC/PES CORPORAL

El quocient pes del cor/pes corporal expressat en percentatge es mostra en la
Figura 54. En els ratolins NOD diabétics s’observa una disminucié significativa del
quocient pes cardiac/per corporal en comparacié amb els ratolins controls no diabétics,
tant en el grup WT com en el KO pel gen de I'eca2 (NOD.ACE2"*: 0,4+0,02% en
comparacié6 a NOR.ACE2"*: 0,5¢0,03% i NOD.ACE2”: 0,3+0,01% vs. NOR.ACE2™:
0,4+0,02%; *p<0,05).

No s’observen diferéncies entre animals knockout i wild-type per ECA2 en les
soques NOD i NOR (p=NS).
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Figura 54.- Quocient del pes cardiac/pes corporal entre els animals knockout i wild-
+/+

type per ECA2 en les soques NOD i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2™".
. Barra grisa ratllada correspon al grup

+/+

Barra negra opaca correspon al grup NOD.ACE2
NOR.ACEZ2". Barra negra ratllada correspon al grup NOD.ACE2”. *p<0,05 en NOD vs. NOR.

C.5. ESTUDI DE LA FUNCIO RENAL

C.5.1. ANALISI DE L’EXCRECIO URINARIA D’ALBUMINA (EUA)

La Figura 55 mostra un augment significatiu de 'EUA en els ratolins NOD
diabétics (NOD.ACE2**: 770,1+270,2 pg Alb/mg Crea vs. NOR.ACE2"*: 17,6%4,0 ug
Alb/mg Crea i NOD.ACE2": 512,0+288,3 Mg Alb/mg Crea vs. NOR.ACE2”: 19,9+3,7
Mg Alb/mg Crea; *p<0,05).

No s’observen diferéncies a causa de la delecié de 'ECAZ2 entre les soques NOD i

NOR (p=NS).
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Figura 55.- Estudi d’albumindria entre els animals knockout i wild-type per ECA2 en

+/+

les soques NOD i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2"". Barra negra opaca

+/+

correspon al grup NOD.ACE2™". Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACEZ2". Barra

negra ratllada correspon al grup NOD.ACE2”. *p<0,05 en NOD vs. NOR.

C.5.2. ANALISI DE LA TAXA DE FILTRACIO GLOMERULAR (TFG)

La TFG calculada mitjancant bolus d’inulina-FITC es mostra augmentada
significativament en els ratolins diabétics NOD.ACE2** en comparacioé als ratolins no
diabétics NOR.ACE2"* (NOD.ACE2"*: 54,248,3uL/min vs. NOR.ACE2"*:

29,414 1uL/min; *p<0,05) (Figura 56).

De manera interessant, aquest augment de la TFG en animals diabétics en WT no
s'observa en KO (NOD.ACE2”: 36,3+6,4uL/min vs. NOR.ACE2”: 29,3+5,1uL/min;
p=NS). Aixi, els ratolins diabétics NOD amb delecié del gen de I'eca2 presenten una
TFG similar als ratolins no diabétics NOR.
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Figura 56.- Valors de la TFG entre els animals knockout i wild-type per ECA2 en les
. Barra negra opaca

+/+

soques NOD i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2
correspon al grup NOD.ACE2"". Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACEZ2". Barra
negra ratllada correspon al grup NOD.ACE2”. *p<0,05 en NOD vs. NOR.

C.6. ESTUDI DE LA HISTOLOGIA RENAL
C.6.1. ANALISI DE L’AREA GLOMERULAR | L’AREA MESANGIAL

La valoracio de I'area glomerular (Figura 57) mostra un augment en els animals
diabétics sense arribar a la significacié estadistica en el grup WT (3713,1£107,3um? en

NOD en comparacié a 3213,6+222,6um? en NOR; p=NS).

Pel que fa al grup knockout, s’'observa un augment significatiu de I'area (KO:

3637,2+164,6um? en NOD en comparacié a 3095,5+92,1um? en NOR; *p<0,05).
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Figura 57.- Area glomerular en animals knockout i wild-type de la soca NOR i NOD.
Les valoracions de I'area del glomérul s’expressen en umz'. Barra grisa opaca correspon al grup
NOR.ACE2**. Barra negra opaca correspon al grup NOD.ACE2". Barra grisa ratllada

correspon al grup NOR.ACEZ2". Barra negra ratllada correspon al grup NOD.ACEZ2™". *p<0,05
vs. NOR.

D’altra banda, 'area mesangial (Figura 58) es troba significativament augmentada
en els animals diabétics en comparacid als no diabétics (en el grup WT:
1171,8+43,5um? en NOD en comparacié a 975,3+78,2um? en NOR; i en el grup KO:
1178,0+48,8um? en NOD en comparacié a 865,0+55,7 pym? en NOR; *p<0,05).
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Figura 58.- index mesangial en animals knockout i wild-type de la soca NOR i NOD.
Les valoracions de l'index mesangial estan expressades com el quocient entre larea

+/+

mesangial/area glomerular. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2"". Barra negra

+/+

opaca correspon al grup NOD.ACE2"". Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACE2™”.

Barra negra ratllada correspon al grup NOD.ACE2™". *p<0,05 vs. NOR.

Les imatges de microscopia oOptica de glomeruls dels diferents grups d’estudi
mostren evidéncies de diverses alteracions estructurals (Imatge 8). En la Imatge 8A

+/+

es mostra un glomeérul d’'un animal NOR.ACE2™" sense alteracions majors. La Imatge
8B correspon a un animal NOR.ACE2" on s’hi observa prominéncia podocitaria
(fletxa). Els animals NOD.ACE2"* després de 30 dies de diabetis (Imatge 8C)
presenten lleu expansié de la matriu mesangial (fletxa) i cert grau de congestio
capil-lar. EI grup NOD.ACE2" presenta gloméruls amb un major nombre de capil-lars
congestius (fletxa) fet que condueix a una dilatacié glomerular per congestio.
Addicionalment s’aprecia una lleu expansié mesangial aixi com prominéncia dels

podocits (Imatge 8D).

Imatge 8.- Estudi de la histologia glomerular. Fofografies representatives de gloméruls
tenyits amb tincio PAS d’animals A) NOR.ACE2™ B) NOR.ACE2” C) NOD.ACE2"* D)
NOD.ACEZ2™". La fletxa prima assenyala prominéncia podocitaria. La fletxa gruixuda assenyala
expansio de la matriu mesangial. La fletxa discontinua indica assenyala capil-lar. AJ = aparell

Jjuxtaglomerular. Fotografies preses a 400 augments.
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C.6.2. ANALISI PODOCITARIA

S’ha determinat el nombre de pododcits/glomérul (Figura 59 i Imatge 9) en cada
un dels quatre grups d’estudi. Els resultats mostrenuna disminucié en el recompte
podocitari en els grups diabétics en comparacid als no diabétics, assolint la
significanga en els animals knockout per ECA2 (13,191£0,4 podocits/glomérul en NOR

en comparacio a 10,17+1 podocits/glomérul en NOD; *p<0,05).
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Figura 59.- N podocits en animals knockout i wild-type de la soca NOR i NOD.
Resultats expressats com la mitja de poddcits/ glomeérul. Barra grisa opaca correspon al grup

+/+

NOR.ACE2"*. Barra negra opaca correspon al grup NOD.ACE2"". Barra grisa ratllada
correspon al grup NOR.ACEZ2". Barra negra ratllada correspon al grup NOD.ACE2™. *p<0,05

vs. NOR. $p<0,05 vs. WT.
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Imatge 9.- Tincié podocitaria en els grups d’'estudi. Fotografies representatives de la
cellularitat glomerular d’animals A) NOR.ACE2”* B) NOR.ACE2” C) NOD.ACE2"* D)
NOD.ACEZ2". Céllules podocitaries tenyides amb WT-1 en marré al cabdell glomerular. Altres
tipus cel-lulars glomerulars contratenyits amb hematoxilina. Fotografies preses a 400

augments.

C.7. ESTUDI DE L’ACTIVITAT ENZIMATICA D’ECA

C.7.1. ANALISI EN EL SERUM

S’observa un augment significatiu en lactivitat ECA en el sérum d’animals
diabétics en comparacié als animals no diabétics (NOD.ACEZ”‘”: 30519,5+1809,3
RFU/uL de sérum vs. NOR.ACE2**: 17982,5+985,2 RFU/uL de sérum i NOD.ACE2™:
23794,44+2577,1 RFU/uL de sérum vs. NOR.ACE2™: 19007,7+718,8 RFU/uL de sérum;
*p<0,05) (Figura 60).

Addicionalment, en ratolins diabétics KO s’observa una disminucié significativa en
lactivitat enzimatica circulant d’ECA en comparaci6 amb els ratolins WT
(23794,4+2577,1 RFU/UL de sérum en NOD.ACE2" vs. 30519,5+1809,3 RFU/uL de
sérum en NOD.ACE2""*; ¥p<0,05).

125



RESULTATS

ACTIVITAT ECA EN SERUM
* $

35000

30519,5

*

30000
23794 4

25000

20000 17982,5

RFU/pL sérum

15000

10000

5000

%
ACE2*" ACE2™"
=NOR wNOD

* p<0,05 vs. NOR $ p<0,05 vs. ACE2**

0

Figura 60.- Activitat ECA en el serum d’animals knockout i wild-type per ECA2 en les

+/+

soques NOD i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2"". Barra negra opaca

+/+

correspon al grup NOD.ACE2™". Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACEZ2". Barra

negra ratllada correspon al grup NOD.ACEZ2”. *p<0,05 en NOD vs. NOR.

C.7.2. ANALISI EN EL CORTEX RENAL

Malgrat observar una disminucié en lactivitat ECA en els animals diabétics
(Figura 61), WT o KO, no s’han assolit diferéncies significatives entre ambdos
genotips (NOD.ACE2**: 1231,0+162,2 RFU/ug de proteina vs. NOR.ACE2"":
1434,4+100,2 RFU/ug de proteina i NOD.ACE2": 1361,1+184,1ug de proteina vs.
NOR.ACE2™": 1823,6+159,7 RFU/ug de proteina; p=NS).

En el grup NOR no diabétic amb deleci6 de 'ECA2 s’aprecia un augment
significatiu de [lactivitat ECA en cortex renal en comparacido als ratolins WT
(NOR.ACE2": 1823,6£159,7 RFU/ug de proteina vs. NOR.ACE2"": 1434,4+100,2
RFU/ug de proteina; *p<0,05).
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Figura 61.- Activitat ECA en el cortex renal d’animals knockout i wild-type per ECA2
en les soques NOD i NOR. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2"*
opaca correspon al grup NOD.ACE2""*. Barra grisa ratllada correspon al grup NOR.ACE2™".
Barra negra ratllada correspon al grup NOD.ACE2”, *p<0,05 vs. NOR.

. Barra negra

C.8. ESTUDI DE L’EXPRESSIO PROTEICA D’ECA EN CORTEX RENAL

L’analisi proteic de I'expressié d’ECA a nivell de cortex renal es mostra en la

Figura 62, on la quantificacioé de la banda d’ECA s’ha relativitzat per la de la Bactina.

Malgrat observar una disminucié en I'expressié d’ECA en els animals diabétics, ja
siguin WT o KO, no s’han assolit diferéncies significatives (en els grups WT: 0,73+0,07
en NOD vs. 0,84+0,07 en NOR i en els grups KO: 0,87+0,08 en NOD vs. 10,07 en

NOR; p=NS).

De manera interessant i malgrat no assolir diferéncies significatives, I'expressio
proteica d’ECA es troba augmentada en abséncia d’ECA2 tant en la soca NOR com
NOR (en la soca NOR: 0,84+0,07 en WT vs. 1£0,07 en KO i en la soca NOD:
0,73+0,07 en WT vs. 0,87+0,08 en KO; p=NS).
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Figura 62.- Expressio proteica d’ECA en el cortex renal d’animals knockout i wild-
type de les soques NOR i NOD. Barra grisa opaca correspon al grup NOR.ACE2™. Barra
negra opaca correspon al grup NOD.ACE2**. Barra grisa ratllada correspon al grup

NOR.ACE2”. Barra negra ratllada correspon al grup NOD.A CE2".
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VI. DISCUSSIO

La discussio6 dels resultats d’aquesta tesi sobre I'estudi de la delecié de 'ECA2 en
les soques NOD i NOR s’organitza en tres apartats: un primer centrat en les
generalitats observades en les noves linies, un segon focalitzat en els efectes sobre
’homeostasi de la glucosa i de la insulina i un tercer sobre els efectes en la nefropatia

diabética.

A. CARACTERITZACIO DE LES NOVES LINIES NOD.ACE2™ i NOR.ACE2™

El primer objectiu de la present tesi ha consistit en creuar ratolins de la soca NOD
i ratolins de la soca NOR amb els ratolins ECA2 knockout en fons genétic C57BL/6.
Treballs publicats han demostrat que en condicions fisioldgiques (no patoldgiques) els
ratolins ECA2 KO generats tant en fons C57BL/6 com 129/SV so6n viables, fértils i no
presenten anomalies estructurals majors (Gurley et al. 2006; Crackower et al. 2002;
Yamamoto et al. 2006). El grup del Dr. Scholey i cols. préviament havia estudiat el
creuament del ratoli Akita (Ins2"7°*®Y) amb el ratoli ECA2 KO. El model Akita
desenvolupa una DM tipus 1 secundaria a una mutacié del gen de la insulina, que
produeix un defecte en el plegament proteic, apoptosi de les cél-lules B pancreatiques i
un subseqiient déficit en la secrecié de la insulina. Els ratolins de la linia ACE2™/
Ins2"7°%Y també han mostrat ser viables i fértils (Wong et al. 2007). En el treball que
aqui es presenta, estudiem la delecié del gen en el ratoli NOD, donat que presenta
una DM tipus 1 que imita la DM tipus 1 en humans. La nova soca utilitzada en aquest
estudi no ha estat estudiada préviament, per tant la seva viabilitat, fertilitat i fenotip son
desconeguts. Les noves linies murines generades en el treball sén viables, fértils i no
presentaren anomalies estructurals majors. Aixi, tant la soca NOD.ACE2™ com la soca

NOR.ACE2™" han pogut ésser emprades donada la seva viabilitat.

Hem observat que els animals que presenten una delecié del gen de 'ECA2
presenten un fenotip diferent en relacié al pelatge de la soca NOD original. Aquest
canvi en la coloracioé del pelatge també es fa patent en els ratolins amb delecié de
'ECA2 en el fons genétic NOR. La causa del canvi de coloracié en les noves linies
podria estar relacionada amb la coloracio negre dels ratolins ECA2 KO en fons genétic
C57BL/6, soca donadora de la deleci6. En aquest sentit, s’ha descrit el ratoli Agouti, un
model de DM tipus 2 amb sindrome metabdlica i que presenta pelatge agouti. El gen
agouti (A") codifica un senyal paracri que produeix phaeomelanin (A), conferint
coloracié groguenca. Aquesta coloracié tanmateix s’ha vist que pot ésser modificada

per fendmens ambientals (Morgan et al. 1999; Dolinoy et al. 2007). Inicialment, la
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coloracié de I'agouti va ser atribuida a la creacié del model en el fons genétic C57BL/6,

i posteriorment s’ha relacionat amb altres etiologies.

Del fenotip de la nova linia creada també destaca que la delecié del gen de I'eca2
provoca una disminucié del pes corporal dels animals. Es interessant mencionar que
aquesta disminucié del pes s’observa en les dues soques, tant en la del fons NOD com
la NOR. En aquest sentit, estudis previs han demostrat que la inhibicié farmacologica
de 'ECAZ2 produeix una disminucié del pes corporal. Aixi, en ratolins diabétics per STZ
on es va administrar de manera concomitant MLN-4760, un inhibidor sintétic especific
de 'ECA2, es va observar una disminucié de pes més accentuada que en ratolins
diabétics tractats només amb vehicle (Soler et al. 2007a; Tikellis et al. 2008). Es
interessant ressaltar que la disminucié de pes en el ratoli NOR control es va observar
principalment en el post-deju de ratolins amb 12-14 setmanes d’edat. Aquestes
diferéncies corporals en els ratolins controls NOR (no en els NOD diabétics) no
s’observen a les 24 setmanes de vida. Estudis recents han demostrat també aquesta
disminucié de pes en ratolins controls amb delecié del gen de I'eca2 i exacerbada
quan s’indueix la sindrome metabdlica mitjangant una dieta rica en greixos (Bernardi et
al. 2015). No obstant altres autors no troben diferéncies de pes corporal (Jia et al.
2009; Takeda et al. 2013). Aquestes divergéncies podrien ser atribuides a dues
causes: 1) diferents estratégies de generacio dels knockouts estudiats que confereixen
diferents caracteristiques genotipiques, 2) en una edat precoc: a les 12 setmanes de
vida s’aprecia una disminucié significativa de pes en ratolins control que s’esvaeix amb
I'edat de I'animal. Es també d’interés mencionar que el desenvolupament inicial del
farmac MLN-4760, un inhibidor sintétic especific de 'TECA2, es va concebre de cara al
tractament de I'obesitat a través del seu impacte en el metabolisme sense afectar la
sensacid de sacietat. No obstant donades les accions nocives del compost, aquest no

va sortir finalment al mercat.

B. ESTUDI DE L’HOMEOSTASI DE LA GLUCOSA | DE LA INSULINA

En relacio al test de sobrecarrega de glucosa, els resultats mostren que els
ratolins NOD.ACE2™" que no han desenvolupat diabetis presenten menor tolerancia al

+/+

bolus de glucosa en comparacié als animals NOD.ACE2™". L’alteracié en resposta a la
sobrecarrega de glucosa és patent entre les 12 i 16 setmanes de vida i, posteriorment,
desapareix. EI model NOD desenvolupa una diabetis autoimmune que cursa amb

destruccié de les cél-lules B pancreatiques i insulinitis (Makino et al. 1980). En aquest
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model no tots els ratolins desenvolupen diabetis, sind que la malaltia es desenvolupa
de forma progressiva en el transcurs de setmanes i la frequéncia depén del sexe (80-
90% femelles i 10-40% mascles a les 30 setmanes), essent molt menor, al voltant d’un
20%, a les 16 setmanes de vida (Leiter et al. 1987). Aixi, les diferéncies observades en
les setmanes inicials de l'estudi indiquen una alteraci6 que es fa patent en el
metabolisme de la glucosa, en una fase en qué en aquest model I'aparicié de diabetis
és poc frequent i va desapareixent en el moment en que s’'observa una major taxa de
diabetis (entre les 20-24 setmanes d’edat). En concordanga amb aquestes
observacions, després d'un deju de 5 hores, els animals NOD.ACE2™" a les 16 i 20
setmanes d’edat presenten alteracions en la glicémia basal, malgrat no ser diabétics.
Aquestes diferéncies es perden amb l'edat, a les 24 setmanes. Tanmateix, els ratolins
NOD.ACE2" presenten una taxa d’aparici6 de diabetis en edats més joves en

+/+

comparacio als ratolins NOD.ACE2™". La taxa d’aparici6 de la diabetis durant el
periode de seguiment d’aquest estudi presenta una tendéncia a I'alga en el ratoli amb
delecié del gen de I'eca2. En aquest sentit, estudis clinics han demostrat que els
farmacs inhibidors del SRA com els iECA i els ARB poden retardar l'aparicié de
diabetis de novo i milloren el control glicémic en pacients ja diabétics (Lewis et al.
1993; Hoogwerf 2010). Per tant, en el cas d’'un model amb delecié de 'TECA2 (enzim
que promou la degradacié de I'Ang-ll) s’observa un efecte contrari a la inhibicid
farmacologica de 'ECA (enzim que promou la formacié de I'Ang-ll) i la subsequent

alteracié del metabolisme de la glucosa.

S’ha demostrat que els ratolins ECA2 KO, tant als que se’ls administra una dieta
estandard com als que se’ls alimenta amb dieta rica en greixos, presenten una menor
secrecié de la insulina posterior a la sobrecarrega oral de glucosa (Bernardi et al.
2015). En la linia NOD.ACE2" també hem observat una lleu disminucié en la primera
fase de la secreci6 de la insulina, indicador de lesié a nivell pancreatic. L’expressio de
'ECA2 en pancrees, tant endocri (cél-lules B dels illots) com exocri (cél-lules acinars)
en diversos models experimentals ha estat préviament demostrada (Niu et al. 2008;
Fang & Yang 2010; Tikellis et al. 2004). En rates Zucker (fa/fa), un model animal
d’obesitat que desenvolupa diabetis, I'expressié de 'ECA2, tant a nivell proteic com
genic es troba elevada. Aquest augment es correlaciona amb diversos marcadors
d’apoptosi i fibrosi com tinci6 TUNEL, expressié de col-lagen IV i col-lagen | i Ill (per
red picrosirius) (Tikellis et al. 2008). L’'augment d’aquesta expressi6 d’ECA2 podria
constituir un mecanisme protector amb l'objectiu de contrarestar un excés d’Ang-Il.

Tanmateix, en un estudi en animals no diabétics, 'abséncia d’ECA2 va determinar una
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glicémia basal més elevada en ratolins de la soca C57BL/6 (Tikellis et al. 2008;
Bindom & Lazartigues 2009). D’aquesta manera, i segons els resultats d’aquesta part
de l'estudi, la delecié de 'ECA2, que condueix a un desequilibri del SRA, podria estar
afectant l'aparicié de la malaltia en els ratolins NOD. Tot i que no s’ha descrit un
mecanisme, hi ha indicis que apunten que els efectes deleteris de I'abséncia d’ECA2
en els illots pancreatics es podrien explicar per una acumulacié d’Ang-Il. A través de la
seva unié a AT1R es provocaria una vasoconstriccio del flux sanguini i una activacio
de fendmens d’estrés oxidatiu conduint a una major taxa d’apoptosi de les cél-lules (3 i,

per tant, a una disminucio de la secrecié d’insulina (Bindom & Lazartigues 2009).

Amb la finalitat d’elucidar la causa de l'alteracié del metabolisme de la glucosa en
el ratoli NOD, hem estudiat el nombre d’illots pancreatics, I'expressié d’insulina i els
nivells d’apoptosi pancreatica. El grup NOD.ACE2" presenta una tendéncia a la
disminucid en el nombre d’illots pancreatics i en I'expressio de la insulina en
comparacio amb els WT, sense observar-se canvis en l'apoptosi 8 pancreatica. La
manca de diferéncies clares en termes d’apoptosi, expressio d’insulina i nombre d’illots
pancreatics entre els models KO i el WT podria ésser degut a diverses causes: a) el
model NOD per se presenta les lesions mencionades a nivell dels illots pancreatics
(Diana et al. 2013), fet pel qual, una vegada iniciades perdem la capacitat de trobar
diferéncies en funcio de I'abséncia o presencia del gen de 'lECA2, b) pot ésser que en
el model existeixi una apoptosi en un estadi més preco¢ on és patent tal i com
demostrem en el treball una alteracié de la homeodstasi de la glucosa. No obstant el
plantejament inicial de I'estudi no va ésser recollir mostres pancreatiques a les 12
setmanes de seguiment i ¢) en la nova linia creada knockout per ECA2, l'alteracié de
la homeostasi de la glucosa podria explicar-se per altres mecanismes moleculars, no
relacionats directament amb I'apoptosi d’illots pancreatics. En aquest sentit, estudis en
models induits amb dieta rica en greixos en ratolins ECA2 KO, postulen que l'alteracié
del metabolisme de la glucosa es podria produir en relaci6 a canvis en els
transportadors de glucosa, com el GLUT-4 o el GLUT-2 (Takeda et al. 2013). No
obstant, aquest estudi esta realitzat en un model de DM tipus 2 amb sindrome
metabolica mentre que el present treball s’ha realitzat amb un model de DM tipus 1.
D’altra banda, estudis in vitro amb cél-lules B pancreatiques han demostrat que la
glucosa pot produir una induccio de les vies ACE2/Ang-(1-7)/Mas i APN/Ang-IV/IRAP,
suggerint que en aquest model podriem tenir una alteraci6 de I'expressié de
'aminopeptidasa A (Hardtner et al. 2013). L’estrés oxidatiu és un altre dels

mecanismes implicats en la regulacid del SRA intrapancreatic, concretament s’ha
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demostrat que en ratolins la infusid d’Ang-Il produeix una disminucié de l'activitat i
'expressio pancreatica d’ECA2 juntament amb un augment tant de I'expressié de
I'AT1R com de I'estrés oxidatiu. L’administraciéo exdgena d’ECA2 recombinant restaura

I'expressio pancreatica ’ECA2 i disminueix I'estreés oxidatiu (Chhabra et al. 2013).

El test de la sensibilitat de la insulina exdgena ha demostrat un increment d’aquesta
en els ratolins NOD.ACE2” respecte els ratolins NOD.ACE2"*. La nova linia
NOD.ACE2™" presenta una alteracié en el metabolisme de la glucosa i una major
sensibilitat a la insulina exdgena. Aquest resultats estan en concordangca amb estudis
previs on s’ha demostrat que la pérdua d’ECA2 contribueix a un empitjorament en la
regulacio dels nivells de glucosa en ratolins no diabétics (Niu et al. 2008). En models
de DM tipus 2 secundaria a una dieta alta en greixos també s’ha observat una alteracio
del metabolisme de la glucosa, acompanyada d’una disminucié en el nombre d’illots

pancreatics (Yuan et al. 2013).

L’aparicié de la diabetis en el fons NOD difereix en comparacié a la descrita
classicament i, tant en la linia NOD.ACE2” com en la NOD.ACE2**, la incidéncia de la
diabetis és inferior a 'observada en la soca congénica NOD. Aquesta observacio pot
ser deguda a les condicions experimentals ja que el model NOD presenta una diabetis
espontania amb una etiologia complexa i multifactorial que inclou una heréncia
poligénica de penetrancia molt variable en funcié de la manipulacio, I'entorn, la dieta i
I'exposicio a patdogens (Leiter 2001). En el nostre cas, creiem que és adient mencionar
que els models utilitzats per I'estudi varen ésser manipulats mensualment a partir de
les 12 setmanes de vida, fet que pot haver afectat la predisposicié a patdogens en
I'entorn. Els ratolins han estat estabulats en I'area lliure de patdgens de I'animalari del
PRBB, pero la seva manipulacié ha estat major i constant cada 4 setmanes. Estudis
previs del nostre grup han demostrat que I'aparicid de diabetis en el ratoli NOD en
I’'area mencionada es similar a la descrita en la literatura, en I'estudi comentat no es
varen realitzar tests de sobrecarrega de glucosa ni insulina, per tant la manipulacié del
ratoli va ésser menor que la del estudi actual (Riera et al. 2014). Tampoc es pot
menysprear la idea de la pérdua de canvis fenotipics en generacions posteriors en
relacié a la soca NOD congénica derivats de la creacioé de les noves linies a base de
creuaments successius (Wong et al. 2007) o fins i tot una possible influéncia en
l'aparicié de la malaltia de la regi6 flanquejant al gen delecionat, corresponent a la

soca donadora (Ridgway et al. 2007).
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C. ESTUDI DE LA NEFROPATIA DIABETICA

La valoracié de la PA es va realitzar una setmana abans del sacrifici. Varem
observar un augment de la PAS en els ratolins diabétics NOD tant en la linia
NOD.ACE2" com en la linia NOD.ACE2"* en comparacié amb els respectius NOR. La
delecio del gen de I'eca2 tant en el ratoli NOD diabétic com en la linia NOR no es va
acompanyar de canvis en la PA tant sistdlica com diastolica. Malgrat que s’ha
demostrat que el gen d’eca2 es localitza en el cromosoma X, concretament en un
locus de caracter quantitatiu (QTL) associat a hipertensié (Crackower et al. 2002;
Donoghue et al. 2000a), no hem trobat alteracions clares en els parametres de pressio
arterial en el grup KO. En coheréncia amb aquests resultats, estudis inicials en ratolins
amb delecio de 'ECA2 en el fons C57BL/6 (en abséncia de diabetis i HTA en el ratoli
WT) no varen detectar una alteracio en la PA (Crackower et al. 2002). Posteriorment,
Gurley i cols. realitzaren un estudi enfocat en conéixer I'efecte de la deleccié de 'ECA2
en la PA en diferents fons genétics i |I'efecte de 'administracié d’Ang-Il. Demostraren
que la PA esta elevada en el ratoli KO pel gen de I'eca2 depenent del fons genétic,
aixi, mentre ells si observaren augment de la PA en el fons C57BL/6, no varen trobar
diferéncies de PA en el fons 129/SvEv. L’administracido cronica d’Ang-Il en ratolins
ECA2 KO s’acompanya d’un augment significatiu (de dues vegades més) de la PA en
comparacié als ratolins WT. Aixi, I'abséncia d’ECA2 accentua la severitat de la
hipertensio arterial a través d’'un mecanisme depenent de 'Ang-ll (Gurley et al. 2006).
Aquests resultats suggereixen que en una condicié fisiologica, el déficit de I'enzim no
comporta una alteracié important, perd en contex d’hipertensioé arterial, 'excés d’Ang-Il
no es pot degradar per déficit de TECA2 amb augment de les xifres de PA. L’efecte de
la delecié de 'ECA2 en la diabetis ha estat préviament estudiat en dos models de
diabetis tipus 1: en la linia ACE2"/Ins2""°®Y i en el ratoli diabétic induit per
'administracié d’estreptozotocina (Tikellis et al. 2008; Patel et al. 2012). En ratolins
amb diabetis secundaria a I'administracié d’estreptozotocina s’observa un augment
significatiu de la PA tant en el ratoli diabétic amb deleci6é del gen de I'eca2 com en el
ratoli amb inhibici6 de 'TECA2 en comparacié amb el ratoli diabétic WT tractat amb
vehicle (Tikellis et al. 2008). Contrariament, en el ratoli ACE2"/Ins2"V7°%Y  no
s’observaren diferéncies de PA en comparacié amb el ratoli Akita WT. No obstant, el
ratoli KO i diabétic presenta una hiperactivacié de la via de I'Ang-II/AT1R amb
remodelacidé miocardica adversa, disfuncio sistolica, estrés oxidatiu vascular i alteracié
en la dilatacié depenent de I'endoteli. Aquestes caracteristiques demostren una gran
importancia del gen a nivell de la regulacié del SRA i el sistema vascular, donat que en

la seva abséncia, apareix una disfuncié endotelial critica, determinant de la progressio
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de les complicacions de la diabetis (Boudina & Abel 2007; Ishii et al. 1998). Aixi, la
manca de lelevacié de la pressié arterial en la nova linia estudiada esta en
concordanga a l'estudi publicat préviament. Per altra banda, en el nostre model la
mesura de la PA s’ha realitzat mitjancant el métode del manegot a la cua del ratoli. La
mesura de la PA es pot realizar mitjangant técniques no invasives (com I'emprada en
aquest treball) i técniques invasives, entre les que hi ha la telemetria. Les ultimes
ofereixen una mesura més acurada de la PA, obtenint PA dilirna, nocturna i de 24
hores (Gurley & Coffman 2008). No obstant en el present estudi no es va realitzar per
dues raons: elevat cost de la técnica i elevada morbi-mortalitat del model muri
juntament amb la baixa incidéncia en el desenvolupament de la diabetis. En el ratoli
NOD que desenvolupa diabetis, la manca d’administracié d’insulina com a estratégia
terapéutica comporta una poliuria, polidipsia, pérdua de pes i malestar del animal que
no creiem hagués tolerat limplantacid6 d'un catéter vascular per a la mesura
telemetrica de la PA (Feng et al. 2008).

Addicionalment, també hem pogut observar que els ratolins diabétics presenten
una disminucié del quocient pes cardiac/pes corporal. Aquesta disminucié s’observa
tant en WT com en abséncia d’'ECA2, possiblement com a resultat de l'activacié de
mecanismes metabodlics que condueixen a la caquéxia cardiaca en el model NOD
secundaria a la deficiéncia inmunologica (Zhao et al. 2008). En els ratolins diabétics
NOD també hem trobat una disminucié de la frequéncia cardiaca en comparacié als
ratolins no diabétics, independentment de la linia. Aquesta observacido esta en
concordanga amb altres estudis que, mitjangant mesura per telemetria, han observat
una disminucié de la freqiéncia cardiaca en paral-lel a un augment de linici de la
diabetis en el model NOD (Gross et al. 2008). Es digne de mencionar que la deleccié
de 'ECA2 en el ratoli NOR es va acompanyar d’un augment significatiu de la
frequiéncia cardiaca en comparacio als ratolins WT. En aquest sentit, estudis inicials on
es va generar un model muri transgénic amb sobreexpressiéo de I'enzim a nivell
cardiac, van demostrar que aquests animals presentaven una mort sobtada
correlacionada amb l'expressio del transgen. L'estudi electrofisiologic va demostrar
que aquests ratolins presentaven alteracions en la conduccié del ritme cardiac amb
taquicardia ventricular i fibril-lacié ventricular. Aquests efectes negatius es varen
atribuir a una alteracié de les unions Gap i disminucié de la conexina 40 i 43 durant el
periode de desenvolupament. Amb el desenvolupament de l'animal en cas de
supervivéncia, s’observa regulacié del sistema de conduccié cardiaca amb una

normalitzacié del ritme i de I'expressié de conexines (Donoghue et al. 2003). Cal
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mencionar que I'administracio exogena d’ECA2, tant en forma de proteina recombinant
com la terapia génica, ha demostrat revertir la hipertensié arterial i la hipertrofia
cardiaca en diferents models murins d’hipertensié com ara la rata espontaniament
hipertensa i la hipertensio arterial secundaria a la infusiéo d’Ang-Il en el ratoli de la soca
C57BL/6 (Zhong et al. 2004; Diez-Freire et al. 2006). La disfuncié diastdlica es va
millorar amb 'administraci6 d’ECA2 recombinant huma, associant-se a una disminuci6
de la fibrosi miocardica i una hipertrofia cardiaca, efectes que s’observen

independentment dels canvis hemodinamics (Zhong et al. 2010).

L’estudi de la nefropatia diabética als 30 dies de malaltia en aquesta tesi s’ha
realitzat mitjangant estudis funcionals (TFG i EUA) i amb estudis morfoldgics renals
(patologia renal, estudis morfomeétrics i marcatge podocitari). Els animals diabétics
mostren un clar augment en el pes renal i en el quocient pes renal/pes corporal,
signe indirecte d’hipertrofia renal ja descrit amb anterioritat en el model NOD i
corroborat en estudis previs del nostre grup (Sharma & Ziyadeh 1994; Segev et al.
1997; Riera et al. 2014). En el model diabétic NOD tant amb delecié del gen de I'eca2
com en el WT, s’ha detectat un clar augment en l'albumindria en comparacié amb el
grup no diabétic. L’augment de I'EUA esta descrit en aquest model, ja existent als 21
dies de diabetis i mantingut fins als 40 dies. Aquest augment s’acompanya d’un
increment de l'activitat de 'TECA2 tant a nivell plasmatic com urinari (Riera et al. 2014).
No varem trobar diferencies en 'EUA en el ratoli KO pel gen de I'eca2 tant en la linia
diabética com en els controls. En contrast als nostres resultats, en el model Akita de
DM tipus 1 emprant animals mascles de 12 setmanes KO per ECA2, s’observa un
augment de 'EUA en comparacié al WT (Wong et al. 2007). De la mateixa manera, els
resultats en un model de DM tipus 1 induit per estreptozotocina en mascles de 4 i 18
setmanes KO per ECA2 mostra un augment en 'EUA (Shiota et al. 2010). Estudis
inicials demostren que la delecié del gen de 'eca2 en ratolins mascles (animals sans)
comporta per se un dany a nivell glomerular depenent d’Ang-Il, observable de forma
patent a 'any de vida (Oudit et al. 2006). En aquest sentit podriem extrapolar que
potser estem observant un efecte del génere, donada I'abséncia de diferéncies entre el
KO i el WT, on les femelles podrien estar protegides per les hormones sexuals
femenines. Estudis en models murins han demostrat l'efecte renoprotector de

'administracié d’estrdogens (Manigrasso et al. 2012).

Com a element fonamental de l'estudi de la funcié renal destaca la TFG,
calculada mitjangant I'aclariment d’inulina, donat que aquesta técnica és considerada

el gold-standard per a la determinacio de la TFG (Qi et al. 2004). Els ratolins diabétics
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de la soca WT presenten un augment de la TFG, reflectint una fase d’hiperfiltracié en
la DM no tractada. L’augment de la TFG s’acompanya d’'un augment de la mida
renal/pes corporal, augment de la matriu mesangial i una tendéncia l'alga de l'area
glomerular. Aquestes troballes van en concordanga amb els resultats obtinguts en el
nostre grup en ratolins diabétics NOD de 21 dies evolucié (Riera et al. 2014). A
remarcar que en els ratolins KO per ECA2 diabétics no s’ha observat un augment del
filtrat glomerular, malgrat que si que presentaren un augment de la mida renal/pes
corporal, de I'expansid de la matriu mesangial i de l'area glomerular. En I'estudi
histologic varem observar que els ratolins diabétics KO presenten un augment de la
congestié del capil-lar glomerular, fet que podria ésser secundari a una acumulacio
d’Ang-Il a nivel intraglomerular per una disminuida capacitat en la seva degradacio a
causa de la deleccié de 'ECA2. En aquest sentit, estudis amb infusié d’Ang-ll han
demostrat que disminueix el flux plasmatic renal i augmenta la pressié glomerular
hidrostatica, juntament amb un augment de la resisténcia vascular post-glomerular en
model cani (Schnackenberg & Granger 1997). Tanmateix, la infusiéo d’Ang-Il en rates
disminueix la taxa de filtraci6 glomerular en la nefrona aillada per micropuntura
secundaria a una disminucio en el flux plasmatic a la nefrona, mentre que s’observa un
augment del gradient hidrostatic (Blantz et al. 1993). Els resultats del nostre estudi
estan en concordanga amb els publicats en el model de diabetis Akita amb delecié pel
gen de I'eca2. En aquest model no es varen trobar diferéncies en relacié a la creatinina
plasmatica (com a marcador de funcié renal) perd, no obstant, si que varen observar
augment de la matriu mesangial i I'area glomerular (Wong et al. 2007). En contrast, en
ratolins diabétics després de I'administracido d’estreptozotocina, la delecié de 'ECA2
porta a una disminuci6 de la TFG (calculada a través de la creatinina sérica i urinaria
amb HPLC), en el ratoli KO diabétic en comparacié amb el ratoli diabétic WT (Tikellis
et al. 2008). En el nostre estudi el ratoli diabétic NOD.ACE2" presenta una tendéncia
a disminuir el TFG mesurat per inulina-FITC en comparaci6 amb el ratoli
NOD.ACE2"*. En aquest sentit, un estudi posterior va demostrar que en ratolins
diabétics mitjangant estreptozotozina, la sobreexpressio de 'ECA2 especificament al
glomerul, porta a un augment significatiu de la TFG (segons les dades de I'aclariment
d’inulina) en comparacié al ratoli transgénic no diabétic (Nadarajah et al. 2012). Es
d’interés mencionar que en el estudi de Tikellis, els ratolins ACE2" diabétics
presenten un augment de la TFG en comparacié amb els ACE2" no-diabétics (Tikellis
et al. 2008), nosaltres no hem trobat diferéncies entre aquests els ko control i
diabétics. La divergéncia en els resultats podria esser per diferents causes: a) la ténica

de mesura de TFG emprada, b) I'edat de I'animal, c¢) la soca murina estudiada essent
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diferent la susceptibilitat a modificacions de les concentracions glomerulars d’Ang-Il i

d) el génere de 'animal.

Estudis del nostre grup han demostrat que 'ECA2 esta present en el podocit
essent un enzim clau en el SRA i la diabetis (Marquez et al. 2014a; Marquez et al.
2014b). En ratolins NOD hem observat una disminucié del nombre de poddcits als 40
dies de diabetis, sense diferéncies als 21 dies (Riera et al. 2014). En la linia
NOD.ACE2" hem observat una disminucié del nombre de pododcits, acompanyant-se
d’'un augment de l'area glomerular i expansiéo de la matriu mesangial. Els resultats
indiquen que en una fase preco¢ de la ND en el ratoli NOD, la deleccié del gen
comporta a una acceleracio de les lesions podocitares, observades en el ratoli WT als
40 dies de diabetis (Riera et al. 2014). En concordanca, la sobreexpresié de 'ECA2
huma en podocits comporta una atenuacio en el desenvolupament de la ND en ratolins
amb DM tipus 1 induits per STZ (Nadarajah et al. 2012). En aquest estudi els
investigadors han demostrat que la millora es déna per un retard en l'aparicié
d’albuminuria, una reduccio de I'expansio de la matriu mesangial, una atenuacio de la
hipertofia glomerular i una prevencié en el pérdua de podocits, a les 16 setmanes
d’edat. Els resultats observats en coheréncia amb els treballs publicats a la literatura
suggereixen que l'amplificaci6 de 'ECA2 podria esser una estratégia terapéutica

enfront de la ND i un inici preco¢ quan la ND incipient seria el més indicat.

En aquest treball també hem valorat I'activitat enzimatica d’ECA a nivell ciruclant
i renal. L’activitat d’ECA circulant esta augmentada en ratolins diabétics en comparacio
amb els controls, tant en els ratolins KO pel gen d’eca2 com en els ratolins WT. En
aquest sentit, estudis previs han demostrat un augment de I'activitat sérica de 'ECA en
rates mRen2.Lewis hipertenses diabetiques per administracid d’estreptozotocina
(Yamaleyeva et al. 2012). En DM1 en humans I'activitat sérica de 'ECA esta elevada
en pacients amb nefropatia diabética/proteinuria i/o retinopatia diabética (Duntas et al.
1992). En la linia NOD.ACE2" hem observat una disminucié significativa de I'activitat
circulant de 'ECA en comparacié amb la linia WT diabética. Potser, 'excés d’Ang-I
esperat en aquest model genera mecanismes de feed-back negatius per evitar major

formacio d’aquest péptid.

En els ratolins KO per ECA2 no diabétics hem observat un augment significatiu de
I'activitat renal d’ECA. En aquest sentit, estudis previs en ratolins STZ varen demostrar
que la inhibici6 de [lactivitat de I'ECA2 amb un inhibidor selectiu (MLN-4760)

s’acompanya d’un augment de I'expressié proteica de 'ECA a nivell glomerular i
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vascular (Soler et al. 2007a). Contrariament, la delecié de 'ECA2 en un model no
diabétic, s’acompanya d’'una disminucié de I'expressido génica de 'ECA a nivell del
cortex renal (Oudit et al. 2006). Aixi, les diferéncies observades en els estudis
esmentats podrien essser atribuides tant a la diferéncia entre la preséncia o abséncia
de diabetis, als diferents models estudiats /0 a les diferéncies entre expressions

tubulars i glomerulars publicades amb anterioritat (Ye et al. 2006; Wysocki et al. 2006).

En resum, el present treball mostra la creacié de dues noves linies murines amb
delecié del gen de 'ECA2. La deleci6 de 'ECA2 en el model NOD confereix un
empitjorament de 'homeodstasi de la glucosa i de la insulina. A nivell renal I'abséncia
d'ECA2 comporta d’alteracions estructurals a nivell del glomérul que inclouen:

augment de I'area glomerular, expansié de la matriu mesangial i pérdua podocitaria.
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1. Les noves linies NOD.ACE2" i NOR.ACE2" generades sé6n ratolins que han
mostrat esser viables i fértils. Fenotipicament no hem observat cap alteracié
major i només hem trobat una alteracié de la coloracio del pelatge i disminucio

del pes del ratoli com a caracteristiques principals.

2. La nova linia NOD.ACE2", derivada d’'un model de DM tipus 1 espontania,
presenta alteracio de 'lhomeodstasi de la glucosa en comparacié als animals
NOD.ACE2+/+. Tanmateix I'aparicié de diabetis en els ratolins amb delecié de

'ECAZ2 és major que en els ratolins WT.

3. La linia NOD.ACE2", ppresenta un augment en la sensibilitat de la insulina

+/+

exdgena en comparacio amb els ratolins NOD.ACE2™".

4. Els ratolins NOD.ACE2" presenten una major progressié de la nefropatia
diabética en termes d’augment de l'area glomerular, expansié de la matriu
mesangial i pérdua podocitaria. Aquestes alteracions no s’acompanyen de
canvis en la TFG en el ratoli diabétic KO no obstant en el ratoli diabétic WT

hem observat un augment de la TFG.

5. Els ratolins NOR.ACE2" tenen una major activitat renal cortical de 'ECA en
comparacio amb els ratolins WT. En canvi, en els ratolins NOD.ACE2” hem
detectat una menor activitat circulant de 'ECA en comparacié amb els ratolins
NOD.ACE2"*. Aquests resultats suggereixen un diferent comportament del

SRA circulant i renal.
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VIII. LIMITACIONS | NOVES PERSPECTIVES
A. LIMITACIONS DEL TREBALL EXPOSAT

Donat que en els ratolins NOD el desenvolupament de diabetis esta fortament
condicionat per 'ambient i la manipulacio, precissant un ambient lliure de
patogens. Els tests de sobrecarrega de la glucosa i la insulina en el model NOD
poden haver afectat la disminucié de l'aparicié de diabetis en les dues linies

estudiades tant en el model de delecid d’'ECA2 com en wt,

Els estudis de l'apoptosi, la insulinitis i I'expressié de la insulina en el
pancrees no han estat concloents. Pensem que es tracten de processos rapids
que necessiten d’un estudi a diferents talls en el temps en animals més joves,
objectiu que no es va plantejar en el disseny inicial de I'estudiNo obstant, els
mecanismes de I'augment de la sobrecarrega oral a glucosa podrien esser
altres vies moleculars alterades tal i com comentem en la discussi6 i no testats

en |'estudi actual.

Aixi, en una valoracié global del treball presentat, on s’estudien dues
noves linies generades, el treball es majoritariament descriptiu de les linies,
I'efecte en el metabolisme de la glucosa i la ND, restant per aclarir els

mecanismes implicats.
B. PRESPECTIVES FUTURES

Les limitacions d’aquest treball ens porten a plantejarnos futures linies
d’investigacid que es poden establir en base als resultats obtinguts. Aquestes linies

aniran dirigides a:

- Ampliar el estudi de la morfologia renal en el model de ND amb analisi

ultrastructural.

- Profunditzar en el estudi d’altres elements del SRA per a poder realitzar
una valoracio integrada del sistema, principalment en |'estudi dels péptids
actius: Ang-1l i Ang-(1-7). Estudis d"altres vies moleculars que podrien esser
implicades en les alteracions trovades a nivell pancreatic: Transportadors

de glucosa, estrés oxidatiu i aminopeptidases.

- Estudis especifiques de la interacci6 entre I'’ADAM17/ECA2, com a

marcador de |'estat glicemic, risc cardiovascular i progressié de ND.
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