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Resumen

El &cido araquidonico (AA), el &cido eicosapentaenoico (EPA) y el acido linoleico (LA) son
tres &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS) que se encuentran formando parte de los fosfolipidos de las
membranas celulares. EI AA, el EPA y el LA, después de ser liberados, pueden ser metabolizados por
la via de las ciclooxigenas (COXs), la via de las lipoxigenasas (LOXs) y la via del citocromo P450
(CYP450), que constituyen la cascada del AA. Los metabolitos que se generan son los eicosanoides y
los &cidos hidroxioctadecanoicos (HODEsS), todos ellos con efectos pleitropicos. Una de las funciones
que regulan los eicosanoides es el crecimiento celular y como consecuencia pueden estar involucrados
en el cancer y concretamente en el cancer colorrectal (CRC). Por este motivo, el objetivo de este
trabajo ha sido estudiar el papel de la cascada del AA en el control de la proliferacion de células
epiteliales intestinales humanas. Como modelo experimental se han utilizado células epiteliales
intestinales no diferenciadas Caco-2 procedentes de un adenocarcinoma. Los resultados indican que las
células Caco-2 sintetizan prostaglandina E, (PGE;), leucotrieno B, (LTB4) y los éacidos
hidroxieicosatetraenoicos 5-HETE, 12-HETE y 15-HETE. Estos eicosanoides, junto con LTD, y 13-R-
HODE, inducen el crecimiento celular y la sintesis de ADN. Estos efectos son consecuencia de la
interaccion de la PGE; con los receptores EP; y EP4, el LTB, y el 13-R-HODE con los receptores
BLT; y BLT,, el 12-HETE con BLT,y el LTD, con el receptor Cis-LT;R. Ademas, cuando se unen a
sus receptores activan diferentes vias de sefializacion implicadas en la regulacién de la proliferacion
celular. Cabe destacar que los dos enantiomeros del 13-HODE presentan efectos contrarios. Asi,
mientras que el 13-R-HODE presenta un efecto proliferativo, el 13-S-HODE inhibe el crecimiento e
induce apoptosis al unirse a PPARy. En relacion a los derivados del EPA, tanto la PGE3; como el 12-
HEPE inducen la proliferacion de las células Caco-2 de forma similar a la PGE, y al 12-HETE,
mientras que el LTBs no es mitogénico. Finalmente, en este trabajo se propone que el efecto
proliferativo de LTB,, 12-HETE, LTD, y 13-R-HODE podria deberse principalmente a la activacion
de la via COXs y la subsecuente sintesis de PGE,, que a su vez activaria multiples vias de sefializacion
implicadas en la proliferacion celular. En conjunto, estos estudios proporcionan nuevas evidencias que

puedan ser consideradas en futuras investigaciones sobre el CRC.
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Introduccion

1.1.  Acidos grasos

Los acidos grasos (AGs) son biomoléculas formadas por una cadena hidrocarbonada lineal de
diferente longitud con un grupo carboxilo en su extremo. Los AGs se clasifican, segn el niUmero de
insaturaciones presentes en la cadena hidrocarbonada, en saturados (SFAs, saturated fatty acids),
monoinsaturados (MUFAs, monounsaturated fatty acids) y poliinsaturados (PUFAs, poliunsaturated
fatty acids). Ademaés, dependiendo de la posicion de cada doble enlace, los AGs se agrupan
principalmente en (Figura 1.1):

- AGs ®-9 que presentan el primer doble enlace a 9 atomos del carbono del metilo terminal
(extremo ®) como el acido oleico (C18:1).

- AGs -6 que presentan el primer doble enlace a 6 atomos del carbono del metilo terminal
como el &cido linoleico (LA, C18:2) y su derivado, el acido araquidénico (AA, C20:4).

- AGs ®-3 que presentan el primer doble enlace a 3 atomos del carbono del metilo terminal
como el acido a-linolénico (ALA, C18:3) y sus derivados, el &cido eicosapentaenoico (EPA, C20:5) y
el acido docosahexaenoico (DHA, C22:6).

i CH, COOH
Acido oleico T S o AT AT e
Acido linoleico (LA) cH — — COOH
3
Acido araquidénico (AA) — — — — COOH
CHj
Acido a-linolénico (ALA) CH COOH
Acido eicosapentaenoico (EPA) CH, COOH
Acido docosahexaenoico (DHA) COOH
CH, S —_— — — — —_—
Extremo omega (o) Extremo delta (A)

Figura 1.1. Estructura de los AGs mas representativos de la serie ®-9, ®-6 y ®-3.

El LA y el ALA son AGs esenciales ya que los mamiferos carecen de las desaturasas Al12 y
A15 necesarias para su sintesis y solo se pueden obtener a traves de la dieta. EI LA se encuentra en
altas proporciones en muchas semillas y aceites vegetales como los de cartamo, soja, coco, maiz y

girasol. Las fuentes ricas en ALA son plantas de hoja verde, semillas y aceites de lino, colza y nuez.
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Después de su ingestion, tanto el LA como el ALA son metabolizados principalmente en el higado por
una serie de desaturasas y elongasas, que alternan la desaturacion oxidativa y la elongacion de la
cadena carbonada en unidades de dos carbonos (Figura 1.2). Una vez introducida la primera
insaturacion, las siguientes se agregan hacia el extremo carboxilo. La conversion de LA y ALA a otros
PUFAs es un proceso poco eficiente, sobretodo en personas adultas, de manera que lo mas habitual es
incorporar estos AGs también a través de la dieta (Swanson et al., 2012). Asi, los alimentos que
contienen grasas de origen animal proporcionan cantidades apreciables de AA preformado (Coronado
et al., 2006), mientras que el aceite de pescado es un buen aporte de EPA y DHA ya que el plancton y
las algas, ricos en ALA, son la base de la cadena alimentaria del atin, del salmon, del arenque y de

otros peces de agua fria (Roynette et al., 2004).

Acido linoleico Acido a-linolénico
(LA, C18:2) (ALA, C18:3)
A6-desaturasa
Acido y-linoleico Acido estearid6nico
(C18:3) (C18:4)
Elongasa
Acido dihomo y-linoleico Acido eicosatetraenoico
(C20:3) (C20:4)
A5-desaturasa
Acido araquidénico Acido eicosapentaenoico
(AA, C20:4) (EPA, C20:5)
Elongasa
Acido docosatetraenoico Acido docosapentaenoico
(C22:4) (C22:5)
Elongasa
Acido tetracosatetraenoico Acido tetracosapentaenoico
(C24:4) (C24:5)
A6-desaturasa
Acido tetracosapentaenoico Acido tetracosahexaenoico
(C24:5) (C24:6)
B-oxidacion
Acido docosapentaenoico Acido docosahexaenoico
(C22:5) (DHA, C22:6)

Figura 1.2. Proceso de biosintesis de PUFAs derivados del LA (o-6) y ALA (#-3) a
través de procesos de desaturacién y elongacion (adaptado a partir de Beaudoin et
al., 2000).

Los PUFAs se incorporan a las membranas celulares, especialmente a la bicapa lipidica de la
membrana plasmatica, condicionando la estructura de ésta, modificando su fluidez y, por tanto,
regulando su permeabilidad. En este sentido, se ha descrito que el perfil de los AGs de la dieta influye
en la configuracion y funcion de la membrana celular (Baylin y Campos, 2006). Asi, una mayor

proporcion de PUFAs -3 da lugar a un incremento de su fluidez debido a un mayor nimero de dobles
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enlaces (Connor, 2000). Ademas, los PUFAs modulan la actividad de enzimas, de receptores celulares
y de canales ionicos que forman parte de la membrana, a la vez que permiten los procesos de

endocitosis y exocitosis (Salem et al., 1988).

El AA y el EPA se encuentran formando parte de los fosfolipidos, principalmente de los
glicerofosfolipidos de las membranas celulares. Estos AGs se encuentran unidos mediante enlace éster
preferentemente en la posicion sn-2 de la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina y
el fosfotidilinositol. EI EPA también forma parte de la esfingomielina, un tipo de fosfolipido que en

vez de glicerol estd formado por otro alcohol, la esfingosina.

El perfil de PUFAs que forman parte de los fosfolipidos de las membranas celulares varia
segun el tejido (Leidl et al., 2008) (Figura 1.3). Asi los PUFAS -6 se encuentran en las membranas de
la mayoria de los tejidos, siendo el principal el AA que representa un 13% en el higado y un 17-18%
en el bazo y en los eritrocitos. En cambio la proporcion de PUFAs -3 es baja en la mayoria de tejidos,
aunque el DHA se encuentra en gran cantidad en el tejido nervioso de la corteza cerebral y la retina
(Arterburn et al., 2006). Las cantidades de EPA que estan presentes en los diferentes tejidos son muy
pequefias, lo que sugiere una capacidad de almacenamiento limitada de este AG e implica la necesidad
de un continuo suministro a través de la dieta (Geerling et al., 1999). Los estudios con suplementacion
de EPA en la dieta realizados en individuos adultos muestran un incremento del EPA en los
fosfolipidos plasmaticos mientras que las concentraciones del AA disminuyen (Blonk et al., 1990). En
estudios con animales se han observado los mismos resultados en corazdn, musculo esquelético,
higado, celebro y eritrocitos (Moriguchi et al., 2004). Por tanto, dependiendo de la dieta, el EPA puede
substituir a los PUFASs de la serie ®-6, principalmente el AA (Arterburn et al., 2006).
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Figura 1.3. Concentraciones (g/100g de AGs totales) de PUFAs (ALA, EPA, DHA y AA) en diferentes tejidos y
6rganos de personas adultas (Arterburn et al., 2006).

1.2.  Enzimas de la cascada del acido araquidénico

La cascada del AA incluye una serie de reacciones, donde participan numerosos enzimas, que
generan un amplio grupo de metabolitos como resultado de la oxidacion de diferentes PUFAs (AA,

LA, di-homo-y—linolenico, EPA y DHA).

La primera etapa de la cascada es la liberacion de los AGs de los fosfolipidos de membrana
como consecuencia de la activacion de las fosfolipasas. La segunda etapa es su posterior
metabolizacion por una de las siguientes vias: la via de las ciclooxigenas (COXs), la via de las
lipoxigenasas (LOXs) y la via del citocromo P450 (CYP450). Estas vias dan lugar a metabolitos
bioldgicamente activos, Ilamados colectivamente eicosanoides (Figura 1.4), palabra que deriva del
griego eikosi que significa 20 ya que todos ellos son moléculas de 20 carbonos. Una excepcion son los
acidos hidroxioctadecadienoicos (HODES), metabolitos de 18 carbonos que se pueden formar a partir

del LA.
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Cada eicosanoide se denomina con un numero que indica los dobles enlaces que contiene. La
serie 1 incluye eicosanoides que presentan un Unico doble enlace y provienen del acido di-homo-y—
linolenico; las series 2 y 4 incluyen eicosanoides que presentan 2 y 4 dobles enlaces respectivamente y
proceden del AA; y por ultimo, las series 3 y 5 incluye eicosanoides que presentan 3 y 5 dobles enlaces
respectivamente y proceden del EPA.

Estimulo

Fosfolipasas

PUFAs

AN

COXs LOXs CPY450
v v v

Figura 1.4. Esquema de la cascada del AA. Las fosfolipasas, en respuesta a estimulos
fisiologicos, liberan AGs como el AA, EPA y LA, que seran metabolizados por la via
de las COXs, las LOXs o del CYP450 para dar lugar a una amplia variedad de
eicosanoides.

1.2.1. Las fosfolipasas

La concentracion de AGs libres en la célula en estado basal es muy baja gracias al equilibrio
entre las actividades fosfolipasa y aciltransferasa que hidrolizan y reesterifican los AGs. Ambas
actividades son fundamentales para la célula ya que permiten el recambio de los AGs oxidados,
proceso indispensable para mantener la integridad de las membranas celulares (Irvine, 1982; Leslie,
1997). Las fosfolipasas (PLs) son enzimas que rompen los enlaces éster presentes en los fosfolipidos.
Dependiendo del enlace éster que hidrolizan, se clasifican como PLA;, PLA,, PLB, PLC y PLD.

Las PLA; hidrolizan el enlace éster entre el primer AG y el glicerol. Las PLA; entre el segundo
AG vy el glicerol. Las PLB hidrolizan el enlace éster del primer y del segundo AG con el glicerol. Las
PLC entre el glicerol y el grupo fosfato y las PLD entre el fosfato y un grupo variable que
comunmente es un aminoalcohol. A su vez las PLA; se clasifican segin su secuencia de nucledtidos

(Balsinde et al., 1999). A medida que se han ido descubriendo nuevas PLA; se han realizado nuevas
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clasificaciones (Dennis, 1994 y 1997; Six y Dennis, 2000; Schaloske et al., 2005). Actualmente se han
descrito 16 grupos que, atendiendo a sus propiedades bioquimicas, se clasifican en cinco familias:

- fosfolipasas secretadas dependientes de Ca®* (SPLA,)

- fosfolipasas citosélicas dependientes de Ca®* (CPLA,)

- fosfolipasas citosélicas independientes de Ca** (iPLA,)

- acetilhidrolasas del factor activador de plaquetas (PAF-AH)

- fosfolipasas A, lisosomales (IPLA,)

El AA se puede liberar de la membrana por tres procesos mediante la accion de diferentes
PLA; (Figura 1.5):
- las sPLA,, las cPLA; y las iPLA; liberan AA y un lisofofolipido (Fonteh et al., 1994)
- las PLC y una digliceridolipasa generan AA y un monoacilglicérido (Bell et al., 1979)
-y las PLC y una diacilglicerolquinasa producen &cido fosfatidico sobre el que actla unas
SPLA; y que finalmente liberan el AA y el &cido lisofosfatidico (Irvine, 1982).

Glicerofosfolipido

cPLA,
iPLA,
SPLA, PLC
AA + Lisofosfolipido 1,2-diacilglicerol
Diacilglicerolquinasa Digliceridolipasa
Acido fosfatidico AA + Monoacilglicérido
SPLA,

AA + Acido lisofosfatidico

Figura 1.5. Principales vias de liberacion del AA a partir de glicerofosfolipidos
presentes en la bicapa fosfolipidica.

Las cPLA, estan consideradas como las principales enzimas implicadas en la liberacion del AA
(Fujishima et al., 1999) ya que son las unicas enzimas de esta familia que presentan especificidad por
los fosfolipidos que contienen PUFAs en la posicion sn-2, siendo el AA el mayoritario. Actlan en
respuesta a incrementos de la concentracién de Ca®* intracelular que produce su translocacién del

citosol a la region perinuclear (aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico y membrana nuclear), donde
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facilita la liberacion del AA (Hirabayashi et al., 2004). Las iPLA;, aunque actdan en condiciones de
reposo celular manteniendo la homeostasis de la membrana, pueden liberar AA al incrementar su
actividad en respuesta a ciertos estimulos, como el estrés oxidativo (Martinez y Moreno, 2001; Balboa
y Balsinde, 2002; Akiba y Sato, 2004). Por otra parte se ha observado que las cPLA;, las SPLA; y las
iPLA; no discriminan entre EPA y AA ni in vitro (Hanel et al., 1993; Sanchez y Moreno, 2001; Wada
et al., 2007) ni in vivo (Mahadevappa y Holub, 1987).

1.2.2. Lavia de las ciclooxigenasas

Se han identificado y caracterizado dos isoformas de COXs, la COX-1 (Hla et al., 1986;
Yokoyama y Tanabe, 1989) y la COX-2 (Kujubu et al., 1991; Hla y Neilson, 1992). El gen que
codifica COX-1 esté localizado en el cromosoma 9932-g33.3 mientras que el que codifica COX-2 se
encuentra en el 1925.2-q25.3. Ambas son hemoproteinas homodimeéricas glicosiladas, localizadas en el
lumen del reticulo endoplasmatico y en la membrana nuclear y con un peso molecular bastante similar,
70 kDa la COX-1 (Smith et al., 1996) y 72 kDa la COX-2 (Hla y Neilson, 1992). Presentan una
actividad enzimatica similar y estan formadas aproximadamente por 600 aminodacidos, de los cuales el
60% son idénticos en ambas isoformas y estructurados en cuatro dominios: un dominio amino
terminal, un dominio de dimerizacion, un dominio de unién con la membrana y un dominio catalitico
donde se encuentra el centro activo. En la COX-2 éste es de mayor tamafio ya que la sustitucion de una
isoleucina por una valina en el sitio de union permite el acceso a moléculas de mayor volumen lo que
facilita, respecto a la COX-1, la oxidacion de AGs como el EPA y el DHA (Simmons et al., 2004). Por
otra parte la expresion de cada isomorfa se regula de forma diferente:

- COX-1 se expresa de forma constitutiva en muchos tejidos y genera eicosanoides que

participan en funciones fisiol6gicas tales como la agregacion plaquetaria, la regulacién del
flujo sanguineo renal y la citoproteccion de la mucosa gastrica (Kraemer et al., 1992).

- COX-2 es inducida por estimulos proinflamatorios como citoquinas, factores de
crecimiento y promotores tumorales. La desregulacion de la expresion de COX-2 esta
implicada en la patogénesis de enfermedades inflamatorias y en el desarrollo del cancer
(Herschman, 1994).

Esta diferencia de expresion no se cumple siempre ya que COX-1 puede ser inducida en ciertas
condiciones y COX-2 se expresa de forma constitutiva por lo menos en el cerebro, rifion y

megacariocitos (Morita et al., 2002). Ademas en el afio 2002 se caracteriz0, en la corteza cerebral
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canina, una nueva isoforma de la COX, la COX-3. Esta enzima ha sido identificada como una variante
de la COX-1y, aunque aun no se conoce su funcién, esta presente principalmente en el tejido nervioso

humano de la corteza cerebral y la médula espinal (Kis et al., 2003; Sobolewski et al., 2010).

COX-1 y COX-2 metabolizan los AGs dando lugar a la sintesis de una serie de eicosanoides
Ilamados prostanoides que incluyen las prostaglandinas (PGs) y los tromboxanos (Txs). Las PGs tiene
un esqueleto béasico de acido prostanoico, una molécula de 20 atomos de carbono formando un anillo
ciclopentano con un carboxilo y una cadena lateral alifitica. Las distintas sustituciones del
ciclopentano hacen que las PGs se identifiquen con letras del alfabeto: A, B, C, D, E, F, Gy H. Los
Txs derivan también del &cido prostanoico pero a diferencia de las PGs, contienen un anillo
ciclohexano con un grupo éter y son producidos principalmente en las membranas de las plaquetas

(Needleman et al., 1976). Los Txs mas comunes son el TxA; y su derivado, el TxB..

Las COXs poseen dos actividades enzimaticas, la actividad ciclooxigena que convierte el AA'y
el EPA en PGG; y PGGg; respectivamente, y la actividad peroxidasa que convierte estas Gltimas en
endoperdxidos ciclicos inestables, las PGH, y PGHjs, respectivamente (Figura 1.6). La PGHy, al ser
metabolizada por la PG sintasa correspondiente, origina las PGs de la serie 2 como la PGD,, PGE,,
PGF,y PGl,, mientras que al ser metabolizada por la Tx sintetasa forma el TxA,. A su vez, a partir de
la PGHj3 se forman PGs de la serie 3 como la PGD3, PGE3, PGF3a, PGls y el TxAz. COX-1 metaboliza
principalmente el AA y solo en un 5-10% el EPA (Needleman et al., 1980; Morita et al., 1983). Mas
recientemente, se ha reportado que la COX-2 presenta una actividad enzimatica un 35 % inferior para
el EPA con respecto al AA (Wada et al.,, 2007). Asi, la concentracién celular de PGE; es

significativamente inferior que la de PGE; (Hawcroft et al., 2010).
Las PGs formadas son metabolizadas en pocos minutos por la 15-hidroxiprostaglandina

dehidrogenasa (15-PGDH) que cataliza la oxidacion del grupo 15-hidroxilo de las PGs y las convierte
en metabolitos inactivos (Hansen, 1976).

10
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Figura 1.6. Metabolizacion del AA y el EPA por la via de las COXs para formar PGs y Txs de la serie 2 y de la
serie 3, respectivamente.

1.2.3. Lavia de las lipoxigenasas

Las LOXs estan formadas por una cadena polipeptidica con un peso molecular de 75 a 80 kDa
en los animales. Presenta un dominio pequefio N-terminal y un dominio catalitico mayor que contiene
un atomo de hierro no hemo. Las LOXs constituyen una familia de dioxigenasas que, de forma
estereoespecifica, insertan una molécula de oxigeno en el AA libre para sintetizar &cidos
hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETES). A su vez, estos son metabolizados a leucotrienos (LTS),
acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETES), hepoxilinas y lipoxinas. Cuando oxidan el EPA se forman
los &cidos hidroperoxieicosapentaenoicos (HPEPES) que daran lugar a LTs, 4cidos
hidroxieicospentaenoicos (HEPES) y resolvinas. También oxidan el LA a HODEs. Las LOXs se
clasifican segun la posicion de oxidacion del AG en 5-, 8-, 9-, 11-, 12- y 15-LOX, aunque sélo se
han identificado en humanos la 5-LOX, la 12-LOX y la 15-LOX.

El gen de la 5-LOX se ha localizado en el cromosoma 10q11.2. La metabolizaciéon del AA'y
del EPA por esta enzima produce 5-HPETE y 5-HPEPE respectivamente, seguido de una
deshidratacion que da lugar al LTA (Figura 1.7). EI 5-HPETE y el 5-HPEPE pueden ser también

sustrato de la glutation peroxidasa originando el 5-HETE y el 5-HEPE en neutrofilos, basofilos y

11
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eosinéfilos (Dodge y Thomas, 1985). Estimulos diversos que provocan un aumento del Ca®*
intracelular originan la translocacion de la 5-LOX desde el citosol o el nucleo a la membrana nuclear,
donde interacciona con la cPLA; y la FLAP (Five Lipooxygenase Activating Protein). La FLAP es una
proteina de membrana nuclear integral de 18 kDa, capaz de transferir el AA o el EPA a la membrana
nuclear y permitir la union de estos dos PUFAs con el centro activo de la 5-LOX (Jiang et al., 2006;
Dixon et al., 1990). La FLAP potencia la formacion relativa de LTA; y LTAs frente 5-HETE o 5-
HEPE respectivamente y por tanto es esencial para la biosintesis de LTs en las células de numerosos
tejidos (Plante et al., 2006). Ambos LTs son epoxidos alilicos inestables, que pueden seguir diferentes
rutas metabdlicas para originar nuevos eicosanoides (Gronert, 1999). Asi, el LTA, es metabolizado a
LTB, por la LTA, hidrolasa en neutrofilos, monocitos y macréfagos (Funk, 2001). EI LTA,4 también es
metabolizado a LTC,4 por la LTC, sintasa (Aparoy et al., 2012). Este, a su vez, es convertido a LTD, y
LTE, por reacciones secuenciales catalizadas por una y-glutamil transferasa y una dipeptidasa. Tanto
LTD, como LTE, son también denominados peptidoleucotrienos o cisteinileucotrienos (Cis-LTs)
(Bishayee y Khuda-Bukhsh, 2013) debido a su composicién y son principalmente producidos en
mastocitos, basofilos y eosinéfilos. La formacion de LTBs metabolito mayoritariamente producido en
neutréfilos, comparte la mayoria de enzimas que actian en la sintesis del LTB4 A partir del EPA
también se forman la resolvina E; con la participacion previa de la COX-2 o del CYP450 (Serhan et
al., 2008).

12
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Figura 1.7. Metabolizacion del AA y el EPA por la via de la 5-LOX para formar LTs de la serie 4 y de la serie
5, asi como HETEs y HEPES.

El gen de la 12-LOX y el gen de la 15-LOX-1 (una de las dos isoformas de la 15-LOX) se
localizan en el cromosoma 17p13.3 (Chen et al., 1994). Las dos enzimas presentan una homologia de
identidad de un 94 a un 98% y forman productos similares a partir de los mismos sustratos, de manera
que para diversos autores constituyen ambas una Unica enzima, la 12/15 LOX (Kuhn y Thiele, 1999;
Kuhn et al., 2002; Natarajan y Nadler, 2004). Estas enzimas metabolizan el AA a 12-HPETE y a 15-
HPETE y el EPA a 12-HPEPE y a 15-HPEPE, con la caracteristica que la 12-LOX producira en mayor
cantidad 12-HPETE y 12-HPEPE que 15-HPETE y 15-HPEPE, mientras que si actla la 15-LOX-1 la
formacion relativa de estos eicosanoides sera a la inversa. Sobre estos metabolitos actda la glutation
peroxidasa produciendo 12/15-HETE y 12/15-HEPE respectivamente. Estas enzimas también
metabolizan el LA a 9-S-HODE y a 13-S-HODE (Figura 1.8). El 12-HPETE en neutro6filos y en
neuronas de la corteza cerebral, también puede actuar de sustrato de la enzima hepoxilin sintetasa
formando las hepoxilinas, metabolitos relacionados con la inflamacion y la secrecion de insulina

(Pace-Asciak, 2009). Asi mismo, las lipoxinas, como la lipoxina A4, se originan como resultado del

13
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metabolismo transcelular que actGa sobre el AA, en el que interviene diferentes tipos celulares y
diferentes LOXs, como la 5-LOX y la 12-LOX (Serhan et al., 2008).

La 12-LOX presenta varias isoformas con diferente localizacién y especificidad por el sustrato
(Walstra et al., 1987; Takahashi et al., 1988; Yamamoto, 1992). Asi, la 12-LOX presente en plaquetas
humanas metaboliza el AA a 12-S-HETE (Funk et al., 1990), en leucocitos puede metabolizar el AA a
12-S-HETE y 15-S-HETE y el LA a 9-S-HODE (Hada et al., 1991) y en células epiteliales existen dos
isoformas que metabolizan el AA a 12-R-HETE y 12-S-HETE (Boeglin et al., 1998). El 12-S-HETE
también se sintetiza en células musculares y macrofagos (Kurahashi et al., 2000). La 15-LOX-1 se
expresa preferentemente en reticulocitos, eosinéfilos, macréfagos y células epiteliales de traquea,
bronquios, piel y colon (McDonnell et al., 2001; Hsi et al., 2002) y metaboliza preferentemente el LA
dando lugar al 13-S-HODE. El 13-R-HODE, igual que el 9-R-HODE, puede ser sintetizado por las
LOXs y las COXs, asi como por procesos de autooxidacion (Baer et al., 1991a y 1991b; Oliw et al.,
1993; Bayer et al., 2005; Shibata et al., 2009).

La 15-LOX-2 se ha localizado en el cromosoma 11 del raton, pero no ha sido todavia
localizada en cromosomas humanos, aungue se expresa en algunos tejidos como en la cérnea, prostata,
pulmon y piel (Brash et al., 1997). Esta enzima tiene como principal substrato el AA a partir del cual
se sintetiza 15-S-HETE. Su enantiémero, el 15-R-HETE, se forma por procesos no enzimaticos

(Lecomte et al., 1994) y su significado clinico esta en investigacion (Levy et al., 2002).
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Figura 1.8. Metabolizacion del AA, el EPA y el LA por la via de la 12/15-LOX para formar HETEs, HEPES y HODEs.

1.2.4. La viadel citocromo P450

El CYP450 es una amplia familia de enzimas con actividad monooxigenasa que contienen un
grupo hemo. En mamiferos se han clonado y secuenciado 17 familias génicas que agrupan un total de
500 isoformas (Nelson et al., 1996). Aunque la mayoria de estos genes se expresan de forma
constitutiva, la transcripcién de alguno de ellos estéa regulada por numerosos factores como hormonas,
citoquinas, determinados farmacos y compuestos quimicos (Waxman, 1999; Capdevila et al., 2000).
Las monoxigenasas del CYP450 metabolizan una gran variedad de sustratos como colesterol, AGs
incluidos los PUFAs, &cidos biliares, vitaminas, eicosanoides, xenobidticos y farmacos (Williams et
al., 1984). Los PUFAs son metabolizados por el CYP450 a través de tres tipos de reacciones: o/w-1
hidroxilacion, oxidacion bis-alilica y epoxidacion (Figura 1.9):

- La o/w-1 hidroxilacion del AA la realizan diferentes isoformas del CYP450 que dan lugar a

la formacion de 16-, 17-, 18-, 19- y 20-HETE, segun incorporen un grupo hidroxilo en o,
-1, -2, ®-3 y »-4 respectivamente (Sharma et al., 1989). La w-hidroxilacion del EPA da
lugar a 19- y 20-HEPE cuya funcion ha sido muy poco estudiada (Arnold et al., 2010).
Algunos de los HETEs formados por el CPY450 también pueden ser catalizados por la via
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de las COX, de manera que el 20-HETE es convertido por esta enzima en 20-OH PGH,
(Arnold et al., 2010).

- La oxidacion bis-alilica del AA da lugar a la formacion de 5-, 8-, 9-, 11-, 12- y 15-HETE
(Hornsten et al., 1997). Es interesante sefialar, que aunque los HETES son principalmente
producidos a traves de la via de la LOX y del CYP450, también se pueden producir por la
COX-1, como en el caso del 15-HETE (Thuresson et al., 2000; Moreno, 2009). Los HETES
presentan esteroisomeros de manera que por la via del CYP450 se sintetiza
predominantemente las formas R, mientras que las LOXs generan mayoritariamente las
formas S y a través de la oxidacion no enzimatica se generan mezclas racémicas (Bylund et
al., 1998). Los HETEs una vez formados, o bien se incorporan a los glicerofosfolipidos de
las membranas celulares o son catalizados rapidamente por via de las LOXs para producir
acidos dihidroxieicosatetraenoicos (DHETES). Asi, 12-HETE o 15-HETE son oxidados por
la 5-LOX para producir 5,12-DHETE o 5,15-DHETE, respectivamente (Mancini et al.,
1998).

- Por ultimo, la epoxidacion del AA da lugar a acidos 5,6-, 8,9-, 11,12- y 14,15-
epoxieicosatrienoicos (EETs) (Capdevila et al., 1990), mientras que la epoxidacion del EPA
origina acidos 8,9-, 11,12-, 14,15- y 17,18- epoxieicosatetraenoicos (EETeTrs) (Arnold et
al., 2010). Los EETs se sintetizan principalmente en las células endoteliales pero también
se producen en otros tipos de células como astrocitos, miocitos cardiacos y leucocitos
(Alkayed et al., 1996; Wu et al., 1997). Cada uno de estos cuatro regioisomeros en realidad
puede presentarse en forma de dos estereoisomeros dado que el grupo epdxido se puede
unir en cada uno de los dobles enlaces en dos diferentes configuraciones R y S, originando
ocho EETs. La distribucion enantiomérica de cada regioisomero producida por dos CYP
distintas puede diferir notablemente (Zeldin, 2001; Spector y Norris, 2007). Los EETs, o
bien forman parte de los glicerofosfolipidos de las membranas celulares o son
metabolizados por una epoxido hidrolasa citosolica que los transforma en DHETES
(Natarajan y Reddy, 2003). Los 5,6- y 8,9-EETs también pueden ser oxidados por otras
enzimas como las COXs originando analogos de la PGE; (epoxi- PGE;) (Spector y Norris,
2007).
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Figura 1.9. Principales eicosanoides producidos a partir del AA y del EPA por la via del CPY450.

1.3.  Receptoresy sefializacion celular de los eicosanoides

Los eicosanoides interaccionan mayoritariamente con receptores de la superficie celular que
pertenecen a la subfamilia de receptores acoplados a proteina G de membrana (GPCRs) (Funk, 2001),
aungue también pueden unirse a receptores nucleares como los PPAR. En la tablal.1 se muestran los
agonistas y antagonistas mas representativos de estos receptores.

1.3.1. Receptores y sefializacion celular de los prostanoides

Los prostanoides ejercen su actividad biolégica de forma autocrina o paracrina mediante la
interaccién con sus receptores especificos (Coleman et al., 1994; Narumiya, 1996). Se han
secuenciado y clonado cuatro subtipos de receptores para las PGEs (EP1, EP,, EP3 y EP,4), uno para los
TxAs (TP), dos para las PGDs (DP; y DP;), uno para las PGFs (FP) y, finalmente, uno para la PGls
(IP) (Funk, 2001). Cada uno de estos receptores activa diferentes vias de sefializaciéon. Asi, los
receptores EP,, EP4, DP; e IP estan asociados a la activacion de proteinas Gs que provocan un aumento
en la concentracion intracelular de AMPc. EP;, TP y FP se asocian a un incremento en la
concentracion intracelular de Ca®* mediado por la proteina Gq (Goetzl et al., 1995). Los receptores
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EP; y DP,, este ultimo también denominado CRTH, (molécula homologa al receptor quimio-
atrayente), modulan la actividad de la adenil ciclasa a través de la activacion de proteinas Gi que
provocan una disminucion de los niveles de AMPc (Hirai et al., 2001; Hata y Breyer, 2004; Harizi,
2013). Se ha descrito que DP1, DP,, EP; e IP tienen afinidades similares para las PGs correspondientes
de las series 2 y 3 (Kiriyama et al., 1997; Smith et al., 2011). En cambio, la afinidad relativa de los
receptores EP;, EP; y EP, para ambas series aun es motivo de controversia (Courtney et al., 2007,
Wada et al., 2007; Hawcroff et al., 2010).

1.3.2. Receptores y sefalizacion celular de los leucotrienos y los acidos hidroxieicosatetra-

enoicos y hidroxioctadecaenoicos

Los LTs también ejercen su accién bioldgica por activacion de GPCRs. Hasta el momento se
han clonado dos receptores para el LTB, y el LTBs (BLT; y BLT,) y dos para los cis-LTs (Cis-LT;R
y Cis-LT,R). BLT; estd altamente expresado en leucocitos mientras que BLT, se expresa de forma
mas ubicua en los diferentes tejidos humanos. Se ha descrito que el LTB, presenta una afinidad mayor
para los BLTs que el LTBs (Seya et al., 1988; Yokomizo et al., 2000; Moreno, 2009) y, ademas, el
LTB, presenta mayor afinidad para BLT; que para BLT, (Yokomizo et al., 2000). EI LTC, y el LTD,
pueden unirse al receptor Cis-LT;R, clonado en 1999 (Lynch et al., 1999), y al Cis-LT,R, clonado en
el afio 2000 (Heise et al., 2000). ElI LTD, presenta una mayor afinidad por el receptor Cis-LT;R
(Lynch et al., 1999; Heise et al., 2000; Ohd et al., 2003; Magnusson et al., 2007). Hasta el momento,

no hay informacion sobre la interaccion de LTCs y LTDs con estos receptores.

La informacion sobre los receptores para HETEs y HODES es limitada. Aunque atn no ha sido
clonado o caracterizado ningan receptor especifico, es probable que existan receptores de superficie de
membrana para los HETEs, al igual que los hay para PGs y LTs. Se ha descrito que el 12-S-HETE se
puede unir al receptor nuclear esteroidal coactivador-1 (SRC-1) (Kurahashi et al., 2000) o a un GPCR
sin especificar (Liu et al., 1995; Hampson y Grimaldi, 2002) y mas recientemente se ha propuesto que
el 12-HETE se puede unir a GPR31, un receptor huérfano (Guo et al., 2011). También cabe la
posibilidad de que los HETEs realicen alguna de sus acciones sin la participacion de receptores de
membrana, ya que al ser sustancias lipofilica pueden incorporarse directamente a la membrana
uniéndose a moléculas efectoras como ADP-ribosiltransferasas (Li et al., 1999), Ras (Muthalif et al.,
2001) o PKA (Imig et al., 1999). Otros receptores a los que se pueden unir estos eicosanoides son los

PPARs, receptores nucleares que actian como factores de transcripcién que se activan al unirse con su
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ligando, adquiriendo la capacidad de reconocer secuencias especificas de determinados genes,
principalmente genes implicados en el metabolismo lipidico, glucidico y en el proceso inflamatorio. Se
han identificado tres subtipos de PPARs: PPARa, PPARS y PPARy. El PPARYy, que se expresa en
adipocitos y células epiteliales, es activado por una gran variedad de ligandos lipofilicos, como el AA,
el DHA, el EPA, el 15-HETE y el 9- y el 13-HODE (Willson et al., 2000).

Tabla 1.1. Agonistas y antagonista de los receptores mas representativos descritos para los

eicosanoides

Receptor Agonista Antagonista

EP, PGE,~PGE3>Carbaciclina >lloprost SC 19220 > ONO-8713

EP, PGE,-PGE3;>ONO-AE1-259>Butaprost AH6809

EP; Sulprostone> PGE;, >PGE; L-798106

EP,4 PGE,~PGE;>ONO-AE-329 AH 23848 >CJ-023423

DP, PGD,>BW-245C AH 6809>BW-A868C

DP, PGD, BAY-u3405
(Ramatroban)

BLT; LTBs> LTBs LY?293111>U 75302

BLT>, CAY10583> LTB,> LTBs LY 255283~LY223982

SRC-1 12-HETE

GPR31 12-HETE

PPARy Pioglitazone >13-S-HODE> 9-S-HODE GW 9662~ T0070907

Se incluye la afinidad comparativa de estos sustratos para cada receptor (~ similar, > mayor, < menor) de agonistas
y antagonistas (Lawrence et al., 1992; Steele et al., 1999; Sugimoto y Narumiya, 2007; Jones et al., 2009).
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1.4. Efecto de los eicosanoides sobre la proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis en

el cancer colorrectal

Los eicosanoides son metabolitos que regulan importantes funciones fisiologicas. La diversidad
de sus funciones viene determinada por la especificidad de cada receptor por los diferentes
eicosanoides y por la distribucion de dichos receptores en los diferentes tejidos. Estos metabolitos
modulan el transporte de iones, la homeostasis vascular y pulmonar, la fisiologia renal, la proteccién
de la mucosa géstrica, la respuesta inflamatoria e inmunoldgica y el crecimiento celular (Funk, 2001).
Como consecuencia pueden estar involucrados en importantes alteraciones patologicas, como asma,
artritis reumatoide, ateroesclerosis, hipertension arterial, alteracion de la mucosa gastrica y cancer
(Figura 1.10).
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Figura 1.10. Efectos biolégicos mas relevantes de los eicosanoides. Las PGs, LTs y HETEs sintetizados por diferentes
células, acttan en los procesos inflamatorios: activan la vasodilatacion, aumentan la permeabilidad y potencian la accién de
sustancias proinflamatorias. Participan en la génesis del edema y del dolor. Activan respuestas inmunitarias, como de
hipersensibilidad y provocan hipertension arterial. Finalmente los Txs son potentes vasoconstrictores.
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El cancer colorrectal (CRC) es el tercer cancer mas diagnosticado en hombres y el segundo en
mujeres y, ademas, cada afio se registran 1 millon de nuevos casos (Siegel et al., 2012). Este tipo de
cancer tiene la cuarta tasa més alta de mortalidad y representa el 7,6% de las muertes relacionadas con
el cancer (Jemal et al., 2011; World Cancer Report, 2014). En Espafia el CRC es el cancer que
presenta una mayor incidencia en el conjunto de la poblacién, un 15%, y presenta la segunda tasa de

mortalidad maés alta, un 13,7% (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, 2014).

El colon y el recto constituyen un tubo de 1,20 m de longitud tapizado por una monocapa
epitelial que se invagina formando las criptas de Lieberkihn. Esta monocapa epitelial esta formada por
tres tipos de células diferenciadas: los colonocitos, las células caliciformes y las células
enteroendocrinas, todas estas células proceden de células madre que residen en la parte inferior de la
cripta. La renovacion epitelial se produce en las criptas a través de una serie coordinada de procesos de
proliferacion, diferenciacion y migracion hacia el lumen intestinal. De esta manera, el gran niumero de
células producidas al fondo de la cripta, se compensa con la apoptosis en el extremo de la cripta, en un
proceso que requiere unos 3-4 dias. EI CRC se desarrolla de forma progresiva a través de una
secuencia histologicamente bien definida como propuso Volgelstein et al. (1988). El proceso
corresponde a una transicion desde una hiperproliferacion en la cripta, denominada foco de cripta
aberrante (ACF) a la formacion de polipos o adenomas hasta evolucionar a CRC (Figura 1.11). El
intervalo de tiempo estimado para la transformacion maligna de la mucosa normal a partir de un
adenoma en CRC es de 5-10 afios (Volgelstein et al., 1988). Este proceso se caracteriza por la
acumulacién de maltiples mutaciones que afectan al menos a tres mecanismos moleculares distintos: la
inestabilidad cromosémica, impulsada en gran medida por eventos mutacionales que afectan a
oncogenes y a genes supresores de tumores; la inestabilidad de microsatélites, que es activada por
mutaciones en los genes de reparacion del ADN; y la via epigenética, que es impulsada en gran parte
por el silenciamiento de genes supresores de tumores (Dixon et al., 2013). En mas de un 80% de los
casos de CRC se aprecian mutaciones de genes que son claves en la regulacion del ciclo celular como
el oncogen K-Ras y los genes supresores de tumores TP53 y APC (Adenomatous polyposi coli) (Del
Peso et al., 1997; Junttila y Evans, 2009). Cada una de estas mutaciones confiere a las celulas del
tumor una ventaja de crecimiento que trae como resultado la progresion del tumor. Asi, el CRC
comporta una disrupcion de los mecanismos homeostaticos que regulan la proliferacion celular, la

diferenciacion celular y la apoptosis (Fodde et al., 2001; Hanahan y Weinberg, 2011).
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Apoptosis
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Figura 1.11. Etapas del desarrollo del CRC en las criptas de la mucosa de colon humano. La
inmunotincion (rojo) sefiala genes reparadores de ADN y la hematoxilina (azul) marca la cromatina. A
partir de un epitelio colénico normal (A) tras el incremento de la proliferacion celular y disminucién de la
expresién de genes reparadores del ADN se desarrolla un adenoma inicial (B) que pueden evolucionar a
un carcinoma (C) (adaptacién de Peifer, 2002; Prasad et al., 2014).

El CRC es una enfermedad heterogénea donde se han descrito tres formas principales: la
hereditaria, la esporadica, y la desarrollada en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (IBD)
(Stigliano et al., 2014). EI CRC hereditario es debido a mutaciones heredadas en los genes
responsables de la reparacion de ADN y genes supresores de tumores y corresponde aproximadamente
al 2-7% de todos los casos de CRC, siendo la poliposis adenomatosa familiar (FAP, Familial
Adenomatous Polyposi) y el CRC hereditario no polipdsico (HNPCC, Hereditary Non-Polyposic
Colorectal Cancer) los principales subtipos (Stigliano et al., 2014). EI CRC esporadico representa mas
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del 90% de todos los casos de CRC. Su causa es principalmente la inestabilidad cromosémica y se
relaciona generalmente con la dieta, factores ambientales y envejecimiento. En este sentido, se ha
sugerido que la menor incidencia de CRC en los paises mediterraneos puede ser debida a su dieta
tradicional rica en aceite de oliva, que aporta MUFASs y un consumo habitual de pescado que equilibra
los PUFA ©-6 y »-3 (Kushi et al., 1995; Bamia et al., 2013; Porenta et al., 2013). La IBD, que incluye
la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn, se origina por una respuesta inmune anormal de la
mucosa del colon y recto, dando lugar a un estado inflamatorio que en algunos casos puede
evolucionar a CRC al potenciar la inestabilidad cromosdémica (Stigliano et al., 2014). La colitis
ulcerosa y la enfermedad de Crohn incrementan el riesgo de desarrollar CRC en un 18-20% Yy en un

8%, respectivamente (Eaden et al., 2001; Canavan et al., 2006).

1.4.1. Papel de la via de las ciclooxigenasas en el cAncer colorrectal

En el 85% de los adenocarcinomas existe una sobrexpresion de COX-2 (Gupta y DuBois,
2001a; Wang y DuBois, 2010; Cathcart et al., 2011) (Figura 1.12) y se considera que los
antiinflamatorios no esteroideos (AINESs) reducen el riesgo de CRC en un 40-50% (Peddareddigari et
al., 201). Una evidencia directa de que la COX-2 juega un papel clave en el CRC se obtuvo a partir de
estudios donde la ablacién genética de ambas COXs reducian el desarrollo de pélipos coldnicos, tanto

CMin/+

en ratones AP , un modelo de raton que presenta una neoplasia intestinal maltiple debido a la

mutacién en el gen supresor de tumores APC (Moser et al., 1995; Chulada et al., 2000), como en

AT716

ratones APC™'"°, ratones que presentan otro tipo de mutacion en el gen APC que da lugar a una

CcM"* se ha observado

neoplasia multiple e invasiva (Oshima et al., 1996). Ademas, en los ratones AP
que los AINEs reducen el numero de pdlipos y su tamafio (Jacoby et al., 2000).
A partir de los afios 90 se establecio que inhibidores selectivos de la COX-2, como celecoxib o
refecoxib, podian reducir el riesgo de CRC y promover la regresion del tumor tanto en humanos como
en modelos animales (Narko et al., 1997; Muller-Deker et al., 2002; Wang y DuBois, 2010). Los
inhibidores no selectivos de las COXs, como el acido acetilsalicilico, presentan un efecto anti-
neoplasico similar aunque limitado por su intolerancia gastrointestinal (Dannenberg y Howe, 2003).
Actualmente, el celecoxib es el unico AINE aprobado por la FDA (Food and Drug Administration)
para el tratamiento de los pélipos de colon y recto, y estd recomendado basicamente para pacientes con
poliposis adenomatosa familiar (Bombardier et al., 2000). Pero, aunque el celecoxib no presenta los

efectos adversos del uso prolongado de inhibidores no selectivos de la COX-2 como el sangrado
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gastrointestinal y las nefropatias, su uso cronico se ha asociado a un mayor riesgo de toxicidad
cardiovascular (Bombardier et al., 2000; Bresalier et al., 2005: Kearney et al., 2006).

Por otra parte, existen estudios que correlacionan la pérdida de expresiéon de 15-PGDH, enzima
que degrada las PGs, con la formacion del CRC y otros tumores (Backlund et al., 2005; Wang y
DuBois, 2006). Es importante sefialar que los AINEs sobreexpresan la 15-PGDH en las neoplasias
colorrectales, de tal manera que su accion antiproliferativa podria ser debida no sélo a la inhibicién de
las COXs sino también a la activacion de la 15-PGDH (Backlund et al., 2005; Wang y DuBois, 2006).

Figura 1.12. Expresion de la COX-2 en la mucosa de colon sana (A), en el
adenoma inicial (B) y el CRC (C). La inmunotincion (rojo) sefiala la proteina
COX-2 y la hematoxilina (azul) marca la cromatina y en el CRC (adaptacion

de Cathcart et al., 2011).

1.4.2. Papel de la via de las lipoxigenasas en el cancer colorrectal

Aunque el papel de las LOXs en el desarrollo y progresion del CRC es complejo debido a la
variedad de isoformas de la LOX (Shureigi y Lippman, 2001; Catalano y Procopio, 2005). Se ha
descrito que la 5-LOX y la 12-LOX estan generalmente ausentes en tejido normal y se expresan en
varios canceres epiteliales y particularmente en el CRC (Gao et al., 1995; Chen et al., 2004). En este
sentido, se ha demostrado la correlacion entre la expresion de estas enzimas y el aumento del tamafio
de los polipos, siendo mas elevada la expresion de la 5-LOX en estadios iniciales y de la 12-LOX en
estadios mas avanzados del CRC (Melstrom et al., 2008; Wasilewicz et al., 2010; Cathart et al., 2011).
Ademas, se ha demostrado la eficacia de inhibidores de la 5-LOX como el zileuton en el tratamiento
de neoplasias de colon (Melstrom et al., 2008). El uso de otros inhibidores esta en investigacion ya que
sus propiedades anti-cancerigenas no se han establecido plenamente en estudios preclinicos. Por
ejemplo, el MK886, inhibidor de la FLAP, reduce la proliferacion y el crecimiento en lineas celulares
y modelos experimentales de CRC (Cianchi et al., 2006). Asi mismo, el &cido nordihidroguaiarético

(NDGA), inhibidor no especifico de las LOXs, disminuye la sintesis de ADN en modelos celulares de
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CRC (Galfi et al., 2005). En cambio, se ha descrito que la 15-LOX-1 y la 15-LOX-2 se expresan en el
tejido normal o al inicio de las lesiones, pero no en el CRC (Shureigi et al., 1999). Ademas, se ha

demostrado que la sobreexpresion de 15-LOX-1 reduce el crecimiento del tumor (Nixon et al., 2004).
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