CAPITOL 3. ESTRUCTURA QUIMICA, NOMENCLATURA I
BIOSINTESI DELS AG.

3.1. ESTRUCTURA QUIMICA I NOMENCLATURA DELS AG.

Els AG posseeixen una cadena hidrocarbonada de 12 a 24 atoms de carboni, en
el cas dels més comuns, i un grup carboxil terminal. Encara que poden existir en
forma lliure, els AG generalment es troben com a esters de glicerol (triglicerids,

fosfoglicérids), colesterol o altres alcohols.

Si la cadena alquilica dels AG no posseeix cap doble enlla¢ s’anomenen saturats,
a excepci6 dels dos atoms de carboni terminals tota la resta d’atoms de carboni
estan units a dos atoms d’hidrogen. Quan dos atoms adjacents de carboni estan
units tant sols a un atom d’hidrogen, apareix una doble unié entre els atoms de
carboni, s6n els anomenats acids grassos insaturats. Si la cadena conté tant sols un
doble enllag, parlem d’acids grassos monoinsaturats (AGMI), i si la cadena conté
més d'un doble enllag, aleshores els anomenem acids grassos poliinsaturats
(AGPI) (figura 3.1). Aquests dobles enllagos mostren una configuracié
estereoquimica cis, a diferencia dels enllacos senzills que 1'adopten trans, i es
troben separats per un o més grups metilénics segons l'estructura general:

- CH=CH- (CH,)x- CH=CH- .208.277

La sistematica dels AG saturats adopta noms quimics que denoten el ntimero
d’atoms de carboni. La presencia d'un doble enllag s’indica pel canvi del sufix -
anoic per -enoic, aixi els AGMI i AGPI també poden ésser anomenats AG
monoenoics o polienoics respectivament. Els sufixos -dienoic, -trienoic,... indiquen
dos, tres, o més dobles enllacos. Alhora, la posicié del doble enlla¢ s’indica pel

simbol D amb exponents que especifiquen els atoms de carboni implicats en el
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doble enllag i numerats a partir del carboxil terminal, per exemple l'acid I’

octadecenoic o I'acid D’1215 octadecatrienoic (figura 3.1).

A més d’aquesta nomenclatura quimica rigorosa existeix un sistema de noms

trivials que s’utilitza ampliament, aixi la forma més general de l'acid DY

octadecenoic és coneguda també com acid oleic o la forma més comuna de 1'acid

DP1215gctadecatrienoic es coneix com acid a-linolénic. Els AG es simbolitzen de

forma abreviada amb una nomenclatura que indica la longitud de la cadena, el

namero i la posicié dels dobles enllacos. Aixi doncs, a l'actualitat, els AG es

Saturat
16 14 12 10 8 6 4 2

Acid palmitic
Acid hexadecanoic

Monoinsaturats

18 16 14 12 10 9 ICOOH
Acid oleic

Acid D’ octadecenoic (18:1n9)
Poliinsaturats

18 16 14 11 8 6 4 2
\A/\:/\Z/V\/\/\COOH

| 12 10 9
Acid linoleic 1
Acid D™'? octadecadienoic (18:2n6)

17 14 11 8§ 6 4 2

e e e COOH
18 16 15 13 12 10 9 1
Acid a-linolénic

Acid D' octadecatrienoic (18:3n3)

20 18 16 13 10 7 4 2

—_— —_— —_— —_— \COOH
1

19 17 15 14 12 11 9 8 6 5 3

Acid araquidonic
Acid D* 5 ' 1 eicosatetraenoic (20:4n6)

Figura3.1.: Estructura quimica d’alguns AG

reaccions d’elongaci6 i dessaturaci6.

representen de forma abreujada amb
la féormula general: CX:YnZ, on X
representa el ndmero d’atoms de
carboni de la cadena, Y el nimero de
dobles enllacos i Z la posici6 del
primer doble enlla¢ a partir del grup
metil terminal. Els AG saturats i
insaturats més comuns s’especifiquen

alataula 3.1.

Els AGPI poden agrupar-se en
quatre families, segons sigui el seu
precursor biosintetic. Aquests son
l'acid palmitoleic (C16:1n7) , l'acid
oleic (C181n9), Tlacid linoleic
(C18:2n6) i Tlacid
(C18:3n3). Els quals son els

a-linolénic

precursors de les diferents series

d’AGPI despres de successives
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Els AGPI de les series n3 i n6 s6n els més abundants als mamifers. Posseeixen
importants funcions biologiques, tant estructurals (membranes cel lulars) com
metaboliques (eicosanoides, PAF,...). Els seus precursors, els acids a-linolénic
(C18:3n3) i linoleic (C18:2n6), es consideren AG essencials perque els mamifers els
requereixen pel seu normal desenvolupament i integritat fisiologica i no els poden
sintetitzar davant la impossibilitat d"introduir una D-dessaturacié en els carbonis
12 0 15 a partir de precursors saturats o monoenoics. Per tant aquests AG s’han
d’obtenir necessariament a través de la dieta.#* El deficit d’AG essencials produeix
una sindrome clinica que es caracteritza pel retard en el creixement, alguns
simptomes externs (dermatitis escamosa, hipopigmentacié, hipotonia muscular i
necrosi caudal a alguns animals) i lesions inespecifiques a molts teixits.2” Aquesta
sindrome també queda palesa en la nutrici6 enteral exempta de lipids.16418 La
reintroduccié dels lipids a les formulacions dietétiques reverteix el problema.#
Recentment s’ha fet evident que la deficiencia d’AG essencials és secundaria a
diferents trastorns, incloent la malnutricié energetic-proteica i la malabsorcié de

greixos.

Els acids oleic (C18:1n9) i palmitoleic (C16:1n7), precursors de les series n9 i n7,
respectivament, son de procedencia endogena i exogena. En el cas dels mamifers,
es troben principalment al teixit adipds on sén sintetitzats a partir de 1'acid
estearic (C18:0) i l'acid palmitic (C16:0) després d'una reacci6 de D’-
dessaturaci6.?® Aquestes series d’AGPI s6n, qualitativament, menys importants
que les séries n3 i n6, encara que la seva sintesi pot estar incrementada en

situacions de deficit d’AG essencials.

3.2. BIOSINTESI DELS AG.

3.2.1. Biosintesi dels AG saturats.

El fetge i el teixit adipds son els organs més importants per la biosintesi dels AG
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saturats, tot i que hi ha organs com la pell, el teixit adipés marr6 i el budell prim
que també estan relacionats amb processos lipogenics, encara que
quantitativament menys importants.52% Concretament al citoplasma cel lular,
'acetil-CoA provinent de la matriu mitocondrial funciona com un precursor
immediat de la sintesi d’AG per l'accié de l'enzim Acetil-CoA-carboxilasa que
catalitza la carboxilacié de I’acetil-CoA en presencia d’ATP i bicarbonat, el resultat
final és el malonil-CoA que comporta un allargament de la cadena en dos atoms

de carboni.

La sintesi d’AG a partir del malonil-CoA implica una serie ordenada de
condensacions (per augmentar la longitud de la cadena) i reduccions (des dels
grups carbonils a metils), aquestes reaccions es produeixen sobre un complex
multienzimatic anomenat AG-sintetasa, que, en general, esta integrat per set
enzims i una unitat funcional, que en els mamifers és identica a una part de la
molécula d’acetil-CoA.333 En el primer cicle, el malonil-CoA es condensa amb
l’acetil-CoA perdent un atom de dioxid de carboni i el b-compost que es produeix
és reduit, deshidratat, i reduit un altre cop formant tioésters intermedis que
esdevindran acil-CoA (butanoil-CoA) de quatre carbonis saturats. En els cicles
segiients (fins un maxim de set) es produeixen addicions seqtiencials de grups
acetils provinents del malonil-CoA que es condensen amb la cadena d’AG en
creixement i es redueixen fins obtenir 1'acid palmitic (16 carbonis), producte final

del sistema AG-sintetasa, essent la reacci6 global:

Acetil-CoA + 7 Malonil-CoA + 14 NADPH + 14 H —»
—» CHj3(CH2)14COOH + 7CO2 + 8CoA + 8NADP* + 6HO

En el teixit adip6s hi ha AG de cadena més llarga que la de 'acid palmitic, tot i
no haver aportaci6é per part de la dieta d’aquests acids de 18 a 24 carbonis. Les
reaccions d’elongaci6 addicional de la cadena de 1’acid palmitic (C16:0) a estearic

(C18:0) semblen ser iguals a les de la sintesi del palmitic, pero els enzims es troben
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associats al reticle endoplasmatic de les cel lules hepatiques. La reaccié global de

'etapa d'elongacié de la cadena es pot representar de la segtient manera:

Palmitoil-CoA + malonil-CoA™ + 2NADPH + 3H*—p
—p estearoil-CoA + 2NADP* + CoASH + CO»

D’altra banda, 1'elongaci6 de la cadena també pot ocorrer per l'accié6 d'un
sistema enzimatic mitocondrial, probablement associat a la sintesi d’acids grassos
de la membrana d’aquest organul. En aquest cas, la principal font dels grups acils

és l'acetil-CoA i el poder reductor és aportat per NADH.277,333

Malgrat que la principal via d’incorporacié d’AG saturats prové de la ingesta, la
dieta també pot modificar la sintesi endogena d’aquests AG. Aixi, tant al fetge com
al teixit adipods la glucosa indueix i els AGPI suprimeixen la sintesi de novo d’AG,
probablement actuant sobre l'expressié genica de 1'acetil-CoA-carboxilasa i de

I’ AG-sintetasa.104,166,227

3.2.2 Biosintesi dels AG insaturats.

Una proporcié significativa (>50%) dels AG esterificats als triglicerids i
fosfolipids humans sén insaturats.1”* Tot i que la insaturaci6 es porta a terme per
enzims presents al fetge, hi ha certs AGPI requerits per 'organisme i que no poden
ésser sintetitzats per aquesta via, aquests AG son els esmentats anteriorment com

AG essencials, els quals han d’ésser incorporats a 1’organisme a través de la dieta.

La introduccié d'un doble enlla¢ dintre d"una cadena llarga-acil-CoA és portada
a terme per les dessaturases (o acil-CoA-dessaturases). Aquests enzims estan fixats
a la bicapa lipidica dels microsomes al reticle endoplasmatic llis i estan relacionats
amb una flavoproteina i amb el citocrom bs. Aquest complex enzimatic és un
sistema transportador d’electrons de funcionalitat mixta oxidasa (NADPH/O»). La

reduccié del O, molecular genera un radical superoxid que, catalitzat per I'enzim,
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oxida l'acil-CoA introduint-li un doble enlla¢ en una posicié determinada, segons
'especificitat de la dessaturasa.t2455457465476 [a reacci6 de dessaturaci6é inclou
I'eliminaci6 de dos atoms d’hidrogen provinents de 1’AG saturat. Sent els

productes finals de la reacci6 H>O iI’AG insaturat.

Taula 3.1: Nomenclatura dels acids grassos més freqiients als mamifers.

NOM TRIVIAL NOM SISTEMATIC ABREVIATURA
Saturats:

Miristic Tetradecanoic C14:0
Palmitic Hexadecanoic C16:0
Estearic Octadecanoic C18:0
Monoenoics (AGMI):

Palmitoleic ¥ hexadecanoic Cl6:1n7
Oleic ¥ octadecanoic C18:1n9
Polienoics (AGPI):

Linoleic D12 octadecadienoic C18:2n6
glinolénic D¢ 912 octadecatrienoic C18:3n6
Dihomo-glinolenic D# 1114 eicosatrienoic C20:3n6
Araquidonic (AA) Db 81114 ejcosateraenoic C20:4n6
Adprenic D//1013,16 docosateraenoic C22:4n6
Docosapentaenoic D 47101316 docosapentaenoic C22:5n6
a-linolénic DP1215 octadecatrienoic C18:3n3
Eicosapentaenoic (EPA) Dp 8111417 eicosapentaenoic C20:5n3
Docosapentaenoic D710131619 docosapentaenoic C22:5n3
Docosahexaenoic (DHA)  D/10131619 docosahexaenoic C22:6n3
Eicosatrienoic Dp&11 eicosatrienoic C20:3n9

Les D?, D¢, D?, D*-dessaturases introdueixen insaturacions en les posicions 9, 6, 5,
4, respectivament, tot i que en alguns estudis es qiiestiona la preséncia de la D*-
dessaturasa.!® Si el substrat esta saturat, el primer doble enllag s’insereix sempre
en posicié 9, mentre que si el substrat presenta alguna insaturacio, el doble enllag
s’insereix entre el grup carboxil terminal i el doble enlla¢ més proper a aquest. En
aquest sentit, dessaturases exclusives de plantes i d’éssers unicel lulars tenen la

capacitat d'introduir nous dobles enllacos a partir de 'acid oleic en la posicié 12
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(D'2-dessaturasa) i posteriorment en posicié 15 (D'>-dessaturasa), el que es tradueix
en la producci6 de l'acid linoleic (C18:2n6) i l'acid a-linolenic (C18:3n3)

respectivament.®”
Generalment, en les etapes consecutives de la dessaturacié s’alternen amb
etapes d’elongacio de les cadenes, en les que tots els dobles enllacos introduits per

aquesta activitat solen presentar una isomeria cis (figura 3.2).

3.2.2.1. Biosintesi dels AG monoinsaturats (AGMI).

La sintesi dels acids oleic (C18:1n9) i palmitoleic (C16:1n7) és conseqiiéncia de la
introduccié d'un doble enllag per D’-dessaturasa utilitzant com a substrats 1’acid

estearic (C18:0) i palmitic (C16:0), respectivament, en forma de tioester de la CoA.

La D’-dessaturasa esta present de forma universal tant a plantes com a diferents
teixits animals. Técniques de clonatge i expressi6é del gen en E. coli han permes
aprofundir en la bioquimica lipidica i la genetica molecular d’aquest enzim.4794%
L’estructura d’aquest enzim presenta gran similitud a les dessaturases D¢, D° i D#,
esta constituit per una simple cadena polipeptidica de 53.000 Daltons que conté un
atom de Fe no associat a un grup hemo. Es tracta d'una proteina hidrofobica que
esta profundament unida a la membrana microsomal, el que comporta un cert

problema técnic a 1'hora de precisar els mecanismes de la seva regulaci6.®”

L’activitat D’-dessaturasa disminueix amb el dejt i a la diabetis, mentre que el
consum de proteines i l'administracié d’insulina restaura la seva activitat.t2
Aquests efectes son deguts a canvis en la concentracié enzimatica per inhibicié o

induccid de la seva sintesi.

El consum de dietes amb un elevat nivell de colesterol incrementa l’activitat Df-

dessaturasa donant com a resultat un augment del coeficient AGMI/AG saturats,
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d’aquesta manera l'enzim podria intervenir a la regulaci6 de la fluidesa dels

fosfolipids de membrana quan no hi ha aportacié d’AG saturats des de la dieta.

3.2.2.2. Biosintesi d’ AGPI.

Els AGPI s’obtenen despres de successives reaccions de dessaturacio i elongacié
dels seus precursors en forma d’acil-CoA. Aixi doncs, els esters acil-CoA d’AG
monoinsaturats esdevenen substrats per les dessaturases formant AG amb més

d’un doble enllac.

En el cas de l'acid oleic (C18:1n9) aquesta accié implica 'aparicié de I'acid
linoleic (C18:2n6) per la D'?>-dessaturasa i posteriorment, per acci6 de la D!>-
dessaturasa, 1'acid a-linolenic (C18:3n3). Com s’ha esmentat, el fet que aquests
enzims no estiguin presents als animals fa que els seus productes els hagin

d’incorporar a través de la dieta per no patir alteracions metaboliques.”®

Als animals, la D°-dessaturasa introdueix una nova insaturacié entre el carboni
6 i 7 a cada un dels precursors de les families d’AG (C18:1n9, C18:2n6, C18:3n3 i
C16:1n7). El mecanisme és similar al descrit anteriorment per la D’-dessaturasa. Pel
contrari, el sistema enzimatic que porta a terme l'elongacié de les cadenes és molt
menys conegut, i té lloc mitjancant 1'addicié de grups acetil provinents del
malonil-CoA als precursors acilats al CoA. Aix0 permetra incorporar noves
insaturacions per l'acci6 de D[P- i D-dessaturasa (figura 3.2). Els complexos
enzimatics de dessaturaci6 i elongaci6é sén comuns per a totes les families d’AGPI,
produint una varietat d’AGPI necessaris pel manteniment de la membrana i
produccié d’eicosanoides.®3471 Esta generalment acceptat que els elements d'una
serie determinada només poden derivar dels seus precursors respectius i mai
d’elements d’altres series d’AGP]I, és a dir, les quatre families d’AGPI no poden

interconvertir-se in vivo.209
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El fet que tots els precursors i productes intermedis de les diferents families
d’AG siguin metabolitzats pel mateix sistema enzimatic implica una complexa
modulacié competitiva en la biosintesi dels AGPI. Per exemplificar-ho, destacar la
major afinitat de la D-dessaturasa per l'acid a-linolenic (C18:3n3) que per l'acid
linoleic (C18:2n6), i a la vegada, aquest darrer té més afinitat per I'enzim que 1'acid

oleic (C18:1n9) (figura 3.2).5861,209

160 30 Sha  demostrat que la via
- A’ dessaturasa +‘
v . . . . . L
16:107 18109 18:2n-6 18303 quantitativament 1 qualitativament més
6 . 2 Nt
3 £ dess'a‘“"asa +] important és la de la série n6, en la qual
18:2n-9 18:3n-6 18:4n-3 o . . . , .
’ 'acid linoleic (C18:2n6) és convertit a
- C18-20 elongasa + ‘
23:72n—9 20§n—6 20:4n-3 AA (C204n6) De fet la dieta conté
- AS dessat + . . . < . . .
N | suficient quantitat d'acid linoleic com
20:3n-9 20:4n-6 20:5n-3 , S .
CCo0ncongsa#]  PeT dotar continuament de 1'acid
\ oy .
22:4n-6 2:5n-3  araquidonic necessari en cada moment
- A*dessaturasa + ‘ . ..
als diferents teixits. Quan es

22gn-6 22:6n-3
produeixen situacions de déficit d’acid
Figura 3.2.: Biosintesi dels AGPI. Els AG de cadena
llarga de les séries n6 i n3 deriven desl AGE: acid  linoleic, les altres families d’acids C18
linoleic i a-linolénic respectivament. Els sistemes

enzimatics es representen amb una gradacié cromatica  insaturats passen a predominar ala via
(de — a +) que vol significar la minima i maxima

activitat enzimatica respectivament. Les fletxes en blanc metabolica que ens ocupa sobre la
expresen  les vies metaboliques que adquereixen

protagonisme “in vivo” en estats de deficiéncia d’AGE. familia né.
La via metabolica que deriva de I'acid a-linolénic (C18:3n3) transcorre de forma
paral lela a la de I'acid linoleic (C18:2n6). Els productes més importants d’aquesta
série son I'EPA (C20:5n3) i 'DHA (C22:6n3), trobant-se en major quantitat en el

sistema nervigs.50470

En condicions normals, els productes provinents de la dessaturacio i elongacié
de l'acid oleic (C18:1n9) es detecten en quantitats baixes. No és aixi en situacions
de deficit d’AG essencials en qué apareix un augment dels productes finals de la

familia n9, concretament 1’acid eicosatrienoic (C20:3n9), possiblement en un intent
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de compensar la funci6 estructural de manteniment de la membrana.37:209

La seqiiéncia metabolica de la série n7 sembla que no és operativa in vivo ni en
aquelles situacions de deficit greu d’AG essencials, probablement perque la

reaccio catalitzada per la D°-dessaturasa es produeix molt lentament.3”

3.2.3. Regulacid de la dessaturacio i elongacio.

Avui en dia la regulacié de la biosintesi d’AGPI no esta del tot establerta,
principalment per la dificultat que representa 1'aillament d’aquests complexos
enzimatics de la membrana, on es troben profundament ancorats degut al seu

caracter hidrofobic.

El que ha estat clarament diferenciat en cultius cel lulars és una activitat
elongasa molt més elevada que l'activitat dessaturasa.*® Alhora, estudis amb
microsomes hepatics i hepatocits de rates donan suport a la hipotesi que la D?-

dessaturasa és I'enzim regulador més important a la biosintesi d’ AGPI.64%

3.2.3.1. Les dessaturases.

L’activitat d’aquests complexos enzimatics esta influida per factors de tipus fisic
com la temperatura. Hi ha estudis que han demostrat un augment de I’activitat D°-
i Df-dessaturasa davant un descens de la temperatura.?84513 Pero, a més d’aquests
factors, l'activitat dessaturasa esta influida per hormones,?”7 la disponibilitat
relativa de diversos micronutrients,1811° i la ingesta o no de determinats

macronutrients.131

La biodisponibilitat dels diferents AGPI comporta un mecanisme de modulacié
sobre l'activitat dessaturasa al que hem d’afegir, tal i com ja hem esmentat
anteriorment, la impossibilitat d'interconversié de les diferents series d’AGPI (tot i

que els elements d’una serie si son capagos de modificar la biosintesi de les series
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restants).”® Sent l'afinitat preferent d’aquests complexos enzimatics
n3>n6>n9>n7.505961 D'altra banda, la competencia seria més intensa per les
dessaturases que per les elongases, el que addicionalment comportaria esbrinar la

taxa optima dietetica AGPIn3/AGPIn6.2%°

Encara que no es conegui quina proporcié dels AGPI de I'organisme procedeix
de la dieta i quina és d’origen endogen, si que esta ben establerta la possibilitat de
modificar la composicié del perfil d’AG de l'organisme mitjancant canvis a la
dieta. Aquest fet s’ha demostrat en el cas de lipids circulants,?** a la membrana
plasmatica de les plaquetes,142184522 dels hematies,’#2 dels limfocits,2 i dels

hepatocits,326522 aixi com a les membranes d’organuls cel lulars.484

L’enzim clau en la regulaci6 de la biosintesi d’AGPI sembla ser la Df-
dessaturasa. La seva regulacié no tant sols és deguda al substrat, sin6 que a més
posseeix un mecanisme de regulaci6 feedback negatiu segons el qual es produeix
una inhibici6 de la dessaturacié pels productes immediats a la reaccié (per
exemple: I’Ac. Gamma-linoleic (C18:3n6)), els metabolits intermedis, i, fins i tot,
pels productes finals de cada série (AA, EPA i DHA).5%61 La regulaci6 dels

processos intermedis d’elongaci6 i D°-dessaturacié es produeix simultaniament.313

L’enzim D*-dessaturasa gaire bé no es coneix i no existeix una evidencia real
que el doble enllag en posicié 4 dels acids docosapentaenoic (C22:5n6) i DHA
(C22:6n3) s’introdueixi de la mateixa manera que els altres dobles enllagos.
Recentment s’ha suggerit que la produccié de C22:5n6 i C22:6n3, podria tenir lloc
via elongaci6 dels respectius precursors (C22:4n6 i C22:5n3) a C24:4n6 i C24:5n3, i
posteriorment una Df-dessaturacié produiria C24:5n6 i C24:6n3. Llavors, aquests
compostos podrien ser reconvertits a C22:5n6 i C22:6n3 via b-oxidacié
peroxisomal.468 En tot cas, si aix0 fos aixi, la regulacié d’aquesta via metabolica es
complicaria per la intervencié d’altres complexos enzimatics i per les noves

interaccions competitives sobre la D°-dessaturasa.®”
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Les dessaturases estan sota control endocri. Hormones com la insulina, les
catecolamines, el glucago, els glucocorticoides i les hormones tiroidees tenen la
capacitat d’exercir efectes estimuladors o inhibidors de la biosintesi d’AGPL.¢”
Donat que aquestes hormones sén les responsables del metabolisme dels
carbohidrats i de la sintesi d’AG saturats, el procés de biosintesi d’AGPI queda

integrat i coordinat dins del conjunt del metabolisme de principis immediats.

S’ha demostrat 'existéncia d'un ritme circadia en l'activitat dessaturasa dels
AG, relacionat en la seqiieéncia injesta-deji.3 Probablement aquest cicle circadia

esta vinculat amb els cicles diaris en la secrecié d’hormones reguladores.

La insulina produeix una rapida estimulacié de la Df- i DP-dessaturases en rates
diabetiques.#4¢ Per contra, hormones hiperglicemiants com el glucagé i les
catecolamines produeixen una inhibicié de les dessaturases per 1l'activacié de
I’adenilciclasa de la membrana plasmatica a 1’hepatocit,®>127 inhibint sintesi de
malonil-CoA.?”* L'adrenalina també té un efecte antagonic al de la insulina sobre
les dessaturases mitjangat pels receptors b-adrenergics.1?® Mentre que la inhibicié
produida per esteroides és molt més lenta que les hormones citades anteriorment
(inhibicié maxima a les 24 hores) i sembla que involucri a mecanismes relacionats

amb la sintesi proteica.1?®

Components de la dieta com els hidrats de carboni i les proteines també actuen
sobre l’activitat dessaturasa. En el primer cas, substancies com la glucosa
exerceixen una estimulacié de la Df-dessaturasa quan és administrada després del
deja, probablement mediada per la insulina.t%12¢ Contrariament, 1’administracié
continuada d’'una dieta rica en glucosa disminueix 1’activitat d’aquest enzim,3¢1

efecte observat també per la fructosa i el glicerol.132

Les proteines tenen una important actuacié sobre les dessaturases. En aquest
sentit, dietes de restriccié proteica provoquen una disminucié de la relaci6

C20:4n6/C18:2n6 en els lipids hepatics, 131175198531 probablement com conseqtiéncia
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d’una reduccié de l'activitat dessaturasa. Per contra, I’administracié d’una dieta
hiperproteica incrementa l'activitat D°-dessaturasa.3®® Malgrat aixo, la ingesta de
quantitats massives d’aminoacids aromatics produeix una inhibici6 de la Df-

dessaturasa.362

Diversos micronutrients es troben involucrats al metabolisme dels AGPL
Alguns d’aquests com la vitamina E, el seleni i la vitamina C, sén substancies
antioxidants que poden prevenir la peroxidaci6 dels AGPI de membrana i evitar
aixi lesions cel lulars.20545 Altres micronutrients, com Cu, Zn, i Fe, actuen com
cofactors o grups prostetics de les dessaturases.!®119 Tant el Zn com el Fe estan
intimament relacionats en el metabolisme de la Df-dessaturasa, mentre que la D’-
dessaturasa és Cu-depenent. Normalment, les situacions de deficit d’AG essencials
estan acompanyades de deficit de Zn i, per tant, existeix una activitat De-
dessaturasa disminuida, el que afavoreix una hiperactivitat D°-dessaturasa.l18119
Tanmateix, la deficiencia de Fe produeix un descens de l'activitat D°-dessaturasa,
el que es tradueix en un augment dels nivells plasmatics i eritrocitaris d’acid

linoleic i una disminucié d’AA als fosfolipids plasmatics.118119

Els nucleotids son altres components de la dieta que poden influir la sintesi
d’AGPL. La presencia de quantitats adequades de nucleotids assegura una sintesi
d’AGPI correcta. Estudis en lactants mostren que els nadons alimentats amb llet
materna, rica en nucleotids, o amb una férmula lactica enriquida amb nucleotids,
presenten nivells més elevats d"AGPI n6 i n3 a les membranes dels eritrocits que

els individus alimentats amb férmula sense addicié de nucleotids.102

3.2.3.2. Les elongases.

Es coneix relativament poc sobre l'elongacié de la cadena per part de les
elongases. Hi ha estudis que han mostrat l'existéncia d’'una competéncia sobre les
elongases per part de les diferents séries d”AGPI de manera similar al que succeeix

a les dessaturases. En aquest sentit, el procés d’elongacié de C18:2n6 a C20:2n6, té
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com inhibidor I’acid a-linolenic (C18:3n3). Addicionalment, productes intermedis
de la mateixa serie (AA) o productes finals d’altres series (EPA i DHA) tenen la
capacitat d’inhibir aquest pas. Tanmateix, a 1'afegir AGMI en cultius cel lulars
s'observa una disminucié dels nivells d’AGPI per inhibici6 de les reaccions

d’elongaci6.¢”

També ha estat ben establert que I'activitat de les elongases és molt superior a la
de les dessaturases i practicament igual per les séries n3 i n6 d’AGPL30469470 No
obstant aix0, estudis on s’ha valorat el perfil hepatic d’AGPI en rates han mostrat
elevades quantitats d’AA, mentre que els nivells dels productes de la seva
elongacié estan clarament minvats (C22:4n6 i C22:5n6); contrariament, I’'EPA
(C20:5n3) esta en nivells traca, sent I'DHA (C22:6n3) el component
quantitativament més important de la serie n3. Aquesta diferent actuacié de les
elongases sobre la série n3 versus n6 no és explicable per estudis d’activitat
enzimatica, el que suggereix l'existéncia d'un procés de retroconversié que

escurcaria la cadena i que actuaria preferencialment sobre la série n6.50450470

La retroconversié és un procés catabolic parcial poc conegut que sembla tenir
lloc preferencialment als peroxisomes, sense descartar l'actuacié de les
mitocondries, en el que intervenen una bateria enzimatica diferent a la que actua
en la b-oxidacio i el seu objectiu no és el d’obtenir energia. Aquest procés implica
que una part dels AGPI de 22 carbonis siguin metabolitzats a compostos de 20
carbonis i seguidament extrets del procés de b-oxidaci6 amb el subseqiient

increment d’AGPI C20 a la membrana plasmatica.201.212
Per finalitzar, tant sols resta dir que l'activitat de les elongases esta sotmesa a la

influencia de factors dietétics com els hidrats de carboni, proteines, i fins i tot pel

deja, de la mateixa manera que ho estan les dessaturases.118119
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3.3. ESTERIFICACIO I BIOSINTESI D’ACILGLICERIDS.

La majoria dels AG a les ceél lules es troben formant ésters amb el glicerol, com
els triacilglicerols (triglicerids) i els fosfoglicerols (fosfolipids), que poden ésser
considerats com els veritables productes finals de la biosintesi d’AG. Per dur a
terme els processos d’esterificacié i biosintesi, els AG han d’ésser activats
préviament amb CoA, mentre que el glicerol ha d'estar en forma de glicerol-3-

fosfat.

3.3.1. Biosintesi.

Existeix una gran especificitat en els enzims encarregats d’incorporar els AG
dintre la molecula de glicerol-3-fosfat. La primera acilacié esta catalitzada pel
glicerofosfat aciltransferasa i implica 1'esterificacié a la posicié 1 del glicerol-3-
fosfat (sn-1), preferentment, d’AG saturats (acid palmitic, acid estearic) i trans-
AGMI. Mentre que l'enzim que catalitza la segona acilaci6, 1'1-acilglicerofosfat
aciltransferasa, és especific pels AGPI amb configuraci6 cis, que sén incorporats a
la posici6 2 del glicerol-3-fosfat (sn-2). El producte que s’obté és I'acid fosfatidic o
diacilglicerid-3-fosfat, el qual és un intermediari com@ per la sintesi de
triacilglicerids i fosfoglicérids. El segtient pas en la formaci6 dels triacilglicerids és
l'extraccié hidrolitica del grup fosfat del carboni 3 del glicerol per mitja d'una
fosfatasa, i posterior acilaci6 catalitzada per la diacilglicérid aciltransferasa que té

molt menys especificitat i que pot introduir qualsevol tipus d’AG.

En la formacié dels fosfoglicérids, el fosfat no es perd siné que s'uneix a un
alcohol polar com és la colina, la serina, l'inositol i l’etanolamina, formant
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina,

respectivament.
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3.3.2. Deacilacio i reacilacio.

Com s’ha exposat anteriorment, tant els triacilglicérids com els fosfoglicerids
tenen un origen comd, de manera que els AGPI en posici6 2 estan determinats per
I'especificitat enzimatica de la 1-acilglicerofosfat aciltransferasa. Pero, en el cas
dels fosfolipids (fosfoglicerids) apareix un major grau d’insaturacié a 'AG que
ocupa la posici6 sn-2 respecte als triacilglicerids. Aquesta nova especificitat en el
procés d’acilaci6é dels AG als fosfolipids s’explica per l'existencia d’una via que
mitjangant la fosfolipasa Az (PLA>) hidrolitza I’AG en posici6 sn-2 del fosfoglicerid
(Deacilacié) i a continuacié introdueix un segon AG amb un major grau

d’insaturacié per un procés de reesterificacié (Reacilaci6).2?!

No obstant aix0, aquest mecanisme és incapag d’explicar els baixos nivells en
que es troben els productes intermedis de 1'elongacié d’AG als fosfolipids i que
posseeixen taxes similars d’acilaci6.?6® Diferents observacions posteriors han
suggerit 1'existéncia d’'un mecanisme que podriem denominar de “ping-pong” i,
que en el cas de la serie n6, consistiria en una primera dessaturacié de C18:2n6 a
C18:3n6 que seria acilat al fosfolipid i, a continuacid, una rapida extraccié i
posterior elongacié a C20:3n6, seguidament una nova esterificacié el portaria a
unir-se temporalment de nou amb el fosfoglicérid abans d’ésser deacilat per
introduir-hi una insaturacié en posici6é 5 i donar finalment C20:4n6 que s'unira
d’una manera més definitiva al fosfolipid.#”0 De totes maneres hi ha mecanismes
diferents associats a la serie n3, i que acumulen en els fosfolipids preferentment

AGPI de 22 carbonis.28

Cas a apart és el fosfatidilinositol que tant sols conté acid estearic i AA. Quan
animals d’experimentacié han estat alimentats exclusivament amb AG de la série
n3, s’han detectat tant sols quantitats traca dels productes finals d’aquesta serie
acilades al fosfatidilinositol.?8522 Aquest fenomen és probablement degut a

I'existencia d’algun enzim altament especific pel diglicerid unit a 'AA que
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d’aquesta manera preserva la funcionalitat del fosfatidilinositol com a missatger

intracel lular.297

3.3.3. Especificitats cel lulars de la biosintesi d’acilglicerids

La membrana lipidica de les diferents cellules de 1 organisme estan
caracteritzades per diferéncies en el perfil d"AGPI que el componen. Diferents
experiments han evidenciat la limitada capacitat dessaturasa i elongasa d’algunes
cel lules extrahepatiques, suggerint que els AG provinents de la dieta sén
processats en primera instancia pel fetge i a continuacié desplacats cap altres
teixits.?5421 En aquest sentit, plaquetes i neutrofils mostren un elevat contingut
d’AA i menor de productes AGPI de 22 carbonis, mentre que els cardiomiocits és
caracteritzen per un elevat contingut d’AGPI de 22 carbonis de la serie n3. El que
suggereix una diferent activitat dessaturasa/elongasa i de retroconversié a les

diferents cél lules.67.252,325

La font de C22:6n3 per la sintesi de fosfolipids al cervell i a la retina és objecte
també de discussi6. Mentre hi ha grups que han presentat evidencies que
suggereixen que C18:3n3 és metabolitzat pel fetge a C22:6n3 i transportat al
cervell,#37 altres grups han mostrat que ceél lules endotelials aillades dels capil lars
del cervell s6n capaces de metabolitzar C18%8n3 a AGPI de cadena llarga per la

biosintesi dels fosfolipids.314

A les cel lules epitelials de la mucosa intestinal s’han identificat dues vies de
sintesi de triacilglicerids i fosfoacilglicerids. La més important, des del punt de
vista quantitatiu, és la “via del monoacilglicerid” en la que els monoacilglicerids es
condensen amb dues molécules d’acil-CoA donant lloc a un triacilglicerid o
fosfoacilglicerid. Els enzims implicats en aquest procés formen un complex
multienzimatic anomenat triglicerid sintetasa que introdueix AG de cadena llarga
a la posici6 11 3. Aquesta via esta restringida al teixit epitelial on s’associa al reticle

endoplasmatic llis, i través d’ella es realitza el 85%, aproximadament, de la sintesi
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intestinal dels triacilglicerids. La resta es sintetitza a través de la via ja esmentada
del glicerol-3-fosfat i acil-CoA, que és comu per la majoria de teixits i similar a la

biosintesi fosfolipidica.33
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4.1. FUNCIONS ENERGETIQUES DELS AGPL

El teixit adip6s és el reservori més important d’emmagatzematge lipidic per
I'obtenci6é d’energia. Els lipids estan en forma de triacilglicérids que contenen una
proporci6 d’AG saturats i monoinsaturats més elevada que en el cas dels
fosfoacilglicerids (funcié estructural). La dieta pot alterar aquestes proporcions
d’AG esterificats. De fet la ingesta de dietes riques en acid linoleic (C18:2n6) o en
a-linolenic (C18:3n3) fan augmentar el contingut d’aquests i dels seus productes
intermedis/finals (AA, EPA, DHA) als triacilglicerids plasmatics i del teixit

adip6s.161,278

Els AG s6n mobilitzats al teixit adipés atenent a la demanda energetica de
I'individu en cada moment. Aquesta extracci6 energetica esta regulada per factors
hormonals i dietetics amb estreta relaci6 a les situacions de deficit energetic. La
mobilitzaci6 dels diposits d’AG comporta un augment d’aquests en sang on
s’acomplexen amb l'albiimina i posteriorment passen a l'interior de la cel {ula on
seran metabolitzats a la mitocondria pel procés anomenat b-oxidaci6 alliberant

energia en forma d"ATP.

Diferents tipus d’AG poden ser oxidats per aquest procés catabolic. Malgrat
aixo, els AG essencials semblen desvinculats d’aquest procés, possiblement per
preservar intactes les capacitats fisiologiques associades a la membrana

plasmatica.6
La mitocondria és l'organul que conté la bateria enzimatica necessaria per

portar a terme la b-oxidaci6. L’entrada dels AG dins la matriu mitocondrial es deu

a un sistema transportador que requereix la formacié d'un ester de I’AG amb la
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carnitina. Una vegada dintre, '’AG s’activa en forma d’acil-CoA i és canalitzat
cap a les vies metaboliques d’esterificaci6 o oxidacié. Es en aquest darrer cas on els
AG son sotmesos a un catabolisme oxidatiu que consisteix una perdua progressiva
d’unitats de dos carbonis a partir de l'extrem carboxilic de l'acil-CoA. Aquest
procés es coneix per b-oxidacio, perque, previament al trencament de la molécula
d’acil-CoA, entre els atoms de carboni 2 i 3 es produeix 1'oxidacié del carboni b,
aixi 'acil-CoA es transforma a trans-2,3-enoil-CoA.186 L'oxidacié completa d'un
acil-CoA (amb un ntimero parell de carbonis) requereix la participacié de quatre
enzims que actuen seqiiencial i repetidament, de manera que a cada cicle l'acil-
CoA perdra un acetil-CoA que s’integra en el cicle dels acids tricarboxilics (b-
oxidacié en espiral).18 L'estequiometria de l'oxidacié dels AG es pot resumir

prenen com exemple 1'acid palmitic:

Ci6H3202+ 230, —— p 16CO, + 16H0O + 137 ATP

Els peroxisomes també s6n un important lloc d’oxidaci6é d’AG, particularment
pels AG de cadena més llarga i amb un major grau d’insaturacid, a més dels AG
hidroxilats i de cadena ramificada.®®! Algunes ceél iules realitzen fins un 30% del
procés oxidatiu als peroxisomes.?! La b-oxidacié peroxisomal genera H2O, aquest
és un dels motius pels que aquest mecanisme esta adquirint certa rellevancia
degut al paper del radical peroxid davant la peroxidacié lipidica que s’associa a

diversos processos patologics.195262

4.2. AGT EL PAPER ESTRUCTURAL A LA MEMBRANA.

L’evolucié ha comportat 1'aparici6 d'un ampli rang de membranes que doten
d’estructura, distribucié de metabolits i compartimentacié de funcions a les
cellules. Aix0o ha contribuit al desenvolupament de la céliula eucariotica i a
'especialitzacié dels teixits. Les membranes plasmatiques separen la matriu
cel lular del medi extern, formen el reticle endoplasmatic i sén la base estructural

dels diferents organuls intracel {ulars.
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Les biomembranes reflecteixen principalment les propietats fisicoquimiques
dels fosfolipids: un marcat caracter hidrofobic per la doble cadena alifatica (>75%
de pes molecular), i el cap hidrofilic (que conté el grup fosfat i el grup alcohol).
D’aquesta manera, els fosfolipids s’associen espontaniament en forma de bicapa
amb les cadenes acilades d’AG a l'interior i la part polar encarada al medi extern i
al citoplasma. Aquesta bicapa fosfolipidica pot permetre la inclusi6 d’altres
molecules lipofiliques com el colesterol, els esfingolipids i proteines. La
membrana plasmatica de les cellules eucariotes poden arribar a contenir més de
10° diferents espeécies de fosfolipids, el que suggereix que a més de la funci6 de
barrera els fosfolipids poden estar relacionats amb tot un seguit de funcions

cel {ulars.509

En Singer i Nicolson (1972) proposaven un model de mosaic fluid, segons les
propietats esmentades, i en el que la bicapa lipidica incloia proteines
intramembranoses, tot i que mostrava alguna mancanca alhora d’explicar
’accessibilitat d’alguns enzims al substrat.#>* Actualment, diferents formes d"uni6
entre la biomembrana i les proteines han estat descrites, diferenciant entre
proteines unides per forces electrostatiques a la cara interna de la membrana i
proteines, que pel seu caracter dominat hidrofobic, estan totalment englobades o
creuant la totalitat de la biomembrana. A més, tant els components lipidics com
proteinics estan dotats de moviment lateral. Lipids i proteines mostren una
considerable variabilitat a les membranes cel lulars, el que esta relacionat amb

I'elevada diversitat funcional de les cel {ules.162

4.2.1. Lipids a la membrana plasmatica.

Els glicerofosfolipids sén la principal forma lipidica present a les membranes
plasmatiques i als diferents organuls cel 1ulars. Observacions en fetge de rata han
mostrat que la composici6 lipidica de la membrana plasmatica és 1.8, 23.1, 43.1,

6.5, 37, i 20.5% de lisofosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidilcolina,
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fosfatidilinositol, fosfatidilserina, i fosfatidiletanolamina, respectivament.162 Sent
els esfingolipids, glicoesfingolipids i gangliosids components habituals de la zona
apical de les membranes plasmatiques dels enterocits.1e2 El colesterol sol estar
integrat a les membranes intracel lulars, particularment a 'aparell de Golgi i a les

seves vesicules de secrecié.

La presencia d’AG insaturats a les cadenes alifatiques dels fosfolipids aporta
diferéncies estructurals i funcionals a les cellules. Aixi, cadenes amb un alt
contingut d’AG saturats mostren una elevada forca d’unié6 entre elles, traduint-se
en un descens de la fluidesa. Per contra, I'aparicié d'un major nombre d’AGMI fan
augmentar la fluidesa, ja que per una banda augmenta 'espai que ocupa la
cadena, i per altre, les forces d'uni6 sén menors entre les cadenes.®® No obstant
aixo, 'augment d’insaturaci6 no implica una relacié lineal amb un augment de
fluidesa. L’aparicié6 d'un augment maxim de fluidesa ve donat per la presencia
d’un grau mitja d’'insaturacio, a partir del qual, la fluidesa torna a minvar. Aixo és
degut pels AG amb elevat grau d’insaturacié adopten una configuracié helicoide,
el que permet un major grau d’empaquetament.®8! La preséncia de colesterol
també fa la membrana plasmatica més rigida per l'efecte condensador sobre les

cadenes acilades dels fosfolipids.5®

Les molecules lipidiques poden ser intercanviades d"una manera rapida amb les
seves veines, pero rarament migren d’'una monocapa a l'altre. Tant sols en el cas
d’una transmetilacié induida per factors reguladors sistemics o locals, es poden
afectar els fosfolipids de la monocapa interna, els quals transloquen a la monocapa
externa induint canvis conformacionals sobre alguna proteina associada a la
membrana, aquest fet pot estar relacionat en el desenvolupament d’alguna
patologia autoimmune. 3%

D’altra banda, la fluidesa de la biomembrana facilita la difusié lateral de les
molecules lipidiques, d’agregats, i de grups especifics de fosfolipids que poden

estar associats a proteines particulars. També les proteines de la membrana es
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beneficien d’aquest moviment lateral, a més d’'un moviment rotacional sobre el

seu propi eix.

En general, els diferents tipus de membranes celiulars contenen diferents
composicions fosfolipidiques que adopten una disposicié asimetrica a la bicapa. A
més, fosfolipids que contenen colina (fosfatidilcolina, esfingomiosina) i glicolipids
es localitzen preferentment a la capa externa de la membrana, mentre que
fosfatidilinositol i fosfatidilserina ocupen preferentment la capa citosolica de la
membrana.’® Aquesta distribucié selectiva suggereix conseqiiéncies funcionals
que podrien estar relacionades amb la unié proteica a la monocapa interna o
externa de la membrana, i amb mecanismes de regulacié de les concentracions
cationiques. De fet, la disposicié de fosfolipids especifics a la monocapa interna
podria reflectir els requeriments metabolics de les proteines (enzims o
receptors).2¥> El procés pel que es produeix aquest emplacament selectiu dels
fosfolipids no es coneix amb precisid, pero algunes evidéncies apunten a I'actuacié
de I’ Aparell de Golgi o a I'acci6é d’algunes proteines que reemplacen els fosfolipids
a la capa externa mitocondrial.?#5 En linies generals, els components lipidics de la
membrana plasmatica sén usualment encaixats al reticle endoplasmatic on hi ha
els enzims per la biosintesi de novo dels fosfolipids. A continuacio, els fosfolipids
son translocats a la cara interna de la membrana de les vesicules microsomals. El
transport d’aquestes vesicules acaba amb la fusié d’aquestes a les diferents

localitzacions de la membrana, i per tant, incloent-t'hi els fosfolipids.

Un altre parametre que introdueix una nova especificitat de transport i
d’emplacament és la unié dels fosfolipids a proteines, tant de forma especifica com
inespecifica.?80 En aquest sentit, una proporcié significativa de les proteines (5'-
nucleosidasa, fosfatasa alcalina, fosfodiesterasa, CD4, TH-1...) estan allotjades a la
monocapa externa cel lular via enllagos covalents amb glicofosfatidilinositol.>™ El
més rellevant de I'unié fosfolipid-proteina és quan es relaciona amb els senyals

transmembrana reguladores dels segons missatgers.2
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Un dels mecanismes que influeix sobre la composicié dels AG de la membrana
és la composici6 lipidica de la dieta, tot i que és menys susceptible que en el cas
dels AG que formen part del reservori energetic. En els darrers anys s’han estudiat
amb especial interes la modificacié de la composicié dels AG a través de la dieta,
particularment dels AGPI de les series n3 i n6. Els canvis observats no sempre sén
facilment interpretables en termes que reflecteixin directament [l'activitat

dessaturasa i elongasa.4%”

Lleugers canvis en la composicié dels AG que formen la part hidrofobica dels
fosfolipids poden esdevenir en importants alteracions en les propietats de la
membrana. Aix0 es fa especialment significatiu pels AGPI associats als
fosfoglicérids. En aquest sentit, la substitucié de C20:3n9 per C20:4n6 genera una
membrana menys compacta i amb més permeabilitat als ions.1> D’altra banda, la
substituci6 de I'AA per EPA té marcats efectes sobre la produccié
d’eicosanoides.200.234272 No obstant aix0, a la literatura apareixen descrites
alteracions, independents de la produccié d’eicosanoides, sobre la fagocitosi,
endocitosi, exocitosi i la resposta immunologica influides per canvis de la natura
lipidica a la membrana cel jular.8384245435460,466483,509 Per tant, aquestes troballes
suggereixen que la modificacié lipidica pot exercir una important influencia en el
curs de malalties autoimmunes o de resposta immunitaria, cancer i fenomens

inflamatoris.

El deficit d”AG essencials comporta una incapacitat de sintesi o manteniment de
la membrana cel lular. Apareixent una tendencia a la deshidrataci6 cel lular per
augment de la permeabilitat de les membranes i del metabolisme basal.3% El que
comporta l'aparici6 de patologies com la dermatitis escamativa, retards del
creixement, perdua del cabell, hipopigmentaci6, hipotonia muscular i necrosi de la

cua d’alguns animals.?0”
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4.2.2. Interaccions lipid-proteina i funci6 cel lular.

Tal i com he esmentat anteriorment, en linies generals poden distingir-se dos
tipus de proteines de membrana, les que estan lleugerament unides a aquesta per
forces electrostatiques i que poden ser facilment extretes per manipulacié ionica
(extrinseques o periferiques), i les que es troben ancorades, total o parcialment, a la
bicapa lipidica (intrinseques). Aquest darrer cas és el més predominant entre les
proteines de membrana, i en el que apareixen regions proteiques amb un alt
contingut d’aminoacids apolars que es disposen ocupant I'espai intramembranés
de la bicapa lipidica, mentre que les regions polars sé6n exposades a la cara interna
o externa de la membrana. En alguns casos la regi6 polar d’aquestes proteines es
troba glicosilada, alhora que la regi6 hidrofobica s’expandeix a l'interior de la
bicapa, generalment en conformacié alfa. La majoria d’aquestes proteines estan

involucrades a la presentacié d’antigens de superficie.

Les proteines intrinseques poden incrementar la viscositat de la membrana
lipidica, modificant l'ordre de les cadenes alifatiques dels fosfolipids que
I'envolten. Els lipids que ocupen aquesta interfase lipid-proteica, experimenten
unes propietats fisicoquimiques diferents a la resta dels lipids de la membrana,
sent la seva consistencia més gelatinosa. Aquests lipids donant lloc a interaccions
lipid-proteiques molt més fortes que les interaccions lipid-lipid.?”6:370 S’ha suggerit
que els lipids que envolten a les proteines aporten un microambient adient per la
idonia conformacié proteica, i per tant, qualsevol alteraci6 lipidica possiblement
pugui regular la funcié proteica.370482 En canvi, evidéncies recents han suggerit
que les interaccions lipid-proteiques sén relativament inespecifiques. Fent pales el
manteniment de la funci6 proteica independentment a l'uni6 amb els

fosfolipids.245509

Els canvis de viscositat a la membrana cel lular determinen canvis d’orientacio,
mobilitat i conformacionals a les proteines. Per tant, poden aparéixer influéncies

sobre proteines clau per la funcié cel lular.4® No obstant aixo, aquestes influencies
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no deixen de ser complexes. En aquest sentit, hi ha estudis on l'augment
d’insaturacié dels AG mostren un augment en I’activitat en enzims de membrana
com els citocroms c, c1, a3, adenilat ciclasa i 5-nucleotidasa.?*> Contrariament, altres
estudis mostren com Mg ATPasa i gglutamil transferasa romanen inactivats
davant l'augment de fluidesa de la membrana.*¢ Mentre que enzims com la
fosfolipasa A: tenen l’activitat més elevada a la zona de transicié entre l'area

gelatinosa i la zona més fluida.?4>

Una altra de les funcions cel lulars que es poden veure afectades per 'influencia
lipidica és la del transport, concretament les proteines que constitueixen els canals
o porus a través dels quals hi ha pas d’aigua, anions, cations i substancies no
electrolitiques. El mecanisme d’actuacié es basaria en el canvi de la conformacié

espacial de la proteina degut a un canvi de la viscositat.303

Estudis realitzats per avaluar l'efecte de l'alteraci6 de la composicié lipidica de
membrana sobre receptors hormonals de determinats tipus cellulars, han
evidenciat que davant un increment del contingut d’AGPI en les cellules
s'incrementa el nombre de receptors de superficie per la insulina, malgrat la

pérdua de capacitat de captacié d’aquests receptors.46

De tots els exemples exposats de les interaccions lipid-proteina no es poden
extreure generalitzacions que ens permetin predir 'actuacié d'un determinat
sistema davant un tipus especific de modificacié lipidica. Tampoc existeix una
evidencia inexorable que la funci6 de membrana depengui d’interaccions
selectives AG-proteina. A més, s’ha suggerit que altres AG insaturats derivats de
les series n7 i n9 poden proporcionar el nivell de fluidesa adequat pel
manteniment de les funcions de membrana.2** Aquestes dades recolzen la hipotesi
que 'essencialitat de I'acid linoleic i a-linolenic es basa en funcions propies del seu
metabolisme (p.ex.: biosintesi d’eicosanoides) i no en el manteniment estructural

de la membrana ni en les interaccions selectives lipid-proteina.
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4.2.3. Distribuci6 intracel lular dels AG.

Hi ha tot un seguit de proteines citoplasmatiques que estan relacionades amb la
distribucié d’AG de la membrana a altres compartiments intracel lulars. Aquestes
proteines tenen una estructura que permet transportar molécules hidrofobiques.4?>

Sent la principal funci6 reequilibrar 1’'excés d’AG que pogui acumular la cel lula.

Dintre d’aquesta familia de proteines es poden distingir dos tipus, una present
als enterocits i 'altre als hepatocits.1% Ambdos tipus cel 1ulars estan sotmesos a un
gran flux d’AG a través de la membrana i del citoplasma. Recents estudis han
mostrat que la capacitat de captacié6 de molecules d’AG per aquestes proteines
oscilla entre 1 a 3 mols per molecula proteica, i que, tant aquestes com la
membrana plasmatica, tenen similar afinitat pels AG.101 En canvi, la membrana

pot mantenir més quantitats d’AG per massa que les proteines transportadores.

4.3. AG COM SEGONS MISSATGERS.

La capacitat dels AG d’actuar sobre el comportament cel {ular no es basa tant
sols amb funcions estructurals o energetiques. El descobriment que alguns AGPI
podien esdevenir importants molecules bioactives, com els eicosanoides, feien
pensar que els AG podien exercir un control metabolic a través de la membrana

plasmatica via la formaci6é de metabolits lipidics bioactius.

Actualment, hi ha coneixement d'un ampli ventall d’especies lipidiques
bioactives referides com a segons missatgers. La majoria d’aquests compostos séon
obtinguts per l'alliberament dels AG a partir dels fosfolipids per diverses

fosfolipases, seguit d"un metabolisme de transducci6 de senyals.
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4.3.1. Mecanismes de transducci6 de senyals relacionats amb els lipids.

El concepte de senyal de transducci6 actualment ha estat redefinit, si més no, en
un intent d’incloure totes les multiples modalitats metaboliques que integren els
processos de produccié de metabolits secundaris amb capacitat bioreguladora i la
interconversi6 entre diferents segons missatgers lipidics. En general, la
transduccié de senyals via 1'accié de segons missatgers lipidics respon, en primera
fase, a I'estimulaci6é d’un receptor que activa la formacié d’un missatger (primera
onada), i aquest, a la vegada, pot intervenir en la mobilitzacié d"un altre missatger
(segona onada). L’assignacié6 de missatger lipidic de “primera onada” o de
“segona onada” depen del context cellular i de l'accié6 que inicialitzen; per
exemple, el cas de la produccié de diacilglicerid (DAG) per la fosfolipasa C (PLC)
pot ser regulat directament pel receptor del factor de creixement epidérmic, o b¢,

pot ser secundari a I'estimulaci6 de la produccié d’AA.281

Els estimuls extracel lulars o intercel {ulars (hormones, factors de creixement,
neurotransmisors, antigens, citocines,..) s’'uneixen a receptors especifics,
generalment de membrana, provocant lactivaci6 de tot un seguit
d’esdeveniments a través de l'activacié de fosfolipases especifiques, i que
finalitzen amb la fosforilaci6 d'una proteina que comporta una alteracié en les

propietats fisiologiques de la cel lula (figura 4.1).

L’activacié de receptors de la membrana pels agonistes comporta la transduccié
d’aquests senyals per molécules localitzades a la capa interna de la membrana. La
familia de proteines G estan involucrades en aquest procés. Aquestes proteines
tenen una estructura heterotrimerica (amb les subunitats a, b, g) i perden afinitat
entre elles quan el receptor s'activa, unint-se la subunitat a al GTP. El complex G,-
GTP té capacitat de fosforilar de forma reversible a altres macromolécules com
I'adenilatciclasa que genera adenosina monofosfat ciclic (segon missatger

universal). L’estat activat de la proteina G pel complex G,-GTP té capacitat
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GTPasa, aixo implica el retorn d’aquest complex a la forma inactiva (G,-GDP), i

per tant, el final de I"estimulaci6.245333480

Fosfolipids Fosfatidilinositol(4,5)-difosfat Fosfatidilcolina Esfingomielina
precursors. ‘ ‘ ‘
PISK Pl- PC- PL PLA; SMas
Segons ¢ ¢ ‘ ¢ ¢ ¢ ¢
.g PtIns(3,4,5)-Ps Ins(1,4,5)-P3 P DAG PA V¥V Ac. Araquidonic Ceramida
missatgers
LysoPC v
Esfingosina
1-fosfat
. v
Proteines - v PKC
diana PKC(s) Receptor IP;/Canal Ca PKC(s) ) PP2A
Altres dianes? PKC(s) Altres dianes PKC(s) PLC-g Ser/Thr quinasa

SMasa  Magatzem Ca®"

Figura 4.1.: Vies metaboliques de transducci6 de senyals portades a terme per lipids. Abreviacions:
fosfolipasa C especifica pel fosfatidilinositol (PI-PLC); fosfolipasa C especifica per fosfatidilcolina
(PC-PLC); Fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K); fosfolipasa D (PLD); fosfolipasa A, (PLA>);
Esfingomielinasa (SMasa); fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfat (PtIns-(3,4,5)-P3); Inositol-(1,4,5)-
trifosfat (Ins-(1,4,5)-P3 o IPs); diacilglicerid (DAG); acid fosfatidic (PA); lisofosfatidilcolina
(LysoPC); proteina-quinasa C (PKC); fosfatasa 2A (PP2A).281

Les PLC ocupen la monocapa interna de la membrana plasmatica. Hidrolitzen
tant el fosfatidilinositol difosfat com la fosfatidilcolina generan 1'Ins (1,4,5)-P5 (PIs)i
el DAG.? Es poden distingir tres families d’aquesta fosfolipasa: PLC-b, -g i -d, les
quals son regulades per mecanismes diferents. Tots els isoenzims de la familia de
la PLC-b s6n activats per la proteina G. Concretament, la PLC-b1 esta activada per
la subunitat a, mentre que la PLC-b3 és sensible a qualsevol de les tres
subunitats.?81 L’activacié de la PLC-g requereix 'uni6 d’aquesta amb un receptor
amb capacitat autofosforilativa.’>1® En el cas de la PLC-d, no es coneix com
s’activa, tant sols se sap que a concentracions a nivell mmolar de Ca?* i amb
presencia d’AGPI 'enzim roman actiu.28! La PLC-g hidrolitza especificament el
fosfatidilinositol constituint 1'isoenzim clau en el cicle de I'IPs. Estudis en humans i
amb animals d’experimentaci6 induits amb carcinogens han mostrat una
sobreexpressié temps depenent de la PLC-g en teixit tumoral colonic.?24339,3553%
També s’ha suggerit que la produccié d’acids biliars secundaris, com a

conseqiiencia de la interacci6 dels greixos amb el metabolisme bacteria, activa
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senyals intracel {ulars a través de I'estimulaci6 de la PLC-g4% el que podria ser un

mecanisme per explicar 1'efecte pro-carcinogenic dels acids biliars.

L’acci6 de la familia enzimatica citosolica de les PLA> (cPLA2) produeix AA i
lisofosfatidilcolina a partir de substrats com la fosfatidilcolina o fosfatidilinositol.
Dintre d’aquesta familia de fosfolipases trobem formes amb diferent pes molecular
(de 28 a 85 kDa) i amb diferent sensibilitat pel Ca?*. Addicionalment, malgrat el
sobrenom de citosoliques, alguns subgrups poden actuar extracel lularment com
les anomenades PAF-hidrolases. En general, les cPLA> necessiten Ca?* a
concentracions MM per poder unir-se a les membranes de diferents organuls
intracel lulars on soén totalment actives. Aquesta unié a les membranes
intracel ulars és conseqtiéncia de I'estimulacié d’agonistes com IL-1 i TNF, i per
I'accié6 fosforilativa de diverses quinases.13281441 T[Yaltra banda, malgrat
l'existéencia de cPLA> amb capacitat d’extreure acid oleic dels fosfolipids,®> la

majoria d’aquestes fosfolipases extreuen de forma selectiva A A.245281

L’activitat de la PLA; esta augmentada a la mucosa de rates induides amb AOM
comparat amb rates control; addicionalment, 1'ingesta d'altes quantitats de greix
provoca un augment encara més elevat l'activitat PLA>, probablement per una

elevaci6 en la produccié d’acids biliars secundaris.3%

Un altre tipus de PLA: sén les formes segregades (sPLAz). Aquestes, no
presenten cap regi6 homologa amb la forma cPLA;, tenen un pes molecular de
14kDa i necessiten Ca2* com cofactor.33> A diferencia de les formes citosoliques, les
sPLA: exerceixen exclusivament aspectes funcionals a I'espai extracel lular, on s6n
segregades en forma de proenzims a partir de macrofags i plaquetes. L’activitat
enzimatica d’aquestes fosfolipases secretades déna lloc a I'extraccié d’AA de les
membranes plasmatiques de céliules adjacents, el que nodreix les vies
metaboliques oxidatives a la inflamaci6.234%8 Estudis en humans i en animals

d’experimentacié han associat I'alliberament d’AA per part de la sPLA> com la
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principal via de produccié de la prostaglandina E> (PGE:2) durant la tumorigenesi

colonica. 238315487

L’AA no esterificat és el precursor dels eicosanoides, pero alhora es troba
involucrat en una serie de vies metaboliques independents de la formaci6
d’eicosanoides i amb una clara funcié de segon missatger per se. Hi ha evidencies
on s’ha demostrat la capacitat de 'AA d’activar la PLC-g PLC-d, esfingomielasa,
'adenilatciclasa i la guanilatciclasa.?20245281 També s’ha descrit un efecte activador
sobre les PKC per part de ’AA, concretament sobre els isoenzims PKC-a, -b, i -
0321447 Contrariament al que succeeix per part de certs AGPI, especialment de la
serie n3, amb capacitat d’'inhibir la PKC.43 A més, I'acumulacié d’AA no esterificat
al citoplasma de cellules cancerigenes s’ha relacionat amb un augment de

I'apoptosi.89%3

La PLD allibera un alcohol polar (colina, serina o inositol) i I'acid fosfatidic a
partir dels fosfolipids. L’acid fosfatidic no tant sols és un intermediari comu a la
sintesi de triacilglicerids i fosfoglicerids, sin6 que també es caracteritza pel seu
comportament com a segon missatger. A més, 1'acid fosfatidic és interconvertible
amb el DAG per mitja de l'acid fosfatidic-fosfatasa i DAG-quinasa. El substrat
principal de la PLD és la fosfatidilcolina, pero a l'igual que la PLC, també té
capacitat de trencar els glicofosfatidilinositol que uneixen proteines a la monocapa
externa de la membrana plasmatica cel lular.281.307 Estudis recents en cultius de
cel lules tumorals coloniques han evidenciat que l'activacié de PLD pot ser duta a
terme per la PKC-a, pel factor ribosilador de ’ADP o per complexos proteinics G
depenents.?39240 Estudis amb animals d’experimentacié han relacionat I'augment
d’activitat de la PLD amb processos neoplassics colonics com la
hiperproliferaci6.>#!

4.3.2. PAF i I’acid lisofosfatidic.

PAF i acid lisofosfatidic pertanyen a la subclasse de segons missatgers lipidics

intercel lulars (inclosos els eicosanoides). Aquests metabolits bioactius sén
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generats a partir de l'activaci6 de plaquetes, neutrofils, eosinofils,
monocits/macrofags, i cel lules endotelials, perd no pels limfocits,?*> per 1’accié de
la PLA>. Actuen transmeten senyals a través de receptors proteinics de membrana
units a les proteines G.281 L’acid lisofosfatidic s’ha relacionat amb la formaci6 i/o
reparaci6é de filaments d’actina i a l'activacié de la via Ras/Raf/MEK/MAPK 281
Mentre que el PAF exerceix els efectes biologics a través de receptors que

estimulen la PKC i augmenten la concentracié de Ca?* intracel {ular.?!

El PAF (1l-alquil-liso-2-hidroxiglicerol-3-fosfocolina) és un analeg a la
fosfatidilcolina sintetitzat a partir de la lisofosfatidilcolina. Una vegada format, pot
romandre associat a la membrana cel lular el que possiblement augmenta el nivell
de resposta davant d’un agonista.#¢ La seva produccid, concomitant a la de I’AA,
s’ha associat a I'agregacio i desgranulacié plaquetar i a I'estimulacié dels neutrofils
fomentant els fenomens d’adhesi6 i fagocitosi al focus inflamatori.143
Addicionalment, I'adhesié entre cellules carcinogeniques coloniques i cellules
endotelials estimulades també s’ha vist incrementada per acci6 del PAF,
possiblement via E-selectina.?8! L’activitat biologica del PAF juga un important
paper a la patogenia de l'anafilaxi i inflamaci6, augmentant la permeabilitat
vascular i induint hipotensi6 i contraccié del muscul llis.?*> A més, pot induir
tlceres a la mucosa gastrica normal i hemorragia per shock séptic.41® L’extraccié de
PAF per part dels leucocits o cel lules endotelials humanes pot ser suprimida per

la suplementaci6 dietetica d’EPA 467

En els darrers anys s’han purificat una fraccié6 d’enzims que pertanyen a la
familia Ca?*-independent de les PLA> que circulen pels espais intercel lulars i
tenen capacitat d’inactivar el PAF i altres fosfolipids oxidats que provenen de
membranes plasmatiques. D’aquesta manera, aquests enzims, anomenats PAF-
hidrolases, posarien terme als senyals irritants provinents de processos

oxidatius.245281
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4.3.3. Missatgers derivats d’esfingolipids.

L'hidrolisi dels esfingolipids ha estat reconeguda com una font de segons
missatgers lipidics putatius de cadena llarga davant [I'estimulacié de
I’esfingomielinasa.3*> Els productes obtinguts d’aquesta reaccié sén la ceramida i

I’esfingosina.

L’estimulaci6 per part de la vitamina D3, TNFa, IFN-g IL-1, i dextrametasona
de I'esfingomielinasa provoca un augment de la ceramida per un mecanisme que
pot involucrar en primera instancia 1'extraccié d’AA per part de la PLA> i que
esdevé en l'activacié de Serina/Treonina quinases i la fosfatasa 2A.192220 Estudis
amb inhibidors del metabolisme ciclooxigenasic en cel {ules tumorals coloniques
evidencien una acumulaci6 citoplasmatica d’AA, el que estimula la conversié de
I'esfingomielina a ceramida, la qual, a la vegada, estimularia l'apoptosi per

activacio6 d’algunes quinases.?

Estudis in vitro han mostrat que 1'esfingosina o l’esfingosina-1-fosfat estan
relacionades amb tot un seguit de senyals de transduccié basades en la inhibicié
de la PKC.1%1 Concretament, 1'esfingosina pot intervenir en processos cel iulars de
defensa (activaci6 de plaquetes, neutrofils i cellules natural killer), en 1'activitat
citosolica sobre patogens, en l'expressi6 de gens virals, en el creixement i
diferenciacié de diverses linies cel lulars, en el control sobre varis mecanismes de
transport d’ions i sucres i en la resposta neuronal a diferents productes
estimuladors.306:307 A més, I'esfingosina pot interferir la promocié tumoral per la

capacitat d'inhibir la PKC i I'ornitina descarboxilasa.1%0

4.3.4. Cicle del fosfatidilinositol com a promotor de segons missatgers.

El fosfoinositol (4,5)-difosfat (PIP2) es troba allotjat a la cara interna de la
membrana plasmatica on s’ha format a partir de la fosforilaci6 del

fosfatidilinositol. L’accié d’un agonista extracel lular origina l’activaci6 de la PLC-
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b a través d'un receptor G especific. Aquest enzim unit a la membrana hidrolitza
I'enllag fosfodiester que uneix l'inositol amb el glicerol acilat generant dos
importants segons missatgers de vida curta: IP; i el DAG. L'IPs va exhaurint
gradualment el seu potencial com a segon missatger per 1'acci6é seqiiencial d'una
serie de tres inositol-fosfatases que provoquen la perdua de grups fosfat. D’altra
banda, la fosforilacié del DAG déna lloc a I'acid fosfatidic, el qual reacciona amb
citidina trifosfat (CTP) formant CDP-DAG que acaba unint-se a 1'inositol produint
CMP i fosfatidilinositol, finalment el fosfatidilinositol per 1'accié consecutiva de
dues ATP-quinases es regenera de nou a PIP>. Alternativament, el DAG pot ser
hidrolitzat formant monoacilglicerid i un AG constitutiu que ocupa la posicié sn-2

(normalment I’AA) (figura 4.2).66,480

No tot I'IP; és desfosforilat. Existeix un mecanisme enzimatic estimulat per la
presencia de Ca?* citoplasmatic que pot fosforilar la molecula de IP; produint
inositol 1,3,4,5-tetrafosfat. Aquest mecanisme esta associat a respostes més
sostingudes i al manteniment de la concentraci6 intraceliular de Ca?*.
Addicionalment, l'actuacié d’agonistes com el factor de creixement epitelial
provoca l'activaci6 de la PLC-g per la capacitat fosforilativa dels receptors.1516
L’acci6 d’aquest enzim sobre el PIP> també déna l'inositol 1,3,4,5-tetrafosfat.
Consecutivament, 1'inositol tetrafosfat sera hidrolitzat seqiiencialment, generant
en primera instancia 1,3,4-trifosfat, isomer de 1'IPs, relacionat principalment amb

alteracions psicologiques.©6480

A la majoria de cel ules, el PIP; és I'especie de fosfatidilinositol que primer es
trenca per 'accié dels agonistes, perd en algunes cellules com les plaquetes,
musculatura 1lica, cellules T, i fibroblasts, la fosfatidilcolina pot mostrar tanta o

més afinitat per intervenir com a substrat en aquest procés.?4

L’IP; provoca un rapid alliberament del Ca?* dels reservoris intracel lulars i
probablement faciliti 'entrada d’ions de calci extraceliulars a l'interior de la

cel{ula.3866480  Els nivells citoplasmatics elevats de Ca?* desencadenen
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posteriorment processos com la contraccié de la musculatura llica, la ruptura del

glucogen, i la divisi6 cel 1ular.480
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Estudis amb substancies que mimetitzen per separat les accions del DAG (esters
de forfol) i del IPs; (ionofors de calci) han suggerit la coliaboracié d'ambdues
branques del cicle de linositolfosfat en l'activacié d’algunes isoformes de
PKC.245281447 Concretament, el DAG augmentaria l'afinitat de les PKC pel Ca?*,
mentre que l'increment de Ca2* per part de IPs facilitaria la translocacié d’aquestes

quinases a la cara interna de la membrana cel {ular on romanen inactius.

El procés de transformacié oncogenica al colon s’associa a una acumulacié
inicial de DAG intracel lular, tal i com s’observa en els models experimentals de
rates induides amb carcinogens, el que activaria de forma temps depenent les
PKC.2% A més, la formacié de DAG i acids biliars secundaris per la microflora
intestinal poden intervenir en la carcinogenesi colonica possiblement a través de
I'activacié6 de vies de transducci6 de senyals que involucren l’activacié de

fosfolipases i PKC.369,395403

4.3.5. PKC: exemple de proteina diana efectora.

Un dels requeriments basics per poder definir a una molecula com a segon

missatger és la identificaci6é de la diana intracel {ular. Aquest és el cas de diferents
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enzims fosforilatius entre els que hi destaca la familia de les PKC, integrada per 11
isoenzims i que constitueixen la principal diana dels segons missatgers d’origen
lipidic. Actualment, es poden diferenciar tres grups de PKC: les Ca?*-dependents
(a, bL, bll, g); les Ca?*-independents (d, € h, g, m); i les PKCs atipiques (z, i/l ), les
quals sén Ca?*-independents i, a diferéencia de les altres, no sé6n activades ni pels

esters de forfol ni pel DAG.133335

Malgrat que el DAG és el principal activador de la majoria d’isoenzims de PKC,
altres lipids provinents de la membrana plasmatica mostren una elevada capacitat
reguladora d’aquests enzims. En aquest sentit, destaquen la lisofosfatidilcolina,
I'acid fosfatidic, I'AA, l'acid oleic i productes provinents de l'actuaci6 de Pls-
quinasa, els quals actuen en més o menys especificitat sobre les diferents
PKC.1634245.281,320447 G'ha descrit una regio rica en cisteina amb dos atoms de zinc
que poden mediatitzar la interacci6é de les PKC amb els lipids de la membrana que
actuen com a cofactors o moduladors.281 A més, algunes PKC contenen una
segona regi6 reguladora que inclou un domini de 50 aminoacids anomenada CaLB
i que es relaciona amb les accions Ca?*-depenents com la translocacié a la

membrana i la interaccié amb els fosfolipids.103.281

L’activacié de les PKC comporta la inicialitzacié o supressié d'una gran varietat
de processos fisiologics en funci6 de l'isoenzim activat i del tipus i estadi
cel lular.66245480 UUna de les accions més destacades és la transcripcié de
determinats gens. Dues son les vies per les que les quinases poden exercir la
regulacié de l'expressié genica: 1) per activacié de cascades fosforilatives com
Ras/proteina quinasa activada per mitogens, que comporta la fosforilacié de
proteines reguladores de la transcripcié genica;22432 2) per fosforilaci6é de Ik-B, el
que allibera la NF-kB de manera que pot migrar fins al nucli on podra activar
directament la transcripcié de determinats gens.34! La primera de les vies s’associa
a la transmissié de senyals proliferatius, mentre que la segona al control de la

funcié en les cel lules immunocompetents.
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Les PKC estan implicades en el manteniment de I’homeostasi als colonocits. La
fosforilaci6 dels residus de tirosina o serina de proteines diana per part de les PKC
activades és un pas essencial en la resposta cel lular davant hormones i factors de
creixement. La regulaci6 aberrant d’aquests enzims implica el trencament de
I'homeostasi, el que s’associa amb processos cancerigens,5? arteriosclerosi,3”
artritis,*** i malalties inflamatories.?0 Algunes hipotesis sobre la carcinogénesi es
basen en l’activacié de la PKC davant de factors de creixement i de dietes en un alt
contingut de greix, 261403 aquests aspectes es revisaran més ampliament al capitol 5
d’aquesta tesi. Contrariament, altres estudis han mostrat que la disminucié en

I’activitat total de la PKC a les lesions cancerigenes coloniques.327427

L’expressi6 diferencial dels diferents isoenzims de PKC té correspondencia amb
les zones de proliferacio, diferenciacié i apoptosi al llarg de 1'eix de les criptes
intestinals.121.228 A més, alguns isoenzims no s’expressen per igual al colon distal
que al proximal.’?2 Als neoplasmes colonics, caracteritzats per l'alteracié dels
patrons arquitectonics i de la cinetica cel lular, s’observen canvis en l'expressio
dels diferents isoenzims durant el desenvolupament oncogenic com sén un
descens en I'expressié de PKC-a, -d, i -z i un augment en 'expressié de l'isoenzim
PKC-blI.121.225518 No obstant aix0, I'expressio i activacié enzimatica pot variar en el
temps com és el cas de la PKC-l que durant les 15 setmanes posteriors a la
inducci6 d’AOM es mostra elevada a la membrana, mentre que a les 37 setmanes
hi ha un descens tant de la fracci6 citosolica com particulada.??>226° A més,
existeixen mecanismes independents pel que fa a la regulaci6é de I'expressi6 i a la
regulacié de l'activitat de les PKC.226518 Hi ha cel {ules cancerigenes coloniques on
la sobreexpressié de PKC-bI suprimeix el creixement i minva la tumorigenesi,82
mentre que en altres l'efecte és 'invers.#32 En les cellules tumorals coloniques
CaCo-2, la sobreexpressi6 de la PKC-a promou la diferenciacié i redueix el
creixement.#3* En cultius de cellules normals o cancerigenes coloniques, la
sobreexpressi6 o activacié de PKC-e promou la tumorigenesi i la proliferaci6.365524

Contrariament, en linies cel lulars transformades tant coloniques com no epitelials
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les PKC-d i PKC-q provoquen l'apoptosi de forma constitutiva.’2052¢ En canvi, la

sobreexpressié de PKC-i protegeix contra I’apoptosi induida per farmacs.318

Totes aquestes observacions suggereixen una complexa regulacié del
creixement, proliferacié, diferenciacié i apoptosi cel lular per part dels diferents
isoenzims de PKC, especialment durant el desenvolupament oncogenic. A més, la
participacié d’aquestes quinases en la biologia cancerigena colonica pot estar

subjecta a factors reguladors addicionals provinents del metabolisme bacteria o de

la dieta,122:395403,518

4.3.6. Els eicosanoides.

L’AA és el precursor dels principals eicosanoides bioactius. En els mamifers,
I’AA incorporat a les membranes cellulars prové de la dieta o via
elongaci6/dessaturaci6 de l'acid linoleic. La biodisponibilitat de I’AA constitueix

el primer nivell de regulacié del seu metabolisme.

L’alliberament d’AA de les membranes es pot explicar mitjancant dues
hipotesis, en les quals el Ca2* adquireix un important paper com a segon missatger
(figura 4.3). Segons la primera hipotesi, despres de la pertorbacié de la membrana
consequient a un estimul, s’activen les esterases i metiltransferases que

transformen la fosfatidilserina a fosfatidilcolina.

Aquests canvis augmenten la fluidesa de la membrana i la permeabilitat al Ca?*.
L’augment del flux de Ca?* cap a l'interior cel {ular activa les fosfolipases. La PLA>

allibera I’AA de la fosfatidilcolina, convertint-la en lisofosfatidilcolina.204

La segona hipotesi contempla 1'activacié la PLC, el que provoca el trencament
del fosfatidilinositol alliberant PIs i DAG. De nou, lincrement de Ca2?*
intracel lular per l'accié del IP; activa les lipases, les quals actuen sobre 1'acid

fosfatidic i el DAG alliberant AA.39

71



Funcions dels acids grassos poliinsaturats

Figura 4.3.: Esquema de la seqiiencia de reaccions implicades en les possibles vies d’alliberament de I'AA a
partir de la fosfatidilserina i el fosfatidilinositol de la membrana cel lular.125
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Les tres principals vies del metabolisme de ’AA sén la ciclooxigenasa, la
lipooxigenasa i el citocrom P450. Dos enzims ciclooxigenasics estan presents en els
mamifers: la ciclooxigenasa-1 (COX-1) i la ciclooxigenasa-2 (COX-2).510511 Ambdés
enzims tenen la capacitat de convertir ’AA a prostaglandina Gz (PGG) i
seguidament, per 1'acci6é hidroperoxidasa, a prostaglandina H> (PGH3). La COX-1
s’expressa de forma constitutiva, és a dir, els nivells d’aquesta proteina no fluctuen
davant estimuls extraceliulars,? i esta ampliament distribuida pel tracte
gastrointestinal on intervé en el manteniment de I’homeostasi.??> Malgrat 1’alta
ubiquitat dels enzims ciclooxigenasics, la COX-2 s’expressa principalment quan és
induida per citocines, factors de creixement i altres mitdogens en general, fet que la

relacionen directament amb processos inflamatoris i neoplassics.116124,146,511
La segona ruta més important en el processament de ’AA cap a la formacié

d’eicosanoides és la via de la lipooxigenasa (LOX). El metabolisme a través

d’aquesta via déna com a productes finals els leucotriens (LT), les lipoxines i els
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AG hidroxilats. La darrera via enzimatica capa¢ de metabolitzar ’AA és la del
citocrom P450 que hidroxila aquesta molecula donant epoxid- i w/w-l-derivats.?
Cadascuna d’aquestes vies metaboliques competeixen pel substrat i amb la

reesterificaci6 de I’AA als fosfolipids.4”0

En general, els eicosanoides poden considerar-se hormones locals amb una vida
mitja molt breu. Actuant de manera autocrina, paracrina o intracrina sobre les
cel lules. El metabolisme dels eicosanoides varia d’una celiula a altra, segons la

diferent maquinaria enzimatica que predomina en un particular tipus cel {ular.14¢6

4.3.6.1. Metabolisme ciclooxigenasic.

La biosintesi de prostaglandines (PGs), tromboxans (TXs) i prostaciclines (PGI2)
s'inicia amb la formacié dels endoperoxids ciclics inestables (PGG2 i PGHz) per
'acci6 catalitica dels enzims ciclooxigenasics (figura 4.4). A continuaci6, enzims
especifics catalitzen el trencament dels enllacos entre oxigens, el que reestructura
la molecula per generar diferents tipus de prostanoides. Aquestes accions
enzimatiques son reaccions d’isomeritzacié i/o reducci6, malgrat que hi ha
isomers o PGs secundaries estables que esdevenen de forma espontania.t®
Contrariament a I'alta ubiqtiitat de les COX, els enzims especifics pel metabolisme
dels endoperoxids es localitzen a cel lules concretes on es produira un determinat
prostanoid. Aquesta caracteristica constitueix un nivell de regulacié que
determinara l'espectre d’eicosanoides produits per un tipus celiular o teixit

concret.

Al budell, els colonocits estan capacitats per produir PGE,, pero la principal
font és a nivell de cellules mesenquimatiques.l13211.273 Mentre que a l'epiteli
colonic, concretament les ceél lules epitelials superficials, es detecta una elevada
capacitat degradadora dels prostanoides.'’ La disposicié subepitelial en la
produccié6 de PGE; influencia la funcié de les cellules epitelials com sén la

secreci6 de clor i la inhibici6 de l’absorci6é de NaCl, alhora que modula la
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proliferaci6 i diferenciacié dels colonocits.114146 La PGI» i la PGD2 s6n els principals
productes prostaglandinics generats per la mucosa colonica, mentre que PGl i
PGE; son les prostaglandines generades de manera majoritaria per la capa
muscular del budell.??2 A més, la PGF,, i el TXA; sén sintetitzats de forma
constitutiva per l'epiteli intestinal. 112 Malgrat aix0, les principals fonts de sintesi de
TXA2 1 PGI2 s6n les plaquetes i 'endoteli vascular respectivament, alhora, ambdés
eicosanoides constitueixen un exemple paradigmatic de funcions biologiques

oposades.””

L’alteraci6 del perfil prostaglandinic intestinal apareix als estats patologics o
per manipulaci6é dietetica, quan la biodisponibilitat de I'’AA és compromesa i la
PGE; adquireix més protagonisme al budell, tant qualitativa com
quantitativament.?? Aquest desequilibri en la produccié d’eicosanoides es
tradueix en el trencament de 'homeostasi intestinal que, addicionalment, en
patologies com la inflamacid, esta clarament influenciada per 1'aparici6 de cel lules

immunocompetents a la lamina propria.124163

Els eicosanoides han estat relacionats amb la patogenia del cancer colorectal.
Estudis en humans han suggerit una reducci6 en la mortalitat per aquesta
patologia neoplassica entre individus usuaris d’antiinflamatoris no esteroidals que
inhibeixen la sintesi de prostaglandines.!8500 Observacions addicionals en
pacients amb poliposi familiar adenomatosa tractats amb sulindac mostren una
reducci6 significativa en la mida i nimero d’adenomes.?60413464 S’ha observat, aixi
mateix, un descens en el nimero i mida de tumors i en el nimero de formacions
preneoplassiques (FCA) a diferents models experimentals davant I'acci6
quimioprotectora de l'aspirina o per inhibidors especifics de la COX-2.25111,349,402
Estudis en ratolins amb un allel del gen APC mutat mostren una marcada
disminuci6 en el namero de polips intestinals si tenen el gen de la COX-2 inactivat
respecte als que el tenen funcional.3® Contrariament a 1'expressi6é constitutiva de
la COX-1 per tot el tracte gastrointestinal,?3? la COX-2 es mostra expressada en el

50% dels adenomes i en el 85% dels adenocarcinomes colonics humans.!4> Aquesta
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sobreexpressi6 de la COX-2 s’associa amb un augment concomitant en la
produccié de PGE2 i PGI; a les lesions tumorals. 36187383442 Addicionalment, estudis
de cel lules epitelials transfectades amb COX-2 mostren un increment en la sintesi
de prostanoides i una reduccié en la taxa apoptotica.?® A més, existeixen linies
cel lules tumorals coloniques que sobreexpresen de forma constitutiva la COX-
2.106230,504 Estudis immunohistoquimics i d'hibridacié in situ han mostrat que la
sobreexpressié de la COX-2 es déna tant a les cellules epitelials transformades
com en cellules mesenquimatiques, endotelials i inflamatories associades als
tumors.?7431 Altres evidencies apunten la possibilitat que la sobreexpressié de la
COX-2 sigui un esdeveniment inicial afavorit per l'aparici6 de mutacions en els
gens APC o ras.348442530 En definitiva, totes aquestes evidencies aporten arguments
a favor de la participacié del metabolisme ciclooxigenasic en la promocié tumoral
colonica. No obstant aixo, els mecanismes fisiopatologics pels que Ila
sobreexpressi6 de la COX-2 o la produccié de prostanoides participen en el procés

de transformaci6 fenotipica de les cel {ules epitelials coloniques no sén coneguts.

A Tactualitat s’han proposat diversos mecanismes pels que el metabolisme
ciclooxigenasic participa en la promocié tumoral. Diversos grups d'investigacio
han mostrat que 'acumulacié intracellular d’AA no esterificat pot promoure
I'apoptosi per un mecanisme independent a la sintesi de prostanoides i que
possiblement podria implicar 'estimulacié de la producci6 de ceramida.8?%
Aquests estudis suggereixen que I'increment en els nivells de COX-2 disminueixen
I’AA intracel {ular i, per tant, es redueix la taxa apoptotica amb un clar efecte
protumoral. No obstant aixo, altres grups associen directament la PGE> amb la
inhibicié de la mort cel {ular programada a través de I'expressié del gen Bcl-2,444503

o per l'elevacié de ’AMPc intracel {ular.34”

D’altra banda, malgrat I'existencia d’estudis on no s’observa un efecte directe
dels metabolits ciclooxigenasics sobre la proliferacié cellular a la mucosa
colonica,!’ altres estudis han evidenciat una significativa capacitat mitogenica de

la PGE2 sobre 1'epiteli colonic normal i inflamat.18933¢ Recentment, malalts amb un

81



Funcions dels acids grassos poliinsaturats

elevat risc de desenvolupar cancer colorectal normalitzaven els patrons
proliferatius a l'epiteli rectal despres d’haver-los administrat oli de peix, aquest
descens de la proliferaci6 cel lular coincidia amb a un descens de la concentraci6
d’AA.112 Tanmateix, efectes similars de I'oli de peix sobre la proliferacié epitelial
al recte s’observaren entre individus sans.?8 En definitiva, el que aquests darres
estudis suggereixen, junt a estudis amb animals,?? és la possibilitat que un dels
mecasnismes implicats amb I'efecte antiproliferatiu de 1'oli de peix sigui 1’alteraci6

dels nivells intracolonics de PGEo.

Altres mecanismes pels que el metabolisme ciclooxigenasic participa en la
promocié tumoral involucra aspectes immunosupressors (alteraci6 en la funcié de
macrofags, en el nombre de receptors de membrana i en la produccié de
citocines),35151.202503 angiogenics, 349376 i canvis fenotipics que afecten a la capacitat
adhesiva i invasiva de les cél lules transformades.>%3504¢ Addicionalment, la sintesi
de prostaglandines esta acompanyada per la generaci6 de malonildialdehid

(figura 4.4), un conegut mutagen i carcinogen.3

Els senyals intracel lulars protumorals mediades per la PGE: als colonocits
probablement son dutes a terme a través de receptors de membrana associats a la
proteina G.146378 De fet s’ha suggerit que les accions paracrines i autocrines de la
PGE; estan relacionades amb un augment de 1’AMPc intracel iular.114
Alternativament, les prostaglandines podrien actuar de forma intracrina a I'unir-se
a receptors nuclears. La localitzacié perinuclear de la COX-2 i 'existéncia de
factors de transcripcié activats per derivats prostaglandinics, com els receptors
activadors de la proliferaci6 de peroxisomes, associen el metabolisme
ciclooxigenasic amb la transcripcié genica.”0-354511 En aquest sentit, I'expressi6 o
activacié de gens protumorals com Bcl-2 o la promoci6 de la proliferacié cel lular
s’han relacionat amb les accions del receptor activador de la proliferacié de

peroxisomes-d.
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En definitiva, les evidencies obtingudes fins ara suggereixen que les
prostaglandines allarguen el cicle celiular i redueixen l'apoptosi, el que
possiblement comporta 1'acumulacié d’alteracions genetiques que poden dotar a

la cel {ula d’avantatges en la supervivencia i en la transformacié maligna.

4.3.6.2. Metabolisme lipoxigenasic.

Les lipooxigenases son enzims que catalitzen I'oxidaci6 dels AGPI generant AG
hidroperoxidats, hidroxilats, epoxids (leucotriens -LT-) i altres formes més
complexes d’AG. Els mamifers disposen de la 5-, 12- i 15-lipooxigenasa (LOX),
anomenades aixi segons la seva capacitat d’introduir un oxigen molecular en una
posici6 determinada de I'AA (figura 4.4).4° A [ligual que succeia pels
prostanoides, cada tipus cel lular pot contenir diferents enzims lipooxigenasics i,
addicionalment, produir diferents metabolits secundaris. Aixi, per exemple, a
diferencia de les cel lules polimorfonuclears humanes que presenten activitat 5- i
15-LOX, les plaquetes mostren exclusivament activitat 12-LOX i els eritrocits,
malgrat no expressar 5-LOX, sintetitzen LTBs a partir del LTA4 excretat pels

neutrofils per acci6 del I'enzim LTA4-hidrolasa.196429

El metabolisme lipooxigenasic, principalment de la 5-LOX, esta associat a les
cel lules mieloides. La 5-LOX catalitza la hidroperoxidacié de 'AA esdevenint la
formaci6 de l'acid  5-hidroperoxi-6,8,11,14-eicosatetraenoic (5-HPETE).
Consecutivament, la reducci6 de 5-HPETE comporta la formaci6, bé l'acid 5-
hidroxi-6,8,11,14-eicosatetraenoic (5-HETE) o bé de l'acid 5,6-0xid-7,9-trans-11,14-
cis-eicosatetraenoic, més conegut com LTA4. El LTA4 pot ser metabolitzat per dos
enzims especifics que produiran diferents productes bioactius. El primer d’aquests
enzims és el LTAs-hidrolasa que catalitza I'hidrolisi del LTA4 a LTB4. El segon
enzim, LTCs-sintasa o glutatié S-transferasa, catalitza la conjugacié del LTA4 a un
glutati6 tripeptidic generant LTCs. El metabolisme del LTCs pot continuar per

accié d'una g-glutamil-transpeptidasa que déna el LTD4. Finalment, 1'accié6 d’una
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dipeptidasa sobre LTD4 provoca la perdua d’un residu de glicina el que comporta

la formaci6 del LTE4.429

L’actuacié enzimatica de la 12- i 15-LOX, de forma similar a la de la 5-LOX,
produeix els acids 12- i 15-hidroperoxieicosatetranoics i 12- i 15-
hidroxieicosatetranoics (HPETE i HETE).1# A més, 'AA També pot ser
metabolitzat a través de l'acci6 combinada dels enzims 5- i 15-LOX, el que

produeix diHETE que acaba generant lipoxines.42?

La 5-LOX ha estat identificat com un enzim citosolic amb una massa de 78 Kd,
tot i que tambe ha estat localitzada al nucli.®® L’activacié de la 5-LOX requereix
ATP i Ca?*, el que li permet translocant-se a la membrana plasmatica o al reticle

endoplasmatic on s'uneix a una proteina especifica activadora que li facilita ’accés

a l’AA lliure.196.291,538

Els LTs regulen processos immunoinflamatoris. En aquest sentit, el LTBs
indueix l'adhesi6 a l'endoteli i una important resposta quimiotactica en els
leucocits i estimula l'agregacid, secrecié6 d’enzims lisosomals i generacié de
superoxid en els neutrofils.19042 A més, el LTBs té la capacitat d’estimular
I'activitat de la 5-LOX augmentant els nivells de Ca?* intraceliular.5®¥® La
modulacié de les respostes proliferatives en cel {ules immunocompetents ha estat
associada a l'actuacié del LTBs4, possiblement per I'estimulacié de la sintesi de la
IL-1, -2 0 -6.1% D’altra banda, els leucotriens peptidics son, principalment, potents
inductors de la contractibilitat de la musculatura llica, el que es tradueix en
accions bronco i vasoconstrictores, augment de la permeabilitat vascular i secrecié

de mucus a les vies aéries.196429

Els leucotriens generats davant un estimul son extrets al medi extracel iular on
exerciran les seves accions fisiologiques a través dels receptors de superficie de les
cel {ules diana. A I'actualitat s’han descrit receptors a la superficie dels neutrofils i

eosinofils amb alta i baixa afinitat pel LTB4, alhora que pels leucotriens
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sulfopeptidics s’han identificat receptors amb molta variabilitat pel que fa a
l'especificitat entre animals i humans.’® Estudis recents, relacionen la regulacié de
l'activitat inflamatoria amb 1'uni6 del LTBy al receptor activador de la proliferacié
de peroxisomes-a.!13¥ Tal i com succeia per les prostaglandines, la presencia
d’aquests receptors intranuclears activats pels eicosanoides permet relacionar les

accions dels lipids bioactius amb mecanismes d'expressi6 genica.

Malgrat que la produccié dels leucotriens esta, en general, associada a les
cellules inflamatories, les celiules epitelials intestinals tenen la capacitat
d’expressar els enzims lipooxigenasics. No obstant aix0, apareixen particularitats
entre especies. Aixi es pot observar el contrast entre la capacitat de produir
leucotriens per les cel lules epitelials coloniques de rata i la no deteccié de la 5-
LOX en l'epiteli ileal de porc.11324 La deteccié dels metabolits lipooxigenasics
(LTBy, 5-, 12- 1 15-HETE) es localitza principalment a I’epiteli proliferatiu intestinal
a la rata.113115 Estudis amb cel {ules tumorals intestinals han identificat 1'expressi6
de 5- i 15-LOX.451517 A més, el subtipus 1 de la 15-LOX esta significativament

sobreexpressada al teixit colonic tumoral respecte al teixit normal adjacent.?!>

A Tactualitat hi ha poc coneixement sobre el paper de les lipooxigenases a la
carcinogenesi. Existeixen estudis que han suggerit un protagonisme per part de la
12- 1 15-LOX en el creixement i la diferenciacié cel lular. Concretament, la 15-LOX
subtipus 1 augmentaria i la 12-LOX disminuiria I'apoptosi.#?14% En aquest sentit,
s’ha suggerit que els metabolits de la 5-LOX podrien bloquejar 'apoptosi.3444%
Addicionalment, s’ha observat que els inhibidors de les COXs provoquen un
augment en I'expressi6 dels enzims lipooxigenasics.#514% Inesperadament, aixo no
esdevé en un augment en la produccié de LTBs a la mucosa colonica.l”® Un efecte
similar ha estat identificat en cultius de cel lules CaCo-2, on la suplementacié amb
butirat augmenta l'expressié de la 5-LOX sense un augment concomitant de la
seva activitat.51” Recentment, s’ha mostrat que 1'addicié6 de LTB4 i LTD4 a cultius

de cel lules epitelials coloniques no transformades augmenten els nivells proteics
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de COX-2, b-catenina i Bcl-2, el que s’associa amb un augment de la supervivencia

cel lular.344
En definitiva, tant els leucotriens com les prostaglandines sén mediadors

lipidics, generalment associats a la inflamacié, que poden influir sobre la

transformaci6 neoplasica de les cel lules intestinals.
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