CAPITOL 5. ELS AGPI A LA CARCINOGENESI COLORECTAL.

5.1. INTRODUCCIO.

La majoria d’estudis epidemiologics, discutits ampliament al capitol 2, no
arriben a mostrar una associacio significativa entre la quantitat total de greix de la
dieta, ajustada a la ingesta calorica, i el risc de desenvolupar cancer colorectal.
Malgrat aixo, els estudis observacionals en humans junt amb els coneixements
actuals sobre la regulacié genetica i epigenetica de l'activitat cel lular per part de
les diferents families d’AG fan considerar la possibilitat que algun subtipus de

greix estigui relacionat amb el cancer colorectal.83.245,308483

Essencialment, existeixen poques dades pel que fa a la ingesta d"AG especifics.
En aquest sentit, una de les principals limitacions és 1'estimaci6é de la ingesta de
determinats AG a la dieta humana.”3% Com exemple d’aixo, destacar la
complexitat que representa la caracteritzacié exhaustiva del contingut lipidic dels
diferents aliments, greixos i olis, les mescles d’aquests i les modificacions pels
processos de transformacié industrial i preparacié culinaria. Aixi doncs, si a les
consideracions anteriors afegim aspectes metabolics com la sintesi endogena dels
AG, l'estudi dels efectes d'un determinat AG comporta un elevat grau de
dificultat. No obstant aix0, les evideéncies actuals de l'efecte de les diferents
families lipidiques sobre la carcinogenesi colorectal es basen en I'extrapolacié del
contingut d’AG de determinats olis i greixos integrants habituals de les dietes

humanes.

Les principals fonts d’AG de la dieta humana estan detallades a la figura 5.1.
Com pot observar-se, els AGS, principalment l'acid palmitic i ’acid estearic, séon
d’origen animal. Les fonts de I’acid oleic, I'’AGMI més freqiient a la dieta humana,

son 1'oli d’oliva i I'oli de canola, malgrat que també esta proporcionalment elevat
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en els greixos d’origen animal. L’AGPI més abundant és 1’acid linoleic, aquest
prové d’olis vegetals com el gira-sol, blat de moro i soia. Mentre els greixos
vegetals amb un contingut més elevat d’acid a-linolenic, AGPI essencial de la serie
n3, son els olis de llinosa, canola i nous. Els olis de peix constitueixen la font més
important d’AGPI n3 de cadena llarga, EPA i DHA, de I'alimentacié humana.
Addicionalment, la dieta humana incorpora una proporcié d’isomers dels AG
insaturats de forma natural o pels processos de preparacié alimentaria, aquest és
el cas de l'acid linoleic conjugat o els AG insaturats de configuraci6 trans,

respectivament.?.217

Com s’ha esmentat al capitol 2, els estudis epidemiologics mostren
majoritariament una associacié positiva entre el consum de grassa saturada
d’origen animal, principalment de la carn vermella, i el cancer
colorectal.57,144176,256,329,529 T)’altra banda, el consum d’altres fonts de greix animal
com l'aviram, peix i la llet no s’han relacionat amb un augment del risc de patir
una neoplasia colorectal; fins i tot apareixen estudis on s’observa un efecte
beneficiés d’aquestes fonts de greix animal sobre aquest tipus de cancer.17¢ Pel que
fa a I'oli de peix, la majoria d’estudis que evidencien un efecte protector de la
ingesta d’aquest oli sobre las carcinogenesi colorectal suggereixen que aquestes

accions s6n degudes a la incorporaci6 d’AGPI de cadena llarga de la serie

Nn3.29,52,529

El principal AG dels olis vegetals consumits als EEUU i a 'Europa occidental és
I'acid linoleic, aquest constitueix aproximadament entre el 6 i el 7% de I'energia
d’aquestes dietes, mentre que a paisos com Israel i Beélgica pot arribar a
representar entre el 8 i 12%.54 Un recent meta-analisi realitzat sobre estudis cas-
control, cohorts i de comparacions entre poblacions mostra, majoritariament, una
nul la associacié entre el la ingesta d’acid linoleic i el risc de cancer colorectal.>46
D’altra banda, el consum d’isomers trans d’AG a partir de la hidrogenacié parcial
d’olis vegetals és elevat als paisos esmentats en forma de margarines, mantegues,

maioneses i pastissos. Malgrat haver-hi poques evideéncies, 1'actuacié dels trans-
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AG no sembla ésser un factor important de risc en el desenvolupament tumoral

colorectal.176.217

Els estudis ecologics de comparacié entre regions evidencien una menor
incidencia en el cancer colorectal i de mama entre els paisos de I'area mediterrania
que als Estats Units d’Ameérica i al nord d’Europa.13440477 Aquest efecte s’ha
relacionant amb l'ingesta greix dietetic en forma d’oli d’oliva. L’oli d’oliva és la
font principal d’acid oleic a paisos com Grecia, Italia i Espanya, mentre que als
Estats Units, I'acid oleic prové d'una amplia varietat d’aliments entre els que es
troben les carns (riques en AGS).”8 De fet, malgrat existir un consum similar de
greix total entre els Estats Units i Greécia (» 40% de I'energia total), les taxes en la
incidencia de cancer colorectal per cada 100.000 habitants eren al 1960 d'11 i 3,
respectivament.?¢ En aquest sentit, s’ha suggerit que la font dels AGMI
possiblement tingui una influencia sobre les diferencies observades a la incidéncia

de cancer colorectal entre les regions esmentades.17¢

En definitiva, les evidéncies actuals sén escasses pel que fa a l'estudi de la
influéncia de determinats tipus d’AG sobre el cancer colorectal. Malgrat aixo, les
observacions obtingudes fins ara, basades en les diferents fonts de greix i oli, no
menystenen la possibilitat d’accions diferencials entre les diverses families d’AG.
En aquest sentit, tot i que la epidemiologia nutricional s’ha de considerar rellevant
al realitzar els estudis sobre 1'ésser huma, aquesta eina cientifica topa amb una
serie de limitacions que poden esdevenir en una visié esbiaixada dels resultats.
Concretament, pel que fa a l'estudi de la influéncia dels AG insaturats a la
carcinogenesi colorectal un dels principals obstacles dels estudis epidemiologics,
tal i com s’ha esmentat anteriorment, sén els metodes d’estimacié del contingut
d’AG especifics de la dieta humana: variacié del comportament dietetic dels
individus al llarg de l'estudi, baixa sensibilitat dels qiiestionaris emprats per
mesurar la ingesta de determinats nutrients i baixa especificitat de les bases de
dades d’on s’extreu el contingut de les diferents families d’AG dels aliments.”8144

A més, aspectes metodologics dels estudis en humans poden comportar
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problemes en l’analisi del caracter protector o promotor de determinats AG vers a
la carcinogenesi colorectal: obviar factors dietétics (micronutrients, fibra, alcohol) i
no dietetics (activitat fisica, tabaquisme, edat, pes, status hormonal i genetic dels
individus) que poden interferir en el metabolisme dels AG, no tenir en compte
'aport energetic de la dieta, eleccié poc adient dels controls sans, impossibilitat de
substituir totalment de la dieta un determinat AG i I'Gs de biomarcadors de
promocié i progressié tumoral que no han estat suficientment validats.’#* Els
treballs experimentals amb animals, d’altra banda, permeten dissenys
experimentals més rigorosos en I'estudi de les relacions entre les diferents families
lipidiques i I’'oncogenia colonica, obviant variables que poden afectar els resultats

dels estudis epidemiologics.

5.2. ESTUDIS D’INTERVENCIO DIETETICA.

Els estudis d'intervencié tenen l'avantatge sobre els estudis observacionals que
poden ser aleatoritzats i poden establir solides associacions entre la dieta i la
malaltia. No obstant aixo, apart de les limitacions étiques, economiques i de
compliment, aquests estudis valoren els efectes de la manipulacié dietetica a curt
termini sobre parametres fisiologics que estan relacionats amb el risc de patir una
malaltia determinada. En aquest context, els estudis d’intervencié en patologies
tumorals topen amb la incertesa de 'eleccié d'un biomarcador adient davant el
relatiu desconeixement de la seqiiencia d’esdeveniments fisiologics que comporta
la carcinogenesi. Addicionalment, quan els AG sén administrats en forma de
suplements, les observacions poden ser esbiaixades per la interferéncia d’altres

factors dietétics i I'estil de vida.144

Pocs estudis d’intervencié han estat realitzats per valorar la influencia de les
diferents families d’AG sobre el cancer colorectal. Dietes amb un alt contingut
d’acid linoleic han estat utilitzades en estudis d’intervenci6 per determinar la seva
relaci6 amb patologies coronaries, addicionalment, aquests estudis també aporten

dades sobre l'aparicié de patologies neoplasiques.>*® Els resultats obtinguts en
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aquests treballs de recerca no evidencien un clar augment en el nombre de casos
de cancer entre els individus que consumeixen una elevada quantitat d’acid
linoleic despres d"un seguiment entre 1 i 7 anys. D’altra banda, un estudi controlat
realitzat en malalts amb polips adenomatosos colorectals esporadics avalua
I'efecte de la suplementaci6 amb diferents dosis d’oli de peix sobre la
hiperproliferacioé rectal que presenten aquests pacients.!! Les dosis baixes d’oli de
peix utilitzades en aquest estudi (2,51 5,1 g/dia) van ser suficients per normalitzar
la proliferaci6 epitelial a la mucosa rectal dels malalts, tant als 30 com als 180 dies
de tractament, el que suggereix un efecte beneficiés de 'oli de peix en individus
amb un elevat risc de patir una neoplasia colonica. Efectes similars de 1'oli de peix

sobre la proliferacio cel lular rectal han estat observat en individus sans.?

Com s’ha esmentat previament, un dels principals inconvenients dels estudis
epidemiologics és coneixer amb exactitud 1'ingesta d'un determinat nutrient. La
valoraci6 del perfil d’AG al plasma o en teixit podria aportar una informacié més
precisa sobre la ingesta dels diferents greixos dietétics. Estudis d’intervenci6
dietetica sobre patologies intestinals han mostrat com la suplementacié amb oli de
peix o oli d’oliva alteren el perfil d’AGPI a la mucosa colonica.?® Aquests canvis
consisteixen principalment en un augment en els nivells dels AGPI de cadena
llarga de la série n3 i un descens de I’AA per la suplementacié 'oli de peix, mentre
que l'oli d’oliva eleva nivells d’acid oleic i redueix els acids estearic i
docosahexaenoic. Addicionalment, també s’ha observat que la incorpororacié dels

AG a partir de I'oli de peix és més rapida que no pas a partir de 1’oli d’oliva.

En definitiva, els estudis intervencionals existents fins ara aporten poques
dades sobre les relacions entre els AGPI i la carcinogenesi colonica humana.
D’altra banda, I'ts de biomarcadors intermediaris, limita la valoracié dels resultats

ja que a l’actualitat no estan del tot relacionats amb el procés carcinogenic.
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5.3. ESTUDIS AMB ANIMALS D’EXPERIMENTACIO.

Des de fa més de 50 anys els estudis amb animals d’experimentacié han
evidenciat que dietes amb un alt contingut de greix, i per tant amb un elevat aport
caloric, s’assoicen al desenvolupament d’alguns tipus de tumors més rapidament
que les dietes amb un baix contingut lipidic.#*! En les darreres décades, els estudis
de carcinogenesi experimental han dirigit 1'atencié cap l'efecte de les diferents

families d’AG.

Els estudis experimentals amb animals ofereixen la possibilitat de controlar el
contingut lipidic de la dieta i les interaccions amb altres nutrients de la dieta com
la fibra, el calci i els antioxidants. Les recomanacions dietetiques pel que fa al
contingut de greix respecte al total de nutrients de la dieta pels rosegadors s’ha
xifrat al voltant d'un 5% amb un requeriment minim d’AG essencials, acids
linoleic i a-linolenic.#® També s’ha considerat que quantitat minima d’AG
essencials necessaria per induir tumors colonics a la rata ha d’estar al voltant de
1'1% del total energetic.54¢ Als estudis de carcinogenesi experimental podem trobar
un ampli ventall pel que fa al contingut total de greix de la dieta que oscil la entre
el 3iel 30%. Sent les dietes amb un més alt contingut de greix les que mostren una
elevada incidencia de tumors colonics.73203261407520 A la vegada, també s’ha
suggerit que l'especie molecular lipidica (fosfolipids, triglicerids, AG lliures)
administrada en la dieta pot tenir diferents efectes sobre la carcinogenesi

experimental.13

Els models animals de carcinogenesi colonica induida quimicament han
demostrat una elevada incidéncia de cancer colonic en rates alimentades amb
dietes que contenen un 20% de greix de fonts com I'oli de blat de moro, oli de gira-
sol, oli de cartam, llard i séu respecte a les alimentades amb un 5% de
greix.247,392400401,407 Aquest efecte promotor no s’ha observat quan el contingut de
greix de la dieta prové de I'oli d’oliva, oli de peix, oli de coco i d"isomers trans dels

AG.312,399,400,404,407 No obstant aix0, cal esmentar |'existéncia d’estudis on els efectes
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dels diferents subtipus greix sobre la carcinogénesi colonica no estan tant clars,
apareixent diferencies segons la soca i/o sexe dels animals (principalment rates i
ratolins) i amb el carcinogen emprat.”>2474%6 A més, també poden apareixer

discrepancies segons els olis utilitzats com a controls en els experiments.

A continuaci6 es detallen les evidencies més rellevants obtingudes dels estudis
experimentals amb animals basats en la formacié de lesions preneoplassiques i
tumors. Aquests estudis mostren que 'efecte protumoral no solament depéen de la
quantitat de greix dietetic sind també de la diferent composicié6 d’AG. En general,
les dietes basades en AGPI de la série n6 (oli de blat de moro, cartam, gira-sol)
afavoreixen la  carcinogénesi  colonica, particularment a la fase
promocional,’375:399.407546 mentre que dietes amb oli de peix (AGPI n3) minven la
incidencia tumoral colonica tant a la fase d’iniciacié com a la de promoci6.75407 En
aquest sentit, i contrariament als AGPI de la serie n6, els AGPI n3, ja siguin
administrats com a components grassos de la dieta o en forma de suplements,
tenen la capacitat de reduir la hiperproliferaci6 epitelial colonica, la formacié de
FCA i minvar el nombre i el grau de malignitat dels tumors.?4266485486 Pel] que fa
als AGMI i AGS, els resultats obtinguts fins ara mostren efectes intermedis. Aixi
apareixen estudis on una elevada quantitat d’oli de coco (20%), ric amb AGS de
cadena mitja, promou la carcinogenesi colorectal induida per AOM en rates
respecte a la mateixa proporcié d’oli de peix;'¥” mentre que si 'oli de coco es

compara amb olis de blat de moro o de cartam I’efecte és el contrari.40”

Altres estudis demostren un descens a la incidencia i multiplicitat tumoral
colonica en rates alimentades amb acid estearic (C18:0) respecte a les alimentades
amb acid linoleic.#26 També s’ha observat que el seu de bovid té un efecte
protumoral més important que el llard de porc, suggerint-se que malgrat la similar
composicié d’AG dels dos greixos animals, la distribucié d’aquests a la molecula
de triacilglicerid pot comportar diferents respostes fisiologiques.?4” D’altra banda,
els estudis que investiguen 1'efecte dels AGMI sobre la carcinogenesi colonica

utilitzen oli d’oliva o de cartam modificat geneticament els quals contenen entre
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un 70 i un 80% d’acid oleic. La majoria d’aquests estudis han descrit un efecte
protumoral reduit de les dietes amb una elevada quantitat d’acid oleic (>20%)
quan es comparen en dietes amb la mateixa proporcié d’acid linoleic.#048 No
obstant aix0, a la literatura apareixen dades on no s’observa un efecte protector de
I'acid oleic a la carcinogenesi experimental quan es compara amb l'acid a-
linolénic.2#® Respecte a aix0, 1'estudi d'un determinat tipus de greix sobre la
carcinogénesi colonica podria veure’s influenciat pels greixos escollits com a
controls; és a dir, els resultats podrien ésser diferents si les comparacions fossin

fetes respecte a AGPI de la serie n3 o0 a AGPI de la serie né.

Estudis recents aporten dades sobre l'efecte de ’administracié de diferents
taxes d’AGPI n6/AGPI n3 a la carcinogenesi animal. Aixi, en comparaci6 a I'oli de
cartam (70% d’acid linoleic i 0,1% d’acid a-linolenic) i a 1'oli de soia (50% d’acid
linoleic i 5% acid a-linolénic), 1'oli de perilla (15% d’acid linoleic i 65% acid a-
linolenic) té un efecte preventiu sobre la formacié de tumors de mama, colon i
rony6.2> En aquest sentit, estudis anteriors evidencien que a mesura que es
disminueix el balang dietetic d’oli de blat de moro/oli de peix es produeix un
descens equivalent de la proporci6 AGPI n6/AGPI n3 a la mucosa i als tumors
colonics de rates tractades amb carcinogen, el que es tradueix en un significatiu
descens de la incidéncia tumoral respecte a les rates que van ser alimentades
exclusivament amb oli de blat de moro.4%” Aixi doncs, aquests estudis suggereixen
que la incorporacié d’AGPI n3 a una dieta rica amb AGPI n6 provoca l'aparicié de
fenomens de competici6 metabolica entre les dues families lipidiques amb el

consegiient benefici sobre el desenvolupament oncogeénic.

D’altra banda, mentre que la majoria d’estudis en rates han avaluat l'efecte de
dietes hipercaloriques per 1'alt contingut de greix (de 15% al 20% del total de la
dieta), hi ha pocs que hagin estudiat 1'efecte de la composicié lipidica de dietes
amb un 5% de greix.31242%6 Des d'un punt de vista individual, aquests estudis
semblen més fisiologics doncs utilitzen dietes normolipidiques per les rates tal i

com s’ha esmentat anteriorment.
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No hi ha gaires estudis que avaluin l'efecte dels diferents AG en models
experimentals de trasplantament de cel lules tumorals a ratolins immunodeprimits
o en ratolins que desenvolupen espontaniament tumors intestinals per ser
portadors d"una mutacié heterozigotica en Apc. Ambdés models mostren efectes
similars als observats en els models de carcinogenesi induida quimicament. Aixi
I'oli de peix o la suplementacié6 amb EPA inhibeix el creixement de cel lules
tumorals implantades al budell dels ratolins en comparacié en dietes riques amb
acid linoleic, AGS i acid oleic.54828 En el mateix sentit, quan es va afegir un 3% de
DHA a una dieta que contenia un 5% d’oli de blat de moro es va produir una
reduccié significativa en el nombre i en la mida dels polips intestinals

desenvolupats per femelles de ratolins transgenics, perd no en els mascles.30

Tots aquests estudis suggereixen, per tant, que la composicié lipidica del greix
dietetic és un factor important a la carcinogenesi colonica. A continuacié es

revisaran els coneixements actuals sobre els possibles mecanismes d’accié.

5.4. ACCIONS DELS AGPI SOBRE ELS MECANISMES MOLECULARS I
CEL LULARS A LA CARCINOGENESI COLORECTAL.

Tal i com s’ha vist en els apartats anteriors, la majoria d’estudis suggereixen
una diferent capacitat de modular el procés neoplasic segons el tipus d’AG dietetic
administrat. Els estudis experimentals in vitro i in vivo aporten informacié
addicional de la influencia dels greixos dietetics sobre biomarcadors carcinogenics.
Malgrat que els treballs experimentals in vitro constitueixen una poderosa eina per
estudiar els mecanismes cel lulars, en aquest apartat s'esmentara principalment els
resultats d’estudis experimentals de carcinogenesi colonica amb animals per
evidenciar la complexitat de la funci6 cel lular en un sistema in vivo. A més, cal
tenir en compte que la majoria d’estudis realitzats fins ara comparen
I"administracié d’AGPI de la serie n6 amb els de la série n3 (oli de peix), sense que

apareguin gaires treballs on s’avalui efectes sobre la carcinogenesi fent servir altres
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fonts com I'oli de perilla (AGPI n3), I'oli d’oliva (AGMI) o 'oli de canola (AGMI i
AGPI n3).

5.4.1. Expressi6 de gens i oncogens.

Tot i les evidencies existents a 1’actualitat sobre les alteracions genetiques que
acompanyen el procés tumoral, relativament pocs treballs han centrat les seves
investigacions en esbrinar com els diferents AG activen o regulen l'expressi6

genica.

La modulacié de l'expressié de gens o variants oncogéeniques d’aquests per
lipids bioactius s’ha evidenciat en cultius cel lulars i en models experimentals de
cancer de mama i colon. Estudis in vitro amb cel lules de la musculatura llisa
vascular i fibroblasts han observat que els AGPI de la serie 6 o metabolits derivats
d’aquests indueixen l'expressié de c-fos, c-myc i c-jun, els quals poden estar
relacionats amb la proliferacio cel lular.3%43 Addicionalment, cultius de cel lules
coloniques normals i tumorals humanes han reportat que la PGE; i el LTBs4
augmenten l'expressi6 del protoncogen Bcl-2, que s’associa amb un descens de
I'apoptosi.3#444 Models amb animals d’experimentacié han evidenciat que
I'administracié d’AGPI de la serie n3 redueix I'expressié del protoncogen ras als
noduls alveolars hiperplassics mamaris i al teixit mamari de rates sanes en
comparacié amb els AGPI de la serie n6.214% Aquest mateix efecte ha estat detectat
en rates amb cancer de colon induides amb AOM on les accions antitumorals de
I'oli de peix s’han suggerit que podrien ser degudes a una accié6 combinada sobre
el gen ras reduint l'expressi6 del gen, la seva translocaci6 a la membrana

plasmatica i, possiblement, la freqtiéncia mutacional 123453

No es coneix amb precisié com els lipids actuen sobre 1'expressi6 dels gens. Hi
ha la possibilitat de que puguin actuar de forma indirecta a través de mecanismes
de transduccié de senyals, per exemple elevant els nivells intracel lulars de Ca?*,

activant proteines quinases o augmentant els nivells d’AMPc. Actualment les
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investigacions sobre els mecanismes moleculars regulats pels lipids apunten la
possibilitat de que existeixin accions directes sobre I'expressié de gens, i per tant,
sobre I'expressi6é d’oncogens. En aquest sentit, destaquen la capacitat que mostren
els AG o els seus metabolits d"unir-se i activar factors de transcripcié genica com

son els receptors activadors de la proliferacié de peroxisomes.138354445511

Finalment, la peroxidaci6é lipidica genera metabolits que poden lesionar
diferents macromolécules.’>2 Aixi productes provinents del metabolisme oxidatiu
de I'acid linoleic i ’AA com malondialdehid o els a,b-aldehids insaturats poden
interaccionar amb els nucleotids de I"’ADN formant estructures exocicliques
promutageniques.?’ D’aquesta manera, la ingesta d’AGPI de la série n6 podria

relacionar-se amb un augment de la capacitat mutacional.

5.4.2. Senyals intracel lulars.

5.4.2.1. Proteina quinasa C.

Tal i com s’ha esmentat en el capitol anterior, tant l’activacié com la distribucié
intracel lular dels diferents isoenzims de PKC estan alterades durant el procés
neoplasic. De fet, les isoformes d’aquesta proteina fosforilativa poden tenir
respostes fisiologiques ben diferents I'una de l'altra, tant en '’homeostasi com a
’'oncogenia colorectal.

Els isoenzims de PKC sén regulats per una amplia varietat d’especies lipidiques
d’una manera més o menys especifica. Aixi, a més del DAG, concretament sn-1,2-
DAG, AG com I’'AA, I'acid oleic, 'DHA i 'EPA, cooperen en 'activacié de les PKC
convencionals (a, bl, bll, g) a concentracions micromolars de Ca?*.281.245447 A més,
l'inositol (3,4)-bifosfat i I'inositol (3,4,5)-trifosfat es mostren com potents activadors
de PKC-d, -e i -h, i en menor grau de la PKC-z.281 Addicionalment, productes
provinguts de l'acci6 de la PLA; com la lisofosfastidilcolina també tenen la
capacitat d’estimular els isoenzims convencionals de PKC, pero a la vegada,

poden inhibir I'activitat de les PKC-d i -e281 Aquestes evidencies suggereixen que
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la manipulacié lipidica de la dieta pot exercir una regulacié exogena sobre de les

PKC i per tant influir sobre la funci6 cel lular sota el control d’aquests enzims.

En els primers estudis experimentals s’avaluava com una ingesta elevada en
greix influia en I'activat de la PKC sense distingir entre els diferents isoenzims que
integren aquesta familia proteica. Aquests estudis suggerien que l'activaci6
cronica de la PKC era conseqiiencia de l'augment d’acids biliars i DAG
intracolonics el que podria correlacionar-se amb un estat hiperproliferatiu a les
criptes coloniques.110169 En relacié amb aquesta hipotesi, altres grups observen, en
models animals de carcinogénesi colonica, una disminucié de I'activitat de la PKC
si les dietes contenen una elevada quantitat d’oli de peix respecte a dietes amb un
elevat contingut d’oli de blat de moro.3274%3 No obstant aixo, sembla que als estadis
avancats de la carcinogenesi, quan existeix un descens en 'activitat de la PKC, la

manipulaci6 dietetica de I'activitat de la PKC es mostra ineficag.32”

Actualment, treballs amb animals han mostrat que l'administraci6 d’AOM
provoca un descens en els nivells proteics al colon de PKC-a, -d,-z i -, i un
augment de la PKC-bIl a mesura que evoluciona la carcinogenesi.?1,225226518
L’administraci6 de dietes amb oli de peix reverteix aquests efectes de la
carcinogenesi experimental sobre els diferents isoenzims de PKC, mentre que I'oli
de blat de moro els manté o augmenta. Addicionalment, I'expressi6 de ’ARNm
d’aquests isoenzims no esta modificada per la dieta, el que suggereix un nivell de

regulacié posttranscripcional 225226

Les evidencies anteriors argumenten a favor de que l'accié protectora dels
AGPI de la serie n3 pot ser en part deguda a un bloqueig en 'augment de DAG
intracel lular provocat pel carcinogen. Aquesta accié prevé l'activacié persistent i
la disminucié cronica dels diferents isoenzims que integren la PKC.% D’aquesta
manera el manteniment dels nivells de PKC es tradueix en un equilibri
homeostatic entre la proliferaci6, diferenciaci6 i apoptosi cel lular que pot prevenir

el desenvolupament neoplasic.
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5.4.2.2. Tirosines quinases.

La fosforilaci6 de residus de tirosina constitueix un mecanisme basic de
modificaci6 de la funcié proteica associada als senyals de transduccié que regulen
el creixement i diferenciaci6 de les cellules eucariotes.’8! L’activitat tirosina
quinasa pot constituir una capacitat intrinseca dels dominis intracel lulars de
molts receptors de factors de creixement; d’altra banda, també existeixen proteines

tirosina quinases citoplasmatiques associades a estructures intracel lulars.

Als colonocits de rates sanes l'activitat de la tirosina quinasa unida al
citoesquelet s’ha identificat a les zones proliferatives de les criptes, I’administracié
d'un carcinogen provoca l'expansi6é de l'activitat enzimatica als compartiments
superiors de la cripta.#3¢ Addicionalment, altres estudis han demostrat que
I’administraci6 d’AOM en rates comporta una hiperactivitat tirosina quinasa
associada als receptors cel lulars que s’acompanya d’un augment de la proliferacié
a la mucosa colonica.?®® En definitiva, aquests estudis identifiquen Il’activitat
tirosina com un procés altament relacionat amb la proliferaci6 cel lular al budell.
Conseqiientment, variants oncogeniques d’aquests enzims provocarien un

fenotipus hiperproliferatiu cel lular.416

A la carcinogenesi colonica experimental s’ha observat que dietes amb un alt
contingut de greix (23,5%) que prové de 1'oli de blat de moro augmenten 1’activitat
tirosina quinasa respecte a dietes amb un baix contingut (5%) d’aquest oli o en

dietes amb un elevat contingut d’oli de peix i oli d"oliva.3%

Els mecanismes pels que els AG actuen sobre 'activitat tirosina quinasa no es
coneixen, perd aquests enzims podrien estar sotmesos a una regulaci6 fisico-
quimica per interaccions lipid-proteilna a la membrana plasmatica de les

cel lules.245

100



Els AGPI a la carcinogenesi colorectal

5.4.2.3. Altres quinases intracel lulars.

Als darrers temps, l'estudi de la transformacié oncogenica de les cél lules s’ha
anat completant amb la descripcié6 de passos intermedis de vies metaboliques
relacionades amb la proliferaci6 i diferenciacié cellular. En aquest sentit,
destaquen tot un seguit de serina/treonina quinases citoplasmatiques associades a
la transmissi6 d’estimuls des de la superficie fins el nucli de les ceéllules. Un
exemple il lustratiu d’aixo el constitueix 1'estimulacié de la cascada Raf-1/MAP-
quinases per la proteina Ras activa.#’48 No obstant aix0, el potencial oncogeénic de
Ras no es basa exclusivament amb l'activacié de la via de serina/treonina quinases
esmentada, siné també implica a proteines amb activitat GTPasa com Rho i NF-1, i
el fosfatidil inositol quinasa.?#134 Altres quinases destacades en el procés
carcinogeénic estan localitzades intranuclearment i constitueixen 1'altim esglaé de
les cascades metaboliques, la majoria d’aquestes quinases sén dependents de
ciclines i activen factors de transcripci6 que regulen l'expressi6 de gens que
controlen la proliferacié cel lular.’® D’altra banda, la glicogen sintasa quinasa 3
junt amb la proteina Apc degraden la b-catenina en condicions normals, mentre
que la inhibici6 d’aquest enzim resulta en una acumulacié intracel lular de b-
catenina que es relaciona en la progressié maligne de la cél lula.15

Els enzims citoplasmatics intermediaris de les vies metaboliques relacionades
amb el procés carcinogeénic poden constituir en el futur atractives dianes
terapeutiques. Actualment, no existeixen estudis que centrin els seus objectius en
la influencia de la dieta, en general, i del greix, en particular, sobre aquesta

magquinaria enzimatica, principalment serina/treonina quinases.

5.4.2.4. Ornitina descarboxilasa.

L’ornitina decarboxilasa és I'enzim que catalitza el primer pas en la produccié
de les poliamines a partir de 1’ornitina. Les poliamines sén essencials en processos
com la proliferaci6 cellular, diferenciaci6 i transformacié a la mucosa

gastrointestinal 2%358 ['ornitina decarboxilasa s’activa durant la transformaci6
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cel lular colonica induida per carcindogens i per oncogens.236371 De fet, la proteina
codificada per c-myc, la qual s’associa amb el creixement i la diferenciaci6 cel lular,
és un dels protoncogens que activen l'ornitina decarboxilasa.3!! La induccié de
'ornitina decarboxilasa actua com un protoncogen en sistemes on la promocié
tumoral evoluciona pas a pas com al colon. En aquest context, la inhibici6é d’aquest

enzim bloqueja la promoci6é tumoral en models animals de carcinogenesi.165:236

Malgrat que I'ornitina decarboxilasa constitueix un destacable biomarcador de
la carcinogenesi colonica, pocs estudis han valorat I'efecte dels lipids sobre la seva
activitat. A un estudi es va observar que dietes amb un alt contingut d’oli de blat
de moro incrementaven l'activitat de 1’ornitina decarboxilasa respecte a dietes amb
un baix contingut d’aquest greix i dietes amb un alt contingut amb oli de peix o
d’oliva tenien un efecte similar a I'obtingut per la dieta baixa amb oli de blat de

moro.3%

D’altra banda, I’administracié intrarectal d’isomers no oxidats cis o trans d’acid
linoleic i AA no mostra cap efecte sobre 'activitat de I'ornitina decarboxilaxa,
mentre que els hidroxi o hidroperoxi derivats indueixen un augment en I’activitat
d’aquest enzim.”? Aquests resultats sén consistents amb observacions on
I'augment de productes lipoxigenasics es correlaciona positivament amb 1’activitat
de I’ornitina decarboxilasa i amb la proliferacié colonica en rates estimulades amb

diferents acids biliars.13>
En definitiva, aquests estudis suggereixen que els AG insaturats de la serie n6
incrementen l'activitat de 1'ornitina decarboxilasa probablement a través tant dels

productes del seu metabolisme oxidatiu.

5.4.2.5. Cicle Inositol fosfat.

L’expressio i I'activitat de la PLC-g aixi com els nivells de DAG colonics s’han

mostrat alterats durant el procés carcinogenic colorectal tant en animals com en

102



Els AGPI a la carcinogenesi colorectal

humans. Concretament, la transformacié oncogeénica al colon s’ha associat amb un
augment en el contingut intracel lular de DAG, el que es correspon amb la
sobreexpressio i hiperactivacié de la PLC-g?2243353393% Aquests esdeveniments es
relacionen amb una alteraci6 en la regulaci6 de l'activitat i expressié de la PKC i,
conseqiientment, amb una alteraci6 de la citocinetica. Paradoxalment, altres
estudis han evidenciat una disminucié significativa en el contingut de DAG als

tumors colonics respecte a la mucosa sana adjacent.433

Tant la PLC-g com el DAG sén els elements del cicle de 1'inositol fosfat més
susceptibles de ser modificats pel tipus i la quantitat de greix dietétic. Estudis en
animals alimentats amb dietes amb oli de peix, contrariament als alimentats amb
oli de blat de moro, mostren una reduccié significativa de I'expressié6 de PLC-g i
dels nivells de DAG a la mucosa colonica 15 setmanes despres d’haver-les-hi
injectat ’AOM (taula 5.1).2>* A més, una quantitat elevada d’oli de peix a la dieta
(20.5%) bloqueja l'activitat de la PLC-g als tumors de rates induides amb
carcinogen en comparacio a les rates que han estat alimentades amb oli de blat de
moro (tant al 5% com al 23%) (taula 5.1).3% Aquests estudis mostren que I'efecte
protector de 1’oli de peix sobre el desenvolupament oncogenic possiblement tingui
relacié amb accions, des dels primers estadis oncogenics, sobre els mecanismes de
transducci6é de senyals. D’altra banda, malgrat I'existéncia d’estudis amb cultius
de cellules tumorals on apareixen correlacions positives entre el grau
d’insaturacié de les membranes plasmatiques i els nivells intracel lulars d’'IPs o
correlacions negatives entre l'activitat de la PLC i I'acid dihomo-glinoleic,'”18 no
es coneix amb precisi6 la regulacié del cicle de l'inositol-fosfat per part dels

diferents AG.
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Taula 5.1.: Nivells intracel lulars de DAG i expressi6 de la PLC-ga la mucosa colonica 15 setmanes
despres d’haver administrat AOM (a).2# Activitat de la PLC-g en tumors de rates tractades amb
AOM (b).3%

Greix Nivells de DAG? Expressi6 de PLC-@®  Activitat de la PLC-¢P

dietetic/ Carcinogen (nmol DAG/100nmol (DOxmm?) (pmol [*H]IP3/mg
total fosfolipids) proteina/15min. A

37°C)

Oli de blat de 0.522+0.049* 0.178+0.010% 135+9.5*

moro/ AOM

Oli de blat de moro/Sali 0.253+0.054 0.115+0.012 -

Oli de peix/ AOM 0.199+0.035 0.121+0.008 84+12

Oli de peix/Sali 0.237+0.035 0.112+0.007 -

a La dieta amb oli de peix conté 11.5g d’oli de peix i 3.5g d’oli de blat de moro per cada 100g de
dieta. La dieta amb oli de blat de moro conté 15g d’aquest per cada 100g de dieta.

b Cada 100g de la dieta d’oli de peix conté 20.5g d’oli de peix i 3g d’oli de blat de moro. 100g de la
dieta de blat de moro conté 23.5g d’aquest oli.

* Significativament diferent (p<0.05) respecte als altres grups.

Els AG de la dieta poden exercir les seves accions sobre el DAG i la PLC-g de
forma extra o intracel lular. Les modificacions del cicle de I'inositol fosfat de forma
extracel lular es basen en observacions experimentals en animals tractats amb
AOM on dietes amb un alt contingut d’AGPI de la série n6 (23%), al revés dels
AGPI de la serie n3, influencia el metabolisme bacteria augmentant la produccio
d’acids biliars secundaris i DAG intraluminal.3¥5403 Aix0 produeix una activacié de
la PLC-gi una elevaci6 dels nivells intracel lulars de DAG. D’altra banda, també
s’ha suggerit l'existencia d’interaccions entre greix i fibra que pot ocasionar
alteracions del metabolisme bacteria, concretament, s’ha observat que la
combinaci6 oli de peix i cel lulosa produeix espécies de DAG amb menor capacitat

d’activar la PKC.369
5.4.3. AAi els eicosanoides.

Diversos estudis han suggerit que els efectes dels AGPI n6 poden ser mediats
per la sintesi i el metabolisme dels eicosanoides. Tal i com s’ha esmentat al darrer

capitol la participaci6 del metabolisme oxidatiu de "’AA a la carcinogenesi

colorectal queda paleés per I'existencia d’estudis on l'activitat i I'expressié d’enzims
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relacionats amb la generacié d’eicosanoides esta augmentada.l45187,257,395431
Tanmateix, existeix una generaci6 elevada de prostanoides provinguts de 'AA als
tumors respecte a la mucosa colonica normal.187.383442 De fet, aquests estudis
suggereixen una correlacié positiva entre I'expressi¢ de la COX-2 i la produccié de
PGE: a les lesions tumorals.187.3833%442  Addicionalment, 1'augment del
metabolisme ciclooxigenasic sembla ésser un fenomen posterior a les primeres
alteracions genetiques que acompanyen la carcinogenesi
colorectal.344349,376,383,444,503,504 [’ altra banda, 1'ts d’inhibidors de les ciclooxigenases
s’ha associat amb un descens de l'oncogenia intestinal tant en humans com en
models animals de carcinogenesi experimental.?>111,180,349,413,442500 En aquest sentit,
malgrat no haver gaires evidéncies que relacionin directament els eicosanoides
amb la formaci®6 de FCA, l'administraci6 d’'DHA o d’inhibidors de les
ciclooxigenases a animals tractats amb carcinogens comporta un descens

significatiu d’aquestes formacions preneoplasiques.111402486

Estudis en humans han observat un augment progressiu en el contingut d’AA a
la mucosa a mesura que evoluciona la seqtiéencia adenoma-carcinoma en detriment
de 'EPA.1%7 L'augment en els nivells d’AA als tumors també han estat evidenciat
en animals d’experimentaci6.33* D’altra banda, 'administracié d’oli de peix, en
forma de greix dietétic o com a suplement, provoca un descens en el contingut
d’AA en plasma i a la mucosa colonica tant en rates sanes com induides amb
AOM.197417485 Aquestes evidéncies suggereixen que la biodisponibilitat de I’AA
constitueix un element important en el desenvolupament neoplasic i minvar el
contingut d’AA per manipulaci6 dietetica pot comportar efectes beneficiosos.

L’AA és el precursor dels prostanoides de la serie 2 (TXB2, PGIy,..) i productes
del metabolisme lipoxigenasic de la serie 4 (LTBs, LTCs, LTDs,...). Una de les
hipotesis en qué es basa 1'tis dietetic de diferents families de d’AG és la produccié
de metabolits ciclooxigenasics i lipoxigenasics amb menys activitat biologica. En
aquest sentit, 'acid dihomo-glinoleic com a substrat proporciona PGE; i TXBs,
mentre que 'EPA forma PGEs, TXBs i LTB5.67:3% D’altra banda, 1’acid eicosatrienoic

(C20:3n9), producte final de la dessaturaci6/elongacié de l'acid oleic, produeix

105



Els AGPI a la carcinogenesi colorectal

LTBs.21? En conseqiiéncia, és plausible pensar que una optimitzacié dietetica del
quocient APGIn3/AGPIn6 pot comportar un equilibri en la produccié
d’eicosanoides amb efectes beneficiosos en diferents estats patologics. De fet,
I"'administracié d’oli de peix (AGPI n3) s’associa, d"una banda, a una reduccié de
la producci¢ de PGE2 i LTB4,3923941748 i | d’altra banda, a un augment en la sintesi
de PGEs i LTBs.417475 Efectes similars AGPI de la serie n3 sobre la producci6 de

PGE:; ha estat observat al teixit mamari de rates sanes.?!

L'efecte del tipus de greix dietetic sobre la producci6 de metabolits
lipoxigenasics a la carcinogenesi colonica ha estat relativament poc estudiat.
Destaquen estudis recents on es suggereix que metabolits oxidats de I’acid linoleic
per l'accié de la 15-LOX poden jugar un destacat paper en la proliferacio i

diferenciacio cel lular.215.247

Paral lelament a la producci6é d’eicosanoides no derivats de 1'AA, la
incorporacié a les membranes cel lulars d’AGPI n3 o n9 pot produir una regulacié
addicional de les ciclooxigenases i lipoxigenases (figura 5.2). En aquest sentit
estudis amb cultius de limfocits i macrofags suggereixen una inhibicié competitiva
de I'EPA sobre ’AA degut a la reduida capacitat de ser metabolitzat per les
ciclooxigenases.”1324 Altres estudis evidencien un millor rendiment de I'EPA que
de I’AA per ser metabolitzat via LOX, no obstant la LTA hidrolasa té molta menys
afinitat pel LTAs que pel LTA4.377 Pel que fa a 'DHA, tot i constituir una possible
reserva d’EPA per un procés de retroconversio, I’administracié d’aquest AG de 22
carbons a cultius de cellules immunocompetents mostra una elevadissima
capacitat d’inhibicié de la COX i alteracié de la sintesi de LTB4.%671.245 D’altra
banda, mentre el metabolisme ciclooxigenasic de 'acid dihomo-glinoleic forma

PGE;, aquest no constitueix un substrat de la 5-LOX pero si de la 15-LOX.323466
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Fig. 5.1.: Representacié de la influencia de les diferents families d’AGPI sobre la produccié i
metabolisme dels eicosanoides. ETrA, acid eicosatrienoic (C20:3n9); DGLA, acid dihomo g¢linoleic
(C20:3n6); AA; acid araquidonic (C20:4n6); EPA, acid eicosatrienoic (C20:5n3); DHA, acid
docosahexaenoic (C22:6n3); PG, prostaglandina; TX, tromboxa; LT, leucotrie. Les fletxes més
gruixudes representen un flux metabolic normal, mentre que les més primes representen un
metabolisme restringit. Les linies discontinues senyalen l'alteracié en el metabolisme d'un
eicosanoid per part d'un AGPL

Estudis on s’avaluen les interaccions metaboliques entre les diferents families
d’AG posen de relleu altres nivells de regulaci6 en la producci6 de 'AA. Aixi
podem observar alteracions a la produccié endogena d’AA com a resultat de la
competicié entre l'acid linoleic, acid a-linolenic i 1'acid oleic per la D¢-
dessaturasa.®®% Addicionalment i tal com s’ha esmentat en capitols anteriors,
l'activitat dessaturasa pot ser inhibida per productes com I'EPA i DHA que a la
vegada son els AG predominants en 1'oli de peix. La regulacié dels processos de
dessaturacié i elongacié de forma exogena o endogena pot proporcionar un
augment d’EPA i acid dihomo-glinoleic i una disminucié d’AA. Un altre nivell de
regulacié del metabolisme de ’AA el pot constituir la incorporacié preferencial
d’un tipus d’AG a una espécie fosfolipidica concreta,’8848 conseqiientment aixo
pot influir en I’alliberament de 1"’AA per les fosfolipases que actuen preferentment

sobre el fosfatidilinositol i la fosfatidilcolina.

Aixi mateix, el tipus de greix de la dieta pot influenciar 'activitat d’enzims com

la PLA>ila PLC necessaris per l'alliberament de I’AA de la membrana cel lular. De
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fet dietes amb un elevat contingut d’oli de peix inhibeixen aquests enzims en

comparacié amb dietes amb un alt contingut d’oli de blat de moro.3%

En definitiva, les evidencies sobre la participacié dels eicosanoides en el procés
carcinogenic colorectal fan raonable pensar que aquests puguin constituir una
diana terapeutica. Esbrinar la influéncia de les diferents families d’AGPI sobre el
complex metabolisme de ’AA ens pot ajudar a reconeixer els mecanismes

beneficiosos associats a olis com el de peix i el d’oliva.

5.4.4. Apoptosi.

La mort cel lular pot ser de dos tipus: necrosi i apoptosi. Mentre que la necrosi
és activada en diferents situacions patologiques, I'apoptosi consisteix en una
autodestruccié controlada geneticament i que pot ser activada tant fisiologicament
com patologicament.357,366386 [ a participacié en processos com la morfogeénesi en el
desenvolupament animal i 1’homeostasi tissular en individus adults, fa de
I'apoptosi un important mecanisme en el desenvolupament normal cel lular
oposat a la mitosi. Aixi, en un teixit com el budell on existeix una renovaci6
constant del nombre de cellules epitelials, 'apoptosi es converteix en un
regulador de la proliferacié cel lular i de la susceptibilitat dels colonocits a la
transformacié neoplasica. En aquest sentit, el quocient proliferaci6/apoptosi pot

ser un indicador del grau de malignitat de la neoplasia colorectal.505

L’apoptosi ha estat un parametre important en I'avaluacié quimioprotectora de
diverses substancies a la carcinogenesi experimental 235398428543 T .a carcinogenesi
induida quimicament provoca un estat agut caracteritzat per un augment en la
taxa de cellules apoptotiques i una disminucié de la proliferacié6 a la mucosa
intestinal dels animals, tal i com s’ha descrit al capitol 1.266 Seguidament, hi ha una
fase compensatoria on es normalitza relativament aquesta situacié entre el quart i
cinque dia despres de la induccié: disminucié de l'apoptosi i augment de la

proliferacié cellular. Addicionalment, l'acci6 mutagenica del carcinogen
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acompanya aquest procés de manera que les possibles alteracions genetiques que
apareguin es fan persistents entre les cél lules que escapen a 'apoptosi i les que

hiperproliferen.13”

De la mateixa manera que constituents de la dieta poden modificar el complex
procés apoptotic a la carcinogeénesi experimental,109364543 és plausible pensar que
les diferents families d"AG també ho puguin fer. Addicionalment, tal i com és
reflexa en el capitol anterior, models experimentals in vivo i in vitro de cancer han
relacionat el metabolisme de I'’AA amb la capacitat de regular el procés apoptotic
al budell. Malgrat aixo, pocs estudis han avaluat l'efecte dels greixos dietetics

sobre I’apoptosi a la carcinogenesi experimental.

Recentment, s’ha demostrat que 1'administracié dietetica d’oli de peix en rates
tractades amb AOM augmenta 1'apoptosi de les cel lules de la mucosa colonica,
tant a les poques hores de la induccié com en estadis més avancgats, en comparacié
a l'oli de blat de moro i a mescles de greixos rics amb AGS4%266 [a
suplementaci6 de dosis baixes de EPA i DHA també eleva la taxa apoptotica a les
criptes de rates sanes.®> Aquest mateix efecte de 1'oli de peix sobre I"apoptosi ha
estat identificat a les cel lules tumorals de rates tractades amb AOM.3? Aquest
augment de l'apoptosi s’associa amb una menor formaci6é de FCA i de tumors en

els animals.

Altres estudis observen que l’apoptosi es correlaciona negativament amb
I'expressi6 de la PKC-bll en animals transgenics que desenvolupen cancer
colorectal i I’oli de peix, al contrari que I'oli de blat de moro, bloqueja 1'expressi6é

d’aquesta isoforma de PKC.121

En definitiva, sembla que els greixos de la dieta poden alterar I’apoptosi als
colonocits normals o neoplasics. El mecanisme pel que exerceixen aquest efecte és
desconegut. No obstant aixo, s’ha observat que tant la PGE; i el LTBs poden

augmentar 1'expressié del gen Bcl-2,34444 el que s’associa a una disminucié de
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I"apoptosi. Aixi doncs, la possible influencia dels greixos dietetics sobre ’apoptosi
és un mecanisme que s’afegeix als esmentats anteriorment (metabolisme de I'AA,
transmissi6 de senyals intracel lulars i expressi6 genica) amb capacitat de modular

el procés oncogenic colorectal, ja sigui de forma individual o per la interacci6 entre

ells 94392

110



11

IOV & oRoul[-eJ[V D€ [ dR[OU'T D€ [ SOV @

16

89

IS

8Y

19 4

LT

%3

61

SRR T 14

<] LS

1 |

1 |

¢l

<] IL

4!

<[> TSL

(]

N

| X4

L

%001 [& JeZ)[[euriou HY p INSUnuod [3 udjudsdada siofea sy

0209 JIp 1[0
e[ X113

vuaped Jp 110

PIAQQ 9P NS

da0d ap paef|

030 P J0AB[[ B[ P 1[0
19NBILI I 1[0

BIOS P 1[0

BAI[O 9P 1[0

0.I0W JP JB[q P 1[0
[0S-®JI3 P IJO
p-loqe.jyes ap Ijo
B[OU®) Jp 1|0

"epeue)) ‘eqoIUB ‘epeue)) JO [1ouno)) ejoue)) [9p en3unqo QroeuLIou]
"BUBWINY QIOBJUSWIE, [ U SJUSLIOO SQUI SONQIAIP SOXIAIT SJUIQJIP S[0 dNUL DY, P MIunuod [op oroeredwo) :*1°S eangig

119240100 189U2Z0UIIAVI V] D [{DV S|



Part experimental



CAPITOL 6. HIPOTESI I OBJECTIUS

6.1. HIPOTESL.

Als darrers temps el contingut greix6s de la dieta ha rebut una considerable
atencié com a possible factor de risc a la etiologia cancerigena colonica. Estudis
epidemiologics han associat el contingut de greix de la dieta amb la incidencia del
cancer colorectal.79474528531 Estudis amb animals d’experimentacié també han
descrit 1'efecte promotor tumoral de dietes amb un elevat contingut de greix
(20%) respecte a les d"un contingut més baix (5%).73203261407,519 Estudis similars han
mostrat que l'efecte afavoridor de 1'oncogenia colorectal no fou exclusivament
associat a la quantitat de greix, siné que la composicié d’aquests és un element a
tenir en compte. Aixi, s’ha demostrat com una dieta amb un contingut elevat d’AG
de la serie n6 (23,5%), que provenen de l'oli de blat de moro, té efectes
procarcinogenics, especialment a la fase d’iniciacié o de promocio;?*°401 mentre
que una dieta amb la mateixa quantitat de greix que I'anterior (23,5%) pero que en
aquest cas prové de I'oli de peix, ric en AG de la série n3, disminueix la incidéncia
tumoral al colon tant a la fase d'iniciacié com a la de postiniciaci6.3* Pel que fa a
I'oli d’oliva, I'efecte d’aquest sobre la carcinogenesi colorectal ha estat escassament
estudiat. En aquest sentit, cal destacar un estudi on 1'ds d'una dieta amb una
elevada quantitat de greix que prové de l'oli d’oliva (23,5%) comporta una

reducci6 de la promocié tumoral.4%0

La majoria d’aquests estudis que avaluen I'efecte del greix dietetic sobre la
promocié tumoral a 'animal d’experimentacié ho fan en dietes que contenen un
20% de greix, el que aporta més del 30% de calories de la dieta. Aquest aport de
greix seria equivalent a la ingesta i aport energetic pel greix als humans de paisos
occidentals. En canvi, el contingut normal de greix d’una dieta de manteniment
per rates s’ha xifrat entre el 4 i el 5% del total dels elements que la integren, en

aquest cas, 'aportacié calorica per part dels lipids suposa el 12%.4° Per tant, la
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necessitat en macronutrients i distribucié de 1'energia és diferent entre la dieta
humana i la de les rates. La ingesta energeética diaria de les rates és de 1672 k] /kg
de pes corporal, mentre que pels humans la necessitat energetica diaria oscil la
entre 125 i 146 kJ/kg. Malgrat que les dietes amb un alt contingut de greix han
estat ampliament utilitzades als models animals de carcinogenesi colorectal, 1'ts
de dietes amb un nivell de greix al voltant del 5% comporta la valoraci6 de I'efecte
dels greixos dietetics en condicions properes a la normalitat. De fet, tot i que els
nivells normolipidics de les dietes experimentals suposen una aproximacié
raonable a l'estudi de la carcinogenesi, no existeix molta informacié sobre
I'administracié de dietes amb un 5% de greix que provinguin de diferents fonts.
En relaci6 a aix0, s’ha observat que dietes amb un contingut de greix del 5% en
forma, principalment, d’'EPA (AGPI n3) o acid estearic (AG saturat) té efectes
anticarcinogenics al colon en comparacié amb una dieta amb els mateixos nivells

de greix perd0 amb l'acid linoleic (AGPI n6) com a principal component

lipidic.312426

El possible efecte preventiu d’un contingut dietétic normolipidic (5%) d’oli
d’oliva sobre la carcinogenesi colonica en rates ha estat insuficientment estudiat.
Aixo pot ser de gran interes, ja que 1’acid oleic, principal AG de I'oli d’oliva, és, a
la vegada, el principal component lipidic de la dieta Mediterrania. En aquest
sentit, estudis epidemiologics han associat I'oli d’oliva amb una serie de
caracteristiques protectores sobre 1'estres oxidatiu i la carcinogenesi.13159,256,440,527,534
D’altra banda, un recent estudi realtzat a Franca suggereix que una ingesta baixa
d’acid oleic pot incrementar el risc de patir una neoplasia al colon esquerra.® Aixi
mateix, un altre treball recent associa una elevada ingesta d’AGMI, principalment
derivats de I'oli d’oliva, a un descens significatiu en el risc de cancer colorectal de

genotipus salvatge Ki-ras.3!
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6.2. OBJECTIUS

Davant totes aquestes dades, els objectius d’aquesta tesi son:
1. Avaluar l'efecte d'una dieta amb un 5% d’oli d’oliva, en comparacié a dues
dietes isolipidiques a base d’oli de peix i oli de cértam, a les fases d’iniciaci6
i promocié tumoral en un model de carcinogenesi unduida amb AOM en

rates.

2. Estudiar els canvis del perfil d’AG a la mucosa colonica en funcié del

contingut lipidic de la dieta i del procés carcinogenic al colon.

3. Avaluar la produccié intracolonica d’eicosanoides en les fases inicials de la

carcinogenesi colonica i I'efecte de dietes amb un diferent contingut lipidic.
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CAPITOL 7. MATERIAL I METODES

7.1. ANIMALS I ESTABULACIO

S'utilitzaren rates de la soca Sprague-Dawley mascles subministrades per B&K
Universal (Barcelona). Els animals estaven controlats i arribaren amb un informe
veterinari on se certificava que els animals estaven lliures de qualsevol parasit o
microorganisme patogen. Els animals s'inclogueren a I'estudi amb quatre setmanes

de vida, amb un pes aproximat d'entre 951110 g.

Es distribuiren dos animals per cada gabia de metacrilat amb una reixa basal
per tal d'evitar la coprofagia i la ingesta dels encenalls. Aquest material
d’estabulacié va ser subministrat per Panlab S.L. (Barcelona). Els animals es
mantingueren en una cambra amb un cicle de llum/foscor de 18/6 hores, al 50%

d’humitat i a una temperatura constant de 21°C.

La dieta va ser administrada mitjancant menjadors d’acer inoxidable
especialment adaptats per a dietes en pols (Letica, Barcelona). Aquests menjadors
permetien 1'accés lliure a la dieta amb una minima perdua de 1’aliment per 1’accié
dels animals, i tenien una capacitat per contenir 200 g de dieta en pols. A més, els

animals tenien accés “ad libitum” a I’aigua de beguda.

La manipulaci6 dels animals i la seva estabulacié van estar subjectes a I’acceptacié
del Comite Etic de I'Hospital Universitari “Germans Trias i Pujol” i del Departament

de Ramaderia i Pesca de la Generalitat de Catalunya.

7.2. DIETES

Les dietes experimentals foren preparades per la companyia Scientific Hospital

Supplies (SHS) International Limited (Liverpool, Anglaterra). La composici6
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qualitativa i quantitativa d'aquestes dietes en pols fou la segiient (per 100 g):
Proteines, 20 g; carbohidrats, 64 g; fibra, 8 g; vitamines, 90 mg; minerals, 2 g i
elements traca, 74 mg (la composicié vitaminica, mineral i dels elements traca esta
detallada a I’annex 1). A aquesta base s’afegi posteriorment 5 g de greix provinent

de 3 fonts diferents, tal i com s’exposa a continuacio.

Les tres dietes foren preparades afegint 5 g d’oli de cartam (dieta n6), 5 g d’oli
sintetic Ropufa '30' n3 EPA (dieta n3) 0 5 g d’oli d'oliva (dieta n9) a cada 95 g de la
dieta basica esmentada. L’oli Ropufa '30' n3 EPA provenia de Roche (Basel, Suisa),
mentre que l'oli de cartam i l'oli d’oliva van ser subministrats per Alembic
Products Limited (Chester, Regne Unit). La composici6 dels AG de la dieta va ser
valorada per cromatografia gas-liquid en el moment de I'inici de 'estudi (annex
2). El procediment emprat fou similar al que es descriu a l'apartat “analisi dels AG

de la mucosa colonica”.

Per tal controlar qualsevol procés d’oxidaci6 lipidica, la valoracié fou repetida
en 4 ocasions en el transcurs de l'estudi. Les diferencies més importants en la
composici6 lipidica de les tres dietes, com pot observar-se a la taula 7.1, sén que la
dieta n-6 esta percentualment enriquida amb acid linoleic (18:2 n-6), constituint un
59,12% del total d’AG que integren la dieta. La dieta n-3 ho esta en els acids
grassos eicosapentaenoic (EPA, 20:5 n-3) i docosahexaenoic (DHA, 22:6 n-3),
(16,91% i 8,08% respectivament) i la dieta n-9 esta percentualment enriquida

(56,04%) amb acid oleic (18:1 n-9).

L’aport caloric de les proteines, carbohidrats i greix fou 3,2 MJ/kg (19,88%),
11,0 MJ/kg (68,32%) i 1,9 MJ/kg (11,8%), respectivament; el que representa un
valor energetic total de 16,1 MJ/kg per les tres dietes. Aquest valor és considerat
normocaloric i equilibrat en tots els seus components com a dieta de manteniment

per a rates.409410

Les dietes foren envasades hermeticament en llaunes de 500 g sota atmosfera de
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nitrogen i emmagatzemades en cambres refrigerades. Les dietes eren de color

blanc amb textura de pols molt fi semblant a la farina i un tacte greixos.

Una vegada posada la dieta en els menjadors especials, aquesta es canviava tres
cops per setmana, a fi i efecte d'evitar la degradaci6 dels diferents components de
la dieta, i especialment per evitar 1'oxidacié dels diferents AG, tenint en compte

l'elevada susceptibilitat d'alguns d’aquests, sobretot de la dieta n3, a oxidar-se.

Taula 7.1.: composicio lipidica de la dieta en forma percentual

AG (%) Dieta n-6 Dieta n-3 Dieta n-9
Oli de cartam Oli de peix  Oli d’oliva

14:0 0.72 6.68 1.05
16:0 9.85 19.85 19.09
16:1n7 0.18 7.70 0.79
18:0 5.23 4.26 7.63
18:1n9 19.28 13.41 56.04
18:1n7 ND 3.01 0.49
18:2n6 59.12 12.11 8.46
18:3n6 0.33 0.26 0.88
18:3n3 0.50 1.02 0.60
20:4n6 1.09 1.14 ND
20:5n3 ND 16.91 ND
24:0 ND 0.87 ND
24:1n9 0.32 0.40 0.96
22:5n6 ND 0.28 ND
22:5n3 ND 1.70 ND
22:6n3 ND 8.08 ND

ND: nivells no detectables

7. 3.DISSENY EXPERIMENTAL

Es van incloure un total de 108 rates en l'estudi, que foren aleatoritzades en tres

grups dietetics de 36 animals cadascun: n6, n3 i n9. Tots els animals reberen una
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dieta en pols normocalorica i normolipidica amb la mateixa composicié dels seus
elements, excepte la font de greix. Tal i com hem esmentat, 1'aport caloric del greix

dietetic fou aproximadament el 12% del total de la dieta.

La meitat dels animals de cada grup dietetic actuaren de controls (18 animals) i

l'altra meitat (18 animals) foren tractats amb el carcinogen (figura 7.1).

Després d'una setmana d'adaptaci6 a les dietes es va comencar a administrar
I’AOM dissolt en sali, a una concentracié de 7,4 mg/kg de pes de I'animal, per via
subcutania, un cop a la setmana durant onze setmanes. Els animals que actuaren

de controls reberen el mateix volum de sali en les mateixes condicions.

A la setmana 12, és a dir, una setmana després de I'ultima dosi de carcinogen o
de sali, se sacrificaren 6 animals tractats amb carcinogen i sis animals controls de
cada grup dietetic. S'extragué el colon per estudiar la inducci6 de FCA i la

incorporaci6 dels AG de la dieta a la mucosa colonica.

La resta dels animals se sacrificaren 19 setmanes després de la primera dosi del
tractament amb AOM o sali. S’estudia el perfil d’AG a la mucosa i l'aparicié de

tumors.

D’altra banda, es va practicar una dialisi intracolonica in vivo per estudiar la

produccié local d'eicosanoides el dia abans dels sacrificis a la setmana 12.

Durant tot I'estudi es va fer un seguiment de la ingesta i del pes dos cops per
setmana a tots els animals.
Tots aquests aspectes metodologics es comenten extensament als segtients

apartats.
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Figura 7.1.: Disseny experimental.

Grups dietetics: Rates S-D mascles (100 g de pes)

Grup n6 18 controls, 18 AOM
Grup n3 18 controls, 18 AOM
Grup n9 18 controls, 18 AOM

) AOM (7,4 mg/Kg/setmana)
Dietes 0
20-25 g/dia  0,9% sali (mateix volum)

11 setmanes i

ol{}OUU{}OOG@{}{MTz 19

[
6 controlsi 6 AOM per dieta 12 controls, 12 AOIVll per dieta

axgs = ®m ] I1H H 7\. age = m =
Dialisi intracolonica (“in vivo”): Sacrificii colectomiaper avaluar:

- produccio d’eicosar_Ioides - la induccid de tumors (incidéncia,
Sacrificii colectomia: multiplicitat histologia).
- avaluaciodel perfild’AG de la - perfil d’AG a la mucosa colonica

mucosa colonica
- formaciéo de FCA.

7.4. INDUCCIO DE LA CARCINOGENESI

La carcinogenesi s'indui seguint el protocol descrit per Minoura.3? El
carcinogen que es va utilitzar fou ’AOM (Sigma Chemical, Saint Louis, MO) que
es subministra en forma pura i s'emmagatzema a -20°C. Com s’ha descrit en el
primer capitol, aquesta substancia és un metabolit de 1'1,2-dimetilhidracina amb

un elevat rendiment com a carcinogen exclusivament colonic.160

La dosi a injectar era de 7,4 mg/kg de pes de l'animal una vegada a la setmana
per via subcutania, durant onze setmanes. La injeccié es realitzava a la zona
posterior de la cintura pelviana de I'animal mitjangant una xeringa d'l1 ml amb
l'agulla incorporada. La densitat de I’AOM és de 0,94 a 41°C i és soluble en aigua.
La dosi del carcinogen es diluia en soluci6 salina fisiologica de manera que el

volum a injectar a cada rata estés entre 0,1 i 0,2 ml segons el pes de I'animal.
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Altres estudis han utilitzat dosis més altes d’AOM fins a 20 mg/kg de pes de
I’animal. En aquest estudi es va escollir la dosi de 7,4 mg/kg seguint el protocol
emprat per Minoura T et al.,312 en el qual s’estudia 'efecte de dietes amb un 5% de
greix en comparaci6 amb altres estudis que administraven dietes amb un

contingut igual o superior al 20% de lipids.

7.5. ESTUDI METABOLIC

Es porta un control de la ingesta i de la variaci6 de pes de tots els animals
durant el transcurs de I'estudi. Dos cops per setmana es pesaven els animals, aixi
com la dieta consumida mitjangant una balanca amb precisié6 de la decima de
gram (Cobos Precisién, Panlab, Barcelona). Al haver-hi dos animals per gabia, es

va considerar que el consum de dieta individual fos la meitat de cada pesada.

A més, 12 animals (2 controls i 2 tractats amb el carcinogen, de cada grup
dieteétic) dels que se sacrificaren durant la setmana 19 de I'estudi, foren sotmesos a
un control metabolic diari durant la setmana 15 de l'estudi. Es varen posar els
animals, cada un per separat, en una gabia metabolica d'acer inoxidable (Panlab,
Barcelona). Es deixaren 4 dies per adaptar-se a la nova situaci6. Seguidament,
durant 7 dies més se'ls controla diariament la ingesta de menjar, d'aigua i
l'evolucié del pes corporal amb més precisi6 degut a les caracteristiques de les

gabies.
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7.6. SACRIFICI I COLECTOMIA

La colectomia dels animals s'efectua sempre in vivo amb els animals anestesiats
amb una dosi de 2,5 ml/kg de pes de I'animal per via intraperitoneal d'una solucié

que contenia 23 mg/ml de ketolar, 2 mg/ml de diazepam i 0,2 mg/ml d’atropina.

Mitjancant una laparotomia mitja, s'extreia el colon des del marge anal fins al
cec amb ajut d'unes estisores quirtrgiques separant amb molta cura el duodé i el
colon transvers. Rapidament s'obria longitudinalment, es rentava amb tampoé
fosfat fred (4°C) i es dipositava en una safata amb un doble fons que contenia gel

per fotografiar-lo i posteriorment processar-lo.

7.7. ESTUDI DELS FCA

Per estudiar la induccié de FCA s'obtingueren 3 seccions seriades de 0,5 cm? de
colon esquerre: dues d’elles de la part distal (a 2 i 4 cm del marge anal) i I'altra de
la part proximal ( a 8 cm del marge anal). Aquestes tres seccions es dipositaren
amb molta cura sobre paper de filtre plegat de manera que quedessin ben
orientades horitzontalment i no apareguessin ni plecs ni rulls a la mucosa.
D'aquesta manera es fixaren amb formol al 4% amb tamp¢6 fosfat (pH=7,2) durant

24 hores.

Seguint el protocol proposat per Bird RP,* les seccions de colon fixades, es
tenyiren amb blau de metile al 0,2% amb solucié salina durant 5 minuts.
Posteriorment, es rentaren amb sali per eliminar I'excés de colorant. Les seccions
es dipositaren en portaobjectes amb la mucosa cap amunt i s'observaren per
microscopia optica (Olympus CHS; Técnicas médicas MAB, S.A.; Barcelona) a 40

augments.

El criteri utilitzat per definir una CA (el que també pot considerar-se com un

FCA constituit per una sola CA) va ser el segiient: La mida de la cripta havia de
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ser al menys dues vegades la mida de les criptes normals que l'envoltessin;
I'obertura luminal seria més el liptica que circular; i el revestiment epitelial més

gruixut amb una intensa coloracié blava que el de les criptes normals del voltant.

El criteri per definir els FCA, formats per més d'una cripta, va ser el segiient: a)
les criptes individuals que formen part d'un FCA tenen les mateixes
caracteristiques que les CA tniques descrites anteriorment; b) les criptes tenen la
l'aparenca de formar un focus continu, és a dir, no apareixen criptes normals al
mig d'un grup de CA; i c) l'area total ocupada per les criptes que componen un
FCA és més gran que l'area ocupada pel mateix nombre de criptes del voltant

morfologicament normals.30!

Els parametres que s'estudiaren per 0,5 cm? foren:

I.  El nombre total de FCA.

II.  El nombre total de criptes aberrants.

III. La multiplicitat dels FCA, és a dir, el nombre de criptes aberrants per
focus. D'aquesta manera es va classificar els FCA en sis categories: FCA

d’1 a 5 CA per focus i amb >5 CA per focus.

7.8. ESTUDI DELS TUMORS

Els tumors macroscopics (>1mm de diametre) foren extrets dels colons i fixats
amb formol al 4% de tampo6 fosfat. Foren mantinguts a 4°C durant 24h i, a
continuacié, inclosos en parafina de forma individual i degudament codificats.
Posteriorment, s’obtingueren 2 talls de 5 mm de cada tumor i foren col locats amb
portaobjectes tractats préviament amb 3-aminopropil trietoxisilan (Sigma
Chemical, Saint Louis, MO). Després de ser desparafinats i hidratats (per
incubaci6 seriada amb xilol, xilol:etanol (1:1), etanol, etanol:aigua destil {ada (1:1) i
aigua destil {ada), les mostres foren tenyides amb hematoxilina i eosina (Sigma
Chemical, Saint Louis, MO). La posterior analisi histologica fou realitzada per dos

anatomopatolegs desconeixedors dels grups experimentals als que pertanyien les
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mostres.

Els parametres macroscopics pels tumors colonics estudiats van ser:

I. Laincidéncia de tumors (nombre d'animals que presentaren algun tumor).

II. La multiplicitat (nombre de tumors per animal).

III. El diametre de tots els tumors extrets, aixi com la seva localitzacié dins el
colon. Per aixo es dividi el colon en dues arees: colon distal (fins a 8 cm del

marge anal) i colon proximal (a partir de 8 cm del marge anal fins al cec).

Aixi mateix, s'anota la presencia de tumors extraintestinals els quals foren

sotmesos al mateix protocol.

Per a l'analisi histologica, els tumors es varen distingir entre adenomes i
adenocarcinomes. Aquests darrers, addicionalment, es varen classificar segons el
grau de diferenciaci6 histologica:

Grau 1= carcinoma ben diferenciat
Grau 2= carcinoma moderadament diferenciat

Grau 3= carcinoma pobrement diferenciat

7.9. ANALISI DEL PATRO D’ACIDS GRASSOS A LA MUCOSA COLONICA

Després de recollir les mostres per a l'estudi dels FCA, i de la resseccié dels

tumors, es practica un raspat de la mucosa.

Rapidament, la mucosa obtinguda es dipositava en criotubs que se submergien
en nitrogen liquid per tal d'aturar qualsevol reaccié enzimatica que podés
provocar alguna oxidacié dels acids grassos. Posteriorment, s'emmagatzemaren en
congelador de -80°C fins al seu processament que mai excedi de dues setmanes

posteriors a la recollida.

L’avaluaci6 es realitza d’acord al procediment utilitzat anteriorment en aquest
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mateix laboratori.’® Les mostres de mucosa van ser vigorosament agitades amb
una solucié de metanol/benze (4:1) durant un minut amb un vortex (Vortex Genie
2, Scientific Industries Inc., N.Y., US.A.). Després van ser homogeneitzades
(PRO.200, PRO Scientific Inc., CT, U.S.A.) i sonicades en un bany d’ultrasons
(Ultrasons, Selecta, Barcelona). A continuaci6, s’hi afegi clorur d’acetil a la mescla
obtinguda per tal de trans-esterificar els AG. La trans-esterificaci6 permet
optimitzar els temps de retenci6 i la quantificacié dels diferents AG a avaluar. Els
solvents organics emprats en aquesta etapa foren evaporats sota atmosfera de
nitrogen a 40°C, fins la sequedat total. El residu que va quedar va ser redissolt

amb 100 m de benzg, i una aliquota d"1 n s’injecta al cromatograf.

Els AG esterificats foren quantificats per cromatografia gas-liquid (Perkin-
Elmer Autosystem Chromatograp, Perkin-Elmer, Norwalk, CT), utilitzant una
columna capiliar de 30 m, d'un diametre intern de 0,25 mm i amb una fase
estacionaria SP 2330 (Teknocroma, Barcelona). L'identificacié i quantificaci6é dels
diferents AG metil-esterificats va fer-se sobre un estandard extern (Sigma
Chemical, St Louis, Misouri, USA) (annex 2). Aquest patré permetria avaluar els
AG des de C16:0 al C24:0 a les mostres problema. Els resultats obtinguts foren
expressats com a percentatge molar del total d’AG presents a la mostra,

menyspreant els pics que representaven menys del 0,5% del total d’AG mesurats.

A més de la quantificacié individual dels diferents AG a cada mostra, les
diferents families d’AG foren agrupades de la segiient manera: AG saturats,

AGMI, AGPI n3 i AGPI n6; aixi mateix es calcula el quocient AA/EPA.

7.10. DIALISI INTRACOLONICA

L'extracci6 in vivo dels eicosanoides del lumen colonic fou realitzada mitjancant

una dialisi intracolonica tal i com es descriu en treballs anteriors del nostre grup.40
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Dotze hores abans de realitzar la dialisi, s’introdui un segment de 8 cm d’un tub
de cel lulosa Visking 8/32 (Medicell International, London, UK), que exerci de
membrana semipermeable, en tampo6 fosfat (pH=7,4). Aixd permetria una total

hidratacié del tub de dialisi i, conseqlientment, una adient mida de porus.

La bossa de dialisi es construi a partir d"un tub multiperforat de poliureta d’1
mm de diametre extern i 8 cm de longitud. En I’extrem proximal s’hi adapta una
connexi6é per xeringa d’un cateter intravends i a l'extrem distal s’introdui una
punta metalica d'1 cm. Ambdos extrems se segellaren amb Araldit®, procurant que
a la part distal si formes una bola petita. A continuaci6, s’introdui aquesta canula,
que actua de suport, a I'interior del segment de tub Visking hidratat. Es lligaren
ambdos extrems amb fil de seda procurant que no sobresortis la membrana de la
canula per evitar qualsevol fricci6 amb la mucosa colonica i se submergi de nou a

la soluci6 de tamp¢ fosfat fins el moment d’utilitzar-la.

Les rates foren anestesiades amb l’administracié intraperitoneal d'1,5 ml/Kg
d’una soluci6 que contenia 23 mg/ml de ketolar, 2 mg/ml de diazepam i 0,2
mg/ml d’atropina. Aquesta dosi anestésica permeté recuperar 'animal al cap
d’una hora. Les rates es mantingueren en posicié dectbit supi sobre una peca de
suro adaptat per aquesta funcié i que permetia fixar-les per les extremitats. A
continuaci6 es comprova que la bossa de dialisi no tenia fugues al omplir-la amb
el liquid de dialisi; si estava correcta, es buida i es diposita de nou en la solucié de
tampo6 fosfat. Quan I'animal estava profundament sedat s'introdui amb suavitat la
totalitat de la bossa de dialisi a l'interior del colon i s’'ompli de nou amb 1 ml del
liquid de dialisi. Aquesta solucié hipertonica de dialisi estava composada per un
0,3% d’albamina serica bovina en una solucié de 120 mmol/l de NaCl i 30 mmol/1
de KHCO3 a pH=7,9. La canula intracolonica es deixa connectada a la xeringa d’1

ml emprada per introduir-hi la solucié hipertonica durant un periode d’una hora.

Passada aquesta hora, s’extragué el liquid de dialisi. El volum de liquid de

dialisi recuperat oscil 1ava entre 90% i el 95% del volum inicial. Posteriorment, es
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procedi a efectuar tres rentats addicionals de la bossa de dialisi amb 1 ml d’aigua
destil lada. Aquests rentats foren dipositats en el mateix tub que contenia la
soluci6 de dialisi recuperada i emmagatzemats a -80°C fins la posterior avaluacié

dels eicosanoides.

Finalment, s’extragué acuradament la canula de l'interior del colon i la rata
Vi BN <7 e . « e1s .
s'allotja a la seva corresponent gabia, efectuant un especial vigilancia de la

recuperaci6 de I'animal.

L’eleccié de la durada de la dialisi (1 hora) fou un compromis entre el temps
necessari per arribar a I'equilibri i els efectes irritants de la bossa de dialisi sobre la
produccié d’eicosanoides al colon.2$95%5 A més, els estudis sobre la produccié
intracolonica d’eicosanoides mitjancant aquest meétode suggereixen que les
mesures fetes reflecteixen la produccié del teixit adjacent in vivo, evitant que
apareguin emmascaraments d’altres trams del budell o pel efecte traumatic que

suposa la recol leccié de biopsies.40.545

7.11. QUANTIFICACIO DELS EICOSANOIDES

7.11.1. Extracci6 liquid-solid dels eicosanoides amb mini columnes C18.

L’extracci6é de les PGE>/E3 i LTB4/Bs dels dialitzats colonics fou feta basant-se
en els meétodes emprats i validats per Powell WS amb algunes modificacions
introduides per Ramis 137438 Aquests meétodes suggereixen uns elevats
rendiments en l’extracci6é conjunta tant de metabolits lipoxigenasics com
ciclooxigenasics (superiors al 90%) en condicions acides amb l'ajut de mini
columnes de fase reversa i utilitzant com a solvent el formiat de metil.38838 Aixi
com una alta reproductibilitat amb un coeficient de variaci6é intraassaig que

oscillaentreel 21iel 5%.

Les mostres, un cop descongelades, foren acidificades a pH 3,15 amb HCl 1N
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amb l'ajut d'un pH-metre (MicropH 2000, Crison Instruments S.A.; Barcelona). A
continuaci6, foren centrifugades a 400 xg a 4°C durant 5 minuts (Medifriger,
Selecta; Barcelona). Els segtients passos consistiren en practicar una cromatografia
liquida de baixa pressi6 amb mini columnes de fase reversa d’octadacidil silica
(Sep-Pak Cis°Plus, Waters Ass.; Massachusetts), el que permeté I'extraccié de

metabolits de polaritat intermedia com fou el cas dels eicosanoides esmentats.

Els Sep-Pak Cis°Plus es connectaren al Supelco Visiprep (Teknocroma,
Barcelona) que facilita I'extraccié de dotze mostres en parallel mitjancant un
sistema de buit. Aquests cartutxos foren activats passant a través d’ells 10 ml
d’etanol i, seguidament, 10 ml d’aigua bidestil iada a pH=3,15. Aquesta darrera
fase es deixa que amarés el Sep-Pak Cis°Plus. Un cop activats els cartutxos, i de
forma gradual, es passaren a través d’ells les mostres i les diferents fases mobils
que extragueren substancies no desitjades i recuperar, finalment, els metabolits
d’interes. Aquest procés, de forma detallada, consisti en:

1.  Els sobrenadants de les mostres centrifugades foren passats a través dels
cartutxos (aproximadament un volum de 3,5 ml per mostra). En aquesta
etapa quedaren retingudes a la fase estacionaria per interaccions
hidrofobiques diferents substancies, entre elles les prostaglandines i els
leucotriens.

2. Amb el proposit d’eliminar sals i proteines retingudes als cartutxos, es
passaren 10 ml d’aigua bidestil iada a pH=3,15.

3.  La segiient fase mobil que flui a través del Sep-Pak Cis°Plus fou 10 ml
d’eter de petroli. D’aquesta manera s’elimina aigua i lipids polars.

4.  Per finalitzar, es va passar 5 ml de formiat de metil, el que arrossega els
eicosanoides a través del cartutx. A diferencia dels passos anteriors, les
fraccions obtingudes foren recuperades en tubs de polipropile

degudament codificats.

A continuaci6, les fraccions foren assecades aprofitant les caracteristiques del
formiat de metil (punt d’ebullici6 de 32°C) amb relativa facilitat. S‘'empra un
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evaporador-secador (Vacuum-Dryer Appligene, Pacisa, Madrid) que treballa a
una pressié negativa de -0,4 bars durant 75 minuts. Qualsevol romanent que
quedés en el tub, principalment aigua provinent de les mini columnes, fou
eliminada sota atmosfera de nitrogen a 20°C. El residu sec obtingut es redisolgué
en 1 ml d’acetonitril (Sigma Chemical, Saint Louis, MO). D’aquesta manera, les
mostres s’emmagatzemaren a -80°C fins que s’efectua la separaci6 per
cromatografia liquida d’alta eficacia (HPLC) dels diferents eicosanoides, aquest

periode de temps mai fou superior a un mes.

7.11.2. Separacio i purificacié de LTB4/Bs mitjancant cromatografia liquida d’alta
eficacia (HPLC).

Per separar els LTBs i LTBs s'utilitza el metode descrit en anterioritat per
Brouard C que permeté una bona resolucié dels temps de retencié entre els dos
isomers i la detecci6 a una longitud d’ona entre 270 i 280 nm.” S’empra un HPLC
Isocratic Lc Punp 250 unit a un detector d"U.V. Spectrometric Detector LC 290 de
longitud d’ona variable (190-300 nm), ambdés de Perkin-Elmer (Norwalk, CT).
Dos-cents ml de les mostres emmagatzemades dissoltes en acetonitril foren
assecades totalment sota atmosfera de nitrogen a 25°C i redissoltes en 200 nl de la
fase mobil emprada per la separacié cromatografica, aquesta consisti en una
solucié d’'H>O/metanol/acetonitril/acid acetic (51:9:39:1, v/v) ajustada a pH=5,6
amb trietilamina. Seguidament, injectaren 20 M de la mostra dissolta en la fase
mobil a una columna de fase reversa Hypersil ODS Cis de 5 mm de porus i de
200x4,6 mm (Teknocroma, Barcelona) unida al HPLC. El flux de la fase mobil fou

isocratic a 1 ml/minut i la longitud d’ona utilitzada per la detecci6 fou 270 nm.

Els temps de retenci6, establerts amb patrons no radioactius de LTBs i LTBs
(Cayman Chemical Co.; Ann Arbor, U.S.A.) a concentracions d'1, 0,11 0,01 ng/ml i
en les condicions metodologiques descrites per les mostres problema, foren de 6,9
minuts pel LTBs i 10,2 minuts pel LTBs (annex 3). Aquesta amplia separaci6 dels
temps de retenci6 entre els dos isomers ens permeté una correcta col leccié de les
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fraccions.

Com a pas preliminar es realitza la validacié de la tecnica mitjancant estandards
no radioactius de LTBs i LTBs (Cayman Chemical Co.; Ann Arbor, U.S.A)).
Considerant que el limit detecci6 a 270 nm d’ambdés isomers en les nostres
condicions experimentals fou de 0,01 ng/ml es procedi a practicar un test de
correlacié amb duplicats de 3 mostres patré de concentracions superiors al limit de
detecci6 (1, 0,11 0,01 ng/ml) i amb duplicats de 3 mostres patré per sota del limit
de deteccio (0,01, 103, 104 ng/ml) que foren separades per HPLC i quantificades
per immunocromatografia, tal i com es detalla més endavant. Addicionalment, es
realitza un test de rendiment per coneixer les possibles perdues de LTBs i LTBs
degudes al procediment cromatografic amb 4 mostres, per ambdés isomers, a una
concentraci6 inicial de d’1 nmg/ml que foren injectades, recuperades i tornades a
injectar a 'HPLC. Els resultats obtinguts del procés de validacié d’aquesta tecnica

estan detallats a 'annex 3.

Les fraccions corresponents a les mostres problema i als standards emprats en el
procés de validacié6 que no foren detectats pel detector d'U.V., per ésser d'una
concentracié inferior a 0,01 ng/ml, es recolliren “a cegues” segons el temps de
retencid establert amb un col lector de fraccions FRAC 100 col lector (Pharmacia
Biotech; Barcelona). Concretament es recolliren fraccions del minut central
establert per cada isomer de LTB i les del minut anterior i posterior. Aixi es
pretenia, per una banda, assegurar-se que no hi havia hagut cap desplacament del
temps de retencié per mostra i, en el cas de mostres molt concentrades, poder
recollir les cues dels pics que quedessin fora del minut central. En qualsevol cas, i
de forma complementaria, cada 10 mostres que foren passades pel cromatograf
s'afegi de nou un control per corroborar els temps de retencio, i si calia, repetir la

separacio.
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7.11.3. Quantificacié per enzim immunoassaig (EIA) de LTB4 i Bs.

La fase mobil en que foren recollides les mostres (1 ml) en I'etapa de separaci6
cromatografica, aixi com les fraccions del minut anterior i posterior, foren
sotmeses a atmosfera de nitrogen a 25°C fins la sequedat total i s'emmagatzemaren
a -80°C. Als dos o tres dies d’haver emmagatzemat la mostra ja es disposava de
suficient nombre de mostres per realitzar un immunocromatograma en una placa

de 96 pous.

L’EIA es realitza amb un kit comercial per detectar LTBs de Cayman Chemical
Co. (Ann Arbor, U.S.A.). Les peculiaritats de la deteccié mitjancant aquest EIA es
basen en I'ts d’'un anticos anti-LTBs/Bs i un anticos anti-LTBs4/Bs unit a
l'acetilcolinesterasa que amb el substrat adient dona un color groc que absorbeix a
una longitud d’ona en un rang de 405 a 420 nm. Aixi, la intensitat de color fou

inversament proporcional a la quantitat de LTBs o LTBs segons les fraccions

avaluades.

Addicionalment, aquest kit comercial aportava dues avantatges substancials
alhora de valorar el LTB4 i el LTBs. La primera fou el reduit limit de detecci6 (2,23
pg/ml), aquesta caracteristica complementa la manca de la detecci6 per
espectrofotometria unida al HPLC. D’altra banda, 1'especificitat de 1’anticos fou
del 100% tant pel LTBs com pel LTBs (taula 7.2), conseqiientment, aixd permetia
utilitzar el mateix kit per valorar ambdés isomers en les mostres que préviament
foren separades per HPLC. En relacié amb aixo, el procediment complert per la
quantificacioé d’eicosanoides fou: extraccio (Sep-Pak C1s°Plus)+

separaci6¢/ purificaci6 (HPLC)+ quantificacio6 (EIA).
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Taula 7.2.: Especificat de 1’anticos anti-LTB, del kit comercial LTB4 EIA kit (Cayman Chemical Co.; Ann
Arbor,MI). Dades aportades pel mateix fabricant:

LTB, 100%
LTBs 100%
6-trans LTB, 39%

6-trans-12-epi-LTBs  0,7%
20-hidroxi- LTBs 0,5%
5(S)-HETE 0,03%
20-carboxi LTB4 <0,01%
5(S), 12(S)-DiHETE <0,01%

12(S)-HETE <0,01%
15(S)-HETE <0,01%
LTC; <0,01%
LTE, <0,01%
LTD, <0,01%
LTF, <0,01%

Les mostres seques provinents de l'etapa de separacié/purificacié foren
redissoltes en 125 nl del tampd aportat pel fabricant del kit i agitades
vigorosament durant 5 minuts amb I'ajut d'un vortex. Aquesta redissoluci6
comporta una diluci6 1:6,25 respecte a la concentracié del liquid de dialisi i permet
la quantificaci6é dels LTB a la zona de maxima linearitat de la corba patr6é (annex
5). Es configuraren plaques de 96 pous per valorar el LTB4 i altres per valorar el
LTBs. Les corbes patré foren formades a partir de standards de LTBs o LTBs
(Cayman Chemical Co; Ann Arbor, MI, U.S.A.) segons corresponia per 1'isomer a
valorar. En general, la realitzaci6 de I'EIA s’ajusta a les especificacions del
fabricant. La lectura fou realitzada mitjangant un lector de plaques (Anthos Labtec,

Salzburg, Austria) a 405 nm.
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Cal esmentar que tant les mostres patré com les mostres problema no
detectades per l'espectrofotometre del HPLC foren quantificades per EIA (annex

3).

7.11.4. Separacié i purificacié de PGE: i PGE; mitjancant HPLC.

La separaci6 i purificacio de la PGEz i la PGE3 fou realitzada per la metodologia
descrita per Terragno A.4% S’empra el mateix sistema d’"HPLC adaptat a un lector
espectrofotometric que el descrit en la separacié i purificaci6 de LTBs4/Bs, a
excepcié de la columna, que en aquest cas fou una columna de fase reversa
Kromasil 100 Cis de 5 mm de porus i d'una mida 150x46 mm (Teknocroma,
Barcelona). La fase mobil fou H3PPO4/ acetonitril (67,2:32,8, v/v) a pH de 2,6, el flux

fou isocratic d’1 ml/minut i la detecci6 fou feta a una longitud d’ona de 196 nm.

Dos-cents m de les mostres emmagatzemades dissoltes en acetonitril,
procedents de l'etapa d'extracci6, foren assecades totalment sota atmosfera de
nitrogen a 25°C, es redissolgueren en 200 m de la fase mobil i injectaren 20 ni a la

columna del HPLC.

En aquestes condicions cromatografiques el temps de retencié per la PGEs
s’establi a 6,12 minuts i per la PGE:2 en 9,36 minuts (annex 4). L’ampli interval en
el temps de retenci6 entre ambddés isomers permeté una bona
recuperacié/ purificacié. S’obtingueren dues fraccions, una per obtenir la PGE; i
una altra per obtenir la PGEs, de totes les mostres amb 1'ajut del collector de
fraccions FRAC 100 collector (Pharmacia Biotech; Barcelona). A la vegada, es
recuperaren eluats del minut anterior i del minut posterior, de la mateixa manera
que es feia pels LTBs/Bs. Cada 10 mostres que foren passades a través del
cromatograf s’introdui un patré per controlar si es produi alguna alteraci6 en els
temps de retenci6; donat el cas, es repeti la separaci6 de les mostres afectades.
L’establiment dels temps de retenci6 esmentats, la validacié i la rendibilitat
metodologica es realitza mitjangant patrons no radioactius de PGE: i PGEs
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(Cayman Chemical Co.; Ann Arbor, U.S.A.). El limit de detecci6é a 195 nm per
ambdos isomers prostaglandinics fou 0,025 ng/ml. Es realitza un test de correlacié
amb 6 patrons: 3 amb concentracions superiors al 1imit detecci6 (0,1, 0,05 i 0,025
nmg/ml) i 3 que foren quantificades per EIA un cop separades per HPLC (0,025,
12,5x10-3 i 6,25x10-® ng/ml). D’altra banda, tal i com es descriu pels leucotriens, es
realitza un test de rendibilitat amb un patré d'una concentracié 0,1 ng/ml per
ambdés isomers. Els resultats obtinguts en el procés de validacié soén descrits a

I'annex 4.
7.11.5. Quantificacié per enzim immunoassaig de PGE: i Es.

Per la quantificaci6 dels dos isomers prostaglandinics s’utilitza un EIA
comercialitzat per Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, US.A)). Aquest
immunoassaig competitiu es basa en el mateix principi que el descrit pel kit de
detecci6 dels LTBs/Bs. L’anticos policlonal mostra una reactivitat creuada
(especificitat) del 100% entre la PGE; i la PGEs (taula 7.3). El limit de detecci6 es
xifra al voltant de 100 pg/ml. Aixi, novament, el sistema Sep-Pak C18°Plus+

HPLC+EIA aporta un major sensibilitat en la mesura de PGE2/ Es.

El desenvolupament de la placa de 96 pous s’ajusta a les especificacions del
fabricant. Els eluats de les mostres problemes i els patrons destinats al test de
correlacié (aixi com les fraccions pertanyents als minuts anteriors i posteriors)
foren assecades totalment sota atmosfera de nitrogen a 25°C. A continuacié foren
redissoltes en 125 Ml amb el tamp6 de I'EIA, el que constitui una dilucié 1:6,25
respecte a la concentracié del liquid de dialisi. Es configuraren plaques de 96 pous
destinades a 'avaluaci6 de la PGE: i altres per la PGE3; amb les respectives corbes
patré a partir d’estandards no radioactius (Cayman Chemical Co.; Ann Arbor, MI,
U.S.A)). Totes les mostres foren valorades per duplicat. La lectura es realitza a 405
nm amb un lector de plaques (Anthos Labtec, Salzburg, Austria). La diluci6
emprada permeté fer una lectura de les mostres en el tram lineal de la corba patré
(aproximadament en el 80% central de la corba) (annex 5).
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Taula 7.3.: Especificat de 1’anticos anti-PGE, del kit comercial PGE, EIA kit (Cayman Chemical Co.; Ann
Arbor,MI). Dades aportades pel mateix fabricant:

PGE; 100%
PGE3 100%
PGE; 6,2%
15-ceto PGE; 5%
PGF», 5%
PGFs, 0,01%
PGA; <0,01%
PGA; <0,01%
PGB, <0,01%
PGB> <0,01%
PGD» <0,01%
PGF1, <0,01%
6-ceto PGF1, <0,01%
13,14-dihidro-15-ceto PGF2, <0,01%
TXB2 <0,01%

7.12. ANALISI ESTADISTICA.

L’analisi estadistica va ésser realitzada utilitzant el paquet estadistic SPSS per
Windows 6.0 (SPSS Inc; Chicago, Illinois, U.S.A.). Els resultats s’expresaren com a

mitjanaterror estandar de la mitjana (ES), o com a percentatjes.

Per la comparaci6 de les variables qualitatives s’utilitza la prova de la c2i el test
exacte de Fisher. Per la comparaci6é de les variables quantitatives parametriques
s’utilitza 1'analisi de la varianga d’un factor (ANOVA), amb contrastos a posteriori
mitjancant el test de Bonferroni. D’altra banda, quan no es compliren les
condicions d’aplicaci6 de 'ANOVA s’utilitza test no parametric de Kruskall-
Wallis i el test de la U de Mann-Whitney pels contrastos a posteriori. El criteri
adoptat de significaci6 estadistica fou de p<0,05.

134



Material i meétodes

Finalment, per valorar la existéncia de correlaci6é estadistica entre els nivells
dels diferents isomers d’eicosanoides avaluats i els seus respectius precursors (AA
o EPA), s’empra el test de correlacié lineal de Pearson per les comparacions
parametriques, i el test d’Spearman per les comparacions no parametriques. Aixi
mateix, es va avaluar 1'ajust a models no lineals dels que es va triar el que

presentava la r> més elevada.
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