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I. OBJECTIUS I DISSENY EXPERIMENTAL




Objectius i disseny experimental

La hipotesi principal del treball, aqui presentat, és:

L’oli d’oliva i I’0li de peix son capacos de modular el

desenvolupament del cancer colorectal.

Aquesta hipotesis I’hem subdividit en els seglients objectius:

A. Determinar l’efecte de 1’oli d’oliva i 1’0li de peix en la induccié de la

diferenciaci6 cel-lular en el cancer colorectal.

B. Determinar l’efecte de 1’oli d’oliva i de 1’0li de peix en la inhibicié de

la proliferacié cel-lular en el cancer colorectal.

C. Determinar l’efecte de 1’oli d’oliva i de l’'oli de peix en la inducci6 de

I’apoptosi cel'lular en el cancer colorectal.

D. Determinar el paper dels acids grassos en els efectes produits pels

olis.



Objectius i disseny experimental

Disseny experimental

Per respondre els diferents objectius s’han plantejat els seglients estudis:

Estudis in vitro

Objectiu A i D:
Estudis de diferenciacié cellular. Determinar el grau d’expressio de
diferents marcadors de diferenciacio en linies d’adenocarcinoma colorectal

huma.

Objectiu B i D:
Estudis de proliferacio cel'lular. Determinar el grau de proliferacio cel-lular
mitjancant la incorporacié de timidina en linies d’adenocarcinoma

colorectal huma.

Objectiu C1i D:
Estudis d’apoptosi celllular. Determinaci6 de canvis morfologics
indicadors de 'apoptosi. Estudis dels gens implicats en aquesta apoptosi a

nivell de RNA i de proteina.

Estudis in vivo

Objectiu C:
Estudis d’apoptosi cel'lular. Determinacioé del grau d’apoptosi en el colon

de rates tractades amb azoximeta.
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I1.I. El1 cancer colorectal

El cancer colorectal és la segona causa de mort per cancer en ’hemisferi
oest!-3. Importants diferéncies regionals tant en la incidéncia com en la
mortalitat*, rapids augments en el nombre de casos en diferents nacions?,
i ladaptacio de poblacions immigrants a la incidéncia dels paisos
d’acollida®, suggereixen que el desenvolupament del cancer colorectal és el
resultat d'una estreta interrelacio entre factors geneétics i mediambientals.

Dels factors mediambientals, la dieta i 1’estil de vida semblen estar entre
els més importants’9. Aixi, mentre que la carn vermella, la grassa
saturada i el greix animal, els hidrats de carboni refinats, ’alcohol i una
elevada ingesta energética semblen afavorir el desenvolupament del cancer
colorectal; la fibra dietética, la fruita, els vegetals, el calci, el folat, i les
vitamines antioxidants podrien estar associades a una disminucio del risc

de desenvolupar aquest tipus de cancer.

En la progressio del cancer colorectal es produeix una série de estadis
clinics i histopatologics que van des de lesions uniques a la cripta passant
per petits tumors benignes (anomenats polips adenomatossos) fins als
cancers malignes (anomenats carcinomes)10.

La carcinogenesis colorectal es caracteritza per la successiva acumulacio
de mutacions en gens determinants en el control del creixement i la
diferenciacio de les cellules epitelials. La inestabilitat gendomica (que
descriu condicions que perpetuen una amplia i repartida peérdua de
integritat del DNA) és basica en la progressio de la carcinogénesis
colorectal.

Fins al moment s’han identificat dues vies principals, aparentment

independents, d’inestabilitat genomica'" '

. La primera, i més comu, es
caracteritza per la inactivacio sequiencial de gens onco-supressors com
APC, p53, DCC, SMAD2 y SMAD4. Els tumors que es generen a través

d’aquesta via, anomenada via _supressora, mostren inestabilitat

cromosomica (Chromosomal INstability-CIN) amb freqiientes anomalies
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citogenétiques i pérdues alléliques”. Les alteracions d’aquesta via
expliquen aproximadament el 835% dels cancers colorectals.
L’esdeveniment genétic més primerenc i prevalent identificat, és la
inactivacio bial-lélica per mutacions del gen Adenomatous Polyposis Coli
(APC) que causa l'aparicio de polips i segueix amb mutacions activadores
de l'oncogen K-ras en el adenoma avancat aixi com una acumulacio
d’alteracions de DCC, etc. que culminen amb una mutaciéo biallélica
inactivadora de p53 durant la transici6 a malignitat. El paradigma
d’aquesta via el constituiria el Sindrome de la Poliposis Adenomatosa
Familiar (PAF) que ¢és degut a alteracions de la linia germinal del gen APC.

La segona via, anomenada via mutadora, presenta una inestabilitat de

microsatel-lits (Micro Satellite Instability-MSI) amplia i general i es
caracteritza per una acumulacio de alteracions somatiques al llarg de
sequéncies simples i repetitives (microsatellits). Algunes d’aquestes
alteracions es presenten en regions codificadores de gens implicats en la
progressio tumoral, como son TGFpRII, IGFIIR, hMSH3, hMSH6, y BAX1417,
La inestabilitat de microsatellits és el resultat de mutacions!® o
metilacions de zones promotores de gens reparadors del DNA!! (mismatch
repair genes o MMR). Les mutacions de la linia germinal d’aquests gens
constitueixen la base dels pacients amb el sindrome de Lynch, que

representen entre el 2-3% aproximadament dels cancers colorectals.

I1.II. Composicio dels acids grassos i dels olis

Els acids grassos estan formats per una cadena d’hidrats de carboni i per
un grup carboxil terminal. Els acids grassos més comuns tenen entre 12 i
22 atoms de carboni (C12-C22). Quan cada un dels atoms de carboni,
exceptuant els dos terminals, estan units a dos atoms d’hidrogen, a
aquests acids sels anomena saturats. Quan dos atoms de carboni
adjacents tinicament estan units a un atom d’hidrogen cada un, entre els
carbonis es forma un enllac doble. Aquests acids grassos s’anomenen

insaturats. Si la cadena conté un unic doble enllag, parlarem d’acids
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grassos monoinsaturats (MUFA) i si la cadena conté més d’un doble enllac

seran acids grassos poliinsaturats (PUFA)19 (figura 1).

Saturat

16 14 12 10 8 6

Acid palmitic
\/\/\/\/\/\/\/\COOH (Hexadecanoic acid)
Monoinsaturat
JAYAVAVANWAVAVAVAN T
— COOH (181 n-9)
Poliinsaturat
18 16 14 8 6 4 )
\/\/\_ /\/\AA Acid linoleic
-/ \= COOH (18:2 n-6)
13 12 10 1

COOH

/\_/\_/\_/\_/\_/\_A/1 Acid docosahexaenoic

22 20 19 17 16 (22:6 n-3)

/\ A /\ /\ /\_/\/\ Acid eicosapentenoic

20 1817 15 14

Figura 1: Estructura quimica dels acids grassos

Els acids grassos saturats, aixi com la majoria dels acids grassos
monoinsaturats, poden ser sintetitzats en diferents teixits del cos a partir
de precursors no grassos, com la glucosa o els aminoacids. En les

persones que ingereixen una dieta occidental amb un elevat contingut en
grassa, aquesta sintesi d’acids grassos és minima o inexistent. Per altra

banda, els mamifers no sén capacos de sintetitzar 1’acid linoleic (18:2n-6)
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ni ’alfalinolenic (18:3n-3) i és per aquest motiu que aquests acids grassos

poliinsaturats s’anomenen acids grassos essencials.

La ingesta de l’acid oleic (18:1n-9) suposa aproximadament entre el 8 i el
15 % de la energia de la dieta occidental. L’aportaciéo energetica de l’acid
linoleic és del 7-8 % mentre que la de l'alfalinolenic és del 0.3-0.4%:20. Un
cop ingerits, aquests acids grassos de 18 carbonis soén desaturats i
elongats a acids de 20 carbonis. Aixi, 1’acid oleic sera convertit a acid
eucosatrienoic (ETA), el linoleic a acid araquidonic i l’alfalinolenic a
eicosapentaenoic (EPA), docosahexaenoic (DHA) i docosapentaenoic?!.
Degut a la poca ingesta de l’alfalinolenic a la nostra societat, la major
aportacio d’EPA i de DHA prové directament del consum de peix ric en

aquests acids, com la tonyina i les sardines.

Els diferents olis de peix varien la seva composicié segons l'espécie de on
s’han obtingut. Pero tots tenen com a caracteristica comu un contingut
significativament meés alt en acids grassos de la familia n-3 amb 20 o més
carbonis que els olis procedents de mamifers i d’aus. Els suplements
nutricionals d’oli de peix comercials contenen aproximadament un 18%

d’EPA i un 12% de DHA.

La composicio de l'oli d’oliva consta d'un 99.02 % d’acids grassos, 0.04%
d’aigua i de 0.04% d’hidrats de carboni. Les quantitats de greixos i
components d’aquest oli depenen de les diferents varietats d’olives aixi
com de la maduresa, del tipus de sol i de la humitat. En general, els valors
mitjans de la composicioé dels acids grassos soén: Acids grassos saturats
16% (Miristic, Palmitic, Estearic i Arcaic), acids grassos monoinsaturats
72% (Palmitoleic, Oleic), acids grassos poliinsaturats 12% (Linoleics,

Linolénics).
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I1.II1I. La diferenciacio cel-lular

La diferenciacio cel'lular és un procés complex associat a la sortida del
cicle celllular i l'entrada a wunes vies alternatives on la ceéllula
desenvolupara unes funcions molt més especialitzades?2. En el colon, tal i
com passa a lintesti prim, les céel-lules epitelials s’originen a partir de
ceél'lules mare localitzades a la base de la cripta. Aquestes cellules
migraran de la zona proliferativa cap a les zones apicals mentre es van

diferenciant (figura 2).

| Cél-lules en copa
(1 Cél-lules Enteroendocrines

@ Cél-lules germinals
Cél-lules Paneth .o O Ceél'lules en divisié i transit
0O Cél-'lules plenament diferenciades

INTESTi O Apoptosi, necrosi

Figura 2: Morfologia de la cripta colonica

Per estudiar les funcions dels enterocits intestinals, la utilitzacio de
cultius cel'lulars de la linia cel'lular d’adenocarcinoma colorectal Caco-2
han esdevingut un bon model, ja que aquest tipus de cel'lules tenen la
capacitat d’expressar nivells relativament alts d’enzims caracteristics de

les microvellositats (“brush-borders”) intestinals23. Morfologicament les
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cel'lules Caco-2 es diferencien formant columnes cel-lulars polaritzades
unides per unions adherents (“tight juctions”) amb un microvil'li ben
desenvolupat a la seva membrana apical. La diferenciacio de les céllules
Caco-2 per efecte del contacte, provoca la pérdua de la seva capacitat
proliferativa i ’expressiéo d’enzims caracteristics de lintesti prim com la

Sucrasa-Isomaltasa (S-I) i la Dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV).

II.IV. Homeostasi del teixit epitelial

La constant renovacié de l’epiteli colonic depén dun equilibri estretament
regulat entre la pérdua cellular deguda a 1’ apoptosi o mort cellular
programada i la generacié de noves ceéllules?4. L’alteracio d’aquesta
homeostasi produiria el desenvolupament de tumors colorectals. Una
acumulacio de ceél'lules, degut a un augment del grau de proliferacié o a
un defecte en l'apoptosi, seria la base del desenvolupament d’aquests
tumors?5 26, De fet, els adenomes colorectals tenen un grau de proliferacio
meés elevat que el de la mucosa normal, i aquest augmenta en la
progressio d’adenoma a carcinoma. Al mateix temps, mentre que en
adenomes el grau d’apoptosi és clarament superior al del teixit normal, en
el carcinoma establert aquest és inferior al de 'adenoma. Els carcinomes
colorectals presenten un index elevat de proliferacié al mateix temps que
presenten una atenuacié en l’apoptosi, fet que provoca que hi hagi un
desequilibri en la balanca entre el guany i la pérdua cel-lular provocant el

creixement net del tumor?”.

L’apoptosi és un procés essencial en la regulacié del nombre de céllules
epitelials. Es un mecanisme crucial per prevenir que cél'lules danyades o
mutades sobrevisquin i es divideixin, provocant un augment del nombre
de cel'lules mutades, les quals, acabarien contribuint en el procés de la
carcinogeénesi colorectal. L’apoptosi és una forma de mort cellular que
succeeix en condicions fisiologiques normals, la cellula participa

activament en la seva destruccio.

10
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Una ceél'lula en apoptosi presenta unes caracteristiques morfologiques i
bioquimiques especifiques. Aquestes inclourien agregacio de la cromatina,
condensacio nuclear i citoplasmatica, particio del citoplasma i del nucli en
petites vesicules de membrana (cossos apoptotics). Els cossos apoptotics
contenen ribosomes, mitocondries i material nuclear morfologicament
intactes (figura 3). In vivo, els cossos apoptotics son fagocitats rapidament
pels macrofags o per céllules epitelials adjacents sense provocar cap tipus

de resposta inflamatoria.

|ntaot membranes

fo@aﬁ 4

nuclear changes apoptotic bodies

normal condensation (cell blebbing) | fragmentation secondary necrosis

Figura 3: Il'lustracido de les caracteristiques morfologiques de l'apoptosi

(Guide to Cell Proliferation and Apoptosis Methods, Boehringer Mannheim)

S’han descrit dues vies principals d’activacié dels processos apoptotics: la

via del receptor de mort cel'lular o via extrinseca, activada per la uni6 de

certs factors de mort (TNF-a, Fas lligant, TRAIL) al receptors de mort de la

membrana plasmatica i la via de la mitocondria o via intrinseca activada

per diferents estimuls?28. 29,

L’activacié d’aquestes dues vies d’apoptosi provoca una série de processos
moleculars i bioquimics que culminen en un mecanisme comu. Aquest
consisteix en l'activacio d’ un sistema proteolitic que involucra la familia
de proteases anomenades caspases. Aquests enzims participen en una
cascada que finalitza amb el tall de diferents substrats claus de l'interior

de la cel'lula provocant la desintegracio d’aquesta (figura 4).

11
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VIA EXTRINSECA

O~

-

VIA INTRINSECA

Receptor de

A4

NUCLI

Caspasa executora

(-3,-6,-7)

Dianes nuclears:
Laminines
PARP
DNAses

|

mort /
MITOCONDRIA
Proapoptotic | Antiapoptoétic
Bax, Bak Bcl-2, Bel-x.
Caspasa
iniciadora (-8,-10) .
Bid Increment

permeabilitat

Citocrom-c | Sortida

|

Citocrom-c
APAF-1

Fragmentacio
ADN

Dianes citoplasmatiques:
Fodrina, Gelsolina,
Vimentina,Rb,STAT1,RIP,FAK

APOPTOSI

/

Caspasa-9

Apoptosoma

Figura 4: Esquema de les vies apoptotiques

La via de la mitocondria es caracteritza per la permeabilitzaci6 de la

membrana mitocondrial externa (PMME). Aquest mecanisme permet que

les proteines segrestades a l’espai intermembrana, entre la membrana

mitocondrial interna i l'’externa, siguin alliberades al citosol provocant

l'apoptosi. La via mitocondrial esta regulada tant en processos anteriors

com posteriors a la

PMME.

Abans de la permeabilitzaci6 de la membrana mitocondrial trobem

involucrats els membres de la familia de Bcl-2, dividits entre els

antiapoptotics (prevenen PMME) i els proapoptotics (promouen la PMME).

12
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Aquestes proteines estan formades per quatre dominis (BH1, BH2, BH3 i
BH4). Les proteines proapoptotiques amb multiples dominis Bax i Bak,
semblen ser un prerequisit per la PMME, formant directament obertures
de mida indeterminada a la membrana mitocondrial externa3®. Ambdues
proteines, en la majoria de cél'lules, estan en la forma no funcional i la
seva activacio esta desencadenada per altres proteines, incloent un grup
de proteines “BH3-only” (proteines de la familia de Bcl-2 que unicament
estan formades pel domini BH3) com per exemple Bid. Aquesta activacio,
actualment encara poc coneguda, esta inhibida per les proteines
antiapoptotiques de la familia de Bcl-2, Bcl-2 i Belxy, les quals segresten
les proteines activadores39.

El balanc¢ entre les proteines proapoptotiques i antiapoptotiques d’aquesta
familia és el responsable de la permeabilitazcié mitocondrial que permet
I’alliberacié del citocrom-c. Un cop al citosol, el citocrom-c s'uneix i activa
Apaf-1 (“apoptosi activating factor”) i junts s’uneixen i activen la
procaspasa-9 formant un complex anomenat apoptosoma. La caspasa 9
activa pot tallar i activar la caspasa executora 3, proteina que acaba

desencadenant el procés apoptotic.

En la via extrinseca, un cop unit el lligant al receptor, aquest s’uneix a
proteines adaptadores amb dominis citosolics capacos dunir-se a la
caspasa iniciadora 8. La caspasa 8 acaba activant la caspasa 3
desencadenat l'apoptosi. Per altra banda, la caspasa 8 actua sobre la
proteina Bid tallant-la i originant la forma tBid. Aquesta proteina tallada

interrelaciona les dues vies activant la proteina proapoptotica Bax31.

II.V. Paper de COX-2 en el cancer colorectal

La cicloxigenasa (COX) és un enzim imprescindible que catalitza un punt
clau de la formacio de les prostaglandines. Hi ha descrits dos isoenzims

principals de COX: COX-1 i COX-2. COX-1 és considerat el gen

13
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“housekeeping” de la biosintesi de prostaglandines el qual s’expressa
constitutivament en la majoria dels teixits del cos. COX-2 normalment no
s’expressa en la majoria de teixits pero és induit per efecte de diferents
estimuls. COX-2 pertany a una classe de gens coneguts com “gens d’accio
immediata” ja que en resposta a factors de creixement, citocines i
promotors tumorals s’expressen de forma rapida i transitoria32.

Eberhart et al van documentar per primer cop una sobreexpressio de
COX-2 en el 85% dels carcinomes colorectals i aproximadament en un
50% dels adenomes colorectals. En canvi, en aquestes mateixes mostres,
I'expressio de COX-1 no variava entre la mucosa normal i el carcinomas33.
Per altra banda, COX-2 pot facilitar la progressiéo del cancer colorectal
mitjancant l’estimul de la proliferacié i la supervivencia cellular34, la
invasiviat tumoral35, i la produccio d’agents angiogénics en cel-lules de
cancer colorectals®.

Hi ha diverses evidéncies cliniques que demostren una reduccio del risc de
cancer de colon en aquells individus que reben inhibidors de COX.
L’evidéncia més destacada van ser uns estudis realitzats amb pacients
amb FAP (poliposi adenomatosa familiar) que rebien sulindac. Es va
demostrar que aquests pacients reduien substancialment la mida i el
nombre dels polips colonics i que aquesta tendéncia es revertia quan es
finalitzava el tractament37-39. En diferents models animals, utilitzats per
l'estudi del cancer colorectal, com el del ratoli ApcMir, ratoli knock-out
Apc®716 i el de rates tractades amb azoximetda, s’ha demostrat que la
utilitzacio inhibidors especifics de COX-2 aixi com de generals tenen un
potent efecte supressor del creixement cel-'lular del cancer colorectal40-42,
S’ha observat que la prostaglandina E> (PGEg), producte de COX-2, té
efectes procarcinogénics. En ceél'lules de cancer colorectal humanes, el
tractament amb PGE; provoca un increment en els nivells de Bcl-2 i una
reducci6 en els index apoptotics34. En cél-lules epitelials de l'intesti de rata
manipulades per sobreexpressar COX2, s’observa una important expressio
de la proteina Bcl-2 i una forta resisténcia a la mort per apoptosi induida

pel tractament amb butirat (acid gras de cadena curta)*3. Aquestes dades

14
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suggereixen una interaccio entre COX-2 i Bcl-2 pel control de la

superviveéncia cel-lular.

II.VI. Influéncia dels acids grassos en el cancer colorectal

Actualment la naturalesa i l’extensio en la relaci6 entre el cancer
colorectal i cada nutrient especific esta per definir. Dins dels diferents
nutrients que afavoririen el desenvolupament del cancer colorectal, el
greix sembla ser un dels components dietétics més determinant. De fet,
d’acord amb multitud d’estudis cas-control, epidemiologics i
experimentals, l'associacio entre la grassa saturada i la animal amb el
cancer colorectal sembla bastant solida*4 45.

Per altra banda, els acids grassos no saturats semblen tenir efectes
clarament diferents. Aixi doncs, hi ha estudis que suggereixen que el tipus
d’acid gras és més decisiu en el risc de desenvolupar cancer colorectal que
la quantitat total de grassa consumida%>. 46,

Mentre que estudis cas-control i de cohorts prospectius no han pogut
demostrar una associacié consistent entre la ingesta dels acids grassos
poliinsaturats n-6, com l’acid linoleic (C18:2), i un major risc de cancer
colorectal, alguns estudis experimentals suggereixen una associacio
significativa, particularment en els estadis postiniciaci6 i promocio#7-50.
L’acid linoleic és l'acid gras més consumit als E.E.U.U. i en algunes parts
de Europa, on la incidéncia de cancer colorectal esta entre les més altes
del mon*. Aquest relativament elevat consum de ’acid linoleic en aquestes
regions es produeix a expenses d’altres acids grassos del tipus n-3 i n-9.
Per altra banda, encara que en algunes zones com les regions
mediterranies i com Groenlandia i Finlandia tenen dietes amb un alt
contingut en grasses, la incidéncia del cancer colorectal es manté
relativament baixa3 51. Una important diferéncia dietética entre les regions
mencionades i la resta dels paisos occidentals, és l’elevat consum de peix i
oli de peix en les paisos nordics>? i d’oli d’oliva i peix en els paisos de la

conca mediterrania 53-55.
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Alguns estudis epidemiologics i de cas-control han mostrat un efecte
protector dels acids grassos n-3 sobre el desenvolupament del cancer i per
aquest motiu han recomanat modificar la dieta i substituir el maxim
possible les carns riques en greix per peix °¢ 57, En models animals també
s’ha documentat un efecte protector d’aquests acids grassos. En rates
tractades amb azoximeta, una dieta rica amb oli de peix provocava un
increment en 'apoptosi i en la diferenciacio cel'lular, efectes no observats
en rates que havien rebut una dieta rica en blat de moro (majoritariament
n-6)46, Aquesta proteccio va ser detectada tant en l’estadi d’inici com en el
de promocio de la carcinogénesi colorectal>0.

Alguns dels potencials mecanismes pels quals 1’oli de peix podria exercir el
seu efecte protector comencen a ser dilucidats. Loli de peix indueix
I’apoptosi i disminueix la mitosi i la proliferacio cel'lular en rates tractades
amb carcinogen®8. Aquests mateixos efectes s’han observat en rates sanes
que rebien dietes riques en acids grassos n-3 (EPA i DHA) i en voluntaris
sans que van ingerir suplements orals doli de peix®. Aquestes
observacions podrien indicar la gran importancia d’aquests acids grassos
com agents preventius del cancer colorectal®. L’acid eicosapentaenoic
sembla activar inhibidors de cinases ciclina-depenents com p21
(wafl/cipl), p27, pS7, pl9 i proteines especifiques d’aturada del
creixement en linies cel'lulars de cancer colorectal®!.

Encara que molt menys estudiat, alguns estudis han suggerit un efecte
potencialment protector de l'oli d’oliva sobre el desenvolupament del
cancer colorectal. Aixi, un estudi ecologic que va utilitzar bases de dades
de 28 paisos de tot el mon®2, i un estudi cas-control realitzat al sud
d’Europa®3, avalarien aquesta hipotesis. En un model animal d’inducci6
de cancer colorectal per Azoximeta, dietes amb un contingut molt elevat
de grassa en forma d’oli doliva no van tenir un efecte promotor de
tumors®. En un estudi realitzat en el nostre grup, vam poder observar
que tot i administrar una dieta amb quantitats molt menors de grassa (5%
d’aportacio lipidica), les rates que van rebre oli d’oliva com a principal
aportacio de grassa, van desenvolupar molt menys tumors que les rates

que van ser alimentades amb oli de cartam (ric en acid linoleic)®>. En el
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mateix estudi s’observa una disminucio de la formacio de focus de criptes
aberrants, suposadament precursores dels tumors colorectals, tant en els
animals que van rebre oli d’oliva com oli de peix®5.

Tot i ser l’acid oleic (C18:1, n-9) el component més abundant de 1’oli
d’oliva, aquest conté altres substancies que han estat identificades com a
possibles agents quimiopreventius: alfa-tocoferols, esqualé i antioxidants.
No és del tot clara la implicacié de l’acid oleic en el desenvolupament del
cancer colorectal. Hi ha algun estudi que va observar un potent efecte
inhibidor del creixement cellular en les ceéllules d’adenocarcioma
colorectal HT-29 per part de l'oli d’oliva. Aquest efecte era molt menor
quan s’administrava acid oleic®®. També s’ha observat que l’acid oleic té
capacitat d’inhibir la formaci6 de metastasi pulmonars desenvolupades

després d’implantar cél'lules Co26Lu en ratolins®?.
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Materials i Métodes

ESTUDIS IN VITRO

II1.I. Cultius cel-lulars

En els diferents experiments realitzats s’utilitzen dues linies
d’adenocarcinoma colorectal huma: Caco-2 i HT-29. Ambdues linies
cel'lulars tenen la capacitat de diferenciar-se quan estan sotmeses a
diferents condicions, per exemple les cél-lules Caco-2 es diferencien per
contacte i les HT-29 per manca de glucosa al medi.

Els medi de cultiu per les cellules Caco-2 consta de volums iguals de
Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM) i F12 (HAM) amb un 20% de
sérum fetal bovi (FBS), 1% d’aminoacids no essencials, 100 U/mL de
penicil'lina i 100 pg/mL d’estreptomicina (Biological Industries Co., Beit
Haemek, Israel). En el cas de les ceél'lules HT-29, aquest esta format per
DMEM amb un 10% de FBS, 1% d’aminoacids no essencials, 100 U/mL
de penicillina i 100 pg/mL d’estreptomicina (Biological Industries Co.,
Beit Haemek, Israel). Els cultius cel'lulars creixen en un incubador a 37°C

amb un 5% CO» i humidificat.

II1.II. Suplements dels cultius cel-lulars

Els diferents suplements utilitzats son: oli de peix, la composicio del qual
és majoritariament els acids grassos n-3 poliinsaturats eicosapentanoic
(EPA) i docosahexaenoic (DHA) (Scientific Hospital Supplies International
Limited, Liverpool. UK); oli d’oliva, del qual un 70% és acid oleic; acid gras
n-9 (Aceites Borges Pont, SA, Tarrega, Espanya); etanol absolut; acid
oleic-BSA (complexat amb albumina); acid linoleic-BSA i albumina lliure
d’acid grassos (BSA) (Sigma Aldrich, St Louis, MO). DHA, EPA, acid
linoleic (LA) i acid oleic (OA) dissolt amb etanol (Cayman Chemicals, Ann

Arbor, MI).
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L’oli de peix i l'oli d’oliva s’emulsionen amb etanol del 95% i es dilueixen
en tampo fosfat sali (PBS) fent que la concentracié final d’ etanol que
reben les cellules sempre sigui inferior al 0.2%. Les ceéllules
suplementades amb control reben la mateixa concentracié d’ etanol diluit
amb PBS. Les dilucions de treball es mantenen a 4° C. Per tractar les
cellules, es fa un vortex de les dilucions durant 10 segons i

immediatament es dispensen sobre els cultius.

En el cas dels estudis amb acids grassos complexats amb albumina,
s’utilitza com a control albumina dissolta amb Dulbeco’s phosphate

buffered saline (DPBS) tal com esta dissolt ’acid oleic i el linoleic.

En els experiments que les cellules reben com a suplements els acids
grassos diluits en etanol, les céllules control reben una quantitat
equimolar d’etanol. En aquests casos el suplement es dispensa
directament de les aliquotes estoc al mateix moment de posar el medi de

cultiu.

En tots els experiments la concentracio dels diferents suplements

utilitzada és de 200uM.

IIL.III. Assaig d’incorporacié de Timidina [°*H]

Es sembren 100.000 cél'lules per pou en plaques de 6 pous (Corning Inc.,
Corning, New York) i es deixen adherir durant una nit. Posteriorment, les
ceél'lules es sotmeten durant 24 h a medi sense sérum per tal de
sincronitzar els cultius. Passat aquest temps les cél'lules reben el medi
complet juntament amb el corresponent suplement. Quatre hores abans
de la recollleccio de les céllules, s’afegeix als pous 2uCi timidina [3H]
(Amersham Biosciences). A les 4, 24 i 48 h posteriors a la primera

suplementacio es realitza ’assaig d’incorporacié de timidina. Les ceél-lules
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es renten un parell de vegades amb PBS fred. Per tal de precipitar els
acids nucleics, les cél-lules es resuspenen amb una barreja de 5% acid
tricloracetic (TCA)/ 1% pirofosfat sodic i es deixen precipitar durant una
nit a 4 °C. Passat aquest temps les plaques es renten dues vegades amb
PBS fred i s’incuben a 37 °C durant 2 h. Finalment les ceéllules es
resuspenen amb 700ul amb 0.3M NaOH fred durant 1 hora. De cada pou
s’agafen 500ul i s’hi afegeixen 100ul de HCl 1.5M. S’utilitzen 180ul
d’aquesta barreja pel comptatge. Les lectures es realitzen en el LS 7500
Liquid Scintillation System (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA). De

cada condici6 es realitzen duplicats i ’experimental es repeteix tres cops.

II1.IV. Estudis de diferenciacio cel-lular

El grau de diferenciacio cel'lular es determina amb la técnica de RT-PCR
semiquantitativa de dos marcadors de diferenciacio: Sucrasa-Isomaltasa
(S-I) i Dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV). Es sembren 500.000 cél-lules Caco-2
no confluents en plaques de 8.8 cm de diametre. Es molt important que
en el moment de la sembra les cél'lules Caco-2 no estiguin confluents, ja
que aquest tipus de ceél'lules tenen la peculiaritat de diferenciar-se per
contacte. Posteriorment les cél'lules s’alimenten diariament amb el medi
complet i el corresponent suplement. Als dies 2, 4, 7, 14 i 21 posterior a la
primera suplementacio les cél-lules es llisen i s’extreu el RNA amb TriPure
Isolation Reactive (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Per la
retrotranscripcio (RT) s’utilitzen 5 pg de RNA total, 0.5ug Oligo dT/pg RNA
(pd T12-18 Pharmacia), 10mM de la barreja de deoxinucleotids trifosfat
(dNTP), 0.1M DTT, 1 x tamp6 de I'enzim i 10U AMV Reverse Transcriptase
(Promega Corp, Madison, WI) en un volum final de reaccio de 20 pl. La
reaccio en cadena de la polimerasa (PCR) es fa en un volum final de 20 uL.
Els parametres per aquestes amplificacions son: 750 ng de cDNA, 50 pmol
de cada encebador (veure taula 1), 0.2 mmol/L de dNTP , 2 mmol/L de
MgCl2, 10 mmol/L de Tris-HCI (pH 8.3), 50 mmol/L de KCl i 1U/uL de
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RedTaq DNA polimerasa (Sigma Aldrich, St Louis, MO). Els cicles de la
PCR son els seguents: (a) desnaturalitzacio, 20 segons a 94 ° C; (b)
annealing, 20 segons a la temperatura optima per cada amplificacio; (c)

o

extensio, 30 segons a 72 C. Totes les PCR s’inicien amb una
desnaturalitzacio de 2 minuts a 94 ° C i s’acaben amb una elongacio de 10
minuts a 72 ° C. Per cada combinacio d’encebadors s’estudia la cinetica de
I'amplificacio. Es determina el cicle que correspon al plato i es realitzen les

amplificacions en el rang exponencial.

Taula 1: Condicions experimentals utilitzades en 'estudi de diferenciacio

Gen Encebadors Tamany T N°
5->3) Amplificaci6 anneling cicles
(pb) (°0)

Queratina 8 (K-8)
F: TTGCCTCCTTCATAGACAAGG 110 60 28
R: TGTTGTCCATGTTGCTTCG

Sucrasa Isomaltasa (S-1)
F: CGTGGCTGTGTATGGAGAACGG 686 70 30
R: ACGGTAAGTTAGAGCAGGAGTTGGC

Dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV)
F: GCTGGTCATATGGAGGGTAC 356 65 24
R: GCTGTGCTGCTAGCTATTCC

Els productes de PCR es separen en un gel d’agarosa del 2% i es tenyeixen
amb bromur d’etidi. Les bandes corresponents a cada producte soén
quantificades en el Molecular Imager FX (Bio-Rad Laboratories, Hercules,

CA). Per tal d’avaluar el grau d’expressio dels dos marcadors de
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diferenciacio, els productes d’amplificaci6 es normalitzen en funcié de
l'expressio del gen constitutiu Queratina 8. Posteriorment el grau

d’inducci6 de 'enzim es valora entre els diferents suplements i el control.

III.V. Determinacid del grau d’apoptosi: Tincio amb DAPI

Pels estudis d’apoptosi es sembren 1.5 x 105 cél'lules/mL en Slide Flask®
(Nalgene Nunc International, Naperville, 1Il). Aquests flascons es
caracteritzen perqueé la seva superficie d’adhesio es converteix en un
portaobjectes on hi creix el cultiu cel'lular. Un cop transcorregut el temps
d’adhesio, les cél'lules s’alimenten diariament amb medi sense sérum i el
corresponent suplement. A les 24, 48 i 72 h després de la primera
suplementacio, les cel'lules es renten dos cops amb Hank’s Balanced Salts
(HBSS) (Life Technologies Inc, Paisley, UK), es fixen durant 10 minuts amb
4 % paraformaldehid fred (Sigma Aldrich, St Louis, MO). Posteriorment es
renten dues vegades amb 1x PBS i es tenyeixen durant 1 minut amb DAPI
(4’,6-diamidino-2-phenylindole)(Molecular Probes Europe BV, Leiden,
Netherlands) a una diluci6 1:500 en 1x PBS. El DAPI és un tint
fluorescent de color blau que s’associa al solc menor de la doble cadena de
DNA. El temps de contacte de les cel-lules amb el tint és molt important
perqueé una durada massa llarga provoca una saturacio en la tincié i no
permet distingir de forma clara les cél'lules apoptotiques de les normals.
Un cop tenyides les cél'lules, es desmunta el flascé de cultiu quedant un
portaobjectes amb la preparacié fixada. En aquest moment els
portaobjectes es renten abundantment sota l'aixeta amb aigua corrent.
Per prevenir una rapida peérdua de fluorescéncia els portaobjectes es
munten amb la solucié antiesvaiment Vectashield® mounting medium
(Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). Les preparacions s’observen
en un microscopi de fluorescéncia. Es conten mil nuclis per condici6.
L’experiment es repeteix vuit vegades.

L’apoptosi es detecta seguint els criteris morfologics ampliament descrits:

ceél'lules encongides, preséncia de protuberancies a la membrana,
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formacio de cossos apoptotics i condensacio de la cromatina. Un tnic cos
apoptotic gran, dens i rodo, aixi com un grup de petits cossos apoptotics
es consideren com una unica cel'lula apoptotica.

L’index d’apoptosi (IA) correspon al:

nombre de cél'lules apoptotiques /nombre de cél-lules totals x 100

II1.VI. Estudis d’expressio proteica

En els experiments d’expressio proteica, un cop sembrades les ceél'lules i
transcorregut el temps d’adhesio, les cel'lules s’alimenten amb medi sense
sérum i el corresponent suplement.

A les diferents hores postsuplementacio, es llisen les cél-lules amb tampo
1x GSB (2% SDS, 125 mmol/L Tris-HCl, 20% Glicerol, i 0.1% blau de
bromofenol) i s’Thomogeneitzen. Es determina la concentracio obtinguda de
cada extraccio amb la corba estandard de BSA; BCA Protein Assay Kit
(Pierce, Rockford, IL). Es carreguen 30 o 75ug de proteina per pou en un
gel del 10-12 % SDS-poliacrilamida, els gels es sotmeten a un voltatge
constant de 200 Volts durant 1 hora i posteriorment les proteines son
transferides a una membrana de nitrocel'lulosa Porablot NCL (Macherey-
Nagel, Duren, Germany) o a una PVDF (Immobilion-P, Millipore,). Les
membranes es bloquegen durant 1 hora amb el tampoé de bloqueig (20mM
Tris-HCI, 137mM NacCl, i 0.1% Tween 20) amb llet descremada en pols al
5%. Posteriorment les membranes s’incuben amb els anticossos desitjats
(veure taula 2). Les dilucions de 'anticos primari COX-2 es realitzen amb
un 5% de llet descremada. Un cop realitzada la primera incubacio, les
membranes s’incuben amb un anticos secundari conjugat amb peroxidasa
de rave. Com a pas final s’utilitza el substrat de quimioluminiscéncia
Signal West Pico (Pierce, Rockford, IL). Les membranes es revelen en films
autoradiografics.

Cada membrana s’incuba amb l’anticos antiactina. L’actina és un gen

constitutiu (“housekeeping”) que no canvia la seva expressio en funcié de
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les diferents condicions. Aquest fet ens permet utilitzar la seva expressio
proteica com a control endogen i normalitzar les concentracions de les

diferents mostres.

Taula 2: Condicions experimentals utilitzades en els estudis d’expressio

proteica

Proteina - Anticos Dilucio Tipus d’incubacio
COX-2 (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI) 1:1000 lh a T ® ambient
Bcl-2 (Santa Cruz Biotech. Santa Cruz, CA) 1:1000 Tota la nit 4°C
Actina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 1:2000 lh a T * ambient

III.VII. Estudis d’expressio génica

Es sembren 3 x 106 ceéllules per placa de 8.8 cm de diametre.
Transcorregut el periode d’adhesio, les céllules s’alimenten amb medi
sense sérum i el corresponent suplement a una concentracié de 200 uM. A
les diferents hores postsuplementacio (1,2,3,4, 8, 18 i 24) s’ extreu el RNA
amb Tripure. A partir d’1 pg de RNA total es realitza la retrotranscripcio
reversa utilitzant High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems).

Per cada estudi d’expressio en temps real s’utilitzen 50 ng cDNA.

Els estudis d’expressio génica es realitzen en els arrays de baixa densitat
Micro Fluidic Card 7900HT (Applied Biosystems). Aquest tipus d’array
permet analitzar el grau d’expressio de dotze gens per quatriplicat i per
mostra. L’hem dissenyat de manera que ens permeti estudiar el gen COX-
2 i gens de la familia de Bcl-2 (Bax, Bclx, Bcl-2). En totes les cards hi ha
incldos com a control endogen d’expressiéo el 18S Ribosomal. Un cop
normalitzades les expressions amb el control endogen, es determina
quantes vegades augmenta o disminueix ’expressio d’'un gen concret en

les cel'lules suplementades amb el DHA o I'EPA en relacié6 a l'etanol
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(escollit com a valor de referéncia). Es considera estadisticament
significatiu oscil'lacions superiors o iguals a 2 punts per sobre o per sota

del valor de referéncia.

L’expressio del gen Bcl-2, també I’hem analitzat per PCR a temps real
(RT_PCR) en wun Light Cycler (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany)(taula 3). En cada analisi, s’amplifica per triplicat totes les

condicions (diferents hores i diferents suplements per cada gen).

Taula 3: Condicions experimentals utilitzades per estudiar 'expressio de

Bcl-2
Gen Encebadors Tamany T N°
5->3) Amplificaci6 anneling cicles
(pb) (°C)

Bcl-2
F: CAGATGCACCTGACGCCCTT 253 55 40
R: CCCAGCCGTCGTTATCCTGGA

Actina

F: CGGACTCGTCATACTCCTGCT 320 55 40
R: CACTCTTCCAGCCTTCCTTCC

III.VIII. Determinacio de ’apoptosi per citometria de flux

Es sembren 475.000 cél-lules per pou, en plaques de 6 pous, en un volum
de 2 ml. Les cél'lules es suplementen una unica vegada amb medi sense
sérum i el suplements a estudiar. A les hores determinades es recull el
sobrenadant i es fan 2 rentats de les cél'lules adherides amb 1x PBS fred.
Posteriorment s’afegeix la tripsina a les cellules i s’incuben durant 2

minuts a 37 ° C. Un cop obtingudes les cél'lules adherides, s’ajunten amb

26



Materials i Métodes

les del sobrenedant i es centrifuguen 5 minuts a 1600 rpm. Després d’'uns
rentats, el pellet es resuspén amb el tampé d'unié (10 mM HEPES-NaOH
pH 7,4, 5SmM CaCly i 140mM NaCl) amb 1 pl d’Annexina (Annexin-V-
Fluos, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) i es deixa incubant
durant 20 minuts a la foscor. Passat aquest temps, s’afegeix el tampd
d’'unié amb 0.5ug/ul de iodur de propidi (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) a
les mostres i rapidament es llegeixen al citometre (FACScan).

Amb aquestes tincions podem diferenciar les ceél'lules apoptotiques
primerenques (tincié6 d’annexina), les cél'lules apoptotiques tardanes i les
necrotiques (tincié doble, anexina i iodur de propidi) i les cel'lules vives

(sense tincio).

ESTUDIS IN VIVO

II1.IX. Induccio de carcinogénesi colorectal in vivo

Rates Sprague-Dawley mascles de quatre setmanes de vida (B&K
Universal, Barcelona, Espanya) s’estabulen en parelles en unes gabies que
disposen d’una reixa basal per tal d’evitar la coprofagia i la ingesta
d’encenalls. Les rates es sotmeten a cicles de llum i foscor de 16 h/ 8h, a
una humitat del 50% i a una temperatura de 21 ° C. Els animals mengen i
beuen ad libitum. Cada dia s’omple de nou el recipient amb el menjar.

Per aquests estudis in vivo s’utilitzen quatre tipus de dieta que difereixen
en el tipus d’acid gras que la formen. En tots els casos 'aport lipidic és del
S %. El grup n-6 rep una dieta amb predomini de l’acid linoleic (oli de
cartam), en el grup n-9 el predomini és de 1’acid oleic (oli d’oliva extra
verge), el grup n-3 rep majoritariament els acids eicosapentaenoic i
docosahexaenoic (oli de peix) i el grup n-3/n-9 rep aquests dos tipus
d’acid gras pero en cap cas superant el 5%.

Cada grup dietétic esta format per 5 rates que reben el carcinogen i per

una rata que rep una solucidé salina com a control. Des de l'inici de
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l'estabulaci6 les rates ja s’alimenten amb les diferents dietes. A la quarta
setmana de vida, les rates reben una unica dosi del carcinogen azoximeta
(Sigma Aldrich, St Louis, MO) a una proporcio de 10 mg/kg de pes
mitjancant una injeccié subcutania. Les rates control reben una injeccio
de sali amb el mateix volum que les tractades.

Sis hores després de la induccio, les rates s’anestesien amb una barreja
d’atropina, ketolar i diazepam. En el moment d’obtenir el colon la rata es
sacrifica. En condicions fredes el colon s’obre longitudinalment i es renta
diverses vegades amb PBS fred. De cada colon es separen dues peces de la
porcio distal i dues de la proximal. Les peces es fixen en 4%
paraformaldehid fred durant una nit. Després d’'un bon rentat (dues hores
sota l'aixeta), es fixen en etanol al 70 %. Posteriorment cada peca s’inclou

en un bloc de parafina. De cada bloc s’obtenen talls de 3 uym de gruix.

III. X. Determinacio del grau d’apoptosi: TUNEL

TUNEL és una técnica d’identificacié6 d’apoptosi basada en el marcatge
especific de la fragmentacio del DNA. Permet detectar aquelles cél-lules
que presenten fragments terminals de DNA, com a resultat d'un procés
apoptotic, localitzats tipicament en el nucli i en els cossos apoptotics.

Per realitzar aquests estudis, es rehidraten els talls procedents dels colons
de les rates amb una bateria d’etanols. Posteriorment es digereix el teixit
amb una solucié de Pepsina (2,5mg pepsina en 5S0ml HCI 0’1N) durant 4
minuts. Després d’uns rentats, per bloquejar les peroxidases endogenes,
els teixit es sotmeten a una solucié de 45 ml de metanol amb 0,46 ml de
H202 30% durant 30 minuts. Seguidament s’incuben les mostres amb 0.2
% Trito X-100/Citrat de sodi durant dos minuts en gel. Després duns
rentats s’aplica el tampo d’equilibri, es renta amb 0.1% BSA/PBS, s’aplica
I'enzim TdT (ApopTaq, Serologicals Corporation) i s’incuba en una cambra
humida a 37 ° C durant 1h 30'. Transcorregut aquest temps s’atura la
reaccio i s’aplica el conjugat antidigoxigenina peroxidasa (11ul/cm?)

durant 1h a la cambra humida. Després d’uns rentats, les preparacions es
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contratenyeixen amb hematoxilina i es deshidraten. Les preparacions
s’observen al microscopi optic. Una cél-lula es considera apoptotica quan

es detecta una tincié marro intensa i brillant.

ANALISI ESTADISTIC

Amb el tipus d’estudis realitzats es necessari aplicar un test no
parametrics. En l'analisi estadistic s’utilitza l'analisi per rang de la
varianca de Kruskall Wallis one way i el test de U de Mann-Whitney per
determinar les diferéncies significatives entre diferents condicions.

S’assumeix com a diferéncies estadisticament significatives una P < 0.05.
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Resultats

ESTUDIS IN VITRO

IV.I. L’oli de peix, 1’0li d’oliva indueixen la diferenciacio

de les cél-'lules d’adenocarcinoma colorectal Caco-2

Per avaluar si loli de peix i el d’oliva s6n capacos d’induir la
diferenciacié cel'lular es mesura el grau d’expressio a nivell de RNA
missatger dels enzims  Sucrasa-Isomaltasa (S-I) 1 de la
Dipetidilpeptidasa IV  (DPP 1V). Aquests dos enzims estan
sobreexpressats en les cel'lules Caco-2 diferenciades.

El grau d’expressio es determina mitjancant RT-PCR semiquantitatives
amb els encebadors de la S-I, DPP IV i de la queratina 8 (K8), un enzim
constitutiu que no varia la seva expressio en funciéo del grau de
diferenciacio cel'lular. El nombre de cicles concret per cada fragment
amplificat correspon a la fase exponencial, determinada després de

realitzar una cinética per cada parella d’encebadors.

Les ceéllules Caco-2 suplementades amb oli de peix i oli d’oliva
presenten un increment en l'expressio tant de l'enzim Sucrasa-

Isomaltasa (figura 1) com del Dipeptidilpeptidasa IV al seté i catorze dia

postsembra.
Caco-2
FO 00 control
Seté dia postsuplementacio
Figura 1: Expressio de l'enzim Sucrasa-Isomaltasa al seté dia
postsuplementacio
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L’acid oleic component principal de l'oli d’oliva (aproximadament un
70% de l'oli d’oliva és acid oleic) indueix la diferenciacio cel-lular de les
cel'lules Caco-2. Un cop normalitzades les expressions en funcio del gen
constitutiu queratina 8, al seté i catorzé dia després de la primera
suplementacio ja podem observar que el grau d’expressio de 'enzim S-I
és significativament superior en les cél'lules suplementades amb 1’acid

oleic (figura 2).

Caco-2
OA C OA C OA C OA C
dia 2 dia 4 dia 7 dia 14
Postsuplementacio
Grau d’expressio S-I 150-
100
501
O_

2 4 7 14
dies
O OA Econtrol

Figura 2: La grafica representa el grau d’expressio de l'enzim S-I

determinat per densitometria dels resultats obtinguts en el gels.
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Quan analitzem l'expressi6o de l'enzim DPP-IV en les céllules Caco-2
suplementades amb acid oleic observem un increment al quart dia

posterior al tractament (figura 3).

Caco-2

DPP-IV

K-8

dia 2 dia 4 dia 7 dia 14 dia 21

Postsuplementacio
Figura 3: Expressio de 'enzim DPP-IV en céllules Caco-2
Al vint-i-uné dia és impossible veure cap tipus de diferéncia entre els
suplements perqueé els nivells d’expressio del RNA missatger d’aquests

enzims estan a platé degut a que les cél'lules ja estan diferenciades per

efecte del contacte.

IV.II. L’oli de peix té un important efecte en la inhibicio

de la proliferacio cel-lular

Per determinar l’efecte dels diferents nutrients en la proliferacio
cel'lular, s’analitza el grau d’incorporaci6 de timidina HST com a
marcador de proliferacio; la timidina s’incorpora en aquelles ceéllules

que estan sintetitzant DNA.

L’efecte dels diferents suplements és molt més important en les cél'lules

HT-29 que en les Caco-2 (figura 4 i figura 5 respectivament).

La suplementacio de les céllules HT-29 i Caco-2 amb oli de peix

provoca una drastica inhibicié en la proliferacio cel'lular a les 24 i 48
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hores, fet que es tradueix en una menor incorporacio de timidina HST.
Si considerem l'index de proliferacié del controls com el 100 %, en el cas
de cel'lules Caco-2 suplementades amb oli de peix aquest és d'un 52% a
les 24 hores i d’'un 61% a les 48. En les cél'lules HT-29 el percentatge
d’incorporaci6 de timidina és del 59% a les 24 hores i del 30% a les 48

hores.

A les 48 hores després de la primera suplementacié amb els acids n-3
DHA i EPA, constituents de l'oli de peix, les cél'lules HT-29 presenten

un destacada inhibicié en la seva proliferacio cel'lular (figura 4).

La suplementaciéo amb oli d’oliva resulta en una modesta inhibicié de la
proliferacio en les cél-lules HT-29 a les 24 hores. En aquestes ceél-lules

I’acid oleic i I’acid linoleic inhibeix lleugerament la proliferacio cel-lular.

Incorporacio de timidina HT- 29

18000-
16000-
14000-
12000-
10000-
8000
6000
4000
2000+
0-

4 hores 24 hores 48 hores

B FO EBEPA ODHA BOO OOA OLA OControl olis E control acids

Figura 4. Incorporacio de timidina. Per cada condicié es fan duplicats i

I’experiment es repeteix tres vegades. * P < 0.05 vs control.
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Incorporacio de timidina Caco-2

50000-
40000-
30000+
20000+

10000+

0-

4 hores 24 hores 48 hores

BEFO DEPA ODHA BOO OOA OLA E control olis O control acids

Figura 5. Incorporacio de timidina. Per cada condicio es fan duplicats i

l'experiment es repeteix tres vegades. * P < 0.05 vs control.

IV.III. Induccido de l’apoptosi per efecte dels diferents

nutrients

El grau d’apoptosi es determina, en primer lloc, en relacido als canvis
morfologics de les cél'lules adherides (cél'lules encongides, preséncia de
protuberancies a la membrana, formaci6 de cossos apoptotics i
condensaci6 de la cromatina) (figura 6, A i B). En totes les condicions on
s’han produit induccié de l'apoptosi s’observa un gran nombre de
cél'lules surant en el medi fet que coincideix amb un nombre de
cél-lules totals molt inferior al de les cél'lules tractades amb suplements

control (figura 7 A i 7 C respectivament).
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Figura 6. Imatges de microscopia de fluorescéncia de cel-lules HT-29

tenyides amb DAPI al les 48 hores post suplementacié amb A) oli de
peix, B) oli d’oliva, C) control olis, D) acid linoleic, E) acid oleic, F)
control acids; i a les 24 hores postsuplementaci6 amb G) acid

docosahexaenoic, H) acid eicosapentaenoic, I) control.
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Figura 7. Imatges de microscopia de fluorescéncia de cél-lules Caco-2
tenyides amb DAPI suplementades amb A) oli de peix, B) oli d’oliva, C)

control olis, D) acid linoleic, E) acid oleic, F) control acids a 48 hores.

L’oli de peix i l’oli d’'oliva indueixen significativament ’apoptosi de les
cél'lules HT-29 i Caco-2 a les 48 i 72 hores després de la primera

suplementacio (figura 8 i 9).

Tant l'acid eicosapentaenoic com ’acid docosahexaenoic provoquen una
drastica induccio de l'apoptosi, a les 24 hores postsuplementaci6é. En
aquest moment, aproximadament el 90% de les cellules soén

apoptotiques (figura 6).
Per altre banda, l’acid oleic indueix de forma significativa la mort

cel'lular de les cél'lules HT-29 i Caco-2 tot i que en aquest darrer cas,

l'estimulacio produida és molt més discreta (figura 9).
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201 HT-29

48 hores 72 hores

|I FO B OO Ocontrol |

IA

T 2D DR D

48 hores 72 hores

|I:IOA OLA BEcontrol |

Figura 8: Index d’apoptosi (IA) a diferents temps puntuals d’analisi. IA

correspon al nombre de cél-lules apoptotiques/nombre total de céllules

x 100 * P<0.05 respecte el control.

* Caco-2

48 hores 72 hores

|IFO OO Ocontrol |

48 hores 72 hores

OOA OLA BEcontrol

Caco-2

Figura 9: Index d’apoptosi (IA) a diferents temps puntuals d’analisi. IA

correspon al nombre de cél-lules apoptotiques/nombre total de céllules

x 100 * P<0.05 respecte el control.

Per altra banda, tant en les Caco-2 com en les HT-29 l'oli de peix té un

efecte inductor molt superior al de l'oli d’oliva. Aquesta major apoptosi
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per part de 1’oli de peix s’observa també en el cas del tractament amb

els seus acids grassos principals (DHA i EPA).

Cal remarcar que el percentatge observat d’induccié de l'apoptosi
correspon a les celllules adherides que mostren caracteristiques
tipiques de cellules en procés d’apoptosi en un moment puntual
d’analisi. El1 grau d’apoptosi real possiblement és major que l'observat,
pero degut el curt periode que hi ha entre l'inici del procés apoptotic
amb el desenganxament de les cél'lules de la superficie d’adhesio i la
total desintegracio d’aquestes, la detecci6 de l'apoptosi es limita
Unicament a una part del total de les cél-lules apoptotiques. Aixi, a part
de les cel'lules en procés d’apoptosi detectades en el mateix moment de
l'estudi, també s’observa un important descens en el nombre total de

cel'lules adherides a la superficie del cultiu.

IV.II1.I. Implicacio dels diferents components de la

familia Bcl-2 en 1’apoptosi

Hem avaluat la implicaci6é de diferents elements de la familia Bcl-2 en
I'apoptosi observada mitjancant l'estudi dels canvis d’expressio a nivell
de RNA missatger a temps real (amb la utilitzaci6 d’arrays de baixa
densitat especialment dissenyats per aquest experiments) i a nivell

d’expressio proteica a diferents hores postsuplementacio.

IV.III.I.a. Implicacio de Bcl-2

Com s’ha comentat en la seccio dels meétodes, l'expressio génica de Bcl-
2 ha estat finalment avaluada per RT_PCR (PCR a temps real) i no
mitjancant els arrays d’expressio.

Amb els nous encebadors utilitzats per la RT_PCR s’ha confirmat una
bona amplificacio del gen Bcl-2 en mostres control. Referent als efectes

deguts a la suplementacio amb els diferents nutrients (DHA i EPA), no
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s’ha trobat canvis significatius en l'’expressio génica de Bcl-2 en cap

condicio.

A lestudiar, a nivell d’expressio proteica, els efectes deguts a la
suplementacio amb l'oli d'oliva i 1'oli de peix, s’ha observat que les
ceél'lules que han rebut aquests suplements mostren una disminuci6 de
I'expressio de Bcl-2 respecte les céllules tractades amb control. Aquests
efectes s’ha mostrat en les dues linies cellulars estudiades (Caco-2 i
HT-29). La inhibicio proteica de Bcl-2 és produeix a les 48 i 72 h
després de la primera suplementacio (figura 10). A les 72 hores és el
moment que s’observa la maxima disminucio de l'expressioé de Bcl-2 i
aquesta coincideix amb el major percentatge de cel'lules apoptotiques

detectades amb DAPI.

Caco-2

FO o]0 c

s g | Bel-2

48 h postsuplementacid

! — Actina
Caco-2
FO 00 C
o | Bcl-2
72 h postsuplementacid
I -I Actina

[ & -~ = ~~] Bcl2
[ = G|  Actina

‘ 72 h postsuplementacid

Figura 10: Expressio proteica de Bcl-2 en ceélllules tractades amb oli

d’oliva (OO) i oli de peix (FO)
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IV.III.I.b. Implicacidé de Bel-x;

A nivell génic, hi ha una disminucio6 de 'expressio de Bcl—xy significativa
a partir de les 12 hores en el cas de les cél'lules Caco-2 suplementades
amb DHA i EPA, i a partir de les 6 hores en les HT-29. En aquest darrer
cas, la inhibicid6 Unicament la provoca la suplementacio amb EPA
(figura 11). En general, la implicacio de Bcl-xy. en la inducci6 de
I’apoptosi per part del DHA i de I’EPA en linies cel'lulars de cancer de

colon sembla molt modesta.

Caco-2 HT-29

4 Bcl-xl1

Figura 11: Variacio de 'expressio génica de Bcl-xi respecte el control en
funcio del temps. La linia lila correspon al suplement amb DHA, i la
taronja amb EPA. La linia discontinua correspon al llindar de
significanca de l'assaig (a partir de on s’observen diferéncies

significatives respecte el control).

IV.III.I.c. Implicacio de Bax

Bax és un element clau en el desencadenament de l'apoptosi i esta

implicat en l’alliberament del citocrom-c de la mitocondria al citosol.

Per a determinar si Bax té un paper destacat en la induccié de

I'apoptosi per efecte del DHA, hem decidit estudiar quina implicacio
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tindria la inhibici6 de Bax. Per aquest motiu, en el mateix moment que
es suplementen les cél'lules amb l’acid gras s’afegeix al medi de cultiu
un inhibidor especific de Bax. Hem pogut observar que les céllules
tractades amb DHA i linhibidor presenten un grau d’apoptosi
significativament inferior al de les cél'lules tractades exclusivament amb
el DHA (figura 12). En la figura 13, es pot observar que la poblacio
apoptotica (quadrant dret inferior) és molt important en el segon grafic,
i que aquesta poblacié6 disminueix al afegir el inhibidor. Aquesta
disminucio en l'apoptosi indicaria que la proteina proapoptotica Bax

esta implicada en 'apoptosi induida per DHA.

209 1
% 7,55

apoptosis

DHA DHA+Bax Baxinh control
inh
Figura 12: Representacio del % d’apoptosi induida pel DHA, en
comparacio amb l'apoptosi induida en preséncia dun inhibidor de Bax.
* P< 0.05 respecte DHA
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Figura 13: Aquests grafics de citometria de flux representen la
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concentracio de iodur de propidi versus la d’annexina-V. Cada diagrama
esta dividit en quatre quadrants. El quadrant inferior esquerra
correspon a les ceéllules vives (cél'lules no tenyides). El quadrant
inferior dret correspon a les cél'lules apoptotiques (tenyides tilnicament
amb annexina-V) i el quadrant superior esquerra correspon a les
cel'lules necrotiques i apoptotiques tardanes (cél'lules amb doble tincio,
annexina-V i iodur de propidi) tenyides nicament amb annexina-V). El

darrer quadrant correspon a les cél'lules danyades.

A nivell d’expressio génica hem observat que la implicacié de Bax és
minima ja que la seva expressio practicament no varia o disminueix

lleugerament (figura 14).

Caco-2 HT-29

o 1
o . . . . Itempsl

1 2 3 4 8 12 18 0

] \\/__\ )

2 - %ﬁ_ — o

-3 4 B;a_x -3

-4

Figura 14: Variacio de l'expressio génica de Bax respecte el control en
funcio del temps. La linia lila correspon al suplement amb DHA, i la
taronja amb EPA. La linia discontinua correspon al llindar de

significanca de ’assaig.

IV.IIL.II. Implicacio de COX-2 en I’apoptosi induida pels

acid grassos n-3 i n-9

COX-2 és un gen que respon de forma rapida i transitoria davant de
diferents estimuls. Esta implicat en la biosintesi de les prostaglandines
i sembla que tindria un paper important en la regulacié de 'apoptosi al

estimular, a través d’aquestes, Bcl-2 i Bel-xL.
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L’expressio génica de COX-2 en les cel'lules suplementades amb DHA i
EPA es troba altament reprimida. A les dues hores posteriors a la

suplementacio ja s’observa aquesta significativa disminuci6 dels nivells

de COX-2 (figura 15).

Caco-2 HT-29

888888800 a

Figura 15: Variacio de l'expressio geénica de COX-2 respecte el control
en funcio del temps. La linia lila correspon al suplement amb DHA, i la

taronja amb EPA. La linia discontinua correspon al llindar de

significanca de 1’'assaig.

A nivell d’expressio proteica, les cél-lules Caco-2 i HT-29 suplementades
amb oli de peix i oli d’oliva presenten una clara inhibicié de l'expressio
de COX-2 a les 4 hores postsuplementacié. A diferéncia, I'expressié del

gen Actina és constant en totes les hores i condicions (figura 16).

HT-29
FO 00 Control Caco-2
— ——— R CoX-2 FO 00 Control
| — cox=2
—— A W Actin — _— Actina

Figura 16: Expressio de COX-2 a les 4 hores posteriors al tractament

amb oli de peix i oli d’oliva.
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ESTUDIS IN VIVO

IV.II1.II1. Efecte protector de 1’0li de peix i de I’oliva en la

induccio de la carcinogénesi colorectal

Per a poder avaluar l’efecte de 1’oli de peix i de 1’oli d’oliva in vivo, s’han
utilitzat quatre grups de rates que difereixen entre ells en el tipus d’acid
gras que composa la seva dieta. El grup n-6 ha rebut una dieta amb
predomini de l’acid linoleic (oli de cartam), en el grup n-9 el predomini
és de l'acid oleic (oli d’oliva extra verge), el grup n-3 ha rebut
majoritariament els acids eicosapentaenoic/docosahexaenoic (oli de
peix), el grup n-3/n-9 ha rebut els dos tipus d’acid gras. Cada grup esta
composat per 5 rates que han rebut el carcinogen i per una rata que ha
rebut una soluci6 salina com a control. S’ha determinat el grau
d’induccid d’apoptosi utilitzant un marcatge especific de la fragmentacio

del DNA (TUNEL).

En primer lloc s’ha analitzat 'efecte de les diferents dietes en animals
sans amb l'objectiu d’avaluar el possible us d’aquests com a agents
preventius del desenvolupament del cancer colorectal. Hem pogut
demostrar que els animals que han rebut la dieta amb l’acid gras n-3
presenten un index d’apoptosi significativament superior a l'observat en
les rates alimentades amb les dietes de n-6 o n-9 (taula 1). A 'analitzar
I'index d’apoptosi del grup que ha rebut els dos tipus d’olis junts (n-3 i
n-9) observem que aquesta barreja no provoca un efecte sumatori o
sinérgic. Si ens fixem en els resultats, veurem que en el grup n-3/n-9,
I'index d’apoptosi és el mateix que el reportat en les rates alimentades
amb la dieta n-3. Amb aquest estudi hem pogut demostrar que una
dieta amb una quantitat normal d’oli de peix és capac de modular

I’apoptosi del teixit colonic sa de rates.
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- AOM IA + SEM
n-3 0,26 + 0,02 *
n-9 0,05 + 0,03
n-6 0,09 + 0,04

n-3+n-9 | 0,27 + 0,018 *

Taula 1 : Induccié de l'apoptosi en rates tractades amb sali. Index

d’apoptosi (IA): N° cel. apoptotiques/N° cel. total x 100. * P<0.05 vs n-6

En segon lloc hem avaluat l’efecte de les diferents dietes en rates que
se’ls hi ha administrat una tnica dosi del carcinogen. En aquest model
agut d’induccio de la carcinogénesi, cal destacar que en el moment del
sacrifici les rates no presenten cap tipus de lesid macroscopica ni
microscopica. En aquest cas hem pogut observar que les rates
alimentades amb oli d’oliva i amb oli de peix presenten un index
d’apoptosi significativament superior al de les rates que han rebut 1’oli
de cartam (taula 2). Aquest olis tenen la capacitat d’incidir en el
desenvolupament de cancer colorectal en un model in vivo. En les rates
tractades amb azoximeta, tampoc s’observa un efecte sumatori de

I’'administracié dels dos olis junts.

+ AOM IA + SEM
n-3 0,85+ 0,16 *
n-9 1,27 + 0,17 *
n-6 0,29 + 0,04

n-3+n-9 1,26 + 0,26 *

Taula 2: Induccié de l’apoptosi en rates tractades amb azoximeta. Index
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d’apoptosi (IA) és el nombre de cél'lules apoptotiques/nombre total de

cél'lules x 100. * P<0.05 vs n-6

En tots els casos l'apoptosi observada en les rates tractades amb
azoximeta és superior al de les rates sanes (taula 1 i 2). Aquesta

diferéncia és deguda al efecte de ’administraci6 el carcinogen.

Per altra banda cal remarcar la localitzacio preferentment basal de les
cel'lules apoptotiques (figura 17). La majoria de 'apoptosi s’observa el
terc inferior de la cripta, prop de la zona on hi ha les cél'lules que estan

activament proliferant.

Figura 17: Imatges al microscopi optic de cel-lules apoptotiques amb
revelat de DAB i contra-tincié de hematoxilina. Una ceél'lula es considera

apoptotica quan es detecta una tincié marro intensa i brillant.
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Discussio

El cancer de colon és un dels cancers més comuns, i constitueix la segona
causa de mort per cancer en el mon occidental, tant en dones com en
homes.

Hi ha nombrosos estudis que suggereixen que el desenvolupament del
cancer colorectal és el resultat d'una estreta interrelacio entre factors
genetics i mediambientals. En aquest procés, la dieta i l'estil de vida
semblen tenir un paper important’-°. Diferents estudis epidemiologics
suggereixen que els factors dietétics, en particular la ingesta calorica i la
d’acids grassos saturats, podrien ser de gran importancia en l’etiologia del
cancer de colon.

L’any 1997, un grup de cientifics de “American Institute for Cancer
Research” i de “World Cancer Research Foundation” van debatre sobre la
importancia de la dieta en el desenvolupament del cancer colorectal i van
arribar al consens que hi havia suficients evidéncies que demostraven
que existia una estreta associacio entre el consum de greixos saturats i/ o
greixos animals amb un major risc de patir cancer de colon*+. Estudis en
diferents poblacions revelen que les persones amb dietes amb un elevat
contingut de grassa animal tenen major risc de desenvolupar cancer
colorectal. Diferents estudis han suggerit un efecte potencialment
protector de l'oli d’oliva®2.63. Per altra banda també s’ha observat una clara
associacio entre el consum de dietes amb una alta proporcié d’oli de peix
0 peix i un menor riscs2.

Sembla doncs de gran importancia estudiar els efectes deguts a
l'administracié de 1’'oli de peix i l'oli d’oliva en el desenvolupament del
cancer colorectal doncs aquests dos tipus de greix son habituals en la
nostra dieta. L’oli d’oliva és un aliment ingerit de forma practicament
diaria en la majoria de les families de la conca mediterrania, en les quals

també hi ha un elevat consum de peix.

Amb l'objectiu d’avaluar els possibles efectes moduladors de la
carcinogenesi colorectal per part de diferents olis, es va decidir utilitzar

dues linies clarament diferents d’adenocarcinoma colorectal i aixi
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descartar possibles efectes especifics del tipus de ceéllules. També
s’utilitza un model animal d’induccio de la carcinogénesi colorectal per tal
de definir d'una forma més precisa els efectes d’aquest greixos en l’ésser

viu.

La diferenciacio cel'lular és un procés complex que permet, a la céllula,
desenvolupar unes funcions molt més especialitzades22. Quan una céellula
esta diferenciada, aquesta deixa de proliferar activament. La induccié de
la diferenciacio és considerat com un marcador antitumoral. Alguns
autors han descrit un increment del marcador de diferenciaciéo Dolichos
biflorus agglutinin (DBA) en rates tractades amb azoximeta alimentades
amb una dieta on la font principal de greix és l'oli de peix#6. Altres autors
han demostrat un increment del DBA en la mucosa coldonica normal de
rates alimentades amb DHA o EPA.

La inducci6 de la diferenciacié cel'lular és un dels mecanismes pels quals,
diferents nutrients poden exercir un efecte antineoplastic.

En aquest estudi, hem analitzat l'efecte de 1’0li de peix i 1’0li d’oliva en el
procés de la diferenciacio cellular de les ceélllules Caco-2. Aquestes
cél'lules sén un bon model per a determinar la capacitat d’induir la
diferenciacio, doncs les Caco-2 es poden diferenciar al ser sotmeses a
diferents estimuls. Com a resultat de la suplementacié6 amb els olis, hem
comprovat que les celllules diferenciades adquireixen unes noves
caracteristiques. Per efecte de 'administracio dels olis, les cél'lules Caco-2
expressen els enzims especifics de cel'lules diferenciades. L’efecte provocat
per l'oli d’oliva sembla ser degut a l’acid oleic ja que, al suplementar les
cel'lules amb aquest acid, es produeix una induccié de la diferenciacio
cel'lular similar al de les cél'lules suplementades amb 1’oli d’oliva. Fins al
moment, no hi havia cap treball publicat on s’avalués l'efecte d’aquests

nutrients sobre la diferenciacio.
El creixement tumoral es caracteritza per un desequilibri entre dos

processos principals que controlen ’homeostasi cel-lular: la proliferacié i

l'apoptosi. La capacitat de frenar la proliferacié o d’induir l'apoptosi per
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part d’aquests nutrients podria ser fonamental per a controlar el

desenvolupament tumoral.

En primer lloc, s’ha estudiat la capacitat d’aquest olis de frenar la
proliferacio cel'lular. Hem pogut constatar que l'oli de peix té un potent
efecte inhibidor de la proliferacié cel'lular en ambdues linies cellulars.
D’altra banda, l'oli d’oliva uUnicament té capacitat de modular la
proliferacio de les cel-lules HT-29.

Posteriorment hem analitzat si els efectes son deguts als acids grassos
presents en els olis o bé a altres components d’aquests. En el cas de les
cel'lules HT-29, on la inhibicié de la proliferacio és molt més destacada,
sembla que aquesta disminucio és resultat de l’efecte dels acids grassos.
Aquests resultats son clarament diferents als publicats per Salerno et al,
en que van descriure que l’acid oleic no inhibia la proliferacio cel'lular de
les cellules HT-29%. Possiblement aquestes diferéncies son degudes al
tipus d’experiment realitzat. En el treball de Salerno, les cél-lules van
rebre una Unica dosi de suplement mentre que en el nostre estudi les
cél'lules van ser alimentades diariament. Per altra banda, els efectes
antiproliferatius dels acids DHA i EPA si que havien estat observats en
rates tractades amb azoximetas8. Sembla que aquesta disminucioé en la
proliferacié podria ser el resultat de la inhibicié de 'expressio de proteines

reguladores del cicle cel-lular®s.

Els efectes antineoplasics més importants produits per aquests greixos
han estat la seva capacitat d’induir marcadament la mort cellular
programada o apoptosi.

Aixi, hem pogut demostrar que tan l'oli de peix com el d’oliva indueixen de
manera molt drastica 'apoptosi en les dues linies cel'lulars estudiades.
Els canvis morfologics caracteristics de l'apoptosi van ser observats a
partir de les 48 hores postsuplementacio. En aquell moment ja veiem un
elevat nombre de céllules apoptotiques amb cromatina condensada i
preséncia de cossos apoptotics. Per altra banda, hi ha una disminucio

molt destacada del nombre de cel-lules totals. La pérdua cel-lular és molt
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superior al nombre de cél'lules apoptotiques detectades al moment de fer
l'analisi. Aquest fet indica que moltes d’aquestes cel-lules apoptotiques ja
no les hem pogut detectar perque estan desintegrades com a resultat final
de 'apoptosi.

Quan analitzem l'efecte de la suplementacio amb els acids grassos DHA i
EPA (presents en 1’oli de peix), podem veure que aquests tenen gran
capacitat d’inducci6 de l'apoptosi. A les 24 hores de tractament, ja
observem formacié de cossos apoptotics i condensacié de la cromatina,
mentre que amb 1’oli de peix aquests canvis els detectem principalment a
les 48 i 72 hores posteriors al suplement. L’efecte molt més rapid i potent
dels acids grassos respecte 1’oli, podria ser degut a la existéncia de
diferents components presents en l'oli de peix que contrarestarien l'efecte
dels acids. Alguns estudis reporten un efecte antiapoptotic d’alguns
antioxidants presents en 1oli de peix28. Una altre motiu que podria
explicar la diferéncia entre l’efecte dels acids grassos i de 1’oli de peix, seria
que aquests s’administren al cultiu cel'lular en la seva forma lliure i aixi
podrien exercir la seva acci6 de forma molt més directa. Aixi doncs,
d’acord amb els postres experiments, sembla que serien els acids grassos
presents en l'oli de peix els principals responsables de l’estimulaciéo de
I’apoptosi.

Mentre que la induccio de 1'apoptosi per part de 'oli d’oliva és clara en les
dues linies cel'lulars utilitzades, no podem afirmar que aquest efecte sigui
degut unicament a la preséncia de l’acid oleic. En el cas de les cél'lules
Caco-2, l'apoptosi induida per l’acid oleic és forca menor que la produida
per ’oli d’oliva. Es important destacar que és el primer cop que es descriu
un efecte inductor de 'apoptosi per part d’oli d’oliva en cél-lules de cancer
de colon.

En la induccio de 'apoptosi, hi ha involucrades dues vies principals; la via
del receptor de mort cel'lular o via extrinseca i la via de la mitocondria o
via intrinseca?829. Un dels elements claus en tot el procés apoptotic i
majoritariament en la via de la mitocondria, son els membres de la familia
de Bcl-2. Dins d’aquesta familia, trobem proteines antiapoptotiques i

proapoptotiques. Les proteines proapoptotiques Bax i Bak semblen ser
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essencials per a lactivaci6 de la via mitocondrial en permetre la
permeabilitzacio de la membrana mitocondrial i [l’alliberament del
citocrom-c30. L’activaci6 d’aquestes proteines proapopotiques esta
regulada per les proteines antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-xi, les quals
segresten Bax i Bak 30.

En lapoptosi induida pel DHA en les ceélllules de cancer de colon, la
proteina Bax té una clara implicacié. Aquesta dependéncia 1’hem
demostrat en observar una disminucio significativa de l'apoptosi en
cultius cel'lulars on s’ha afegit, al mateix moment que el suplement de
DHA, un inhibidor especific d’aquest. A l'estudiar els possibles efectes a
nivell d’expressio génica de Bax, no s’observen canvis significatius
respecte el control. Es a nivell de la proteina Bax que es produeix la
regulacié6 de l'apoptosi produida pel DHA. Per altra banda, a nivell
d’expressio de RNA missatger, els gens de Bcl-2 i Bel-xp semblen tenir un
paper poc destacat en la regulacio de 'apoptosi observada. Ambdos casos
presenten una lleugera inhibicio de l’expressio, pero practicament, sense
ser significativa. Al determinar ’expressio proteica de Bcl-2, hem observat
que tan 1’oli de peix com l'oli d’oliva provoquen una important disminuci6

de la seva expressio.

COX-2 forma part d'una classe de gens coneguts com a gens d’accio
immediata. S’expressa de forma rapida i transitoria després de
I'estimulacié amb factors de creixement, citocines i promotors tumorals®.
Diferents estudis han demostrat que el mecanisme d’acci6 de COX-2 per
facilitar la progressio tumoral involucra la proliferacio cellular i
I'apoptosid+43.70,

Alguns estudis mostren una relacio entre les proteines COX-2 i Bcl-2 i
suggereixen que lefecte antipoptotic de COX-2 podria ser mediat per
induccié de la proteina Bcl-23443, En aquest estudi hem demostrat que
l’'oli de peix i l'oli d’oliva aixi com seus acids grassos principals, provoquen
una drastica inhibici6 de COX-2, tan a nivell génic com proteic, a les

poques hores del tractament. Aquesta primerenca regulacio negativa de
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l'expressio de COX-2 ve acompanyada duna posterior disminucio de

I'expressio de la proteina Bcl-2.

En el model in vivo que hem utilitzat d’induccié de carcinogénesi
colorectal, hem demostrat que 1’oli d’oliva i 1’'0oli de peix tenen un efecte
protector en el desenvolupament del cancer colorectal. La diferéncia
basica d’aquest estudi respecte a altres publicats, on s’observen alguns
aspectes similars als nostres (sobretot referent a l'oli de peix), és la
quantitat de grassa administrada. Mentre que, en la majoria d’estudis, els
animals son alimentats amb un 15 o 20% de greix*6: 71) en el nostre treball
aquest és unicament del 5% (concentracio tipica del pinso comu). Per altre
banda, amb aquest model experimental, estem valorant les fases inicials
de la tumorogeénesi, ja que amb el curt periode que estan exposats els
animals al carcinogen no és possible la formaci6 de cap tipus de lesio
tumoral. Hem observat que les rates tractades amb azoximeta i
alimentades amb oli doliva i amb oli de peix presenten un important
augment de 'apoptosi de les cel'lules epitelials de colon, fet que suggereix
que ambdés podrien afectar decisivament les fases d’induccié del cancer
colorectal. En aquest aspecte, estudis amb rates que van rebre una
concentracio molt superior de grasses, l'oli de peix prevenia la formacio
d’adductes en el DNA, caracteristics de la fase d’iniciacio?2.

Cal destacar que 1’oli de peix és capac¢ d’induir 'apoptosi del colonocit de
rates sanes. Aquest fet ens suggereix que possiblement aquest oli té la
capacitat de modular el “turnover” de l’epiteli colonic. Aixi doncs, ’oli de
peix podria tenir un efecte preventiu al produir una acceleracié en la
regeneracio d’aquest epiteli i permetria evitar I’exposicio prolongada de les
cel'lules als possibles mutagens presents en la llum de lintesti. Aquest
efecte protector de l'oli de peix, altres autors també l’han postulat a
l'observar una disminucié en la proliferacio cel'lular de persones sanes
que van ingerir durant un periode determinat un suplement d’oli de
peix9.

Per altra banda, la induccié de 'apoptosi es produeix preferentment en la

part basal de la cripta colonica. Aquest fet és de gran rellevancia ja que
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podria indicar que aquests olis tenen el seu efecte en les cél-lules mare i
no en cellules que ja estan diferenciades o en el seu procés apoptotic

natural.

En resum, valorant tots els resultats en detall, podem concloure que s6n
els acids grassos presents en l'oli de peix els responsables dels efectes
anticarcinogénics observats. Respecte 1’oli d’oliva, tot i que aquest esta
implicat en la prevencio del cancer colorectal, no té la capacitat d’incidir
en tots els mecanismes estudiats. Per altre banda no podem atribuir els

efectes observats amb 1’o0li d’oliva Gitnicament a ’acid oleic.
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L’oli de peix té un important efecte protector en el desenvolupament
del cancer colorectal, incidint de forma clara en els processos de

diferenciacio cel-lular, de proliferacio cel-lular i d’apoptosi.

La ingesta d’oli de peix indueix la diferenciacio de les céllules
d’adenocarcinoma colorectal. El procés de la diferenciacio cel-lular

s’associa amb una menor capacitat agressiva per part del tumor.

L’oli de peix produeix una drastica inhibicié de la proliferacio
cel'lular, afectant negativament el desenvolupament del cancer
colorectal al frenar el creixement descontrolat de les ceéllules

tumorals.

Es en el procés apoptotic on 1’'oli de peix té ’efecte més destacat,
provocant una forta inducci6 de la mort cellular programada, a
través de la regulacio de proteines de la familia Bcl-2. La proteina
proapoptotica Bax esta clarament implicada en l'estimulacio de

I'apoptosi.

La destacada inhibicio de l'enzim COX-2 és un element important
en la inducci6 de l'apoptosi i en la inhibicié de la proliferacio
cel'lular. La rapida i forta inhibici6 de COX-2 precedeix la important

davallada de I’expressio de la proteina antiapoptotica Bcl-2.

Els efectes produits per 1oli de peix podrien atribuir-se
principalment als acids grassos n-3 presents en aquest: l'acid

docosahexaenoic i I’acid eicosapentaenoic.



Conclusions

L’estimulacio de 1’apoptosi en l’epiteli colonic per part de 1’oli de peix
en un model animal d’induccié de la carcinogénesi colorectal ens
indica que aquest podria afectar decisivament les fases d’induccio

del cancer colorectal.

L’oli de peix té la capacitat d’incidir en la regulacio del epiteli colonic
en individus sans a l'incrementar ’'apoptosi basal. Per aquest motiu
podem pensar que l'oli de peix podria ser un bon agent preventiu del

cancer colorectal.

La capacitat de 1’oli d’oliva de modular el desenvolupament del
cancer colorectal en un sistema in vitro és menys destacada que la

de I'oli de peix.
L’oli d’oliva és capac¢ d’induir l'apoptosi de l’epiteli colonic en un

model animal d’induccié de carcinogénesi colorectal i aixi modular

el desenvolupament del cancer colorectal
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VIII. ABREVIATURES




Abreviatures

AOM Azoximeta

APC Adenomatous Polyposis Coli

BSA Albumina lliure d’acids grassos

COX Cicloxigenasa

DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindole

DHA Acid docosahexaenoic

DMEM Dulbecco Modified Eagle’s Medium

DNA Acid desoxiribonucleic

DPPIV Dipeptidilpeptidasa IV

EPA Acid eicosapentanoic

FCS Sérum fetal bovi

FO Oli de peix

GSB Tampo6 de carrega per proteines

h Hores

IA Index d’apoptosi

K-8 Queratina 8

LA Acid linoleic

ul, ug Microlitre, microgram

OA Acid Oleic

00 Oli d’oliva

PBS Tampo6 Fosfat Sali

PCR Reaccio en cadena de la polimerasa

PMME Membrana mitocondrial externa

RNA Acids ribonucleic

RT Retrotranscripcio

RT-PCR Retrotranscripciéo més reaccioé en cadena de la
polimerasa

RT_PCR Reaccio en cadena de la polimerasa a temps real

S-1 Sucrasa-Isomaltasa
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